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’
DESCRIPCION

La presente invencion se refiere a anticuerpos monoclonales y a fragmentos de union a
antigeno de dichos anticuerpos monoclonales. La invencion también se refiere a hibridomas
capaces de producir dichos anticuerpos. Otros aspectos de la invencién también se refieren a
usos de los anticuerpos monoclonales descritos en ensayos de diagndstico y prondstico para la
enfermedad metastasica.

La proteina 2 de gradiente anterior (AGR2) es el homdlogo humano del gen especifico
de glandula de cemento de Xenopous (XAG-2). La secuencia de aminoacidos de AGR2 se
muestra en la Secuencia ID N°: 1. Se ha mostrado que una expresion aumentada de AGR2 se
correlaciona con la positividad para receptores de estrogenos (ER) en muestras de carcinoma
de mama. La expresion inducida de AGR2 parece provocar un fenotipo metastasico en células
no metastasicas por lo demas benignas.

El cancer es la segunda causa mas comun de muerte en el mundo occidental y es la
causa principal de muerte entre las personas de menos de 85 anos de edad. Una de cada
cuatro personas de la poblaciéon morira de cancer, y estas muertes generalmente se producen
como resultado de la enfermedad metastasica intratable. La diseminacién de metastasis por
todo el cuerpo aumenta el numero de tejidos dafiados por céncer, mientras que
simultaneamente hace que el tratamiento del cancer sea cada vez mas dificil. EI numero de
metastasis que pueden desarrollarse a partir de un solo tumor primario generalmente sera
demasiado grande para tratarse, y el numero de sitios diferentes que requieren tratamiento
demasiado numeroso y variado.

La capacidad de los canceres metastasicos de “reaparecer” o “aparecer”, incluso
después de la escision o resolucion de un tumor primario y un tratamiento sistémico, contribuye
en gran medida a las dificultades experimentadas en el tratamiento del cancer y también a la
angustia sufrida por los pacientes con cancer que no estan seguros de si el tratamiento ha sido
eficaz o no para liberarlos del cancer.

A la luz de la grave influencia del cancer en la poblacién como conjunto, se apreciara
que existe una necesidad bien reconocida de procedimientos que puedan usarse para
diagnosticar el cancer metastasico (enfermedad metastasica). Muchos procedimientos
existentes carecen de sensibilidad y/o fiabilidad y, por lo tanto, los resultados de estos
procedimientos no pueden considerarse concluyentes. Una sensibilidad reducida de ensayos
de diagnéstico puede llevar a diagnésticos incorrectos que se hacen basandose en resultados
de ensayo incorrectos.

También existe la necesidad de ensayos que puedan usarse como prondstico para
evaluar la probabilidad de un paciente de desarrollar cancer metastasico. Las limitaciones de


PPASTRAN
Texto escrito a máquina
DESCRIPCIÓN


10

15

20

25

30

35

ES 2351801 T3

sensibilidad y fiabilidad de los ensayos existentes para la enfermedad metastéasica también
significan que ciertos pacientes con un mayor riesgo de desarrollar la enfermedad metastasica
no se identifican necesariamente usando los ensayos existentes. La incapacidad de identificar
a dichos pacientes puede significar que se pierden las oportunidades de intervencion
terapéutica antes de la aparicion de los sintomas de la enfermedad metastasica.

También existe la necesidad de ensayos de pronédstico que puedan indicar si un
paciente respondera o no de forma favorable al tratamiento para un cancer metastasico. En
general, los tratamientos para el cancer metastasico comprenden regimenes relativamente
“severos”. Dichos regimenes de tratamiento, y los efectos adversos que pueden producir,
generalmente se justifican en el caso de pacientes que es de esperar que no respondan a un
tratamiento menos riguroso. Sin embargo, generalmente se preferird evitar someter a los
pacientes con probabilidad de responder favorablemente a un tratamiento mas “suave” a
regimenes severos innecesarios. Fletcher y col. (2003) desvela un anticuerpo policlonal contra
una combinacion de dos péptidos que representan dos fragmentos adyacentes de hAG-2 con
una homologia minima a otros miembros de la familia conocidos.

Es un objeto de ciertas realizaciones de la invencion solucionar o aliviar los problemas
asociados con la técnica anterior. Por ejemplo, es un objeto de ciertas realizaciones de la
presente invencion proporcionar ensayos de diagnostico para la enfermedad metastasica que
sean mas sensibles que los proporcionados por la técnica anterior. Es un objeto de ciertas
realizaciones de la presente invencidon proporcionar ensayos de diagndstico para la
enfermedad metastasica que sean mas fiables que los proporcionados por la técnica anterior.
Es un objeto de ciertas realizaciones de la invencién proporcionar ensayos de diagnéstico para
la enfermedad metastasica que sean mas sensibles que los proporcionados por la técnica
anterior. Es un objeto de ciertas realizaciones de la invencion proporcionar ensayos de
prondstico para la enfermedad metastasica que sean mas fiables que los proporcionados por
la técnica anterior. Es un objeto de ciertas realizaciones de la invencién proporcionar agentes
que puedan usarse en ensayo de diagndstico y/o prondstico para la enfermedad metastasica
que tengan mayor sensibilidad y/o fiabilidad que los proporcionados por la técnica anterior.

En un primer aspecto, la invencion proporciona un anticuerpo monoclonal, o un
fragmento de union a antigeno del mismo, que se une especificamente a un epitope dentro de
la secuencia KPGAKKDTKDSRPKL (Secuencia ID N°: 2) de AGR2.

La secuencia ID N2: 2 corresponde a los 26-40 restos aminoacidicos de AGR2 humana.
Los inventores han descubierto que un anticuerpo monoclonal, o fragmento de unién a
antigeno del mismo, que tiene la especificidad definida anteriormente proporciona notables
ventajas en su uso en comparacion con anticuerpos de la técnica anterior contra AGR2. En
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particular, los anticuerpos de la invencién pueden usarse en ensayos de pronostico o
diagnostico para el cancer y, particularmente, para la enfermedad metastasica, que tienen
mayor sensibilidad que ensayos similares proporcionados por la técnica anterior. Aunque la
expresion de AGR2 estd fuertemente asociada con cadnceres mamarios, la expresioén de este
marcador también esta presente en una amplia serie de cénceres que incluyen carcinoma
esofagico de células escamosas, carcinoma pancredtico y carcinomas de préstata. Por
consiguiente, los inventores creen que los anticuerpos y procedimientos de la invencion
pueden usarse en relacion con el cancer, y la enfermedad metastasica, asociados con
cualquier forma de céncer primario.

Los “anticuerpos de la invencion”, como se menciona en la presente divulgacion,
pueden ser cualquier anticuerpo monoclonal que tenga especificidad por un epitope dentro de
la secuencia KPGAKKDTKDSRPKL (Secuencia ID N°: 2) de AGR2. El anticuerpo producido
por el hibridoma PZ7A10F10 representa un ejemplo particularmente preferido de un anticuerpo
de la invencion. PZ7A10F10 se depositd a tenor del Tratado de Budapest en la Coleccion
Europea de Cultivos Celulares (ECACC), en Porton Down, Salisbury, el 22 de agosto de 20086,
y se le dio el Numero de Registro 06082201. El anticuerpo monoclonal producido por este
hibridoma, para los fines de la presente divulgacién, puede denominarse “anti-
AGR2/PZ7A10F10”. Anti-AGR2/PZ7A10F10, o fragmentos de unién a antigeno del mismo,
representa un anticuerpo preferido, o fragmentos de unién a antigeno preferidos, para su uso
en todos los aspectos y realizaciones de la invencién. AGR2/PZ7A10F10 es una IgG,
anticuerpo de cadena ligera x.

Como se usa en la presente divulgacion, debe considerarse que el término anticuerpo
de la invencion, a menos que el contexto exija otra cosa, comprende fragmentos de unioén a
antigeno de anticuerpos de la invencion, asi como derivados de union a antigeno de dichos
anticuerpos o fragmentos de anticuerpo.

Cualquier fragmento de unién a antigeno adecuado de los anticuerpos de la invencion
puede prepararse de acuerdo con técnicas conocidas por los expertos en la materia. Los
fragmentos de unién a antigeno funcionales mas pequenos de los anticuerpos de la invencion
pueden comprender las regiones variables de las cadenas pesada (VH) o ligera (VL) de dichos
anticuerpos. Estos fragmentos pueden tener un peso molecular de aproximadamente 13 kDa,
o0 menos de un décimo el tamano tipico de un anticuerpo completo.

Pueden expresarse bien fragmentos de unién a antigeno de este tipo en sistemas de
células bacterianas, de levadura y de mamifero. Dichos fragmentos también pueden ser
resistentes a otras condiciones perjudiciales en otros casos, tales como liofilizacion o
desnaturalizacion térmica.
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Los anticuerpos de la invencidbn pueden tener dominios tanto Variables como
Constantes. Se apreciara que también se incluyen en la presente invencion fragmentos de
unién a antigeno (por ejemplo, anticuerpos scFV) que comprenden esencialmente la region
Variable de un anticuerpo sin ninguna region Constante.

Los anticuerpos de la invencion pueden “humanizarse” usando técnicas que seran bien
conocidas para los expertos en la materia. La humanizacién puede conseguirse al menos
parcialmente obteniendo por ingenieria genética anticuerpos que usan secuencias de la region
V procedentes de mAb no humanos (por ejemplo, de roedor) y secuencias de regién C (e
idealmente FR de regién V) de anticuerpos humanos. Los mAb “obtenidos por ingenieria
genética” resultantes son menos inmunogénicos en seres humanos que los mAb de roedor a
partir de los cuales se obtuvieron y de esta forma estan mas adecuados para el uso clinico, y
por lo tanto son mas susceptibles de uso en ensayos in vivo.

La humanizacién adicional de anticuerpos puede implicar el injerto de CDR o
remodelacién de anticuerpos. Dichos anticuerpos se producen trasplantando las CDR de
cadena pesada y ligera de un mAb de roedor (que forma el sitio de unién a antigeno del
anticuerpo) en las regiones flanqueantes correspondientes de un anticuerpo humano.

Se apreciara que, al menos en alguna medida, la mayor sensibilidad de los anticuerpos
monoclonales de la invencidn surge como resultado de la especificidad de su union a AGR2.
Por consiguiente, puede preferirse que los anticuerpos monoclonales de la invencion se unan
especificamente a AGR2, pero no a proteinas similares o relacionadas. Puede preferirse
particularmente que un anticuerpo monoclonal de la invencién sea uno que no se une a la
proteina 3 de gradiente anterior (AGR3). De hecho, esta caracteristica es tan ventajosa que la
invencion también proporciona un anticuerpo monoclonal que tiene especificidad por AGR2,
mientras que no tiene especificidad por AGR3.

Los anticuerpos de la invencion son particularmente adecuados para su uso en
aplicaciones de diagnéstico y/o pronédstico. Por consiguiente, en un tercer aspecto, la invencion
proporciona un procedimiento para diagnosticar cancer, y particularmente enfermedad
metastasica, usando un anticuerpo de la invencion. En un cuarto aspecto, la invencién
proporciona un procedimiento para evaluar la probabilidad de desarrollar cancer, y
particularmente enfermedad metastasica, usando un anticuerpo de la invencion. Para los fines
de la presente divulgacién, debe considerarse que un “procedimiento de la invencion” incluye
cualquier uso de diagndstico o prondstico de los anticuerpos de la invencion. A menos que el
contexto requiera otra cosa, cualquier procedimiento de la invencién puede ponerse en practica
usando cualquier anticuerpo de la invencion.

