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DESCRIPCION
Anticuerpos especificos de la alfa-enolasa y métodos de uso en terapias contra el cancer
Campo de lainvencion

La presente invencion se refiere a métodos para la generacién y uso de anticuerpos que se unen especificamente a
la proteina alfa-enolasa humana (ENO1).

Antecedentes de lainvencién

Los tumores son el resultado de una proliferacion desenfrenada aberrante de una sola célula, que genera un clon de
células transformadas. Las células tumorales pueden expresar antigenos Unicos que pueden ser reconocidos por el
sistema inmunolodgico. Los antigenos asociados a tumores incluyen oncogenes mutados, proteinas celulares
normales mutadas, proteinas celulares expresadas de forma aberrante, proteinas anormales de la superficie celular
y proteinas virales oncogénicas. El sistema inmunitario considera estos antigenos asociados a tumores como no
propios y puede producir anticuerpos para erradicar estas células tumorales extrafias portadoras de antigenos, al
tiempo que no afecta a las células sanas. Por lo tanto, la identificacion de antigenos asociados a tumores
inmunogénicos puede usarse como objetivos para el pronéstico clinico o aplicaciones terapéuticas en el tratamiento
del cancer.

Ciertas neoplasias malignas pueden identificarse por derrame pleural, que es el exceso de liquido en el espacio
entre el pulmén y la pared toracica. El carcinoma de pulmén, el carcinoma de mama y el linfoma causan
aproximadamente el 75 % de todos los derrames pleurales malignos. El derrame pleural maligno puede estar
enriguecido con infiltrados linfociticos y células tumorales. Se han descubierto complejos inmunes o autoanticuerpos
asociados a tumores, tales como anticuerpos anti-p53, antinucleares y anti-L-Myc, en fluidos de derrame y se
asocian con un mal pronéstico. También se han identificado varios antigenos asociados a tumores pulmonares en el
derrame maligno, incluyendo, fragmentos de citoqueratina 19, enolasa especifica de neuronas (ENO2), antigeno de
carcinoma de células escamosas y HLA-I soluble, etc.

La alfa-enolasa (enolasa-1, ENO1) es una proteina funcional multiple, que se descubrié por primera vez con la
enzima clave de las rutas de glucdlisis. En condiciones normales, la ENO1 se expresa en el citosol. Sin embargo, se
ha descubierto que la ENO1 también se expresa en las superficies celulares de muchas células cancerosas como un
receptor de plasminégeno y en células hematopoyéticas activadas, como neutrdfilos, linfocitos y monocitos. Se sabe
que la regulacion por aumento de las proteinas receptoras de plasmindgeno puede inducir una respuesta en
cascada del sistema de activacion de plasminégeno uroquinasa (UPAS).

El sistema activador de plasminégeno uroquinasa (UPAS) consiste en el activador de plasmindgeno uroquinasa
(uPA), su receptor afin (UPAR) y dos inhibidores especificos, el inhibidor del activador del plasminégeno 1 (PAI-1) y
el inhibidor del activador del plasmindégeno 2 (PAI-2). El activador de plasmindgeno uroquinasa convierte la
proenzima plasmindégeno en una serina proteasa activa, plasmina. La plasmina estéa involucrada en varios procesos
de remodelacion de tejidos, tal como la remodelacion de la membrana basal (MB) y la matriz extracelular (MEC), que
se requiere en la progresion tumoral y la metastasis. Ademas, se ha demostrado que el uPAS puede estar
involucrado en la evolucion neoplasica, afectando a la angiogénesis tumoral, la proliferacion de células malignas, la
adherencia y la migracion, la intravascularizacion y el crecimiento en el sitio metastéasico.

Especificamente, la activacion del plasminégeno puede dar lugar a degradaciones de la matriz extracelular, que a su
vez puede conducir a un aumento de la metastasis de las células cancerosas y la infiltracion de células inmunes. En
otras palabras, la expresion de ENOL1 en las superficies de las células cancerosas como receptor del plasminégeno
puede aumentar las actividades de invasion de las células cancerosas. Por lo tanto, la ENO1 es un objetivo potencial
para la terapia del cancer.

Sumario de lainvencién

Las realizaciones de la invencién se refieren a agentes de union dirigidos que se unen especificamente a la ENO1
humana, inhibiendo asi la unién del ligando (por ejemplo, plasmin6geno) a ENO1. Al inhibir la union del
plasmindgeno a ENQO1, los agentes de union dirigidos de la invencion pueden inhibir la activacion del plasminégeno,
llevando a una degradacion reducida de la matriz extracelular, que a su vez previene o reduce la disociacion de las
células cancerosas de la matriz extracelular. Por lo tanto, los agentes de unién dirigidos de acuerdo con las
realizaciones de la invencién se pueden usar para inhibir el crecimiento tumoral y la metastasis. Los mecanismos
mediante los cuales se puede lograr esto pueden incluir, entre otros, la inhibiciéon de la unién de un ligando (como el
plasmindgeno) a su receptor ENO1, o la anulacion de las interacciones entre el receptor ENO1 y sus ligandos,
reduciendo asi la concentracion efectiva de ENOL.

De acuerdo con una realizacién de la divulgacién, un agente de union dirigido es un anticuerpo que puede unirse a la
ENO1 humana para evitar que sus ligandos (por ejemplo, plasminégeno) se unan a la ENO1. La prevencion de la
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unién del plasminégeno al receptor puede prevenir la activacion del plasminégeno. Esto da como resultado la
inhibicidn del sistema de activacién del plasmindgeno uroquinasa (UPAS) en la matriz extracelular de las células
cancerosas.

De acuerdo con algunas realizaciones de la divulgacion, el anticuerpo puede unirse a ENO1 con afinidades altas, tal
como con una Kd de menos de 0,3 nM. Dichos agentes de unién fuerte pueden inhibir la ENO1 con altas eficiencias.

De acuerdo con algunas realizaciones de la divulgacién, un agente de unién dirigido es un anticuerpo que puede
unirse a la ENO1 humana e inhibir la actividad de la plasmina inducida en células cancerosas con altas eficiencias,
tal como una inhibiciéon del 80 %, 90 % o 100 %. Los ensayos de inhibicion se pueden realizar induciendo la
expresion de ENO1 (por lo tanto, la activacién del plasminégeno) en una célula cancerosa (tal como células de
linfoma humanas U937) mediante tratamiento con 10 microgramos/ml de lipopolisacarido (LPS) durante 5 horas. La
inhibicién de tal actividad de plasmina inducida puede analizarse con un anticuerpo a una concentraciéon adecuada.
Usando un anticuerpo de la invencion, dicha inhibicién puede detectarse a concentraciones de anticuerpos tan bajas
como 20 microgramos/ml o menos.

De acuerdo con algunas realizaciones de la divulgacién, un agente de unién dirigido es un anticuerpo que puede
unirse a la ENO1 humana. Dicho anticuerpo puede usarse para inhibir la actividad de invasiéon de una célula
cancerosa. Por ejemplo, los anticuerpos de la invenciéon pueden inhibir mas del 50 %, 60 % o 70 % de la actividad de
invasion de las células de carcinoma de pulmoén no microcitico humanas CL1-5 en concentraciones de anticuerpos
tan bajas como 50 microgramos/ml 0 menos.

De acuerdo con algunas realizaciones de la divulgacién, un agente de unién dirigido es un anticuerpo que puede
unirse a la ENO1 humana para inhibir la degradacion de la matriz extracelular, inhibiendo asi la disociacion de las
células cancerosas de la matriz extracelular. Por ejemplo, un anticuerpo de la invencion puede inhibir més del 40 %,
50 % o0 60 % de la disociacion mediada por plasmindgeno de las células CL1-5 a partir de coldgeno o fibronectina a
concentraciones de anticuerpos tan bajas como 50 microgramos/ml 0 menos.

De acuerdo con las realizaciones de la divulgacion, un agente de union dirigido (es decir, un anticuerpo) puede
comprender una secuencia de aminoacidos de cadena pesada que tiene una regidon determinante de la
complementariedad (CDR) que comprende una de las secuencias de CDR incluidas en la secuencia 1.

De acuerdo con algunas realizaciones de la divulgacion, un agente de union dirigido (es decir, un anticuerpo) puede
comprender una secuencia de aminoacidos de cadena ligera que tiene una regién determinante de la
complementariedad (CDR) que comprende una de las secuencias de CDR incluidas en la secuencia 2.

De acuerdo con algunas realizaciones de la divulgacion, un agente de union dirigido es un anticuerpo, que puede ser
un anticuerpo monoclonal o un anticuerpo policlonal.

De acuerdo con algunas realizaciones de la divulgacion, un anticuerpo que puede unir la proteina ENO1 humana
comprende una secuencia de aminoacidos de cadena ligera que comprende cualquiera de las secuencias LCDR1,
LCDR2 o LCDR3 incluida en la secuencia 2.

De acuerdo con algunas realizaciones de la divulgacion, un anticuerpo que puede unirse a la proteina ENO1
humana comprende una secuencia de aminoacidos de cadena ligera que comprende dos cualquiera de las
secuencias LCDR1, LCDR2 o LCDR3 incluida en la secuencia 2 (es decir, LCDR1 y LCDR2, LCDR1 y LCDRS3 o
LCDR2 y LCDR3).

De acuerdo con algunas realizaciones de la divulgacion, un anticuerpo que se puede unir a la proteina ENO1
comprende una secuencia de aminoacidos de cadena ligera que comprende las secuencias de LCDR1, LCDR2 y
LCDR3 incluidas en la secuencia 2. De acuerdo con ciertas realizaciones de la invencién, un anticuerpo puede ser
un anticuerpo humanizado o un anticuerpo monoclonal completamente humano.

De acuerdo con algunas realizaciones de la descripcién, un anticuerpo que puede unirse a la proteina ENO1
humana comprende una secuencia de aminoacidos de cadena pesada que comprende cualquiera de las secuencias
de HCDR1, HCDR2 o HCDR3 incluidas en la secuencia 1.

De acuerdo con algunas realizaciones de la divulgacion, un anticuerpo que puede unirse a la proteina ENO1
humana comprende una secuencia de aminoacidos de cadena pesada que comprende dos cualquiera de las
secuencias de HCDR1, HCDR2 o HCDR3 incluidas en n secuencia 1 (es decir, HCDR1 y HCDR2, HCDR1 y HCDR3
o0 HCDR2 y HCDR3).

De acuerdo con algunas realizaciones de la divulgacion, un anticuerpo que puede unirse a la proteina ENO1
humana comprende una secuencia de aminoacidos de cadena pesada que comprende las secuencias de HCDR1,
HCDR2 y HCDR3 incluidas en la secuencia 1. De acuerdo con algunas realizaciones de la invencién, un anticuerpo
puede ser un anticuerpo humanizado o un anticuerpo monoclonal completamente humano.
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De acuerdo con algunas realizaciones de la divulgacion, un anticuerpo que puede unirse a la proteina ENO1
humana comprende una secuencia de aminoacidos de cadena ligera que tiene una CDR que comprende una de las
secuencias de CDR incluidas en la secuencia 2. De acuerdo con algunas realizaciones de la divulgacion, un
anticuerpo puede unirse a la proteina ENO1 humana y comprende una secuencia de aminoacidos de cadena
pesada que tiene una CDR que comprende una de las secuencias mostradas en las secuencias 1. De acuerdo con
algunas realizaciones de la invencién, un anticuerpo puede ser un anticuerpo monoclonal humanizado o
completamente humano.

De acuerdo con algunas realizaciones de la divulgacion, un anticuerpo que puede unirse a la proteina ENO1
humana comprende una secuencia de aminoacidos de cadena pesada que tiene una de las secuencias de CDR
incluidas en la secuencia 1 y una secuencia de aminoacidos de cadena ligera que tiene una de las secuencias de
CDR incluidas en la secuencia 2. De acuerdo con algunas realizaciones de la invencién, un anticuerpo puede ser un
anticuerpo monoclonal humanizado o completamente humano.

De acuerdo con algunas realizaciones de la divulgacién, un agente de unién dirigido (es decir, un anticuerpo) puede
competir por la unién del plasminégeno a la proteina ENO1 humana. De acuerdo con algunas realizaciones de la
invencion, dicho agente de unién dirigido comprende una secuencia de aminoacidos de cadena pesada que tiene al
menos una de las secuencias de CDR incluidas en la secuencia 1 y una secuencia de aminoacidos de cadena ligera
que tiene al menos una de las secuencias de CDR incluidas en la secuencia 2.

De acuerdo con algunas realizaciones de la invencién, un agente de union dirigido se puede unir a un epitopo que
comprende la secuencia de aminoacidos *°FD Q DW G AW Q K F TA3% (SEQ ID NO:9) 03 KRIA KAV N EK
S336 (SEQ ID NO:10) de la proteina ENO1 humana (GenBank: AAH50642.1). De acuerdo con algunas realizaciones
de la divulgacion, dicho agente de union dirigido comprende una secuencia de aminoacidos de cadena pesada que
tiene al menos una de las secuencias de CDR incluidas en la secuencia 1 y una secuencia de aminoacidos de
cadena ligera que tiene al menos una de las secuencias de CDR incluidas en la secuencia 2.

De acuerdo con algunas realizaciones, el agente de unién de la invencién puede comprender un sitio de unién a
antigeno dentro de una molécula que no es anticuerpo. Por ejemplo, dicho agente de unién puede incluir una o0 mas
CDR, por ejemplo, un conjunto de CDR en un andamio de proteinas que no son anticuerpos, como se trata mas
adelante.

Algunas realizaciones de la divulgacion se refieren a métodos para evaluar el nivel de proteina ENO1 humana en un
paciente o una muestra de paciente. Un método de la invencién comprende poner en contacto un anticuerpo anti-
ENO1 con una muestra biolégica de un paciente y detectar el nivel de unidén entre dicho anticuerpo y la proteina
ENO1 humana en dicha muestra. En realizaciones mas especificas, la muestra bioldgica es sangre o plasma.

Otras realizaciones de la divulgacion se refieren a composiciones que comprenden un agente de unién dirigido, que
puede incluir un anticuerpo o un fragmento funcional del mismo y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

Aun otras realizaciones de la divulgacion se refieren a métodos para tratar eficazmente a un sujeto (por ejemplo,
humano o animal) que padece una enfermedad o trastorno de ENOL1. El método puede incluir seleccionar a un
sujeto que necesite un tratamiento para una enfermedad neoplasica o no neoplésica, y administrar al sujeto una
dosis terapéuticamente eficaz de un anticuerpo (que puede ser un anticuerpo monoclonal humanizado o
completamente humano) que se une especificamente a la proteina ENO1.

El anticuerpo de la divulgacion se puede usar para tratar una enfermedad o trastorno relacionado con la proteina
ENO1 humana. Una enfermedad o trastorno relacionado con la proteina ENO1 humana puede ser cualquier afeccion
que surja de la activacion o expresion aberrante de la proteina ENO1 humana. Los ejemplos de tales enfermedades
incluyen cuando la proteina ENO1 humana interacciona de forma aberrante con sus ligandos, alterando asi las
propiedades de adhesion celular o sefializacion celular. Esta alteracién en la adhesion celular o las propiedades de
sefializacion celular pueden dar como resultado enfermedades neoplasicas o algunas enfermedades inmunitarias.

Por ejemplo, una enfermedad relacionada con la proteina ENO1 humana puede ser una enfermedad neoplasica, tal
como cancer de pulmén, mama, pancreas, higado, colorrectal y de préstata.

De acuerdo con algunas realizaciones de la divulgacion, un agente de unién dirigido (por ejemplo, un anticuerpo)
puede unirse al péptido que comprende la secuencia de aminoacidos 2FD Q DW G AW Q K F T3%8 (SEQ ID NO:9)
0 326 KRIAKAVNEK S336 (SEQ ID NO:10) de la proteina ENO1 humana (GenBank: AAH50642.1) y se puede usar
para tratar una enfermedad o trastorno relacionado con la proteina ENO1 humana indicada anteriormente.

Realizaciones adicionales de la invencion se refieren a métodos para inhibir la disociacion celular inducida por ENO1
de la matriz extracelular de cancer en un sujeto. Estos métodos pueden incluir la seleccion de un sujeto (por
ejemplo, un ser humano o un animal) que necesite tratamiento para la disociaciéon celular inducida por ENO1 y
administrar a dicho sujeto una dosis terapéuticamente eficaz de un anticuerpo, en el que dicho anticuerpo se une
especificamente a ENO1. El anticuerpo puede ser un anticuerpo monoclonal humanizado o completamente humano.
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Otras realizaciones de la invencién se refieren a los usos de un anticuerpo de la invencién en la preparacion de un
medicamento para el tratamiento de una enfermedad o trastorno relacionado con ENO1 en un sujeto (por ejemplo,
un ser humano o un animal), en el que dicho anticuerpo se une especificamente a ENO1. El anticuerpo puede ser un
anticuerpo monoclonal humanizado o completamente humano.

De acuerdo con algunas realizaciones de la divulgacion, los agentes de unién dirigidos descritos en el presente
documento pueden usarse para la preparacion de un medicamento para el tratamiento de la disociacion celular
inducida por la proteina ENO1 a partir de la matriz extracelular en un animal, en el que dicho anticuerpo se une
especificamente a ENOL. El anticuerpo puede ser un anticuerpo monoclonal humanizado o completamente humano.

Algunas realizaciones de la divulgacién descrita en el presente documento se refieren a anticuerpos monoclonales
gue se unen a la ENO1 humana y afectan a las funciones de la ENO1 humana. Otras realizaciones de la divulgacion
se refieren a preparaciones de anticuerpos anti-ENO1 con propiedades deseables para aplicaciones de terapia.
Tales propiedades pueden incluir una alta afinidad de union para ENO1, la capacidad de neutralizar la actividad de
ENOL1 in vitro e in vivo, y la capacidad de inhibir la disociacion, el crecimiento y la metastasis celulares inducidas por
ENOL1 de los tumores.

En algunas realizaciones, la divulgacién se refiere a un anticuerpo que puede unirse a ENO1 humana con una
afinidad muy alta (es decir, una Ka baja). Por ejemplo un anticuerpo humano, de conejo, de ratén, quimérico o
humanizado que es capaz de unirse a ENO1 con una Kq inferior a aproximadamente 105, 10, 107, 108, 10, 10°1°
o aproximadamente 101*M, o cualquier intervalo o valor entremedias. Las mediciones de la afinidad y/o avidez se
pueden realizar utilizando ELISA y/o BIACORE, como se describe en el presente documento o de acuerdo con
técnicas conocidas en la materia.

