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DESCRIPCION

Anticuerpos recombinantes e inmunoconjugados dirigidos contra células y tumores portadores de CD-22.
Campo técnico

La presente invencién proporciona anticuerpos anti-CD22, inmunoconjugados anti-CD22, métodos de ensayo de
CD22 y métodos para inhibir el crecimiento de células que expresan CD22.

Antecedentes de la invencion

Leucemias y linfomas son dianas atractivas para el tratamiento con inmunotoxinas. La respuesta de pacientes con
malignidades de células B se ha investigado ampliamente en ensayos clinicos de fase I/II de actividad de inmunotoxi-
nas. Amlot et al., (1993), Blood 82, 2624-2633; Sausville et al., (1995) Blood 85, 3457-3465; Grossbard et al (1993)
Blood 81, 2263-2271; Grossbard et al (1993) Clin. Oncol. 11, 726-737. Hasta la fecha, se han observado algunas res-
puestas antitumorales pero la toxicidad mediada por inmunotoxinas para el tejido normal a menudo impedia aumentos
de la dosis hasta niveles terapéuticos. Varios antigenos especificos de células B, tales como CD19, CD22 y CD40 son
el objetivo de inmunotoxinas preparadas con toxinas vegetales tales como la cadena A de ricina y toxinas bacterianas,
tales como la exotoxina A de Pseudomonas (PE). Uckun et al., (1992), Blood 79, 2201-2214; Ghetie et al., (1991),
Cancer Res. 51, 5876-5880; Francisco ef al., (1995), Cancer Res. 55, 3099-3104.

CD22, un antigeno de células B restringido a linaje, que pertenece a la superfamilia de Ig, se expresa en la superficie
de muchos tipos de células B malignas, incluyendo células B linfociticas crénicas (B-CLL), células B de linfoma tales
como linfoma de Burkitt y leucemias de células capilares, asi como en linfocitos B maduros normales. CD22 no
estd presente en la superficie celular en etapas tempranas del desarrollo de células B y no se expresa en células madre.
Vaickus et al., (1991), Crit. Rev. Oncol/Hematol. 11, 267-297. Adicionalmente, no puede detectarse antigeno esparcido
en suero humano normal o en suero de pacientes con CLL. U et al., (1989). Cell. Immunol. 118, 85-99.

RFB4 IgG es un anticuerpo monoclonal anti-CD22. Este anticuerpo se ha conjugado quimicamente con ricina y
exotoxina A de Pseudomonas (PE) y ha mostrado actividad contra células B in vitro e in vivo; Ghetie et al., (1991).
Cancer Res. 51, 5876-5880; Ghetie et al., (1991). Cancer Res. 48, 2610-2617. RFB4 es altamente especifico para
células del linaje B y no tiene reactividad cruzada detectable con ningun otro tipo celular normal. Li et al., (1989),
Cell. Immunol. 118, 85-99. RFB4 IgG ha sido previamente acoplado covalentemente a la cadena A de ricina y a
una forma truncada de PE llamada PE35. Estas moléculas conjugadas eran eficaces contra modelos experimentales
de xenoinjerto de linfoma y, en el entorno clinico, la inmunotoxina basada en ricina también mostré algo de eficacia
contra enfermedad humana. Amlot et al., (1993), Blood 82, 2624-2633; Sausville, (1995), Blood 85, 3457-3465.

Aunque los conjugados quimicos son frecuentemente muy estables y potentes, son grandes y presumiblemente
heterogéneos en sus sitios de enlace, lo que puede dar como resultado una actividad sub-éptima. Los requisitos para
preparar grandes cantidades de IgG y la conjugacién quimica también plantean algunas limitaciones sobre la capacidad
para fabricar el farmaco. Debido a que la capacidad de penetrar tumores es inversamente proporcional al tamafio de
la molécula penetradora, el gran tamafio de los conjugados anticuerpo-toxina puede alterar su capacidad para penetrar
masas tumorales tales como las descubiertas en linfomas.