El uso de diagnostico de los anticuerpos de la invencion es particularmente beneficioso
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ya que la sensibilidad de diagnéstico de los ensayos que usan los anticuerpos de la invencion
es mucho mayor que la que se podria conseguir usando procedimientos de la técnica anterior.
Aunque sin desear quedar ligado a ninguna hipétesis, los inventores creen que esta mayor
sensibilidad de los ensayos de diagnéstico puede proceder de la mayor sensibilidad de los
anticuerpos de la invencién.

Los inventores han descubierto que los anticuerpos de la invencién pueden usarse en
ensayos de prondstico o diagnédstico en los que se evalla la capacidad de los anticuerpos de la
invencién de unirse a células tumorales presentes en una muestra de un paciente. Los
inventores han descubierto que cualquier union de anticuerpos de la invencién a células
tumorales presentes en una muestra de un paciente puede considerarse indicativa, desde el
punto de vista del pronéstico o diagnéstico, de enfermedad metastasica. En particular, la unién
de anticuerpos de la invencién a aproximadamente un 1% o0 mas de las células tumorales
presentes en una muestra de un paciente es altamente predictiva y/o diagnéstica de la
enfermedad metastasica.

Por consiguiente, un ensayo de acuerdo con el tercer o cuarto aspectos de la invencion
puede comprender poner en contacto una muestra de un paciente con un anticuerpo
monoclonal, o un fragmento de unién a antigeno del mismo, de acuerdo con la invencion; y
ensayar la union del anticuerpo a la muestra del paciente, en el que la unién del anticuerpo a la
muestra del paciente es diagndstica y/o predictiva de cancer, y particularmente de enfermedad
metastésica, en el paciente. Preferentemente, la muestra del paciente puede ser una muestra
que contiene células tumorales. En este caso, puede evaluarse la unién del anticuerpo de la
invencion (o un fragmento de unién a antigeno del mismo) a las células tumorales. En caso de
que el anticuerpo de la invencion se una a células tumorales presentes en la muestra del
paciente, esto sirve particularmente como diagnoéstico y/o prondéstico de enfermedad
metastasica en el paciente.

Puede hacerse una evaluacion en cuanto a la proporcion de células tumorales en una
muestra del paciente a las que se une un anticuerpo de la invencion (o fragmento de unién a
antigeno del mismo). Por ejemplo, puede indicarse un resultado de pronéstico y/o diagndstico
indicativo de enfermedad metastésica en el paciente por union del anticuerpo (o fragmento de
union a antigeno del mismo) al 1% o mas de las células tumorales presentes en la muestra del
paciente.

Las mayores incidencias de unién de los anticuerpos de la invencion a células
tumorales en una muestra de un paciente estan asociadas con una reduccién en la esperanza
de vida del paciente del que se obtuvo la muestra. En caso de que un anticuerpo de la
invencion se una a aproximadamente un 5% o mas de las células tumorales en la muestra de
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un paciente, esto puede indicar que el paciente se beneficiaria de una rapida intervencién para
intentar tratar el cancer y la posible metastasis. Los ensayos de este tipo también pueden
usarse para determinar regimenes terapéuticos adecuados para el tratamiento de canceres,
representando los que tienen una union relativamente alta de los anticuerpos de la invencion (a
aproximadamente un 5% o mas de las células tumorales presentes en una muestra de un
paciente) candidatos adecuados para el tratamiento con regimenes que pueden ser
relativamente severos si dichos regimenes proporcionaran rapidamente efectos beneficiosos.

Los ensayos de diagnéstico de la invencién pueden usarse de forma beneficiosa para
identificar individuos que padecen céancer, y particularmente enfermedad metastasica. Los
ensayos de diagndstico de acuerdo con el tercer aspecto de la invencién pueden comprender
poner en contacto una muestra de un paciente con un anticuerpo de la invencion, y ensayar la
union del anticuerpo a la muestra del paciente, en los que la unién del anticuerpo a la muestra
del paciente es predictiva de cancer, y en particular de enfermedad metastésica, en el
paciente. La unién del anticuerpo a la muestra del paciente puede ensayarse por cualquier
técnica relevante conocida por los expertos en la materia, y puede seleccionarse una técnica
adecuada por la persona experta con referencia a la naturaleza de cualquier resto indicador
que pueda unirse al anticuerpo marcado. Los restos indicadores adecuados que pueden
usarse como marcadores unidos a los anticuerpos de la invencién se consideran en otras
partes de la memoria descriptiva.

Se apreciara que la mayor sensibilidad de los ensayos de diagndstico desvelados en el
presente documento tiene varias ventajas. La mas importante de estas ventajas es que los
ensayos de diagnostico de la invencién pueden permitir al usuario mas confianza en el
resultado de diagnéstico que en los resultados proporcionados por los ensayos de la técnica
anterior. La mayor sensibilidad de los ensayos de la invencién permite la deteccion de AGR2
en muestras de pacientes a menores niveles que los necesarios previamente. Esto permite un
diagnéstico de cancer mas temprano, y particularmente de enfermedad metastésica, que el
que se podia conseguir usando los procedimientos de la técnica anterior, y por lo tanto permite
que el tratamiento empiece antes después del inicio de la enfermedad. Empezar el tratamiento
antes es importante para conseguir una eficacia terapéutica maxima, y de esta forma para
aumentar la probabilidad de supervivencia de los pacientes.

La deteccion de diagnostico de AGR2 usando los ensayos de la invencién también
permite la seleccion de regimenes terapéuticos apropiados para el tratamiento del cancer, y
particularmente de la enfermedad metastasica, que padece el paciente. En particular, los
descubrimientos de los inventores sugieren que los pacientes en los que el cancer
(particularmente la enfermedad metastasica) produce expresion de AGR2 pueden tener una
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supervivencia significativamente mas corta que pacientes equivalentes que no expresan
AGR2. Este efecto parece particularmente perceptible en el caso de pacientes tratados con
tamoxifeno positivos para receptores de estrégenos (ER"). Este descubrimiento indica que la
expresion de AGR2, que puede determinarse con mayor certeza y sensibilidad usando los
ensayos de la invencion, es indicativa de una forma de enfermedad metastdsica que
aparentemente es menos severa y se caracteriza por ER" que no responden bien a la terapia
hormonal. Por consiguiente, el diagnéstico usando los ensayos de la invencion puede llevar a
un médico con responsabilidad a que el paciente diagnosticado evite la terapia hormonal, y en
su lugar elija terapias alternativas que probablemente tendran resultados mas beneficiosos.

Finalmente, la mayor sensibilidad conferida por los ensayos de la invencion significa
que un descubrimiento de que no se estd expresando AGR2 puede aceptarse con mayor
seguridad como prueba de la ausencia de enfermedad metastasica. De esta manera, los
pacientes que reciben un diagndstico de que no esta presente la enfermedad metastésica (o
ya no esta presente después de una intervencion terapéutica satisfactoria) pueden tener mayor
seguridad de que este descubrimiento efectivamente es correcto.

Ademas de los usos de diagnéstico presentados anteriormente, los anticuerpos
monoclonales de la invencién también son susceptibles de usarse en ensayos de prondstico
que pueden usarse para evaluar el riesgo de un paciente de tener resultados clinicos adversos
debido al desarrollo de cancer, y particularmente de cancer metastasico. Un estudio de Innes y
col. (2006) indica que los pacientes ER™ que presentan expresién de AGR2 tienden a tener una
supervivencia reducida en comparacion con pacientes similares en los que estd ausente
AGR2. Dicho estudio desvela un anticuerpo policlonal especifico para AGR2 y no para AGRS.

En particular, los anticuerpos monoclonales de la invencién pueden usarse en ensayos
de prondstico que proporcionan una indicacion en cuanto a como un paciente con cancer, y
particularmente con cancer metastasico, respondera al tratamiento de la enfermedad. Los
ensayos de pronédstico de acuerdo con el cuarto aspecto de la invencién pueden comprender
poner en contacto una muestra de un paciente con un anticuerpo de la invencion y ensayar la
union del anticuerpo a la muestra del paciente, en los que la unién del anticuerpo a la muestra
del paciente indica que el paciente tiene poca probabilidad de responder favorablemente al
tratamiento de la enfermedad metastasica. Dichos pacientes pueden beneficiarse del
tratamiento usando regimenes terapéuticos rigurosos. Los detalles de regimenes de
tratamiento rigurosos adecuados que pueden usarse para tratar el cancer metastasico pueden
determinarse con referencia a los tejidos u érganos especificos afectados por la enfermedad
metastésica. Los criterios apropiados para la seleccion de regimenes adecuados seran
evidentes para un experto en la materia y, por ejemplo, pueden seleccionarse por un médico
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responsable del paciente.

Los inventores creen que los ensayos de la invencidn pueden usarse para realizar
pronosticos ya que puede producirse una expresion detectable de AGR2 antes del desarrollo
de un cancer clinicamente detectable, y particularmente de una enfermedad metastasica.
Ademas, los inventores creen que la expresidon de AGR2 por metéstasis podria afectar al
comportamiento o desarrollo de la metéstasis. Ademdas, AGR2 puede ser detectable en
muestras de pacientes antes del desarrollo de cancer clinicamente reconocible, vy
particularmente de enfermedad metastasica. De esta manera, los ensayos de prondstico de la
invencidén pueden permitir la identificacién de la presencia de AGR2 vy, por lo tanto, de que un
paciente tenga mayor probabilidad de tener una menor supervivencia como resultado del
cancer o enfermedad metastasica. El reconocimiento de la mayor probabilidad de un paciente
de tener una menor supervivencia debido a una enfermedad metastasica puede permitir la
intervencion profilactica (para prevenir el desarrollo adicional de la enfermedad) y/o una mayor
supervision del desarrollo de la enfermedad metastésica para permitir que el tratamiento se
inicie pronto después del inicio de la enfermedad.

Los anticuerpos monoclonales de acuerdo con la presente invencion pueden usarse en
ensayos de prondstico o ensayos de diagndstico como se describe en otras partes en la
memoria descriptiva. Los inventores creen que los ensayos que usan los anticuerpos
monoclonales de la invencién pueden usarse, en particular, en la evaluacion de diagnostico o
pronostico de canceres seleccionados del grupo que consiste en: cancer de préstata; cancer
de ovario; y cancer pancreético. Puede preferirse que las evaluaciones de estos canceres
seleccionados se realicen usando ensayos de la invencién, como se describe en otras partes
en la memoria descriptiva.

Los inventores han descubierto que, sorprendentemente, los anticuerpos monoclonales
de la invencion también pueden usarse en el pronostico o diagndéstico de enfermedades
distintas de cancer. En particular, los inventores creen que los anticuerpos monoclonales de la
invencion pueden usarse para la evaluacion de prondstico o diagnéstico de enfermedades
inflamatorias. La artritis reumatoide representa un ejemplo particularmente preferido de dicha
enfermedad inflamatoria que puede evaluarse desde el punto de vista del prondstico o
diagnostico usando anticuerpos monoclonales de acuerdo con la presente invencion.

Un ensayo de prondstico o diagnéstico para una enfermedad inflamatoria puede
comprender obtener una muestra de un paciente; poner en contacto la muestra del paciente
con un anticuerpo monoclonal, o un fragmento de unién a antigeno del mismo, que se une
especificamente a un epitope dentro de la secuencia KPGAKKDTKDSRPKL (Secuencia ID N¢:
2); y ensayar la unién del anticuerpo a la muestra del paciente, en el que la unién del
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anticuerpo a la muestra del paciente es predictiva o diagnéstica de una enfermedad
inflamatoria en el paciente.

