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ES 2317020 T3

DESCRIPCION

Anticuerpos frente al receptor del factor de crecimiento similar a la insulina I y la utilizacién de los mismos.

La presente invencion estd relacionada con anticuerpos dirigidos frente al receptor del factor de crecimiento similar
a la insulina I IGF-IR), métodos para su produccién, composiciones farmacéuticas que contienen dichos anticuerpos,
y la utilizacién de los mismos.

El receptor del factor de crecimiento similar a la insulina I (IGF-IR, EC 2.7.112, antigeno CD 221) pertenece a
la familia de las proteinas tirosina quinasas transmembranales (LeRoith, D., et al., Endocrin. Rev. 16 (1995) 143-
163; y Adams, T.E., et al., Cell. Mol. Life Sci. 57 (2000) 1050-1063). El IGF-IR se une al IGF-I con alta afinidad e
inicia la respuesta fisioldgica a este ligando in vivo. El IGF-IR también se une al IGF-II, sin embargo con una afinidad
ligeramente inferior. La sobreexpresion del IGF-IR promueve la transformacion neoplésica de las células y existen
evidencias de que el IGF-IR estd involucrado en la transformacién maligna de las células y es por lo tanto una diana
util para el desarrollo de agentes terapéuticos para el tratamiento del cincer (Adams, T.E., et al., Cell. Mol. Life Sci.
57 (2000) 1050-1063).

Los anticuerpos frente a IGF-IR son bien conocidos en el estado de la técnica y son investigados por sus efectos
antitumorales in vitro e in vivo (Benini, S., et al., Clin. Cancer Res. 7 (2001) 1790-1797; Scotlandi, K., et al., Cancer
Gene Ther. 9 (2002) 296-307; Scotlandi, K., et al., Int. J. Cancer 101 (2002) 11-16; Brunetti, A., et al., Biochem.
Biophys. Res. Commun. 165 (1989) 212-218; Prigent, S.A., et al., J. Biol. Chem. 265 (1990) 9970-9977; Li, S.L.,
et al., Cancer Immunol. Immunother. 49 (2000) 243-252; Pessino, A., et al., Biochem. Biophys. Res. Commun. 162
(1989) 1236-1243; Surinya, K.H., ef al., J. Biol. Chem. 277 (2002) 16718-16725; Soos, M.A., et al., J. Biol. Chem.,
267 (1992) 12955-12963; Soos, M.A., et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86 (1989) 5217-5221; O’Brien, R M., et
al., EMBO J. 6 (1987) 4003-4010; Taylor, R., et al., Biochem. J. 242 (1987) 123-129; Soos, M.A., et al., Biochem.
J. 235 (1986) 199-208; Li, S.L., et al., Biochem. Biophys. Res. Commun. 196 (1993) 92-98; Delafontaine, P., et
al., J. Mol. Cell. Cardiol. 26 (1994) 1659-1673; Kull, E.C. Jr., et al. J. Biol. Chem. 258 (1983) 6561-6566; Morgan,
D.O., y Roth, R.A., Biochemistry 25 (1986) 1364-1371; Forsayeth, J.R., et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84 (1987)
3448-3451; Schaefer, E.M., et al., J. Biol. Chem. 265 (1990) 13248-13253; Gustafson, T.A., y Rutter, W.J., J. Biol.
Chem. 265 (1990) 18663-18667; Hoyne, P.A., et al., FEBS Lett. 469 (2000) 57-60; Tulloch, P.A., et al., J. Struct.
Biol. 125 (1999) 11-18; Rohlik, Q.T., et al., Biochem. Biophys. Res. Comm. 149 (1987) 276-281; y Kalebic, T., et
al., Cancer Res. 54 (1994) 5531-5534; Adams, T. E., et al., Cell. Mol. Life Sci. 57 (2000) 1050-1063; Dricu, A., et
al., Glycobiology 9 (1999) 571-579; Kanter-Lewensohn, L., et al., Melanoma Res. 8 (1998) 389-397; Li, S.L., et al.,
Cancer Immunol. Immunother. 49 (2000) 243-252). Los anticuerpos frente a IGF-IR también se describen en gran
cantidad de publicaciones adicionales, por ejemplo, Arteaga, C.L., et al., Breast Cancer Res. Treatment 22 (1992)
101-106; y Hailey, J., et al., Mol. Cancer Ther. 1 (2002) 1349-1353.

En particular, el anticuerpo monoclonal frente a IGF-IR denominado «IR3 se utiliza ampliamente en la investiga-
cion para el estudio de los procesos mediados por IGF-IR y las enfermedades mediadas por IGF-I como el cancer. El
alfa-IR-3 se describe en Kull, F.C., J. Biol. Chem. 258 (1983) 6561-6566. Mientras tanto, se han publicado alrededor
de cien publicaciones relacionadas con la investigacion y uso terapéutico de @IR3 en relacion a su efecto antitumoral,
s6lo y junto con agentes citostaticos como la doxorubicina y la vincristina. El @IR3 es un anticuerpo monoclonal mu-
rino que se conoce porque inhibe la unién de IGF-I al receptor de IGF pero no inhibe la unién de IGF-II al IGF-IR. El
aIR3 estimula a altas concentraciones la proliferacion de células tumorales y la fosforilaciéon de IGF-IR (Bergmann,
U., et al., Cancer Res. 55 (1995) 2007-2011; Kato, H., et al., J. Biol. Chem. 268 (1993) 2655-2661). Existen otros
anticuerpos (por ejemplo, el 1H7, Li, S.L., et al., Cancer Immunol. Immunother. 49 (2000) 243-252) que inhibe la
unién de IGF-II a IGF-IR de forma mds potente que la unién al IGF-I. Un resumen del estado de la técnica de los
anticuerpos y sus propiedades y caracteristicas se describe en Adams, T.E., et al., Cell. Mol. Life Sci. 57 (2000) 1050-
1063.

La mayoria de los anticuerpos descritos en el estado de la técnica son de origen murino. Tales anticuerpos no son,
tal como se conoce en el estado de la técnica, utiles para la terapia de pacientes humanos sin alteraciones adicionales
como la quimerizacién o la humanizacion. En base a estas desventajas, los anticuerpos humanos son preferibles como
agentes terapéuticos en el tratamiento de pacientes humanos. Los anticuerpos humanos son bien conocidos en el
estado de la técnica (van Dijk, M.A., y van de Winkel, J.G., Curr. Opin. Pharmacol. 5 (2001) 368-374). En base a esta
tecnologia, pueden producirse anticuerpos humanos frente a una gran variedad de dianas. Ejemplos de anticuerpos
humanos frente a IGF-IR se describen en WO 02/053596.

No obstante, existe todavia una necesidad de anticuerpos frente a IGF-IR con beneficios concluyentes para pa-
cientes que necesitan una terapia antitumoral. El beneficio relevante para el paciente es, en términos sencillos, una
reduccion en el crecimiento tumoral y una prolongacidn significativa del tiempo de progresién provocado por el trata-
miento con el agente antitumorogénico.

Resumen de la invencion

La invencién comprende un anticuerpo que se une a IGF-IR e inhibe la unién de IGF-I e IGF-II al IGF-IR, que se
caracteriza en que dicho anticuerpo
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a) es del isotipo IgGl,

b) muestra una proporcién de valores Cls, de inhibicidn de la unién de IGF-I al IGF-IR respecto a la inhibicién de
la unién de IGF-II al IGF-IR, de 1:3 a 3:1,

¢) inhibe en al menos un 80%, preferiblemente en al menos un 90%, a una concentracién de 5 nM, la fosforilacién
de IGF-IR en un ensayo de fosforilacién celular utilizando células HT29 en un medio que contiene suero fetal bovino
(FCS) al 0,5% inactivado por calor, cuando se compara con un ensayo sin dicho anticuerpo, y

d) no muestra actividad estimuladora de IGF-IR medida como fosforilacién de PKB a una concentracién de
10 uM en un ensayo de fosforilacion celular utilizando células 3T3 que proporcionan de 400.000 a 600.000 molé-
culas de IGF-IR por células en un medio que contiene suero fetal bovino (FCS) al 0,5% inactivado por calor, cuando
se compara con un ensayo sin dicho anticuerpo.

Los anticuerpos de acuerdo con la invencién muestran beneficios para pacientes que necesitan de una terapia
antitumoral y proporcionan una reduccién en el crecimiento tumoral y una prolongacién significativa del tiempo de
progresion. Los anticuerpos de acuerdo con la invencién poseen propiedades nuevas e innovadoras que provocan un
beneficio para un paciente que padece una enfermedad asociada con una desregulacién de IGF, especialmente una
enfermedad tumoral. Los anticuerpos de acuerdo con la invencidn se caracterizan por las propiedades mencionadas
anteriormente. Las propiedades son por lo tanto especificas de la uniéon a IGF-IR, de la inhibicién de la unién de IGF-I
e IGF-II a IGF-IR en la proporcidén anteriormente mencionada, siendo del isotipo IgG1, y que no active la sefializacién
de IGF-IR atin en células que sobreexpresen IGF-IR a una concentracién 200 veces superior a la de su valor de Cls.
Los anticuerpos que no poseen “actividad mimética de IGF-I”” proporcionan una gran ventaja cuando se utilizan como
agentes terapéuticos.

Preferiblemente, un anticuerpo de acuerdo con la invencién induce de forma adicional la muerte celular del 20%
de las células o mds, en una preparacioén de células que expresan IGF-IR tras 24 horas a una concentracién de dicho
anticuerpo de 100 nM mediante ADCC.

Preferiblemente, y de forma adicional, los anticuerpos de acuerdo con la invencién inducen la muerte celular del
20% de las células o mds, en una preparacioén de células que expresan IGF-IR tras 4 h a una concentracién de dicho
anticuerpo de 100 nM mediante CDC.

Preferiblemente, a una concentracion de 5 nM, los anticuerpos de acuerdo con la invencién inhiben completamente
la transduccién de sefiales del IGF-IR mediadas por IGF-I en las células tumorales.

La invencién también comprende dcidos nucleicos. Los polipéptidos codificados son capaces de ensamblarse junto
con las correspondientes cadenas de anticuerpo definidas a continuacion:

a) una cadena pesada de anticuerpo que comprende los CDR, CDR1 (aa 31-35), CDR2 (aa 50-66) y CDR3 (aa 99-
107) del Id. de Sec. N°1 o 3;

b) una cadena ligera de anticuerpo que comprende los CDR, CDR1 (aa 24-34), CDR2 (aa 50-56) y CDR3 (aa 89-
98) del Id. de Sec. N°2 0 4.

El anticuerpo es preferiblemente un anticuerpo monoclonal y, ademads, un anticuerpo quimérico (cadena constante
humana), un anticuerpo humanizado y especialmente preferible un anticuerpo humano.

El anticuerpo se une al IGF-IR humano (EC 2.7.1.112, SwissProt P08069) en competicién con el anticuerpo 18.

El anticuerpo se caracteriza ademds por una afinidad de 10® M (Kp) o menos, preferiblemente de alrededor de
10 a 107" M.

El anticuerpo no muestra preferiblemente una concentracién detectable dependiente de la inhibicidn de la unién
de la insulina al receptor de la insulina.

Preferiblemente, la invencién proporciona anticuerpos que comprenden regiones determinantes de la complemen-
tariedad (CDR) con las siguientes secuencias:

a) una cadena pesada de anticuerpo que comprende los CDR, CDR1 (aa 31-35), CDR2 (aa 50-66) y CDR3 (aa 99-
107) del Id. de Sec. N° 1 0 3;

b) una cadena ligera de anticuerpo que comprende los CDR, CDR1 (aa 24-34), CDR2 (aa 50-56) y CDR3 (aa 89-
98) del Id. de Sec. N°2 0 4.

El anticuerpo es preferiblemente del tipo IgG1 y proporciona por lo tanto unién del complemento Clq e induce
CDC. El anticuerpo se caracteriza ademads por la capacidad de unirse al receptor IgGFc y de inducir citotoxicidad
celular dependiente de anticuerpo (ADCC).
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El anticuerpo de acuerdo con la invencion prolonga de forma considerable el tiempo de progresiéon en modelos
tumorales de xenoinjertos relevantes en comparacién con los animales tratados con vehiculo y reduce el crecimiento
tumoral. El anticuerpo inhibe la unién del IGF-I e IGF-II al IGF-IR in vitro e in vivo, preferiblemente en la misma
forma para IGF-I e IGF-II.

La invencién proporciona ademds lineas celulares de hibridoma que producen dichos anticuerpos monoclonales
antagonistas de acuerdo con la invencion.

Las lineas celulares preferibles de hibridoma de acuerdo con invencién, <IGF-1R> HUMAB Clon 18 (anticuerpo
18) y <IGF-1R> HUMAB Clon 22 (anticuerpo 22), se depositaron en el Deutsche Sammlung von Mikroorganismen
und Zellkulturen GmbH (DSMZ), Alemania.

Linea celular N° de depdésito |[Fecha de depdsito
<IGF-1R> HUMAB~Clon 18 |DSM ACC 2587 10-04-2003
<IGF-1R> HUMAB-Clon 22 [DSM ACC 2594 09-05-2003

Los anticuerpos obtenibles de dichas lineas celulares son realizaciones preferibles de la invencién.

La invencién proporciona ademds dcidos nucleicos que codifican dichos anticuerpos, vectores de expresion que
contienen dichos dcidos nucleicos, y células huésped para la produccién recombinante de dichos anticuerpos.

La invencién proporciona ademds métodos para la produccién recombinante de dichos anticuerpos.

La invencién proporciona ademds métodos para tratar el cadncer, que comprende la administracién a un paciente
diagnosticado con céancer (y por lo tanto en necesidad de una terapia antitumoral) una cantidad efectiva de un an-
ticuerpo antagonista frente a IGF-IR de acuerdo con la invencién. El anticuerpo puede administrarse solo, en una
composicién farmacéutica, o alternativamente en combinacién con un tratamiento citotéxico como radioterapia o un
agente citotdxico o un profarmaco del mismo.

La invencién comprende ademds la utilizacién de un anticuerpo de acuerdo con la invencién para el tratamiento
del cancer y para la fabricacién de una composicién farmacéutica de acuerdo con la invencién. Ademads, la invencién
comprende un método para la fabricaciéon de una composicion farmacéutica de acuerdo con la invencion.

La invencién comprende ademds una composicion farmacéutica que contiene un anticuerpo de acuerdo con la
invencién con una cantidad farmacéuticamente efectiva, opcionalmente junto con un tampén y/o un adyuvante util
para la formulacion de anticuerpos para propdsitos farmacéuticos.

La invencién proporciona ademds composiciones farmacéuticas que comprenden tales anticuerpos en un transpor-
tador farmacéuticamente aceptable. En una realizacién, la composicion farmacéutica puede incluirse en un articulo de
fabricacién o equipo.

La invencién comprende ademds un vector que contiene un acido nucleico de acuerdo con la invencién, capaz de
expresar dicho dcido nucleico en una célula huésped procariota o eucariota.

La invencion comprende ademads una célula huésped procariota o eucariota que comprende un vector de acuerdo
con la invencién.

La invencién comprende ademds un método para la produccién de un anticuerpo recombinante humano de acuerdo
con la invencién, que se caracteriza porque expresa un dcido nucleico de acuerdo con la invencién en una célula
huésped procariota o eucariota y la recuperacion de dicho anticuerpo de dicha célula huésped. La invencién comprende
ademas el anticuerpo obtenible mediante dicho método recombinante.