El anticuerpo anti-ENO1 puede ser un anticuerpo de longitud completa (por ejemplo, que tiene una region Fc
humana intacta) o un fragmento de anticuerpo (por ejemplo, un fragmento Fab, Fab' o F(ab')2, FV o Dab (los Dab
son las unidades de unién funcionales mas pequefias de los anticuerpos humanos). Ademas, el anticuerpo puede
fabricarse a partir de un hibridoma que secreta el anticuerpo, o de una célula producida de forma recombinante que
se ha transformado o transfectado con un gen o genes que codifican el anticuerpo.

Otras realizaciones de la divulgacién se refieren a moléculas de acido nucleico aisladas que codifican cualquiera de
los anticuerpos descritos en el presente documento, vectores que tienen moléculas de acido nucleico aisladas que
codifican anticuerpo anti-ENO1 o una célula huésped transformada con cualquiera de tales moléculas de acido
nucleico.

Ademas, algunas realizaciones de la divulgacion se refieren a un método para producir un anticuerpo anti-ENO1
mediante el cultivo de células huésped en condiciones en las que se expresa una molécula de acido nucleico para
producir el anticuerpo, seguido de la recuperacién del anticuerpo. Debe tenerse en cuenta que las realizaciones de
la divulgacion también pueden incluir cualquier molécula de acido nucleico que codifique un anticuerpo o fragmento
de un anticuerpo de la invencién, incluidas secuencias de acido nucleico optimizadas para aumentar los
rendimientos de anticuerpos o fragmentos de los mismos cuando se transfectan en células huésped para la
produccién de anticuerpos.

Otras realizaciones de la divulgacion pueden referirse a métodos para producir anticuerpos de alta afinidad contra
ENO1 humana mediante la inmunizaciéon de un mamifero con la proteina ENO1 humana, un fragmento del mismo y
una o mas secuencias ortélogas o fragmentos del mismo.

Otras realizaciones se refieren a la generacion e identificaciéon de anticuerpos aislados que pueden unirse
especificamente a ENO1 humana. La inhibicion de la actividad biolégica de ENO1 puede efectuarse por estos
anticuerpos para prevenir la disociacion celular inducida por ENO1, la invasién y otros efectos deseados de los
canceres.

Otras realizaciones de la divulgacion se refieren a composiciones farmacéuticas que tienen una cantidad eficaz de
un anticuerpo anti-ENO1. La composicion puede comprender ademas un vehiculo o diluyente farmacéuticamente
aceptable. En aun otras realizaciones, el anticuerpo anti-ENO1, o un fragmento del mismo, se conjuga con un
agente terapéutico. El agente terapéutico puede ser, por ejemplo, una toxina o un radioisétopo.

AUn otras realizaciones de la divulgacion se refieren a métodos para tratar enfermedades o afecciones asociadas
con la expresién de ENO1 en un paciente. Los métodos pueden incluir administrar a un paciente una cantidad
efectiva de un anticuerpo anti-ENOL. El anticuerpo anti-ENO1 se puede administrar solo o se puede administrar en
combinacién con anticuerpos adicionales o un farmaco quimioterapéutico o radioterapia. Por ejemplo, una mezcla
monoclonal, oligoclonal o policlonal del anticuerpo frente a ENO1 que bloquea la disociacion celular se puede
administrar en combinacion con un medicamento que se ha demostrado que inhibe directamente la proliferacion de
células tumorales. El método puede realizarse in vivo y el paciente es, preferiblemente, un paciente humano. En una
realizacion preferida, el método se refiere al tratamiento de una enfermedad o trastorno relacionado con la ENO1
que incluye, pero sin limitacién, enfermedades neoplasicas, tales como cancer de pulmén, mama, pancreas, higado,
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colorrectal, préstata y/o tumores solidos.

Algunas realizaciones de la divulgacion se refieren a un método para vigilar el desarrollo del cancer. EI método
puede comprender determinar la abundancia de proteinas alfa-enolasa (ENO1) en una muestra (por ejemplo, células
cancerosas), en el que un mayor nivel de ENO1 se correlaciona con la gravedad del cancer. De acuerdo con
realizaciones de la invencién, la abundancia puede determinarse midiendo la unién de un anticuerpo especifico de
ENOL1 a las proteinas ENO1.

Algunas realizaciones de la divulgaciéon se refieren a un método para detectar cancer. Dicho método puede
comprender determinar la abundancia de anticuerpos especificos de ENO1 en muestras de suero, en las que un
nivel bajo de anticuerpos especificos contra ENOL indica la presencia de un tumor maligno.

Breve descripcion de los dibujos

Las figuras 1A y 1B muestran los resultados de los estudios de la localizacion de la superficie celular de ENO1
en células malignas utilizando citometria de flujo (Figura 1A) e inmunotincion (Figura 1B), respectivamente. Los
procedimientos detallados se realizaron como se describe en el ejemplo 1. Los datos muestran que la ENO1 se
encuentra en la superficie celular en células malignas (NHRI-L89 y CA926), pero no en las células epiteliales de
pulmén normales (NHBE y SAEC).

La figura 2 muestra la inhibicién de la actividad de invasion de las células de adenocarcinoma de pulmén CL1-5
altamente invasivas por anticuerpos policlonales contra la ENO1 de la superficie celular. Los procedimientos
detallados se realizaron como se describe en el Ejemplo 2. Los datos muestran que la administracion de
anticuerpos policlonales anti-ENO1 atenuta la invasion de CL1-5.

La figura 3 muestra que un anticuerpo policlonal contra ENO1 humana atenla la capacidad de invasion tisular de
las células CL1-5F4 en pulmon. La administracion de anticuerpo en un animal y la formacion de colonias
metastasicas del pulmén se control6 12 y 19 dias después de la inyeccion del tumor utilizando un sistema IVIS.
Los procedimientos detallados se realizaron como se describe en el Ejemplo 3. Los datos muestran que el
anticuerpo policlonal contra ENO1 inhibe la migracion de CL1-5F4 a los pulmones in vivo.

La Figura 4 muestra la generacion de hibridomas de anticuerpos anti-ENO1 y la verificacion de cada uno de los
clones de anticuerpos monoclonales mediante citometria de flujo. Los procedimientos para la inmunizacion de
ratones y la generacion de hibridomas y la produccion de cada anticuerpo y la verificacion del anticuerpo
mediante citometria de flujo se describieron en el Ejemplo 4. Los datos muestran que los 5 anticuerpos de
hibridoma reconocen la superficie ENOL1 en las células de adenocarcinoma de pulmén CL1-5F4.

La figura 5A muestra la uniébn de ENO1 en el ELISA de 5 anticuerpos aislados de ascitis de hibridomas
individuales. La purificacion de sulfato de amonio, la purificacion en columna de proteina A y la purificacion por
SDS-PAGE se realizaron como se describe en el Ejemplo 5. Los datos en la figura 5B muestran los valores de Kq
de 5 anticuerpos anti-ENO1 humana diferentes.

La figura 6 muestra los resultados del ensayo fibrinolitico U937 de 5 anticuerpos aislados de ascitis de
hibridomas individuales, respectivamente. La induccion de la expresion de ENO1 por LPS en la linea celular de
linfoma U937 humano y el ensayo de la actividad de plasmina se llevaron a cabo como se describe en el Ejemplo
6. Estos datos también muestran que 5 anticuerpos anti-ENO1 diferentes tienen diferentes actividades de
inhibicién contra el receptor de plasmindégeno de ENO1 y que las actividades de inhibicion se correlacionan con
los valores de Ka.

La figura 7 muestra los resultados de la inhibicion de las actividades de invasion de las células CL1-5 tratadas
con 5 anticuerpos diferentes aislados de ascitis de hibridomas individuales, respectivamente. Los procedimientos
detallados fueron descritos en el Ejemplo 7. Estos datos muestran que los 5 anticuerpos anti-ENO1 diferentes
pueden inhibir la actividad de invasién de las células CL1-5. De forma interesante, aunque el clon 8 tiene una Kgqg
aproximadamente 7,2 veces mas alta que la del clon 10, la inhibicion de la actividad de invasiéon contra las
células CL1-5 por el clon 8 es similar a la del clon 10.

La figura 8A muestra los resultados de las actividades de invasion de las células CL1-5 tratadas con diferentes
concentraciones de mAb EN10 aislados de hibridoma. Los procedimientos detallados se realizaron como se
describe en el Ejemplo 8. Estos datos muestran que el anticuerpo mAb EN10 inhibe la actividad de invasion de
CL1-5 de una manera dependiente de la dosis.

La figura 8B muestra los resultados de las actividades de invasion de células U937 tratadas con diferentes
concentraciones de mAb EN10 aislados de hibridoma, después de que la expresion de ENO1 en la superficie
células fue inducida por LPS. Los procedimientos detallados se realizaron como se describe en el Ejemplo 8.
Estos datos muestran que el mAb EN10 inhibe la actividad de invasion de las células U937 de una manera
dependiente de la dosis.
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La figura 9 muestra que el mAb EN10 reconoce la ENO1 en la superficie celular en células U937 tratadas con
LPS. Los procedimientos detallados se realizaron como se describe en el Ejemplo 9.

La figura 10A muestra la actividad de adhesién de las células de carcinoma de pulmén CL1-5 a las proteinas de
la matriz. El ensayo de adherencia se realizé como se describe en el Ejemplo 10. Estos datos muestran que las
células CL1-5 tienen una mayor actividad de adhesion al colageno y la fibronectina.

La figura 10B muestra los resultados de la inhibicion de la disociacion de las células CL1-5 de la fibronectina
tratada con el mAb EN10. El ensayo de adhesién asociado a la célula se realizé como se describe en el Ejemplo
10. Estos datos muestran que el mAb EN10 inhibe la actividad de disociacion celular de CL1-5 de la
fibronectinina de una manera dependiente de la dosis.

La figura 10C muestra los resultados de la inhibicion de la disociacion de células CL1-5 del colageno tratado con
el mAb EN10. El ensayo de adhesién asociado a la célula se realiz6 como se describe en el Ejemplo 10. Estos
datos muestran que el mAb EN10 inhibe la actividad de disociacion celular de CL1-5 a partir de colageno de una
manera dependiente de la dosis.

La figura 11A representa la secuencia de aminoacidos de la region de la cadena pesada variable del mAb EN10
(SEC ID NO: 1). Las regiones marco (FR1, FR2, FR3 y FR4) y las CDR (HCDR1, HCDR2, y HCDR3) estan
indicadas. La clonacion del mAb EN10 se realiz6 como se describe en el Ejemplo 11.

La figura 11B representa la secuencia de aminoacidos de la regién variable de la cadena ligera del mAb EN10
(SEQ ID NO: 2). Las regiones marco (FR1, FR2, FR3 y FR4) y las CDR (LCDR1, LCDR2, y LCDR3) estan
indicadas. La clonacion del mAb EN10 se realiz6 como se describe en el Ejemplo 11.

La figura 12A muestra las actividades de unién a mAb EN10 de los mutantes de delecion de ENOL. El epitopo de
union del mAb EN10 se ubica entre el resto amino numero 293 y 434 de la proteina ENO1 humana. La delecion
de la gran parte de ENO1 para determinar la regién de union del mAb EN10 se realiz6 como se describe en el
Ejemplo 12.

La figura 12B muestra la SDS PAGE al 12 % de 6 proteinas mutantes por delecion C-terminal de ENO1
purificadas a partir de E. coli. Los procedimientos detallados para la purificacion de mutantes de delecién de
ENOL1 se describen en el Ejemplo 12.

La figura 12C muestra las actividades de union a mAb EN10 de 6 mutantes de delecién C-terminal de ENOL. El
epitopo de unién de mAb EN10 se ubica entre los restos amino nimero 296 y 336 de la proteina ENO1 humana.
La delecion de la porcion grande de ENO1 para determinar la regién de unién de mAb EN10 se realizé como se
describe en el Ejemplo 12.

La figura 13A representa la estructura cristalina y los restos de aminoacidos de exposicion superficial entre los
nameros de aminoacidos 296 y 336 de ENO1 humana. La prediccién de la estructura se describio en el Ejemplo
13.

La figura 13B muestra la SDS PAGE al 12 % de 11 proteinas mutantes de escaneo de alanina de ENO1
purificada a partir de E. coli. Los procedimientos detallados para la purificacion de las proteinas de mutacion de
ENOL1 se describen en el Ejemplo 13.

La figura 13C muestra el ELISA de unién a ENOL1 y los valores de Kd de 11 mutantes de barrido de alanina
contra el mAb EN10. El resultado sugiere que las secuencias del péptido 1 de ENO1, FD QDDWGAWQKFTA
(SEQ ID NO: 9) y el péptido 2K RIAK AV N EK S (SEQ ID NO:10), localizados entre el resto amino nimero
296 y 336 de ENO1 humano estan involucrados en la union de mAb EN10. El barrido de alanina se realizé como
se describe en el ejemplo 13.

La figura 13D muestra las secuencias del péptido 1 de ENO1 (FDQDW G AW Q KF TA (SEQ ID NO: 9)) y el
péptido 2 (KRTAKA VN EK S (SEQ ID NO:10)) entre los restos amino nimero 296 y 336 de ENO1 humana
(SEC ID NO: 49), que participan en la union de ENO1 y mAb EN10 humanos.

La figura 14A muestra una estructura 3D de la proteina ENO1 humana. La figura 14B representa la estructura
deducida del Fab del mAb EN10 (mostrada en hélice en cinta, cadena ligera gris, cadena pesada negra) en
complejo con la regién de unidon al plasminégeno de la proteina ENO1 humana. La prediccion de la estructura
cristalina de la proteina ENO1 y el mAb EN10 se realiz6 como se describe en el Ejemplo 14.

La figura 15A muestra un vector de expresion para la generacion de quimeras de ratén-humana de mAb EN10.
Los procedimientos detallados para la purificacién del anticuerpo quimera mAb EN10 se describen en el Ejemplo
15.
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La figura 15B representa los resultados del uso del anticuerpo quimera para determinar las constantes de
afinidad de unién y cinética de mAb EN10. Los procedimientos detallados de la expresion del anticuerpo
quimera, la purificacion y el analisis de Kq se realizaron como se describe en el Ejemplo 15.

La figura 16 muestra los efectos inhibidores de mAb EN10 sobre el crecimiento del tumor de pulmén en
presencia de complemento. La administracion de mAb EN10 y el retraso del crecimiento tumoral por tratamiento
con anticuerpos se realizaron como se describe en el Ejemplo 16. Los datos muestran que la administracién de
mAb EN10 con complemento dos veces por semana tiene una eficacia similar a la tratada con la misma dosis del
farmaco comercial Erbitux ™ en el modelo de ratdn con xenoinjerto CL1-5.

Las figuras 17A, 17B y 17C muestran los resultados del bloqueo de la diseminacién tumoral de los canceres de
pancreas en el ensayo de formacion de colonias metastasicas hepaticas y de bazo mediante el mAb EN10. La
administracion de mAb EN10 y la inhibicion del crecimiento del tumor metastasico por tratamiento con
anticuerpos se realizaron como se describe en el Ejemplo 17. Los resultados del estudio indican que la
administracién de 10 mpk (mg/kg) de mAb EN10 dos veces por semana disminuye el niUmero de nédulos de
tumores metastasicos, volimenes tumorales y pesos tumorales de ratones en comparacion con los de la misma
dosis de IgG de control en el modelo de ratén metastasico del higado con bazo.

Definiciones

Salvo que se definan de otra manera, los términos cientificos y técnicos utilizados en el presente documento tendran
los significados que comunmente entienden los expertos en la técnica. Ademas, a no ser que el contexto requiera
otra cosa, los términos en singular incluiran las pluralidades, y los términos en plural incluiran el singular. En general,
las nomenclaturas usadas en relacién con, y las técnicas de, cultivo celular y tisular, biologia molecular, y la quimica
de proteinas y oligo o polinucleétidos e hibridacion descritas en el presente documento son aquellas bien conocidas
y comunmente utilizadas en la técnica.

Las técnicas estandar se utilizan para el ADN recombinante, la sintesis de oligonuclettidos y el cultivo y
transformacion de tejidos (por ejemplo, electroporacion, lipofeccion). Se realizan reacciones enzimaticas y técnicas
de purificacion de acuerdo con las especificaciones del fabricante, como normalmente se efectian en la técnica o tal
como se describe en el presente documento. Las técnicas y procedimientos anteriores pueden realizarse, en
general, de acuerdo con procedimientos convencionales bien conocidos en la técnica y tal como se describen en
varias referencias generales y méas especificas que se citan y tratan a lo largo de la presente especificacion. Véase,
por ejemplo, Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual (32 ed., Cold Spring Harbor Laboratory Press,
Cold Spring Harbor, N. Y. 2001)), que se incorpora en el presente documento por referencia. Las nomenclaturas
utilizadas en relacién con, y los procedimientos y técnicas de laboratorio de, quimica analitica, quimica organica
sintética, y quimica médica y farmacéutica que se describen en el presente documento son los conocidos y
comunmente usados en la técnica. Se utilizan técnicas estdndar para la sintesis quimica, los analisis quimicos,
preparacion farmacéutica, formulacién y liberacién, y tratamiento de los pacientes.

Segun se utiliza de acuerdo con la presente divulgacién, los siguientes términos, salvo que se indique lo contrario, se
entenderdn como que tienen los siguientes significados: El término "y/0" como se usa en el presente documento se
debe tomar como divulgacion especifica de cada una de las dos caracteristicas o componentes especificados con o
sin el otro. Por ejemplo, "A y/o B" debe tomarse como una descripcion especifica de cada uno de (i) A, (i) B e (iii) Ay
B, como si cada uno de ellos se expusiera individualmente en el presente documento.

Un antagonista puede ser un polipéptido, &cido nucleico, hidrato de carbono, un lipido, compuesto de peso molecular
pequefio, un oligonucledtido, un oligopéptido, ARN de interferencia (IARN), antisentido, una proteina recombinante,
un anticuerpo, o conjugados o proteinas de fusion de los mismos. Para una revision del ARNi, véase Milhavet O,
Gary D S, Mattson M P. (Pharmacol Rev. 2003 December; 55 (4):629-48. Review.) y para el enfoque antisentido,
véase Opalinska J B, Gewirtz A M. (Sci STKE. 2003 Oct. 28; 2003 (206): pe47).

La activacion o expresion aberrante relacionada con la enfermedad de "ENO1" puede ser una adhesion celular
indeseable o patoldgica, por ejemplo, la adhesion celular relacionada con el tumor. Las enfermedades relacionadas
con la adhesién celular incluyen, aunque sin limitacion, tumores no soélidos, como leucemia o linfoma, y también
tumores sélidos, como el melanoma, cancer de pulmdén no microcitico, carcinoma hepatocelular (hepatico) "gastrico,
de cabeza y cuello, del sistema hepatico, estbmago, mama, ovario, en el pulmén, en el pulmén, utero, vulva,
colorrecto y pancreas.