Sumario de la invencion

En un aspecto, la presente invencion se refiere a inmunoconjugados recombinantes y a los componentes de anticuer-
po que sorprendentemente son muy estables y potentes contra células portadoras del antigeno CD22, més tipicamente
células B malignas. El inmunoconjugado comprende un agente terapéutico o un péptido marcador detectable unido a
un anticuerpo recombinante anti-CD22 estabilizado con disulfuro a través de una cisteina situada en la posicién del
aminodcido 44 de la Vy y una cisteina en la posicién del aminodcido 100 de la V y se define en la reivindicacién 1. El
agente terapéutico puede ser una toxina tal como una exotoxina de Pseudomonas (PE) o un fragmento citotéxico de la
misma (por ejemplo PE38). El anticuerpo anti-CD22 es un fragmento de unién de RFB4 que comprende una cadena
pesada variable (V) sustancialmente similar a la SEC ID N° 2, codificada por la SEC ID N° 1 y una cadena ligera
variable (V) sustancialmente similar a la SEC ID N° 4, codificada por la SEC ID N° 3 (véase también la Figura 1). La
cadena pesada variable puede unirse mediante un enlace peptidico al extremo carboxilo de la toxina. Opcionalmente,
la cadena Vy se une mediante un enlace peptidico a la cadena V| a través de un péptido enlazador tal como el péptido
enlazador de la SEC ID N° 5. En algunas realizaciones, la cadena Vi se une a la cadena V| a través de un puente
disulfuro cisteina-cisteina.

En otro aspecto, la presente invencién se refiere a una casete de expresion (véase la reivindicacién 10) que co-
difica el inmunoconjugado recombinante y a una célula hospedadora que comprende una casete de expresion que
codifica los inmunoconjugados recombinantes. El anticuerpo anti-CD22 comprende una cadena pesada variable (V)
sustancialmente similar a la SEC ID N° 2 y una cadena ligera variable (V) sustancialmente similar a la SEC ID N° 4.

En otro aspecto mds, la presente invencion se refiere a un método para inhibir el crecimiento de una célula B
maligna (véase la reivindicacién 15). El método comprende las etapas de poner en contacto la célula B maligna con una
cantidad eficaz de un inmunoconjugado recombinante que comprende un péptido toxina unido a un anticuerpo anti-
CD22. Latoxina puede ser una exotoxina de Pseudomonas (PE) o un fragmento citot6xico de la misma tal como PE38.
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En algunas realizaciones, la célula B maligna se pone en contacto con el inmunoconjugado in vivo. La célula B malig-
na puede ser una célula B de roedor, una célula B canina o una célula B de primate (por ejemplo célula B humana).

La presente invencién prevé un fragmento Fv anti-CD22 que comprende una cadena pesada variable (Vy) sustan-
cialmente similar a la SEC ID N° 2 y una cadena ligera variable (V) sustancialmente similar a la SEC ID N° 4. El
fragmento Fv puede ser un fragmento dsFv. En algunas realizaciones, el fragmento Fv estd marcado de forma detec-
table, en otras el fragmento Fv estd conjugado a un agente terapéutico. El agente terapéutico puede ser una exotoxina
de Pseudomonas (PE) o un fragmento citotéxico de la misma.

La presente invencién puede usarse en un método para detectar la presencia de proteina CD22 en una muestra
bioldgica. El método comprende la etapa de poner en contacto la muestra bioldgica con un anticuerpo anti-CD22 que
comprende una cadena pesada variable (Vy) sustancialmente similar a la SEC ID N° 2 y una cadena ligera variable
(VL) sustancialmente similar a la SEC ID N° 4 y permitir que el anticuerpo se una a la proteina CD22 en condiciones
inmonoldgicamente reactivas, en el que la deteccion del anticuerpo unido indica la presencia de la proteina CD22. En
algunas realizaciones, el anticuerpo es un fragmento dsFv. El anticuerpo empleado en el método puede estar marcado
de forma detectable. En algunas realizaciones, el método se realiza in vivo en un mamifero.

Breve descripcion de los dibujos

Figura 1: secuencia de aminodcidos deducida de la region variable de las cadenas ligera (SEC ID N° 4; nucleétidos
=SEC ID N° 3) y pesada (SEC ID N° 2; nucleétidos = SEC ID N° 1) de RFB4. Los aminodcidos mostrados en negrita
se determinaron mediante el andlisis de secuencia de proteina N-terminal.

Figura 2A: Construccién del pldsmido (pEM9) que codifica una inmunotoxina de cadena sencilla constituida por
las cadenas ligera y pesada variables de RFB4 fusionadas con PE38.

Figura 2B: Construccion de los plasmidos pEM15 y pEM16 que codifican la cadena ligera variable cys100 y la
cadena pesada variable cys,, de RFB4 fusionadas a PE38.