La invencién comprende ademds un método para la seleccion de un anticuerpo frente a IGF-IR a partir de una
diversidad de anticuerpos frente a IGF-IR que se caracteriza en que se realiza un ensayo de fosforilacién celular que
utiliza células 3T3 que proporcionan de 400.000 a 600.000 moléculas de IGF-IR por célula en un medio que contiene
suero fetal bovino (FCS) al 0,5% inactivado por calor con dichos anticuerpos y que selecciona dicho anticuerpo que no
muestra actividad estimuladora de IGF-IR medida como fosforilacién de PKB a una concentracién de 10 uM cuando
se compara con dicho ensayo sin dicho anticuerpo. Preferiblemente el anticuerpo posee una o mas de las propiedades
adicionales anteriormente mencionadas.
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La invencién comprende ademds un método para la preparacién de una composicidon farmacéutica que se caracte-
riza en seleccionar un anticuerpo frente a IGF-IR a partir de una diversidad de anticuerpos frente a IGF-IR realizando
un ensayo de fosforilacidn celular que utiliza células 3T3 que proporcionan de 400.000 a 600.000 moléculas de IGF-
IR por célula en un medio que contiene suero fetal bovino (FCS) al 0,5% inactivado por calor con dichos anticuerpos
y que selecciona dicho anticuerpo que no muestra actividad estimuladora de IGF-IR medida como fosforilacién de
PKB a una concentraciéon de 10 uM cuando se compara con dicho ensayo sin dicho anticuerpo, produciendo dicho
anticuerpo mediante expresion recombinante, recuperando dicho anticuerpo y combinando dicho anticuerpo con un
tamp6n farmacéuticamente aceptable y/o adyuvante. Preferiblemente el anticuerpo posee una o mas de las propiedades
adicionales anteriormente mencionadas.

Descripcion detallada de la invencion

El término “anticuerpo” abarca las diferentes formas de anticuerpos que incluye pero no se limita a anticuerpos
enteros, fragmentos de anticuerpo, anticuerpos humanos, anticuerpos humanizados y anticuerpos genéticamente mo-
dificados siempre que se retengan las propiedades caracteristicas de acuerdo con la invencion.

“Fragmentos de anticuerpo” comprende una porcién de un anticuerpo de longitud completa, generalmente al me-
nos la porcién de unién a antigeno o la regién variable del mismo. Ejemplos de fragmentos de anticuerpo incluye
diacuerpos, moléculas de anticuerpo de cadena Unica, inmunotoxinas, y anticuerpos multiespecificos formados de
fragmentos de anticuerpo. Ademds, los fragmentos de anticuerpo comprenden polipéptidos de cadena tnica que po-
seen las caracteristicas de una cadena VH, es decir, que son capaces de ensamblarse junto con una cadena VL o con
una cadena VL unida a IGF-1R, es decir, que son capaces de ensamblarse junto con una cadena VH a una region de
unioén a antigeno funcional y proporcionar por lo tanto la propiedad de inhibir la unién de IGF-I e IGF-II al IGF-IR.

“Fragmentos de anticuerpo” también comprende los fragmentos que per se no son capaces de proporcionar funcio-
nes efectoras (ADCC/CDC) pero proporcionan esta funcién en una forma de acuerdo con la invencion tras combinarse
con dominio(s) constante(s) de anticuerpo apropiado(s).

Los términos “anticuerpo monoclonal” o “composicién de anticuerpo monoclonal” tal como se utiliza aqui se
refiere a una preparaciéon de moléculas de anticuerpo de una composicién de aminodcidos tnica. De acuerdo con esto,
el término “anticuerpo monoclonal humano” se refiere a anticuerpos que muestran una especificidad de unién dnica
que posee regiones variables y constantes derivadas de secuencias de inmunoglobulina de linea germinal humana. En
una realizacidn, los anticuerpos monoclonales humanos se producen mediante un hibridoma que incluye una célula B
obtenida de un animal transgénico no humano, por ejemplo un ratén transgénico, con un genoma que comprende un
transgén de cadena pesada humana y un transgén de cadena ligera humana fusionado a una célula inmortalizada.

El término “anticuerpo quimérico” se refiere a un anticuerpo que comprende una region variable, es decir, una
regién de unidén, de un origen o especie, y al menos una porcién de una regién constante derivada de un origen o
especie diferente, normalmente obtenido mediante técnicas de DNA recombinante. Los anticuerpos quiméricos que
comprenden una region variable murina y una regién constante humana son especialmente preferibles. Tales anticuer-
pos quiméricos murino/humano son el producto de expresion de los genes de las inmunoglobulinas que comprenden
segmentos de DNA que codifican las regiones variables de la inmunoglobulina murina y segmentos de DNA que codi-
fican las regiones constantes de la inmunoglobulina humana. Otras formas de “anticuerpos quiméricos” abarcadas por
la presente invencion son aquellas en que la clase o subclase ha sido modificada o cambiada por aquella del anticuerpo
original. Tales anticuerpos “quiméricos” también se denominan “anticuerpos de cambio de clase”. Los métodos para
producir anticuerpos quiméricos implica técnicas de DNA recombinante convencional y técnicas de transfeccién gé-
nica, bien conocidas en la técnica actual. Véase, por ejemplo, Morrison, S.L., et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81
(1984) 6851-6855; Patentes Estadounidenses N° 5.202.238 y 5.204.244.

El término “anticuerpo humanizado” se refiere a anticuerpos en los que las regiones marco o “regiones determinan-
tes de complementariedad” (CDR) se han modificado para comprender las CDR de una inmunoglobulina de diferente
especificidad comparada con la de la inmunoglobulina parental. En una realizacion preferible, una CDR murina se
inserta en una regién marco de un anticuerpo humano para preparar el “anticuerpo humanizado”. Véase, por ejem-
plo, Riechmann, L., et al., Nature 332 (1988) 323-327; y Neuberger, M.S., et al., Nature 314 (1985) 268-270. Las
CDR particularmente preferibles corresponden a aquellas que representan las secuencias que reconocen los antigenos
mencionados anteriormente para los anticuerpos quiméricos y bifuncionales.

El término “anticuerpo humano”, como se utiliza aqui, pretende incluir anticuerpos con las regiones variables y
constantes derivadas de secuencias de inmunoglobulina de linea germinal humana. La cadena pesada variable deri-
va preferiblemente de la secuencia de linea germinal DP-50 (GenBank LO6618) y la cadena ligera variable deriva
preferiblemente de la secuencia de linea germinal L6 (GenBank X01668). Las regiones constantes del anticuerpo son
regiones constantes de IgG1 humano. Dichas regiones pueden ser alotipicas y estdn descritas en, por ejemplo, Johnson,
G., y Wu, T.T., Nucleic Acids Res. 28 (2000) 214-218 y en las bases de datos referenciadas en ellos y son ttiles ya
que retienen las propiedades de induccién de ADCC y preferiblemente de CDC de acuerdo con la invencién.

El término “anticuerpo humano recombinante”, tal como se utiliza aqui, pretende incluir todos los anticuerpos
humanos que se han preparado, expresado, creado o aislado mediante medios recombinantes, como los anticuerpos
aislados a partir de una célula huésped como una célula SP2-0, NSO o CHO o a partir de un animal (por ejemplo,
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un ratén) que es transgénico para los genes de la inmunoglobulina humana o anticuerpos expresados utilizando un
vector de expresion recombinante transfectado en una célula huésped. Tales anticuerpos humanos recombinantes tie-
nen las regiones variables y constantes derivadas de las secuencias de inmunoglobulina de linea germinal humana
reorganizadas. Los anticuerpos recombinantes humanos de acuerdo con la invencién se han sometido a una hiper-
mutacién somadtica in vivo. Por lo tanto, las secuencias de aminodcido de las regiones VH y VL de los anticuerpos
recombinantes son secuencias que, aunque son derivadas y estdn relacionadas con las secuencias VH y VL de la li-
nea germinal humana, pueden no aparecer naturalmente en un repertorio de anticuerpos de linea germinal humana
n vimo.

Tal como se utiliza aqui, “unién” se refiere a la unién de un anticuerpo a un IGF-IR con una afinidad de alrededor
de 107" a 1078 M (Kp,), preferiblemente de alrededor de 1073 a 10~ M.

El termino “molécula de dcido nucleico”, tal como se utiliza aqui, pretende incluir moléculas de DNA y moléculas
de RNA. Una molécula de 4cido nucleico puede ser de cadena doble o de cadena sencilla, pero preferiblemente es un
DNA de cadena doble.

Los “dominios constantes” no estdn involucrados directamente en la unién del anticuerpo a un antigeno pero
estan involucrados en las funciones efectoras (ADCC, unién del complemento, y CDC). El dominio constante de
un anticuerpo de acuerdo con la invencién es del tipo IgG1l. Los dominios constantes humanos que poseen estas
caracteristicas se describen en detalle en Kabat ef al., Sequences of Proteins of Immunological Interest, 5* Ed. Public
Health Service, National Institutes of Health, Bethesda, MD. (1991), y por Briiggemann, M., et al., J. Exp. Med. 166
(1987) 1351-1361; Love, T.W., et al., Methods Enzymol. 178 (1989) 515-527. Se muestran ejemplos en los 1d. de
Sec. N°5 a 8. Otros dominios constantes ttiles y preferibles son los dominios constantes de los anticuerpos obtenibles
a partir de las lineas celulares de hibridoma depositadas con DSMZ para esta invencion. Los dominios constantes
utiles en la invencién proporcionan unién al complemento. Se proporcionan ADCC y opcionalmente CDC mediante
la combinacién de dominios variables y constantes.

La “region variable” (regioén variable de una cadena ligera (VL), regién variable de una cadena pesada (VH)) tal
como se utiliza aqui denota cada par de cadenas ligeras y pesadas que estdn directamente involucradas en la unién del
anticuerpo al antigeno. Los dominios de las cadenas ligeras y pesadas variables humanas tienen la misma estructura
general y cada dominio comprende cuatro regiones marco (FR) cuyas secuencias estdn ampliamente conservadas,
conectadas por tres “regiones hipervariables” (o regiones determinantes de complementariedad, CDR). Las regiones
marco adoptan una conformacién de 1dmina 8 y las CDR pueden formar bucles que conectan la estructura de ldmina
B. Las CDR de cada cadena se mantienen en su estructura tridimensional a través de las regiones marco y formar junto
con las CDR de la otra cadena el punto de union del antigeno. Las regiones CDR3 de las cadenas pesada y ligera del
anticuerpo juegan un papel particularmente importante en la especificidad/afinidad de la unién de los anticuerpos de
acuerdo con la invencidn y por lo tanto proporcionan otro objeto de la invencion.

Los términos “region hipervariable” o “porciéon de unién del antigeno de un anticuerpo”, como se utiliza aqui,
se refiere a los residuos aminoacidicos de un anticuerpo que son responsables de la unién del antigeno. La regién
hipervariable comprende los residuos aminoacidicos de las “regiones determinantes de complementariedad” o “CDR”.
Las regiones “marco” o “FR” como se define aqui, son aquellas regiones del dominio variable diferentes de los residuos
de la regién hipervariable. Por lo tanto, las cadenas ligeras y pesadas de un anticuerpo comprenden de N- a C-terminal
los dominios FR1, CDR1, FR2, CDR2, FR3, CDR3 y FR4. Especialmente, la CDR3 de la cadena pesada es la regién
que contribuye la mayor parte de la unién del antigeno. Las regiones CDR y FR se determinan de acuerdo con la
definicién estandar de Kabat ef al., Sequences of Proteins of Immunological Interest, 5* Ed., Public Health Service,
National Institutes of Health, Bethesda, MD (1991) y/o aquellos residuos de un “bucle hipervariable”.

El término “unién a IGF-IR” tal como se utiliza aqui significa la unién del anticuerpo al IGF-IR en un ensayo in
vitro, preferiblemente en un ensayo de unién en el que el anticuerpo estd unido a una superficie y la unién de IGF-IR
se mide mediante Resonancia de Plasmén en Superficie (SPR). Unién significa una afinidad de unién (Kp) de 107 M
o inferior, preferiblemente 107'* a 10~ M.

La uni6n a IGF-IR puede investigarse mediante un ensayo BIAcore (Pharmacia Biosensor AB, Uppsala, Suecia).
La afinidad de la unién se define mediante los término ka (constante de la tasa para la asociacién del anticuerpo
del complejo anticuerpo/antigeno), kd (constante de disociacién), y Ky (kd/ka). Los anticuerpos de acuerdo con la
invencién muestran una Ky de 107'° M o inferior.

La unién de IGF-I e IGF-II al IGF-IR también estd inhibida por los anticuerpos de acuerdo con la invencién. La
inhibicién se mide como Cls, en un ensayo para la unién de IGF-I/IGF-II al IGF-IR en células tumorales. Tal ensayo
estd descrito en el Ejemplo 7. En dicho ensayo, la cantidad de IGF-I o IGF-II o fragmentos de unién a IGF-IR de
los mismos radiomarcados unidos al IGF-IR proporcionados en la superficie de dichas células tumorales (por ejemplo
HT29) se mide sin y con concentraciones aumentadas del anticuerpo. Los valores de Cls, de los anticuerpos de acuerdo
con la invencién para la unién de IGF-1 y IGF-II al IGF-IR no son superiores a 2 nM y la proporcién de los valores
de Clj, para la unién de IGF-I/IGF-II al IGF-IR es de alrededor de 1:3 a 3:1. Los valores de CIy, se miden como los
valores de la media o mediana de al menos tres mediciones independientes. Los valores de Cls, tnicos estan fuera de
rango.
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El término “inhibir la unién de IGF-I e IGF-II al IGF-IR” tal como se utiliza aqui se refiere a inhibir la unién de
IGF-1 0 IGF-II marcados con I'** al IGF-IR presentado en la superficie de las células tumorales HT29 (ATCC HTB-
38) en un ensayo in vitro. Inhibir significa un valor de Cls, de 2 nM o inferior.

El término “células que expresan IGF-IR” se refiere a las células que sobreexpresan el receptor IGF-I en al menos
20.000 receptores/célula. Dichas células son, por ejemplo, lineas celulares tumorales como NCI H322M o HT29, o
una linea celular (por ejemplo 3T3 ATCC CRL1658) que sobreexpresa IGF-IR después de la transfeccién con un
vector de expresion para IGF-IR. La cantidad de receptores por célula se mide de acuerdo con Lammers, R., et al.,
EMBO J. 8 (1989) 1369-1375.

El término “inhibicién de la fosforilacion de IGF-IR” se refiere a un ensayo de fosforilacion celular utilizando célu-
las 3T3 que proporcionan de 400.000 a 600.000 moléculas de IGF-IR por célula en un medio que contiene suero fetal
bovino (FCS) al 0,5% inactivado por calor cuando se compara con dicho ensayo sin dicho anticuerpo. La fosforilacién
se detecta mediante Western blot utilizando un anticuerpo especifico para las proteinas fosforiladas en la tirosina. Di-
cho ensayo se describe en el Ejemplo 11. La inactivacién por calor del FCS se realiza mediante un calentamiento por
un corto periodo de tiempo a 56°C para inactivar el sistema del complemento.

El término “inhibicién de la fosforilacién de PKB” se refiere a un ensayo de fosforilacién celular utilizando células
3T3 que proporcionan de 400.000 a 600.000 moléculas de IGF-IR por célula en un medio que contiene suero fetal
bovino (FCS) al 0,5% inactivado por calor cuando se compara con dicho ensayo sin dicho anticuerpo. La fosforilacién
se detecta mediante Western blot utilizando un anticuerpo especifico para el PKB fosforilado en la serina 473 del PKB
(Akt 1, N° Acceso del Swiss Prot P31749). Dicho ensayo se describe en el Ejemplo 11.

El término “citotoxicidad celular dependiente de anticuerpo (ADCC)” se refiere a la lisis de células tumorales
diana humanas mediante un anticuerpo de acuerdo con la invencién en presencia de células efectoras. La ADCC se
mide preferiblemente mediante el tratamiento de una preparacion de células que expresan IGF-IR con un anticuerpo
de acuerdo con la invencién en presencia de células efectoras como las recién aisladas PBMC o células efectoras
purificadas de la capa leucocitaria, como los monocitos o las células NK. La ADCC se encuentra si el anticuerpo
induce la lisis (muerte celular) del 20% o mas de las células tumorales tras 24 horas a una concentracion de 100 nM.
Si la ADCC se encuentra que es mds pronunciada a las 4 h que a las 24 h, entonces la medicién se realiza a las 4
h. El ensayo se realiza preferiblemente con células tumorales marcadas con *'Cr o Eu y se mide especificamente la
liberacién de *'Cr o Eu. Los controles incluyen la incubacién de las células tumorales diana con las células efectoras
pero sin el anticuerpo.