En los ensayos de prondstico o diagnéstico de la invencién (ya sea en relacion con
cancer y enfermedad metastasica o con enfermedades inflamatorias) puede usarse cualquier
muestra del paciente que pueda contener proteina AGR2. Estas pueden incluir muestras
esencialmente acelulares, tales como orina, liquido cefalorraquideo o linfa, en las que puede
haberse desprendido AGR2. Preferentemente, una muestra adecuada puede ser una muestra
que comprende células capaces de expresar AGR2. Los ejemplos de dichas muestras incluyen
muestras de sangre o muestras (tales como muestras de biopsia) tomadas de otros tejidos.
Los inventores han descubierto que pueden tener un uso particular en los ensayos de
prondstico o diagnostico de la invencion muestras histolégicas o muestras de criotomia.

Los anticuerpos y ensayos de la invencidén pueden usarse para prondstico o diagnéstico
en relacién con muchas formas de céncer. Las formas particulares de cancer que pueden
investigarse ventajosamente usando los anticuerpos o ensayos de la invencion incluyen cancer
metastésico; cancer de prostata; cdncer de ovario; y cancer pancredtico; cancer de mama,;
cancer de estébmago; cancer esofagico; y cancer de colon. Se apreciard que el uso de
diagnostico de los anticuerpos y ensayos de la invencidn puede ser particularmente util en el
caso de canceres que pueden ser dificiles de diagnosticar de otra manera, incluyendo
canceres en sitios corporales “interiores” (es decir, no palpables desde el exterior del cuerpo),
tales como cancer pancredtico o cancer de ovario; canceres que de otra manera pueden
permanecer “sin sintomas” durante periodos prolongados, tales como cancer de estomago; o
canceres en los que AGR2 parece expresarse en gran medida; tales como canceres de colon.

En general, se preferiria que los ensayos de la invencién, ya sean de prondstico o
diagnéstico, se usen en relacion con muestras de pacientes humanos.

Los ensayos de la invencion pueden utilizar cualquier medio adecuado para detectar la
unién de un anticuerpo a su antigeno, conocido por los expertos en la materia. Los
procedimientos adecuados pueden seleccionarse con referencia a la naturaleza de cualquier
resto indicador usado para marcar los anticuerpos de la invencion. Las técnicas adecuadas
incluyen, pero sin limitacién, citometria de flujo (tal como citometria de flujo activada por
fluorescencia — FACS) y ensayos inmunoabsorbentes ligados a enzimas (ELISA), y ensayos
que utilizan nanoparticulas. Se prefiere particularmente que un ensayo de la invencién sea uno
que implica inmunocitoquimica en la que se exponen células tumorales a un anticuerpo de la
invencién, y se evalla el nivel de marcaje celular. El mayor marcaje celular generalmente sera
indicativo de un mal resultado clinico. Pueden realizarse andlisis estadisticos adecuados de los
resultados de dichos ensayos de acuerdo con los ensayos indicados en el Ejemplo 2 de la
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seccidn de Resultados Experimentales.

La invencién también proporciona, en un quinto aspecto, un hibridoma capaz de
producir un anticuerpo, o un fragmento de uni6on a antigeno del mismo, que se une
especificamente a un epitope dentro de la secuencia KPGAKKDTKDSRPKL (Secuencia ID N¢:
2) de AGR2.

Un “hibridoma de la invencion” puede ser cualquier hibridoma producido de acuerdo con
los procedimientos de la invencidén. Preferentemente, un hibridoma de la invencién sera un
hibridoma capaz de producir un anticuerpo monoclonal de la invencion. El hibridoma
depositado como PZ7A10F10 con el Numero de registro 06082201 representa un ejemplo
particularmente preferido de un hibridoma de la invencién.

Un hibridoma que produce el anticuerpo monoclonal de la invencién puede prepararse
por aplicacion de un procedimiento de inmunizacion rutinario usando el fragmento peptidico
KPGAKKDTKDSRPKL (Secuencia ID N¢: 2) de AGR2 como antigeno de sensibilizacion,
seguido de un procedimiento de fusion celular usando una técnica de fusién celular rutinaria, y
un procedimiento de clonacién usando una técnica de clonacién rutinaria.

En un ejemplo adecuado, el animal a inmunizar puede ser un animal no humano tal
como un ratén, rata, conejo, cobaya, cerdo, oveja, cabra o pollo. Preferentemente, el animal a
inmunizar es un raton o rata y mas preferentemente un ratén. El hecho de que las células de
mieloma usadas como células homodlogas para una fusion celular generalmente procedan de
raton, puede hacer que sea particularmente preferible inmunizar ratones cuando se selecciona
la fuente de células productoras de anticuerpo. El fragmento peptidico KPGAKKDTKDSRPKL
(Secuencia ID N¢: 2), que corresponde a los restos aminoacidicos 26 a 40 de AGR2 de
longitud completa, se usa como antigeno de sensibilizacion. Este antigeno puede
administrarse por cualquier via adecuada (por ejemplo, por via intraperitoneal, subcutanea o en
la almohadilla plantar) para generar una respuesta inmune en el animal inmunizado.
Preferentemente, el antigeno de inmunizacion puede administrarse por inyeccion subcutanea.

El experto de la materia apreciara que pueden generarse anticuerpos de la invencién
usando fragmentos de AGR2 que comprenden la secuencia ID N2 2 (incluyendo AGR2 de
longitud completa) como inmunégeno, seguido de la seleccion de hibridomas que producen un
anticuerpo que se une a un epitope KPGAKKDTKDSRPKL (Secuencia ID N: 2).

Pueden generarse anticuerpos de la invencién usando AGR2 de especies distintas de
seres humanos (0 secuencias correspondientes de proteinas equivalentes de especies
distintas de seres humanos) siempre que se produzcan anticuerpos que tienen la especificidad
de unién requerida.

La inmunizacion para producir anticuerpos de la invencion puede realizarse usando
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cualquier procedimiento adecuado conocido para un experto en la materia. Por ejemplo, un
procedimiento adecuado puede comprender administrar una dosis adecuada de
KPGAKKDTKDSRPKL (Secuencia ID N¢: 2) diluida y suspendida en un vehiculo tal como
solucién salina tamponada con fosfato, solucién salina fisiolégica o similar, a animales
receptores en una base semanal durante uno a tres meses.

Una vez que se ha completado un régimen de inmunizacion adecuado, pueden
recogerse células de bazo, linfocitos, células de sangre periférica u otras células productoras
de anticuerpo de los animales inmunizados. En general, preferentemente pueden usarse
células del bazo, extirpado después de la ultima administracion del antigeno de sensibilizacion,
como células productoras de anticuerpo. En cualquier caso, las células productoras de
anticuerpo recogidas después pueden someterse a fusidén celular con cepas particulares de
células de mieloma, una linea de células tumorales, para preparar células de hibridoma.

Una serie de lineas celulares de mieloma adecuadas que pueden usarse en la
produccion de células de hibridoma sera bien conocida para el experto en la materia. Por
ejemplo, son adecuadas para su uso para producir hibridomas de acuerdo con la presente
invencidn lineas celulares tales como células P3-NSI/1-Ag4-1 (abreviado, células NS-1) (Kéhler
y col., Eur. J. Immunol., 6: 511 (1976)), células SP2/0-Ag14 (abreviado, células SP2)
(Schulman vy col., Nature, 276: 269 (1978)) y células FO (deSaint Groth y col., J. Immunol.
Meth., 35: 1 (1980)). Puede preferirse usar células SP2. Para facilitar la recuperacion del
anticuerpo de interés de un sobrenadante producido por cultivo de hibridomas, puede
preferirse utilizar una linea celular de mieloma que no secrete la inmunoglobulina intrinseca en
células de mieloma. Por ejemplo, puede preferirse usar células NS-1 como células de mieloma
para la fusion celular.

Los procedimientos por medio de los cuales una célula productora de anticuerpo y una
célula de mieloma pueden fusionarse ahora son, en realidad, procedimientos rutinarios para los
expertos en la materia. Simplemente a modo de ejemplo, la fusion celular puede conseguirse
de acuerdo con el protocolo usado por Kéhler y Milstein (Kéhler y col., 1975, Nature, 256; 495).

El procedimiento de fusion celular puede realizarse en un medio nutriente habitual en
presencia de un promotor de fusién. El promotor de fusién adecuado que puede usarse para
producir hibridomas de acuerdo con la presente invencién incluye polietilenglicol (PEG) o virus
Sendai. El PEG adecuado puede tener un peso molecular medio comprendido entre 1.000 y
6.000. La fusion celular se realiza usando células productoras de anticuerpo y células de
mieloma mezcladas en una relacién predeterminada. Las relaciones adecuadas pueden variar
de aproximadamente 1:1 a aproximadamente 10:1. RPMI 1640 puede usarse como medio de
cultivo en el que puede tener lugar la fusiéon celular, ya que este medio favorece el crecimiento
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de las células de mieloma.

Para realizar la fusién celular, los dos tipos de células (células productoras de
anticuerpo y mielomas) pueden mezclarse en RPMI 1640 y mantenerse en condiciones de
cultivo celular normales. Después puede afnadirse una solucion de polietilenglicol en una
concentracién del 30 al 60% (p/v) para iniciar la fusion celular. Finalmente, una vez que se ha
producido la fusién celular, puede anadirse un volumen adicional de un medio adecuado y el
hibridoma producido recuperarse por centrifugacion para retirar el sobrenadante.

El hibridoma recuperado puede seleccionarse por cultivo en un medio de seleccion
normal, tal como medio HAT, que contiene hipoxantina (H), aminopterina (A) y timidina (T). El
cultivo en medio HAT puede continuarse durante un periodo comprendido entre varios dias y
unas pocas semanas hasta que se hayan destruido las células distintas del hibridoma
requerido.

Cuando se confirma la presencia de colonias del hibridoma, el sobrenadante de cultivo
puede explorarse con respecto a la presencia del anticuerpo monoclonal. Una exploracion
adecuada del anticuerpo en el sobrenadante de cultivo puede realizarse, por ejemplo,
ensayando la actividad de anticuerpo en el sobrenadante de cultivo por una técnica ELISA
usando células inmovilizadas como antigeno (Ando Tamie y col., Introduction to Monoclonal
Antibody Experiment Protocols, K dansha Scientific (1993), p. 126). Se apreciard que las
células adecuadas para usarse en dicha técnica deben ser las que expresan AGR2, tales como
células de cancer metastasico. Una vez que se ha confirmado la presencia del hibridoma y el
anticuerpo monoclonal deseado, el hibridoma puede clonarse para una propagacion adicional
usando técnicas bien conocidas (por ejemplo, clonacién de anillo o clonacién por dilucién
limitante).

Siguiendo los métodos expuestos anteriormente se permite la produccion, aislamiento y
clonacién de un hibridoma que produce el anticuerpo monoclonal de la invencion. Los expertos
en la materia conocen bien técnicas adecuadas para el mantenimiento de hibridomas. Por
ejemplo, los hibridomas pueden cultivarse y subcultivarse usando medios de cultivo celular
conocidos, tales como RPMI 1640 o medio esencial modificado de Dulbecco (DMEM). Las
muestras de hibridomas producidos de la manera descrita anteriormente y que producen el
anticuerpo monoclonal de la invencion pueden conservarse en nitrégeno liquido antes de
descongelarse para su uso futuro.

