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DESCRIPCION
Anticuerpos humanizados especificos de alfa-enolasa y procedimientos de usos en la terapia del cancer

Campo de la invenciéon

La presente invencion se refiere a un anticuerpo humanizado o un fragmento de unién de este, que se une
especificamente a la proteina alfa-enolasa humana (ENO1). La presente invencién también se refiere a una
composicion farmacéutica para su uso en el tratamiento del cancer de pulmén, mama, pancreas, higado, colorrectal,
o prostata, comprendiendo la composiciéon farmacéutica dicho anticuerpo humanizado o un fragmento de unién de
este. Ademas, la presente invencion se refiere a un vector de expresion que codifica dicho anticuerpo, o el
fragmento de unién de este, y a una célula que contiene dicho vector de expresion.

Antecedentes de la invencion

Los tumores son el resultado de la proliferacion aberrante, desenfrenada de una sola célula, lo que genera un clon
de células transformadas. El cancer se caracteriza por el crecimiento autbnomo de las células tumorales y la
capacidad de hacer metastasis a sitios distantes.

Las células tumorales pueden expresar antigenos unicos que pueden reconocerse por el sistema inmunoldgico. Los
antigenos asociados a tumores incluyen, pero no se limitan a, oncogenes mutados, proteinas celulares normales
mutadas, proteinas celulares expresadas de manera aberrante, proteinas anormales de la superficie celular, y
proteinas virales oncogénicas. El sistema inmunoldgico considera estos antigenos asociados a tumores como no
propios y puede producir anticuerpos para erradicar estas células tumorales portadoras de antigenos extrafios, sin
afectar a las células sanas. Por lo tanto, la identificacion de antigenos inmunogénicos asociados a tumores puede
usarse como objetivos para aplicaciones terapéuticas o de prondstico clinico en el tratamiento del cancer.

Ciertas neoplasias pueden identificarse por derrame pleural, que es un exceso de fluido en el espacio entre el
pulmén y la pared toracica. El carcinoma de pulmén, el carcinoma de mama, y el linfoma causan aproximadamente
75 % de todos los derrames pleurales malignos. El derrame pleural maligno puede enriquecerse con infiltrados
linfociticos y células tumorales. Se han encontrado autoanticuerpos o inmunocomplejos asociados a tumores, tales
como anticuerpos anti-p53, antinucleares, y anti-c-Myc, en los liquidos de derrame y se asocian con un pronéstico
precario. Ademas se han identificado varios antigenos asociados a tumores de pulmoén en derrames malignos, que
incluyen fragmentos de citoqueratina 19, enolasa especifica de neuronas (ENOZ2), antigeno de carcinoma de células
escamosas, Yy HLA-I soluble, etc.

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

El sistema activador del plasmindégeno uroquinasa (UPAS) consiste en el activador del plasmindégeno uroquinasa
(uPA), su receptor afin (UPAR) y dos inhibidores especificos, el inhibidor de activador del plasmindgeno 1 (PAI-1) y
el inhibidor de activador del plasmindgeno 2 (PAI-2). El activador del plasminégeno uroquinasa convierte la
proenzima del plasmindgeno en una proteasa serina activa, plasmina. La plasmina se involucra en una serie de
procedimientos de remodelacion tisular, tal como la remodelacién de la membrana basal (BM) y la matriz
extracelular (ECM), que es necesaria en la progresion y metastasis tumoral. Ademas, se ha demostrado que el
uPAS puede involucrarse en la evolucion neoplasica, afectando la angiogénesis tumoral, la proliferacion de células
malignas, la adhesion y migracion, la intravascularizacion, y el crecimiento en el sitio metastasico.

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

El documento de patente nim. US 2011/182907 A1 divulga anticuerpos anti-ENO1 y variantes humanizadas de
estos. El documento de patente num. WO 2010/032899 A2 divulga los anticuerpos anti-ENO1 humana. K.-C. Hsiao y
otros: "Surface [alpha]-Enolase Promotes Extracellular Matrix Degradation and Tumor Metastasis and Represents a
New Therapeutic Target", PLOS ONE, vol. 8, tema 7, 2013, paginas 1-15, divulga un anticuerpo anti-ENO1 murino.
A. Redlitz y otros: "The Role of an Enolase-Related Molecule in Plasminogen Binding to Cells", Eur. J. Biochem., vol.
227, num. 1-2, 1995, paginas 407-415, divulga que los anticuerpos anti-ENO1 que se unen a ENO1-R426-K434 C-
terminal inhiben la unién del plasmindgeno a ENO1. A. Diaz-Ramos y otros: "Requirement of Plasminogen Binding to
Its Cell-Surface Receptor alpha-Enolase for Efficient Regeneration of Normal and Dystrophic Skeletal Muscle", PLOS
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ONE, vol. 7, tema 12, paginas 1-13, divulga el efecto del anticuerpo anti-ENO1 denominado Mab 11G1 en la
generacion de actividad de plasmina pericelular. R. Lopez-Alemany y otros: "Inhibition of cell surface mediated
plasminogen activation by a monoclonal antibody against [alpha]-Enolase: Inhibition of Cell Surface Mediated
Plasminogen Activation”, American Journal of Hematology, vol. 72, num. 4, 2003, paginas 234-242, divulga un
anticuerpo anti-ENO1 denominado Mab 11G1 producido en ratones. M. Capello, " [alpha]-enolase: a promising
therapeutic and diagnostic tumor target", FEBS Journal, vol. 278, nim. 7, 2011, paginas 1064-1074, divulga el papel
de ENO 1 en el cancer y la metastasis. M. Kugler y otros: "Stabilization and humanization of a single-chain Fv
antibody fragment specific for human lymphocyte antigen CD19 by designed point mutations and CDR-grafting onto
a human framework", Protein Engineering, Design & Selection, vol. 22, nim. 3, 2009, paginas 135-147, divulga la
estabilizacién y humanizacion de un fragmento de anticuerpo scFv especifico para CD 19 que usa el marco aceptor
humano mas estable huVk3-huVH3. S. Jung, "Improving in vivo folding and stability of a single-chain Fv antibody
fragment by loop grafting", Protein Engineering, vol. 10, nim. 8, 1997, paginas 959-966, divulga el injerto de CDR de
un anticuerpo de unién a fluoresceina en el marco del anticuerpo humanizado 4D5. M.-P. Lefranc y otros: "Use of
IMGT(R) databases and tools for antibody engineering and humanization", Molecular typing of blood cell antigens en:
Methods in Molecular Biology, ISSN 1064-3745; vol. 1310; Humana Press, US, vol. 907, 2012, paginas 3-37, divulga
una estrategia de humanizacion mediante el uso de la base de datos IMGT. T. Kuramochi y otros: "Humanization
and Simultaneous Optimization of Monoclonal Antibody", Antibody-drug conjugates en: Methods in Molecular
Biology, ISSN 1064-3745; vol. 1045; vol. 1060, 2014, paginas 123-137, divulga una estrategia para humanizar
anticuerpos monoclonales de optimizacion de manera simultanea en la que para seleccionar una secuencia marco
humana pueden usarse varias bases de datos tales como IMGT, V Base, EMBL o NCBI. El documento de patente
num. WO 2015/094330 A1 constituido antes de la técnica de conformidad con el Art. 54(3) EPC y divulga
anticuerpos humanizados que comprenden las HCDR y LCDR del anticuerpo anti-ENO1 designado EN10.

Sumario de la invencién

La presente invencion se refiere a un anticuerpo humanizado, o un fragmento de unién de este, de acuerdo con la
reivindicacion 1, a una composicion farmacéutica para su uso en el tratamiento del cancer de pulmén, mama,
pancreas, higado, colorrectal, o préstata de acuerdo con la reivindicacion 8, a un vector de expresion de acuerdo
con la reivindicacion 9 y a una célula que contiene dicho vector de expresion de acuerdo con la reivindicacion 10.
Las realizaciones preferentes de la invencion se definen en las reivindicaciones subordinadas 2 a 7 y 11. Como se
usa en la presente memoria, el término "agentes de unién dirigidos" (por ejemplo, anticuerpos, o fragmentos de
unién de estos) significa agentes que se unen especificamente a ENO1 humana, inhibiendo de ese modo la unién
de ligando (por ejemplo, plasmindgeno) a ENO1. Al inhibir la unién del plasminégeno a ENO1, los agentes de unién
dirigidos de la invencién pueden inhibir la activacion del plasmindgeno, lo que conduce a la degradacion reducida de
la matriz extracelular, que a su vez previene o reduce la disociacién de las células cancerosas de la matriz
extracelular. Por lo tanto, los agentes de union dirigidos de acuerdo con las realizaciones de la invencion se pueden
usar para inhibir el crecimiento tumoral y la metastasis. Los mecanismos mediante los cuales puede lograrse esto
pueden incluir, pero no se limitan a, la inhibiciéon de la unién de un ligando (tal como el plasmindgeno) a su receptor
ENO1, o la abrogacién de las interacciones entre el receptor ENO1 y sus ligandos, reduciendo de ese modo la
eficacia concentracion de ENO1.

Como se usa en la presente memoria, un agente de union dirigido es un anticuerpo humanizado que puede unirse a
ENO1 humana para prevenir que sus ligandos se unan (por ejemplo, plasmindégeno) a ENO1. La prevencion de la
union del plasminégeno al receptor puede prevenir la activacion del plasmindgeno. Esto resulta en la inhibicion del
sistema de activacion del plasminégeno uroquinasa (UPAS) en la matriz extracelular de las células cancerosas.

Preferentemente, el anticuerpo humanizado de acuerdo con la presente invencion puede unirse a ENO1 con altas
afinidades, tal como con una Kq de menos de 0,3 nM. Tales agentes de union fuertes pueden inhibir ENO1 con altas
eficiencias.

Como se usa en la presente memoria, un agente de unién dirigido es un anticuerpo humanizado que puede unirse a
ENO1 humana e inhibir la actividad de plasmina inducida en células cancerosas con altas eficiencias, tales como
inhibicion de 40 %, 50 %, 60 %, 70 %, 80 %, 90 % o 100 %. Los ensayos de inhibicién pueden realizarse induciendo
la expresion de ENO1 (por lo tanto, activacion del plasminégeno) en una célula cancerosa (tal como las células de
linfoma humano U937) mediante el tratamiento con un inductor, tal como el lipopolisacarido (LPS) (por ejemplo, 10
microgramos/mL, durante 5 horas). La inhibicion de tal actividad de plasmina inducida puede ensayarse con un
anticuerpo a una concentracion adecuada. Mediante el uso de un anticuerpo de la invencion, tal inhibicién puede
detectarse a concentraciones de anticuerpos tan bajas como 20 microgramos/ml o0 menos.

El agente de union dirigido es un anticuerpo que puede unirse a ENO1 humana. Un anticuerpo de ese tipo puede
usarse para inhibir la actividad de invasién de una célula cancerosa. Por ejemplo, los anticuerpos de la invencién
pueden inhibir mas del 40 %, 50 %, 60 %, o 70 % de la actividad de invasion de las células de linfoma humano U937
a concentraciones de anticuerpos tan bajas como 50 microgramos/ml o menos.

Preferentemente, el agente de unién dirigido es un anticuerpo que puede unirse a ENO1 humana para inhibir la
degradacion de la matriz extracelular, inhibiendo de ese modo la disociacion de las células cancerosas de la matriz
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extracelular. Por ejemplo, un anticuerpo de la invencién puede inhibir mas del 40 %, 50 %, o 60 % de la disociacion
mediada por plasmindgeno de las células CL1-5 del colageno o fibronectina a concentraciones de anticuerpos tan
bajas como 50 microgramos/ml o0 menos.

Preferentemente, el agente de union dirigido (es decir, un anticuerpo humanizado) comprende una secuencia de
aminoacidos de la region variable de la cadena pesada de SEQ ID NO: 1, 10 u 11.

Preferentemente, el agente de unién dirigido (es decir, un anticuerpo humanizado) comprende una secuencia de
aminoacidos de la region variable de la cadena ligera de SEQ ID NO: 2 0 9.

El agente de union dirigido (es decir, un anticuerpo) puede comprender una secuencia de aminoacidos de cadena
pesada que tiene una region determinante de complementariedad (CDR) que comprende una de las secuencias de
CDR incluidas en las secuencias 1, 10 u 11. Cabe sefialar que los expertos en la técnica pueden realizar facilmente
las determinaciones de CDR. Ver por ejemplo, Kabat y otros, "Sequences of Proteins of Immunological Interest",
Quinta Edicién, Publicacion NIH 91-3242, Bethesda Md. (1991), vols. 1-3.

El agente de unién dirigido (es decir, un anticuerpo) puede comprender una secuencia de aminoacidos de cadena
ligera que tiene una regién determinante de complementariedad (CDR) que comprende una de las secuencias de
CDR incluidas en la secuencia 2 o 9 (Figura 6B).

El agente de unién dirigido es un anticuerpo humanizado, o un fragmento de unién de este, en el que el anticuerpo
puede ser un anticuerpo monoclonal.

Preferentemente, el anticuerpo humanizado que puede unirse a la proteina ENO1 humana comprende una
secuencia de aminoacidos de cadena ligera que comprende cualquiera de las secuencias de LCDR1, LCDR2 o
LCDRS incluidas en la SEQ ID NO: 9 (Figura 6B).

Preferentemente, el anticuerpo humanizado puede unirse a la proteina ENO1 humana que comprende una
secuencia de aminoacidos de cadena ligera que comprende dos cualesquiera de las secuencias LCDR1, LCDR2 o
LCDRS incluidas en la secuencia 2 0 9 (es decir, LCDR1y LCDR2, LCDR1y LCDR3 o LCDR2 y LCDR3).

Preferentemente, el anticuerpo humanizado que puede unirse a la proteina ENO1 humana comprende secuencias
de aminoacidos de cadena ligera que comprenden secuencias de LCDR1, LCDR2 y LCDR3 incluidas en la
secuencia 2 o 9 (Figura 6B). De acuerdo con ciertas realizaciones de la invencion, un anticuerpo puede ser un
anticuerpo humanizado o un anticuerpo monoclonal completamente humano.

Preferentemente, el anticuerpo humanizado 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, 10 u 11 (Figura 6A y Figura 6B).

Con mayor preferencia, el anticuerpo humanizado que puede unirse a la proteina ENO1 humana comprende una
secuencia de aminoacidos de cadena pesada que comprende dos cualesquiera de las secuencias HCDR1, HCDR2
o HCDRS3 incluidas en la secuencia 1, 10 u 11 (Figura 6A y Figura 6B). (es decir, HCDR1 y HCDR2, HCDR1 y
HCDR3 o HCDR2 y HCDR3).

Con la maxima preferencia, el anticuerpo humanizado que puede unirse a la proteina ENO1 humana comprende una
secuencia de aminoacidos de cadena pesada que comprende las secuencias HCDR1, HCDR2 y HCDRS incluidas
en la secuencia 1, 10 u 11 (Figura 6A y Figura 6B).

El anticuerpo humanizado que puede unirse a la proteina ENO1 humana puede comprender una secuencia de
aminoacidos de cadena ligera que tiene una CDR que comprende una de las secuencias de CDR incluidas en la
secuencia 2 o 9 (Figura 6B). Preferentemente, el anticuerpo humanizado puede unirse a la proteina ENO1 humana y
puede comprender una secuencia de aminoacidos de cadena pesada que tiene una CDR que comprende una de las
secuencias mostradas en la secuencia 1, 10 u 11. Con mayor preferencia, el anticuerpo humanizado 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, 10 u 11, y una secuencia de aminoacidos de cadena ligera que
tiene una de las secuencias de CDR incluidas en la secuencia 2 0 9.

El agente de union dirigido (es decir, un anticuerpo) puede competir por la unién del plasmindgeno a la proteina
ENO1 humana. Preferentemente, 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, 10 u 11, y una
secuencia de aminoacidos de cadena ligera que tiene al menos una de las secuencias de CDR incluidas en la
secuencia 2 0 9.