El término “citotoxicidad dependiente del complemento (CDC)” se refiere a la lisis de células tumorales diana
humanas mediante un anticuerpo de acuerdo con la invencién en presencia del complemento. La CDC se mide prefe-
riblemente mediante el tratamiento de una preparacién de células que expresan IGF-IR con un anticuerpo de acuerdo
con la invencién en presencia del complemento. La CDC se encuentra si el anticuerpo induce la lisis (muerte celular)
del 20% o mas de las células tumorales tras 4 horas a una concentracién de 100 nM. El ensayo se realiza preferible-
mente con células tumorales marcadas con 3'Cr o Eu y se mide la liberacién de >'Cr o Eu. Los controles incluyen la
incubacién de las células tumorales diana con el complemento pero sin el anticuerpo.

El término “inhibicién completa de la transduccién de sefiales mediadas por IGF-I" se refiere a la inhibicién de
la fosforilacién de IGF-IR mediada por IGF-I. Para dicho ensayo, las células que expresan IGF-IR, preferiblemente
las células H322M, se estimulan con IGF-I y se tratan con un anticuerpo de acuerdo con la invencién (es titil una
concentracion de anticuerpo de 5 nM o superior). En consecuencia, se realiza un SDS PAGE y se mide la fosforilacién
de IGF-IR mediante andlisis por Western blot con un anticuerpo especifico para la tirosina fosforilada. La inhibicién
completa de la transduccidn de sefiales se encuentra si en el Western blot no se detecta de forma visible ninguna banda
que se refiera al IGF-IR fosforilado.

Los anticuerpos de acuerdo con la invencién muestran una unién al mismo epitopo de IGF-IR que el anticuerpo
18 o estan inhibidos en la unién al IGF-IR debido a un impedimento estérico de la unién gracias al anticuerpo 18. La
inhibicién de la unién puede detectarse mediante un ensayo SPR utilizando el anticuerpo 18 inmovilizado y el IGF-IR
a una concentracion de 20-50 nM y el anticuerpo a detectar a una concentracién de 100 nM. Una reduccién de la sefal
del 50% o mds muestra que el anticuerpo compite con el anticuerpo 18. Dicho ensayo puede realizarse de la misma
forma pero utilizando el anticuerpo 22 como anticuerpo inmovilizado.

El término “epitopo” significa cualquier determinante de proteina capaz de unirse especificamente a un anticuer-
po. Los epitopos normalmente consisten en agrupamientos de moléculas quimicamente activas en superficie, como
aminodcidos o cadenas laterales de azicares, y que normalmente poseen caracteristicas estructurales tridimensionales
especificas asi como caracteristicas de carga especificas. Los epitopos conformacionales y los no conformacionales se
distinguen en que no hay unién a los conformacionales pero si en los no conformacionales en presencia de solventes
desnaturalizantes.

Los anticuerpos de acuerdo con la invencién incluyen, ademds, dichos anticuerpos que poseen “modificaciones
de secuencia conservativas”, nucleétidos y modificaciones de secuencia de aminoacidos que no afectan o alteran las
caracteristicas mencionadas anteriormente del anticuerpo de acuerdo con la invencién. Las modificaciones pueden
introducirse mediante técnicas estandar conocidas en la técnica, como la mutagénesis dirigida al sitio y la mutagéne-
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sis mediada por PCR. Las sustituciones conservativas de aminoacidos incluye las que el residuo de aminodcido esta
sustituido con un residuo de aminoécido que posee una cadena lateral similar. Las familias de residuos de aminoacido
que poseen cadenas laterales similares han sido definidos en la técnica. Estas familias incluyen aminodcidos con cade-
nas laterales bdsicas (por ejemplo, lisina, arginina, histidina), cadenas laterales acidicas (por ejemplo, dcido aspdrtico,
dcido glutamico), cadenas laterales polares no cargadas (por ejemplo glicina, asparagina, glutamina, serina, treonina,
tirosina, cisteina, tript6fano), cadenas laterales no polares (por ejemplo, alanina, valina, leucina, isoleucina, prolina,
fenilalanina, metionina), cadenas laterales beta-ramificadas (por ejemplo, treonina, valina, isoleucina) y cadenas late-
rales aromaticas (por ejemplo, tirosina, fenilalanina, triptéfano, histidina). Asi, un residuo de aminoacido no esencial
predicho en un anticuerpo humano anti-IGF-IR puede estar preferiblemente sustituido por otro residuo de aminodcido
de la misma familia de cadenas laterales.

Pueden realizarse sustituciones de aminoacidos mediante mutagénesis basada en el modelaje molecular tal como
se describe en Riechmann, L., et al., Nature 332 (1988) 323-327 y Queen, C., et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86
(1989) 10029-10033.

En una realizacion preferible de la invencidn, los anticuerpos de acuerdo con la invencion se caracterizan ade-
mads por una o mds caracteristicas seleccionadas del grupo seleccionado de los pardmetros de unién ka, kd y Kp, que
se unen al mismo epitopo que los anticuerpos 18 y 22, los valores de Cls, para la inhibicién de la unién de IGF-I
e IGF-II al IGF-IR en células tumorales, y los valores de Cls, para la inhibicién de la fosforilacién de IGF-IR tras
la estimulacién de IGF-I en células tumorales. La inhibicién de la fosforilacién de IGF-IR conduce a la inhibicién
de la fosforilaciéon de elementos corriente abajo como el PKB, la regulacién negativa de IGF-IR en células tumo-
rales, y la influencia en el crecimiento tridimensional de células tumorales in vitro. Los anticuerpos se caracterizan
ademas preferiblemente por sus valores farmacocinéticos y farmacodindmicos, y la reactividad cruzada para otras
especies.

Los anticuerpos de acuerdo con la invencién inhiben la fosforilacién de la tirosina del IGF-IR y preferiblemente
también la fosforilacién de la tirosina de PKB en una extensién similar.

Los anticuerpos de acuerdo con la invencién preferiblemente regulan negativamente el nivel de proteina de IGF-
IR en células tumorales y en tumores, por ejemplo en tumores xenoinjertados.

Los anticuerpos de acuerdo con la invencién inhiben preferiblemente el crecimiento tridimensional de las células
tumorales en un ensayo de formacién de colonias asi como la proliferacién de las células que expresan IGF-IR (por
ejemplo células NIH 3T3).

Los anticuerpos de acuerdo con la invencién preferiblemente no inhiben la unién de la insulina al receptor de la
insulina en un ensayo de competicién de unién en células 3T3 que sobreexpresan el receptor de la insulina utilizando
el anticuerpo en una concentracién de 200 nmol/l.

Los anticuerpos de acuerdo con la invencion se producen preferiblemente mediante métodos recombinantes. Ta-
les métodos son ampliamente conocidos en el estado de la técnica y comprenden expresion de proteinas en células
procariotas y eucariotas con el posterior aislamiento del polipéptido del anticuerpo y normalmente la purificacién en
una pureza farmacéuticamente aceptable. Para la expresion de proteina, los 4cidos nucleicos que codifican las cade-
nas pesada y ligera o fragmentos de las mismas se insertan en el vector de expresion mediante métodos estandar.
La expresion se realiza en células huésped procariotas o eucariotas apropiadas como las células CHO, células NSO,
células SP2/0, células HEK293, células COS, levaduras, o células de E. coli, y se recupera el anticuerpo de las células
(sobrenadante o células tras la lisis).

La produccién recombinante de anticuerpos se conoce bien en el estado de la técnica y se describe, por ejemplo, en
la revision de los articulos de Makrides, S.C., Protein Expr. Purif. 17 (1999) 183-202; Geisse, S., et al., Protein Expr.
Purif. 8 (1996) 271-282; Kaufman, R.J., Mol. Biotechnol. 16 (2000) 151-161; Werner, R.G., Drug Res. 48 (1998) 870-
880.

Los anticuerpos pueden estar presentes en células enteras, en un lisado celular, o en una forma parcialmente puri-
ficada o sustancialmente pura. La purificacién se realiza para eliminar otros componentes celulares u otros contami-
nantes, por ejemplo otros 4cidos nucleicos celulares o proteinas, mediante técnicas estdndar, que incluye tratamiento
alcalino/SDS, bandas de CsCl, cromatografia en columna, electroforesis en gel de agarosa, y otros bien conocidos en la
técnica. Véase Ausubel, F,, et al., ed. Current Protocols in Molecular Biology, Greene Publishing y Wiley Interscience,
New York (1987).

La expresion en células NSO se describe en, por ejemplo, Barnes, L.M., et al., Cytotechnology 32 (2000) 109-
123; y Barnes, L.M., et al., Biotech. Bioeng. 73 (2001) 261-270. La expresion transitoria se describe en, por ejemplo,
Durocher, Y., et al., Nucl. Acids. Res. 30 (2002) E9. El clonaje de los dominios variables se describe en Orlandi, R.,
et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86 (1989) 3833-3837; Carter, P, et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89 (1992) 4285-
4289; y Norderhaug, L., et al., J. Immunol. Methods 204 (1997) 77-87. Un sistema de expresion transitorio preferible
(HEK 293) se describe en Schlaeger, E.-J., y Christensen, K., en Cytotechnology 30 (1999) 71-83 y en Schlaeger,
E.-J., en J. Immunol. Methods 194 (1996) 191-199.
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Las secuencias control que son adecuadas para procariotas, por ejemplo, incluyen un promotor, opcionalmente una
secuencia operador y un punto de unién del ribosoma. Las células eucariotas utilizan promotores, potenciadores y
seflales de poliadenilacion.

Un 4cido nucleico estd “ligado de forma operativa” si esta situado en una relacién funcional con otra secuencia de
dcido nucleico. Por ejemplo, el DNA de una presecuencia o lider secretor estd ligado de forma operativa al DNA de un
polipéptido si se expresa como preproteina que participa en la secrecion del polipéptido; un promotor o potenciador
esté ligado de forma operativa a una secuencia codificante si afecta a la transcr1pc1on de la secuencia; o un lugar de
unién a ribosomas estd ligado de forma operativa a una secuencia codificante si estd posicionado de forma que facilita
la traduccién. Generalmente, “ligado de forma operativa” significa que las secuencias de DNA ligadas estan contiguas,
y en el caso de un lider secretor, contiguas y en marco de lectura. Sin embargo, los potenciadores no tienen que estar
contiguos. La unién se consigue mediante una ligacién en las dianas de restriccién convenientes. Si tales dianas no
existen, se utilizan adaptadores o enlazantes sintéticos oligonucleotidicos de acuerdo con la practica convencional.

Los anticuerpos monoclonales estdn separados de forma adecuada del medio de cultivo mediante procedimientos
convencionales de purificacién de inmunoglobulinas como, por ejemplo, proteina A - Sefarosa, cromatografia en hi-
droxiapatita, electroforesis en gel, didlisis o cromatografia de afinidad. Los DNA y RNA que codifican los anticuerpos
monoclonales se aislan y secuencian facilmente utilizando procedimientos convencionales. Las células de hibridoma
pueden servir como fuente de tales DNA y RNA. Una vez aislados, los DNA pueden insertarse en vectores de expre-
sién, que entonces se transfectan en células huésped como las células HEK 293, células CHO o células de mieloma que
de otro modo no producirian las proteinas de inmunoglobulina, para obtener la sintesis de anticuerpos monoclonales
recombinantes en las células huésped.

Las variantes de la secuencia de aminodcidos del anticuerpo anti IGF-IR humano se preparan introduciendo los
cambios de nucledtido apropiados en el DNA del anticuerpo, o mediante la sintesis de péptidos. Tales modificaciones
pueden realizarse, sin embargo, s6lo en un rango muy limitado, por ejemplo, como se ha descrito anteriormente. Por
ejemplo, las modificaciones no alteran las caracteristicas anteriormente mencionadas del anticuerpo como el isotipo
de la IgG y la unién del epitopo, pero pueden mejorar el rendimiento de la produccién recombinante, la estabilidad de
la proteina o facilitar la purificacién.

También puede sustituirse cualquier residuo de cisteina que no estd involucrado en mantener la correcta confor-
macién del anticuerpo anti-IGF-IR, generalmente con serina, para mejorar la estabilidad oxidativa de la molécula y
prevenir el entrecruzamiento aberrante. Contrariamente, pueden afadirse enlaces de cisteina al anticuerpo para mejorar
su estabilidad (particularmente cuando el anticuerpo es un fragmento de anticuerpo como el fragmento Fv).

Otro tipo de variante de aminodacidos del anticuerpo es el que altera el patrén de glucosilacion original del anti-
cuerpo. Por alterar, se entiende eliminar una o més porciones de carbohidratos que se encuentran en el anticuerpo, y/o
afiadir uno o més sitios de glucosilacién que no estan presentes en el anticuerpo. La glucosilacién de los anticuerpos
es normalmente del tipo N-unido. N-unido se refiere a la unién de la porcién de carbohidrato a la cadena lateral de
un residuo de asparagina. Las secuencias de tripéptidos asparagina-X-serina y asparagina-X-treonina, en la que X es
cualquier aminodcido excepto prolina, son las secuencias de reconocimiento para la unién enzimadtica de la porcion de
carbohidrato a la cadena lateral de asparagina. Asi, la presencia de cualquiera de estas secuencias de tripéptidos en un
polipéptido crea un sitio de glucosilacién potencial. La adicion de los sitios de glucosilacién al anticuerpo se logra de
forma adecuada por la alteracién de la secuencia de aminodcidos como la que contiene una o mas de las secuencias de
tripéptidos descritas anteriormente (para los sitios de glucosilacién N-unidos).

Las moléculas de dcidos nucleicos que codifican variantes de la secuencia de aminoacidos del anticuerpo anti-
IGF-IR se preparan mediante una variedad de métodos conocidos en la técnica. Estos métodos incluyen, pero no se
limitan a, aislamiento a partir de una fuente natural (en el caso de las variantes de secuencia de aminodcido naturales)
o preparacion mediante mutagénesis mediada por oligonucledtido (o dirigida), mutagénesis por PCR, y mutagénesis
en casete de una variante preparada con anterioridad o una version sin variar del anticuerpo anti-IGF-IR humanizado.

La invencién también pertenece a los inmunoconjugados que comprenden el anticuerpo de acuerdo con la inven-
cién conjugado con un agente citotdxico como un agente quimioterapéutico, toxina (por ejemplo, una toxina enzima-
ticamente activa de origen bacteriano, fingico, vegetal o animal, o fragmentos de los mismos), un is6topo radioactivo
(es decir, un radioconjugado) o un profarmaco de un agente citotoxico. Los agentes ttiles en la generacion de tales
inmunoconjugados se han descrito anteriormente. Las toxinas enzimaticamente activas y fragmentos de las mismas
que pueden utilizarse incluyen la cadena A de la difteria, fragmentos activos que no se unen de la toxina de la difteria,
cadena A de la exotoxina (de Pseudomonas aeruginosa), cadena A de laricina, cadena A de la abrina, cadena A de la
modeccina, alfa-sarcina, proteinas de Aleuritesfordii, proteinas de diantina, proteinas de Phytolaca americana (PAPI,
PAPIIL, y PAP-S), inhibidor de momordica charantia, curcina, crotina, inhibidor de sapaonaria officinalis, gelonina,
mitogelina, restrictocina, fenomicina, enomicina y los tricotecenos.

Los conjugados del anticuerpo y del agente citotoxico se crean utilizando una serie de agentes de acoplamiento de
proteinas bifuncionales como el propionato de N-succinimidil-3-(2-piridilditiol) (SPDP), iminotiolano (IT), derivados
bifuncionales de imidoésteres; (como adipimidato de dimetilo HCL), ésteres activos (como suberato de disuccinimi-
dilo), aldehidos (como glutaraldehido), compuestos bis-azido (como bis(p-azidobenzoil) hexanodiamina), derivados
de bis-diazonio (como bis-(p-diazoniobenzoil)-etilendiatnina), diisocianatos (como tolieno 2,6-diisocianato), y com-
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puestos fluor bis-activos (como 1,5-difluoro-2,4-dinitrobenceno). Por ejemplo, una inmunotoxina de ricino puede
prepararse como se ha descrito en Vitetta, E.S., et al., Science 238 (1987) 1098-1104). El 4cido 1-isotiocianatobencil-
3-metildietilen triaminapentaacético (MX-DTPA) marcado con carbono-14 es un ejemplo de agente quelante para la
conjugacién de radionucledtidos con el anticuerpo. Véase WO 94/11026.