Los hibridomas de la invencién son adecuados para el cultivo a gran escala, para
facilitar la produccion de grandes cantidades de los anticuerpos de la invencion. Los
hibridomas de la invencion pueden cultivarse, por ejemplo, en suero bovino fetal (FCS) al 15%-
RPMI 1640, y pueden prepararse anticuerpos monoclonales de la invenciéon a partir del
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sobrenadante de cultivo.

Como alternativa, pueden inyectarse hibridomas de la invencion por via intraperitoneal
en ratones experimentales, para formar tumores asciticos. Después pueden prepararse los
anticuerpos monoclonales de la invencion a partir del liquido ascitico.

Los anticuerpos monoclonales de la invencién, como se hayan preparado, pueden
purificarse usando técnicas de purificacion de anticuerpos bien conocidas. Los ejemplos
adecuados de tecnologias de purificacion de anticuerpos que pueden usarse para purificar
anticuerpos de la invencion comprenden precipitacién (desplazamiento salino) con sulfato
amoénico o similares, cromatografia de intercambio i6nico usando un derivado de dietilamino-
éster (DEAR), un derivado de carboximetilo (CM) o similares, cromatografia de hidroxiapatita,
cromatografia de exclusion molecular y cromatografia de afinidad usando proteina A o proteina
G, entre otros, incluyendo unién al antigeno contra el que se ha inducido el anticuerpo. Se
apreciara que pueden utilizarse combinaciones de las técnicas sugeridas anteriormente en la
purificacién del anticuerpo monoclonal.

La invencion también proporciona un procedimiento para la preparacion de un
anticuerpo monoclonal de la invencién, comprendiendo el procedimiento inmunizar a un animal
con el péptido KPGAKKDTKDSRPKL (Secuencia ID N°: 2) y después seleccionar y aislar el
anticuerpo.

La invencion también proporciona un procedimiento para la preparacion de un
hibridoma que produce un anticuerpo de la invencién, comprendiendo el procedimiento
inmunizar a un animal con el péptido KPGAKKDTKDSRPKL (Secuencia ID N¢: 2), obtener una
célula productora anticuerpos a partir del animal inmunizado; y fusionar la célula productora de
anticuerpos con una célula de mieloma.

El experto en la materia apreciara facilimente que los anticuerpos monoclonales de la
invencion pueden usarse para generar fragmentos de anticuerpo de unién a antigeno. Estos
pueden generarse por manipulacion de los anticuerpos monoclonales existentes, o usando los
anticuerpos monoclonales como molde para la produccion de fragmentos adecuados. Los
mecanismos por los que pueden producirse dichos fragmentos seran bien conocidos para los
expertos en la materia.

Meramente a modo de ejemplo, pueden obtenerse Fab, F(ab’), y otros fragmentos
inmunorreactivos por digestion del anticuerpo monoclonal de la invencion con una enzima
proteolitica que no descompone el sitio de unién a antigeno (Fab) tal como papaina, pepsina o
similares. Los fragmentos de uniéon a antigeno generados de esta manera después pueden
aislarse y purificarse usando técnicas rutinarias. Los fragmentos de uniéon a antigeno que
tienen la especificidad de anticuerpos monoclonales de la invencién pueden usarse de la



10

15

20

25

30

35

ES 2351801 T3

14

misma manera que los propios anticuerpos monoclonales.

Los anticuerpos monoclonales, o fragmentos de unién a antigeno, de acuerdo con la
invencién pueden usarse en varios ensayos (incluyendo, pero sin limitacién, los ensayos de
diagnostico y pronéstico de la invencién) en los que puede ser beneficioso poder obtener
informacion en cuanto a la localizaciéon o unién del anticuerpo o fragmento. En estos casos,
puede preferirse que el anticuerpo, o fragmento de unién a antigeno, se marque usando un
resto indicador. Dichos restos indicadores pueden unirse directa o indirectamente a un
anticuerpo de la invencion.

Los restos indicadores adecuados serdn bien conocidos para los expertos en la
materia, asi como los procedimientos por medio de los cuales pueden unirse a los anticuerpos
de la invencion. Un resto indicador adecuado puede seleccionarse del grupo que consiste en
un resto fluorescente; un resto luminiscente; un resto bioluminiscente; un material radiactivo;
un grupo prostético, un resto colorimétrico; una nanoparticula que tiene propiedades
detectables adecuadas, y un resto cromogénico.

Meramente a modo de ejemplo, y sin limitacidn, pueden seleccionarse restos
fluorescentes adecuados del grupo que consiste en: isotiocianato de fluoresceina (FITC);
rodamina (TRITC); ficoeritrina; aloficocianina; cumarina (AMCA); rojo Texas; y cianina (Cys,
Cy3 o Cy5). Otros restos fluorescentes adecuados que pueden usarse para marcar
anticuerpos de la invencidn seran facilmente evidentes para el experto en la materia.

Puede conseguirse un marcaje adecuado de anticuerpos de la invenciéon con FITC
usando el siguiente protocolo. El anticuerpo de la invencién se prepara como una solucién de 2
mg/ml en carbonato sédico 0,1 M (pH 9,0). Se disuelve FITC en DMSO a 1 mg/ml y se anhade
lentamente a la solucién de anticuerpo (a una concentracion de aproximadamente 50 ug de
FITC por ml de anticuerpo). La mezcla de anticuerpo y FITC se incuba en la oscuridad durante
8 horas a 4 grados. Después de finalizar esta primera incubacién, se afade NH4Cl 50 mM y la
mezcla resultante se incuba durante 2 horas a 4 grados. Finalmente, se afnaden xileno cilanol y
glicerol al 0,1% y 5% respectivamente. El anticuerpo marcado de la invencién después puede
separarse por exclusion molecular.

A objeto de la presente divulgacion, pueden tomarse restos luminiscentes vy
bioluminiscentes para incluir tanto restos que tienen propiedades luminiscentes por si mismos
como restos capaces de producir productos luminiscentes. El luminol representa un ejemplo
adecuado de un resto luminiscente que puede usarse para marcar anticuerpos de la invencion.
La luciferasa proporciona un ejemplo de un resto bioluminiscente (en este caso, un resto capaz
de generar un producto luminiscente) que puede usarse para marcar anticuerpos de la

invencion.
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Los materiales radiactivos adecuados que pueden usarse para marcar anticuerpos de
la invencién seran evidentes para el experto en la materia. Meramente a modo de ejemplo
ilustrativo, los materiales radiactivos adecuados pueden incluir radiois6topos seleccionados del
grupo que consiste en: ?°I; *'; S; 3H; C; *P; *"TC y "In.

Un anticuerpo de la invencién puede marcarse usando grupos prostéticos que se unen
entre si con alta especificidad. Un ejemplo de dicho grupo prostético adecuado que es bien
conocido para los expertos en la materia es la biotina. Un anticuerpo de la invencién puede
marcarse con biotina, y el anticuerpo biotinilado puede exponerse a un compafero de unidén
especifico para la biotina (por ejemplo, avidina o estreptavidina). EI comparero de unién puede
llevar un marcador separado, tal como un marcador fluorescente.

Los restos colorimétricos que pueden usarse para marcar anticuerpos de la invencion
incluyen, pero sin limitacion: oro coloidal; y perlas coloreadas de vidrio o plastico (por ejemplo,
poliestireno, polipropileno, latex o similares).

Los ejemplos de restos cromogénicos que pueden usarse para marcar anticuerpos de
la invencién incluyen enzimas cromogénicas tales como: peroxidasa de rabano picante y
fosfatasa alcalina. Se conocen bien diversos sustratos que pueden usarse para generar
productos detectables representativos de actividad de estas enzimas y de hecho estan
disponibles en el mercado a partir de muchos proveedores de reactivos de laboratorio.

Ademas del marcaje directo de anticuerpos de la invencién, en el que restos
indicadores pueden unirse directamente al anticuerpo o fragmento de unién a antigeno, los
anticuerpos de la invencién también pueden marcarse usando técnicas de marcaje indirecto.
Los procedimientos por medio de los cuales pueden marcarse indirectamente anticuerpos,
tales como los anticuerpos de la invencidn, son bien conocidos para los expertos habituales en
la materia.

Una manera adecuada por medio de la cual los anticuerpos de la invencion pueden
marcarse indirectamente es por medio de una estrategia de “anticuerpo primario”/”anticuerpo
secundario”. En resumen, en dicha estrategia el anticuerpo no marcado de la invencién se usa
como un “anticuerpo primario” capaz de unirse a AGR2 en una muestra (por ejemplo, una
muestra de un paciente). Después se usa un “anticuerpo secundario” marcado (elegido para
que reaccione Unicamente con el anticuerpo de la invencién, y no con otros materiales de la
muestra) para que se una al anticuerpo primario. De esta manera, el anticuerpo no marcado de
la invencidn se une eficazmente al marcador unido al anticuerpo secundario.

El marcaje de anticuerpos de la invencion (directa o indirectamente) permite la
deteccidén de esos anticuerpos. Tipicamente, las moléculas no unidas que llevan el marcador
elegido (tales como anticuerpos marcados directamente o anticuerpos secundarios no unidos)
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se retiraran de la muestra de forma que sustancialmente el Unico marcador que quede esté
asociado con los anticuerpos unidos de la invencién.

Después se realiza la deteccion del marcador para representar la deteccion de los
anticuerpos unidos de la invencion. El medio por el cual se detectard el marcador dependera
de la naturaleza del marcador seleccionado. Por ejemplo, un marcador fluorescente se
detectara iluminando la muestra (que contiene el anticuerpo unido de la invencién) con luz a la
longitud de onda de excitacion del marcador fluorescente, y detectando la presencia de luz a la
longitud de onda de emision del fluoréforo seleccionado.

Un anticuerpo marcado con una enzima cromogénica puede detectarse incubando la
muestra (que contiene el anticuerpo unido de la invencién) con un sustrato cromogénico de la
enzima seleccionada y detectando la presencia del producto coloreado producido como
resultado de la accion de la enzima sobre el sustrato.

Las maneras en las que pueden detectarse los anticuerpos de la invencion que se han
marcado usando restos indicadores alternativos seran bien conocidas para los expertos en la
materia.

En otras realizaciones, la invencién también proporciona kits para uso en ensayos de
diagndstico o pronostico de la invencién, comprendiendo los kits un anticuerpo monoclonal, o
fragmento de union a antigeno del mismo, de la invencion. Se apreciara que dichos Kits
pueden usarse en el prondstico o diagndstico de una o mas enfermedades seleccionadas del
grupo que consiste en: cancer; (y particularmente cancer metastésico; cancer de prostata;
cancer de ovario; cancer pancredtico; cancer de mama; cancer de estdmago; cancer
esofagico; o cancer de colon); una enfermedad inflamatoria en general; y artritis reumatoide en
particular. Los kits de acuerdo con la presente invencion también pueden incluir componentes
adicionales. Dichos componentes pueden incluir, por ejemplo, al menos un articulo
seleccionado del grupo que consiste en: materiales de instruccion (en cualquier forma,
incluyendo materiales impresos o legibles en ordenador); reactivos para uso en la deteccion de
unién de anticuerpos (incluyendo reactivos, tales como anticuerpos secundarios marcados, que
pueden usarse en la visualizacién de anticuerpos unidos de la invencién); reactivos para uso
en la incubacién de anticuerpos (tales como soluciones que pueden usarse para la dilucion de
anticuerpos primarios o secundarios, o reactivos para uso en protocolos de marcaje
cromogénico); y agentes para la visualizacion de nucleos celulares. Los anticuerpos
secundarios marcados preferidos incluyen anticuerpos marcados con fluorescencia y
anticuerpos marcados con un agente cromogénico. El anticuerpo de la invencién puede
proporcionarse como uno de un panel de reactivos (tales como anticuerpos adecuados
distintos de los de la invencién) que tienen utilidad de prondstico o diagnéstico para incluirse en
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un kit de acuerdo con la invencién.