Otras realizaciones de la invencion se refieren a una composicion farmacéutica para su uso en el tratamiento de un
sujeto (por ejemplo, ser humano o animal) que padece una enfermedad o enfermedad ENO1 seleccionada del grupo
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de canceres de pulmoén, mama, pancreas, higado, colorrectal, y prostata. Las composiciones farmacéuticas pueden
incluir seleccionar un sujeto que necesite un tratamiento para una enfermedad neoplasica o no neoplasica, 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.

Preferentemente, el anticuerpo humanizado puede unirse a ENO1 humana con afinidad muy alta (es decir, Ky baja).
Por ejemplo, un anticuerpo humanizado que es capaz de unir ENO1 con una Kq menos de aproximadamente 10,
10, 107, 108, 10°, 10'° 0 aproximadamente 10-'" M, o cualquier intervalo o valor entre ellos. Las mediciones de
afinidad y/o avidez pueden realizarse mediante el uso de ELISA y/o BIACORE, como se describe en la presente
memoria o de acuerdo con técnicas conocidas en la técnica.

Se apreciara que las realizaciones de la invencion no se limitan a ninguna forma particular de un anticuerpo o
procedimiento de generacion o produccion. Por ejemplo, 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 Fab, Fab' o F(ab'),, FV o Dab (los Dab son las unidades de union funcionales mas pequefias de los anticuerpos
humanos). Ademas, el anticuerpo puede fabricarse a partir de una célula producida de manera recombinante que se
ha transformado o transfectado con un gen o genes que codifican el anticuerpo humanizado.

Otras realizaciones de la invencion se refieren a vectores que tienen moléculas de acido nucleico aisladas que
codifican un anticuerpo anti-ENO1 humanizado o una célula huésped transformada con cualquiera de tales
moléculas de acido nucleico.

Preferentemente, las composiciones farmacéuticas de acuerdo con la invencién tienen una cantidad eficaz de un
anticuerpo anti-ENO1 humanizado. La composicién puede comprender ademas un portador o diluente
farmacéuticamente aceptable. Aun en otras realizaciones, el anticuerpo anti-ENO1, o un fragmento de este, se
conjuga con un agente terapéutico. El agente terapéutico puede ser, por ejemplo, una toxina o un radioisétopo.

Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 muestra los resultados de ELISA de la uniéon de ENO1 por el mAb EN10 aislado de ascitis de
hibridoma. La purificacién con sulfato de amonio, la purificacion en columna de proteina A, y la purificacion por
SDS-PAGE se realizaron como se describe en el Ejemplo 1. Estos datos muestran la Kd del mAb EN10
anticuerpo anti-ENO1 humana.

La Figura 2 muestra los resultados del ensayo fibrinolitico U937 del mAb EN10 La induccion de la expresion de
ENO1 por LPS en la linea celular de linfoma U937 humano y el ensayo de actividad de plasmina se realizaron
como se describe en el Ejemplo 2. Este resultado muestra que el mAb EN10 atenua las actividades del receptor
de plasminégeno de la proteina ENO1 inducible.

La Figura 3 muestra los resultados de las actividades de invasion de las células U937 tratadas con diferentes
concentraciones de mAb EN10 aislado de hibridoma, después de que la expresion de ENO1 en la superficie
celular se indujo por LPS. Se realizaron procedimientos detallados como se describe en el Ejemplo 3. Estos
datos muestran que el mAb EN10 inhibe la actividad de invasion de las células U937 de manera dependiente de
la dosis.

La Figura 4 muestra que el mAb EN10 reconoce el ENO1 de la superficie celular en las células U937 tratadas
con LPS. Se realizaron procedimientos detallados como se describe en el Ejemplo 4. El histograma indica que
ENO1 estda muy expresado en la superficie de U937 después de que se administraron las células con LPS.

La Figura 5A representa la secuencia de aminoacidos de la regién de cadena pesada variable del mAb EN10
(SEQ ID NO: 1). Se indican las regiones marco (FR1, FR2, FR3, y FR4) y las CDR (HCDR1, HCDR2, y HCDR3).
La clonacion del mAb EN10 se realizé6 como se describe en el Ejemplo 5.

La Figura 5B representa la secuencia de aminoacidos de la region de cadena ligera variable del mAb EN10 (SEQ
ID NO: 2). Se indican las regiones marco (FR1, FR2, FR3, y FR4) y las CDR (LCDR1, LCDR2, y LCDR3). La
clonacion del mAb EN10 se realizé como se describe en el Ejemplo 5.

La Figura 6A muestra el andlisis de secuencia realizado para la humanizacién de las secuencias VL (secuencia
ID NO: 9) y VH (secuencias ID NO: 10) de mAb ENO10 hum 4D5. En la primera linea que muestra debajo la
numeracioén de residuos de acuerdo con el esquema de Kabat, la plantilla se muestra con subrayado, y las CDR
de Kaba se muestran debajo de las lineas. Para determinar los marcos de VL y VH de mAb EN10 hum 4D5 se
realizaron como se describe en el Ejemplo 6.

La Figura 6B muestra el andlisis de secuencia realizado para la humanizacién de las secuencias VL (secuencia
ID NO: 9) y VH (secuencias ID NO: 11) de mAb EN10 hum IMGT. En la primera linea que muestra debajo la
numeracioén de residuos de acuerdo con el esquema de Kabat, la plantilla se muestra con subrayado, y las CDR
de Kaba se muestran debajo de las lineas. Para determinar los marcos de VL y VH de mAb EN10 hum IMGT, se
realizaron como se describe en el Ejemplo 6.

La Figura 7A muestra un vector de expresién para la generacion del quimérico ratén-humano y ediciones
humanizadas de mAb EN10. Los procedimientos detallados para la purificacién de las diferentes ediciones de
anticuerpos mAb EN10 se describen en el Ejemplo 7.

La Figura 7B representa los resultados del uso de anticuerpos quiméricos EN10, mAb EN10 hum 4D5 y mAb
EN10 hum IMGT para determinar la afinidad de union y las constantes cinéticas del mAb EN10. Se realizaron
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procedimientos detallados de expresion del anticuerpo quimérico, purificacion y analisis de la Kd como se
describe en el Ejemplo 7. El resultado de la Kd de mAb EN10 hum IMGT no es significativo con el mAb EN10
quimérico ratén-humano.

Figura 8 y Figura 8B representan los resultados del ensayo fibrinolitico U937 de anticuerpos mAb EN10 hum 4D5
y mAb EN10 hum IMGT. La induccion de la expresiéon de ENO1 por LPS en la linea celular de linfoma U937
humano y el ensayo de actividad de plasmina se realizaron como se describe en el Ejemplo 2. Los datos
muestran que, al igual que el mAb EN10, tanto el mAb EN10 hum 4D5 como mAb EN10 hum IMGT atentan la
actividad del receptor de plasmindgeno de la proteina ENO1 inducible.

Las Figuras 9A y 9B muestran los resultados de las actividades de invasiéon de las células U937 tratadas con
diferentes concentraciones de anticuerpos mAb EN10 hum 4D5 y mAb EN10 hum IMGT, respectivamente,
después de que la expresion de ENO1 en la superficie de las células se indujo por LPS. Se realizaron
procedimientos detallados como se describe en el Ejemplo 9. Estos datos muestran que después de la
humanizacion, los anticuerpos mAb EN10 hum 4D5 y mAb EN10 hum IMGT tienen actividad para inhibir la
actividad de invasion de las células U937 de manera dependiente de la dosis.

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

La Figura 10B muestra los resultados de la inhibicion de la disociacion de las células CL1-5 de la fibronectina
tratadas con el mAb EN10 hum 4D5. El ensayo de adhesion asociado a las células se realizé como se describe
en el Ejemplo 10. Estos datos muestran que el mAb EN10 hum 4D5 inhibe la actividad de disociacién celular de
CL1-5 de la fibronectina de manera dependiente de la dosis.

La Figura 10C muestra los resultados de la inhibicion de la disociacion de las células CL1-5 del colageno
tratadas con el mAb EN10 hum 4D5. El ensayo de adhesion asociado a las células se realizé como se describe
en el Ejemplo 10. Estos datos muestran que el mAb EN10 hum 4D5 inhibe la actividad de disociacién celular de
CL1-5 del colageno de manera dependiente de la dosis.

Figura 11A y Figura 11B describe los efectos de citotoxicidad mediada por células dependientes de anticuerpos
de los anticuerpos mAb EN10 hum 4D5 y mAb EN10 hum IMGT. La administracién de los anticuerpos
humanizados y los efectos de lisis celular de la linea celular de cancer de pulmén de CL1-5 se realizaron como
se describe en el Ejemplo 11. Los datos muestran que ambos anticuerpos EN10 humanizados crean nuevas
actividades de ADCC.

La Figura 12 muestra los efectos inhibidores de los anticuerpos mAb EN10 hum 4D5 y mAb EN10 hum IMGT. La
administracion de mAb EN10 hum 4D5 y mAb EN10 hum IMGT vy el retraso del crecimiento tumoral mediante
tratamiento con anticuerpos se realizaron como se describe en el Ejemplo 12. Los datos muestran que la
administracion dos veces por semana de ambos mAb EN10 humanizados tiene una eficacia en el modelo de
ratén de xenoinjerto CL1-5.

La Figura 13A muestra el analisis de secuencia realizado para la optimizacion de codones de las secuencias VL
(secuencia ID NO: 9) y VH (secuencias ID NO: 10) del mAb EN10 hum IMGT expresado en la linea celular
CHOS. Se realizaron procedimientos detallados como se describe en el Ejemplo 13.

La Figura 13B representa un vector de expresion para la generacion de anticuerpo humanizado de EN10 hum
IMGT en la linea celular estable CHOS. Se realizaron procedimientos detallados como se describe en el Ejemplo
13.

La Figura 13C muestra la productividad de los 6 clones estables de CHOS superiores que expresaron el
anticuerpo mAb EN10 hum IMGT. Los procedimientos detallados se realizaron como se describe en el Ejemplo
13. Nuestros datos muestran que después de la optimizacion de codones y la seleccion de una sola colonia, las
velocidades de produccion de estos 6 clones mejores estan cerca de 1 g/L/15 dias.

La Figura 13D muestra los titulos de anticuerpos de los 15 clones estables mejores, que expresaron el
anticuerpo mAb EN10 hum IMGT. Los procedimientos detallados se realizaron como se describe en el Ejemplo
13.

La Figura 13E muestra los titulos de los 6 clones estables mejores que expresaron anticuerpo mAb EN10 hum
IMGT. Los procedimientos detallados se realizaron como se describe en el Ejemplo 13.

La Figura 13F muestra la SDS PAGE de los anticuerpos aislados de los 6 clones estables mejores que expresan
el anticuerpo mAb EN10 hum IMGT. Los procedimientos detallados se realizaron como se describe en el Ejemplo
13. Nuestros datos muestran que todos estos clones expresan mAb EN10 hum IMGT intacto.

Definiciones

A menos que se defina de cualquier otra forma, los términos cientificos y técnicos usados en la presente memoria
tendran los significados que se entienden cominmente por aquellos con experiencia ordinaria en la técnica.
Ademas, a menos que se requiera de cualquier otra forma por el contexto, los términos singulares incluiran
pluralidades y los términos en plural incluiran el singular. Generalmente, las nomenclaturas usadas en relaciéon con,
y técnicas de, cultivo de tejidos y células, biologia molecular, y la quimica e hibridaciéon de proteinas y oligo- o
polinucleétidos descritas en la presente memoria son aquellas bien conocidas y usadas comunmente en la técnica.

Las técnicas estandar se usan para el ADN recombinante, sintesis de oligonucledtidos, y cultivo de tejido y

transformacion (por ejemplo, electroporacion, lipofeccidn). Las reacciones enzimaticas y técnicas de purificacion se
realizan de acuerdo con la memoria descriptiva del fabricante o como cominmente se realizan en la técnica o como
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se describen en la presente memoria. Las técnicas y procedimientos anteriores se realizan generalmente de acuerdo
con los procedimientos convencionales bien conocidos en la técnica y como se describen en diversas referencias
generales y mas especificas que se citan y discuten a lo largo de la presente memoria descriptiva. Ver por ejemplo,
Sambrook y otros, Molecular Cloning: A Laboratory Manual (3ra ed., Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold
Spring Harbor, N.Y. (2001)). Las nomenclaturas utilizadas en relaciéon con, y los procedimientos y técnicas de
laboratorio de, quimica analitica, quimica organica sintética, y quimica medicinal y farmacéutica descritas en la
presente memoria son aquellas bien conocidas y usados comunmente en la técnica. Las técnicas estandar se usan
para las sintesis quimicas, analisis quimicos, preparacion farmacéutica, formulacion, y suministro, y tratamiento de
los pacientes.

Segun se utiliza de acuerdo con la presente divulgacion, se entendera que los siguientes términos, a menos que se
indique de cualquier otra forma, tienen los siguientes significados: El término "y/0" como se usa en la presente
memoria se debe tomar como una divulgacion especifica de cada una de las dos caracteristicas especificas o
componentes con o sin el otro. Por ejemplo "A y/o B" debe tomarse como una divulgacion especifica de cada uno de
(i) A, (ii) B, y (iii) Ay B, justo como si cada uno se estableciera individualmente en la presente memoria.

Un antagonista puede ser un polipéptido, acido nucleico, carbohidrato, lipido, compuesto de peso molecular
pequefio, un oligonucledtido, un oligopéptido, ARN interferente (iIARN), antisentido, una proteina recombinante, un
anticuerpo, o conjugados o proteinas de fusidon de estos. Para una revision de iARN, consulte Milhavet O, Gary DS,
Mattson M P. (Pharmacol Rev. 2003 diciembre; 55(4):629-48. Revision.) y para el enfoque antisentido, ver Opalinska
JB, Gewirtz A M. (Sci STKE. 28 de octubre de 2003; 2003 (206): pe47).

La activacion o expresién aberrante relacionada con la enfermedad de "ENO1" puede ser cualquier adhesion celular
anormal, indeseable o patoldgica, por ejemplo, adhesién celular relacionada con un tumor. Las enfermedades
relacionadas con la adhesién celular incluyen, pero no se limitan a, tumores no sélidos tal como leucemia o linfoma,
y también tumores sdlidos tales como melanoma, cancer de pulmdén de células no pequefias, carcinoma
hepatocelular (higado), gastrico, de cabeza y cuello, sistema hepatico, estbmago, mama, ovario, pulmoén, pulmén,
utero, vulva, colorrectal, y pancreas.

El término ENO1 se refiere a la molécula de heterodimero enolasa que consiste en una ENO1 y ENO2 o ENO3.

Como se usa en la presente memoria, el término "anticuerpo” se refiere general y ampliamente a inmunoglobulinas,
autoanticuerpos, anticuerpos monoclonales, y anticuerpos policlonales, asi como a fragmentos activos de estos. El
fragmento puede ser activo porque se une al antigeno afin, o puede activarse porque es bioldgicamente funcional.
Los anticuerpos de la invenciéon pueden ser quiméricos, humanizados, o humanos, mediante el uso de técnicas
conocidas en la técnica.

Como se usa en la presente memoria, el término "anticuerpo monoclonal" se refiere a anticuerpos que son quimica e
inmunoldgicamente homogéneos, generalmente producidos por hibridomas. Ver A Laboratory Manual, Harlow y
Lane, eds., Cold Spring Harbor, N.Y. (1988).

Como se usa en la presente memoria, el término "anticuerpo policlonal" se refiere a anticuerpos que se producen por
mas de un clon de células plasmaticas que sintetizan anticuerpos (linfocitos B) en respuesta al mismo antigeno.
Generalmente se producen por el animal después de que se inmuniza con el antigeno.

Como se usa en la presente memoria, el término "anticuerpo quimérico" se refiere a anticuerpos que contienen
secuencias de mas de una fuente. Por ejemplo, tales anticuerpos pueden contener secuencias de fuentes no
humanas que después se modifican mediante la introduccion de secuencias humanas.