Otro tipo de modificacién covalente involucra glicésidos de acoplamiento quimico o enzimatico al anticuerpo.
Estos procedimientos son ventajosos ya que no requieren de la produccién del anticuerpo en una célula huésped
que posea capacidades de glucosilacion para la glucosilacién N- o O-unida. Dependiendo del modo de acoplamiento
utilizado, el(los) azicar(es) puede(n) estar unido(s) a (a) arginina e histidina, (b) grupos carboxilo libres, (c) grupos
sulfhidrilo libres como los de 1a cisteina, (d) grupos hidroxilo libres como los de la serina, treonina, o hidroxiprolina,
(e) residuos aromadticos como los de la fenilalanina, tirosina, o triptéfano, o (f) el grupo amida de la glutamina. Estos
métodos se describen en WO 87/05330, y en Aplin, J.D., y Wriston, J.C. Jr., CRC Crit. Rev. Biochem. (1981) 259-
306.

La eliminacién de cualquier porcion de carbohidrato presente en el anticuerpo puede lograrse de forma quimica o
enzimatica. La desglucosilaciéon quimica requiere de la exposicién del anticuerpo al compuesto 4cido trifluorometa-
nosulfénico, o un compuesto equivalente. Este tratamiento resulta en la escision de la mayoria o de todos los azicares
excepto el aziicar enlazante (N-acetilglucosamina o N-acetilgalactosamina), dejando el anticuerpo intacto. La des-
glucosilacién quimica se describe en Sojahr, H.T., y Bahl, O.P., Arch. Biochem. Biophys. 259 (1987) 52-57 y en
Edge, A.S., et al. Anal. Biochem. 118 (1981) 131-137. La escisién enzimatica de las porciones de carbohidrato en los
anticuerpos puede lograrse mediante la utilizacién de una serie de endo- y exo-glucosidasas como las descritas por
Thotakura, N.R., y Bahl, O.P.,, Meth. Enzymol. 138 (1987) 350-359.

Otro tipo de modificacidon covalente del anticuerpo comprende la unién del anticuerpo a una serie de polimeros
no proteicos, por ejemplo, polietilenglicol, polipropilenglicol, o polioxialquilenos, de la forma descrita en las Patentes
Estadounidenses N° 4.640.835; 4.496.689; 4.301.144; 4.670.417; 4.791.192 0 4.179.337.

En atn otro aspecto, la invencién proporciona células B aisladas de un animal transgénico no humano, por ejemplo
un ratén transgénico, que expresa los anticuerpos anti IGF-IR humanos de acuerdo con la invencién. Preferiblemente,
las células B aisladas se obtienen de un animal transgénico no humano, por ejemplo, un ratén transgénico, que se
ha inmunizado con una preparacién purificada o enriquecida de antigeno IGF-IR y/o células que expresan IGF-IR.
Preferiblemente, el animal transgénico no humano, por ejemplo un ratén transgénico, posee un genoma que comprende
un transgén de cadena pesada humana y un transgén de cadena ligera humana que codifican toda o una porcién de un
anticuerpo de la invencion. Estas células B aisladas se inmortalizan entonces para proporcionar una fuente (por ejemplo
un hibridoma) de anticuerpos anti-IGF-IR humano. De acuerdo con esto, la presente invencion también proporciona
un hibridoma capaz de producir anticuerpos monoclonales humanos de acuerdo con la invencién. En una realizacion,
el hibridoma incluye una célula B obtenida de un animal transgénico no humano, por ejemplo, un ratén transgénico
que posee un genoma que comprende un transgén de cadena pesada humana y un transgén de cadena ligera humana
que codifican toda o una porcién de un anticuerpo de la invencidn, fusionado a una célula inmortalizada.

En una realizacién particular, el animal transgénico no humano es un ratén transgénico que posee un genoma que
comprende un transgén de cadena pesada humana y un transgén de cadena ligera humana que codifican toda o una
porcién de un anticuerpo de la invencién. El animal transgénico no humano puede inmunizarse con una preparacion
purificada o enriquecida de antigeno IGF-IR y/o células que expresan IGF-IR. Preferiblemente, el animal transgénico
no humano, por ejemplo, un ratén transgénico, es capaz de producir isotipos de IgG1 de anticuerpos monoclonales
humanos frente a IGF-IR.

Los anticuerpos monoclonales humanos de acuerdo con la invencién pueden producirse mediante la inmunizacién
de un animal transgénico no humano, por ejemplo, un raton transgénico, que posee un genoma que comprende un
transgén de cadena pesada humana y un transgén de cadena ligera humana que codifican toda o una porciéon de un
anticuerpo de la invencién, con una preparacion purificada o enriquecida de antigeno IGF-IR y/o células que expresan
IGF-IR. Las células B (por ejemplo células B del bazo) del animal se obtienen entonces y se fusionan con células de
mieloma para formar células de hibridoma inmortales, que secretan anticuerpos monoclonales humanos frente a IGF-
IR.

En una realizacion preferible, los anticuerpos monoclonales humanos dirigidos frente a IGF-IR pueden generarse
utilizando ratones transgénicos portadores de partes del sistema inmune humano en lugar del sistema murino. Estos
ratones transgénicos, referidos aqui como ratones “HuMAb”, contienen un minilocus del gen de la inmunoglobulina
humana que codifica los genes de la inmunoglobulina humana no redistribuidos que incluye la cadena pesada (1 y y)
y la cadena ligera « (genes de las regiones constantes), junto con las mutaciones dirigidas que inactivan los loci de las
cadenas endégenas u y k (Lonberg, N., et al., Nature 368 (1994) 856-859). De acuerdo con esto, los ratones presentan
una expresion reducida de la IgM o K de ratén, y en respuesta a la inmunizacion, los transgenes introducidos de las
cadenas pesada y ligera humanas producen un cambio de clase y una mutacién somdtica para generar anticuerpos
monoclonales IgG humanos de alta afinidad (Lonberg, N., et al., Nature 368 (1994) 856-859; revisado en Lonberg,
N., Handbook of Experimental Pharmacology 113 (1994) 49-101; Lonberg, N., y Huszar, D., Intern. Rev. Immunol.
25 (1995) 65-93; y Harding, F., y Lonberg, N., Ann. N. Acad. Sci 764 (1995) 536-546). La preparacién de ratones
HuMAD se describe en Taylor, L., ef al., Nucleic Acids Research 20 (1992) 6287-6295; Chen, J., et al., International
Immunology 5 (1993) 647-656; Tuaillon, N., et al., Proc. Natl. Acad. Sci USA 90 (1993) 3720-3724; Choi, T.K., et
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al., Nature Genetics 4 (1993) 117-123; Chen, J., et al., EMBO J. 12 (1993) 821-830; Tuaillon, N., et al., Immunol.
152 (1994) 2912-2920; Lonberg, N., et al., Nature 368 (1994) 856-859; Lonberg, N., Handbook of Experimental
Pharmacology 113 (1994) 49-101; Taylor, L., et al., Int. Immunol. 6 (1994) 579-591; Lonberg, N., y Huszar, D.,
Intern. Rev. Immunol. 25 (1995) 65-93; Harding, F., y Lonberg, N., Ann. N. Acad. Sci 764 (1995) 536-546; Fishwild,
D.M.,, et al., Nat. Biotechnol. 14 (1996) 845-851. Véase ademas, Patentes Estadounidenses N° 5.545.806; 5.569.825;
5.625.126; 5.633.425; 5.789.650; 5.877.397; 5.661.016; 5.814.318; 5.874.299; 5.545.807; 5.770.429; WO 98/24884,
WO 94/25585; WO 93/1227; WO 92/22645; y WO 92/03918.

Para generar anticuerpos monoclonales completamente humanos frente a IGF-IR, los ratones HuMAb pueden
inmunizarse con una preparacion purificada o enriquecida de antigeno IGF-IR y/o células que expresan IGF-IR de
acuerdo con el método general, como se describe en Lonberg, N., et al., Nature 368 (1994) 856-859; Fishwild, D.M.,
et al., Nat. Biotechnol. 14 (1996) 845-851 y WO 98/24884. Preferiblemente, los ratones serdn de 6-16 semanas de
edad en la primera inmunizacién. Por ejemplo, puede utilizarse una preparacion purificada o enriquecida de antigeno
IGF-IR soluble (por ejemplo purificado a partir de células que expresan IGF-IR) para inmunizar los ratones HuMAb
por via intraperitoneal. En el caso de que las inmunizaciones utilizando una preparacion purificada o enriquecida de
antigeno IGF-IR no resulte en anticuerpos, los ratones pueden también inmunizarse con células que expresan IGF-
IR, por ejemplo, una linea de células tumorales, para promover la respuesta inmune. La experiencia adquirida con
varios antigenos mostré que los ratones transgénicos HuMADb responden mejor cuando se inmunizan inicialmente
por via intraperitoneal (i.p.) con antigeno en adyuvante completo de Freund, seguido por cualquier otra inmunizacién
semanal i.p. (por ejemplo, hasta un total de 6) con antigeno en adyuvante incompleto de Freund. La respuesta inmune
puede monitorizarse durante el curso del protocolo de inmunizacién con muestras de plasma obtenidas por sangrados
retroorbitales. El plasma puede analizarse mediante ELISA, y pueden utilizarse los ratones con una titulacién suficiente
de inmunoglobulina humana anti-IGF-IR para la inmortalizacién de las correspondientes células B. Los ratones pueden
inyectarse de nuevo por via intravenosa con antigeno, 3 o 4 dias antes de su sacrificio y de la extraccién del bazo y de los
nédulos linfaticos. Se espera que sea necesario realizar 2-3 fusiones por cada antigeno. Muchos ratones se inmunizaran
por cada antigeno. Por ejemplo, pueden inmunizarse un total de doce ratones HuMAD de las cepas HCo7 y HCo12.

Los ratones HCo7 poseen una disrupcion JKD en sus genes endégenos de la cadena ligera (kappa) (como se
describe en Chen, J., et al., EMBO J. 12 (1993) 821-830), una disrupcién CMD en sus genes endégenos de la cadena
pesada (como se describe en el Ejemplo 1 de WO 01/14424), un transgén KCo5 humano de la cadena ligera kappa
(como se describe en Fishwild, D.M., et al., Nat. Biotechnol. 14 (1996) 845-851), y un transgén HCo7 humano de la
cadena pesada (como se describe en la Patente Estadounidense N° 5.770.429).

Los ratones HCol2 poseen una disrupcién JKD en sus genes endégenos de la cadena ligera (kappa) (como se
describe en Chen, J., et al., EMBO J. 12 (1993) 821-830), una disrupcién CMD en sus genes endgenos de la cadena
pesada (como se describe en el Ejemplo 1 de WO 01/14424), un transgén KCo5 humano de la cadena ligera kappa
(como se describe en Fishwild, D.M., et al., Nat. Biotechnol. 14 (1996) 845-851), y un transgén HCo12 humano de la
cadena pesada (como se describe en el Ejemplo 2 de WO 01/14424).

Pueden aislarse los linfocitos de ratén y fusionarse con una linea celular de mieloma de ratén utilizando PEG
basado en los protocolos estdndar para generar hibridomas. Los hibridomas resultantes se criban entonces para la
produccion de anticuerpos especificos de antigeno. Por ejemplo, las suspensiones celulares tinicas de linfocitos esplé-
nicos y de linfocitos derivados de los nddulos linfiticos a partir de ratones inmunizados se fusionan hasta un sexto de
la cantidad de células de mieloma de ratén no secretoras SP 2/0 (ATCC, CRL 1581) con 50% de PEG. Las células se
plaquean a aproximadamente 2 x 10° en placas microtituladas de fondo plano, seguido por cerca de dos semanas de
incubacién en medio selectivo.

Los pocillos individuales se analizan por ELISA para la presencia de anticuerpos monoclonales IgM e IgG huma-
nos anti-IGF-IR. Una vez aparezca un crecimiento extensivo del hibridoma, se analiza el medio, normalmente tras 10-
14 dias. Los hibridomas que secretan anticuerpo se replaquean, se analizan de nuevo, y si son positivos para anticuer-
pos monoclonales IgG humanos anti-IGF-IR, pueden subclonarse al menos dos veces mediante dilucién limitante.
Los subclones estables se cultivan entonces in vitro para producir anticuerpos en medio de cultivo de tejidos para su
caracterizacion.

Ya que las secuencias CDR son responsables de las interacciones anticuerpo-antigeno, es posible expresar los
anticuerpos recombinantes de acuerdo con la invencidn construyendo vectores de expresion que incluye las secuencias
CDR de acuerdo con la invencién en secuencias marco de otros anticuerpos humanos diferentes (véase, por ejemplo,
Riechmann, L., et al., Nature 332 (1998) 323-327; Jones, P., et al., Nature 321 (1986) 522-525; y Queen, C., et al.,
Proc. Natl. Acad. Véase U.S.A. 86 (1989) 10029-10033). Tales secuencias marco pueden obtenerse de las bases de
datos publicas de DNA que incluye las secuencias génicas de anticuerpo humano de linea germinal. Estas secuencias
de linea germinal difieren de las secuencias génicas del anticuerpo maduro debido a que éstas no incluyen genes
variables completamente ensamblados, que estdn formados por la unién V(D)J durante la maduracién de las células B.
las secuencias génicas de linea germinal también difieren de las secuencias de un anticuerpo de repertorio secundario
de alta afinidad incluso a través de la region variable individual.

La invencidn preferiblemente comprende un fragmento de acido nucleico que codifica un polipéptido que se une al
IGF-IR, en el que dicho polipéptido inhibe la unién de IGF-I e IGF-II al IGF-IR, seleccionado del grupo que consiste
en
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a) una cadena pesada de anticuerpo que comprende los CDR, CDR1 (aa 31-35), CDR2 (aa 50-66) y CDR3 (aa 99-
107) del 1d. de Sec. N° 1 0 3;

b) una cadena ligera de anticuerpo que comprende los CDR, CDR1 (aa 24-34), CDR2 (aa 50-56) y CDR3 (aa 89-
98) del Id. de Sec. N°2 0 4.

Las regiones variables de las cadenas ligera y pesada reconstruidas se combinan con secuencias de promotor, inicio
de traduccidn, region constante, 3’ sin traducir, poliadenilacién, y finalizacién de la transcripcién para formar cons-
trucciones de vectores de expresion. Las construcciones de expresion de la cadena pesada y ligera pueden combinarse
en un unico vector, cotransfectarse, transfectarse de forma seriada, o transfectarse separadamente en células huésped
que estan entonces fusionadas para formar una célula huésped tinica que expresa ambas cadenas.

De acuerdo con esto, la invencién proporciona un método para la produccién de un anticuerpo recombinante
humano de acuerdo con la invencién, que se caracteriza por la expresioén de un dcido nucleico que codifica

a) una cadena pesada de anticuerpo que comprende los CDR, CDR1 (aa 31-35), CDR2 (aa 50-66) y CDR3 (aa 99-
107) del Id. de Sec. N° 1 0 3;

b) una cadena ligera de anticuerpo que comprende los CDR, CDR1 (aa 24-34), CDR2 (aa 50-56) y CDR3 (aa 89-
98) del Id. de Sec. N°2 0 4.

La invencién comprende ademads la utilizacién de un anticuerpo de acuerdo con la invencién para la deteccion
de IGF-IR in vitro, preferiblemente mediante un ensayo inmunolégico para determinar la unién entre IGF-IR de una
muestra y el anticuerpo de acuerdo con la invencidn.

En otro aspecto, la presente invencién proporciona una composicion, por ejemplo una composiciéon farmacéutica,
que contiene un o una combinacién de anticuerpos monoclonales humanos, o la porcién de unién a antigeno de los
mismos, de la presente invencion, formulado junto con un transportador farmacéuticamente aceptable.

Las composiciones farmacéuticas de la invencién también pueden administrarse en terapia de combinacion, es
decir, combinado con otros agentes. Por ejemplo, la terapia de combinacién puede incluir una composicién de la
presente invencion con al menos un agente anti-tumoral u otra terapia convencional.