La invenciéon también proporciona un sustrato sélido al que se une un anticuerpo
monoclonal, o fragmento de unién a antigeno, de la invencion. El sustrato puede comprender,
por ejemplo, una serie que comprende anticuerpos de la invencion. Los sustratos adecuados
también pueden incluir microperlas. Se apreciara que los anticuerpos de la invencién pueden
proporcionarse en un sustrato soélido como uno de un panel de reactivos (incluyendo
anticuerpos distintos de los de la invencidn) que tienen utilidad de prondstico o diagndstico.

Los inventores creen que los anticuerpos de la invencién pueden ser capaces de
bloquear la funcion de AGR2 expresada por células tumorales. Dada la especificidad
excepcionalmente elevada de los anticuerpos de la invencién (como se ilustra por su mayor
utilidad de prondstico y diagndstico en comparacion con anticuerpos desvelados previamente)
estos anticuerpos pueden representar agentes terapéuticos muy prometedores, ya que pueden
dirigirse a AGR2 sin bloquear la funcion de componentes relacionados que no estan implicados
en la progresion del cancer. Por consiguiente, la invencion proporciona un anticuerpo, o un
fragmento de union a antigeno del mismo, que se une especificamente a un epitope dentro de
la secuencia KPGAKKDTKDSRPKL (Secuencia ID N¢ 2) de AGR para uso como un
medicamento. El anticuerpo, o fragmento de unién a antigeno, a usar en este aspecto de la
invencidén preferentemente puede ser un anticuerpo monoclonal producido por el hibridoma
PZ7A10F10.

Los medicamentos fabricados usando los anticuerpos de la invencién pueden ser de
utilidad en el tratamiento del cancer y en la prevencion y/o tratamiento de la enfermedad
metastasica (en la que la capacidad de los anticuerpos para bloquear la funcion de AGR2
puede ayudar a prevenir la progresion y diseminacion de la metastasis). Seran evidentes para
los expertos en la materia modificaciones adecuadas de anticuerpos de la invencién que se
van a usar como agentes terapéuticos. Meramente a modo de ejemplo, puede preferirse
utilizar fragmentos de dichos anticuerpos en caso de que se desee conseguir actividad
intracelular que conduzca a un efecto terapéutico. Adicionalmente o como alternativa, puede
desearse “humanizar’ los anticuerpos (como se considera en otras partes de la memoria
descriptiva) para reducir la probabilidad de efectos secundarios indeseados producidos por la
respuesta inmune del paciente al anticuerpo exégeno.

También pueden usarse anticuerpos de la invencion, o fragmentos de unién a antigeno
de dichos anticuerpos, en la prevencion y/o tratamiento de enfermedades inflamatorias.

La secuencia de aminoacidos de AGR2 (Secuencia ID N2: 1) se ilustra en la seccién de
informacion de secuencia junto con la secuencia de aminoacidos del antigeno de
sensibilizacion de Secuencia ID N2 2, un fragmento peptidico de AGR2. Los restos
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aminoacidicos 1-20 de la Secuencia ID N2 1 constituyen una secuencia sefal secretora. El
fragmento peptidico mostrado en la Secuencia ID N°: 2 comprende los aminoacidos 26-40 de
la secuencia ID N¢: 1.
La invencion se describira a continuacién haciendo referencia a los siguientes
Resultados Experimentales y Figuras en las que:
La Figura 1 ilustra los resultados de transferencia de western para establecer la
especificidad del anticuerpo monoclonal anti-AGR2 producido de acuerdo con el Ejemplo 1.
La calle 1 mostrada en la Figura 2 se cargé con 0,5 ug de AGR2, mientras que la calle 2 se
cargd con 0,5 ug de AGR3. La union de anticuerpo (detectada por quimioluminiscencia)
indica que el anticuerpo monoclonal se unia fuertemente a AGR2 (mostrado por la fuerte
sefal en la calle 1), pero no se unia a AGR3 (indicado por la ausencia de senal en la calle
3).
La Figura 2 muestra inmunocitoquimica de muestras de paciente con tumor primario usando
un anticuerpo monoclonal de la invencion para marcar AGR2. Panel A2: mama normal;
Panel 2B: una seccion de tumor que muestra tincion negativa para AGR2; Panel 2C: una
seccion de tumor que muestra tincion positiva de las células de carcinoma; Panel 2D: un
mayor aumento de 2C que muestra fuerte tincidon inmunocitoquimica para AGR2. La flecha
indica las células tumorales que se tifleron de forma positiva para AGR2 usando el
anticuerpo de la invencién. Aumentos AC x 40; D x 125.
La Figura 3 muestra la frecuencia de la categoria de la tincion (de acuerdo con la Tabla 1)
de diferentes muestras de carcinoma usando un anticuerpo de acuerdo con la invencion. Se
tineron inmunocitoquimicamente carcinomas primarios de 320 pacientes para AGR2 con
anticuerpo monoclonal de la invencién.
La Figura 4 muestra graficos de supervivencia para cada categoria de tincién usando el
anticuerpo de la invencién. La proporcion acumulativa de supervivencia representa el
porcentaje de supervivencia de pacientes en cada categoria de tincién cada 12 meses
durante el periodo de estudio de 240 meses. Se evaluaron 315 pacientes. (a, ----) pacientes
con tinciébn negativa para AGR2 (-), 100% para 107 pacientes; (b, ----- ), pacientes con
tincion dudosa (+/-), 100% para 93 pacientes; (c, - - -) pacientes con un 5-25% de tincién
(+), 100% para 61 pacientes; (d, - - - -) pacientes con un 25-50% de tincién (++), 100% para
26 pacientes, y (e, - -) pacientes con un 50% o mas de tincion (+++/++++), 100% para 28
pacientes. Hubo 103 observaciones censuradas en a (19 muertes u otras causas); 39
observaciones censuradas en b (16 muertes de otras causas); 17 observaciones
censuradas en ¢ (10 muertes de otras causas); 4 observaciones censuradas en d (4
muertes de otras causas) y 10 observaciones censuradas en e (9 muertes de otras causas).



10

15

20

25

30

35

ES 2351801 T3

19

En general, los cinco graficos son muy significativamente diferentes (estadistica de
Wilcoxon 2 = 103,157, 4 d.f., P < 0,0001).
La Figura 5 muestra graficos de supervivencia para los grupos de tincion negativa (-),
dudosa (+/-) y totalmente positiva (+,++,+++/++++) para AGR2. La proporcion acumulativa
de supervivencia de pacientes representa el porcentaje de supervivencia de pacientes en
cada categoria de tincién cada 12 meses durante el periodo de estudio de 240 meses. Se
evaluaron 315 pacientes. (a, -) pacientes con tincién negativa para AGR2 (-), 100% para
107 pacientes; (b, - - -), pacientes con tincién dudosa (+/-), 100% para 93 pacientes; (c, - - -
-) pacientes con tincién positiva (+,++,++++/++++), 100% para 115 pacientes. Hubo 103
observaciones censuradas en a (19 muertes de otras causas); 39 observaciones
censuradas en b (16 muertes de otras causas); 31 observaciones censuradas en ¢ (23
muertes de otras causas). Los tres gréaficos fueron muy significativamente diferentes
(estadistica de Wilcoxon x2 = 101,49. 2 d.f., P < 0,0001).
La Figura 6 muestra graficos de supervivencia para los grupos de tincion negativa (-) y para
todos los demas grupos de tincidn positiva (+/-,+,++,+++/++++) usando un nivel de limite del
1% para la tincibn de AGR2. La proporcion acumulativa de pacientes que sobreviven
representa el porcentaje de supervivencia de pacientes en cualquier categoria de tincion
cada 12 meses durante el periodo de estudio de 240 meses. Se evaluaron 315 pacientes.
(a, -) pacientes con tincién negativa para AGR2 (-). 100% para 107 pacientes. (b, ----- )
pacientes con tincién dudosa (+/-) agrupados con todos los demas grupos de tincidn positiva
(+,++,+++/++++). 100% para 208 pacientes. Hubo 103 observaciones censuradas en a (19
muertes de otras causas); y 70 observaciones censuradas en b (39 muertes de otras
causas). Los dos graficos fueron muy significativamente diferentes (estadistica de Wilcoxon
x2 = 97,40, 1 d.f., P < 0,0001).
RESULTADOS EXPERIMENTALES
EJEMPLO 1: Preparacion de un hibridoma productor de anticuerpos especificos de
AGR2 y produccion y aislamiento de anticuerpo contra AGR2
1.1. Antigeno de Sensibilizacion
El fragmento peptidico KPGAKKDTKDSRPKL (Secuencia ID N: 2), que representa los
restos aminoacidicos 26 a 40 de AGR2 (como se expone en la Secuencia ID N®: 1) se sintetiz
de novo usando procedimientos sintéticos convencionales.
1.2. Inmunizaciéon
Como animales huésped a inmunizar se usaron cuatro ratones, con edades
comprendidas entre 6 y 8 semanas. El fragmento peptidico KPGAKKDTKDSRPKL (Secuencia
ID N2 2) se usé como antigeno de sensibilizacién. Se administraron 50 ug/inyeccién del
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antigeno de sensibilizacion KPGAKKDTKDSRPKL mediante inyeccion subcutdnea a los
ratones. Las inyecciones se administraron los dias 0, 21 y 42 (con un refuerzo final antes de la
fusion) para estimular una respuesta inmune contra el antigeno y para desencadenar la
produccion de anticuerpos. Se recogi6 suero preinmune el dia 0.

1.3. Preparacion de un Hibridoma

Se fusionaron linfocitos esplénicos del raton que mejor respondia con células de
mieloma Sp2/0-Ag-14 usando PEG (polietilenglicol) y los hibridomas resultantes se sembraron
en placas de 96 pocillos para la seleccién de HAT. Se exploraron hibridomas productores de
IgG contra el antigeno. Se expandieron colonias positivas, se ensayaron con respecto a la
produccion de anticuerpo y la reactividad contra antigeno (péptido) y contra proteina AGR2
recombinante. Los hibridomas seleccionados se clonaron por dilucién limitante y se exploraron
contra el antigeno (péptido) y contra la proteina AGR2 recombinante. El hibridoma
seleccionado se uso para isotipificar el anticuerpo (G1; kappa) y para la produccion y
purificacion de la 19G.

1.4. Establecimiento de especificidad del anticuerpo monoclonal
Figura 1. Transferencia de Western del anticuerpo seleccionado en AGR2 y AGR3

La capacidad del anticuerpo monoclonal de unirse especificamente a AGR2 se
establecid por transferencia de western, como se indica a continuacién. Se sometieron AGR2
recombinante purificada (05 pg, Calle 1) y AGR3 recombinante (0,5 ug, Calle 2) a
electroforesis en gel de poliacrilamida y se transfirieron sobre membranas de PVF. Estas
membranas después se bloquearon con una soluciéon que contenia un 5% de leche desnatada
y se incubaron con una dilucién 1 en 2000 del anticuerpo monoclonal anti-AGR2 durante una
noche.