El término ENOL se refiere a la molécula de heterodimero enolasa que consiste en una ENO1 y ENO2 o ENOS3.

Como se usan en el presente documento, el término "anticuerpo"” se refiere en general y en general a
inmunoglobulinas, autoanticuerpos, anticuerpos monoclonales y anticuerpos policlonales, asi como fragmentos
activos de los mismos. El fragmento puede estar activo porque se une al antigeno afin o puede estar activo porque
es biolégicamente funcional. Los anticuerpos de la invencién pueden ser quiméricos, humanizados o humanos,
utilizando técnicas conocidas en la técnica.
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Como se usan en el presente documento, la expresion "anticuerpo monoclonal” se refiere a los anticuerpos que son
guimica e inmunolégicamente homogéneos, generalmente producidos por hibridomas. Véase A Laboratory Manual,
Harlow y Lane, eds., Cold Spring Harbor, N. Y. (1988).

Como se usan en el presente documento, la expresion "anticuerpo policlonal” se refiere a los anticuerpos que son
producidos por mas de un clon de células plasmaticas que sintetizan anticuerpos (linfocitos B) en respuesta al
mismo antigeno. Generalmente son producidos por el animal después de que se inmuniza con el antigeno.

Como se usan en el presente documento, la expresion "anticuerpo quimérico" se refiere a los anticuerpos que
contienen secuencias de mas de una fuente. Por ejemplo, dichos anticuerpos pueden contener secuencias de
fuentes no humanas que luego se modifican mediante la introduccién de secuencias humanas. Como se usa en el
presente documento, la expresion "anticuerpo humanizado” se refiere a un anticuerpo en el que se introducen
porciones minimas de un anticuerpo no humano en un anticuerpo por lo demas humano. Como se usan en el
presente documento, la expresion "anticuerpo humano" se refiere a un anticuerpo en el que sustancialmente cada
parte de la proteina es sustancialmente no inmunogénica en seres humanos, con solo cambios o variaciones
menores de secuencia.

Como se usan en el presente documento, la expresion "anticuerpo especifico de alfa-enolasa" se refiere a un
anticuerpo que tiene una alta especificidad para ENO1 de mamiferos, pero no para ENO2 o ENO3. Asimismo, la
expresion "anticuerpo especifico contra ENO1" se refiere a un anticuerpo que se une a la proteina alfa-enolasa.

El término "neutralizar" cuando se refiere a un agente de unién dirigido, tal como un anticuerpo, se refiere a la
capacidad de dicho agente de unién dirigido para eliminar, o reducir significativamente, la actividad de un antigeno
diana. En consecuencia, un anticuerpo "neutralizante" de ENO1 es capaz de eliminar o reducir significativamente la
actividad de ENO1. Un anticuerpo neutralizante ENO1 puede, por ejemplo, actuar bloqueando la unién de ENOL1 al
plasmindgeno. Al bloquear esta unién, la disociacion celular mediada por plasmindégeno es significativa o
completamente eliminada. Idealmente, un anticuerpo neutralizante contra ENO1 mejora la adhesion celular.

El término "polipéptido” se usa en el presente documento como un término genérico para referirse a la proteina
nativa, fragmentos, o analogos de una secuencia polipeptidica. Por tanto, la proteina nativa, los fragmentos y los
analogos son especies del género polipeptidico. Los polipéptidos preferidos de acuerdo con la invencion
comprenden las moléculas de inmunoglobulina de cadena pesada humana y las moléculas de inmunoglobulina de
cadena ligera kappa humana, asi como moléculas de anticuerpos formadas por combinaciones que comprenden
moléculas de inmunoglobulina de cadena pesada con moléculas de inmunoglobulina de cadena ligera, tales como
las moléculas de inmunoglobulina de cadena ligera kappa o lambda, y viceversa, asi como fragmentos y analogos
de los mismos. Los polipéptidos preferidos de acuerdo con la invencion también pueden comprender Unicamente las
moléculas de inmunoglobulina de cadena pesada humana o fragmentos de las mismas.

El término "polinucledtido” como se refiere en el presente documento significa una forma polimérica de nucleétidos
de al menos 10 bases de longitud, ya sea ribonucleétidos o desoxinucleétidos o una forma modificada de cualquiera
de los tipos de nucleétidos, o heteroduplex de ARN-ADN. El término incluye formas monocatenarias y bicatenarias
de ADN.

La expresion "region CDR" o "CDR" pretende indicar las regiones hipervariables de las cadenas pesadas o ligeras
de la inmunoglobulina, segun lo definido por Kabat et al., 1991 (Kabat, E. A. et al., (1991) Sequences of Proteins of
Immunological Interest, 52 edicién. US Department of Health and Human Services, Public Service, NIH, Washington),
y ediciones posteriores. Un anticuerpo normalmente contiene 3 CDR de cadena pesada y 3 CDR de cadena ligera.
El término CDR se usa en el presente documento para indicar, segun el caso, una de estas regiones o varias, 0
incluso la totalidad, de estas regiones que contienen la mayoria de los restos de aminoacidos responsables de la
union por afinidad del anticuerpo por el antigeno o el epitopo que reconoce.

Entre las seis secuencias cortas de CDR, la tercera CDR de la cadena pesada (HCDRS3) tiene una mayor
variabilidad de tamafio (mayor diversidad debido esencialmente a los mecanismos de disposicion de los genes que
la originan). Puede ser tan corto como de 2 aminoacidos, aunque el tamafio mas largo conocido es 26. La longitud
de la CDR también puede variar segun la longitud que pueda acomodar el marco subyacente particular.
Funcionalmente, HCDR3 desempefia un papel en parte en la determinacién de la especificidad del anticuerpo (Segal
et al., PNAS, 71:4298 -4302, 1974).

La expresion "conjunto de CDR" referida en el presente documento comprende CDR1, CDR2 y CDR3. Por lo tanto,
un conjunto de HCDR se refiere a HCDR1, HCDR2 y HCDR3 (HCDR se refiere a un CDR de cadena pesada
variable), y un conjunto de LCDR se refiere a LCDR1, LCDR2 y LCDR3 (LCDR se refiere a un CDR de cadena ligera
variable). A menos que se indique otra cosa, un "conjunto de CDR" incluye HCDR y LCDR.

El término "corresponde a" se usa en el presente documento para significar que una secuencia de polinucleétidos es
homoéloga (es decir, es idéntica, no estrictamente relacionada evolutivamente) con la totalidad o una parte de una
secuencia polinucleotidica de referencia, 0 que una secuencia polipeptidica es idéntica a una secuencia polipeptidica
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de referencia.

En contraposicion, el término "complementario a" se usa en el presente documento para indicar que la secuencia
complementaria es homodloga a toda o una parte de una secuencia de polinucleétido de referencia. A modo
ilustrativo, la secuencia de nucleétidos "TATAC" corresponde a una secuencia de referencia "TATAC" y es
complementaria a una secuencia de referencia "GTATA".

La expresion "identidad de secuencia” significa que dos secuencias de polinucledtidos o aminoacidos son idénticas
(es decir, en una base de nucledtido por nucleétido o de residuo por residuo) en la ventana de comparacion. La
expresion “porcentaje de identidad de secuencia” se calcula comparando dos secuencias alineadas 6ptimamente en
la ventana de comparacion, determinando el nimero de posiciones en las se da una base de acido nucleico idéntica
(por ejemplo, A, T, C, G, U o |) o un residuo de aminoacido aparece en ambas secuencias para producir el nimero
de posiciones coincidentes, dividiendo el niUmero de posiciones coincidentes por el nimero total de posiciones en la
ventana de comparacion (es decir, el tamafio de la ventana) y multiplicando el resultado por 100 para obtener el
porcentaje de identidad de secuencia.

Las expresiones "identidad sustancial" o "sustancialmente idéntico” como se usa en el presente documento denota
una caracteristica de una secuencia de polinucleétidos o de aminoacidos, en el que el polinucleétido o aminoéacido
comprende una secuencia que tiene al menos el 85 por ciento de identidad de secuencia, preferentemente, al menos
del 90 al 95 por ciento de identidad de secuencia, mas preferiblemente al menos un 99 por ciento de identidad de
secuencia, en comparacion con una secuencia de referencia en una ventana de comparacion de al menos 18
posiciones de nucledtidos (6 aminoacidos), frecuentemente sobre una ventana de al menos 24-48 posiciones de
nucledtidos (8-16 aminoacidos), en el que el porcentaje de identidad de secuencia se calcula comparando la
secuencia de referencia con la secuencia que puede incluir deleciones o adiciones que suman el 20 por ciento o
menos de la secuencia de referencia en la ventana de comparacion. La secuencia de referencia puede ser un
subconjunto de una secuencia mayor.

Como se usan en el presente documento, los veinte aminoacidos convencionales y sus abreviaturas siguen el uso
convencional. Los estereoisomeros (por ejemplo, D-aminoacidos) de los veinte aminoacidos convencionales,
aminoacidos no naturales, tales como los aminoacidos a, a-disustituidos, aminoacidos N-alquilo, acido lactico y otros
amino&cidos no convencionales también pueden ser componentes adecuados para los polipéptidos de la presente
invencion. Ejemplos de aminoacidos no convencionales incluyen: 4-hidroxiprolina, y-carboxiglutamato, €-N, N, N-
trimetilsilina, e-N-acetil-lisina, O-fosfoserina, N-acetilserina, N-formilmetionina, 3-metilhistidina, 5-hidroxilisina, o-N-
metilarginina y otros aminoacidos e iminoacidos similares (por ejemplo, 4-hidroxiprolina). En la notacion polipeptidica
utilizada en el presente documento, la direccion a la izquierda es la direccion amino terminal y la direccion a la
derecha es la direccion carboxi-terminal, de acuerdo con el uso estandar y la convencion.

Asimismo, a menos que se especifique otra cosa, el extremo de la izquierda de las secuencias de polinucleétidos
monocatenarios es el extremo 5'; la direccién de la izquierda de las secuencias de polinucleétidos bicatenarias se
conoce como la direccién 5'. La direccion de la adicion 5’ a 3’ de los transcritos de ARN nacientes se refiere a la
direccién de transcripcion; las regiones de secuencia en la cadena de ADN que tienen la misma secuencia que el
ARN y que son 5' al extremo 5' del transcrito de ARN se conocen como "secuencias aguas arriba"; las regiones de
secuencia en la cadena de ADN que tienen la misma secuencia que el ARN y que son 3' al extremo 3' del transcrito
de ARN se conocen como "secuencias aguas abajo".

Aplicada a polipéptidos, la expresién "identidad sustancial" significa que dos secuencias peptidicas, cuando se
alinean de forma 6ptima, tal como mediante los programas GAP o BESTFIT usando ponderaciones de hueco por
defecto, comparten al menos un 80 por ciento de identidad de secuencia, preferentemente al menos un 90 por ciento
de identidad de secuencia, mas preferiblemente al menos 95 por ciento de identidad de secuencia y lo mas
preferiblemente al menos 99 por ciento de identidad de secuencia. Preferentemente, las posiciones de los restos que
no son idénticas difieren por sustituciones de aminoéacidos conservadoras.

Como se analiza en el presente documento, las variaciones menores en las secuencias de aminoacidos de los
anticuerpos o las moléculas de inmunoglobulina se contemplan como abarcadas por la presente invencion, siempre
que las variaciones en la secuencia de aminoacidos mantengan al menos aproximadamente el 75 %, mas
preferentemente al menos el 80 %, un 90 %, 95 % y, lo mas preferiblemente, aproximadamente 99 % de identidad
de secuencia con los anticuerpos o0 moléculas de inmunoglobulina descritas en el presente documento. En particular,
se contemplan reemplazos de aminoacidos conservadoras.

Si un cambio de aminoacido produce un péptido funcional se puede determinar facilmente analizando la actividad
especifica del derivado polipeptidico. Los ensayos se describen con detalle en el presente documento. Los expertos
en la técnica pueden preparar facilmente fragmentos o analogos de anticuerpos o moléculas de inmunoglobulina.
Los extremos amino y carboxi preferidos de los fragmentos o analogos se producen cerca de los limites de los
dominios funcionales. Los dominios estructurales y funcionales pueden identificarse mediante la comparacion de los
datos de la secuencia de nucleétidos y/o aminoacidos con las bases de datos de secuencias publicas o patentadas.
Se conocen métodos para identificar secuencias de proteinas que se pliegan en una estructura tridimensional
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conocida. Bowie et al., (1991) Science 253:164. Por lo tanto, los ejemplos anteriores demuestran que los expertos en
la técnica pueden reconocer motivos de secuencia y conformaciones estructurales que pueden usarse para definir
dominios estructurales y funcionales de acuerdo con los anticuerpos descritos en el presente documento.

Un aspecto adicional de la divulgacién es un agente de unién dirigido o una molécula de anticuerpo que comprende
un dominio VH que tiene al menos aproximadamente 60, 70, 80, 85, 90, 95, 98 o aproximadamente 99 % de
identidad de secuencia de aminoacidos con un dominio VH de cualquiera de los anticuerpos mostrados en las
secuencias 1, el listado de secuencias adjunto, un anticuerpo descrito en el presente documento o con una HCDR
(por ejemplo, HCDR1, HCDR2 o HCDR3) mostrada en las secuencias 1. El agente de unién dirigido o la molécula de
anticuerpo también puede comprender opcionalmente un dominio VL que tiene al menos aproximadamente 60, 70,
80, 85, 90, 95, 98 o aproximadamente 99 % de identidad de secuencia de aminoacidos con un dominio VL
cualquiera de los anticuerpos mostrados en las secuencias 2, el listado de secuencias adjunto, un anticuerpo
descrito aqui, o con una LCDR (por ejemplo, LCDR1, LCDR2 o LCDR3) mostrada en las secuencias 2. Los
algoritmos que se pueden usar para calcular el % de identidad de dos secuencias de aminoacidos comprenden, por
ejemplo, BLAST (Altschul et al., (1990) J. Mol. Biol. 215: 405-410), FASTA (Pearson and Lipman (1988) PNAS USA
85: 2444-2448), o el algoritmo Smith-Waterman (Smith and Waterman (1981) J. Mol. Biol. 147: 195-197), por
ejemplo. empleando parametros por defecto. En algunas realizaciones, el agente de unién dirigido o anticuerpo que
comparte la identidad de la secuencia de aminoacidos como se ha descrito anteriormente, exhibe sustancialmente la
misma actividad que los anticuerpos referenciados. Por ejemplo, sustancialmente la misma actividad comprende al
menos una actividad que diferia de la actividad de los anticuerpos de referencia en no mas de aproximadamente el
50 %, un 40 %, un 30 %, un 20 %, un 10 %, un 5 %, un 2 %, 1 % 0 menos.

Un sitio de unién a antigeno generalmente esta formado por los dominios de inmunoglobulina variable pesada (VH) y
variable (VL), con la interfaz de union a antigeno formada por seis bucles polipeptidicos de superficie, denominadas
regiones determinantes de la complementariedad (CDR). Hay tres CDR en cada VH (HCDR1, HCDR2, HCDR3) y en
cada VL (LCDR1, LCDR2, LCDR3), junto con las regiones de marco (FR).

Normalmente, un dominio VH esta emparejado con un dominio VL para proporcionar un sitio de unién a antigeno del
anticuerpo, aunque se puede usar un dominio VH o VL solo para unir el antigeno. El dominio VH (por ejemplo, de la
secuencia 1) se puede emparejar con el dominio VL (por ejemplo, de la secuencia 2), de modo que se forma un sitio
de unién a antigeno del anticuerpo que comprende ambos dominios VH y VL. Se proporcionan realizaciones
anélogas para los otros dominios VH y VL divulgados en el presente documento. En otras realizaciones, las cadenas
VH en las secuencias 1 se emparejan con un dominio VL heter6logo. La promiscuidad de la cadena ligera esté bien
establecida en la técnica. De nuevo, en la invencion se proporcionan realizaciones analogas para los otros dominios
VH y VL divulgados en el presente documento. Por lo tanto, la VH del anticuerpo padre o de cualquiera las cadenas
de anticuerpos en las secuencias 2 se puede emparejar con la VL del anticuerpo padre o de cualquiera de los
anticuerpos en las secuencias 1y 2 u otro anticuerpo.

Un sitio de union a antigeno puede comprender un conjunto de CDR de cadena pesada y/o ligera del anticuerpo
padre o cualquiera de los anticuerpos en las secuencias 1 y 2 con hasta veinte, dieciséis, diez, nueve o menos, por
ejemplo, una, dos, tres, cuatro o cinco adiciones, sustituciones, deleciones y/o inserciones dentro del conjunto
divulgado de CDR de H y/o L. Dichas modificaciones pueden realizarse potencialmente en cualquier resto dentro del
conjunto de CDR.

Las sustituciones aminoacidicas preferidas son aquéllas que: (1) reducir la susceptibilidad a la protedlisis, (2) reducir
la susceptibilidad a la oxidacion, (3) alterar la afinidad de unidén para formar complejos proteicos, (4) alterar las
afinidades de unién y (4) conferir o modificar otras propiedades fisicoquimicas o funcionales de dichos analogos. Los
analogos pueden incluir varias proteinas mutantes de una secuencia distinta de la secuencia peptidica de origen
natural. Por ejemplo, se pueden realizar sustituciones de uno o varios aminoacidos (preferentemente, sustituciones
de aminoacidos conservadoras) en la secuencia de origen natural (preferentemente, en la parte del polipéptido de
fuera del/de los dominio/s que forma/n contactos intermoleculares). Una sustitucion conservadora de aminoacido no
deberia cambiar sustancialmente las caracteristicas estructurales de la secuencia parental (p. €j., un reemplazo de
aminoacido no deberia tender a romper una hélice que se encuentre en la secuencia parental o alterar otros tipos de
estructura secundaria que caracteriza la secuencia parental).