Un “agente quimioterapéutico” es un compuesto titil en el tratamiento del cdncer. Ejemplos de agentes quimiote-
rapéuticos incluye Adriamicina, Doxorubicina, 5-Fluorouracilo, Citosina arabinésido (“Ara-C”), Ciclofosfamida, Tio-
tepa, Taxotere (docetaxel), Busulfan, Gemcitabina, Citoxina, Taxol, Metotrexato, Cisplatino, Melfaldn, Vinblastina,
Bleomicina, Etopdsido, Ifosfamida, Mitomicina C, Mitoxantrona, Vincristina, Vinorelbina, Carboplatino, Tenip6dsido,
Daunomicina, Carminomicina, Aminopterina, Dactinomicina, Mitomicina, Esperamicinas (véase Patente Estadouni-
dense N°4.675.187), Melfalan y otras mostazas nitrogenadas relacionadas.

El término “agente citotoxico” tal como se utiliza aqui se refiere a una sustancia que inhibe o previene la funcién
de las células y/o provoca la destruccién celular. El término pretende incluir isétopos radioactivos, agentes quimio-
terapéuticos, y toxinas como las toxinas enzimaticamente activas de origen bacteriano, flingico, vegetal o animal, o
fragmentos de las mismas.

El término “profarmaco” tal como se utiliza en esta solicitud se refiere a un precursor o forma derivada de una
sustancia farmacéuticamente activa que es menos citotdxica en células tumorales en comparacién con el fairmaco
parental y que puede activarse enzimdticamente o convertirse en la forma parental mds activa. Véase, por ejemplo,
Wilman, “Prodrugs in Cancer Chemotherapy” Biochemical Society Transactions, 14, pp. 375-382, 615th Meeting
Belfast (1986), y Stella et al., “Prodrugs: A Chemical Approach to Targeted Drug Delivery”, Directed Drug Delivery,
Borchardt ez al., (ed.), pp. 247-267, Humana Press (1985). Los profarmacos de esta invencién incluyen, pero no se li-
mitan a, profarmacos que contienen fosfato, profarmacos que contienen tiofosfato, profarmacos que contienen sulfato,
profarmacos que contienen péptidos, profarmacos con D-aminodcidos modificados, profarmacos glicosilados, profar-
macos con anillo 8-lactdmico, profarmacos que contienen fenoxiacetamida opcionalmente sustituida o profdirmacos
que contienen fenilacetamida opcionalmente sustituida, profairmacos con 5-fluorocitosina y otros profirmacos con 5-
fluorouridina que pueden convertirse en el farmaco libre citotoxico més activo. Ejemplos de farmacos citotéxicos que
pueden transformarse a la forma de profarmaco para su uso en esta invencién incluyen, pero no se limitan a, aquellos
agentes quimioterapéuticos descritos anteriormente.

Tal como se utiliza aqui, “transportador farmacéuticamente aceptable” incluye cualquier disolvente, medio de dis-
persion, recubrimiento, agente antibacteriano y antifiingico, agente isoténico y retardante de la absorcién, y similares
que sea fisioldgicamente compatible. Preferiblemente, el transportador es adecuado para la administracién intravenosa,
intramuscular, subcutdnea, parenteral o espinal (por ejemplo, mediante inyeccion o infusion).

Una “sal farmacéuticamente aceptable” se refiere a una sal que retiene la actividad bioldgica deseada del anticuerpo
y no muestra ningtin efecto toxicolégico indeseado (véase por ejemplo, Berge, S.M., et al., J. Pharm. Sci. 66 (1977)
1-19). Tales sales estdn incluidas en la invencién. Ejemplos de tales sales incluyen las sales de adicién 4cida y basica.
Las sales de adicién dcida incluyen aquellas derivadas de 4cidos inorgdnicos no téxicos, como las sales de clorhidrato.
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Una composicién de la presente invencién puede administrarse mediante una variedad de métodos conocidos en la
materia. Como podra apreciarse por un experto en la materia, la ruta y/o modo de administracién variard dependiendo
de los resultados deseados.

Para administrar un compuesto de la invencién mediante ciertas vias de administracién, puede ser necesario recu-
brir el compuesto o coadministrar el compuesto junto con un material para prevenir su inactivacién. Por ejemplo, el
compuesto puede administrarse a un sujeto en un transportador apropiado, por ejemplo, liposomas o un diluyente. Los
diluyentes farmacéuticamente aceptables incluyen la solucién salina y las soluciones de tamp6n acuoso.

Los transportadores farmacéuticamente aceptables incluyen soluciones acuosas estériles o dispersiones y polvos
estériles para la posterior preparacion de soluciones o dispersiones estériles inyectables. El uso de tales medios y
agentes para las sustancias farmacéuticamente activas es conocido en la materia.

Las frases “administracion parenteral” y “administrado por via parenteral” tal como se utiliza aqui indican modos
de administracién diferentes de la administracion enteral y tépica, normalmente por inyeccién, e incluyen, sin limi-
tacién, la inyeccidn e infusién intravenosa, intramuscular, intraarterial, intratecal, intracapsular, intraorbital, intracar-
diaca, intradermal, intraperitoneal, transtraqueal, subcutdnea, subcuticular, intraarticular, subcapsular, subaracnoidea,
intraespinal, epidural e intraesternal.

Estas composiciones pueden también contener adyuvantes como los conservantes, agentes humectantes, agentes
emulsificantes y agentes dispersantes. La prevencién de presencia de microorganismos puede asegurarse mediante un
proceso de esterilizacidn, anterior, y mediante la inclusion de varios agentes antibacterianos y antiftingicos, por ejem-
plo, parabeno, clorbutanol, fenol y acido sérbico. También puede ser deseable incluir en las composiciones agentes
isoténicos, como azicares o cloruro sédico. Ademads, la absorcion prolongada de la forma farmacéutica inyectable
puede conseguirrse mediante la inclusién de agentes que retardan la absorciéon como el monostearato de aluminio y la
gelatina.

Independientemente de la via de administracion seleccionada, los compuestos de la presente invencion, que pueden
utilizarse en una forma hidratada adecuada, y/o las composiciones farmacéuticas de la presente invencién, se formulan
en formas de dosificacién farmacéuticamente aceptables mediante los métodos convencionales conocidos por los
expertos en la materia.

Los niveles de dosificacion reales de los ingredientes activos pueden variarse en las composiciones farmacéuticas
de la presente invencion con el fin de obtener una cantidad de ingrediente activo que sea efectiva para alcanzar la
respuesta terapéutica deseada para un paciente en particular, composicién, y modo de administracién, sin ser toxico
para el paciente. El nivel de dosificacion seleccionado dependera de una variedad de factores farmacocinéticos que
incluyen la actividad de las composiciones particulares empleadas de la presente invencion, la via de administracion,
el tiempo de administracidn, la tasa de excrecidon del compuesto particular a emplear, la duracién del tratamiento,
otros farmacos, compuestos y/o materiales utilizados en combinacién con las composiciones particulares empleadas,
la edad, sexo, peso, condicién, salud general e historia médica previa del paciente a ser tratado, y factores similares
bien conocidos en la ciencia médica.

La composicién debe ser estéril y fluida de modo que la composicion sea dosificable mediante una jeringa. Ademas
del agua, el transportador es preferiblemente una solucién salina isoténica.

Se puede mantener una fluidez adecuada, por ejemplo, mediante el uso de recubridores como la lecitina, man-
teniendo el tamafio de particula necesario en el caso de la dispersion y mediante el uso de tensioactivos. En muchos
casos, es preferible incluir agentes isotoénicos en la composicion, por ejemplo, aziicares, polialcoholes como el manitol
o sorbitol, y cloruro de sodio.

Descripcion del listado de secuencias

Id. de Sec. N° 1-4 Secuencias de nucledtido y aminoécidos de los dominios de las regiones variables de las cadenas
ligera y pesada de los anticuerpos 18 y 22.

Id. de Sec. N° 5 y 6 Secuencias de nucleétido y aminodcidos del dominio de la regién constante humana.
Descripcion de las figuras

Figura 1 Expresion en superficie de IGF-IR en cultivos a baja y elevada densidad celular.

Figura 2 Ensayo WST (células NCI H322M) de inhibicién de la proliferacién en cultivo 3D.

Figura 3 Ensayo de formacién de colonias para la inhibicién de la proliferacion en cultivo 3D (imagen microsco-
pica).

Figura 4 Ensayo de formacién de colonias para la inhibicién de la proliferacién en cultivo 3D (cuantificacién).
ctr = control; Cl 18 = anticuerpo 18.
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Figura 5 Inhibicién de la unién de I'*-IGF-I a las células HT29 por los anticuerpos 18 y 22 (valores Cls).

Figura 6 Inhibicién de la unién de I'*-IGF-II a las células HT29 por el anticuerpo 18.

1125

Figura 7 Inhibicién de la unién de I'*-IGF-II a las células HT29 por el anticuerpo aIR3.

Figura 8 Bloqueo de la fosforilacién inducida por IGF-I tanto por IGF-IR como Akt/PkB.

Figura 9 No inhibicién de la unién de la insulina-1'* a las células 3T3-IR por los anticuerpos anti-hIGF-1R. (MAX
sin Ab: unién médxima de insulina-I'**; MIN: unién minima tras la competicién con insulina 1 gm)

Figura 10 Actividades no estimuladoras de AK18 sobre células 3T3 que sobreexpresan IGF-IR.
Figura 11 Actividades no estimuladoras de AK18 sobre células tumorales (HT29) humanas.
Figura 12 Regulacién negativa del IGF-IR expuesto en la superficie de células H322N por el anticuerpo 18 in vitro.
Figura 13 Tratamiento con AK18, volumen del tumor primario.
Figura 14 Tratamiento con AK18 con o sin gemcitabina.
Figura 15 Tratamiento con AK18, volumen del tumor primario.
Ejemplo 1
Generacion de una linea celular de hibridoma que produce anticuerpos anti-IGF-IR
Cultivo de hibridomas

Los hibridomas generados con HuMAb se cultivaron en Hybridoma Express Medium (PAA Laboratories GmbH,
Austria) suplementeados con L-glutamina 2 mM (BioWhittaker) y Origen Cloning Factor al 4% (Igen, Francia) a 37°C
y CO, al 5%.

Procedimiento de inmunizacion de ratones transgénicos

Diez ratones transgénicos HCo7 (4 machos y 6 hembras), cepa GG2201 (Medarex, San José, CA, USA) se in-
munizaron de forma alterna con 1x10° células NIH 3T3, se transfectaron con un vector de expresién para IGF-IR, y
20 pg de dominio extracelular soluble de IGF-IR. Se realizaron seis inmunizaciones en total, tres inmunizaciones in-
traperitoneales (IP) con las células que expresan IGF-IR y tres inmunizaciones subcutdneas (SC) en la base de la cola
con la proteina recombinante. Para la primera inmunizacién, 100 ul de 1x10° células NIH 3T3 que expresan IGF-IR
se mezclaron con 100 ul de adyuvante completo de Freunds (CFA; Difco Laboratories, Detroit, USA). Para el resto de
inmunizaciones, se utilizaron 100 ul de células en PBS o la proteina recombinante se mezcl6 con 100 ul de adyuvante
incompleto de Freunds (ICFA; Difco).

ELISA especifico de antigeno

Se determind la titulacién de anti-IGF-IR en suero de los ratones inmunizados mediante ELISA especifico de anti-
geno. El dominio extracelular soluble de IGF-IR a una concentracion de 1 ug/ml en PBS se recubrié durante la noche
a 4°C, o durante dos horas a 37°C, en placas de 96 pocillos. Posteriormente, los pocillos se bloquearon con PBSTC
(PBS suplementado con Tween®-20 al 0,05% y suero de pollo al 2% (Gibco BRL)) durante 1 hora (h) a temperatura
ambiente. La primera extraccion de suero se diluyé 1/50 en PBSTC, los sueros del resto de extracciones se pre-diluye-
ron 1/100 en PBSTC y se diluyeron de forma seriada hasta 1/6400. Los sueros diluidos se afladieron a los pocillos y se
incubaron durante 1 h a 37°C. El suero preextraccién se utilizé como control negativo. Se utiliz6 como control positivo
200 ng/ml de anticuerpo de cabra anti-IGF-IR humano (100 ug/ml). Posteriormente, las placas se lavaron dos veces
con PBST y se incubaron con F(ab’)2 de rata anti-IgG humano conjugado con peroxidasa de rabano picante (HRP) de
(DAKO), diluido 1/2000 en PBSTC durante 1 h a 37°C. Los pocillos se lavaron dos veces con PBST y se realizaron
los ensayos con solucién ABTS® recién preparada (1 mg/ml) (ABTS: 2,2’-azino bis (4cido 3-etilbenzotiazolina-6-
sulfénico) durante 30 minutos a temperatura ambiente (TA) en la oscuridad. Se midi6 la absorbancia a 405 nm.

Andlisis por FACS

Ademis de la determinacién mediante ELISA especifico de antigeno, se determinaron también las titulaciones de
anti-IGF-IR en suero de ratones inmunizados mediante andlisis por FACS. Se incubaron células NIH 3T3 IGF-IR
y células NIH 3T3 IGF-IR no transfectadas con suero diluido durante 30 minutos a 4°C. El suero preextraccién se
afiadié como control negativo. Inicialmente, se utilizé como control positivo 200 ng/ml de anticuerpo de cabra anti-
IGF-IR humano. Las células se lavaron tres veces en PBS suplementado con suero de albimina bovina al 1% y azida
al 0,01%. Posteriormente, se incubaron las células con fragmentos de unién a antigeno (fragmentos F(ab’)2) de rata
anti- IgG humano conjugadas con isotiocianato de fluoresceina (FITC) diluidos 1/100 en tampdén FACS, durante 30
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minutos a 4°C. Las células se lavaron dos veces en tampén FACS y se analizaron las muestras en un FACSCalibur
(Becton Dickinson, Erembodegem- Aalst, Bélgica).

Potenciacion de la inmunizacion de ratones

Cuando la titulacién de los sueros de anti-IGF-IR fueron suficientes, los ratones se inyectaron adicionalmente dos
veces con 15 ug de dominio extracelular de IGF-IR en 200 ul de PBS intravenoso (i.v.) 4 y 3 dias antes de la fusion.

Generacion de Hibridoma

Los ratones se sacrificaron y se les extrajo el bazo y los nodos linfaticos circundantes de la aorta abdominal y la
vena cava. La fusién de los esplenocitos y de las células de los nodos linfaticos con las células pareja de fusién SP 2/0
se realiz6 segun los procedimientos operativos estdndar.

k-ELISA

Para determinar si los hibridomas que resultan de la fusién, generan anticuerpos humanos, se realizé un k-ELI-
SA. Las placas de ELISA se recubrieron con anticuerpo de rata anti-cadena ligera x de IgG humana (DAKO) diluido
1/10000 en PBS mediante incubacién durante la noche a 4°C. Tras vaciar los pocillos, las placas se bloquearon me-
diante la incubacién con PBSTC durante 1 hora a temperatura ambiente. Tras esto, los pocillos se incubaron con
sobrenadante de cultivo de hibridoma, diluido 1/2 en PBSTC. Se utilizé medio de cultivo diluido 1/2 en PBSTC como
control negativo y se utilizé como control positivo el suero positivo de ratén de la cadena ligera « diluido 1/100 en
PBSTC. Posteriormente, los pocillos se lavaron tres veces y se incubaron con F(ab’)2 de rata anti-IgG humano con-
jugado con HRP de (DAKO), diluido 1/2000 en PBSTC durante 1 h a 37°C. Los pocillos se lavaron tres veces y los
ensayos se realizaron con solucién ABTS® recién preparada (1 mg/ml) durante 30 minutos a temperatura ambiente
(TA) en la oscuridad. Se midi6 la absorbancia a 405 nm en un lector de placas de ELISA.

Se prepararon los anticuerpos monoclonales 18 y 22.

Ejemplo 2
Determinacion de la afinidad de los anticuerpos anti-IGF-IR hacia el IGF-IR

Instrumento: BIACORE® 3000

Chip: CM5

Acoplamiento: acoplamiento de amina

Tampoén: HBS (HEPES, NaCl), pH 7.4, 25°C

Para las mediciones de afinidad de los anticuerpos anti FCy humano (de conejo) se acoplaron a la superficie
del chip para la presentacién del anticuerpo frente a IGF-IR. El dominio extracelular de IGF-IR se afiadié a varias
concentraciones en solucion. La asociacion se midié mediante una inyeccién de IGF-IR de 3 minutos; la disociacién

se midi6 mediante lavado de la superficie del chip con tamp6n durante 5 minutos. Los datos de afinidad para los
anticuerpos 18 y 22 se muestran en la Tabla 1.