Como se usa en la presente memoria, el término "anticuerpo humanizado" se refiere a un anticuerpo en el que se
introducen porciones minimas de un anticuerpo no humano en un anticuerpo que de cualquier otra forma seria
humano.

Como se usa en la presente memoria, el término "anticuerpo humano" se refiere a un anticuerpo en el que
esencialmente cada parte de la proteina es esencialmente no inmunogénica en humanos, con solo cambios o
variaciones menores de secuencia.

Como se usa en la presente memoria, el término "anticuerpo especifico de alfa-enolasa" se refiere a un anticuerpo
que tiene una alta especificidad para ENO1 de mamifero, pero no a ENO2 o ENO3.

Como se usa en la presente memoria, el término "anticuerpo especifico de ENO1" se refiere a un anticuerpo que se
une a la proteina alfa-enolasa.

El término "neutralizante" cuando se refiere a un agente de unién dirigido, tal como un anticuerpo, se refiere a la

capacidad de dicho agente de union dirigido a eliminar, o reducir significativamente, la actividad de un antigeno
objetivo. En consecuencia, un anticuerpo "neutralizante" contra ENO1 es capaz de eliminar o reducir
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significativamente la actividad de ENO1. Un anticuerpo neutralizante contra ENO1 puede, por ejemplo, actuar al
bloquear la union de ENO1 al plasminégeno. Al bloquear esta unién, la disociacion celular mediada por
plasmindgeno se elimina de manera significativa, o completamente. Idealmente, un anticuerpo neutralizante contra
ENO1 mejora la adhesion celular.

El término "polinucledtido aislado”, como se usa en la presente memoria, significara un polinucledtido que se ha
aislado de su entorno natural. Tales polinucleétidos pueden ser gendémicos, de ADNc, o sintéticos. Los
polinucleétidos aislados preferentemente no se asocian con la totalidad o una porcién de los polinucleétidos con los
que se asocian en la naturaleza. Los polinucleétidos aislados pueden enlazarse operativamente a otro polinucleétido
al que no esta enlazado en la naturaleza. Ademas, los polinucleétidos aislados preferentemente no se producen en
la naturaleza como parte de una secuencia mayor.

El término "proteina aislada" al que se hace referencia en la presente memoria significa una proteina que se ha
aislado de su entorno natural. Tales proteinas pueden derivarse de ADN genémico, ADNc, ADN recombinante, ARN
recombinante, u origen sintético o alguna de sus combinaciones, que en virtud de su origen, o fuente de derivacion,
la "proteina aislada" (1) no se asocia con proteinas encontradas en la naturaleza, (2) esta libre de otras proteinas de
la misma fuente, por ejemplo, libre de proteinas murinas, (3) se expresa por una célula de una especie diferente, o
(4) no se encuentra en la naturaleza.

El término "polipéptido" se usa en la presente memoria como un término genérico para referirse a la proteina nativa,
fragmentos, o analogos de una secuencia de polipéptido. Por lo tanto, proteina nativa, fragmentos, y analogos son
especies del género polipéptido. Los polipéptidos de acuerdo con la invencién comprenden las moléculas de
inmunoglobulina de cadena pesada humana y las moléculas de inmunoglobulina de cadena ligera kappa humana,
asi como fragmentos y analogos de estos.

El término "de origen natural" como se usa en la presente memoria como se aplica a un objeto se refiere al hecho de
que un objeto puede encontrarse en la naturaleza. Por ejemplo, la secuencia de un polipéptido o polinucleétido que
esta presente en un organismo (se incluyen virus) que se pueden aislar a partir de una fuente en la naturalezay que
no se ha modificado intencionalmente por el hombre en el laboratorio o de otra forma es de origen natural.

El término "enlazada operativamente" como se usa en la presente memoria se refiere a posiciones de componentes
asi descritos que estan en una relacidon que les permite funcionar de la manera deseada. Por ejemplo, una
secuencia de control "enlazada operativamente" a una secuencia de codificacion se conecta de tal manera que la
expresion de la secuencia de codificacion se logra bajo condiciones compatibles con las secuencias de control.

El término "polinucledtido" como se refiere en la presente memoria significa una forma polimérica de nucleétidos de
al menos 10 bases en longitud, ya sea ribonucledtidos o desoxinucledtidos o una forma modificada de cualquier tipo
de nucledtido, o el heteroduplex ARN-ADN. El término incluye formas de ADN de cadena doble y sencilla.

El término "oligonucledtido" referido en la presente memoria incluye los nucleétidos de origen natural, y modificados
enlazados entre si mediante enlaces de origen natural, y de origen no natural. Los oligonucledtidos son un
subconjunto de polinucledtidos que comprenden generalmente una longitud de 200 bases o menos.
Preferentemente, los oligonucledtidos son de 10 a 60 bases de longitud y con la maxima preferencia 12, 13, 14, 15,
16, 17, 18, 19, 0 20 a 40 bases de longitud. Los oligonucledtidos son generalmente de cadena sencilla, por ejemplo
para sondas; aunque los oligonucleétidos pueden ser doble cadena, por ejemplo para su uso en la construccion de
un mutante génico. Los oligonucledtidos pueden ser oligonucleétidos sentido o antisentido.

El término "nucledtidos de origen natural" al que se hace referencia en la presente memoria incluye
desoxirribonucledtidos y ribonucledtidos. El término "nucledtidos modificados" al que se hace referencia en la
presente memoria incluye nucledtidos con grupos de azucares modificados o sustituidos y similares. El término
"enlaces oligonucleotidicos" al que se hace referencia en la presente memoria incluye enlaces oligonucleotidicos
tales como fosforotioato, fosforoditioato, fosforoselenoato, fosforodiselenoato, fosforoanilotioato, fosforaniladato,
fosforoamidato y similares. Ver, por ejemplo, LaPlanche y otros, Nucl. Acids Res. 14:9081 (1986); Stec y otros, J.
Am. Chem. Soc. 106:6077 (1984); Stein y otros, Nucl. Acids Res. 16:3209 (1988); Zon y otros, Anti-Cancer Drug
Design 6:539 (1991); Zon y otros, Oligonucleotides and Analogues: A Practical Approach, pags. 87-108 (F. Eckstein,
Ed., Oxford University Press, Oxford England (1991)); Stec y otros, Patente de Estados Unidos. Num. 5,151,510;
Uhimann and Peyman Chemical Reviews 90:543 (1990). Un oligonucleétido puede incluir un marcador para la
deteccion, si se desea.

El término "region CDR" o "CDR" pretende indicar las regiones hipervariables de las cadenas pesadas o ligeras de la
inmunoglobulina como se define por Kabat y otros, 1991 (Kabat, EA y otros, (1991) Sequences of Proteins of
Immunological Interest, 5ta edicién. Departamento de Salud y Servicios Humanos de Estados Unidos, Servicio
Publico, NIH, Washington) y ediciones posteriores. Un anticuerpo contiene normalmente 3 regiones CDR de cadena
pesada y 3 regiones CDR de cadena ligera. El término CDR o las CDR se usa aqui para indicar, de acuerdo con el
caso, una de estas regiones o varias, o incluso la totalidad, de estas regiones que contienen la mayoria de los
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residuos de aminoacidos responsables de la unién por afinidad del anticuerpo por el antigeno o el epitopo que
reconoce.

Entre las seis secuencias CDR cortas, la tercera CDR de la cadena pesada (HCDR3) tiene una mayor variabilidad
de tamafio (mayor diversidad en esencia debido a los mecanismos de arreglo de los genes que dan lugar a la
misma). Puede ser tan corto como 2 aminoacidos, aunque el mayor tamafio conocido es 26. La longitud de la CDR
también puede variar de acuerdo con la longitud que pueda adaptarse al marco subyacente particular.
Funcionalmente, HCDR3 juega un papel en parte en la determinacién de la especificidad del anticuerpo (Segal y
otros, PNAS, 71: 4298-4302, 1974., Amit y otros, Science, 233:747-753, 1986., Chothia y otros, J. Mol. Biol.
196:901-917, 1987., Chothia y otros, Nature, 342:877-883, 1989., Caton y otros, J. Immunol., 144:1965-1968, 1990.,
Sharon y otros, PNAS, 87:4814-4817, 1990., Sharon y otros, J. Immunol., 144:4863-4869, 1990., Kabat y otros, J.
Immunol., 147:1709-1719, 1991.).

El término un "conjunto de CDR" al que se hace referencia en la presente memoria comprende CDR1, CDR2 y
CDRS3. Asi, un conjunto de HCDR se refiere a HCDR1, HCDR2 y HCDR3 (HCDR se refiere a una CDR de cadena
pesada variable), y un conjunto de LCDR se refiere a LCDR1, LCDR2 y LCDR3 (LCDR se refiere a una CDR de
cadena ligera variable). A menos que se indique de cualquier otra forma, un "conjunto de CDR" incluye HCDR y
LCDR.

Dos secuencias de aminoéacidos son "homologas" si existe una identidad parcial o completa entre sus secuencias.
Por ejemplo, 85% de homologia significa que 85% de los aminoacidos son idénticos cuando las dos secuencias
estan alineadas para la maxima coincidencia. Las interrupciones (en cualquiera de las dos secuencias que se hacen
coincidir) se permiten en la maximizacion de coincidencia; se prefiere la longitud de la interrupcién de 5 o menos,
con mayor preferencia de 2 o menos. Alternativamente y preferentemente, dos secuencias de proteina (o
secuencias de polipéptido derivadas de ellas de al menos aproximadamente 30 aminoacidos de longitud) son
homologas, tal como este término se usa en la presente memoria, si tienen una puntuacion de alineamiento de mas
de 5 (en unidades de desviacion estandar) mediante el uso del programa ALIGN con la matriz de datos de mutacion
y una penalizacion de interrupcion de 6 o mayor. Ver Dayhoff, M. O., en Atlas of Protein Sequence and Structure,
pags. 101-110 (Volumen 5, National Biomedical Research Foundation (1972)) y Suplemento 2 a este volumen, pags.
1-10. Las dos secuencias o partes de ellas son con mayor preferencia homaélogas si sus aminoacidos son mayores
que o igual a 50% idénticos cuando se alinean dptimamente con el programa ALIGN. Se debe apreciar que puede
haber regiones de homologia diferente dentro de dos secuencias ortélogas. Por ejemplo, los sitios funcionales de los
ortélogos de ratdn y humano pueden tener un grado superior de homologia que las regiones no funcionales.

El término "corresponde a" se usa en la presente memoria para significar que una secuencia de polinucledtidos es
homdloga (es decir, es idéntica, no relacionada estrictamente evolutivamente) con toda o una parte de una
secuencia de polinucledtidos de referencia, o que una secuencia de polipéptidos es idéntica a un polipéptido de
referencia secuencia.

En contraposicion, el término "complementario a" se usa en la presente memoria para significar que la secuencia
complementaria es homdloga a toda o una parte de una secuencia polinuclectidica de referencia. A modo de
ilustracion, la secuencia de nucledtidos "TATAC" corresponde a una secuencia de referencia "TATAC" y es
complementaria a una secuencia de referencia "GTATA".

El término "identidad de secuencia" significa que dos secuencias de polipéptidos o aminoacidos son idénticas (es
decir sobre una base de nucledtido por nucleétido o residuo por residuo) en la ventana de comparacion. El término
"porcentaje de identidad de secuencia" se calcula al comparar dos secuencias alineadas 6ptimamente en la ventana
de comparacion, determinar la cantidad de posiciones en las que se produce la base del acido nucleico idéntico (por
ejemplo, A, T, C, G, U, o l) o el residuo de aminoacido en ambas secuencias para obtener la cantidad de posiciones
coincidentes, dividir la cantidad de posiciones coincidentes por la cantidad total de posiciones en la ventana de
comparacion (es decir, el tamafio de ventana), y multiplicar el resultado por 100 para obtener el porcentaje de
identidad de secuencia.

Los términos "identidad esencial" o "esencialmente idéntica" como se usan en la presente memoria denotan una
caracteristica de una secuencia de polinucleétidos o aminoacidos, en el que el polinucleétido o aminoacido
comprende una secuencia que tiene al menos 85 por ciento de identidad de secuencia, preferentemente al menos
90 a 95 por ciento de identidad de secuencia, con mayor preferencia al menos 99 por ciento de identidad de
secuencia, en comparaciéon con una secuencia de referencia en una ventana de comparacién de al menos 18
posiciones de nucledtidos (6 aminoacidos), frecuentemente en una ventana de al menos 24-48 nucleétidos (8-16
amino acido), en el que el porcentaje de identidad de secuencia se calcula al comparar la secuencia de referencia
con la secuencia que puede incluir deleciones o adiciones que suman el 20 por ciento o0 menos de la secuencia de
referencia en la ventana de comparacion. La secuencia de referencia puede ser un subconjunto de una secuencia
mas grande.

Como se usa en la presente memoria, los veinte aminoacidos convencionales y sus abreviaturas siguen el uso
convencional. Ver Immunology - A Synthesis (2da Edicion, E. S. Golub y D. R. Gren, Eds., Sinauer Associates,
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Sunderland, Mass.(1991)). Los estereoisdmeros (por ejemplo, los D-aminoacidos) de los veinte aminoacidos
convencionales, los aminoacidos no naturales tales como a,a-aminoacidos disustituidos, N-alquil aminoéacidos, acido
lactico, y otros aminoacidos no convencionales podrian ser también componentes adecuados para los polipéptidos
de la presente invencion. Ejemplos de aminoacidos no convencionales incluyen: 4-hidroxiprolina, y-
carboxiglutamato, €-N,N,N-trimetillisina, &-N-acetillisina, 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 anotacion de polipéptido que se usa en la presente memoria, la direccién a la izquierda es la
direccion del amino terminal y la direccidon a la derecha es la direccidén carboxi-terminal, de acuerdo con el uso y
convencion estandar.

Del mismo modo, a menos que se especifique de cualquier otra forma, el extremo de la izquierda de secuencias de
polinucleétidos de cadena sencilla es el extremo 5'; la direccién hacia la izquierda de secuencias de polinucledtidos
de doble cadena se conoce como direccion 5'. La direccion de adiciéon 5' a 3' de transcritos de ARN nacientes se
refiere a la direccion 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 refieren como "secuencias corriente
arriba"; las regiones de secuencias en la cadena de ADN que tienen las mismas secuencias que el ARN y que son 3'
al extremo 3' del transcrito de ARN se refieren como "secuencias corriente abajo".

Segun se aplica a los polipéptidos, el término "identidad esencial" significa que dos secuencias de péptidos, cuando
estan alineadas 6ptimamente, tal como por los programas GAP o BESTFIT mediante el uso de pesos de interrupcion
por defecto, comparten al menos 80 por ciento de identidad de secuencia, preferentemente al menos 90 por ciento
de identidad de secuencia, con mayor preferencia al menos 95 por ciento de identidad de secuencia, con la maxima
preferencia al menos 99 por ciento de identidad de secuencia. Preferentemente, las posiciones de los residuos que
no son idénticos se diferencian por sustituciones de aminoacidos conservadoras. Las sustituciones de aminoacidos
conservadoras se refieren a la intercambiabilidad de residuos que tienen cadenas laterales similares. Por ejemplo,
un grupo de aminoéacidos que tienen cadenas laterales alifaticas es glicina, alanina, valina, leucina, e isoleucina; un
grupo de aminoacidos que tiene cadenas laterales de hidroxilo alifatico es serina y treonina; un grupo de
aminoacidos que tiene cadenas laterales que contienen amida es asparagina y glutamina; un grupo de aminoacidos
que tienen cadenas laterales aromaticas es fenilalanina, tirosina, y triptéfano; un grupo de aminoacidos que tienen
cadenas laterales basicas es lisina, arginina, e histidina; y un grupo de aminoacidos que tienen cadenas laterales
que contienen azufre es la cisteina y metionina. Los grupos de sustitucion conservadora de aminoacidos preferidos
son: valina-leucina-isoleucina, fenilalanina-tirosina, lisina-arginina, alanina-valina, glutamico-aspartico, y asparagina-
glutamina.