Un aspecto adicional de la invencion es una molécula de anticuerpo que comprende un dominio VH que tiene al
menos aproximadamente 60, 70, 80, 85, 90, 95, 98 o aproximadamente 99 % de identidad de secuencia de
aminoacidos con un dominio VH de cualquiera de los anticuerpos enumerados en la secuencia 1, el listado de
secuencias adjunto o descrito en el presente documento, o con una HCDR (por ejemplo, HCDR1, HCDR2 o HCDR3)
mostrada en las secuencias 1. La molécula de anticuerpo también puede comprender opcionalmente un dominio VL
que tiene al menos 60, 70, 80, 85, 90, 95, 98 0 99 % de identidad de secuencia de aminoacidos con un dominio VL
de cualquiera de los anticuerpos mostrados en las secuencias 2, el listado de secuencias adjunto o descrito en el
presente documento, o con una LCDR (por ejemplo, LCDR1, LCDR2 o LCDR3) mostrada en la secuencia 2. Los
algoritmos que se pueden usar para calcular el % de identidad de dos secuencias de aminoacidos comprenden, por
ejemplo el algoritmo BLAST, FASTA o Smith-Waterman.
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Las variantes de los dominios VH y VL y las CDR de la presente invencion, incluyendo aquellos para los que se
exponen secuencias de aminoacidos en el presente documento, y que pueden emplearse en agentes de
direccionamiento y los anticuerpos para la proteina ENO1 humana se pueden obtener por medio de métodos de
alteracion o mutacién de la secuencia y deteccion selectiva de direccionamiento de antigenos con las caracteristicas
deseadas. Los ejemplos de caracteristicas deseadas incluyen, pero sin limitaciones: afinidad de unién aumentada
por el antigeno en relaciéon con los anticuerpos conocidos que son especificos para el antigeno; aumento de la
neutralizaciéon de una actividad antigénica con respecto a anticuerpos conocidos que son especificos para el
antigeno si se conoce la actividad; capacidad competitiva especificada con un anticuerpo o ligando conocido al
antigeno en una proporcion molar especifica; capacidad de inmunoprecipitar complejos; capacidad de unirse a un
epitopo especifico; epitopo lineal, por ejemplo, secuencia peptidica identificada utilizando exploraciéon de unién a
péptido como se describe en el presente documento, por ejemplo, utilizando péptidos cribados en conformacion
lineal y/o restringida; epitopo conformacional, formado por restos no continuos; capacidad para modular una nueva
actividad biol6gica de la proteina ENO1 humana o molécula aguas abajo. Tales métodos también se proporcionan
en el presente documento.

Un aspecto adicional de la presente divulgacion se refiere a un agente de union dirigido (es decir, un anticuerpo) que
incluye aquellos para los cuales la secuencia de aminoacidos se une al péptido epitopo que comprende una
secuencia de aminoacidos que tiene al menos aproximadamente 60, 70, 80, 85, 90, o aproximadamente 92 % de
identidad de secuencia de aminoacidos enumerada en las secuencias 9 o 10 en la proteina ENO1 humana y puede
usarse para tratar una enfermedad o trastorno de la proteina ENO1 humana. Una enfermedad o trastorno
relacionado con la proteina ENO1 humana puede ser cualquier afeccion que surja debido a la activacién o expresion
aberrante de la proteina ENO1 humana. En un ejemplo, la enfermedad relacionada con la proteina ENO1 humana
es una enfermedad neoplasica como el cancer de pulmén no microcitico, carcinoma hepatocelular (higado), cancer
gastrico (de estbmago), cancer de mama, adenocarcinoma del conducto pancreatico.

Un sitio de union a antigeno de anticuerpo compuesto por un dominio VH y un dominio VL esta formado
normalmente por seis bucles de polipéptido: tres del dominio variable de cadena ligera (VL) y tres del dominio
variable de cadena pesada (VH). El andlisis de los anticuerpos de estructura atémica conocida ha puesto de
manifiesto relaciones entre la secuencia y la estructura tridimensional de los sitios de combinacion de anticuerpos.
Estas relaciones implican que, a excepcion de la tercera region (bucle) en los dominios VH, los bucles de sitios de
union tienen una de una pequefia cantidad de conformaciones de la cadena principal: estructuras candnicas. Se ha
demostrado que la estructura candnica formada en un bucle particular est4d determinada por su tamafio y la
presencia de ciertos restos en los sitios clave, tanto en el bucle como en las regiones marco.

Las técnicas requeridas para hacer sustituciones dentro de secuencias de aminoacidos de las CDR, los dominios VH
o VL del anticuerpo y/o los agentes de union estan generalmente disponibles en la técnica. Pueden hacerse
secuencias variantes, con sustituciones que pueden o no pueden predecirse que tengan un efecto minimo o
beneficioso sobre la actividad, y se ha probado su capacidad para unirse y/o neutralizar y/o para cualquier otra
propiedad deseada. De acuerdo con la presente invencion, pueden emplearse variantes de secuencias de
aminoacidos del dominio variable de cualquiera de los dominios VH y VL cuyas secuencias se desvelan
especificamente en el presente documento, como se ha tratado.

La expresion "fragmento de polipéptido" como se usa en el presente documento se refiere a un polipéptido que tiene
una delecion amino-terminal y/o carboxi-terminal, pero en el que la secuencia de aminoacidos restante es idéntica a
las posiciones correspondientes en la secuencia natural deducida, por ejemplo, a partir de una secuencia de ADNc
de longitud completa. Los fragmentos normalmente tienen una longitud de al menos aproximadamente 5, 6, 8 o 10
amino&cidos, preferiblemente de al menos aproximadamente 14 amino&cidos de longitud, méas preferiblemente de al
menos aproximadamente 20 aminoacidos de longitud, por lo general, de al menos aproximadamente 50 aminoacidos
de longitud y, ain mas preferiblemente, de al menos aproximadamente 70 aminoacidos de longitud. El término
"analogo" como se usa en el presente documento se refiere a polipéptidos que comprenden un segmento de al
menos aproximadamente 25 aminoacidos que tiene una identidad sustancial con una porciéon de una secuencia de
aminoacidos deducida y que tiene al menos una de las siguientes propiedades: (1) unién especifica a la proteina
ENO1 humana en condiciones de union adecuadas, (2) capacidad para bloquear la unién apropiada de
ligando/proteina ENOL1, o (3) capacidad para inhibir la actividad de la proteina ENO1. Normalmente, los analogos de
polipéptidos comprenden una sustitucion de aminoacidos conservadora (o adicién o delecion) con respecto a la
secuencia de origen natural. Los andlogos normalmente tienen al menos 20 aminoacidos de longitud,
preferiblemente al menos 50 aminodacidos de longitud o mas, y con frecuencia pueden ser tan largos como un
polipéptido natural de longitud completa.

Como se usan en el presente documento, un "agente de unién dirigido" es un agente, por ejemplo, anticuerpo, o
fragmento de unién del mismo, que se une preferentemente a un sitio diana. En una realizacién, el agente de unién
dirigido es especifico para un solo sitio diana. En otras realizaciones, el agente de enlace dirigido es especifico para
mas de un sitio diana. En una realizacién, el agente de unién dirigido puede ser un anticuerpo monoclonal y el sitio
diana puede ser un epitopo. Como se describe a continuacion, un agente de unién dirigido puede comprender al
menos un dominio de unién a antigeno de un anticuerpo, en el que dicho dominio esta fusionado o contenido dentro
de una proteina heteréloga.
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Un anticuerpo puede ser oligoclonal, un anticuerpo policlonal, un anticuerpo monoclonal, un anticuerpo quimérico, un
anticuerpo injertado a CDR, un anticuerpo multiespecifico, un anticuerpo biespecifico, un anticuerpo catalitico, un
anticuerpo quimérico, un anticuerpo humanizado, un anticuerpo completamente humano, un anticuerpo antiidiotipico
y anticuerpos que se pueden marcar en forma soluble o unida, asi como en fragmentos, variantes o derivados de los
mismos, ya sea solo o en combinacién con otras secuencias de aminoacidos proporcionadas por técnicas
conocidas. Un anticuerpo puede ser de cualquier especie. El término anticuerpo también incluye fragmentos de
union de los anticuerpos de la invencion; fragmentos de ejemplo incluyen Fv, Fab, Fab’, anticuerpo monocatenario
(svFC), region variable dimérica (Diabody) y regién variable estabilizada por disulfuro (dsFv). Los "fragmentos de
uniéon" de un anticuerpo pueden producirse mediante técnicas de ADN recombinante, o mediante escision
enzimatica o quimica de anticuerpos intactos. Los fragmentos de unién incluyen Fab, Fab’, F(ab")2, Fv, y anticuerpos
monocatenarios.

La digestion de anticuerpos con la enzima, papaina, da como resultado dos fragmentos de uniéon a antigeno
idénticos, conocidos también como fragmentos "Fab", y un fragmento "Fc", que no tiene actividad de unién a
antigeno pero tiene la capacidad de cristalizar. La digestion de anticuerpos con la enzima, pepsina, da como
resultado el fragmento F(ab’). en el que los dos brazos de la molécula de anticuerpo permanecen unidos y
comprenden dos sitios de unién a antigeno. El fragmento F(ab’)z tienen la capacidad de reticular el antigeno. "Fv"
cuando se usan en el presente documento se refiere al fragmento minimo de un anticuerpo que retiene los sitios de
reconocimiento a antigeno y de unién a antigeno. "Fab" cuando se usa en el presente documento se refiere a un
fragmento de un anticuerpo que comprende el dominio constante de la cadena ligera y el dominio CH1 de la cadena
pesada. El término "mAb" se refiere a anticuerpo monoclonal.

El término “epitopo” incluye cualquier determinante proteico capaz de unirse de forma especifica a una
inmunoglobulina o receptor de células T. Los determinantes epitdpicos generalmente consisten en grupos de
moléculas quimicamente activas en la superficie tales como aminoacidos o cadenas laterales de azlcar y pueden,
pero no siempre, tener caracteristicas estructurales tridimensionales especificas, asi como caracteristicas de carga
especificas. Se dice que un anticuerpo se une especificamente a un antigeno cuando la constante de disociacion es
< 1 microM, preferentemente <100 nM y, lo mas preferentemente, < 10 nM.

"Activo" o0 "actividad" con respecto a un polipéptido ENO1 se refiere a una porcion de un polipéptido ENO1 que tiene
una actividad biolégica o inmunolégica de un polipéptido ENO1 nativo. "Biologico" cuando se usa en el presente
documento se refiere a una funcion bioldgica que es el resultado de la actividad del polipéptido ENO1 nativo. Una
actividad biolégica de ENOL1 preferida incluye, por ejemplo, ENO1 indujo la actividad de plasmindgeno.

"Mamifero" cuando se usa en el presente documento se refiere a cualquier animal que se considera un mamifero.
Preferentemente, el mamifero es un ser humano. El término "sujeto" incluye sujetos humanos y veterinarios.

La expresion “agente farmacéutico o farmaco”, tal como se usa en el presente documento, se refiere a un compuesto
0 composicidn quimica capaz de inducir un efecto terapéutico deseado cuando se administra adecuadamente a un
paciente. Otros términos quimicos en el presente documento se usan de acuerdo con el uso convencional en la
técnica, como se ilustra en el The McGraw-Hill Dictionary of Chemical Terms (Parker, S., Ed., McGraw-Hill, San
Francisco (1985)).

Como se usan en el presente documento, "sustancialmente puro” significa que una especie objeto es la especie
predominante presente (es decir, en una base molar es mas abundante que cualquier otra especie individual en la
composicién) y, preferiblemente, una fraccion sustancialmente purificada es una composicion en la que la especie
objeto comprende al menos alrededor del 50 por ciento (sobre una base molar) de todas las especies
macromoleculares presentes. En general, una composicion sustancialmente pura comprenderd mas de
aproximadamente el 80 por ciento de todas las especies macromoleculares presentes en la composicion, mas
preferiblemente mas de aproximadamente el 85 %, 90 %, 95 % y 99 %. Lo mas preferentemente, la especie objeto
se purifica hasta homogeneidad esencial (la especie contaminante no puede detectarse en la composicion mediante
métodos de deteccién convencionales), en el que la composicidon consiste esencialmente en una sola especie
macromolecular.

Como se usan en el presente documento, el término "monitorizacion" se refiere al proceso de deteccion y/u
observacion del desarrollo del cancer mediante la determinacion de la abundancia de la proteina ENO1 en las
células cancerosas.

Los métodos para determinar la abundancia de ENOL1 incluyen, aunque sin limitacién, la medicion de la union de
proteinas ENO1 y anticuerpos especificos de ENO1, transferencia Western, citometria de flujo, inmunohistoquimica
(IHC), RT-PCR y/o andlisis de micromatrices.

Ejemplos

La préactica de la presente invencion empleara tecnologias que comprenden técnicas convencionales de biologia
celular, cultivo celular, tecnologia de anticuerpos e ingenieria genética, que estan dentro de las habilidades
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ordinarias de la técnica. Tales técnicas se explican por completo en la bibliografia.

Los siguientes ejemplos ilustran el desarrollo y uso de anticuerpos especificos de ENO1 para suprimir el crecimiento
del tumor mediante la induccién de una respuesta inmune anti-ENOL1.

Ejemplo 1
Localizacion en la superficie celular de ENOL1 en células malignas

Para analizar la localizacion celular de ENO1 en las células malignas, se realizé citometria de flujo para confirmar la
localizacion en la superficie celular de ENO1. Se obtuvieron células tumorales a partir de derrames pleurales de 17
pacientes con cancer de pulmoén. Entre ellos, las células tumorales obtenidas de 2 pacientes con cancer, células
tumorales de derrame HRI-L89 y CA926, son casos representativos que se muestran en el presente documento. Las
células NHBE y SAEC son células primarias de pulmén humano normales. Las células enteras intactas se tifieron
con o sin antisuero ENO1 y se analizé la distribucion de ENOL1 en la superficie usando el anticuerpo especifico frente
a la proteina ENOL1 en el andlisis de citometria de flujo (como se muestra en la FIG. 1A). La localizacion celular de
ENOL1 de la linea celular de cancer de pulmén NHRI-L89 se confirma adicionalmente mediante inmunohistologia
(Figura 1B). En resumen, se cultivaron 1x10* células NHRI-L89 en DMEM que contenia FCS al 10 % en un
portaobjetos de camara recubierto con fibronectina. Después de cultivo durante una noche, el portaobjetos se lavé
con PBS y se bloqued con suero de cabra durante 1 hora. Las células completas intactas NHRI-L89 se tifieron con
control (CTL) o anticuerpo ENO1 para ENO1 de superficie, seguido de tincion con PI para la deteccién nuclear. Las
tinciones se visualizaron bajo un microscopio confocal (400x; FIG. 1B).

Los resultados de este estudio se muestran en la figura 1A (citometria de flujo) y 1B (inmunotincién). La incubacion
de NHRI-L89 and CA926 con anticuerpo frente a ENO1 desplaza el histograma a la derecha, en comparacion con la
incubacion de las células con el anticuerpo de control. Las células primarias de pulmén humano SAEC y NHBE
normales no muestran cambios significativos (Figura 1A). Este resultado indica que la proteina ENO1 se expresa en
las células de cancer de pulmén, pero no en las células primarias normales (Figura 1A). Cuando la localizacion
celular de ENO1 se analiz6 adicionalmente mediante inmunohistologia, las células NHRI-L89 intactas tefiidas con el
anticuerpo frente a ENO1 muestran las sefiales en la superficie celular (Figura 1B). Este resultado sugiere que
ENOL1 se expresa en la superficie del pulmén y algunas células cancerosas vy, por lo tanto, puede ser un objetivo
potencial para la terapia inmunoldgica.

Ejemplo 2
El anticuerpo anti-ENO1 inhibe la capacidad de invasién de las células de cancer de pulmén humano

Para investigar los efectos del anticuerpo ENOL1 en la invasion de células cancerosas, la actividad de invasion de las
células CL1-5 se evaluo utilizando un ensayo Transwell afiadiendo el anticuerpo frente a ENO1 a las células CL1-5
cultivadas en filtros de microporos (Becton Dickinson, Franklin Lakes, N.J.) recubiertos con matriz extracelular
(matrigel) (Becton Dickinson). Después de mezclar con diluciones 1:20, 1:100 y 1: 500 de anticuerpo policlonal anti-
ENOL1, respectivamente, se sembraron 2x10* células de CL1-5 en la camara superior con medios que contenian
FBS al 2 % de un sistema de ensayo de dos camaras y se incubaron durante 24 horas con medio de FBS al 10 % en
la camara inferior. Se usé un anticuerpo policlonal de ratén anti-GST como grupo de control negativo. Se separaron
dos camaras mediante un filtro de microporos (tamafio de poro de 12 micrometros) recubierto con matrigel. Después
del periodo de incubacion, se tifieron los filtros recubiertos con matrigel y el nimero de células que invaden el filtro
recubierto con matrigel se cuantificé bajo un microscopio. El estudio se repitié tres veces. Los datos se presentan
como la media + DE. Se utilizd el test para comparar la actividad entre cada grupo. Los valores de p <0,05 se
consideraron estadisticamente significativos.

Los resultados se muestran en la figura 2. No hay una diferencia significativa en el recuento de células entre los no
tratados (160 + 8; N = 3) y el grupo tratado con el anticuerpo policlonal anti-GST (168 + 12; N=3). Sin embargo,
cuando las células CL1-5 se administraron con diferentes diluciones de anticuerpo policlonal frente a ENO1, se
reducen los recuentos de células de CL1-5, desde 52 + 12 (N = 3) para la dilucion 1:20 hasta 156 + 30 (N = 3) para
la dilucion 1:500; La reduccion es proporcional a las concentraciones del anticuerpo policlonal frente a ENO1. Existe
una diferencia en el recuento estadistico entre la dilucion 1:20 del anticuerpo policlonal frente a ENOL1 y la dilucion
1:20 de los grupos policlonales anti-GST (P <0,05). Estos resultados sugieren que la administracién del anticuerpo
frente a ENOL1 a las células cancerosas CL1-5 inhibe la actividad de invasién celular in vitro.

Ejemplo 3
El anticuerpo policlonal frente a ENO1 atenua la capacidad de invasion tisular de las células CL1-5F4 en el pulmon.
Para investigar el efecto de la administracion del anticuerpo frente a ENO1 en la metastasis de las células de cancer

de pulmén y evaluar el potencial del anticuerpo anti-ENO1 en la terapia del cancer, se inyectaron por via intravenosa
células CL1-5F4 altamente invasivas con un gen informador de luciferasa (1x108 células/ratén) en ratones NOD-
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SCID, junto con un anticuerpo frente a ENO1 o un antisuero de control (CTL) dos veces por semana. La formacion
de colonias metastasicas en los pulmones se controld 12 y 19 dias después de la inyeccion del tumor utilizando un
sistema IVIS. El ratdn al que se han inyectado células CL1-5F4 con eliminacién del gen ENOL1 se utiliz6 como control
negativo. Después de sacrificar a los ratones los dias 12 y 19, las colonias metastasicas y los tamafios de los
tumores se visualizaron y se contaron.