Después de la incubacién durante una noche, la membrana se lavé y se incubd durante
una hora con un anticuerpo anti-ratén conjugado con HRP. El anticuerpo unido se detectd por
quimioluminiscencia con un kit ECL y exposicion del filtro a una pelicula fotogréfica.

Los resultados de este experimento se muestran en la Figura 1. En esta Figura, puede
verse que la calle 1 muestra una fuerte sefal con la proteina AGR2 (flecha), pero no muestra
sefal con la proteina AGR3. Este resultado indica claramente que el anticuerpo monoclonal de
la invencion, producido de acuerdo con el protocolo indicado anteriormente, es especifico para
AGR2.

EJEMPLO 2: Uso de diagnéstico del anticuerpo AGR2

La deteccién inmunocitoquimica de AGR2 con un anticuerpo monoclonal de la
invencion (producido como se describe en el Ejemplo 1), a diferencia de un anticuerpo
policlonal de conejo convencional conocido de la técnica anterior, permiti6 que la frontera
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discriminatoria entre tumores de tincién positiva y negativa se redujera del 5% al 1% de las
células de carcinoma tefiidas. Aunque no se desea limitacion por ninguna hipoétesis, los
inventores creen que esta mayor sensibilidad se produce como resultado de la falta de
reactividad cruzada del anticuerpo monoclonal con productos no relacionados, por ejemplo
AGRS3.

El procedimiento de tincidbn inmunohistoquimica de secciones de tejido con anti-
AGR2/PZ7A10F10, el anticuerpo monoclonal de la invencion, se realiza como se indica a
continuacioén. Se desparafinaron secciones histoldgicas (cortadas a 4 um) sobre portaobjetos
revestidos con APES (por una modificacion del procedimiento de Maddox, P.H. y Jenkins, D.)
en Xileno y se rehidrataron por medio de etanol en agua como se ha descrito previamente por
Warburton y col. (1982). Se realiz6 una recuperacion de antigeno mediante microondas
(Cuevas y col., 1994). Las secciones se sumergieron en tampoén citrato 10 mM pH 6,0 y se
sometieron a microondas a 850 vatios durante 15 minutos usando un horno microondas
doméstico. Los portaobjetos se dejaron enfriar durante 15 minutos mas mientras aun estaban
sumergidos en el tampdn citrato. Después de la recuperacién del antigeno, la actividad
peroxidasa enddgena en las secciones de tejido se bloquedé sumergiendo los portaobjetos en
metanol al 100% que contenia un 0,05% (v/v) de H,O, durante 20 minutos a temperatura
ambiente (Streefkerk, 1972). Se aplicé anticuerpo monoclonal anti-AGR2/PZ7A10F10 a los
portaobjetos a una dilucién de 1:100 en BSA al 0,5%/PBS durante una noche a temperatura
ambiente en una camara humeda. La tincion inmunocitoquimica indirecta se realizé usando un
sistema polimérico marcado con HRP potenciado disponible en el mercado, el DAKO
EnVision+System, peroxidase(DAB) (Dako Ltd, Ely, Reino Unido) (Heras, 1995), preparado de
acuerdo con las instrucciones del fabricante. Después, las secciones se lavaron en agua
corriente antes de someterse a una tinciéon de contraste en hemalum de Mayer. Después se
deshidrataron por medio de etanol graduado y xileno y se montaron en DPX mountant (Merck,
Poole, Reino Unido).

Usando estos niveles discriminatorios (que se han hecho disponibles por el anticuerpo
de la invencion y los ensayos de la invencién), la asociacion de la supervivencia del paciente
con el tiempo fue significativamente diferente entre los tumores de tincion positiva y de tincion
negativa. El valor x* de significado (x°) (estadistica de Wilcoxon) y el riesgo relativo (RR)
(analisis univariante de Cox) fueron x* = 46,5, RR = 3,8 (IC 95% 2,7-5,3) usando el anticuerpo
policlonal y x* = 97,4, RR = 30,5 (IC 95% 11-86) usando el monoclonal.

Esta asociacién mucho mayor de tincién inmunocitoquimica positiva para AGR2 con
muerte prematura de pacientes obtenida con el anticuerpo monoclonal significa que cuando se
compara con otros marcadores convencionales (tamafo del tumor, grado histolégico, ganglios



10

15

20

25

30

35

ES 2351801 T3

22

linfaticos implicados en el tumor) y nuevos marcadores (por ejemplo, tincidon para S100A4,
S100P, osteopontina, c-met, ERa, PgR, p53, catepsina D, c-erbB-2), se convierte en la
variable de prondstico independiente mas significativa en un ensayo de andlisis de regresién
multivariante de Cox (x2 = 14,3, P<0,001, RR = 10; IC 95% 3-33).

Previamente, la contribucién al prondéstico de marcadores convencionales y nuevos
combinados significa que la tincion para AGR2 usando un anticuerpo policlonal no estaba
asociada independientemente con la supervivencia, superandose su contribucion por estos
otros marcadores. De esta manera, los anticuerpos monoclonales de la invencién y los
ensayos de la invencion proporcionan notables ventajas con respecto a la técnica anterior.
EJEMPLO 3: Uso de diagnodstico del anticuerpo AGR2 - segundo estudio

En una ampliacién del estudio indicado anteriormente, se investigaron tejidos de cancer
de mama de 320 pacientes que padecian cancer de mama avanzado y se trataron por
mastectomia y mastectomia radical usando los anticuerpos de la invencién. Este estudio
pretendia investigar adicionalmente la utilidad de prondstico y diagnéstico de los anticuerpos
de la invencién.

Los pacientes a partir de los cuales se obtuvieron las muestras se presentaron entre los
anos 1976 y 1982 en la clinica de cirugia general en la Region de Merseyside del Noroeste de
Inglaterra. Este grupo de pacientes representaba un buen reflejo de la poblacion ya que en el
Reino Unido se dispone de tratamiento médico gratuito. El intervalo de edades de los pacientes
fue de 29-92 afnos con una edad media de 57 afos. Se realizd el seguimiento de estos
pacientes durante un periodo medio de 16 anos con un intervalo de 14-20 anos. Las
supervivencias de los pacientes se actualizaron hasta el 31 agosto de 1995. El estudio ademas
investigd las asociaciones entre el marcaje de muestras usando los anticuerpos de la invencion
y las tasas de supervivencia de los pacientes.

La inmunotincién usando el anticuerpo monoclonal anti-AGR2/7A10 (producido por el
hibridoma PZ7A10F10) se realizé usando los protocolos descritos para el estudio anterior (en
resumen, inmunotincion de secciones histoldgicas desparafinadas, visualizdndose el
anticuerpo primario unido por medio del sistema Envision en el que la produccion de un color
marron indica la unién del anticuerpo).

Analisis de Tinciéon

Se observaron tinciones de color marrén cuando estaba presente AGR2. El porcentaje
de células cancerosas tefiidas se determind usando microscopia éptica y este valor se usé
para asignar la muestra a uno de seis grupos, como se muestra en la Tabla 1 presentada mas
adelante. Para los fines del estudio se ignor6 cualquier inmunotincion minoritaria de células
normales (no tumorales).
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Analisis Estadistico

El analisis de supervivencia se realiz6 para determinar cualquier asociacion entre los
tiempos de supervivencia dentro de cada categoria de tincion en el periodo de seguimiento
total de 240 meses. Sélo se analizaron los pacientes que murieron de cancer. Las curvas de
supervivencia se construyeron a partir de la tabla de vida usando graficos de Kaplan-Meier y
los datos de supervivencia se analizaron usando la Estadistica de Wilcoxon (Gehan). Los
pacientes que murieron de otras causas distintas de cancer y que estaban muertos al final del
periodo de seguimiento se excluyeron de la consideracidon. Se realiz6 un andlisis de regresion
univariante de Cox para obtener los valores de riesgo relativo con intervalos de confianza del
95% para cada una de las categorias que se comparaban. También se realizé un analisis de
regresion multivariante de Cox con todas las variables presentes para determinar el significado
relativo entre factores de prondstico y para investigar si la supervivencia del paciente con
AGR2 era independiente de estos factores de prondstico. Se us6 un procedimiento de
seleccidon directo por etapas. Se usaron tablas cruzadas para comparar los grupos de
pacientes separados en categorias negativa (no tefido) y positiva (tefido) para dos
marcadores de prondstico diferentes. Se realizd un Ensayo Exacto de Fisher bilateral para
ensayar cualquier diferencia significativa entre esos tumores tefiidos inmunocitoquimicamente
para AGR2 vy los positivos para marcadores patolégicos o0 para marcadores
inmunohistoquimicos elegidos (que también se consideran de relevancia para pronostico o
diagnostico). Los marcadores patologicos usados incluian el grado histolégico, tamano del
tumor y estado de los ganglios, mientras que el grupo de marcador inmunocitoquimico incluia
S100P, osteopontina, receptor de estrégenos o (ERa), c-erbB-2, c-erbB-3, S100A4, receptor
de progesterona (PgR), p53, catepsina D, pS2 y c-met en el tumor primario. Se evalud la
correlacion de los datos generados a partir del marcaje de AGR2 usando un anticuerpo
monoclonal de la invencién, y los datos generados en el estudio previo usando anticuerpo
policlonal como comparacién, usando la funcién kappa en tablas cruzadas. La puntuacion
kappa se proporciond para mostrar si habia posibles concordancias sobre el riesgo entre las
dos variables. Todos los calculos estadisticos se realizaron usando el Statistical Package for
the Social Sciences versién 13.0 (SPPS Inc., Chicago, IL, Estados Unidos).
RESULTADOS
Tinciéon inmunocitoquimica para AGR2 usando el anticuerpo monoclonal

La mayor parte de la mama normal no se tifié por el anticuerpo monoclonal contra
AGR2 (Figura 2A) aunque hubo una tincion débil muy ocasional de unidades ductolobulillares
terminales (Figura 2B). Esta tincion se distingui6 facilmente de la tincién observada en células
cancerosas marcadas positivamente. La tincion de carcinomas (Figura 2C) se localizaba
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principalmente en el citoplasma presentando un aspecto granular y en la membrana (Figura
2D).

Se evaluaron muestras de los carcinomas con respecto a la tincién. Los pacientes se
dividieron en 6 categorias de acuerdo con el porcentaje de células de carcinoma a las que se
unio el anticuerpo de la invencién (de acuerdo con la Tabla 1).

El grupo ++++ (tincion por encima del 75% de células de carcinoma) se agrup6 con el
grupo +++ (tincién del 50-75%) debido al numero relativamente pequefo de muestras en estas
dos categorias. De las 320 muestras malignas evaluadas, 110 (el 34%) no contenian células
qgue se unieran a los anticuerpos de la invencién (muestras “no tenidas”, mostradas como -), 99
(el 30%) presentaron unién del anticuerpo de la invencion a menos de un 5% de las células
tumorales presentes (“tincién dudosa”, mostrada como +/-), 62 (el 19%) presentaron unidén del
anticuerpo al 5-25% de las células tumorales presentes (mostrado como +), 26 (el 8%)
presentaron union del anticuerpo de la invencién al 25-50% de las células tumorales presentes
(mostrado como ++) y 28 (el 9%) mostraron union del anticuerpo de la invencién al 50-100% de
las células tumorales presentes (mostrado como +++). La Figura 3 muestra las frecuencias
para cada categoria de tincion.