Como se discute en la presente memoria, pequefas variaciones en las secuencias de aminoacidos de los
anticuerpos o moléculas de inmunoglobulinas se contemplan como que se abarcan por la presente invencion, con la
condicion de que las variaciones en la secuencia de aminoacidos mantengan al menos 75 %, con mayor preferencia
al menos 80 %, 90 %, 95 %, y con la maxima preferencia 99 % de identidad de secuencia con los anticuerpos o
moléculas de inmunoglobulinas descritas en la presente memoria. Particularmente, se contemplan las sustituciones
conservadoras de aminoacidos. Las sustituciones conservadoras son aquellas que tienen lugar dentro de una familia
de aminoacidos que tienen cadenas laterales relacionadas. Los aminoacidos genéticamente codificados se dividen
generalmente en familias: (1) acidico =aspartato, glutamato; (2) basico = lisina, arginina, histidina; (3) no polar =
alanina, valina, leucina, isoleucina, prolina, fenilalanina, metionina, triptéfano; y (4) polar no cargado = glicina,
asparagina, glutamina, cisteina, serina, treonina, tirosina. Las familias mas preferidas son: la serina y treonina son
una familia alifatica-hidroxi; la asparagina y glutamina son una familia que contiene amida; la alanina, valina, leucina
e isoleucina son una familia alifatica; y la fenilalanina, triptéfano, y tirosina son una familia aromatica. Por ejemplo, es
razonable esperar que una sustitucion aislada de una leucina con una isoleucina o valina, un aspartato con un
glutamato, una treonina con una serina, o una sustitucion similar de un aminoacido con un aminoacido
estructuralmente relacionado no tendra un efecto importante en la funcién de unién o las propiedades de la molécula
resultante, especialmente si la sustitucion no implica un aminoacido dentro de un sitio de marco.

Si un cambio de amino acido resulta en un péptido funcional puede determinarse facilmente mediante el ensayo de
la actividad especifica del polipéptido derivado. En la presente memoria se describen los ensayos en detalle.
Aquellos con experiencia ordinaria en la técnica pueden preparar facilmente los fragmentos o los analogos de los
anticuerpos o las moléculas de inmunoglobulinas. Los amino- y carboxi-terminal preferidos de los fragmentos o los
analogos se producen cerca de los limites de dominios funcionales. Los dominios estructurales y funcionales pueden
identificarse por comparacion de los datos de las secuencias de nucleotido y/o aminoacido con las bases de datos
de secuencias publicas o privadas. Preferentemente, se usan procedimientos de comparacion computarizados para
identificar motivos de secuencia o dominios de conformacién de la proteina predicha que se producen en otras
proteinas de estructura y/o funcién conocidas. Se conocen procedimientos para identificar las secuencias de
proteinas que se pliegan en una estructura tridimensional conocida. Bowie y otros, (1991) Science 253:164. Asi, los
ejemplos anteriores demuestran que aquellos con experiencia en la técnica pueden reconocer los motivos de
secuencias y las conformaciones estructurales que se pueden usar para definir dominios estructurales y funcionales
de acuerdo con los anticuerpos descritos en la presente memoria.
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Preferentemente, el agente de unién al direccionamiento o una molécula de anticuerpo que comprende un dominio
VH 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 la presente memoria, o con un HCDR (por ejemplo, HCDR1, HCDR2,
o HCDR3) mostrado en las secuencias 1. El agente de unién al direccionamiento o la molécula de anticuerpo
también pueden 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 de cualquiera de los
anticuerpos mostrados en las secuencias 2, la lista de secuencias adjunta, un anticuerpo descrito en la presente
memoria, o con un LCDR (por ejemplo, LCDR1, LCDR2 o LCDR3) mostrado 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 y otros, (1990) J. Mol. Biol. 215: 405-410), FASTA (Pearson y Lipman (1988) PNAS USA 85: 2444-
2448), o el algoritmo de Smith-Waterman (Smith y Waterman (1981) J. Mol. Biol. 147: 195-197), por ejemplo,
empleando parametros por defecto. Preferentemente, el agente de unién al direccionamiento o el anticuerpo que
comparte la identidad de secuencia de aminoacidos como se describe anteriormente, exhibe esencialmente la
misma actividad que los anticuerpos referenciados. Por ejemplo, esencialmente la misma actividad comprende al
menos una actividad que difiere de la actividad de los anticuerpos de referencia en no mas de aproximadamente 50
%, 40 %, 30 %, 20 %, 10 %, 5 %, 2 %, 1 % o menos.

Un sitio de union al antigeno de un anticuerpo se forma generalmente por los dominios de inmunoglobulinas variable
pesada (VH) y variable ligera (VL), con la interface de union al antigeno formada por seis lazos de superficie del
polipéptido, que se denominan regiones determinantes de la complementariedad (CDR). Existen tres CDR en cada
VH (HCDR1, HCDR2, HCDR3) y en cada VL (LCDR1, LCDR2, LCDR3), junto con las regiones de marco (FR).

Tipicamente, un dominio VH se aparea con un dominio VL para proporcionar un sitio de uniéon antigeno anticuerpo,
aunque un dominio VH o VL solo se puede usar para unirse al antigeno. El dominio VH (por ejemplo, de las
secuencias 1) se puede emparejar con el dominio VL (por ejemplo, de las secuencias 2), de manera que se forme un
sitio de unién al antigeno del anticuerpo que comprenda los dominios VH y VL, o para los otros dominios VH y VL
divulgados en la presente memoria. Preferentemente, las cadenas VH en las secuencias 1 se emparejan con un
dominio VL heterdlogo. La promiscuidad en las cadenas ligeras esta bien establecida en la técnica. Asi, el VH del
parental o de cualquiera de las cadenas de anticuerpos en la secuencia 2 puede emparejarse con el VL del parental
o de cualquiera de los anticuerpos en las secuencias 1y 2 u otro anticuerpo.

Un sitio de union al antigeno puede comprender un conjunto de CDR H y/o L del anticuerpo parental o cualquiera de
los anticuerpos en las secuencias 1y 2 con hasta veinte, dieciséis, diez, nueve o menos, por ejemplo, uno, dos, tres,
cuatro o cinco, adiciones, sustituciones, deleciones y/o inserciones de aminoacidos dentro del conjunto divulgado de
CDR H y/o L. Tales modificaciones se pueden realizar potencialmente en cualquier residuo dentro del conjunto de
CDR.

Las sustituciones de aminoacidos preferidas son aquellas que: (1) reducen la susceptibilidad a la protedlisis, (2)
reducen la susceptibilidad a la oxidacioén, (3) alteran la afinidad de unién para formar complejos de proteinas, (4)
alteran las afinidades de union, y (4) confieren o modifican otras propiedades fisicoquimicas o funcionales de tales
analogos. Los analogos pueden incluir diversas proteinas mutantes de una secuencia distinta de la secuencia del
péptido de origen natural. Por ejemplo, se pueden hacer sustituciones de aminoacidos individuales o multiples
(preferentemente  sustituciones de aminoacidos conservadoras) en las secuencias de origen natural
(preferentemente en la porcion del polipéptido fuera del dominio(s) que forma los contactos intermoleculares. Una
sustitucién de aminoacido conservadora no deberia cambiar sustancialmente las caracteristicas estructurales de la
secuencia parental (por ejemplo, un aminoacido de sustitucion no deberia tender a romper una hélice que se
produce en la secuencia parental, o alterar otros tipos de estructura secundaria que caracterizan la secuencia de los
parentales). Los ejemplos de estructuras secundarias y terciarias de polipéptidos reconocidas en la técnica se
describen en Proteins, Structures and Molecular Principles (Creighton, Ed., W. H. Freeman and Company, Nueva
York (1984)); Introduction to Protein Structure (C. Branden y J. Tooze, eds., Garland Publishing, New York, N.Y.
(1991)); y Thornton y otros Nature 354:105 (1991).

Preferentemente, la 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 las secuencias 1, el listado de secuencias anexo o descrito en la
presente memoria, o con un HCDR (por ejemplo, HCDR1, HCDR2, o HCDR3) mostrado en las secuencias 1. La
molécula de anticuerpo puede opcionalmente también comprender un dominio VL que tiene al menos 60, 70, 80, 85,
90, 95, 98 0 99 % de identidad de secuencia de amino acido con un dominio VL de cualquiera de los anticuerpos
que se muestran en las secuencias 2, el listado de secuencias anexo o descrito en la presente memoria, 0 con un
LCDR (por ejemplo, LCDR1, LCDR2, y/o LCDR3) que se muestra 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 y otros, (1990) J. Mol. Biol. 215: 405-410), FASTA (Pearson y Lipman (1988) PNAS USA 85: 2444-2448), o
el algoritmo de Smith-Waterman (Smith y Waterman (1981) J. Mol. Biol. 147: 195-197), por ejemplo, empleando
parametros por defecto.
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Un aspecto adicional de la invenciéon es una molécula de anticuerpo que comprende un dominio VH que tiene al
menos aproximadamente 60, 70, 80, 85, 90, 95, 98 6 aproximadamente 99 % de identidad de la secuencia de
aminoacido con un dominio VH de cualquiera de los anticuerpos enumerados en las secuencias 1, o con un HCDR
(por ejemplo, HCDR1, HCDR2, y/o HCDR3) que se muestran en las secuencias 1. La molécula de anticuerpo puede
opcionalmente también comprender un dominio VL que tiene al menos 60, 70, 80, 85, 90, 95, 98 6 99 % de identidad
de secuencia de amino acido con un dominio VL de cualquiera de los anticuerpos que se muestran en las
secuencias 2, el listado de secuencias anexo o descrito en la presente memoria, o con un LCDR (por ejemplo,
LCDR1, LCDR2, y/o LCDR3) que se muestra en las secuencias 2.

Las variantes de los dominios VH y VL y las CDR de la presente invencion, que incluyen aquellas cuyas secuencias
de aminoacidos se exponen en la presente memoria, y que se pueden emplear en agentes de direccionamiento y
anticuerpos para la proteina ENO1 humana se pueden obtener por medio de procedimientos de alteracion o
mutaciéon de la secuencia y tamizaje de direccionamiento del antigeno con las caracteristicas deseadas. Los
ejemplos de caracteristicas deseadas incluyen, pero no se limitan a: aumento de la afinidad de union por el antigeno
con relacién a los anticuerpos conocidos que son especificos del antigeno; mayor neutralizaciéon de la actividad de
un antigeno con relacion a los anticuerpos conocidos que son especificos para el antigeno si se conoce la actividad;
capacidad competitiva especificada con un anticuerpo o ligando conocido del antigeno en una relacion molar
especifica; capacidad para inmunoprecipitar el complejo; capacidad para unirse a un epitopo especifico; epitopo
lineal, por ejemplo, secuencia de péptidos identificada mediante el uso de exploracion de unién de péptidos como se
describe en la presente memoria, por ejemplo, mediante el uso de péptidos tamizados en conformacién lineal y/o
restringida; epitopo conformacional, formado por residuos no continuos; capacidad de modular una nueva actividad
biolégica de la proteina ENO1 humana o molécula corriente abajo. Tales procedimientos también se proporcionan
en la presente memoria.

Un aspecto adicional de la presente invencion se refiere a un agente de unién dirigido (es decir, un anticuerpo) que
incluye aquellos para los que las secuencias de aminoacidos que se unen al péptido epitopo que comprenden 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 activacion o expresion
aberrante de la proteina ENO1 humana. En un ejemplo, la enfermedad relacionada con la proteina ENO1 humana
es una enfermedad neoplasica tales como cancer de pulmén de células no pequeias, carcinoma hepatocelular
(higado), cancer gastrico (estbmago), cancer de mama, adenocarcinoma del conducto pancreatico.

Las variantes de las moléculas de anticuerpos divulgadas en la presente memoria se podrian producir y usar en la
presente invencion. Siguiendo el ejemplo de la quimica computacional en la aplicacion de técnicas de analisis de
datos multivariantes a las relaciones estructura/propiedad-actividad (Wold, y otros, Multivariate data analysis in
chemistry. Chemometrics--Mathematics and Statistics in Chemistry (Ed.: B. Kowalski), D. Reidel Publishing
Company, Dordrecht, Holanda, 1984) las relaciones cuantitativas actividad-propiedad de los anticuerpos se pueden
derivar mediante el uso de técnicas matematicas bien conocidas, tales como regresion estadistica, reconocimiento
de patrones y clasificacion (Norman y otros, Applied Regression Analysis. Wiley-Interscience; 3ra edicion (abril de
1998); Kandel, Abraham y Backer, Eric. Computer-Assisted Reasoning in Cluster Analysis. Prentice Hall PTR, (11 de
mayo de 1995); Krzanowski, Wojtek. Principles of Multivariate Analysis: A User's Perspective (Oxford Statistical
Science Series, Num. 22 (articulo)). Oxford University Press; (diciembre de 2000); Witten, lan H. y Frank, Eibe. Data
Mining: Practical Machine Learning Tools and Techniques with Java Implementations. Morgan Kaufmann; (11 de
octubre de 1999); Denison David GT (Editor), Christopher C. Holmes, Bani K. Mallick, Adrian FM Smith. Bayesian
Methods for Nonlinear Classification and Regression (Wiley Series in Probability and Statistics). John Wiley y Sons;
(julio de 2002); Ghose, Amp K. & Viswanadhan, Vellarkad N. Combinatorial Library Design and Evaluation Principles,
Software, Tools, and Applications in Drug Discovery). Las propiedades de los anticuerpos se pueden obtener a partir
de modelos empiricos y modelos tedricos (por ejemplo, el analisis de residuos de contacto probables o la propiedad
fisicoquimica calculada) de la secuencia del anticuerpo, las estructuras funcional y tridimensional y estas
propiedades se pueden considerar individualmente y en conjunto.

Un sitio del anticuerpo de unidn al antigeno compuesto de un dominio VH y un dominio VL se forma tipicamente por
seis lazos del polipéptido: tres del dominio variable de cadena ligera (VL) y tres del dominio variable de cadena
pesada (VH). El analisis de los anticuerpos de estructura atébmica conocida ha aclarado las relaciones entre la
secuencia y la estructura tridimensional de los sitios de combinacion del anticuerpo. Estas relaciones implican que,
excepto para la tercera region (lazo) en los dominios VH, los lazos del sitio de unién tienen una de un pequefio
numero de conformaciones de la cadena principal: estructuras candnicas. Se ha demostrado que la estructura
canonica formada en un lazo en particular, esta determinada por su tamafio y la presencia de ciertos residuos en
sitios claves tanto en el lazo como en las regiones marco.

Este estudio de la relacion secuencia-estructura se puede usar para la prediccion de aquellos residuos en un
anticuerpo de secuencia conocida, pero de una estructura tridimensional desconocida, los cuales son importantes en
el mantenimiento de la estructura tridimensional de sus lazos CDR y por lo tanto mantienen la especificidad de
union. Estas predicciones se pueden respaldar a diferencia de las predicciones para el resultado de los
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experimentos de optimizacion conducidos. En un enfoque estructural, se puede crear un modelo de la molécula de
anticuerpo mediante el uso de cualquier paquete libremente disponible o comercial, tal como el WAM. Un paquete
de software de visualizacion y andlisis de proteina, tal como el Insight Il (Accelerys, Inc.) o el Deep View se pueden
usar después para evaluar posibles sustituciones en cada posicion en la CDR. Esta informacion se podria usar
después para generar sustituciones que probablemente tengan un efecto minimo o beneficioso en la actividad.

Las técnicas que se requieren para hacer las sustituciones dentro de las secuencias de aminoacidos de las CDR, los
dominios VH o VL del anticuerpo y/o los agentes de unién generalmente estan disponibles en la técnica. Se pueden
hacer variantes de secuencias, con sustituciones que pueden o no predecir que tienen un efecto minimo o
beneficioso sobre la actividad, y probar la capacidad para unirse y/o neutralizar y/o cualquier otra propiedad que se
desee.