TABLA 1

Datos de afinidad medidos mediante SPR (BIACORE® 3000)

Anticuerpo ka (1/Ms) kd (1/s) KD (M)
18 1,49 x 10° 1,03 x 1077 6,95 x 107%3
22 1,47 x 10° 9,64 x 107° 6,56 x 10710
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Ejemplo 3

Crecimiento tridimensional de células tumorales y sobreexpresion del receptor de IGF-I en el contacto célula-célula
(cultivo 3D)

Materiales y Métodos

Las células NCI H322M se cultivaron en medio RPMI sobre cubreobjetos de vidrio de grado 6ptico a baja densi-
dad o superconfluente para estudiar los efectos sobre la expresion en superficie de IGF-IR. En paralelo, el tejido de
xenoinjerto de H322M aislado del grupo control (ratones no tratados) se congelé de forma instantdnea en isopentano
y se cortaron criosecciones de un espesor de 5 um. El marcaje con inmunofluorescencia se realiz6 utilizando un an-
ticuerpo monoclonal de ratén anti IGF-IR (@IR3, 5 ug/ml) o un anticuerpo de acuerdo con la invencién, seguido de
un anticuerpo de cabra anti-ratén o un anticuerpo de cabra anti-ratén marcado con Cy3 (Amersham Biosciences, GB)
o Alexa Fluor® 488 (Molecular Probes, Inc., USA). Las muestras se fotografiaron en un microscopio confocal Leica
SP2 o se analizaron mediante FACS.

Resultados

Cuando las células H322M cultivadas a alta densidad se fotografiaron mediante microscopia confocal, fue evidente
que el IGF-IR se agrupaba especificamente en los lugares de contacto célula-célula. Cuando se compara con el cre-
cimiento de las células H322M in vivo, por ejemplo, en tejido de xenotrasplante, existe una fuerte similitud con los
cultivos in vitro densamente empaquetados al menos en lo que se refiere a la organizacién de los receptores de IGF-I
en superficie.

La regulacién positiva del receptor de IGF-I en superficie en cultivos superconfluentes de las células H322M
también se cuantific6 mediante FACS. La expresion del receptor de IGF-I en superficie aumenté mds de 10 veces
cuando las células se cultivaron bajo condiciones de alta densidad en comparacién con las condiciones de baja densidad
sin contactos célula-célula significativos.

Otras células tumorales como las HT29, MDA231 y MCF-7 mostraron un comportamiento similar, indicando
que la regulacién positiva de los receptores de IGF-I en la superficie celular tras establecer los lugares de contacto
célula-célula no es una caracteristica tinica de las células H322M sino que parece ser una propiedad general de una
organizacion mds similar a tejido que también se encuentra in vivo (Fig. 1).

Ejemplo 4

Inhibicion del crecimiento de células tumorales H322M que expresan IGF-IR en cultivo 3D bajo tratamiento con
anticuerpo 18 (ensayo WST)

Las células H322M se cultivaron en medio RPMI1640/FCS al 0,5% sobre placas cubiertas con poli-HEMA (poli(2-
hidroxietilmetacrilato)) para prevenir la adherencia a la superficie plastica. Bajo estas condiciones, las células H322M
forman esferoides densos que crecen de forma tridimensional (una propiedad que se denomina independencia de
anclaje). Estos esferoides se parecen mucho a la histoarquitectura tridimensional y a la organizacién de tumores sélidos
in situ. Los cultivos esferoides se incubaron durante 5 dias en presencia de cantidades incrementales de anticuerpos
entre 0-240 nM. El ensayo de conversiéon WST se utilizé para medir la inhibicién de crecimiento. Cuando los cultivos
esferoides de H322M se trataron con concentraciones diferentes de anticuerpo 18 (1-240 nM), se pudieron observar
una inhibicién dependiente de dosis en el crecimiento (Fig. 2).

Ejemplo 5

Inhibicion del crecimiento de células tumorales H322M que expresan IGF-IR en cultivo 3D (ensayo de formacion de
colonias)

Las células H322M se cultivaron en medio RPMI1640/ NCS al 10% sobre placas cubiertas con poli-HEMA para
prevenir la adherencia a la superficie plastica. Bajo estas condiciones, las células H322M forman esferoides densos
que crecen de forma tridimensional (una propiedad que se denomina independencia de anclaje). Estos esferoides
representan la histoarquitectura tridimensional y la organizacién de tumores sélidos in sifu. Los cultivos esferoides se
incubaron durante 5-10 dias en presencia de cantidades incrementales de anticuerpos entre 0-7,5 pug/ml. El anticuerpo
monoclonal <HBV> se utiliz6 como control negativo. Las colonias se fotografiaron en un microscopio invertido
(Zeiss Axiovert) utilizando un contraste de fase y se cont6 utilizando un sistema de captura de imdgenes automatizado
(MetaMorph). Cuando los cultivos de esferoides de H322M se trataron con diferentes concentraciones (0,5-7,5 ug/ml)
de anticuerpo 18, se pudo observar una inhibicién dependiente de dosis en el crecimiento, mientras que el anticuerpo
control <HBV> tuvo poco efecto o ninguno. Tanto el nimero como el tamafio de las colonias se redujo claramente en
los cultivos tratados con 7,5 pg/ml de anticuerpo 18 (Fig. 3).

El andlisis cuantitativo de las colonias mayores de 100 um de didmetro revel6 que el nimero de colonias se redujo
en cerca de un 66% en los cultivos tratados con 0,5 ug/ml de anticuerpo 18 (Fig. 4).
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Ejemplo 6
Inhibicion de la union de IGF-1y IGF-II a las células tumorales que expresan IGF-IR

Para poder determinar la capacidad del anticuerpo de la invencién para bloquear la unién de los ligandos IGF-
I e IGFII al receptor de IGF-I (IGF-IR), se realizaron experimentos de competicién con péptidos ligando marcados
radiactivamente.

Las células tumorales humanas (HT29, NCI H322M, 0,5 a 1 x 10°/ml) se plaquearon en medio RPMI 1640 (PAA,
N° de Cat. E15-039) suplementado con L-Glutamina 2 mM, aminoécidos no esenciales 1x (Gibco, N° de Cat. 11140-
035), piruvato sédico 1 mM (Gibco, N° de Cat. 11360-039) y FCS al 10% inactivado con calor (PAA, N° de Cat. A15-
771). Se inocularon seis botellas en el formato T175 con 20 ml de células en los correspondientes medios para cada
experimento y se cultivaron durante dos dias a 37°C y CO, al 5% para obtener monocapas de células confluentes.

Para recoger células individuales, se afiadieron 2 ml de 1x Tripsina/EDTA (Gibco, N° de Cat. 25300-054) por frasco
de T175 y la separacién de las células se monitoriz6 con un microscopio Zeiss Axiovert25. Las células se recogieron y
se afiadié medio con FCS al 10% como se ha descrito antes hasta un volumen total de 50 ml. Las células se reaislaron
mediante centrifugacion durante 10 minutos a 1000 rpm (Heraeus sepatech, Omnifuge 2,0 RS) y se resuspendieron en
50 ml de tampén de unién (NaCl 120 mM, KC1 5 mM, MgSO, 1,2 mM, EDTA 1 mM, D(+)glucosa 10 mM, NaAc 15
mM, Hepes 100 mM pH 7,6, BSA 1%). Las células se contaron, se reaislaron mediante centrifugacion y se ajusté con
tampén de unién hasta 1 x 10° células/ml.

Los péptidos IGF-I y IGF-II marcados con I'* (Amersham, ~2000 Ci/mmol, N° de Cat. IM172 y IM238), solubi-
lizados en CH;COOH al 0,1%, se diluyeron en tampén de unién hasta una actividad final de 4 x 10° cuentas/(minuto
x ml). Se afiadieron 75 ul de anticuerpo en las concentraciones especificadas junto con 25 ul de péptido IGF-I o IGF-
II marcados con I'® prediluidos a 200 ul de suspensién celular y se incubaron durante 3,5 h a 4°C. Las células se
reaislaron mediante centrifugacién durante 5 minutos a 2000 rpm (Eppendorf, 5415C) y se eliminé el sobrenadante.
Tras lavar dos veces en 1 ml de tamp6n de unidn, las células se resuspendieron en 1 ml de tampoén de unién y se
transfirieron a tubos de centelleo. La cantidad de péptido radioactivo unido a los receptores de superficie celular se
midié en un contador de centelleo.

Las curvas de CIs, resultantes, que demostraron la capacidad del anticuerpo para inhibir la unién de los péptidos
IGF-I e IGF-II al receptor de IGF-I, se muestran en las Figs. 5 y 6. El valor medio de Cls, para el anticuerpo 18 es 0,3
nM. Los resultados para el anticuerpo @IR3 se muestran en la Fig. 7. No pudo observarse inhibicién detectable para la
unién de IGF-II.

Ejemplo 7
Ensayo de competicion de anticuerpo para la union al IGF-IR

Para realizar un mapeo de epitopos de anticuerpos monoclonales anti-IGF-IR, se selecciond un formato similar al
de la medicién de afinidad (Ejemplo 2), pero el IGF-IR se preincub6 durante al menos 0,5 horas a TA con el anticuerpo
en solucién. Esta mezcla se inyectd y se detectd la unién de IGF-IR (o inhibicién). Este ensayo permite la medicién
de la actividad inhibidora reciproca de los anticuerpos monoclonales para la unién al IGF-IR. Se encontré que los
anticuerpos de la invencién compiten por la unién al IGF-IR con @IR3, que es un anticuerpo que se sabe que se une a
los aa 217-274 (Gustafson, T.A., y Rutter, W.J., J. Biol. Chem. 265 (1990) 18663-18667).

Ejemplo 8
Inhibicion de la fosforilacion de IGF-IR y Akt/PKB mediada por IGF-I

Para poder determinar la capacidad del anticuerpo de la invencién de inhibir la activacién y fosforilacion del
receptor de IGF-I (IGF-IR), se realizaron experimentos de competicién con el péptido IGF-1 y el posterior anélisis de
Western blot con anticuerpos especificos para la tirosina fosforilada.

Las células tumorales humanas (HT29, NCI H322M, 5 x 10*/ml) se plaquearon en medio RPMI 1640 (PAA, N°
de Cat. E15-039) suplementado con L-Glutamina 2 mM, aminoécidos no esenciales 1x (Gibco, N° de Cat. 11140-
035), piruvato sédico 1 mM (Gibco, N° de Cat. 11360-039) y FCS al 0,5% inactivado por calor (PAA, N° de Cat. A15-
771). Para la determinacién de los valores de Cls, se inocularon placas de 12 pocillos con 1 ml de células en el medio
correspondiente para cada experimento y se cultivaron durante dos dias a 37°C y CO, al 5%.

Tras 48 horas de cultivo con medio bajo en suero, el suero se eliminé cuidadosamente y se sustituyé por medio
con diferentes concentraciones de anticuerpo diluido. Tras 5 minutos de incubacién a 37°C y CO, al 5%, se afiadi6
el péptido de IGF-I a una concentracion final de 2 nM y las células se incubaron de nuevo durante 10 minutos bajo
las condiciones mencionadas anteriormente. El medio se eliminé cuidadosamente mediante aspiracion y se afiadié
100 ul de tampoén de lisis frio por pocillo (Hepes 50 mM pH 7,2, NaCl 150 mM, EGTA 1 mM, glicerol al 10%,
Triton®-X100 al 1%, NaF 100 mM, Na,P,0, 10 mM, inhibidor de proteasa Complete®). Las células se despegaron
utilizando un raspador celular (Corning, N° de Cat. 3010) y el contenido de los pocillos se transfirié a tubos de
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reaccion Eppendorf. Los fragmentos celulares se eliminaron por centrifugacién durante 10 minutos a 13000 rpm y
4°C y la mitad del sobrenadante se afiadié a tampén de muestras de Laemmli 2x en una proporcién 1:1 (v/v). Para
la inmunoprecipitacion de IGF-IR, el resto de sobrenadante de los lisados celulares se sometié a una centrifugacién
de clarificado (10 minutos a 13000 rpm y 4°C) justo después se afiadi6 1 ul de un anticuerpo policlonal anti IGF-
IRB (C-20, Santa Cruz Biotechnologies) o un anticuerpo monoclonal murino (IgG1) que reconoce un epitopo entre los
aminodcidos 440-586 del dominio extracelular (cadena «) del receptor humano de IGF de tipo 1 (mAb 24-55, GroPep).
Tras 2 horas de incubacion a 4°C en un tubo de reaccién Eppendorf rotatorio, se afiadi6 25 ul de cuentas de Proteina
G Sepharose® (Amersham Biosciences, N° de Cat. 17-0618-01) seguido de otro paso de incubacién de 1 hora a 4°C.
Las cuentas con complejos de anticuerpo-proteina unido se aislaron por centrifugacion (1 minuto a 2000 rpm y 4°C) y
se lavaron tres veces con tampén de lavado (tampén de lisis con solo Triton®-X100 al 0,1%). Tras hervir las cuentas
en tampdn de muestras de Laemmli, las proteinas celulares se separaron mediante SDS-PAGE vy se transfirieron a una
membrana de nitrocellulosa (PROTRAN® BA 85, Schleicher&Schuell) mediante Western blot semi seco.

Un anticuerpo especifico de fosfotirosina (Upstate, clon 4G10, N° de Cat. 05-321) se utiliz6 para determinar el es-
tado de fosforilacion del IGF-IR inmunopurificado. Para la deteccién de Akt/PKB fosforilado, se aplicé un anticuerpo
con especificidad para la Ser473 fosforilada (Cell Signalling, N° de Cat. 9271).

El bloqueo de la fosforilacién observado de ambos IGF-IR y Akt/PKB inducido por IGF-I se muestra en la Fig. 8.
Ejemplo 9
Induccion in vitro de regulacion negativa de IGF-IR mediada por anticuerpo

Para poder detectar los efectos del anticuerpo de la invencidn sobre la cantidad de receptores de IGF-I (IGF-IR) en
células tumorales, se realizaron experimentos con seguimiento a lo largo del tiempo y un posterior andlisis por western
blot con anticuerpos especificos de IGF-IR.

Las células tumorales humanas (HT29, 5 x 10* células/ml) se plaquearon en medio RPMI 1640 (PAA, N° de
Cat. E15-039) suplementado con L-Glutamina 2 mM, aminodcidos no esenciales 1x (Gibco, N° de Cat. 11140-035),
piruvato sédico 1 mM (Gibco, N° de Cat. 11360-039) y FCS al 10% inactivado por calor (PAA, N° de Cat. A15-771).
Para cada periodo de incubacidn se inocul6 una placa de 12 pocillos con 1 ml de células en el correspondiente medio
para cada experimento y se cultivé durante 24 horas a 37°C y CO, al 5%.

El medio se elimin6 cuidadosamente y se sustituyd por medio con diferentes concentraciones de anticuerpo diluido.
En dos pocillos control, el medio se sustituyé por medio sin anticuerpo o medio con un anticuerpo control (AB-1,
Oncogene, N° de Cat. GR11). Las células se incubaron a 37°C y CO, al 5% y las placas individuales se retiraron para
un posterior procesado tras 15 minutos, 24 horas y 48 horas.

El medio se elimind cuidadosamente por aspiracion y se anadié 100 ul de tamp6n de lisis frio por pocillo (Hepes
50 mM pH 7,2, NaCl 150 mM, EGTA 1 mM, glicerol 10%, Triton®-X100 1%, NaF 100 mM, 10 mM Na,P,0,,
inhibidor de proteasa Complete®). Las células se despegaron utilizando un raspador celular (Corning, N° de Cat. 3010)
y el contenido de los pocillos se transfirié a tubos de reacciéon Eppendorf. Los fragmentos celulares se eliminaron por
centrifugacion durante 10 minutos a 13000 rpm y 4°C y el sobrenadante se afiadi6 a tampdn de muestras de Laemmli
2x en una proporcién 1:1 (v/v). Las proteinas celulares se separaron mediante SDS PAGE y se transfirieron a una
membrana de nitrocelulosa (PROTRAN® BA 85, Schleicher&Schuell, N° de Cat. 10 401196) mediante western blot
semi seco.