Asociacion de AGR2 con otras variables patologicas e histolégicas

La tincién inmunocitoquimica para AGR2 usando anticuerpo monoclonal se evalud
usando tablas cruzadas para compararla con otras variables patoldgicas e inmunocitoquimicas.
Las variables patoldgicas incluian grado histolégico, tamafo del tumor y estado de ganglios,
mientras que las variables inmunocitoquimicas incluian tincion para AGR2 usando un
anticuerpo policlonal, para S100P, osteopontina, receptor de estrogenos a (ERa), c-erbB-2, c-
erbB-3, S100A4, receptor de progesterona (PgR), p53, catepsina D, pS2 y para c-met. Las
comparaciones se realizaron usando tablas de dos por dos y se evaluaron usando el Ensayo
Exacto de Fisher (bilateral). La tincion inmunocitoquimica para AGR2 se fij6 al nivel de limite
del 1%, es decir, el grupo dudoso (+/-) se incorpor6é en los otros grupos de tincién positiva,
dejando el grupo de tincién negativa como los tumores con menos del 1% de células de
carcinoma tenidas.

La Tabla 2 muestra la asociacién de tincién para AGR2 con otras variables patologicas.
Sélo el estado de los ganglios (P = 0,036) mostré una asociacién significativa con tincién
positiva para AGR2. La comparacion también se realiz al nivel de limite del 5% para la tincion
de AGR2 (no mostrada), es decir, el grupo dudoso (+/-) se incorporé en el grupo de tincion
negativa (-), dejando el grupo de tincién positiva que consistia en todos los carcinomas
positivos definitivamente (+,++,+++/++++). Los resultados fueron similares, sin embargo, el

estado de los ganglios ahora mostré6 Unicamente un significado dudoso (P = 0,056) de
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asociacién con la tincion para ARG2.

Las tablas cruzadas de tincion para AGR2 se realizaron inicialmente al de nivel limite
del 1%. Por el contrario, la tincion para otros marcadores tumorales que mostraron una
asociacién con el resultado del paciente en cancer de mama se fij6 al nivel que consigui6 la
correlacion mas significativa, normalmente el 5%, De todas las variables moleculares, las
tinciones para S100P (P < 0,0001), osteopontina (P < 0,0001), ERa (P = 0,002), c-erbB-3 (P =
0,001), S100A4 (P < 0,0001), PgR (P < 0,0001), pS2 (P = 0,004) y c-met (P < 0.0001)
mostraron una asociacion significativa con la tincién positiva para AGR2.

Si el nivel de limite para la tincion para AGR2 se fijo al 5%, el significado de los
resultados obtenidos fue menor que el nivel limite del 1% (no mostrado). Esto indica la
relevancia sorprendentemente fuerte de prondstico o diagnéstico de cualquier union del
anticuerpo de la invencién por células tumorales en una muestra del paciente.

El significado de la tincion de AGR2 en relacion con la supervivencia del paciente

Este segundo estudio pretendia investigar si la unién de un anticuerpo de la invencion a
una muestra de un paciente (tal como células tumorales en una muestra de tumor primario)
esta asociada con la longitud de la supervivencia del paciente en caso de cancer de mama.
Una reduccién de la longitud de la supervivencia generalmente estd asociada con la
enfermedad metastasica que se produce a partir de tumores primarios. Para evaluar la
asociacion, se representaron y compararon curvas de supervivencia para pacientes que
presentaban diferentes niveles de unién de anticuerpo a células tumorales en sus muestras
(Figura 4).

Usando la estadistica de Wilcoxon Gehan, hubo una diferencia significativa global en
los tiempos de supervivencia de pacientes con las 5 categorias diferentes de carcinomas
tefiidos (ensayo de Wilcoxon x° = 103,16, 4 d.f., P < 0,0001). El 96% de los 107 pacientes que
se clasificaron como tefidos negativamente (-) estaban vivos al final del estudio con un tiempo
medio de supervivencia de > 216 meses. En el grupo de tincion dudosa (+/-), la proporcion
acumulativa de supervivencia de los pacientes fue del 38% para 93 pacientes y el tiempo
medio de supervivencia fue de 87 meses. Para los pacientes con tumores que mostraron un 5-
25% (+) de tincion positiva usando el anticuerpo de la invencion, la proporcion acumulativa de
supervivencia fue del 21% vy el tiempo medio de supervivencia fue de 65 meses. No hubo
supervivientes (0%) entre los 26 pacientes del grupo con tumores que contenian un 25-50%
(++) de células de carcinoma que se unian al anticuerpo de la invencién, y el tiempo medio de
supervivencia fue sélo de 45 meses. Para los pacientes cuyos tumores contenian mas del 50%
de células de carcinoma (+++/++++) que se unen a un anticuerpo de la invencion, la proporcion
acumulativa de supervivencia para los 28 pacientes fue del 21% y el tiempo medio de
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supervivencia fue de 52 meses (Figura 4). El riesgo relativo (R.R.) y su intervalo de confianza
del 95% (IC 95%) correspondiente a diferentes combinaciones de categorias de tincion se
detallan en la Tabla 4.

En la Figura 6, de los 107 pacientes cuyas células tumorales se clasificaron como sin
unién a un anticuerpo de la invencion, el 96% de ellos sobrevivieron hasta el final del estudio
con un tiempo medio de supervivencia de >216 meses. La proporcion acumulativa de
supervivencia para los que mostraron tincién positiva para AGR2 (+/-,+,++,+++/++++) fue del
26% al final del estudio con un tiempo medio de supervivencia de 69 meses. El R.R. se elevo a
30,5 con un IC 95% de 11,3-82,5 (Figura 6). Esto ilustra que cualquier unién de un anticuerpo
de la invencion a células tumorales presentes en la muestra de un paciente es predictiva y/o
diagnostica de la enfermedad metastasica. Que esto es un marcador mas preciso y sensible
que la unién usando otros anticuerpos anti-AGR2 conocidos de la técnica anterior se indica
claramente por los resultados del estudio anterior (en el que se comparaba la utilidad de
diagnéstico/prondstico de anticuerpos de acuerdo con la invencién con la de anticuerpos
policlonales conocidos inducidos contra AGR2).

Determinacion de si la supervivencia del paciente con AGR2 era independiente de otros
factores de pronéstico

Los datos de supervivencia para muestras que contenian células tumorales que se
unen a anticuerpos de la invencién, y datos comparables de todas las variables patoldgicas y la
mayoria de las variables de tumores que se evaluaron previamente usando tablas cruzadas se
introdujeron en un analisis de regresién multiple de Cox (Materiales y Procedimientos). La
tincion para AGR2 se fijo al nivel de limite 6ptimo del 1% mientras que la tinciéon para la
mayoria de los otros parametros se fij6 a los niveles éptimos de limite del 5% para la
supervivencia de los pacientes en un analisis univariante. La tincion para c-erB-3 y pS2 se
omitié del andlisis, ya que no mostraron una correlacién significativa en el analisis univariante
con la supervivencia de los pacientes en este grupo particular de pacientes. La catepsina D se
fijo a un nivel de limite del 1% ya que solamente este limite mostrd significado en el analisis
univariante en un estudio previo con este grupo particular de pacientes. De todos los factores
investigados, sélo la unién de un anticuerpo de la invencioén, o la tincion usando osteopontina,
c-erbB-2, ERa, c-met y S100A4 fueron independientes y alcanzaron significativamente una
asociacién con los tiempos de supervivencia de los pacientes. Se descubrié que la presencia
de células a las que se une un anticuerpo de la invencién (mostrado como “AGR2”) era la
variable independiente mas significativa con respecto a la supervivencia de los pacientes en
este analisis (Tabla 5).
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Informacioén de Secuencia
Secuencia ID N°: 1 (Secuencia de aminoacidos de AGR2 humana)

mekipvsafl llvalsytla rdttvkpgak kdtkdsrpkl  pqtlsrgwgd  gliwtgtyee
alyksktsnk plmiihhide  cphsqalkky  faenkeigkl  aeqgfvlinlv yettdkhisp
dggyvprimf  vdpsltvrad  itgrysnrly ayepadtall  ldnmkkalkl Iktel

5
Secuencia ID N°: 2 (Secuencia de aminoacidos de antigeno de sensibilizacién)
kpgakkdtkdsrpkl
Tablas
Porcentaje de células tumorales tefidas (%) Clasificacién
<1 -
1-5 +/-
5-25 +
25-50 ++
50-75 +++
75-100 ++++
Leyenda de la Tabla 1. Clasificacion de pacientes con
cancer de mama basada en inmunomarcaje en el tumor
primario usando anticuerpos de la invencion. Sistema
usado basado en el porcentaje de células malignas que se
marcaron positivamente usando un anticuerpo de la
invencién.
10 Tabla 2. Asociacion de tincion para AGR2 al nivel de limite del 1% con variables
patoldgicas.
Variables Numero de Numero de Ensayo Exacto de Fisher °
patoldgicas AGR2°? () AGR2? (+) (bilateral)
(n? de pacientes) (%) (%)
Grado (total 285)
Grado 1,2 67 (75,3) 146 (74,5) 1,000
Grado 3 22 (24,7) 50 (25,5)
Tumor (total 304)
T1,2 83 (80,6) 150 (74,6)
0,256

13,4 20 (19,4) 51 (25,4)
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(cont)
Variables patologicas Numero de Numero de Ensayo Exacto de Fisher °
(n® de pacientes) AGR2°%(-) (%)  AGR2? (+) (bilateral)
(%)
Ganglios (total 231)
Ganglio (- 48 (63,2 75 (48,4
g ! ) (63,2) (48,4) 0.036

Ganglio (+) 28 (36,8) 80 (51,6)

Leyenda de la Tabla 2

? Tincion inmunocitoquimica para AGR2 al nivel de limite del 1%. (-) Indica el grupo
negativo mientras que (+) indica todos los demas grupos positivos incluyendo el grupo
de tincion dudosa (+/-).

® Se us6 el Ensayo Exacto de Fisher (bilateral) para evaluar el significado de cualquier
asociacién entre AGR2 y otras variables patologicas. Los que fueron significativos (P <
0,05) se muestran en negrita.

Tabla 3. Asociacion de tincion para AGR2 al nivel de limite del 1% con tincién para
marcadores moleculares.