Los resultados se muestran en la figura 3. Cuando a un ratén portador de células CL1-5F4 con un gen indicador de
luciferasa se administré un anticuerpo de control, el pulmén del ratbn comenz6 a mostrar sefiales de fluorescencia el
dia 12. Por otro lado, las sefiales no se detectaron en los ratones tratados con anticuerpo policlonal frente a ENO1 o
en los ratones portadores de células CL1-5F4 y que tienen eliminaciéon de gen de ENO1. El dia 19, La sefial del
ratén tratado con anticuerpos de control pareci6 mas fuerte, lo que indica la presencia de mas invasién celular o
crecimiento tumoral. EI mismo dia, ain no se habian detectado sefiales en el raton tratado con el anticuerpo
policlonal frente a ENO1 o en el ratén portador de las células CL1-5F4 con eliminacion del gen de ENO1. Estos
resultados indican que la metéastasis de las células CL1-5F4 se vio comprometida por el anticuerpo frente a ENO1 o
la eliminacién del gen de ENOL1 (figura 3; panel superior). Después de los dias 12 y 19, se extirparon los pulmones
de cada grupo de tratamiento y se determinaron los nédulos tumorales. Los resultados se muestran en los paneles
inferiores en la figura 3. Hay unos pocos nddulos tumorales que aparecen en el ratén de tratamiento con anticuerpos
de control con tamafios de tumores claros. Sin embargo, el raton tratado con el anticuerpo policlonal anti-ENO1 o el
raton portador de eliminacion de CL1-5F4ENO1 no mostré nédulos tumorales claros, lo que indica el retraso de la
metastasis tumoral en estos dos grupos de ratones. Los resultados de este estudio sugieren que la administracion
del anticuerpo frente a ENOL1 tiene efectos antimetéstasis o antiproliferacion en las células cancerosas in vivo y el
anticuerpo frente a ENOL1 tiene aplicaciones potenciales en la terapia del cancer.

Ejemplo 4
La generacion de anticuerpo monoclonal anti-ENO1 humano.

De los ejemplos 2 y 3, esté claro que el anticuerpo frente a ENO1 puede atenuar la invasion y la metéastasis de las
células cancerosas. Por lo tanto, el anticuerpo frente a ENO1 puede potencialmente desarrollarse como un
anticuerpo terapeéutico. Para generar un anticuerpo monoclonal contra la ENO1 humana, los ratones BALB/c se
sensibilizaron con antigeno ENO1 humano recombinante purificado (50 pg/ratén), seguido de un refuerzo de las
respuestas humorales ENO1 con un adyuvante de CpG emulsionado. Se cosecharon los esplenocitos, fusionado
con células Fo y, a continuacion, se diluyeron segun un protocolo estandar. Las células de hibridoma que secretan
anticuerpos monoclonales que reconocen el antigeno de ENOL1 se seleccionaron mediante un ELISA basado en
antigeno. Los clones seleccionados se verificaron después por la actividad de unién de los anticuerpos a la ENO1 de
la superficie celular en células de adenocarcinoma de pulmén CL1-5F4, utilizando tincién de células enteras intactas
en analisis de citometria de flujo, tal como se describe en el Ejemplo 1.

Los resultados se muestran en la figura 4. Los cinco clones de anticuerpos aislados reconocen la ENO1 de la
superficie celular en CL1-5F4, como lo evidencian los histogramas que se desplazan a la derecha, en comparacion
con el anticuerpo de control.

Ejemplo 5
El ELISA de unién a ENO1 de 5 clones de anticuerpos aislados

Para investigar las afinidades de union a ENO1 de 5 clones de anticuerpos aislados anteriormente, se cultivaron los
hibridomas individuales en RPMI que contenia FCS al 10 %. Después de una semana de cultivo, se recogieron 1
X108 células, se lavaron con PBS, se resuspendieron en 200 ul de medio RPMI y se inyectaron en un ratén SCID
mediante inyeccidn IP. Después de 3 semanas, las actividades del raton se recogieron y se diluyeron hasta 15 ml. El
anticuerpo se purificd adicionalmente mediante un 40 % de precipitacion con sulfato de amonio y una columna de
Proteina A (kit de purificacion de anticuerpos Montage Millipore). El anticuerpo purificado se concentré con un
dispositivo de filtro centrifugo Amicon Ultra-15, siguiendo los protocolos proporcionados por el fabricante (Millpore).
Las purezas de los anticuerpos se analizaron mediante SDS PAGE al 12 %. La proteina humana ENO1 (400 ng) se
recubrié en una placa ELISA de 96 pocillos y la placa se lavo con PBS dos veces. Una serie de diluciones de 1 x10-
11 a1 x107 M de anticuerpos individuales se afiadieron a la placa y la placa se incub6 a 37 °C durante 1 hora. Se
afiadi6é una IgG anti ratén de cabra conjugada con HPRT y después de 1 hora de incubacion y luego se afiadio TMB.
Se leyo la DO405 para calcular la actividad. Cada estudio se repitié tres veces y los datos se presentaron como
media * desviacién estandar. Las lecturas de DO y las concentraciones de anticuerpos se utilizaron para hacer un
gréafico de dispersién mdltiple utilizando Sigmaplot™. Los valores de Kq de los clones se predijeron mediante un
ajuste logistico de cuatro parametros.

Los resultados de este experimento se muestran en la figura 5. Todos los hibridomas de anticuerpos tienen
productividades de 20,4 mg a 4,6 mg por ratén. Los valores de Kq de los anticuerpos oscilan entre 1,77x101°+0,12 a
1,6x 10°+0,2 M (N=3). Estos resultados sugieren gque estos 5 clones de anticuerpos reconocen la proteina ENO1
humana y que el clon 10 tiene la mejor afinidad con una Kq de aproximadamente 1,77x101° + 0,12M (N = 3).

15



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2729797 T3

Ejemplo 6
Las actividades antagonistas del receptor de plasmindgeno de 5 clones de anticuerpos aislados

Para estudiar las actividades antagonistas de ENO1 de un anticuerpo frente a ENO1 antihumano aislado, se cultivo
una linea celular de linfoma humano U937 en RPMI que contenia FCS al 10 %. Las células se trataron con
10 microgramos/ml de LPS durante 6 horas para inducir la expresion de la proteina ENO1 en la superficie celular. Se
preincubaron 1,5x108 células/ml en PBS con 1 microgramo/ml de Lys-plasminégeno humano y 10 microgramos/ml
de diferentes clones de anticuerpos anti-ENO1 durante una hora, respectivamente. Las muestras se lavaron con
PBS dos veces y luego se afiadieron 3 nM de activador de plasmindgeno especifico del tejido y 0,5 mM de sustrato
cromogénico S-2251. Después de una hora de incubacién a 37 °C, se ley6 la DO405 para calcular las actividades.
Cada estudio se repitio tres veces y se analizaron las actividades antagonistas. Los datos se presentan como la
media + SD. Se utilizé la prueba T para comparar la actividad entre cada grupo. Los valores de p < 0,05 se
consideraron estadisticamente significativos.

Los resultados de este estudio se muestran en la figura 6. Los 5 anticuerpos clones tienen actividades antagonistas
del receptor de plasmindégeno con inhibicién, que van desde 52 % a 100% de la actividad especifica de ENO1
inducida por LSP. Estos estudios sugieren que la actividad antagonista del receptor de plasminégeno es
proporcional al valor de K4 de cada clon y que el clon 10 tiene la mejor actividad de inhibicion, cerca del 100 % de
inhibicion de la actividad especifica de ENOL1 inducida por LPS.

Ejemplo 7

El anticuerpo monoclonal frente a ENO1 inhibe la capacidad de invasion de las células cancerosas del pulmoén
humano

La inhibicién de la capacidad de invasion de las células CL1-5 por cada clon de anticuerpo se evalu6 utilizando un
ensayo Transwell utilizando filtros de microporos (Becton Dickinson, Franklin Lakes, N.J.) recubiertos con matriz
extracelular (matrigel) (Becton Dickinson). Después de mezclar con 10 microgramos/ml cada uno de los 5
anticuerpos clon, se sembraron 2x10* células en la cAmara superior de un sistema de ensayo de dos camaras y se
incubaron durante 24 horas con medios que contenian FBS al 10 % en la camara inferior. Se usaron IgG
antimicrobiana y 5-aza-2-desoxicitidina (5ADC) como control negativo y control positivo, respectivamente. Dos
camaras se separaron mediante un filtro de microporos (tamafio de poro de 12 micrémetros) recubierto con matrigel.
Después del periodo de incubacion, se tifieron los filtros recubiertos con matrigel y el nimero de células que invaden
el filtro recubierto con matrigel se cuantificé bajo un microscopio. Cada estudio se repitio tres veces. Los datos se
presentaron como media *+ desviacion estandar. Se utilizé la prueba T para comparar la actividad entre cada grupo.
Los valores de p <0,05 se consideraron estadisticamente significativos.

Los resultados de estos experimentos se muestran en la figura 7. Estos resultados muestran que todos los clones de
anticuerpos contra ENO1 humanos tienen actividades inhibitorias contra la capacidad de invasiéon de CL1-5, y que el
clon 10 tiene la mejor actividad de inhibicion, aproximadamente 65,5 + 0,3 % (N = 3) del grupo control IgG.

Tomando juntos los resultados de los ejemplos 5, 6 y 7, los clones 10 del anticuerpo frente a ENO1 humana se
eligieron para un desarrollo adicional y se mencionaron como mAb EN10 en esta descripcion.

Ejemplo 8
El mAb EN10 inhibe la capacidad de invasion de las células de cancer de pulmén humano y las células de linfoma

La inhibicién de la capacidad de invasién de las células CL1-5 mediante el mAb EN10 se evalué utilizando un
ensayo Transwell utilizando filtros de microporos (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ) recubierto con matriz
extracelular (matrigel) (Becton Dickinson). Después de mezclar con 10, 50 y 100 microgramos/ml de mAb EN10,
respectivamente, Se sembraron 2x10* células en la cAmara superior con medios que contenian FBS al 2 % en un
sistema de ensayo de dos camaras y se incubaron durante 24 horas con medio de FBS al 10 % en la camara
inferior. Se usé una IgG anti-ratbn como control negativo. Dos camaras se separaron mediante un filtro de
microporos (tamafio de poro de 12 pm) recubierto con matrigel. Después del periodo de incubacion, los filtros
recubiertos con matrigel se tifieron y el nimero de células que invadieron el filtro recubierto con matrigel se cuantificd
bajo un microscopio. Cada estudio se repitid tres veces. Los datos se presentan como la media + SD. Se uso la
prueba T para comparar las actividades entre cada grupo. Los valores de p <0,05 se consideran estadisticamente
significativos. Los resultados se muestran en la Figura 8A.

Asimismo, la inhibicién de la capacidad de invasion de células U937 por mAb EN10 se evalud utilizando un ensayo
Transwell utilizando filtros de microporos (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ) recubierto con matriz extracelular
(matrigel) (Becton Dickinson). Se cultivé una linea celular U937 de linfoma humano en RPMI que contenia FCS al 10
%. Las células se trataron con 10 microgramos/ml de LPS durante 6 horas para inducir la expresion de la proteina
ENO1 en la superficie celular. Después de mezclar con 10, 50 y 100 microgramos/ml de mAb EN10,
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respectivamente, se sembraron 2x10* células en la cAmara superior de un sistema de ensayo de dos camaras y se
incubaron durante 24 horas con medios que contenian FBS al 10 % y MCP-1 10 nM en la camara inferior. Se usé
una IgG anti-ratbn como control negativo. Dos camaras se separaron mediante un filtro de microporos (tamafio de
poro de 8 um) recubierto con matrigel. Después del periodo de incubacion, las células en la camara inferior se
contaron con un hemocitémetro bajo un microscopio. Cada estudio se repitid tres veces. Los datos se presentaron
como media * desviacion estandar. Se uso la prueba T para comparar la actividad entre cada grupo. Los valores de
p <0,05 se consideran estadisticamente significativos.

Los resultados se muestran en las figuras 8A y 8B. La actividad de invasiéon de CL1-5 se inhibié en un rango que va
desde 31 £ 2a 77 £ 1 % (N = 3) de la IgG de control, cuando las células se administraron con mAb EN10 de 10
microgramos/ml a 100 microgramos/ml (Figura 8A). Estos resultados son similares a los del Ejemplo 4 y la inhibicion
es proporcional a las concentraciones de mAb EN10 con una CEso estimada en aproximadamente 30
microgramos/ml.

Para investigar si la inhibicién de la invasion es aplicable a las otras células cancerosas, Las células U937 se
trataron con un mAb EN10 que oscilaba entre 5 microgramos/ml y 50 microgramos/ml de manera similar. La
actividad de invasion de U937 se inhibié en un rango que va desde 91,2 +2 a 49,1+ 1 % (N = 3) de la IgG de control
(Figura 8B). Estos resultados indican que las actividades de invasion de CL1-5 y U937 estan inhibidas por el mAb
EN10 de forma dependiente de la dosis, presumiblemente al inhibir la actividad del receptor de plasminégeno de
ENOL.

Ejemplo 9
El mAb EN10 reconoce la ENO1 de superficie inducida por LSP en células de linfoma

Se cultivé una linea celular U937 de linfoma humano en RPMI que contenia FCS al 10 %. Las células se trataron
con 1 microgramo/ml de LPS durante 6 horas para inducir la expresion de la proteina ENOL1 en la superficie celular,
las células enteras intactas se tifieron con o sin mAb EN10 (dilucién 1:300), se visualizaron con IgG anti raton de
cabra conjugada con FITC (Jackson Lab) y se analizaron con citémetro de flujo FACScan (Becton Dickinson). La
expresion de ENO1 se mide por la intensidad de fluorescencia resultante.

Los resultados de estos experimentos se muestran en la figura 9. La incubacién de U937 con LPS vy el tratamiento
con mAb EN10 desplaza el histograma a la derecha, en comparacion con la incubacion de células sin tratamiento
con LPS pero con tratamiento con mAb EN10, lo que indica que las células U937 expresan ENOL1 en sus superficies
celulares. Estos datos confirman que el mAb EN10 reconoce LA ENO1 de superficie inducida por LSP en células de
linfoma

Ejemplo 10
El mAb EN10 inhibe la disociacion de las células CL-5 del colageno y la fibronectina

Para evaluar la via de transduccién de sefiales entre el receptor de plasmindgeno ENO1-plasmindgeno y sustratos
extracelulares, 1 mg/ml de gelatina, 100 microgramos/ml de fibrinbgeno, 10 microgramos/ml de colageno y 10
microgramos/ml de fibronectina, respectivamente, se recubrieron en una placa de ELISA no tratada durante la
noche. Se sembraron células CL1-5 (4x10* células) en la placa y se afiadieron 50 microgramos/ml de mAb EN10 a
200 pl de DMEM que contenia FCS al 10 %. Las células se incubaron a 37 °C durante 24 horas y luego se lavaron
con PBS dos veces. Se afiadié WST al 10% y las mezclas de reaccion se incubaron a 37 °C durante 4 horas. Los
nameros de células relativos en la placa se estimaron mediante la lectura de la DO450. Cada estudio se repitio tres
veces. Los datos se presentan como la media + SD. Se usé la prueba T para comparar la actividad entre cada
grupo. Los valores de p <0,05 se consideran estadisticamente significativos.

Los resultados de estos experimentos se muestran en la figura 10A. Estos datos indican que las lecturas de la
DO450 en las placas recubiertas con fibronectina y colageno son de 2,45 + 0,37 (N=3)y 1,83 + 0,44 (N = 3). Las
lecturas son mucho mas altas que las de las placas con gelatina y fibrin6geno, que no son significativamente
diferentes de la lectura de fondo. No hay diferencias significativas entre el grupo tratado con mAb EN10 y el grupo no
tratado. Estos resultados sugieren que las células CL1-5 favorecen la unién a la fibronectina y el colageno, y el mAb
EN10 no participa en la ruta de asociacion celular cuando las células se incuban en el medio sin proteasas aguas
abajo, por ejemplo, plasmindégeno y tPA. Los datos en la figura 10A sugieren que la actividad del receptor de
plasmindgeno ENOL1 esta implicada en la ruta de asociacioén celular en la matriz extracelular.

También se probd si ENO1 participa en la ruta de disociacién celular en la matriz extracelular. Una placa de ELISA
no tratada se recubrié con un microgramo/ml de fibronectina y 10 microgramos/ml de colageno, respectivamente,
durante la noche. Se sembraron células CL1-5 (4x10* células) en la placa, y 0, 6,25, 12,5, 25 y 50 microgramos/m|
de mAb EN10, respectivamente, se afiadieron a 200 microl de DMEM que contenia FCS al 10 %. Ademas, se
afiadieron 10 microgramos/ml de Glu-plasminégeno y 2 nM de tPA. Las células se incubaron a 37 °C durante 24
horas y se lavaron con PBS dos veces. Después, se afiadi6 WST al 10% y las mezclas de reaccion se incubaron a

17



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2729797 T3

37 °C durante 4 horas. Los nimeros de células relativas en la placa se estimaron mediante las lecturas de la DO450.
Cada estudio se repitio tres veces. Los datos se presentan como media £ SD. Se uso la prueba T para comparar la
actividad entre cada grupo. Los valores de p <0,05 se consideran estadisticamente significativos.

Los resultados de estos experimentos se muestran en la figura 10B y la figura 10C. Los datos indican que los
nimeros de células son directamente proporcionales a las concentraciones de mAb EN10 en las matrices
extracelulares cuando el medio contiene las proteasas aguas abajo del receptor de ENO1 plasmindgeno y tPA. Hay
una diferencia significativa entre el grupo tratado con 50 microgramos de mAb EN10 y el grupo control de 1gG (P
<0,05) en ambos estudios de matriz extracelular. Estos resultados sugieren que ENOL participa en la ruta de
disociacién de las células CL1-5 de las matrices extracelulares, presumiblemente al aumentar la actividad de la
plasmina y de la proteasa tPA. El mAb EN10, funcionando como antagonista de ENO1, bloquea la actividad del
receptor de ENO1, lo que da como resultado la inhibicién de la activacién de la plasmina y de tPA y, por lo tanto,
inhibe la actividad de disociacion de las células CL1-5 de las matrices extracelulares y la invasion.

Ejemplo 11
Preparacion de genes que codifican anticuerpos monoclonales

La clonacién del gen que codifica el anticuerpo mAb EN10 se realiza de acuerdo con los métodos descritos a
continuacion.

(1) Clonacién de ADNc de genes de anticuerpos y preparacion

El hibridoma se cultivé en un medio RPMI (fabricado por Gibco) que contenia un FCS al 10 %. Una vez que el
nimero de células alcanzé aproximadamente 10x10%/ml, las células se recolectaron por centrifugacion y luego se
afiadié TRIzol® (fabricado por Invritrogen) para extraer el ARN total de acuerdo con el manual de instrucciones. La
clonacion de la region variable de los ADNc de anticuerpos se realizé utilizando un conjunto de cebadores de Ig de
ratén (fabricado por Novagen) de acuerdo con el manual de instrucciones adjunto.

(a) La sintesis del ADNc de 1 hebra se realizé de acuerdo con el manual de instrucciones del sistema de sintesis de
primera cadena SuperScript® Il (fabricado por Invitrogen).