Las variantes de la secuencia de aminoacido del dominio variable de cualquiera de los dominios VH y VL cuyas
secuencias se divulgan especificamente en la presente memoria se pueden emplear de acuerdo con la presente
invencion, segun se discutio.

El término "fragmento de polipéptido" como se usa en la presente memoria se refiere a un polipéptido que tiene una
delecion amino-terminal y/o carboxi-terminal, pero donde la secuencia de aminoacidos restante es idéntica a las
posiciones correspondientes en la deducida secuencia de origen natural, por ejemplo, a partir de una secuencia de
ADNc de longitud completa. Los fragmentos son tipicamente de al menos aproximadamente 5, 6, 8 o 10
aminoacidos de longitud, preferentemente al menos aproximadamente 14 aminoacidos de longitud, con mayor
preferencia al menos aproximadamente 20 aminoacidos de longitud, generalmente al menos aproximadamente 50
aminoacidos de longitud, e incluso con mayor preferencia al menos aproximadamente 70 aminoacidos de longitud.
El término "analogo", como se usa en la presente memoria, se refiere a polipéptidos que estan compuestos por un
segmento de al menos aproximadamente 25 aminoacidos que tiene una identidad esencial con una parte de una
secuencia de aminoacidos deducida y que tiene al menos una de las siguientes propiedades: (1) union especifica a
la proteina ENO1 humana en condiciones de unién adecuadas, (2) capacidad para bloquear la union apropiada de
ligando/ proteina ENO1, o (3) capacidad para inhibir la actividad de la proteina ENO1. Tipicamente, los analogos
polipeptidicos comprenden una sustitucion de aminoacido conservadora (o adicion o delecion) con respecto a la
secuencia de origen natural. Los analogos tipicamente son de al menos 20 aminoacidos de longitud,
preferentemente al menos 50 aminoacidos de longitud o mas largo, y frecuentemente pueden ser tan largos como
un polipéptido de origen natural de longitud completa.

Como se usa en la presente memoria, el término "anticuerpo” se refiere a un polipéptido o un grupo de polipéptidos
que comprenden al menos un dominio de unién que se forma a partir del plegamiento de las cadenas de
polipéptidos que tienen espacios de union tridimensionales con la superficie interna de las formas y distribuciones de
carga complementarias a las caracteristicas de un determinante antigénico de un antigeno. Un anticuerpo tiene
tipicamente una forma tetramérica, que comprende dos pares idénticos de cadenas polipeptidicas, cada par tiene
una cadena "ligera" y una "pesada”. Las regiones variables de cada par de cadena ligera/pesada forman un sitio de
union al anticuerpo.

Como se usa en la presente memoria, un "agente de unién dirigido" es un agente, por ejemplo, un anticuerpo, o un
fragmento de union de este, que se une preferentemente a un sitio objetivo. Preferentemente, el agente de union
dirigido es especifico para un solo sitio objetivo, con mayor preferencia el agente de union dirigido es especifico para
mas de un sitio objetivo. El agente de unién dirigido puede ser un anticuerpo monoclonal y el sitio objetivo puede ser
un epitopo. Como se describe a continuacion, un agente de union dirigido puede comprender al menos un dominio
de union a antigeno de un anticuerpo, en el que dicho dominio se fusiona o se contiene dentro de una proteina
heterdloga.

Los "fragmentos de union" de un anticuerpo se producen por técnicas de ADN recombinante, o por escision quimica
0 enzimatica de los anticuerpos intactos. Los fragmentos de unidn incluyen Fab, Fab', F(ab'),, Fv, y anticuerpos de
cadena sencilla. Se entiende que un anticuerpo distinto de un anticuerpo "biespecifico" o "bifuncional" tiene cada uno
de sus sitios de union idénticos. Un anticuerpo inhibe esencialmente la adhesion de un receptor a un contrarreceptor
cuando un exceso de anticuerpos reduce la cantidad de receptor unido al contrarreceptor en al menos
aproximadamente 20 %, 40 %, 60 % u 80 %, y mas generalmente mayor que aproximadamente 85 % (segun se
mide en un ensayo competitivo in vitro).

Un anticuerpo puede ser oligoclonal, un anticuerpo policlonal, un anticuerpo monoclonal, un anticuerpo quimérico, un
anticuerpo injertado con CDR, un anticuerpo multiespecifico, un anticuerpo biespecifico, un anticuerpo catalitico, un
anticuerpo quimérico, un anticuerpo humanizado, un anticuerpo completamente humano, un anticuerpo anti-idiotipo
y los anticuerpos que se pueden marcar en forma soluble o enlazada, asi como fragmentos, variantes o derivados
de éstos, ya sea solos o en combinacion con otras secuencias de aminoacidos que se proporcionan por las técnicas
conocidas. Un anticuerpo podria ser de cualquier especie. El término anticuerpo también incluye fragmentos de
unién de los anticuerpos de la invencion; los fragmentos ilustrativos incluyen Fv, Fab, Fab', anticuerpo de cadena
sencilla (svFC), region variable dimérica (diacuerpo) y region variable estabilizada con disulfuro (dsFv).
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Se ha demostrado que los fragmentos de un anticuerpo completo pueden realizar la funcién de unién a los
antigenos. Ejemplos de fragmentos de union son (Ward, ES y otros, (1989) Nature 341, 544-546) el fragmento Fab
que consiste en los dominios VL, VH, CL y CH1; (McCafferty y otros, (1990) Nature, 348, 552-554) el fragmento Fd
que consiste en los dominios VH y CH1; (Holt y otros, (2003) Trends in Biotechnology 21, 484-490) el fragmento Fv
que consiste en los dominios VL y VH de un anticuerpo sencillo; (iv) el fragmento dAb (Ward, E. S. y otros, Nature
341, 544-546 (1989), McCafferty y otros, (1990) Nature, 348, 552-554, Holt y otros, (2003) Trends in Biotechnology
21, 484-490], que consiste de un dominio VH o uno VL; (v) regiones CDR aisladas; (vi) fragmentos F(ab').sub.2, un
fragmento bivalente que comprende dos fragmentos Fab enlazados (vii) moléculas Fv monocatenarias (scFv), en las
que un dominio VH y un dominio VL se enlazan por un enlazador peptidico que permite asociar dos dominios para
formar un sitio de unién de antigeno (Bird y otros, (1988) Science, 242, 423-426, Huston y otros, (1988) PNAS USA,
85, 5879-5883); (viii) dimeros Fv monocatenarios biespecificos (documento de patente nium. PCT/US92/09965) y (ix)
"diacuerpos”, fragmentos multivalentes o multiespecificos construidos por fusion de genes (documento de patente
nam. WO94/13804; Holliger, P. (1993) y otros, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90 6444-6448). Las moléculas Fv, scFv o
diacuerpo pueden estabilizarse por la incorporacién de puentes de disulfuro que enlazan los dominios VH y VL
(Reiter, Y. y otros, Nature Biotech, 14, 1239-1245, 1996). También pueden prepararse minicuerpos que comprenden
un scFv unido a un dominio CH3 (Hu, S. y otros, (1996) Cancer Res., 56, 3055-3061). Otros ejemplos de fragmentos
de unién son el Fab', que difiere de los fragmentos Fab por la adicién de unos pocos residuos en el terminal
carboxilo del dominio CH1 de la cadena pesada, que incluyen una o mas cisteinas de la regiéon bisagra del
anticuerpo, y el Fab-SH, que es un fragmento Fab' en el cual el(los) residuo(s) de cisteina de los dominios
constantes porta(n) un grupo tiol libre.

El término "epitopo" incluye cualquier proteina determinante capaz de la unién especifica a una inmunoglobulina o
receptor de células T. Los determinantes epitopicos generalmente consisten en agrupaciones de moléculas de
superficie quimicamente activas tales como los aminoacidos o cadenas laterales de azucares y pueden, pero no
siempre, tener caracteristicas especificas de estructura tridimensional, asi como las caracteristicas especificas de
carga. Se dice que un anticuerpo se une de manera especifica a un antigeno cuando la constante de disociacién es
< 1 micro M, preferentemente < 100 nM, y con la maxima preferencia < 10 nM.

El término "agente" se usa en la presente memoria para denotar un compuesto quimico, una mezcla de compuestos
quimicos, una macromolécula biolégica, o un extracto hecho de materiales biolégicos.

"Activo" o "actividad" en lo que respecta a un polipéptido ENO1 se refiere a una porcién de un polipéptido ENO1 que
tiene una actividad biolégica o una inmunolégica de un polipéptido nativo ENO1. "Biolégica" cuando se usa en la
presente memoria se refiere a una funcion bioldgica que resulta de la actividad del polipéptido nativo ENO1. Una
actividad biolégica de ENO1 preferida incluye que, por ejemplo, ENO1 indujo la actividad de plasmindgeno.

"Mamifero", cuando se usa en la presente memoria, se refiere a cualquier animal que se considere un mamifero.
Preferentemente, el mamifero es un humano.

La digestion de los anticuerpos con la enzima papaina, resulta en dos fragmentos idénticos de unién al antigeno,
ademas se conocen como fragmentos "Fab", y un fragmento "Fc", que no tiene actividad de union al antigeno pero
que tiene la capacidad de cristalizar. La digestion de los anticuerpos con la enzima pepsina, resulta en un fragmento
F(ab')2 en el que los dos brazos de la molécula de anticuerpo permanecen enlazados y comprende dos sitios de
unién al antigeno. El fragmento F(ab'), tiene la capacidad de entrecruzar el antigeno.

"FVv" cuando se usa en la presente memoria se refiere al fragmento minimo de un anticuerpo que conserva tanto el
reconocimiento del antigeno como los sitios de unién al antigeno. "Fab" cuando se usa en la presente memoria 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 al anticuerpo monoclonal.

El término "agente farmacéutico o farmaco" como se usa en la presente memoria se refiere a un compuesto quimico,
combinacién o composiciéon capaz de inducir un efecto terapéutico deseado cuando se administra adecuadamente a
un paciente. Otros términos quimicos en la presente memoria se usan de acuerdo con el uso convencional en la
técnica, como se ejemplifica por The McGraw-Hill Dictionary of Chemical Terms (Parker, S., Ed., McGraw-Hill, San
Francisco (1985)).

Como se usa en la presente memoria, "esencialmente pura" 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
composicion), y preferentemente una fraccion esencialmente purificada es una composicion en la que la especie
objeto comprende al menos aproximadamente el 50 por ciento (sobre una base molar) de todas las especies
macromoleculares presentes. Generalmente, una composicion esencialmente pura comprenderda mas de
aproximadamente el 80 por ciento de todas las especies macromoleculares presentes en la composicién, con mayor
preferencia mas de aproximadamente 85 %, 90 %, 95 %, y 99 %. Con la maxima preferencia, la especie objeto se
purifica hasta una homogeneidad esencial (las especies contaminantes no pueden detectarse en la composiciéon
mediante procedimientos de deteccion convencionales) en los que la composicion consiste esencialmente en una
Unica especie macromolecular.
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El término "paciente" incluye a sujetos humanos y veterinarios.

Como se usa en la presente memoria, el término "monitorear” se refiere al procedimiento para detectar y/u observar
el desarrollo del cancer determinando la abundancia de proteina ENO1 en las células cancerosas.

Los procedimientos para determinar la abundancia de ENO1 incluyen, pero no se limitan a, medir la unién de
proteinas ENO1 vy anticuerpos especificos de ENO1, inmunoelectrotransferencia, citometria de flujo,
inmunohistoquimica (IHC), RT-PCR y/o analisis de micromatrices.

Ejemplos

La practica de la presente invencion puede emplear tecnologias que comprenden técnicas convencionales de
biologia celular, cultivo celular, tecnologia de anticuerpos, e ingenieria genética, que se encuentran dentro de los
conocimientos ordinarios de la técnica. Tales técnicas se explican completamente en la bibliografia.

Los siguientes ejemplos ilustran el desarrollo y uso de anticuerpos especificos de ENO1 para suprimir el crecimiento
tumoral induciendo una respuesta inmune anti-ENO1.

Ejemplo 1
El ELISA de unién a ENO1 del anticuerpo mAb EN10

Para evaluar la afinidad de unién a ENO1 del mAb EN10 anticuerpo anti-ENO1 humana, los hibridomas se cultivaron
en RPMI que contenia suero de ternero fetal (FCS) al 10 %. Después de una semana de cultivo, 1 x10° células se
recogieron, se lavaron con PBS, se resuspendieron en 200 yl de medio RPMI, y se inyectaron en ratones con
inmunodeficiencia combinada grave (SCID) mediante inyeccion IP. Tres semanas mas tarde, se recogieron ascitis
de ratones y se diluyeron con 15 ml. El anticuerpo se purificé adicionalmente mediante sulfato de amonio al 40 % y
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
(Millipore). La pureza del anticuerpo se analizé por SDS PAGE al 12 %.

Se recubrieron cuatrocientos (400) ng de proteina ENO1 humana en una placa ELISA de 96 pocillos y la placa se
lavo adicionalmente con PBS. Diluciones en serie de 1x107'2 hasta 1x10-M de anticuerpo mAb EN10 se afiadieron a
la placa, y la placa se incubd a 37 °C durante 1 hora. Se afiadié una IgG anti-ratén de carnero conjugada con
hipoxantina fosforribosiltransferasa (HPRT). Después de 1 hora, se afiadio 3,3',5,5-tetrametilbencidina (TMB) y se
leyé la DO405. Cada estudio se repitio tres veces. Los datos se presentan como la media + SD. Se usaron lecturas
de DO y concentraciones de anticuerpos para hacer un grafico de dispersion multiple mediante el uso de Sigmaplot.
Los valores de Kq se predijeron mediante un ajuste logistico de cuatro pardmetros.

Los resultados de este experimento se muestran en la Figura 1. El anticuerpo mAb EN10 tuvo productividades de
20,4 mg a 4,6 mg por ratén. El valor Kd del anticuerpo mAb EN10 fue 2,03 + 0,12x107'° M (N = 3). Este resultado
indica que el anticuerpo mAb EN10 puede reconocer la proteina ENO1 humana y tiene una afinidad favorable con
un valor de Kd de aproximadamente 2,03 + 0,12x10"M (N = 3).

Ejemplo 2

Para evaluar la capacidad del mAb EN10 para inhibir la actividad del receptor de plasmindgeno ENO1 de las células
cancerosas, se cultivd 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. 1,5 x 10° células/ml en PBS se preincubaron después con 1 microgramo/ml de Lys-plasminégeno
humano y 10 microgramos/ml de mAb EN10 durante una hora, respectivamente. Las muestras se lavaron con PBS
dos veces y se afiadieron 3 nM de activador de plasmindgeno especifico de tejido y 0,5 mM de sustrato cromogénico
S-2251. Después de una hora de incubacion a 37 °C, se ley6 la DO 405. Cada estudio se repitid tres veces, y se
analizé la actividad antagonista. Los datos se presentan como la media + SD. Se uso la prueba T para comparar
cada grupo. Los valores de P <0,05 se consideraron estadisticamente significativos.

Los resultados de este experimento se muestran en la Figura 2. EIl mAb EN10 tuvo una alta actividad antagonista del
receptor de plasminégeno ENO1 y puede lograr una inhibicion del 100 % de la actividad ENO1 especifica inducida
por LPS. Por tanto, el mAb EN10 tendria un buen potencial para inhibir la transmigracion de células cancerosas a los
6érganos objetivos.

Ejemplo 3
El resultado del Ejemplo 2 sugiere que el mAb EN10 puede inhibir la actividad del receptor de plasminégeno ENO1.