Tincién para variables ] i
Numero de Numero de Ensayo exacto de

moleculares® (nimero de b b _ -
AGR2" (-) (%) AGR2" (+) (%) Fisher ~ (bilateral)

pacientes)

S100P (total 280)
S100P (-) 82 (82,0) 51 (28,3)

<0,0001
S100P (+) 18 (18,0) 129 (71,7)
Osteopontina (total 306)
OPN (-) 74 (68,5) 29 (14,6)

<0,0001
OPN (+) 34 (31,5) 169 (85,4)
ERa (total 313)
ERa (-) 64 (58,7) 81 (39,7)

0,002

ERa (+) 45 (41,3) 123 (60,3)

C-erbB-2 (total 314)
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(cont)

Tincion para variables
moleculares® (nimero de

Numero de
AGR2° (-) (%)

Numero de
AGR2° (+) (%)

Ensayo exacto de
Fisher ° (bilateral)

pacientes)
c-erbB-2 (-) 87 (80,6) 155 (75,2) 0324
c-erbB-2 (+) 21 (19,4) 51 (24,8) ’
C-erbB-3 (total 309)
c-erbB-3 (-) 58 (53,7) 67 (33,3) 0.001
c-erbB-3 (+) 50 (46,3) 134 (66,7) ’
S100A4 (total 318)
S100A4 (-) 96 (87,3) 96 (46,2)
<0,0001

S100A4 (+) 14 (12, 112 (53,8)
PgR (total 305)
PgR (- 79 (75,2 109 (54,5

gR () (75,2) (54,5) <0,0001
PgR (+) 26 (24,8) 91 (45,5)
p53 (total 318)

53 (- 71 (65,1 122 (58,4
P53 (-) (65,1) (58.,4) 0.277
P53 (+) 38 (34,9) 87 (41,6)
Catepsina D (total 249)
CatD (-) 38 (47,5) 66 (39,1) 0218
CatD (+) 42 (52,5) 103 (60,9) ’
pS2 (total 315)

S2 (- 76 (69,7 108 (52,4
pS2 (-) (69.7) (52,4) 0,004
pS2 (+) 33 (30,3) 98 (47,6)

C-met (total 280)
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(cont)

Tincién para variables ] i
4, . Numero de AGR2  Numero de AGR2 Ensayo exacto de
moleculares® (numero de

pacientos) ®(2) (%) °(+) (%) Fisher ¢ (bilateral)
c-met (-) 56 (57,7) 28 (15,3) 0.0001
c-met (+) 41 (42,3) 155 (84,7) =

Leyenda de la Tabla 3

2 Tincion inmunocitoquimica para variables moleculares a un nivel de limite del 5%. - y +/- se
agrupan como (-) y +,++,+++/++++ S€ agrupan como (+).

® Tincién inmunocitoquimica para AGR2 al nivel de limite del 1%. (-) indica el grupo negativo y
(+) indica todos los demas grupos (+/-,+,++,+++/++++).

° Se us6 el Ensayo Exacto de Fisher (bilateral) para evaluar cualquier asociacion significativa
entre la tincion para AGR2 y la tincion para otras variables moleculares. Las que fueron
significativas (P < 0,005) se muestran en negrita.

Tabla 4. Comparacion por parejas entre cada categoria de tincion para AGR2.

Categorias de tincion ®  ** df¢ P R.R.° 1.C.95%°
Global 103,16 4 <0,0001 N.A. N.A.

-y +/- 68,19 1 <0,0001 24 1 8,71-66,6
-y + 84,27 1 <0,0001 33,9 12,1-94,8
-y ++ 84,80 1 <0,0001 52,9 18,1-155
-y +++ 60,18 1 <0,0001 36,1 12,2-107
+-y + 1,08 1 0,298 1,41 0,94-2,10
+-y ++ 4,53 1 0,033 2,20 1,33-3,63
+-Y +++ 1,71 1 0,192 1,50 0,88-2,56
+Y ++ 2,36 1 0,124 1,56 0,93-2,61
+Y +++ 0,656 1 0,418 1,07 0,62-1,84
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(cont)
Categorias de tincion ®  ** df¢ P° R.R.° 1.C.95%°
++ VY +++ 0,026 1 0,871 1,46 0,78-2,73

Leyenda de la Tabla 4

 Las categorias de tincion para AGR2 se definen en la Tabla 1 y las
comparaciones por parejas corresponden a las de los graficos de
supervivencia de la Figura 5.

® Ensayo x° usando la estadistica de Wilcoxon.

¢ Grados de libertad.

¢ Valores de probabilidad de %°. Los valores de P que fueron significativos se
muestran en negrita.

® Riesgo negativo para supervivencia de pacientes (R.R.) e intervalo de
confianza del 95% (I.C. 95%) del andlisis de regresién multiple de Cox.

Tabla 5. Resultados del analisis de regresion multiple de Cox usando todas las variables
patoldgicas y la mayoria de las variables moleculares.

Variables de tumor?®  B° SE° ¢°° df. P° RR." 1.C.95%'

mAGR2 230 0,61 143 1 <0,0001 10,0 3,03-33,1
Osteopontina 1,65 0,61 7,31 1 0,007 5,23 1,58-17,3
c-erbB-2 0,82 0,31 6,83 1 0,009 2,27 1,23-4,21
ERa -0,65 0,27 5,59 1 0,018 0,52 0,31-0,90
c-met 1,61 0,76 4,52 1 0,034 5,00 1,13-22,0
S100A4 054 031 297 1 0,085 1,71 0,93-3,16

Leyenda de la Tabla 5

# Variables de tumor que mostraron una asociacion significativa e independiente con la
supervivencia del paciente en analisis multivariante. Las variables que no alcanzaron un
nivel significativo independiente con la supervivencia del paciente fueron S100P, grado
histoldgico, tamario del tumor, estado de ganglios, p53, PgR, Catepsina D.

® Valor del parametro B en el anlisis de regresion mdltiple de Cox.

¢ Error tipico de B.

¢ Parametro estadistico x* generado a partir del analisis de regresién mltiple de Cox.

¢ Probabilidad de x°. En general x° = 77,83, 7 d.f., P < 0,0001.

"Riesgo relativo (R.R) para la supervivencia del paciente e intervalo de confianza del 95%
(I.C. 95%) del analisis multivariante.
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REIVINDICACIONES

1. Un anticuerpo monoclonal, o un fragmento de unién a antigeno del mismo, que se une
especificamente a un epitope dentro de la secuencia KPGAKKDTKDSRPKL (Secuencia ID N¢:
2) de AGR2.

2. Un anticuerpo monoclonal, o fragmento de uniéon a antigeno del mismo, de la
reivindicacion 1, que no se une a AGR3; y/o que se une al mismo antigeno que el anticuerpo
monoclonal producido por el hibridoma PZ7A10F10 depositado a tenor del Tratado de
Budapest y al que se le ha asignado el numero de acceso 06082201.

3. Un anticuerpo monoclonal, o fragmento de unién a antigeno del mismo, de acuerdo con
la reivindicacion 1 o la reivindicacién 2, en el que el anticuerpo o fragmento se marca con un
resto indicador seleccionado entre el grupo que consiste en: un resto luminiscente; un resto
bioluminiscente; un material radiactivo; un grupo prostético; un resto colorimétrico; una
nanoparticula detectable; un resto cromogénico; y un resto fluorescente, que puede
seleccionarse entre el grupo que consiste en: isotiocianato de fluoresceina (FITC); rodamina
(TRITC); ficoeritrina; aloficocianina; cumarina (AMCA); rojo Texas; cianina (Cy2), cianina (Cy3);
y cianina (Cy5).

4, Un procedimiento in vitro para diagnosticar cancer usando un anticuerpo, o un
fragmento de union a antigeno del mismo, que se une especificamente a un epitope dentro de
la secuencia KPGAKKDTKDSRPKL (Secuencia ID N¢: 2).

5. Un procedimiento para diagnosticar cancer de acuerdo con la reivindicacién 4,
comprendiendo el procedimiento:
poner en contacto una muestra de un paciente con un anticuerpo monoclonal, o un
fragmento de unién a antigeno del mismo, que se une especificamente a un epitope
dentro de la secuencia KPGAKKDTKDSRPKL (Secuencia ID N®: 2); y ensayar la unién del
anticuerpo a la muestra del paciente,
en el que la unidén del anticuerpo a la muestra del paciente es predictiva de enfermedad
metastasica en el paciente.

6. Un procedimiento in vitro para evaluar la probabilidad de desarrollar cancer usando un
anticuerpo, o un fragmento de unién a antigeno del mismo, que se une especificamente a un
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epitope dentro de la secuencia KPGAKKDTKDSRPKL (Secuencia ID N2: 2).

7. Un procedimiento para evaluar la probabilidad de desarrollar cAncer de acuerdo con la
reivindicacion 6, comprendiendo el procedimiento: poner en contacto una muestra de un
paciente con un anticuerpo monoclonal, o un fragmento de unién a antigeno del mismo, que se
une especificamente a un epitope dentro de la secuencia KPGAKKDTKDSRPKL (Secuencia ID
Ne: 2); y ensayar la unién del anticuerpo a la muestra del paciente,

en el que la unién del anticuerpo a la muestra del paciente indica que el paciente tiene una
probabilidad elevada de desarrollar enfermedad metastasica.

8. Un procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 7 a 10, en el
que el cancer es un cancer metastasico.

9. Un procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 4 a 8, en el
que el ensayo de la union del anticuerpo a la muestra del paciente utiliza una técnica
seleccionada entre el grupo que consiste en: marcado inmunocitoquimico de una muestra de
tejido; un ensayo inmunoabsorbente ligado a enzima (ELISA); inmunoensayo de
quimioluminiscencia; inmunoensayo de fluorescencia; y separacion de células activadas por
fluorescencia (FACS).

10. Un procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 4 a 9, en el
que:
i) la muestra del paciente comprende células tumorales, y el ensayo comprende ensayar la
union del anticuerpo, o fragmento de unién a antigeno del mismo, a células tumorales en
la muestra del paciente; y/o
i) la muestra del paciente se selecciona entre el grupo que consiste en: una muestra de
sangre; una muestra de biopsia; una muestra de histologia; y una muestra de criotomia;
y/o el anticuerpo, o fragmento de union a antigeno del mismo, usado es como se define en
una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3.

11. Un kit que comprende un anticuerpo monoclonal, o un fragmento de unién a antigeno
del mismo, que se une especificamente a un epitope dentro de la secuencia

KPGAKKDTKDSRPKL (Secuencia ID N2: 2).

12. Un kit de acuerdo con la reivindicacion 11 que comprende un anticuerpo monoclonal, o
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fragmento de unién a antigeno del mismo, producido por el hibridoma PZ7A10F10 depositado
a tenor del Tratado de Budapest y que recibié el numero de acceso 06082201; y/o al menos un
articulo seleccionado del grupo que consiste en: materiales de instruccién para usar el Kkit;
reactivos para uso en la deteccién en la unién del anticuerpo; reactivos para uso en la
incubacién de anticuerpo; y reactivos para la visualizacién de nucleos celulares.

13. Un soporte soélido que comprende un anticuerpo, o un fragmento de unién a antigeno
del mismo, que se une especificamente a un epitope dentro de la secuencia
KPGAKKDTKDSRPKL (Secuencia ID N: 2) inmovilizado en el mismo.

14. Un soporte sélido de acuerdo con la reivindicacién 13, que comprende un anticuerpo
monoclonal, o fragmento de unién a antigeno del mismo, producido por el hibridoma
PZ7A10F10 depositado a tenor del Tratado de Budapest y que recibié el nimero de acceso
06082201; y/o en el que el soporte sblido es una matriz.

15. Un hibridoma PZ7A10F10 depositado a tenor del Tratado de Budapest y que recibié el
nuamero de acceso 06082201.

16. Un anticuerpo monoclonal, o un fragmento de unién a antigeno del mismo, que se une
especificamente a un epitope dentro de la secuencia KPGAKKDTKDSRPKL (Secuencia ID N¢:
2) de AGR2 para uso como un medicamento.

17. Un anticuerpo monoclonal, o un fragmento de unién a antigeno del mismo, de acuerdo
con la reivindicacién 16, para uso como un medicamento en la prevencién y/o tratamiento de
cancer y/o una enfermedad inflamatoria.



ES 2351801 T3

38

Figura 1
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Figura 4

Proporciéon acumulativa de supervivencia
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Figura 5
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Figura 6
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