El ADNc de primera hebra se prepar6 utilizando 5 microgramos del ARN total como molde. Se mezclaron cinco
microgramos de ARN de hibridoma total, 1 microl de 50 ng/microl de cebadores aleatorios y 1 microl de dNTP 10
mM, y se afiadi6 agua tratada con DEPC a 10 microl en un tubo de 200 | de PCR. La mezcla de reaccion se incubé a
65 °C durante 5 min y luego se coloc6 en hielo durante al menos 1 minuto. Se afiadieron diez (10) microl de la
mezcla de sintesis de ADNc que contenia 2 microl de tampén 10x RT, 4 microl de MgCl2 25 mM, 2microl de DTT, 1
microl de 4 unidades de RNaseOUT™ y 1 microl de 200 unidades de SuperScript® Il RT, se mezclaron suavemente
y se recogieron mediante breve centrifugacion. El tubo de reaccién se incubd durante 10 minutos a 25 °C y sigui6
durante 50 minutos a 50 °C. La reaccion se finaliz6 a 85 °C durante 5 minutos y se enfrid en hielo. El tubo se
centrifugé brevemente para recoger la reaccién y se afiadid 1 microl de RNasa H y se incub6 durante 20 minutos a
37 °°C.

(b) Amplificacion por PCR de los genes de cadena pesada y los genes de cadena ligera

Se prepar6 una solucién de reaccién que tenia una composicion de 5 microl de ADNc, 5 microl de tampén de
reaccion 10x, 1 microl de mezcla de dNTP 10 mM, 1 microlitro de polimerasa Taq de 2,5 unidades y 1 microlitro del
cebador directo 1 y 1 microlitro del cebador inverso 2 proporcionado por el conjunto de cebadores en un volumen
final de 50 microlitros con agua destilada doble y se sometié a PCR.

Para la amplificacion de la cadena ligera y la cadena pesada de un anticuerpo, se utilizé un ciclo de 94 °C durante 10
minutos, después un ciclo de 94 °C durante un minuto, 52 °C durante un minuto y 72 °C durante 1 minuto se
repitieron 35 veces, y la reaccién se incubé a 72 °C durante 10 minutos mas. La solucién de reaccion se sometié a
electroforesis en gel de agarosa al 2 % para analizar los productos de la reaccion. Los productos con los pesos
moleculares correctos, aproximadamente 463 bps para la cadena pesada y 451 bps para la cadena ligera, se ligaron
a un vector pCR 2.1-TOPO (fabricado por Invitrogen) para la subclonacion de acuerdo con el manual de
instrucciones adjunto. A continuacién se usaron los cebadores M13 directo (5-GTAAACAAC GACG- GCGAG-
3'(SEQ ID NO:11) y M13 inverso (5-CAG GAA ACA GCT ATG AC--3' (SEQ ID NO:12)) para determinar la secuencia
de nucledtidos. Segun la informacion de la secuencia, las secuencias de anticuerpos se tradujeron en secuencias de
proteinas mediante ExPASY-Translation Tool. Las secuencias resultantes del mAB EN10 comprenden una
secuencia de aminoéacidos de cadena pesada y una secuencia de cadena ligera que tiene regiones determinantes de
la complementariedad (CDR), que se determinaron mediante el método publicado por Kabat et al., Sequences of
Proteins of Immunological Interest, Quinta edicion, Publicacion del NIH 91-3242, Bethesda Md. (1991), vols. 1-3.

La figura 11A representa la secuencia de aminoacidos de la region de la cadena pesada variable del mAb EN10
(SEC ID NO: 1). Las regiones marco (FR1, FR2, FR3 y FR4) y las CDR (HCDR1(SEQ ID NO: 3), HCDR2(SEQ ID
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NO: 4) y HCDR3(SEQ ID NO: 5) estan indicadas.

La figura 11B representa las secuencias de aminoacidos de la regién de la cadena ligera variable de mAb EN10
(SEC ID NO: 2). Las regiones marco (FR1, FR2, FR3 y FR4) y las CDR (LCDR1(SEQ ID NO: 6), LCDR2(SEQ ID
NO: 7) y LCDR3(SEQ ID NO: 8) estan indicadas.

Ejemplo 12 Mapeo de epitopos
Mapeo de epitopos de anticuerpos

Para determinar el epitopo de mAb EN10 en la proteina ENO1 humana, se disefiaron dos cebadores directos, con
las secuencias de nucleétidos de 5-GGATCCGCAGCAAACTTCAGGGAAGCCATG-3' (SEQ ID NO:13) y 5'-
GGATCCTCGAAGATC- CCTTTGACCAGGATG-3 (SEQ ID NO:14), y un cebador inverso 5'-
TCAGGCTGAAAATCTCTCATCCGC-3 (SEQ ID NO:15). Se us6 un plasmido de expresion de E. coli TRC-HIS
ENOL1 que contenia el gen del ADNc de ENO1 humana como molde para amplificar los mutantes de delecion de
ENOL1. Se usaron los cebadores con las SEQ NO:13 y SEQ NO:14 como cebadores directos, con la SEQ ID NO:15
como cebador inverso, para amplificar las mutantes de delecion A1-189(Fig. 12A) y A1-297 (Fig. 12A),
respectivamente. El  otro conjunto de cebadores, que tienen las secuencias de 5
GGATCCTATCTATTCTCAAGATCCATGCC-3 '(SEC 1D NO: 16) y 5'-
CTCGAGGTCATGGTGTCTCATCGTTCGCTCGAG-3' (SEQ ID NO: 17) se us6 para amplificar un mutante de
delecion A297-434. Para la amplificacion de cada mutante, se preparé una solucion de reaccién que tenia una
composicion de 1 microl de una diluciéon 1:1000 de ADN molde aproximadamente 0,1 ng, 5 microl de 10xtampon de
reaccién, 1 microl de mezcla de dNTP 10 mM, 1 microl de 2,5 unidades de polimerasa Tag, 1microl del cebador
directo y 1 microl del cebador inverso, en un volumen final de 50 microlitros con agua destilada doble y se sometié a
PCR. Se utiliz6 un ciclo de 94 °C durante 10 minutos, luego un ciclo de 94 °C durante un minuto, 52 °C durante un
minuto y 72 °C durante 1 minuto se repitieron 35 veces, y la reaccién se incub6 a 72 °C durante 10 minutos mas.
Esta solucion de reaccion se sometid a electroforesis en gel de agarosa al 2 % para analizar los productos de
reaccion. Los productos de reaccion con los pesos moleculares correctos se ligaron en un vector pCR 2.1-TOPO
(fabricado por Invitrogen) para la subclonacion de acuerdo con el manual de instrucciones adjunto. A continuacion se
usaron los cebadores directo M13 (5-GTAAACAACGACGGCGAG--3'(SEQ ID NO: 11) e inverso M13 (5'- CAG
GAAACA GCT ATG AC- 3’ (SEQ ID NO: 12)) para determinar la secuencia de nucleétidos. Cada clon de mutacién
con las secuencias correctas se digirio con las enzimas de restriccion BamHI y Xhol, y los productos de la digestion
se sometieron a electroforesis en gel de agarosa al 2 %. El fragmento de inserciéon de cada mutante se corté del gel
de agarosa y se purificé con un kit de limpieza de genes de acuerdo con el manual de instrucciones adjunto
proporcionado por el fabricante (BIO101). El fragmento de ADN de BamHI y Xhol de cada mutante se ligé a los sitios
BamHI y Xhol de un vector de expresion de E. coli pTRC His A (Invitrogen). El plasmido resultante se transformé en
E. coli BL21 Rosseta. La proteina de mutacion ENO1 se expresd en E. coli por induccion con IPTG y se purificé con
agarosa de Ni de acuerdo con el manual de instrucciones adjunto proporcionado por el fabricante (Qiagen) después
de que se aplicaron ultrasonidos al sedimento de bacterias. La pureza de cada mutante se analizé mediante SDS
PAGE al 12 %. Para determinar la actividad de uniéon de cada proteina mutante, se recubrieron 400 ng de proteina
ENO1 humana en una placa ELISA de 96 pocillos y la placa se lavd con PBS. Se afiadieron 10 microgramos de mAb
EN10 a la placa y la placa se incub6 a 37 °C durante 1 hora. Después de que el complejo de union se lavara con
PBS dos veces, se afiadié una IgG anti-raton de cabra conjugada con HPRT. Después de 1 horas de incubacion, se
afiadi6 TMB. La afinidad de union se determind por las lecturas de la DO 405. Cada estudio se repitid tres veces.
Los datos se presentan como la media + SD. Se uso0 la prueba T para comparar la actividad entre cada grupo. Los
valores de p < 0,05 se consideraron estadisticamente significativos.

Los resultados se presentan en la FIG. 12A. Los mutantes DE ENO1 A1-189 y A1-297 tienen lecturas de la DO405
de aproximadamente 1,43 + 0,18 y 1,56 + 0,08 (N = 3) (estos son 1,43 y 1,56 en la Figura 12A), que son
aproximadamente 42 % y 39 % de los de la ENO1 de origen natural (2,87 + 0,08) (N = 3), respectivamente. Sin
embargo, cuando se eliminaron los restos de aminoéacidos de 297 a 434, la actividad de union de esta ENO1 mutada
al mAb EN10 se habia perdido, en comparacion con el fondo de BSA. Estos resultados sugieren que se requieren
restos de aminoacidos de 297 a 434 para la union de la proteina ENO1 a mAb EN10 y la disminucién en la actividad
de unién de los mutantes -1-182 y -1-297 puede deberse a la inestabilidad o al cambio de conformacion de las
proteinas mutantes.

Para explorar mas a fondo el epitopo de mAb EN10 en la proteina ENO1, se disefiaron 5 cebadores inversos, que
tienen las secuencias de 5- CTCGAGAGGGATCTTCGATAGACACCACTGGG-3 '(SEQ ID NO:18), 5'-

CTCGAGCTACCTGGATTCCTGCACTGGCTG-3 (SEQ ID NO:19),5'-
CTCGAGACTTCTCGTTCACGGCCTTGGCGATC-3'(SEQ ID NO:20), 5'-
CTCGAGACTTCTCGTTCACGGCCTTGGCGATCC-3 (SEQ ID NO:21), 5'-
CTCGAGCAGTCTCCCCCGAACGATGAGACACC-3 (SEQ ID NO:22), y 5-CTCGAG

CACCAGTCTTGATCTGCCCAGTGCAC-3' (SEQ ID NO:23). Se us6 un plasmido de expresion de E.coli TRC-HIS
ENO1 que contenia el gen del ADNc de ENO1 humana como molde para amplificar los mutantes de delecién de
ENOL1. La SEQ ID NO: 16 se us6 como cebador directo para amplificar los mutantes de delecion 296-434, 316-434,
336-434, 376-434 y 396-434 con las SEQ ID NO:18, SEQ ID:19, SEQ ID:20, SEQ ID:21, SEQ ID:22 y SEQ ID:23,
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respectivamente. Para la amplificacién de cada mutante, se preparé una solucidon de reaccién que tenia una
composicion de 1 microl de una dilucién 1:1000 de ADN molde aproximadamente 0,1 ng, 5 microl de 10xtampdn de
reaccion, 1 microl de mezcla de dNTP 10 mM, 1 microl de 2,5 unidades de polimerasa Taq, 1 microl del cebador
directo y 1 microl del cebador inverso, en un volumen final de 50 microlitros con agua destilada doble y se sometié a
PCR. Se utilizé un ciclo de 94 °°C durante 10 minutos. Después, un ciclo de 94 °C durante un minuto, 52 °C durante
un minuto y 72 °C durante 1 minuto se repitieron 35 veces, y la reaccién se incub6 a 72 °C durante 10 minutos mas.
Esta soluciéon de reaccién se sometid a electroforesis en gel de agarosa al 2 % para analizar los productos de
reaccion. Los productos de reaccién con los pesos moleculares correctos se ligaron en un vector pCR 2.1-TOPO
(fabricado por Invitrogen) para la subclonacion de acuerdo con el manual de instrucciones adjunto. A continuacion se
usaron los cebadores directo M13 (5'-GTAAACAACGACGGCGAG--3'(SEQ ID NO: 11) e inverso M13 (5'- CAG
GAAACA GCT ATG AC- -3’ (SEQ ID NO: 12)) para determinar la secuencia de nucleétidos. Cada clon de mutacion
con la secuencia correcta se digirid con las enzimas de restriccion BamHI y Xhol y el producto de la digestiéon se
sometid a electroforesis en gel de agarosa al 2 %. El fragmento de ADN de cada mutante se aisl6 del gel de agarosa
y se purificd con un kit Gene Clean de acuerdo con el manual de instrucciones adjunto proporcionado por el
fabricante (BIO101). El fragmento de ADN BamHI y Xhol de cada mutante se ligé en los sitios BamHI y Xhol de un
vector de expresiéon de E. coli pTRC His A (Invitrogen). El plasmido resultante se transformé en E. coli BL21
Rosseta. La proteina de mutacién ENO1 se expreso en E. coli por induccion con IPTG y se purificd con agarosa de
Ni de acuerdo con el manual de instrucciones adjunto proporcionado por el fabricante (Qiagen) después de que se
aplicaron ultrasonidos al sedimento de bacterias. La pureza de cada mutante se analizd6 mediante SDS PAGE al 12
%. Para determinar la actividad de uniéon de cada proteina mutante, Se recubrieron 400 ng de proteina ENO1
humana en una placa ELISA de 96 pocillos y la placa se lavd con PBS. Se afiadieron 10 microgramos de mAb EN10
y se incubaron a 37 ° C durante 1 hora. Después de que el complejo de unién se lavara con PBS dos veces, se
afiadié una IgG anti-raton de cabra conjugada con HPRT. Después de 1 hora de incubacion, se afadi6 TMB. La
afinidad de unién se determind por las lecturas de la DO 405. Cada estudio se repitio tres veces. Los datos se
presentan como la media + SD. Se usé la prueba T para comparar la actividad entre cada grupo. Los valores de p
<0,05 se consideran estadisticamente significativos.

El 12 % de SDS PAGE de cada mutante y la proteina de tipo salvaje se muestran en la figura 12B. El peso molecular
de cada mutante aumenta desde el mutante 296-343 hasta el tipo salvaje. Este resultado sugiere que podemos
producir la proteina completa de cada mutante, aunque se puede ver cierta degradacion de los mutantes 336-434 y
376-434. Como se muestra en la figura 12 C, no hay una diferencia significativa entre la afinidad de unién a mAb
EN10 de la ENO1 de tipo salvaje y las de los mutantes por delecién 336-434, 376-434 y 369-343. Sin embargo,
cuando se eliminan los restos de aminoacidos de 296 a 316 y de 317 a 336, Las actividades de unién a mA EN10 de
estos dos mutantes ENO1 se pierden, en comparacion con el lisado de fondo de células de E. coli. Estos resultados
sugieren que los restos de aminoacidos de 296 a 336
(FDQDDWGAWQKFTASAGIQVVGDDLTVTNPKRIAKAVNEKS, SEQ ID NO:49) son importantes para la unién de la
proteina ENO1 con el mAb EN10.

Ejemplo 13 Barrido de alanina

Para explorar més a fondo qué restos del 296 al 336 de ENO1 humano son importantes para la uniéon del mAb
EN10, la estructura cristalina de ENO1 se descarg6 del banco de datos de proteinas (entrada pdb: 2PSN). Después
del andlisis de la estructura, los restos de aminoacidos D300, W301, G302, Q305, K306, A309, K326, K330, N333,
E334 y K335 se ha predicho que se exponen a la superficie de la proteina y son candidatas para que las mutaciones
analicen si son realmente importantes para la union del mAb EN10. Se eligié 10 de estos 11 restos para mutar a
alanina, excepto por A309, que se mut6 a glicina usando el kit de mutagénesis dirigida al sitio QuickChange Il de
acuerdo con el manual de instrucciones adjunto proporcionado por el fabricante (Agilent Technology). Genomics
BioScience and Technology Co. generd los siguientes oligonucledtidos mutagénicos para el andlisis de la alanina
(Tabla 1). Ltd.

TABLA 1: Oligo
Secuencias 5-GATCCCTTTGACCAGGATGCCTGGGGAGCTTGGCC-3' (SEQ ID NO:24)
5'-CTGCCAAGCTCCCCAGGCATCCTGGTCAAAGGGATC-3' (SEQ ID NO:25)
5'-CCCTTTGACCAGGATGACGCGGGAGCTTGGCAGAAG-3' (SEQ ID NO:26)
5-CTTCTGCCAAGCTCCCGCGTCATCCTGGTCAAAGGG-3' (SEQ ID NO:27)
5-CTTTGACCAGGATGACTGGGCAGCTTGGCAGAAGTTC-3' (SEQ ID NO:28)
5'-GAACTTCTGCCAAGCTGCCCAGTCATCCTGGTCAAAG-3' (SEQ ID NO:29)
5-GACTGGGGAGCTTGGGCGAAGTTCACAGCCAGTGCA-3' (SEQ ID NO:30)
5-TGCACTGGCTGTGAACTTCGCCCAAGCTCCCCAGTC-3' (SEQ ID NO:31)
5-GGGGAGCTTGGCAGGCGTTCACAGCCAGTGCAGG-3' (SEQ ID NO:32)
5-CCTGCACTGGCTGTGAACGCCTGCCAAGCTCCCC-3' (SEQ ID NO:33)
5-GGCAGAAGTTCACAGGCAGTGCAGGAATCCAGGTAG-3' (SEQ ID NO:34)
5'-CTACCTGGATTCCTGCACTGCCTGTGAACTTCTGCC-3' (SEQ ID NO:35)
C5-TCACAGTGACCAACCCAGCGAGGATCGCCAAGGCC-3' (SEQ ID NO:36)
5-GCCTTGGCGATCCTCGCTGGGTTGGTCACTGTGAG-3' (SEQ ID NO:37)
5'-CAACCCAAAGAGGATCGCCGCGGCCGTGAACGAGAAG-3' (SEQ ID NO:38)
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(continuacién)
5-CTTCTCGTTCACGGCCGCGGCGATCCTCTTTGGGTTG-3' (SEQ ID NO:39)
5-GAGGATCGCCAAGGCCGTGGCCGAGAAGTCCTGCAAC-3' (SEQ ID NO:40)
5-GTTGCAGGACTTCTCGGCCACGGCCTTGGCGATCCTC-3' (SEQ ID NO:41)
5'-GATCGCCAAGGCCGTGAACGCGAAGTCCTGCAACTG-3' C(SEQ ID NO:42)
5'-GCAGTTGCAGGACTTCGCGTTCACGGCCTTGGCGATC-3' (SEQ ID NO:43)
5'-GCCAAGGCCGTGAACGAGGCGTCCTGCAACTGCCTC-3' (SEQ ID NO:44)
5-GAGGCAGTTGCAGGACGCCTCGTTCACGGCCTTGGC-3' (SEQ ID NO:45)
5'-CAAGGCCGTGAACGCGGCGTCCTGCAACTGCCTCCTG-3' (SEQ ID NO:46)
5'-CAGGAGGCAGTTGCAGGACGCCGCGTTCACGGCCTTG-3' (SEQ ID NO:47)

Para la amplificacién de cada mutante, una solucién de reaccién que tiene una composicion de 3 microlitros de ADN
molde a de aproximadamente 30 ng, 5 microl de tampdn de reacciéon 10x, 1 microl de mezcla de dNTP 10 mM, 1
microl de 2,5 unidades de polimerasa pfu, 12,5 microlitros de 125 ng de cebador directo y 12,5 microlitros de 125 ng
de cebador inverso en un volumen final de 50 microlitros con agua destilada doble y se sometieron a PCR. Se utilizé
un ciclo de 95 °C durante 10 minutos. Después, un ciclo de 95 °C durante 30 segundos, 55 °C durante 30 segundos
y 68 °C durante 6 minutos se repitieron 16 veces. Después de la reaccién de PCR, se afiadié 1 microl de Dpnl a
cada tubo de PCR, se incub6 a 37 °C durante 1 hora y luego se calentd Il para inactivarlo a 80 °C durante 20
minutos. Los productos de reaccion se transformaron en 50 microl de células competentes XL1-Blue-micro de
acuerdo con el manual de instrucciones adjunto (fabricado por Invitrogen). Se usé un cebador ENO1 R400-420 (5'-
GCAAGGGGCAC-CAGTCTTGATCTG - 3'(SEQ ID NO:48) para determinar la secuencia de nucleétidos. Todos los
plasmidos de clon de mutacidn con secuencias correctas se transformaron en E. coli BL21 Rosseta. La proteina de
mutacion ENO1 se expres6 en E. coli por inducciéon con IPTG y se purificd con agarosa de Ni de acuerdo con el
manual de instrucciones adjunto proporcionado por el fabricante (Qiagen) después de que se aplicaron ultrasonidos
al sedimento de bacterias. La pureza de cada proteina mutante se analizé mediante SDS PAGE al 12 %.