Se utiliz6 un anticuerpo especifico para IGF-IR (C-20, Santa Cruz Biotechnologies, N° de Cat. sc-713) para deter-
minar los niveles de proteina de IGF-IR.

Se observo una regulacion negativa del IGF-IR inducida por el anticuerpo de la invencién después de menos de 24
horas tras la adicion del anticuerpo.

Ejemplo 10
Inhibicion de la union de insulina a las células 3T3 que expresan el receptor de insulina humano

Para poder determinar si el anticuerpo de la invencién también bloquea la unién de la insulina al receptor de la
insulina (IR), se realizaron experimentos de competicién con un péptido ligando marcado radiactivamente.

Las células 3T3 (1 x 10°/ml) que expresan de forma recombinante un gran nimero (> 10°) de IR humano se
plaquearon en medio MEM de Dulbecco (DMEM) con mucha glucosa (PAA, N° de Cat. E15-009) suplementado con
L-Glutamina 2 mM (Gibco, N° de Cat. 25030-024) y FCS al 10% inactivado por calor (PAA, N° de Cat. A15-771). Se
inocularon seis botellas en el formato T175 con 20 ml de células en el medio correspondiente para cada experimento
y se cultivaron durante dos dias a 37°C y CO, al 5% para obtener monocapas celulares confluentes.

Para recoger células individuales, se afiadieron 2 ml de 1x Tripsina/EDTA (Gibco, N° de Cat. 25300-054) por
frasco de T175 y el despegue de las células se monitorizé con un microscopio. Las células se recogieron y se afiadi6
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medio con FCS al 10% tal como se ha descrito antes en un volumen total de 50 ml. Las células se reaislaron mediante
centrifugacion durante 10 minutos a 1000 rpm y se resuspendieron en 50 ml de tampén de unién (NaCl 120 mM, KC1
5 mM, MgSO, 1,2 mM, EDTA 1 mM, D(+)glucosa 10 mM, NaAc 15 mM, Hepes 100 mM pH 7,6, BSA al 1%). Las
células se contaron, se reaislaron mediante centrifugacion y se ajustaron con tampén de unién a 1 x 10° células/ml.

El péptido de insulina marcado con I'* (Amersham, N° de Cat. IM166, ~2000 Ci/mmol), solubilizado en
CH;COOH al 0,1%, se diluy6 en tampén de unién hasta una actividad final de 4*10° cuentas/(minuto*ml). Se afa-
dieron 75 ul de anticuerpo junto con 25 ul de péptido de insulina marcado con I'* prediluido a 200 ul de suspension
celular (concentracién final de anticuerpo 200 nM) y se incubd durante 3,5 h a 4°C. Las células se reaislaron mediante
centrifugacién durante 5 minutos a 2000 rpm y se eliminé el sobrenadante. Tras lavar dos veces en 1 ml de tamp6n de
unidn, las células se resuspendieron en 1 ml de tampdn de unién y se transfirieron a tubos de centelleo. La cantidad de
péptido radioactivo unido a los receptores de la superficie celular se midi6 en un contador de centelleo.

Los resultados demuestran que el anticuerpo de la invencién no interfiere con la unién del ligando de insulina al
receptor de insulina (Fig. 9).

Ejemplo 11
No estimulacion de la fosforilacion de IGF-IR y Akt/PKB

Para poder excluir las actividades estimuladoras del anticuerpo de la invencion sobre el IGF-IR, se determiné la
fosforilacion del IGF-IR en ausencia del ligando IGF-I pero en presencia del anticuerpo de la invencién y un anticuerpo
de referencia (¢IR3, Oncogene, Alemania). Esta se realiz6 mediante un andlisis western blot con anticuerpos especi-
ficos para el estado de fosforilacién. Las células 3T3 (ATCC CRL 1658) transfectadas con IGF-IR (5*%10* células/ml,
Pietrzkowski, Z., et al., cell Growth Differ. 4 (1992) 199-205) se plaquearon en medio MEM de Dulbecco (DMEM)
con mucha glucosa (PAA, N° de Cat. E15-009) suplementado con L-Glutamina 2 mM (Gibco, N° de Cat. 25030-024)
y FCS al 0,5% inactivado por calor (PAA, N° de Cat. A15-771) o células tumorales humanas (HT29, NCI H322M,
5%10%*/ml) en medio RPMI 1640 (PAA, N° de Cat. E15-039) suplementado con L-Glutamina 2 mM, 1x aminoacidos
no esenciales (Gibco, N° de Cat. 11140-035), piruvato sédico 1 mM (Gibco, N° de Cat. 11360-039) y FCS al 0,5%
inactivado por calor (PAA, N° de Cat. A15-771). Para la determinacion de los valores de Cls, se inocularon placas de
12 pocillos con 1 ml de células en el correspondiente medio para cada experimento y se cultivaron durante dos dias a
37°Cy CO, al 5%.

Tras 48 horas de cultivacién con medio bajo en suero, el medio se eliminé cuidadosamente y se sustituyd por
diferentes concentraciones de anticuerpo diluido en el medio correspondiente. Las células se incubaron durante 15
minutos bajo las condiciones mencionadas anteriormente. El medio se eliminé cuidadosamente por aspiracion y se
afiadi6 100 ul de tampdn de lisis frio por cada pocillo (Hepes 50 mM pH 7,2, NaCl 150 mM, EGTA 1 mM, glicerol
al 10%, Triton-X100 al 1%, NaF 100 mM, Na,P,0, 10 mM, inhibidor de proteasa Complete™). Las células se des-
pegaron utilizando un raspador celular (Corning, N° de Cat. 3010) y el contenido de los pocillos se transfirié a tubos
de reaccién Eppendorf. Los fragmentos celulares se eliminaron por centrifugacién durante 10 minutos a 13000 rpm
y 4°C (centrifuga Eppendorf 5415R) y la mitad del sobrenadante se afiadié a tamp6n de muestras de Laemmli 2x en
una proporcién 1:1 (v/v). Para la inmunoprecipitacion de IGF-IR, el resto de sobrenadante de los lisados celulares se
sometié a una centrifugacion de clarificado (10 minutos a 13000 rpm y 4°C) justo después se afiadié 1 ul de un anti-
cuerpo anti IGF-IR (C-20, Santa Cruz Biotechnologies, N° de Cat. sc-713 o mAb 24-55, GroPep, N° de Cat. MAD1).
Tras 2 horas de incubacién a 4°C en un tubo de reaccién Eppendorf rotatorio, se afiadié 25 ul de cuentas de Proteina
G Sepharose® (Amersham Biosciences, N° de Cat. 17-0618-01) seguido de otro paso de incubacién de 1 hora a 4°C.
Las cuentas con complejos de anticuerpo-proteina unido se aislaron por centrifugacién (1 minuto a 2000 rpm y 4°C) y
se lavaron tres veces con tampén de lavado (tampén de lisis con solo Triton®-X100 al 0,1%). Tras hervir las cuentas
en tampon de muestras de Laemmli, las proteinas celulares se separaron mediante SDS-PAGE vy se transfirieron a una
membrana de nitrocellulosa (PROTRAN® BA 85, Schleicher&Schuell, N° de Cat. 10 401196) mediante Western blot
semi seco.

Se utilizé un anticuerpo especifico de fosfotirosina (Upstate, clon 4G10, N° de Cat. 05-321, que reconoce proteinas
con la tirosina fosforilada) para determinar el estado de fosforilacién del IGF-IR inmunopurificado. Para la deteccién
de Akt/PKB fosforilado, se aplicé un anticuerpo frente a Aktl con especificidad para la Ser473 fosforilada (Cell
Signalling, N° de Cat. 9271).

Se observé que la quinasa Akt/PKB corriente abajo en la ruta de sefializacién de IGF-IR estaba significativamente
activada por el anticuerpo de referencia a concentraciones superiores a 5 nM pero no por el anticuerpo de la invencién
a concentraciones hasta 10.000 nM. Los resultados se muestran en las Figs. 10 y 11 (HM = medio bajo en suero con
FCS al 0,5%, HM+IGFI = medio bajo en suero con FCS al 0,5% y hIGF-I 10 nM).

Ejemplo 12

Induccion de la regulacion negativa del receptor en modelos de xenoinjerto de H322M

Se indujeron tumores en ratones desnudos y se trataron una vez con diferentes concentraciones de anticuerpo de
la invencioén. 24 horas después del tratamiento, se extrajeron los tumores y se homogeneizaron bajo nitrégeno liquido.
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Se afnadi6 tampén de lisis frio (Hepes 50 mM pH 7,2, NaCl 150 mM, EGTA 1 mM, glicerol al 10%, Triton-X100
al 1%, NaF 100 mM, Na;VO, 1 mM, Na,P,0; 10 mM, inhibidor de proteasa Complete™, PMSF 1 mM) en una
proporcién de volumen de tamp6n respecto al peso del tumor de 3:1 y se mezclé de forma intensa con el homogenado
del tumor descongelado. Tras solubilizar el tejido durante 15 minutos en hielo, se eliminaron los fragmentos insolubles
mediante centrifugacién durante 10 minutos a 13000 rpm y 4°C (centrifuga Eppendorf 5415R). La concentracion de
proteina de las muestras se determiné con los reactivos Micro BCA™ de (Pierce) y se afiadié el tampén de lisis para
ajustar a concentraciones iguales. Parte del sobrenadante se afiadié al tampon de muestras 2x de Laemmli en una
proporcién 1:1 (v/v). Las proteinas celulares se separaron mediante SDS-PAGE vy se transfirieron a una membrana
de nitrocelulosa (PROTRAN BA 85, Schleicher&Schuell, N° de Cat. 10 401196) mediante western blot semiseco. Se
utilizé un anticuerpo especifico de IGF-IR (C-20, Santa Cruz Biotechnologies, N° de Cat. sc-713) para detectar el
IGF-IR.

Tras el tratamiento con el anticuerpo de la invencidn, se observo una concentracion dependiente de la disminucién
de los niveles de IGF-IR con una CEs, estimada a 0,6 mg/kg (Figura 12).

Ejemplo 13
ELISA de union a Clg
Introduccion

Para determinar la capacidad de los anticuerpos de acuerdo con la invencién de fijar Clq, se utilizé un ensayo de
ELISA. Clq es parte del sistema inmunitario adquirido y, tras la unién a complejos inmunes, dispara la activacién
secuencial de varios zimégenos. Las enzimas a su vez, provocan la escisién de moléculas C3, que pueden resultar en
la activacién de reacciones inflamatorias, opsonizacién de particulas extrafias o aberrantes y lisis de las membranas
celulares.

En principio, la placa de ELISA se recubre con rangos de concentracién del anticuerpo, al que se le afiade Clq
humano. La unién de Clq se detecta mediante un anticuerpo dirigido frente a C1q humano seguido del conjugado de
peroxidasa marcado.

Materiales y métodos

Los anticuerpos 18, 8 y 23 y los anticuerpos control se probaron en concentraciones de 10, 5, 1 y 0,5 ug/ml. La
Tabla 1 muestra las especificidades de las muestras probadas. Como control negativo se utilizé un IgG4 humano (CLB,
reserva de 0,5 pg/ml), que se une a C1q de forma muy débil. La IgG1 humana se incorporé como control positivo. Se
utilizé la solucién de reserva del C1q humano con una concentracién de 2 ug/ml. Para la deteccién de Clq se utilizd
un anticuerpo de conejo dirigido contra C1q (Dako) y un anticuerpo anti IgG de conejo, conjugado con peroxidasa de
rabano picante (Sigma).

Cdlculos y ajuste de curvas

Los célculos referentes a la unién méaxima (Bmax) del HuMADb ensayado se determind utilizando un ajuste de la
curva de regresion no lineal (unién de un sitio) utilizando un programa Graphpad Prism.

Resultados

Los anticuerpos de acuerdo con la invencién muestran una unién a la proteina Clq humana dependiente de la
dosis. La densidad 6ptica a 405 nm (DO 405 nm) se represento frente a las concentraciones de HuMAD y las curvas
se ajustaron utilizando una regresion no lineal. Los valores con mejor ajuste a la unién maxima (Bmax) se enumeran
en la Tabla 2, asi como el coeficiente de correlacion de la curva (R2) y la desviacion estdndar para cada valor. El
menor coeficiente de correlacion presenta un valor de 0,950 (IgG4). Con una unién maxima de 0,279, el [gG4 humano
(control negativo) muestra la unién minima de C1q. Los controles positivos IgG1 y IgG3 se unen a C1q, como muestra
su unién maxima de 1,729 y 2,223, respectivamente.
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TABLA 2
Unién maxima (Bmax) del HuMAb probado en el ELISA de unién a
Clg (n=3)

Valores con Bmax |[desviacién es-| Bondad del | desviacién
mejor ajuste tandar Bmax ajuste R® |estandar R®
IgGl 1,729 0,166 0,983 0,010
I9G3 2,223 0,947 0,995 0,005
1gG4 0,279 0,280 0,950 0,041

Anticuerpo 18] 1,670 0,601 0,988 0,005

El coeficiente de correlacion (R2) y la desviacién estandar también se registran.

En comparacion con la unién a Clq del IgG4 humano (control negativo, con una D.O. de 0,279), todos los anti-
cuerpos probados son igualmente capaces de fijarse a Clq.

Ejemplo 14
Determinacion de las funciones efectoras mediadas por anticuerpo mediante HuMAbs anti-IGF-IR

Para poder determinar la capacidad de los anticuerpos HuUMADb generados para discernir los mecanismos inmuno
efectores, se realizaron estudios de citotoxicidad dependiente de complemento (CDC) y citotoxicidad celular depen-
diente de anticuerpo (ADCC).

Para estudiar la CDC (National Cancer Institute, se marcaron las lineas celulares de adenocarcinoma de pulmoén),
H322M, H460 y células NIH 3T3 (2-6 x 10°) con 100 uCi de *'Cr durante 45-120 minutos (Amersham Pharmacia
Biotech, UK, Cat CJS11). Tras marcar las células, éstas se lavaron dos veces con 40 ml de PBS y se centrifugaron
durante 3 minutos a 1500 rpm. Las células se plaquearon entonces a 5.000 por pocillo en una placa de fondo redon-
deado, en un volumen de 50 pl. Los anticuerpos se afiadieron a una concentracion final en el rango de 25-0,1 ug/ml en
un volumen de 50 1 de medio de cultivo celular a 50 ul de suspension celular y se incubaron durante 30-60 minutos.
Tras la incubacion, se eliminé el exceso de anticuerpo mediante dos lavados con PBS. Se afiadieron 100 ul de suero
reunido humano, de cobaya, conejo o ratén desnudo activo o inactivo (30 minutos a 56°C) diluido entre 1/3-1/30, y
las células se incubaron durante 3 horas, tras las cuales las células se centrifugaron a 1500 rpm durante 3 minutos. Se
separd 100 ul del sobrenadante, se transfirié a tubos de polipropileno y se cont6 en un contador g.

Para estudiar los efectos de los anticuerpos en la ADCC, se marcaron células H322M, H460 y NIH 3T3 u otras
células adecuada que expresan IGF-IR (2-6 x 10%) con 100 uCi *'Cr durante 45-120 minutos (Amersham Pharmacia
Biotech, UK, Cat CJS11), se lavaron dos veces con 40 ml de PBS y se centrifugaron durante 3 minutos a 1500 rpm. Las
células se plaquearon a 5.000 por pocillo en una placa de fondo redondeado, en un volumen de 50 ul. Los anticuerpos
HuMAD se afiadieron a una concentracién final en el rango de 25-0,1 pg/ml en un volumen de 50 ul de medio de
cultivo celular a 50 ul de suspension celular y se incubaron durante 15 minutos. Posteriormente, se afiadieron 50 ul de
células efectoras, PBMC recién aislados o células efectoras purificadas de la capa leucocitaria, en una proporcién E: T
en el rango de 100:1 a 5:1. Las placas se centrifugaron durante 2 minutos a 500-700 rpm, y se incubaron durante la
noche a 37°C. Tras la incubacién las células se centrifugaron durante 3 minutos a 1500 rpm y se recogieron 100 ul de
sobrenadante, se transfirieron a tubos de polipropileno y se contaron en un contador g.