La inhibicion de la actividad del receptor de plasmindgeno ENO1 puede resultar en la inhibicion de la activacion del
plasmindgeno y la actividad de transmigracion en la linea celular de linfoma U937 humano estimulada por LPS.
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Para evaluar si comprometer la actividad del receptor de plasmindgeno ENO1 resulta en la atenuacion de la
actividad de invasion de las células cancerosas, se crecio 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. Después de mezclarse con 5 a 50 microgramos/ml de mAb
EN10, 2x10* células se sembraron en la cdmara superior de un sistema de ensayo de dos camaras que contenia 15
micromolar de Lys-plasminégeno y se incubaron durante 24 horas con medio que contenia FBS al 10 % y MCP-1 10
nM en la camara inferior. Se usé una IgG anti-ratén como un grupo de control negativo. Se separaron dos camaras
mediante un filtro de microporos (tamafio de poro de 8 micrometros) recubierto con matrigel. Después del periodo de
incubacion, las células de la camara inferior se contaron con un hemocitémetro bajo un microscopio. Cada estudio
se repitié tres veces. Los datos se presentan como la media + DS. Se uso6 la prueba T para comparar cada grupo.
Los valores de P <0,05 se consideraron estadisticamente significativos.

Los resultados se muestran en la Figura 3. Cuando las células U937 tratadas con LPS se trataron con 5 a 50
microgramos/ml de mAb EN10, la actividad de invasién de U937 fue de 90,2 +2 % a 49,1+ 1 % (N = 3) de la IgG de
control. Estos resultados indican que el mAb EN10 puede atenuar la capacidad de invasién de U937 activada al
comprometer la actividad del receptor de plasminégeno ENO1 de manera dependiente de la dosis. Al dirigirse a la
proteina ENO1 en la superficie del linfoma, es factible inhibir la entrada de células en los sitios afectados mediante el
uso de mAb EN10.

Ejemplo 4
El mAb EN10 reconoce el ENO1 de superficie de la linea celular de linfoma U937 estimulada por LPS

Se cultivaron las células 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.
Para el analisis de citometria de flujo, las células completas intactas se tifieron con o sin el mAb EN10 (dilucion
1:300), se visualizaron con el antisuero de cabra conjugado con FITC (Jackson Lab) y se analizaron con el citometro
de flujo FACScan (Becton Dickinson). La expresion de ENO1 se midi6 mediante la intensidad de fluorescencia
resultante.

Los resultados de estos experimentos se muestran en la Figura 4. La incubacion de U937 con LPS y el mAb EN10
desplaza el histograma hacia la derecha, en comparacion con la incubacion de las células sin LPS pero con el mAb
EN10. Este resultado indica que las células U937 aumentan en la expresion de ENO1 en sus superficies celulares
cuando las células se tratan con LPS. Estos datos apoyan la idea de que el mAb EN10 reconoce el ENO1 de
superficie inducida por LSP en las células de linfoma.

Ejemplo 5

La clonacién del gen que codifica el anticuerpo mAb EN10 se realizé de acuerdo con los procedimientos descritos a
continuacion.
(1) Clonacion y preparacion de ADNc de genes de anticuerpos.

El hibridoma se cultivd en un medio RPMI (fabricado por Gibco) que contenia FCS al 10 %. Después de que el
numero de células alcanzo aproximadamente 10x10%/ml, las células se recogieron por centrifugacion y después se
afadio TRIzol® (fabricado por Invitrogen) para extraer el ARN total de acuerdo con el manual de instrucciones. La
clonaciéon de la regién variable de los ADNc del anticuerpo se realizé mediante el uso de 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 la 1a hebra se realizé de acuerdo con el manual de instrucciones del sistema de sintesis
de primera hebra SuperScript® Ill (fabricado por Invitrogen).

El ADNc de la 1a hebra se preparé mediante el uso de 5 microgramos del ARN total como un 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 afiadié agua tratada con DEPC a 10 microL en un tubo de PCR de 200 microL. La mezcla de
reaccion se incub6 a 65 °C durante 5 min, y después se coloco en hielo durante al menos 1 minuto. Se afadieron
diez microL de mezcla de sintesis de ADNc que contienen 2 microL de tampoén 10x RT, 4 microL de MgCl, 25 mM, 2
microL de DTT, 1 microL de 4 unidades de RNasaOUT™, y 1 microL de 200 unidades de SuperScript® Il RT, se
mezclaron suavemente y se recogieron mediante una breve centrifugacion. El tubo de reaccion se incubé durante 10
min a 25 °Cy se sigui6 por 50 min a 50 °C. La reaccion se terminé a 85 °C durante 5 min y se enfrié en hielo. El tubo
se centrifugdé brevemente para recoger la reaccion y se afiadié 1 microL de RNasa H y se incubé durante 20 min a
37 °C.

(b) Amplificacién por PCR de genes de cadena pesada y genes de cadena ligera

Se proporciona una solucién de reaccidon que tiene una composicion de 5 microL de ADNc, 5 microL de tampdn de
reaccion 10%, 1 microL de mezcla de dNTP 10 mM, 1 microL de polimerasa Taq de 2,5 unidades y 1 microL de
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cebador directo 1 y 1 microL de cebador inverso 2 por el juego de cebadores se prepard en un volumen final de 50
microL con agua bidestilada y se sometié a PCR.

Para la amplificacién de la cadena ligera y pesada de un anticuerpo, se usé un ciclo de 94 grados C durante 10
minutos, después un ciclo de 94 grados C durante un minuto, 52 grados C durante un minuto y 72 grados C durante
1 minuto se repitié 35 veces y la reaccion se incub6 a 72 grados C durante 10 minutos mas. La solucién de reaccion
se sometid a electroforesis en gel de agarosa al 2 % para analizar los productos de reaccion. Los productos con los
pesos moleculares correctos, aproximadamente 463 pb para la cadena pesada y 451 pb para la cadena ligera, se
ligaron a un vector de pCR 2.1-TOPO (fabricado por Invitrogen) para la subclonacién de acuerdo con el manual de
instrucciones adjunto. Los cebadores M13 directo (5-GTAAACAAC GACGGCGAG--3'(SEQ ID NO:12) y M13 inverso
(5'- CAG GAA ACA GCT ATG AC--3' (SEQ ID NO:13)) se usaron ademas para determinar la secuencia de
nucledtidos. Con base en la informacién de la secuencia, las secuencias de anticuerpos se tradujeron en secuencias
de proteinas mediante la herramienta de traduccion ExPASY. Las secuencias resultantes del mAb EN10
comprenden una secuencia de aminoacidos de cadena pesada y una secuencia de cadena ligera que tiene regiones
determinantes de complementariedad (CDR), que se determinaron mediante el procedimiento publicado por Kabat y
otros, Sequences of Proteins of Immunological Interest, Quinta Edicién, Publicacion NIH 91-3242, Bethesda Md.
(1991), vols. 1-3.

La Figura 5A representa la secuencia de aminoéacidos de la regién/dominio de la cadena pesada variable del mAb
EN10 (SEQ ID NO: 1). Se indican las regiones marco (FR1, FR2, FR3, y FR4) y las CDR (HCDR1 (SEQ ID NO: 3),
HCDR2 (SEQ ID NO: 4) y HCDR3 (SEQ ID NO: 5)).

La Figura 5B representa las secuencias de aminoacidos de la regidon/dominio de cadena ligera variable del mAb
EN10 (SEQ ID NO: 2). Se indican 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)).

Ejemplo 6
Humanizacién del mAb EN10
Seleccion de secuencias marco de la region V humana:

Mediante el uso del anticuerpo monoclonal de ratdbn mAb EN10 como anticuerpo original, las secuencias CDR del
mAb EN10 de acuerdo con las definiciones de Kabat se describieron en la Figura 5A y 5B (SEQ ID NO:1 y SEQ ID
NO:2).

Para el mAb EN10 humanizado (abreviado como: EN10 hum) 4D5, el marco del aceptador humano se seleccioné de
la base de datos o utilizando un marco que se validé en la clinica. Se han validado las secuencias marco de la
cadena ligera y pesada humana en el subgrupo Ill de VH, IGHV3-66*04 (SEQ ID NO:10 y subgrupo | de VL K,
IGKV1-39*01(SEQ ID NO:9) (Figura 6A) en la clinica y se han usado con éxito en muchos anticuerpos humanizados.

Para mAb EN10 hum IMGT, las secuencias VL y VH de la linea germinal humana con el grado mas alto de
homologia con las regiones marco del mAb EN10 se identificaron a partir de la base de datos de IMGT (International
Immunogenetics Information System®). Las busquedas de homologia pueden realizarse con BLAST o
procedimientos similares. Las secuencias de region variable de mAb EN10 usadas como secuencias de consulta
estan disponibles en la bibliografia, tal como la Patente de Estados Unidos nim. 9,382,331 B2.

Las secuencias marco de la cadena pesada humana en el subgrupo Ill de VH (VH3) se han usado con éxito en
muchos anticuerpos humanizados, y también se ha demostrado que las secuencias marco de la cadena ligera
humana del subgrupo Il de VL k (Vk2) son buenas candidatas. Por tanto, se seleccionaron las secuencias marco de
los subgrupos VHIII y Vk2 para la busqueda de marcos VH y VL, respectivamente. Estas busquedas identificaron a
IGHV3-72*01 e IGKV2D-29*02, respectivamente, como las secuencias VH y VL con mayor homologia a las
correspondientes secuencias marco de cadena pesada y cadena ligera en el mAb EN10.

Como se muestra en la Figura 6B, las secuencias de las regiones marco de la cadena pesada humana IGHV1-18*01
difieren de las del mAb EN10 en 19 aminoacidos (los residuos subrayados), que corresponde a una variacion del
24,69 % (20/81 residuos totales en las regiones marco). Las secuencias marco de la cadena ligera humana (subtipo
kappa 1), como se muestra en la Figura 6B, difieren de las secuencias en IGHV12-44*01 del mAb EN10 en 15
aminoacidos (los residuos subrayados), que corresponde a una variacion del 19,73 % (15/76 residuos totales en las
regiones marco).

Incluso con estos grados de variaciones en las regiones marco, los fragmentos scFv, generados injertando
secuencias CDR del mAb EN10 en las secuencias marco de cadena pesada y cadena ligera humanas identificadas,
tienen afinidades relativamente buenas por ENO1 (KD = aproximadamente 107'" M) (ver Tabla | a continuacion).
Estos resultados sugieren que las regiones marco pueden tolerar un grado relativamente alto de variaciones sin
afectar las conformaciones de la region CDR.
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Tabla I: ELISA de captura de ENO1 con EN10 quimérico y EN10 hum IMGT

Quimera de ratén EN10 hum IMGT
KD(M) 3,33E-11 3,65E-11

Estos dos pares de secuencias de cadena ligera y cadena pesada (4D5 hum y IMGT hum) se usaran como ejemplos
para la construccién de anticuerpos humanizados contra ENO1 humana.

Ejemplo 7
Andlisis de la afinidad de unién de los anticuerpos humanizados

Para confirmar el cambio de afinidad después de que se humanizaron los anticuerpos de raton, las regiones
variables de la cadena ligera humanizada y de las cadenas pesadas humanizadas de las versiones IMGT y 4D5 se
generaron directamente mediante el procedimiento de sintesis de nucleétidos, respectivamente. La region variable
de raton, edicion humanizada de las regiones variables IMGT y 4D5 y un vector de expresion de anticuerpo
quimérico Fc humano pTCAE8-ENO1, como se muestra en la Figura 7A, se introdujeron en las células huésped para
preparar las células que expresan los anticuerpos recombinantes. Como células huésped para la expresién, se
usaron 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 de anticuerpos se linealizaron mediante enzimas de restriccion, el gen se
introdujo en 4x108 células, y las células se inocularon en una placa de cultivo de 6 pocillos. Se afiadié el agente
correspondiente a un marcador de seleccidon del vector de expresion y las células se cultivaron de forma continua
para formar una combinacion estable.

Se prepard un sobrenadante de cultivo que contenia anticuerpo IgG humano mediante el procedimiento que se
describe a continuacién. Las células productoras de anticuerpos se aclimataron en un medio de expresién Free
style™ 293 (GIBCO). Las células se cultivaron en un frasco de cultivo de tejidos y se recogio el sobrenadante del
cultivo cuando la tasa de viabilidad de las células fue del 90 %. El sobrenadante recogido se filtr6 a través de filtros
de 10 micrémetros y 0,2 micrémetros (fabricados por Millpore) para eliminar los contaminantes. El sobrenadante del
cultivo que contenia el anticuerpo se purifico por afinidad mediante el uso de Proteina A (fabricada por Millipore),
PBS como tampén de absorcién y tampén de citrato de sodio 20 mM (pH 3,0) como tampén de elucion. Las
fracciones de elucion se ajustaron a aproximadamente pH 6,0 afiadiendo tampén de fosfato de sodio 50 mM (pH
7,0). La soluciéon de anticuerpo preparada se reemplazé con PBS mediante el uso de una membrana de dialisis
(valor de corte de 10.000 MW, fabricada por Spectrum Laboratories) y se esterilizé por filtracion a través de un filtro
de membrana (fabricado por Millpore) que tenia un tamario de poro de 0,22 micrémetros para producir el anticuerpo
purificado. La concentracion del anticuerpo purificado se determind midiendo la absorbancia a 280 nm y convirtiendo
el valor medido en base a una densidad éptima de 1,45 que equivale a 1 mg/ml.

Para conocer la diferencia de cinética de enlace entre anticuerpos individuales, se us6 la medicién de resonancia de
plasmén de superficie (SPR) con un BlAcore 2000 (BlAcore, Inc., Piscataway, Nueva Jersey) como se describid
anteriormente (Karlsson y Falt, (1997) J. Immunol Methods 200: 121-133). Las matrices biosensoras de dextrano
carboximetilado (CM5, BIACORE, Inc.) se activan con clorhidrato de N-etil-N'- (3-dimetilaminopropil)-carbodiimida
(EDC) y N-hidroxisuccinimida (NHS) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. EIl mAb EN10 quimérico se
diluy6 con acetato de sodio 10 mM, pH 4,8, en 5 microgramos/ml| antes de la inyeccién a una velocidad de flujo de
20 micro L/minuto para lograr aproximadamente 100 unidades de respuesta (RU) de proteina acoplada seguida de
la inyeccion de etanolamina 1 M para bloquear los grupos que no reactivos. Para las mediciones de cinética, se
inyectaron diluciones en serie dobles de ENO1 (0,3125 nM a 40 nM) en tampon de corrida HBS-P Biacore
proporcionado por el fabricante (BlIAcore, Inc., Piscataway, Nueva Jersey) a 25 grados C a una velocidad de flujo de
25 microL/min, y las respuestas de unién en el mAb EN10 se corrigieron mediante la sustraccion de las respuestas
en una celda de flujo en blanco. Se usaron las velocidades de asociacion (kon o ka) y las velocidades de disociacion
(koff o kd) mediante el uso de un modelo de union de Langmuir individual simple con ajustes separados de los
parametros kon y koff. (Programa de evaluacion BlAcore. TM. Version 3.2).

Los resultados se muestran en la Tabla Il y la Figura 7 B. Los parametros kon y koff de la unién del mAb EN10
quimérico con ENO1 son 3,57x10° y 8,271x105, respectivamente, y Kd es 2,313x10-'° mol/L. Los parametros kon y
koff de la unién del mAb EN10 hum IMGT con ENO1 son 5,31x10°% y 1,162x105, respectivamente, y Kd es 2,188x10
9 mol/L. Para la edicion 4D5 humanizada, los parametros kon y koff son 3,511x10% y 1,755x105, respectivamente, y
Kd es 4,997x107° mol/L

A partir de la Figura de 7B y la Tabla Il, los resultados sugieren que todos los anticuerpos EN10 humanizados
pueden reconocer la proteina ENO1 humana y, después de la humanizacién, la afinidad de la edicion IMGT es
similar a la del anticuerpo quimérico de raton y tiene una afinidad favorecida con un valor de Kd de
aproximadamente 2,188+0,12x101® M (N = 3). El mAb EN10 hum 4D5 también tiene una afinidad similar, de
4,997x10°1° M.
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Ejemplo 8

Los anticuerpos mAb EN10 hum 4D5 y mAb EN10 hum IMTG inhiben la actividad del receptor de plasminégeno
inducida por el LPS de U937

Para evaluar la capacidad de los mAb EN10 hum 4D5 y mAb EN10 hum IMTG para inhibir la actividad del receptor
de plasminégeno ENO1 de las células cancerosas, se cultivdé 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. Después se preincubaron 1,5x108células/ml en PBS con 1
microgramo/ml de Lys-plasmindgeno humano y a diferentes concentraciones de mAb EN10 hum 4D5 y mAb EN10
hum IMGT durante una hora, respectivamente. Las muestras se lavaron con PBS dos veces y se afiadieron 3 nM de
activador de plasminégeno especifico de tejido y 0,5 mM de sustrato cromogénico S-2251. Después de una hora de
incubacion a 37 °C, se ley6 la DO 405. Cada estudio se repitio tres veces, y se analiz6 la actividad antagonista. Los
datos se presentan como la media + SD. Se usé la prueba T para comparar cada grupo. Los valores de P <0,05 se
consideraron estadisticamente significativos.