Para determinar la actividad de unién de cada proteina mutante, Se recubrieron 400 ng/100 microl de proteina ENO1
humana o proteina ENO1 mutada en una placa ELISA de 96 pocillos durante la noche a 4 °C y la placa se lavé con
PBS. La placa se blogqueé con BSA al 1 % (p/v) en PBS a temperatura ambiente durante 1 hora, luego se lavo de
nuevo con 1x PBS. Un anticuerpo primario (mAb EN10) se diluyé en serie 2 veces a 15 concentraciones diferentes y
se afiadio a la placa a 37 °C durante 1 hora. Después de realizar la reaccién, la placa se lavé 3 veces con 1 x PBS.
Se afiadio dilucion A1/8000 del anticuerpo anti-ratén-HRP de cabra y se incub6 a 37 °C durante 1 hora, luego la
placa se lavé 3 veces con 1 x PBS. Luego, se afiadio sustrato TMB y se dejé que la accion procediera a temperatura
ambiente durante 30 minutos. La reaccion se detuvo afiadiendo HCI 1 N y se leyd la DO 450 para determinar la
actividad. Cada estudio se repiti6 tres veces. Los datos se presentan como media + SD y se usaron las lecturas y las
concentraciones de anticuerpo para hacer un diagrama de dispersion mdltiple utilizando Sigmaplot ™. Los valores
de Kq se predijeron mediante un ajuste logistico de cuatro parametros.

De acuerdo con los resultados del estudio de eliminacion de gran parte ENO1 mostrados en el Ejemplo 9, se
requiere una secuencia peptidica FDQDDWGAWQKFTASAGIQVVGDDLTVTNPKRIAKAVNEKS (SEQ ID NO: 49)
del nimero de resto 296 a 336 para la union fuerte de la proteina ENO1 con mAb EN10. La "unién firme" como se
usa en el presente documento se refiere a la unién entre un agente de union especifico (por ejemplo, un anticuerpo,
un fragmento scFv o Fab) y un ligando/objetivo (por ejemplo, un péptido, proteina o célula) con una constante de
disociacion (Kq) de 10 nM o inferior, preferiblemente 1,0 nM 0 menos.

Los experimentos de delecion anteriores identifican los restos 296 a 336 en ENO1 como la regién para la unién del
anticuerpo. Para caracterizar adicionalmente los sitios de unién reales (por ejemplo, epitopos), la estructura cristalina
de ENOL1 se descargé del banco de datos de proteinas (entrada pdb: 2PSN) para analizar las posiciones de los
restos de esta region. Hay once restos de aminoacidos, incluyendo D300, W301, G302, Q305, K306, A309, K326,
K330, N333, E334 y K335 expuestos en la superficie proteica (FIG. 13A, epitopo putativo). Mediante mutagénesis
dirigida a sitio, estos 11 aminoacidos se mutaron y las proteinas mutantes resultantes se expresaron en E. coli y se
purificaron, respectivamente (figura 13B). Cada proteina ENO1 mutante purificada se analiz6 para detectar cualquier
cambio de Kd (en comparacién con la unién de ENO1) utilizando ELISA.

Los resultados indican que hay tres clases funcionales de restos de aminoacidos en estos mutantes. Los restos de
aminoacidos W301 y K330 son importantes para la unién entre la proteina ENO1 y el mAb EN10. Si estos dos restos
de aminoacidos se mutan a alanina, respectivamente, las actividades de unién de estos dos mutantes de ENO1 a
mAb EN10 estan significativamente comprometidas. La segunda clase de restos de aminoacidos incluye A309,
E334, K335 y D300. Si E334, K335 y D300 estan mutados a alanina o A309 ha mutado a glicina, respectivamente,
las actividades de unién de estos mutantes de ENO1 a mAb EN10 estan comprometidas. El resto de restos de
aminoacidos, incluyendo G302, Q305, K306, N333 y K326 pertenecen al grupo de restos de aminoacidos que no
tienen efectos de unién significativos sobre la unién de la proteina ENO1 a mAb EN10 (FIG.13C y Tabla 2). Estos
resultados sugieren que W301, K330A309, E334, K335 y D300 son importantes para la union proteina-proteina entre
el mAb ENO1 y EN10. Estos restos de aminoacidos pertenecen a secuencias del péptido 1 ENO1,?FDQDW G A
W Q K F TA3®(FIG.13D,SEQ ID NO:9) y péptido 2,3 K R | A K AV N EK S%¢ (FIG.13D,SEQ ID NO:10), que
pueden ser los epitopos de union de mAb EN10 en el nimero de resto amino de 296 a 335 (FIG.13D; SEQ ID
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NO:49) de ENO1 humana.

Tabla 2: Valores de la K¢ mutante

Mutante KD Mutante KD Mutante KD

Tipo 4,43 + 0,65 x 1010 A300 6,33 +2,57 x 108 A301 No detectado
silvestre

A302 3,45 + 0,28 x 1010 A305 3,31 + 0,50 x 1010 A306 4,65+ 2,42 x 1010
A309 5,63 + 2,67 x 107 A326 7,87 + 1,35 x 1010 A330 No detectado
A333 4,13 + 1,09 x 1010 A334 1,07 + 4,39 x 107 A335 9,57 + 3,72 x 107
Ejemplo 14

Analisis de estructura de ENO1 y mAb EN10

La estructura cristalina de Enolasa alfa se descargd del banco de datos de proteinas (entrada pdb: 2PSN). La
estructura del fragmento Fab de mAb EN10 se construyd mediante el modelo de homologia. La primera etapa fue
encontrar una estructura de molde con una alta similitud de secuencia con el mAb EN10. Se buscé en la base de
datos del NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov) y se encontraron muchos resultados altamente homélogos. El marco de la
cadena pesada (entrada pdb: 3DGG) (identidad 89 %) y el marco de la cadena ligera (entrada de pdb: 1F6L)
(identidad 95 %). El modelo de homologia de anticuerpos de mAb EN10 se construyd con los programas Accelrys
Discovery Studio. ENOL1 y las estructuras de anticuerpos se utilizaron para el acoplamiento. Para aliviar la carga
computacional, solo los bucles de CDR del dominio variable de los anticuerpos se acoplaron a ENO1. El marco del
anticuerpo esta fijo. Dado que el procedimiento de acoplamiento explora un area relativamente grande alrededor de
la posicion inicial, no se requirid un posicionamiento inicial muy cuidadoso de los compafieros de acoplamiento.
Cuando se utilizé ZDock, las estructuras se perturbaron con movimientos del eje x-y-z (perturbacion a lo largo de la
linea de centros, en angstroms perturbacion en el plano perpendicular a la linea de centros, en angstroms
(perturbacién rotacional, en grados) y se generaron aproximadamente 5000 poses para cada ejecucion de
acoplamiento. El andlisis de agrupamiento de los resultados de ZDock se realizd con un corte de 5 Ay 10 A. Se
eligieron los restos de interaccién de ENO1 para el mapeo de epitopos.

La estructura 3D de la proteina ENO1 humana se muestra en la Figura 14A. Los restos de aminoacidos W301,
K330,300D, E334, Y K335 estan marcados. Los restos criticos en el sitio de unién al plasminégeno de la proteina
ENOL1 publicados por Wang et al. se indican (250-FFRSGKY 256). La Figura 14B muestra que el complejo de unién
de ENO1 y mAb EN10 se predice de aproximadamente 5 A a 15 A cerca del sitio de unién al plasminégeno de
ENO1. La brecha entre el sitio de union al plasminégeno y el mAb EN10 es mucho menor que 34 A, que es el
tamafio molecular del plasmindgeno humano. Este estudio sugiere que la unién de ENO1 y mAb EN10 protege el
sitio de union a plasmindgeno de ENO1, impide el acceso de plasmindgeno a ENO1, da como resultado
comprometer la actividad del receptor de plasmindgeno de ENOL1 y previenen la disociacion celular de la matriz
extracelular.

Ejemplo 15
Analisis Biacore

El andlisis Biacore utilizando una proteina ENO1 soluble para unirse a los anticuerpos inmovilizados en chips CM5
se realizé para el mAb EN10 para estimar su afinidad por el antigeno soluble.

La region variable del raton y el vector de expresién pTCAE8-ENO1 del anticuerpo quimérico de Fc humano, como
se muestra en la figura 15A, se introdujo en las células huésped para preparar células recombinantes que expresan
anticuerpos. Como las células huésped para la expresion, se utilizaron las células FreeStyle293 (fabricadas por
Invitrogen). El vector se introdujo en las células huésped mediante lipofectamina 2000 de acuerdo con el manual de
instrucciones adjunto (fabricado por Invitrogen). Aproximadamente 2,5 microgramos del vector de expresion del
anticuerpo se linealizaron mediante enzimas de restriccion, el gen se introdujo en 4 x 10° células y las células se
inocularon en una placa de cultivo de a6 pocillos. Se afiadio el agente correspondiente a un marcador de seleccién
del vector de expresion, y las células se cultivaron continuamente para formar un conjunto estable.

Se preparé un sobrenadante de cultivo que contenia anticuerpo IgG humano por el método descrito a continuacion.
Las células productoras de anticuerpos se aclimataron en un medio de expresion aFree style ™ 293 (GIBCO). Las
células se cultivaron en un matraz de cultivo tisular y el sobrenadante del cultivo se recogié cuando la tasa viable de
las células era del 90 %. El sobrenadante recogido se filtré a través de filtros de 10 micrémetros y 0,2 micrémetros
(fabricados por Millpore) para eliminar los contaminantes. El sobrenadante de cultivo que contenia el anticuerpo se
purificé por afinidad utilizando Proteina A (fabricada por Millipore), PBS como tampén de absorcion, y tampon de
citrato de sodio 20 mM (pH 3,0) como tampon de elucién. Las fracciones de elucion se ajustaron a aproximadamente
pH 6,0 afiadiendo tampén de fosfato de sodio 50 mM (pH 7,0). La solucién de anticuerpo preparada se reemplazé
con PBS utilizando una membrana de didlisis (corte de 10,000 MW, fabricada por Spectrum Laboratories) y se
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esterilizd por filtracion a través de un filtro de membrana (fabricado por Millpore) que tenia un tamafio de poro de
0,22 micrémetros para producir el anticuerpo purificado. La concentracién del anticuerpo purificado se determiné
midiendo la absorbancia a 280 nm y convirtiendo el valor medido basado en una densidad 6ptima de 1,45 que
equivale a 1 mg/ml.

Para cinética de unién, se usé medicion de resonancia de plasmon superficial (SPR) con un BlAcore 2000 (BlAcore,
Inc., Piscataway, N.J.) como se ha descrito anteriormente (Karlsson & Falt, (1997) J. Immunol Methods 200:121-
133). Los chips biosensores de dextrano carboximetilados (CM5, BlAcore Inc.) se activaron con N-etil-N - (3-
dimetilaminopropil)-carbodiimida clorhidrato (EDC) y N-hidroxisuccinimida (NHS) segun las instrucciones del
proveedor. Quimera mAb EN10 se diluyd. con acetato de sodio 10 mM, pH 4,8, en 5 microgramos/ml antes de la
inyeccion a una velocidad de flujo de 20 microlitros por minuto para lograr aproximadamente 100 unidades de
respuesta (UR) de proteina acoplada, seguida de la inyeccion de etanolamina 1M para bloquear los grupos que no
han reaccionado. Para las mediciones de cinética, Se inyectaron diluciones seriales dobles de ENO1 (0,3125 nM a
40 nM) en el tampén de ejecucion HBS-PBiacore proporcionado por el fabricante (BlAcore, Inc., Piscataway, N. J.) a
25 °C a un caudal de 25 microl/min y las respuestas de unién en el mAb EN10 se corrigieron mediante resta de las
respuestas de una célula de flujo. Las tasas de asociacion (kon 0 ka) y las tasas de disociacion (Koft 0 kd) se calcularon
utilizando un modelo de unién de Langmuir uno a uno simple con accesorios separados de kon y koft se utilizo.
(BIAcore.TM. Software de evaluacion versién 3.2).

Tabla 3
mAb EN10
ka kd Kd Rmax (UR) Chi? (UR?)
3,577E,+5 8,271E,-5 2,313E,-10 176,8 0,668
3,575E+5 8,250E-5 2,308E-10 123,1 1,10
3,58+0,01E+5 8,26+0,01E-5 2,311 +0,003E-10 150 + 38 0,88 + 0,31

Los resultados se muestran en la figura 15B y la Tabla 3. Las kon Yy Kot de mAb EN10 que se une a ENO1 son
3,57x10°% y 8,271x10°° respectivamente, y Kq s 2. 311 + 0,003x101° mol/l. La Kq analizada por SPR es muy similar a
la de ELISA de union en el Ejemplo 2.

Ejemplo 16
Efecto inhibitorio del anticuerpo EN10 sobre el crecimiento tumoral en presencia de complemento.

El mAb EN10 tiene una buena afinidad con Kq de aproximadamente 2,311 + 0,003x1071° mol/y un potencial para el
desarrollo adicional. Para evaluar los efectos terapéuticos de mAb EN10, se realizé un modelo de xenoinjerto de
raton CL1-5. Las células de adenocarcinoma de pulmén CL1-5F4 (1 x10°® células/raton; 5 ratones/grupo) se
inocularon por via subcutanea el dia 0. El procedimiento terapéutico se realizd 14 dias después de la inoculacion del
tumor administrando 10 mpk (mg/Kg) de un control de isotipo (CTL), mAb EN10, o anticuerpo Erbitux ™ dos veces
por semana. El suero de conejo neonato se administré 2 h después de la inyeccién. El volumen del tumor y el peso
corporal de cada raton se midieron semanalmente. Los datos se representan como media + desviacién estandar
para grupos individuales.

Los resultados se muestran en la figura 16. Después de 14 dias, el tamafio del tumor de los ratones que tienen CL1-
5 es de aproximadamente 30 a 100 mm3, y no hay diferencias significativas en el tamafio del tumor entre el grupo de
control, los grupos de tratamiento con mAb EN10 y Erbitux después del dia 25. Después del dia 29, el tumor de
ratones en el grupo de control comienza a crecer exponencialmente, y no hay crecimientos tumorales significativos
en los ratones de tratamiento con mib de Eribitux ™ y EN10. Después del dia 36, el tamafio promedio del tumor de
los ratones del grupo de control es 4330 + 990 mm?3 (N = 5), y para los ratones tratados con 10 mpk de mAb EN10 y
Erbitux, los tamafios promedio del tumor son 358,6+240 mm? (N=5) and 219 + 98 mm?3 (N=5), respectivamente. Los
tamafios promedio de los tumores de los grupos de tratamiento con mAb EN10 y Erbitux ™ son significativamente
mas pequefios, en comparacion con la del grupo de control con un valor de P de 0,004 y 0,003, respectivamente. No
hay diferencia significativa en el tamafio del tumor entre los grupos de tratamiento con mAb EN10 y Erbitux ™ (P =
0,41). Este resultado indica que mAb EN10 y Erbitux tienen la actividad de inhibicién del crecimiento tumoral en las
células CL1-5 cuando se combinan con el complemento C3 en el modelo de ratén con xenoinjerto y el mAb EN10
tiene una buena eficacia como reactivo para el tratamiento del cancer.

Ejemplo 17

Bloqueo de la diseminacién tumoral de las células pancreaticas en el ensayo de formacién de colonias metastasicas
de higado y bazo.

Los resultados de los ejemplos 2 y 3 sugieren que la administracion del anticuerpo ENO1 puede atenuar la invasion

y la metastasis de las células cancerosas y los resultados del ejemplo 16 indican que el mAb de ENOL1 tiene eficacia
para inhibir el crecimiento del tumor cuando se combina con el complemento. Para evaluar la actividad
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antimetastasica del mAb EN10 en células cancerosas in vivo, se realizé un ensayo metastasico de higado de bazo.
Las células de adenocarcinoma pancreatico PDAC1 (1 x 108/ratén; 5 ratones/grupo) se inyectaron en el bazo.
Después, se administraron 10 mpk de ratones de control mAb EN10 e IgG en cada grupo por IP, respectivamente.
Los ratones se escarificaron 6 semanas después de la inoculacién del tumor. El nGmero de nddulos tumorales en los
higados y el peso de los 6rganos, incluyendo pulmones, bazos, higados, pancreas vy rifiones, de cada raton se
contaron y se midieron, respectivamente. Los datos se representan como media + desviacion estandar para grupos
individuales.