La magnitud de lisis celular mediante CDC o ADCC se expres6 como % de la liberacién méaxima de radioactividad

de las células diana lisadas por detergente corregido por la liberacion espontdnea de radioactividad de las correspon-
dientes células diana.
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Ejemplo 15
Inhibicion del crecimiento de los tumores H322M

Los efectos del anticuerpo 18 in vivo se investigd mediante la induccién de tumores en ratones desnudos atimicos
de acuerdo con los métodos establecidos. Las células H322M NSCLC humanas se coinyectaron junto con Matrigel
por via subcutanea en ratones desnudos atimicos de 6-7 semanas de edad (nu/nu). Para este propdsito, se concentraron
5 x 10° células H322M en 100 ul de medio de cultivo y se mezclaron con 100 ul de Matrigel. Se inyectaron 200 ul
de esta mezcla en los costados derechos de los ratones. Se calcul6 el volumen del tumor mediante la medicién de los
didmetros de los tumores con calibradores de Vernier dos veces a la semana de acuerdo con la férmula publicada por
primera vez por Geran et al. (“Protocols for screening chemical agents and natural products against animal tumors and
other biological systems”, Cancer Chemother. Rep. 11,301, 1972) en la que el volumen del tumor [mg] = (longitud
x (amplitud)?). El anticuerpo se administré por via intraperitoneal (i.p.) a 10 ml/ kg. El tratamiento empezé con
dobles dosis del anticuerpo administrado en volumen doble. Los tumores se indujeron en ratones desnudos como se
ha descrito antes. Después de que los tumores crecieran en un volumen medio de 160 mg, los ratones se trataron por
via intraperitoneal una vez a la semana seis veces con 6, 0,6 y 0,06 mg/ kg del anticuerpo como dosis consecutivas
empezando con 12, 1,2 y 0,12 mg/ kg como dosis de carga, dada una vez el primer dia de tratamiento. La Figura 13
muestra los volimenes del tumor medidos durante el tratamiento hasta el dia 67, cuando los animales se sacrificaron
y el experimento termind. El experimento demuestra que el bloqueo del eje IGF-IR mediante mAb 18 rhu anti-IGF-
IR resulta en eficacia antitumoral cuando se administra como agente tnico a 6 y 0,6 mg/kg. Por contra, a 0,06 mg/kg
no presenta efectos sobre el crecimiento tumoral.

De forma adicional, se probé el anticuerpo 18 en combinacién con gemcitabina en el mismo modelo. Los tumores
se indujeron como se ha descrito antes y el tratamiento se inicié cuando se establecieron los tumores y crecieron hasta
una media de 170 mm? en todos los grupos. El anticuerpo se administré una vez a la semana i.p. a 6 y 0,6 mg/kg y en
combinacién con 62 mg/kg de gemcitabina a 0,6 mg. Se administré un ciclo de gemcitabina, es decir, cada tercer dia
hasta cuatro veces en total. De nuevo, el tratamiento comenzé administrando dosis dobles del anticuerpo. La Figura 14
muestra el tamafio del tumor en relacion a los diferentes tratamientos a lo largo del tiempo. El experimento demostrd
que el tratamiento con anticuerpo 18 administrado una vez cada siete dias inhibe el crecimiento tumoral por si mismo
y aumenta la efectividad de la gemcitabina, que es un compuesto antimetabdlico conocido.

Ejemplo 16
Inhibicion del crecimiento de los tumores 3T3

Los tumores se indujeron en ratones desnudos esencialmente como se describe en el Ejemplo 15 excepto que se
usaron fibroblastos 3T3 murinos que sobreexpresan el IGF-IR humano. Se trataron los ratones con tumores estable-
cidos de aproximadamente 180 mg por via intraperitoneal una vez a la semana siete veces con 18, 6 0 0,6 mg/kg de
anticuerpo 18. De nuevo, el tratamiento comenz6 administrando dosis dobles del anticuerpo administrando como dosis
de carga (36, 12 y 1,2 mg/kg). El experimento demuestra que mediante el tratamiento con el anticuerpo, el crecimiento
tumoral puede retrasarse cuando se administra a 18 y 6 mg/kg una vez a la semana (Figura 15).
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REIVINDICACIONES

1. Un método para la seleccion de un anticuerpo frente a IGF-IR a partir de una diversidad de anticuerpos frente
a IGF-IR que se caracteriza en que un ensayo de fosforilacién celular utilizando células 3T3 que proporcionan entre
400.000 y 600.000 moléculas de IGF-IR por célula en un medio que contiene 0,5% de suero bovino fetal (FCS)
inactivado por calor, se realiza con dichos anticuerpos y que dicho anticuerpo se selecciona si no muestra actividad
estimuladora de IGF-IR que se mide como fosforilacién de PKB a una concentracién de 10 uM cuando se compara
con dicho ensayo sin dicho anticuerpo.
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Fig. 13
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Fig. 15
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LISTA DE SECUENCIAS

<110> F. Hoffmann-La Roche
<120> Anticuerpos frente al receptor del factor de crecimiento similar a la insulina I y utilizacién de los mismos
<130> 21695

<150> PE 03015526
<151>2003-07-10

<160> 8

<170> Patentln versién 3,2
<210>1

<211> 118

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 1

Gln Val Glu Leu Vel Glu Ser Gly Gly Gly Val Val Gln Pro Gly Arg
i 5 14 15

Ser Gln Aryg Leu Sex Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Ser Tyr
20 a5 30

Gly Met His Txp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Qlu 'frp Val
35 40 45

Ala Ile Ile Trp Phe Asp Gly Ser Ser Thr Tyr Tyr Ala 3sp Ser Val
50 55 60

Ary Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser Lys Asn Thr Leu Tyx
65 70 5 80

Leu Gln Met Asn Ser Leu Ary Ala Glu Asp Thr Ala val Tyr Phe Cys
85 90 95

Aln Arg Glu Leu Gly Arxg Arg Tyr Phe Asp Leu Trp Gly Arg Gly Thr
100 105 110

Len Val Ser Val Ser Ser
115

<210>2
<211> 108
<212> PRT

<213> Homo sapiens
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<210>3

ES 2317020 T3

Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Ala Thr lLeu Ser Leu Ser Pro Gly
1 5 10 1%

Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser Gln Ser Val Ser Ser Tyr
20 a5 30

Leu Ala Trp Tyr Gin Gin Lys Pro Gly Gln Ala Pro Arg Leu Leu Ile
3s 40 45

Tyr Asp Ala Ser Lys Arg Ala Thr Gly Ile Pro Ala Arg Phe Ser Gly
50 55 60

Sar Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr lle Ser Ser Leu Glu Pro
65 70 Ki-] 80

Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Gln Arg Ser Lys Trp Pro Pro
85 80 95

Trp Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ser Lys
100 105

<211> 118
<212> PRT
<213> Homo sapiens
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Gln Val Gln Leu val Glu Ssr Gly Gly Gly Val Val Gln Pre Gly Arg
1 L 10 15

Sar Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Ser Tyr
20 25 30

Gly Met Hig Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Met
a5 40 45

Ala Ile Ile Trp Phe Asp Gly Ser Ser Lys Tyx Tyr Gly Asp Ser val
50 58 60

Iys Gly Arg Pha Thr Ile Sar Arg Rsp Asn Sar Lys Asn Thr Leu Tyx
65 70 75 80

Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Asp Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 80 g5

Ala Arg Glu Leu Gly Arg Arg Tyr Phe Asp Leu Trp Gly Arg Gly Thr
100 105 110

Leu Val Thr Val Sar Ser
118

<213> Homo sapiens

<400> 4

Glu Ile Val lLeu Thr Gln Ser Pro Ala Thr Leu Ser Leu Ser Pro Gly
1 § 10 15

Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala Bar Gln Ser Val Ser Ser Tyr
20 25 30

Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Glo Ala Pro Ary Leu Leu Ile
35 40 45
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ES 2317020 T3

Tyr Asp Ala Ser Agn Arg Ala Thr Gly Ile Pro Ala Arg Phe Sexr Gly
50 55 60

Ber Gly Ser Gly Thr Asp fhe Thr Leu Thr Yle Ser Ser Leu Glu Pro

€5 70 75 80

Glu Asp Phe Ala Val Tvy Tyr Cys Gln Gln Axg Ser lyvs Trp Pro Pro
85 90 a5

<210>5

Trp Thy Phe Gly Gln Gly Thr Lys val Glu Ile Lys

100 105

<211> 990
<212> DNA
<213> Homo sapiens

<220>

<221> CDS
<222> (1)..(990)

<400> 5

gec tec ace aag gge coa tog gte tte oce oty goa occ tee too aag
Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe Pro Lau Ala Pro Ser Ser Lys
i 5 10 15

agc acc tot gog gyce aca geg goo ctg gge tge oty gtc asg gac tac
Ser Thr Ser Gly Gly Thx Ala Ala Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr

2t 25 30
tte coe gaa oog gty acy gty tog tgy asc tea gge goe ckyg ace age
Phe Pro Glu Pro Val Thr val Ser Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser
35 40 45

pgc gtg cac ace tte cog get ghe cta cay toc toa gge cbo tac toe
Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val Leu Gln Ser Ser Gly lLeu Tyr Ser
50 55 60

ctc age age gtg gty ace gtg coc teo age age tty gge acc cagy ace
Leu Ser Sex Val Val Thr Val Pro Ser Ser Ser Leu Gly Thr Gin Thr
65 70 75 80

48

96

144

1s2

240
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ES 2317020 T3

tac abe tge aac gty aat cac aay occ age aat acc aag gty
Tyx Ile Cye Asn Val Asn His Lys Fro Ser Asn Thr Lys Val Asp
85 90 L3

8

0w g
3§ &

\o

aaa gtt gag ccc asa tet tght gac aaa act cac aca tge oca o
Lys val Glu Pro Lys Sar Cys Asgp lys Thr His Thr Cys Pre Pr
100 105 110

cor gea cck gaa cte ctg goy goa cog toa gte tte cte tte coc cca
Pro A)a Pro Glu Lew leu Gly Qly Pro Ser Val Fhe Len Phe Pro Pro
115 120 125

asa coc asg gac ace ot atg ate toe ogg acc oot gag ghto aca tac

Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Bar Arg Thr Pro Giu Val Thr Cys

130 135 140

gty gtg gtg gac gtg agc cac gaa gac cck gag gtc aag tte ase toy
Val Val Val kap Val Sexr His Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp
145 180 155 160

tacgtyszacsqcszwmctsxcatmtqccmacanqmcmnag
Tyr Val Azp Gly val Glu val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu
165 70 175

gag cag tac aac age acg tac cgt gtg gte age gtco cte ace gte cotg
Glu Qln Tyr Asn Ser Thr Tyr Aty Val Val Ser Val Lew Thr val Iewm
180 185 194

cac cag gac tgg cty aat ggc aag gag tac aag tge aag gtce toe aac
His Gln 2sp Try Leu Asn Gly Lya (Glu Tyr Lya Cys Lya Val Seér Asn
185 200 205

asa goc cto coa goe oo atc gag asa ace Ate toc aaa Yot Aaa g9g
Iys Als Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly
210 215 220

cag coo ©ga gaa cca cag gtg tac ace ctg coo ooa toc ogg oAt gag
@in Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Sar Arg Asp Glu
225 230 238 240

ctg acce aag aac cag gtc age ctg acc tge oty gte asa
leu Thr lys Asn Gin Val Sar Leu Thr Cys Leu Val Lys Qly Fhe Tyr
245 250
cayg

ccc age gac atc goc gty gag tgy gag age sat ggyg ocy gag asc
Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Sex Asn Gly Gln Pro Glu Asn
260 265 270

aac tac aag acc acg cct cce gty ctg gac toe gac gge toe tte tee
Asn Tyr lys Thr Thr Pro Pro Val lLeu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Fhe
275 280 285

cte tac age aag cte ace gty gac aag age agg tyg cag cag ggy aec
Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp lys Sex Arg Trp Gln Gln Gly asn
290 295 300

gte tte tea tge ke gtyg atg cac 9&9 get ctg cac aac cac tac acy
Val Phe Ser Cys Ser Val Het His Glu Ala Leu His Asn Ris Tyr Thr
308 k)1] 318 320

cag aag agc ote too otg ket cog gat aas
Gin Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly lys
3az2s 330

288
336 |
384
432
480
528
576
524
672
720
768

816

864
912
860

850
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<210> 6
<211> 330
<212> PRT

ES 2317020 T3

<213> Homo sapiens

<400> 6

Ala Ser ‘thr Lys Gly Pro Ser val fhe Pro Leu Ala Pro Ser Ser Lys
1 5 10 15

Ser Thr Ser Gly Gly ‘Thr Als Ala Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr
20 25 30

Fhe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser
35 40 45

Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser
&0 1] 60

Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro Ser Ser Ser Leu Gly Thr Gln Thr
65 70 75 80

Tyr Ile Cys Asn Val Asn His Lys Pro Sexr Asn Thr Lys Val Asp lys
85 90 95

Lys Val Glu Pro Lys Ser Cys Asp lys Thr Hie Thr Cys Pro Pro Cyvs
100 108 110

Bzo Ala Pro Glu Len Leu Gly Gly Pro Ser Val Phe Len Phe Pro Pro
118 120 128

iys Pro Lys Asp Thr lLeu Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys
130 135 140

Val Val Val Asp Val Ser Bis Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp
145 150 155 160

Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu
165 170 75

Glu Gln Tyr Asn Sar Thr Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu
180 185 190
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ES 2317020 T3

His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn
195 200 208

Lys Ala Leu Pro Als Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala lLys Gly
210 215 220

Gln Pro Arg Glu Pro Gln val Tyr Thar Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu
225 230 235 240

Leu Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Yhe Tyxr
245 250 285

Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn
260 265 270

Aan Tyr Lys Thy Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Sex Phe Phe
2715 280 288

Leu Tyr Sexr Lys leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn
2%0 298 300

Vval Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His asn His Tyr Thr
305 310 s 320

Gln Lys Ser lLeu Ser Leuw Ser Pro Gly Lys
335 330

<210>7

<211> 321

<212> DNA

<213> Homo sapiens
<220>

<221> CDS

<222> (1)..(321)

<400> 7

oga act gtg got goa cca tet gte tte ate tte cog com tok gat gag
Arg Thr Val Ala Ala Pro Ser Val Phe Ile Phe Pro PFro Ser Asp Glu
i 5 10 18

cag thtg aaa tet gga act goc tot gttt gtg tge etg ctg aat aac tte
¢ln Leu Lys Ser Gly Thr Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Asn Asn Phe
20 28 i

48

98
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<210> 8

ES 2317020 T3

tat coc ags gayg goc ana gta cvag tgg aag gty gat aac goo oto osa
Tyr Pro Avg Glu Ala Lys Val Gin Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu Gln
35 40 45

teg gut aac tca caAg gBg age gbc ACA (ag CAY gad age aay gac ago
Ser Gly Asn Ser Gln Glu Ser Val Thr Glu Gln Asp Ser Lys Asp Ser
50 55 60

ace tac ago cko age age ace obg acy cby age aan goa gac tac gag
Thy Tyr Ser Leu Ser Ser Thr lLau Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu
85 70 % 80

sam cac asaa gte Lac goo tge gaa ghbo ace cat oay goo ctyg age tog
Lys Hig Lys val Tyr Ala Cys Glu Val Thr His Gln Gly Leu Sexr Ser
g5 90 95

cee gtc aca Rag age the aac aug gogs gag tgt
Pro Val Thr lys Ber Phe Asn Arg Gly Glu Cys
100 105

<211> 107
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 8

Axg Thr Val Ala Ala Pro Ser Val Phe Ile Fhe Pro Pro Ser Asp Glu

i 5 io 5

Gln t#u Lys Ser Cly Thr Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Agn Asn Phe

20 L] 30

Tyr Pro Arg Glu Ala Lys Val Gln Trp lys Val Asp Asn Ala Leu Gin

35 40 45

Sar Gly Asn Ser Gln Glu Ser val Thr Glu Gln Asp Sex Lys Asp Ser

50 55 60

Thr Tyx Ser Leu Ser Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu

65 70 75

Lys His fys Val Tyr Ala Cys Glu Val Thr Rls Gln Gly Leu Ser Ser

85 80 95

fro Val Thr lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys
100 10%

144

192

240

288

321
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