Los resultados del experimento se muestran en la Figura 8A y la Figura 8B. Al igual que el anticuerpo parental mAb
EN10, 50 microgramos tanto del mAb EN10 hum 4D5 como del mAb EN10 hum IMGT tuvieron actividades
antagonistas del receptor de plasmindgeno ENO1 altas y pueden lograr una inhibiciéon del 50 y 56 % de la actividad
ENO1 especifica inducida por LPS y el porcentaje de inhibicion es dependiente de la dosis. Por tanto, ambos
anticuerpos humanizados podrian tener un buen potencial para inhibir la transmigracién de células cancerosas a los
6érganos objetivos.

Ejemplo 9
Los anticuerpos mAb EN10 hum 4D5 y mAb EN10 hum IMGT inhiben la actividad de invasion de U937

Como resultado del ejemplo 8, los anticuerpos mAb EN10 hum 4D5 y mAb EN10 hum IMGT atenuan la actividad
inducible del receptor de plamindgeno ENO1 de U937. Esto puede resultar, al igual que en el anticuerpo del
paciente, en la inhibicion de la actividad invasora de las células cancerosas.

Para evaluar la actividad antitransmigracion de mAb EN10 hum 4D5 y mAb EN10 IMGT, 3x10° de células bEnd.3
endoteliales de cerebro de ratén se recubrieron previamente con gel de matriz en las camaras superiores del kit de
ensayo de migracioén e invasion celular Cytoselect™ de 24 pocillos en medio RPMI-1640 que contenia suero bovino
fetal al 10 % durante 24 h. Las camaras superiores se lavaron con PBS dos veces. Se afiadi6 medio RPMI que
contenia suero bovino fetal al 2 % y al 10 % a las camaras superiores e inferiores, respectivamente. Después de
mezclar con 10, 50 y 100 microgramos/ml de mAb EN10 hum 4D5 y mAb EN10 hum IMGT, respectivamente, 2x10*
células de U937 se sembraron en la camara superior de un sistema de ensayo de dos camaras y se incubaron
durante 24 horas. Se us6 una IgG antihumana como control negativo. Se separaron dos camaras mediante un filtro
de microporos (tamario de poro de 8 um) recubierto con matrigel. Después del periodo de incubacion, las células de
la camara inferior se contaron con un hemocitémetro bajo un microscopio. Cada estudio se repitié tres veces. Los
datos se presentan como la media + SD. Se us6 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 la Figura 9A y 9B. Como en el estudio de Wang y otros, el tPA estimul6 la invasién
inicial de U937 (Figuras 8A y 8B). La actividad de invasion de U937 se inhibié aproximadamente en un 41,811 %
(N=3) y 33+11 % (N=3), cuando las células se administraron con 50 microgramos por ml de anticuerpos humanos
mAb EN10 45D y mAb EN10 IMGT, respectivamente (Figuras 9A y 9B). Estos resultados son similares a los del
Ejemplo 4. Ambos anticuerpos humanizados tienen la capacidad de inhibir la actividad de transmigracion de las
células U937.

Ejemplo 10
El mAb EN10 humanizado inhibe la disociacion de las células CL1-5 del colageno vy la fibronectina

Para evaluar la via de transduccion de sefales entre el receptor de plasminégeno ENO1-plasmina y los sustratos
extracelulares, se recubrieron con 1 mg/ml de gelatina, 100 microgramos/ml de fibrinégeno, 10 microgramos/ml de
colageno y 10 microgramos/ml de fibronectina, respectivamente, sobre una placa ELISA no tratada durante la noche.
Se sembraron las células CL1-5 (4x104 células) en la placa y se afiadié 50 microgramos/ml de mAb EN10 hum 4D5
a 200 yl de DMEM que contenia FCS al 10 %. Las células se incubaron a 37 °C durante 24 horas y después se
lavaron dos veces con PBS. Se afadié WST al 10 % y las mezclas de reaccién se incubaron a 37 °C durante 4
horas. El numero relativo de células en la placa se estimé mediante la lectura de DO450. Cada estudio se repitio tres
veces. Los datos se presentan como la media + DS. Se us6 la prueba T para comparar la actividad entre cada
grupo. Los valores de P <0,05 se consideran estadisticamente significativos.
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Los resultados de estos experimentos se muestran en la Figura 10A. Estos datos indican que las lecturas de DO450
en placas recubiertas con fibronectina y colageno son 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 fibrindgeno, que no difieren significativamente de la lectura
inicial. No hay diferencias significativas entre el grupo tratado con mAb EN10 hum 4D5 y el grupo no tratado. Estos
resultados sugieren que las células CL1-5 favorecen la union a fibronectina y colageno, y mAb EN10 hum 4D5 no
esta implicado en la via de asociacion celular cuando las células se incuban en el medio sin proteasas corriente
abajo, por ejemplo plasmindgeno y tPA. Los datos de la Figura 10A sugieren que la actividad del receptor de
plasmindgeno ENO1 no esta implicada en la via de asociacion celular en la matriz extracelular. Ademas, se prueba
si ENO1 participa en la via de disociacién celular en la matriz extracelular. Un microgramo/ml de fibronectina y 10
microgramos/ml de colageno se recubrieron, respectivamente, sobre una placa ELISA no tratada durante la noche.
Las células CL1-5 (4x10* células) se sembraron en la placa y se afiadieron 0, 6,25, 12,5, 25 y 50 microgramos/ml de
mAb EN10 hum 4D5, respectivamente, a 200 micro L de DMEM que contenia FCS al 10 %. Ademas, se afadieron
10 microgramos/mL de Glu-plasminégeno y tPA 2 nM. Las células se incubaron a 37 °C durante 24 horas y se
lavaron dos veces con PBS. Después, se afiadio WST al 10 % y las mezclas de reaccion se incubaron a 37 °C
durante 4 horas. El nimero relativo de células en la placa se estimé mediante las lecturas de DO450. Cada estudio
se repitid tres veces. Los datos se presentan como la media + DS. 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 10B y la Figura 10C. Los datos indican que el
numero de células es directamente proporcional a las concentraciones de mAb EN10 hum 4D5 en ambas matrices
extracelulares tratadas cuando el medio contiene plasminégeno y tPA, proteasas corriente abajo del receptor ENO1.
Existe una diferencia significativa entre el grupo tratado con 50 microgramos de mAb EN10 hum 4D5 y el grupo de
control IgG (P<0,05) en ambos estudios de matriz extracelular. Estos resultados sugieren que ENO1 esta
involucrada en la via de disociacion de las células CL1-5 de las matrices extracelulares, presumiblemente
aumentando la actividad proteasa de la plasmina y tPA. EIl mAb EN10 hum 4D5, que funciona como antagonista de
ENO1, bloquea la actividad del receptor de ENO1, lo que inhibe la activacion de la plasmina y tPA vy, por lo tanto,
inhibe la actividad de disociacion de las células CL1-5 de las matrices extracelulares y la invasion.

Ejemplo 11

Anticuerpos ENO-1 humanizados muestran el efecto ADCC (citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos) sobre
la linea celular de cancer de pulmén. Se conoce que ademas de la inhibicion anticrecimiento, la ADCC de Herceptin
es muy importante por su efecto antitumoral. Debido a que los anticuerpos mAb EN10 hum 4D5 y mAb EN10 hum
IMGT tienen el mismo fragmento Fc de Herceptin, racionalizamos que ambos anticuerpos poseen actividad ADCC.

Para probar el efecto ADCC de los anticuerpos mAb EN10 hum 4D5 y mAb EN10 hum IMGT contra células
cancerosas, 2x10* de células cancerosas CL1-5 de pulmén humano se cultivaron en placas de ELISA de 96 pocillos.
Después de la incubacién durante la noche, se afiadieron diferentes concentraciones de mAb EN10 hum 4D5, mAb
EN10 hum IMGT vy los anticuerpos IgG1 de control. Se recogieron muestras de sangre fresca de 5 voluntarios
siguiendo la linea de la Guia IRB de DCB. Se prepararon PBMC (células mononucleares de sangre periférica)
mediante solucion Sangre:PBS: FICOLL= 1:1:1 bajo centrifugaciéon a 3000 rpm durante 30 minutos. Las PBMC
resultantes se recogieron y se lavaron con PBS dos veces. Las PBMC se suspendieron en medio RPMI1640 que
contenia FBS al 5 % y se diluyeron a la concentracion con 2,5x107células/mL. Después se afiadieron 50 microlitros
de PBMC a las placas de ELISA que contenian CL1-5. Las células se centrifugaron a 3000 rpm durante 5 minutos y
se incubaron a 37 °C durante 4 horas. Las muestras se lavaron con PBS dos veces y se afiadio un kit de deteccion
de ADCC siguiendo el protocolo proporcionado por el fabricante y se incubaron a temperatura ambiente durante 30
minutos. El porcentaje de lisis celular en la placa se estimé mediante la lectura de DO530/590. Cada estudio se
repitié tres veces. Los datos se presentan como la media + DS.

Los resultados de estos experimentos se muestran en las Figuras 11A y 11B. El porcentaje de lisis celular no
muestra un aumento significativo cuando las células se administraron con diferente concentracién de anticuerpo IgG
humano de control en estudios de relacién efector / objetivo 40:1 y 1:15. En el estudio de relacion efector / objetivo
40:1, las células tratadas con 1x10° M del anticuerpo mAb EN10 hum 4D5 se comenzo a observar una diferencia de
lisis significativa en comparacion con las células tratadas con la misma concentracion de IgG humana. Los
anticuerpos mAb EN10 hum 4D5 y mAb EN10 hum IMGT mostraron una actividad de lisis maxima de
aproximadamente 42 % cuando las células se administraron con 10°M de anticuerpos. En un estudio de baja
relacion efector / objetivo (15:1), tanto los grupos de anticuerpos de mAb EN10 hum 4D5 como mAb EN10 hum
IMGT comenzaron a observar una lisis significativa a 1x10® M y alcanzaron la lisis maxima a los 10-M. El ADCC
EC50 de los anticuerpos mAb EN10 hum 4D5 y mAb EN10 hum IMGT se estima en aproximadamente 8x10°°M y
1x108M, respectivamente. Ambos anticuerpos EN10 humanizados tienen actividades ADCC. Nuestros resultados
sugieren que, ademas de la actividad antimigratoria de mAb EN10 hum 4D5 y mAb EN10 hum IMGT, los anticuerpos
pueden proporcionar la actividad ADCC como un agente anticancerigeno.

Ejemplo 12
El efecto inhibidor de los anticuerpos EN10 humanizados sobre el crecimiento tumoral.

20



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 823 798 T3

El anticuerpo EN10 humanizado tiene una buena afinidad con la Kd aproximadamente de 2,311+0,003x10"% mol/L y
un potencial para un desarrollo adicional. Para evaluar los efectos terapéuticos de los anticuerpos EN10
humanizados, se realizé un modelo de xenoinjerto de raton CL1-5. Las células de adenocarcinoma de pulmén CL1-
5F4 (1x10% células/raton; 5 ratones/grupo) se inocularon por via subcutanea en el dia 0. El procedimiento
terapéutico se realiz6 2 dias después de la inoculacion del tumor mediante la administracion de 10 mpk (mg/kg) de
un anticuerpo control de isotipo (CTL) mAb EN10 hum 4D5 o mAb EN10 hum IMGT, dos veces por semana. Se
midio el volumen del tumor y el peso corporal de cada raton semanalmente. Los datos se representan como media *
DS para los grupos individuales.

Los resultados se muestran en la Figura 12. Después de 2 dias, no hay diferencias significativas en el tamafio del
tumor entre los grupos control, mAb EN10 hum, y mAb EN10 hum IMTG. Después del dia 23, el tumor de los
ratones del grupo de control comienza a crecer exponencialmente, y no hay un crecimiento tumoral significativo en
los ratones tratados con mAb EN10 hum 4D5 y mAb EN10 hum IMGT. Después del dia 30, el tamafio promedio del
tumor de los ratones del grupo de control es de 1600+200mm?* (N=5), y para los ratones tratados con 10 mpk de
mAb EN10 hum 4D5 y mAb EN10 hum IMGT, los tamafos promedios de los tumores son 505+24 mm3 (N=5) y
330+11 mm3 (N=5), respectivamente. Los tamafos promedios de tumor de los grupos de tratamiento tanto del mAb
EN10 hum 4D5 como mAb EN10 hum IMGT son significativamente mas pequefos, en comparacion con el del grupo
de control con un valor de P de 0,004 y 0,003, respectivamente. No hay una diferencia significativa en el tamafio del
tumor entre los grupos de tratamiento del mAb EN10 hum 4D5 y mAb EN10 hum IMGT. Este resultado indica que
mAb EN10 hum 4D5 y mAb EN10 hum IMGT tienen la actividad de inhibicién del crecimiento tumoral en las células
CL1-5 en el modelo de xenoinjerto de raton y el mAb EN10 tiene una buena eficacia como reactivo para la terapia
del cancer.

Ejemplo 13
La optimizacién del coddn de la célula CHO

A partir de los ejemplos anteriores, creemos que el anticuerpo monoclonal ENO1 tiene potencial para desarrollarse
como anticuerpo terapéutico.

Para producir en masa el anticuerpo terapéutico humanizado en la linea celular CHO, se realizé la optimizacion del
codon mediante el uso de la herramienta de software GeneOptimizer®.
(http://www.lifetechnologies.com/tw/zt/home/life -science [cloning /gene-synthesis/geneart-gene-
synthesis/geneoptimizer.html). La region variable de mAb EN10 hum IMGT se sometié para obtener los codones
optimizados. Los parametros incluyen la distribucién de la calidad del codoén (el valor de calidad del codon utilizado
con mas frecuencia para el sistema de expresion deseado) y el contenido de GC (optimiza el coddén para que el
contenido de GC esté dentro del intervalo deseado). El codon optimizado de la region variable de la cadena ligera y
la regién variable de la cadena pesada para la linea celular CHO se muestran en la Figura 13A y la Figura 13B (SEQ
ID NO:14 y SEQ ID NO:16), respectivamente.

Las regiones variables de codén optimizado de la cadena ligera y cadenas pesadas en la célula CHO del mAb EN10
hum IMGT se generaron directamente mediante el procedimiento de sintesis de nucleétidos, respectivamente.
Después, las regiones variables del mAb EN10 hum IMGT y un vector de expresiéon pCHO-ENO1 del anticuerpo Fc
de Herceptin® humano, se muestran en la Figura 13A, se introdujeron en las células huésped para preparar las
células que expresan los anticuerpos recombinantes. Como células huésped para la expresion, se usaron las células
CHOS (Life-Technology Inc.). 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 de anticuerpos se linealizaron mediante enzimas de restriccion, el gen se introdujo en 4x10° células, y las
células se inocularon en una placa de cultivo de 6 pocillos. Para la seleccion de baja concentracién, los conjuntos de
células resultantes se cultivaron en el medio de seleccion que contenia 10 microgramos/ml de puromicina y 100
nano molar de metotrexato o 20 microgramos/ml de puromicina y 200 nano molar de metotrexato. Para realizar la
seleccién adicional, se realizé la otra etapa de seleccion de alta concentracion. Las mezclas de seleccion primaria se
cultivaron adicionalmente en el medio que contenia 30 microgramos/ml de puromicina y 500 nano molar de
metotrexato o en el medio que contenia 50 microgramos/ml de puromicina y 1000 nano molar de metotrexato. Para
generar la linea celular de produccion de anticuerpos final, se inocularon 96.000 células de las mezclas de la
segunda etapa en medio semisdlido y se determinaron y seleccionaron 768 células de alta expresion de anticuerpos
mediante la intensidad de fluorescencia realizada en el ClonePix2 de acuerdo con el protocolo del manual de
instrucciones (fabricado por Molecular Device Inc.). Las 10 mejores lineas celulares con alto contenido de plomo se
seleccionaron con parametros que incluyen velocidades de crecimiento, velocidades de produccion por lotes de 5
dias y velocidades de produccién por lotes de alimentacién simple de 14 dias. Después de 60 generaciones de
pruebas de estabilidad, se determiné la linea celular de produccién candidata.