Los resultados se muestran en las Figuras 17A, 17B y 17C. Cuando se comparan nddulos y volimenes de tumor
hepatico, los nédulos tumorales promedio y los voliumenes del grupo tratado con IgG de control son 34 £ 10 (N=3) y
8500 + 3500 (N = 5), respectivamente. Sin embargo, como el mismo fondo, los ratones se trataron con 10 mpk de
mAb EN10, los nédulos tumorales promedio y los volimenes de ratones tratados son 10 + 4 (N =3) y 500 £ 120 (N =
5), respectivamente. Hay diferencias significativas en cuanto a numero y volumen de ndédulos tumorales entre
10 mpk de ENOL1 y los grupos tratados con IgG de control (P <0,05) (FIG. 17A y 17B). Cuando se compararon los
pesos promedio de los 6rganos entre los grupos de tratamiento de 10 mpk ENO1 y IgG de control, no hay
diferencias significativas en el peso de los 6rganos, incluyendo pulmones, bazos, pancreas, y rifiones. Sin embargo,
los ratones tratados con 10mpk IgG tienen un peso medio en el higado de aproximadamente 7,2 + 3 g (N = 5), que
es estadisticamente diferente, en comparacion con la de los ratones tratados con 10mpk mAb EN10 (1,6 +0,2g (N =
5), p < 0,05). Estos resultados sugieren que la administracion de mAb EN10 inhibe la metastasis de las células
PDAC1 desde el sitio del tumor primario hasta el higado.

En resumen, el mAb EN10 utiliza su actividad antagonista del receptor de plasmindgeno ENO1 para inhibir la
activacion del plasminégeno, induciendo asi la regulaciéon por disminuciéon de la actividad de la proteasa en la
superficie celular, que a su vez resulta en la inhibicién de la disociacion de las células cancerosas de la matriz
extracelular. Como resultado, los anticuerpos contra ENO1 pueden inhibir la capacidad de invasion de las células
cancerosas. Estos datos avalan que los anticuerpos frente a ENO1 (por ejemplo, mAb EN10) tienen afinidad
favorable, eficacia y potencial como anticuerpo terapéutico para el tratamiento de canceres.

Ademas de inhibir la disociacion del cancer de la matriz extracelular y, por lo tanto, inhibiendo la invasion del cancer,
un anticuerpo de la invencion también puede usarse para diagnosticar una afeccion cancerosa. Como se ha indicado
anteriormente y se muestra en las figuras 1A y 1B, las células cancerosas expresan ENO1 en las superficies
celulares, mientras que las células normales no lo hacen. Por lo tanto, se puede detectar la unién del anticuerpo a la
superficie celular ENO1 como una indicacion de condiciones cancerosas.

Por ejemplo, De acuerdo con realizaciones de la invencion, una muestra de prueba puede reaccionar con un
anticuerpo anti-ENO1 (por ejemplo, mAb EN10) y puede determinarse la union del anticuerpo a la muestra, tal como
con un ELISA, clasificacién de células fluorescentes, microscopio de fluorescencia, o cualquier método adecuado
conocido en la técnica. Si se detecta la unién o estd por encima de un valor de umbral (por ejemplo, un valor de
referencia para una muestra normal), se puede concluir que la muestra contiene células cancerosas.
Si bien la invencién se ha descrito con respecto a un nimero limitado de realizaciones, los expertos en la técnica,
teniendo beneficio de esta divulgacion, apreciaran que pueden idearse otras realizaciones que no se aparten del
alcance de la invencion como se describe en el presente documento. En consecuencia, el alcance de la invencion
debe estar limitado Unicamente por las reivindicaciones adjuntas.
LISTADO DE SECUENCIAS
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Glu Val Gln Leu Gln Gln Ser Gly Pro Glu Leu Val Lys Pro Gly Ala

Ser Val Lys Met Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Ser Cys
20 25 30

Val Met Asn Trp Val Lys Gln Lys Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Ile
35 40 45

Gly Tyr Ile Asn Pro Tyr Asn Asp Gly Thr Lys Tyr Asn Glu Lys Phe
50 55 60

Lys Gly Lys Ala Thr Leu Thr Ser Asp Lys Ser Ser Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80

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

Ala Arg Glu Gly Phe Tyr Tyr Gly Asn Phe Asp Asn Trp Gly Gln Gly
100 105 110

Thr Thr Leu Thr Val Ser Ser
115

<210> 2

<211> 108

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 2

Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ala Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly
1 5 10 15
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<400> 3

<210>4

<211> 17
<212> PRT
<213> Mus musculus

<400> 4

Tyr Ile Asn Pro Tyr Asn Asp Gly Thr Lys Tyr Asn Glu Lys Phe Lys
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1

Gly

<210>5
<211>9
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<213> Mus musculus
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Arg Ala Ser Glu Asn Ile Tyr Ser Tyr Leu Thr

1

<210>7

<211>7

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 7

<210>8

<211>9

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 8

<210>9

<211> 14

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400>9

Phe Asp Gln Asp Asp Trp Gly Ala Trp Gln Lys Phe Thr Ala

1

<210> 10

<211>11

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 10

<210>11
<211> 18
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> sintético

<400> 11

5 10

Asn Ala Lys Thr Leu Pro Glu
1 5

Gln His His Tyr Gly Thr Pro Tyr Thr
1 5

5 10

Lys Arg Ile Ala Lys Ala Val Asn Glu Lys Ser
1 5 10

gtaaacaacg acggcgag

<210>12
<211>17
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> sintético
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<400> 12
caggaaacag ctatgac

<210> 13
<211> 30
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> sintético

<400>13_

ggatccgcag caaacttcag ggaagccatg

<210> 14
<211> 30
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> sintético

<400> 14
ggatcctcga agatcccecttt gaccaggatg

<210> 15
<211> 24
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> sintético

<400> 15
tcaggctgaa aatctctcat ccge

<210> 16
<211> 29
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> sintético

<400> 16
ggatcctatc tattctcaag atccatgece

<210> 17
<211> 33
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> sintético

<400> 17

ctcgaggtca tggtgtctca tegttegete gag

<210> 18
<211> 32
<212> ADN
<213> artificial

17

30

30

24

29

33



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2729797 T3

<220>
<223> sintético

<400> 18
ctcgagaggg atcttcgata gacaccactg gg

<210>19
<211> 30
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> sintético

<400> 19
ctcgagetac ctggattcecet gecactggetg

<210> 20
<211> 32
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> sintético

<400> 20
ctcgagactt ctcgttcacg geecttggega te

<210> 21
<211> 33
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> sintético

<400> 21
ctcgagactt ctecgttcacg gecettggega tcece

<210> 22
<211>32
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> sintético

<400> 22
ctcgagcagt ctcccccgaa cgatgagaca cc

<210> 23
<211>32
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> sintético

<400> 23
ctcgagcacc agtcttgatc tgcccagtge ac

<210> 24
<211> 36
<212> ADN
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<213> artificial

<220>
<223> sintético

<400> 24
gatccectttg accaggatge ctggggaget tggcecag

<210> 25
<211> 36
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> sintético

<400> 25
ctgccaagct ccccaggcat cctggtcaaa gggatc

<210> 26
<211> 36
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> sintético

<400> 26
ccectttgace aggatgacgce gggagcttgg cagaag

<210> 27
<211> 36
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> sintético

<400> 27
cttectgccaa gctcecegegt catcectggte aaaggg

<210> 28
<211> 37
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> sintético

<400> 28
ctttgaccag gatgactggg cagcttggca gaagttc

<210> 29
<211> 37
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> sintético

<400> 29
gaacttctge caagectgeccce agtcatcetg gtcaaag
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<210> 30
<211> 36
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> sintético

<400> 30
gactggggag cttgggcgaa gttcacagcc agtgca

<210> 31
<211> 36
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> sintético

<400> 31
tgcactggcet gtgaacttcecg cccaagectcece ccagtce

<210> 32
<211> 34
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> sintético

<400> 32
ggggagcttg gcaggegttce acagccagtg cagg

<210> 33
<211> 34
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> sintético

<400> 33
cctgecactgg ctgtgaacge ctgccaaget cccce

<210> 34
<211> 36
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> sintético

<400> 34
ggcagaagtt cacaggcagt gcaggaatcc aggtag

<210> 35
<211> 36
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> sintético
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<400> 35
ctacctggat tcctgcactg cctgtgaact tectgece

<210> 36
<211> 35
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> sintético

<400> 36
tcacagtgac caacccagcg aggatcgcca aggcec

<210> 37
<211> 35
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> sintético

<400> 37
gcettggega tecctegetgg gttggtcact gtgag

<210> 38
<211> 37
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> sintético

<400> 38
caacccaaag aggatcgccg cggccgtgaa cgagaag

<210> 39
<211> 37
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> sintético

<400> 39
cttectegtte acggeccgegg cgatcctett tgggttg

<210> 40
<211> 37
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> sintético

<400> 40
gaggatcgece aaggccgtgg ccgagaagtce ctgecaac

<210> 41
<211> 37
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> sintético
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<400> 41
gttgcaggac ttctcggcca cggeccttgge gatceccte

<210> 42
<211> 36
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> sintético

<400> 42
gatcgccaag gccgtgaacg cgaagtcctg caactg

<210> 43
<211> 37
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> sintético

<400> 43
gcagttgcag gacttcgcegt tcacggcctt ggegatce

<210> 44
<211> 36
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> sintético

<400> 44
gccaaggccg tgaacgagge gtcctgcaac tgecte

<210> 45
<211> 36
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> sintético

<400> 45
gaggcagttg caggacgcct cgttcacggce cttgge

<210> 46
<211> 37
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> sintético

<400> 46
caaggccegtg aacgeggegt cctgcaactg cctectg

<210> 47
<211> 37
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> sintético
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caggaggcag ttgcaggacg ccgcgttcac ggecttg

<210> 48
<211> 24
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> sintético

<400> 48
gcaaggggca ccagtcttga tctg

<210> 49

<211>41

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 49

Phe Asp Gln Asp Asp Trp Gly Ala Trp Gln Lys Phe Thr Ala Ser Ala

1 5

Gly Ile Gln Val Val Gly Asp Asp Leu Thr Val Thr Asn Pro Lys Arg

20

10

25

Ile Ala Lys Ala Val Asn Glu Lys Ser
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REIVINDICACIONES

1. Un anticuerpo que se une a ENOL, o un fragmento scFv o Fab del mismo, que comprende una cadena pesada
que comprende las secuencias de HCDR1: GYTFTS CVMN; (SEQ ID NO:3), HCDR2: YINPYNDGTKYNEKFKG
(SEQ ID NO:4) y HCDR3: EGFYYGNFDN (SEQ ID NO: 5) y una cadena ligera que comprende las secuencias de
LCDR1: RASENIYSYLT (SEQ ID NO:6), LCDR2: NAKTLPE (SEQ ID NO:7) y LCDR3: QHHYGTPYT (SEQ ID NO:8).

2. El anticuerpo que se une a ENO1, o los fragmentos scFv o Fab del mismo, segun la reivindicacion 1, en el que la
cadena pesada comprende la secuencia de SEQ ID NO:1 y la cadena ligera comprende la secuencia de SEQ ID
NO:2.

3. Un anticuerpo que se une a ENO1, o un fragmento scFv o Fab del mismo, en donde el anticuerpo, o los
fragmentos scFv o Fab del mismo, se pueden unir especificamente a un epitopo localizado en la secuencia de
FDQDDWGAWQKFTASAGIQVVGDDLTVTNPKRIAKAVNEKS (SEQ ID NO:49) de ENOL1.

4. El anticuerpo que se une a ENOL, o los fragmentos scFv o Fab del mismo, de acuerdo con la reivindicacién 3, en
el que el epitopo esta ubicado en la secuencia de FDQDDWGAWQKFTA (SEC ID NO: 9) o KRIAKAVNEKS (SEQ ID
NO:10) de ENOL1.

5. El anticuerpo que se une a ENO1, o los fragmentos scFv o Fab del mismo, de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 1-4, en donde el anticuerpo es un anticuerpo monoclonal.

6. Una composicién farmacéutica para su uso en el tratamiento de cancer de pulmén, mama, pancreas, higado,
colorrectal o de prostata, que comprende el anticuerpo o los fragmentos scFv o Fab del mismo, de acuerdo con una
cualquiera de las reivindicaciones 1-5.

7. Un método para el diagnéstico de cancer, que comprende:

hacer reaccionar una muestra de un sujeto de prueba con el anticuerpo que se une a ENOL1, o los fragmentos scFv o
Fab del mismo, de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-5 para determinar un grado de union; en
donde si la extension de la union es mayor que un valor de referencia indica un estado canceroso.

8. Una composicién farmacéutica para su uso en la inhibicion de la invasion del cancer, que comprende:

el anticuerpo que se une a ENO1, o los fragmentos scFv o Fab del mismo, de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 1-5.

35



FIG. 1B

FIG. 1A

Fusian

Anticuerpo

ES 2729797 T3

1" 106 10°

10t

" i0' 10" 1o°

10’

5
E W
= b
(&7 - | W
|
Ll
-]
o 3
2=
e =
05T 62T o6 09 OFf 0 08T Oif 06 0% ODE o
SOJUBNIBY sojuanday
— - ®
o e W
3 2
%
v '-' =
=
z -~ -—
o J
Ll
-]
-
- |
£
-y Y T L - b
osT o0zT 06 0% OF 0 05T 02T 06 03 (OE 0
SOIUBNIEY SOLUBNIEY

36

10"

Altura FL1

Abhtura FLA



ES 2729797 T3

00G-1 00L:1 02-1 0Z-1
FJONZBUY LONTFRUV JLONTHUY 1SDBUy  S1710

i743

09}

uolseAu| ap oAesusg - 002

Jg|njad oljuanaay

¢ O

37



ES 2729797 T3

€ 'Old

38



ES 2729797 T3

dEelie
1d Zoosd 2 —
T4 00O b m—o._.__ ——Ouu

SojUsIWdAU0IY

SOJU3|WINUOIY

aZk

Zg 2003037 —
Id MO —

id DWHE
Id 200 $0d 2 —
d OO | —

0l,’u uo)

$.,u B

SOIURIWIRODY

>
g
8
EX
El

& (rona)

BLUOPLIGIY 2P OALYND 3P OIPSL

(le1218Wwod

LON3 2p gvw) oamisod ===
8 (dyH

uod opebnluod 2y ,z) oanebany

>

o

S

g

g

Zd W0z e m

4 Lopsedy — @
Id WOOMN |

Fio'u 10D -

39



ES 2729797 T3

<Ol X020 F09'L GSLoN
or-OL XZ2L0F22'L OLoN
o0k X8L'0TSE'S BN
c-OL XZL'0F 82t SN
. 00X 02 0F 152  Pan
(e=N) (W) aM uolD

[ rodienopuv]
2101

+ Ok Ok sk ow-0L w-0B

Sl N ouRlINY-fjue LON3 Gy

0} &' OUBWINY-fUE LON3 GV -

6 «'N OUEWINY-RUE LON3 BYW
£.'N ouBlINY-UE LONI3 By
¥ o'N OURLINY-QUE LONI By

(D)

(V)

uupsy oa

S "OIA

40



FIG. 6

ES 2729797 T3

i :_
.:. e
H
| I I I !
Q L] o o o
= w o = o

(%) epionpuj eujwse|d ap pepIARoE €| 3p UGIdIGIYU|

41

Ne 15

N.° 10

N.° 8

N 4



ES 2729797 T3

IJAVS ST WOy O Wo) 6 U0 8§ WO p uo) HBjw

B °
- 0z
=X
o
D
oV o
Q
<
S
09 2
o
D
o8 =2
< 4]
7]
o
-
001
Y4

L "OIIA

42



ES 2729797 T3

001

0s

0s

06

1]

001

(jwjoweaboioiw)

osyu
(jwyoweiboio1w)
OLN3 qvw
-0
- 0¢€

=
o

ot ®
5
=
7

09 o
=
o3
(1]

08 O
@
c
Qi

001 o

- 0T

V8 "OIA

43



ES 2729797 T3

2,16

(3m) gLONT qyw

(Bn)o51
0
- 005
- 0001
£=N
- 0051
- 0002
- 00Se

48 "OIA

Se|nj2o ap oJaWnN

44



ES 2729797 T3

b0}

Uoled JlLid O+ \

OINH qyur -+ 1ejnja2 oaue|q

UQIEl D1 1d 10-¢ Je[n|22 odue|q

Je[n|ad oduelq fe
3

00Z 091 021 08 D

S0JUaN23Y

6 "DIA

45



ES 2729797 T3

Olu=le]el] uis

D3N U0 oJusIWLIgNIay

vsd

BUND3UOIQI
1

ousbejoa  ouabouuqguy eunezb

=g

i

fm
o

o | _L._.' “un__m 00

i

€=N

0LN3 qyw [
o|naiys )\ N - 0F

VOI “IId

Wwu 0S¥ oa

46



ES 2729797 T3

0
0s

euewny 56|
(Tw/3n) g N3 qyw
Dd

Ydi

S T1D

wu pgy 00

d01 “OIA

47



ES 2729797 T3

0s Ss'Le ST 0 0<

0 §se sz  0S 0

.
+
+
+
:

so'o>d

0s

(Tu/3rl)
euewny b
(Ju/3n)
0LN3 Qyw
vdn

1A

uwuosk oa

J01 “DIA

48



ES 2729797 T3

S:ON 4l D3S

raA tHdOH
TON:QI 03S SSALTLIOSUOMNUAND AAADHYVIAAAYSAT
OTT SOT P6E6 06 S8 1eqej
: ¥:ON 4l D3S
€dd C4doH
TON:QI ©3S  SLISSTINAVLSSSAAS LTIV AMAN AN LOUNAINIADIMIT
J2dve8 08 SL 0L 99 St 1eqe)y
€:ON a1 03s
<yd THA2H Tyd
T:ON QI D3IS DOOMNOIAMNIAAISTALADSYAISNIASYDIIANTIdOSODTOAT
or 9¢ 14 0¢ ST 0] S T 1eqe)

VII "DIA

49



ES 2729797 T3

8:ON dI D3S

12K cAdAIT
ZON :AID3IS  HLIFNLOODALAALOAHHODA
¥0T 00T
: £:ON Al 03S
€44 Z4ani
Z:ON al D3IS ASHAAIdOISNIAISIVLOSOHSOSIUSINDAL TLEA VNAATIOG
S8 08 S 0L 99 09 St
9:ON a1 D3s
ra:k T3 Tdd
Z:ON ai D3IS DADIVOAMILTASAINASVAILILALIDASYSISVASOLNDIA
ot 13 0c ST OT S T

di1T “OIA

1eqge)

1ege)

1eqe)

50



ES 2729797 T3

ost Od

oploeoUlWEe ap oJawnu

00T 00T 00 00F

vSd

N 1 | | | i
L0
095'L H
ev'L H
Y0

PEY-LO6TV

VZI "OId

51



FIG. 12B
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FIG. 12C
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FIG. 15B
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