Los resultados se muestran en la Figura 13A. Cuando el acido nucleico del mAb EN10 hum IMGT cuyos codones se
optimizaron en el sistema de expresién de células CHO mediante la herramienta de software GeneOptimizer® se
alined con el del humano original, las homologias de la cadena ligera variable y cadena pesada variable entre dos
ediciones son 74,5 % y 84 %, respectivamente. Este resultado indica que el coddn favorecido entre las células
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humanas vy las células CHO es diferente incluso si el anticuerpo codificado tiene la misma secuencia de proteina.
Cuando se construyeron ambas ediciones de genes de anticuerpos para pCHO1.0 y se expresaron transitoriamente
en las células CHO, la velocidad de produccién de anticuerpos de la edicién del codén de la célula CHO es
aproximadamente 3,1 veces mayor que la del humano original (datos no mostrados). Nuestro resultado sugiere que
la optimizacion del codon es muy importante para la produccion de anticuerpos de alto rendimiento. Las mezclas de
células de mAb ENO10 hum IMGT optimizado para CHO se seleccionaron adicionalmente en el medio ForiCHO
(Life Technology Inc.) y se seleccionaron las lineas celulares de alta produccién de anticuerpos con un ClonePix2.
Cuando se analizaron las velocidades de produccion de los 15 clones principales en los dias 5 y 14, los resultados
se muestran en la Figura 13B. Las velocidades de produccion varian de 155 mg/litro a 91,3 mg/litro en el dia 5 y de
358,7 mg/litro a 247,5 mg/litro en el dia 14. Todos estos clones tienen buena viabilidad y velocidad de crecimiento en
el medio simple. Estos resultados sugieren que todos los clones pueden mejorar su capacidad de produccion de
anticuerpos después de la optimizacion del medio. Para explorar aiun mas la productividad de anticuerpos de estos
clones, se realizaron diferentes combinaciones de glucosa y los estudios de medio de alimentacion se realizaron y
se analizaron las producciones raras de anticuerpos en los 6 clones mejores en el dia 15. El resultado se mostré en
la Figura 13C. La velocidad de produccion maxima de los 6 clones superiores varia de 0,7 gramos por litro a 0,81
gramos por litro después de 15 dias de incubacion. Todos los clones tienen buena estabilidad después del analisis
de 60 generaciones y producen anticuerpos intactos cuando los anticuerpos se analizaron por SDS PAGE (Figura
13D). Nuestro estudio sugiere que estos clones tienen un buen potencial como lineas celulares de produccion de
anticuerpos terapéuticos para ENO1.

En resumen, al igual que el anticuerpo mAb EN10, el mAb EN10 humanizado 4D5 y el mAb EN10 humanizado IMGT
usan sus actividades antagonistas del receptor del plasminégeno ENO1 para inhibir la activacion del plasmindgeno,
induciendo de este modo la regulacion negativa de la actividad proteasa en la superficie celular, lo que a su vez da
como resultado la inhibicion de la disociacion de las células cancerigenas de la matriz extracelular. Como resultado,
los anticuerpos contra ENO1 pueden inhibir la capacidad de invasién de las células cancerigenas. Estos datos
indican que los anticuerpos ENO1 (por ejemplo, MAb EN10) tienen afinidad, eficacia y potencial favorables como
anticuerpos terapéuticos para el tratamiento de canceres.

Listado de secuencias

<110> Centro de Desarrollo para la Biotecnologia

<120> Anticuerpos humanizados especificos contra alfa-enolasa y procedimientos de usos en la terapia del
cancer

<130> 17787/021WO1
<160> 17

<170> PatentIn versién 3.5
<210> 1

<211> 119

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 1
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Phe

<212> PRT
<213> Mus muculus

<400> 3

<210> 4
<211> 17

<212> PRT
<213> Mus muculus

<400> 4

<210> 5
<211>10

1

Gly

<212> PRT
<213> Mus muculus

<400> 5

Val

Trp

35

Ala

Ser

Phe

Gly

Thr

20

Tyr

Lys

Gly

Gly

Gly
100

Ile

Gln

Thr

Thr

Ser

85

Gly

Thr

Gln

Leu

Gln

70

Tyr

Thr
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Cyse

Lys

Pro

55

Phe

Tyr

Lys

Arg Ala

Gln Gly

40

Glu Gly

Ser Leu

Cys Gln

Leu Glu
105

Ser

Lys

val

Lys

His

90

Ile

Glu

Ser

Pro

Ile

15

His

Thr

Asn Ile

FPro Gln
45

Ser Arg

60

Azsn Ser

Tyr Gly

Arg

Gly Tyr Thr Phe Thr Ser Cys Val Met Asn

1

5

5

24

10

10

Tyr

30

Leu

Phe

Leu

Thr

Ser

Leu

Ser

Gln

Pro
85

Tyr Ile Asn Pro Tyr Asn Asp Gly Thr Lys Tyr Asn Glu Lys Phe Lys
15

Tyr

Val

Pro
80

Tyr
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<210> 6

<211> 11

<212> PRT

<213> Mus muculus

<400> 6

<210>7

<211>7

<212> PRT

<213> Mus muculus

<400>7

<210> 8

<211>9

<212> PRT

<213> Mus muculus

<400> 8

<210>9

<211> 108

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 9

ES 2 823 798 T3

Glu Gly Phe Tyr Tyr Gly Asn Phe Asp Asn
1 5 10

Arg Ala Ser Glu Asn Ile Tyr Ser Tyr Leu Thr

5 10

Asn Ala Lys Thr Leu Pro Glu
1 5

Gln His His Tyr Gly Thr Pro Tyr Thr
1 5

25
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Leu

Tyr

Ser

€5

Glu

Thr

<210> 10

<211> 119

Ile

Thr

Asn

50

Gly

Asp

Fhe

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 10

Gln

Val

Trp

35

Ala

Ser

Phe

Gly

Met

Thr

20

Tyr

Lys

Gly

Ala

Gln

Thr

Ile

Gln

Thr

Thr

Thr

85

Gly

ES 2 823 798 T3

Gln Ser

Thr Cys

Gln Lys

Leu Pro
55

Asp Phe
70

Tyr Tyr

Thr Lys

100

Pro

FPro

40

Glu

Thr

Cys

Leu

Ser

Ala

25

Gly

Leu

Gln

Glu

26

Ser
10

Ser

Lys

Val

Thr

His

g0

Ile

Leu

Glu

Ala

Pro

Ile

75

His

Lys

105

Ser

Asn

Fro

Ser

60

Ser

Tyr

Arg

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Gly

Ser

Tyr

30

Leu

Phe

Leu

Thr

Val

15

Ser

Leu

Ser

Gln

Pro
95

Gly

Tyr

Ile

Gly

Pro

80

Tyr
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Glu

Ser

val

Ala

Lys

65

Leu

Ala

Thr

<210> 11
<211> 119

Val

Leu

Met

Tyr

50

Gly

Gln

Arg

Leu

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 11

Gln

Arg

Asn

35

Ile

Arg

Met

Glu

Val
115

Leu

Leu
20

Trp

Asn

Phe

Asn

Gly

100

Thr

Val

Ser

Val

Pro

Thr

Ser

85

Fhe

Val

ES 2 823 798 T3

Glu

Cys

Arg

Tyr

Ile

70

Leu

Tyr

Ser

Ser

Ala

Gln

Asn

35

Ser

Arg

Tyr

Ser

Gly Gly

Ala Ser

25

Ala Pro

40

Asp Gly

Arg Asp

Ala Glu

Gly Asn
105

27

Gly Leu

Gly Tyr

Gly Lys

Thr Lys

Asp Ser

75

Asp Thr

Phe Asp

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Asn

Gln

Phe

Leu

45

Asn

Asn

Val

Trp

Pro

Thr

30

Glu

Glu

Thr

Tyr

Gly
110

Gly

Ser

Trp

Lys

Leu

Tyr

Gln

Gly

Cys

Val

Phe

Tyr

80

Cys

Gly
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Gln

Ser

val

Gly

Lys

65

Ala

Thr

<210> 12
<211> 18

Val

Val

Met

Tyr

50

Gly

Glu

Leu

<212> ADN
<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Sintética

<400> 12

Gln Leu

Lys Val
20

Asn Trp
35

Ile Asn

Arg Val

Glu Gly
100

Val Thr
115

gtaaacaacg acggcgag

<210> 13
<211> 17

<212> ADN
<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Sintética

<400> 13

caggaaacag ctatgac

<210> 14

<211> 300

<212> ADN
<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Sintética

Val

Ser

val

Pro

Thr

Ser

85

Phe

val

18

17
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Gln

Cys

Tyr

Met

70

Leu

Tyr

Ser

Ser

Lys

Gln

Asn

55

Thr

Tyr

Ser

Gly

Ala

Ala

40

Asp

Thr

Ser

Gly

Ser

25

Pro

Gly

Asp

Asp

Asn
105

28

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Thr

Asp

90

Phe

Val

Tyr

Gln

Lys

Ser

75

Thr

Asp

Lys

Thr

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

Asn

Lys

Phe

45

Asn

Ser

Val

Trp

Pro

Thr

Glu

Glu

Thr

Tyr

Gly
110

Gly
15

Ser

Trp

Lys

Ala

Tyr

95

Gln

Ala

Cys

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Gly
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<400> 14
gacatcecaga tgacccagte
atcacctgtec gggectccga
ggoaaggece ccaagotgeot
agattcteeg gectetggete

gaggactteg ccacctacta

<210> 15

<211> 323

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 15

gatatccaga
atcacctgec
ggaaaagete
cgettetetg
gaagacttcg

ggtaccaagg

tgaceccagte
gagcaagtga
acgaaactact
gttceggete
caacttatta

tggagatcaa

<210> 16

<211> 356

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Sintética

<400> 16

caggtgcagc
tocotgoaagg
coctggacagg
aacgagaagt
atggaactge

ttectactacg

tggtgeagtc
cctocggeta
gectggaatg
tcaagggeag
ggtcectgag

gcaacttega

<210> 17

<211> 356

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 17

ES 2 823 798 T3

ccecteccage
gaacatctac
gatctacaac
tggcaccgac

ctgacageac

cceccagetee
gaatatttac
gatttacaat
tgggacggat
cagtcaacat

acg

tggecgecogaa
cacctttace
gatgggotac
agtgaccatg
atccgacgac

caactgggge

ctgtetgect
tcctacctga
gccaagacce
tttaccctga

cactacggca

ctgteegect
agttatttaa
gocaaaaaccot
ttcactectga

cattatggta

gtgaagaaac
agetgogtga
atcaaccoct
accaccgaca
accgecegtgt

cagggcacco

29

ctgtgggecga
cctggtateca
tgcceogaggg
ccatcagcte

ccccctacac

ctgtgggega
catggtatca
taccagaagg
ccatcagecag

ctcegtacac

ctggegecte
tgaactgggt
acaacgacgg
cctocaccag
actactgcge

tegtgacegt

cagagtgace
gcagaageocc
cgtgeoeetcot
cctgeagece

ctttggeeag

tagggtcace

acagaaacca
agtoccttet
tctgeageog

gttcggacag

cgtgaaggtg
gogacagget
caccaagtac
caccgectac
cagagagggc

gteate

60

120

180

240

300

&0

120

180

240

300

323

&0

120

180

240

300

356



10

15

caggttcage
tcctgcaagg
cctggacaag
aatgagaagt
atggagctga

ttttactacg

tggtgeagtc
cttectggata
ggcttgagtg
tcaaaggeag
ggagcctgag

gtaactttga

ES 2 823 798 T3

tggagctgag gtgaagaage

cacattcact
gatgggatat
agtcaccatg
atctgacgac

caattgggge

agctgtgtta
attaatcectt
accacagaca
acggcecgtgt

caagggaccc

30

ctggggecte
tgaactgggt
acaatgatgg
catccacgag

attactgtge

tggtcacegt

agtgaaggte
gcgacaggec
tactaagtac
cacagoctac
gagagagggyg

ctecte

60

120

180

240

300

356
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REIVINDICACIONES

1. Un anticuerpo humanizado, o un fragmento de union de este, en el que el anticuerpo humanizado o un fragmento
de unidn de este se une a la ENO1 humana, en el que el anticuerpo o un fragmento de unién de este que
comprende un dominio de region variable de la cadena ligera (VL) que comprende una CDR1 que tiene la secuencia
de aminoacidos LCDR1 de RASENIYSYLT (SEQ ID NO:6) y una CDR2 que tiene la secuencia de aminoacidos
LCDR2 de NAKTLPE (SEQ ID NO:7) y una CDR3 que tiene la secuencia de aminoacidos LCDR3 de QHHYGTPYT
(SEQ ID NO:8) y un dominio de regién variable de la cadena pesada (VH) de anticuerpos que comprende una CDR1
que tiene la secuencia de aminoacidos HCDR1 de GYTFTSCVMN (SEQ ID NO:3), una CDR2 que tiene la secuencia
de aminoacidos HCDR2 de YINPYNDGTKYNEKFKG (SEQ ID NO:4) y una CDR3 que tiene la secuencia de
aminoacidos HCDR3 de EGFYYGNFDN (SEQ ID NO:5), en el que las regiones marco en el dominio de la regién
variable de la cadena ligera (VL) y el dominio de la regién variable de la cadena pesada (VH) comprenden las
secuencias de aminoacidos de una inmunoglobulina humana, en el que las regiones marco en el dominio de regién
variable de la cadena ligera (VL) son de una cadena kappa.

2. El anticuerpo, o un fragmento de unién de este, de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que el dominio VL
comprende los residuos de aminoacidos 1-110 de la SEQ ID NO:9.

3. El anticuerpo, o un fragmento de unién de este, de acuerdo con la reivindicacion 1 o 2, en el que el dominio VH
comprende los residuos de aminoacidos 1-120 de la SEQ ID NO:10 u 11.

4. El anticuerpo, o un fragmento de unién de este, de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en el
que el anticuerpo tiene una regién constante de un tipo IgG1, y en el que el fragmento de unién de este es un
fragmento Fab, un fragmento F(ab')2, o un fragmento scFv.

5. El anticuerpo, o un fragmento de union de este, de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en el
que el anticuerpo, o el fragmento de unién de este, puede inhibir la actividad del receptor de plasmindégeno de
ENO1.

6. El anticuerpo, o un fragmento de union de este, de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-5, en el
que el anticuerpo, o el fragmento de union de este, puede unirse a ENO1 humana con una constante de disociacion
(Kq) de 10" M a 10 nM.

7. El anticuerpo, o un fragmento de union de este, de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-6, en el
que el anticuerpo es un anticuerpo monoclonal.

8. Una composicion farmacéutica para su uso en el tratamiento del cancer de pulmoén, mama, pancreas, higado,
colorrectal o prostata, la composicién farmacéutica comprende el anticuerpo o el fragmento de unién de este, de
acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-7.

9. Un vector de expresion que comprende un polinucleétido que codifica el anticuerpo, o el fragmento de unién de
este, de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-7.

10. Una célula que comprende el vector de expresion de la reivindicacion 9.

11. La célula de acuerdo con la reivindicacion 10, en la que la célula es una célula CHO.
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