Figura 3: citotoxicidad de RFB4(dsFv)PE38 para diversas lineas celulares después de 24 horas de incubacién. La
incorporacién de [*H]leucina se expresa como porcentaje de cpm incorporado por células de control incubadas sin
inmunotoxina. Circulos abiertos CA46; tridngulos abiertos, JD-38; cruces Raji; cuadros solidos Namalwa; circulos
solidos Daudi; tridngulos solidos HUT102.

Figura 4: La actividad de unién relativa de inmunotoxinas de RFB4 en comparacién con anticuerpo nativo en
células CA46. Se usaron anticuerpo completo e inmunotoxinas recombinantes para competir por la unién de cantidades
traza de RFB4 IgG marcada con '»1. Los recuentos con competencia se expresan como un porcentaje de recuentos
de células que se incubaron sin ningin competidor. Cuadros abiertos RFB4 1gG; circulos solidos RFB4(scFv)PE38;
triangulos solidos RFB4(dsFv)PE38.

Figura 5: Estabilidad de RFB4(dsFv)PE38. Se incub6 RFB4(dsFv)PE38 a 37°C durante el nimero de dias indicado
y se compard la citotoxicidad con una muestra que no se incub6 a 37°C. Circulos abiertos: 7 dias; tridngulos abiertos
5 dias; circulos solidos 3 dias; tridngulos solidos 1 dia; cuadros solidos 0 dias.

Figura 6A: Actividad anti-aceptacién del tumor de RFB4(dsFv)PE38. A ratones desnudos atimicos irradiados el
dia 4, se les inocularon 5 x 10% células CA46 el dia 0. Comenzando el dia 1, se administraron inyecciones de 5, 3 6 1
ug de RFB4(dsFv)PE38 o PBS/diluyente BSA al 0,2% cada dia para cuatro dosis. El crecimiento del tumor se control
midiendo el volumen del tumor y se expresa como el volumen medio del tumor de cada grupo. Cuadros abiertos 5 ug;
tridngulos solidos 3 ug; circulos abiertos 1 ug; cuadros solidos control de PBS/diluyente BSA al 0,2%.

Figura 6B: Actividad anti-aceptacion del tumor de RFB4(dsFv)PE38. A ratones desnudos atimicos irradiados el
dia 3 se les inocularon 107 células CA46 el dia 0. Comenzando el dia 1, se administraron inyecciones de 5,2 6 1 ug
de RFB4(dsFv)PE38 o PBS/diluyente BSA al 0,2% cada dia para cuatro dosis. El crecimiento del tumor se controld
midiendo el volumen del tumor y se expresa como el volumen medio del tumor de cada grupo. Cuadros abiertos 5 ug;
tridngulos solidos 2 pg; circulos abiertos 1 ug; cuadros solidos control de PBS/diluyente BSA al 0,2%.

Figura 7A: Actividad antitumoral de RFB4(dsFv)PE38 contra tumores de CA46. Los ratones desnudos atimicos
se irradiaron el dia 3 y se les inocularon 107 células CA46 el dia 0. Comenzando el dia 4, los ratones con tamafios
de tumor medios de 50 mm?® se trataron con 8, 5 6 3 ug de RFB4(dsFv)PE38 o con PBS/diluyente BSA al 0,2%
cada dos dfas para tres dosis. El tamafio del tumor se controlé midiendo el volumen del tumor y se expresa como el
volumen medio del tumor de cada grupo. 3/5 de los ratones que recibian 8 ug de RFB4(dsFv)PE38 murieron durante el
tratamiento y 1/5 de los que recibian 5 ug murieron. Cuadros abiertos 8 ug; tridngulos sélidos 5 ug; circulos abiertos
3 ug; cuadros solidos control de PBS/diluyente BSA al 0,2%.

Figura 7B: Actividad antitumoral de RFB4(dsFv)PE38 contra tumores de CA46. Los ratones desnudos atimicos
se irradiaron el dia 3 y se les inocularon 107 células CA46 el dia 0. Comenzando el dia 4, los ratones con tamafios
de tumor medios de 50 mm® se trataron con 8, 5 6 1 ug de RFB4(dsFv)PE38 o con 30 ug de RFB4 IgG o con
PBS/diluyente BSA al 0,2% los dias 4, 6, 7 y 8. El tamaiio del tumor se controlé midiendo el volumen del tumor y se
expresa como el volumen medio del tumor de cada grupo. 3/5 de los ratones que recibian 8 ug de RFB4(dsFv)PE38

3



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2300 122 T3

murieron durante el tratamiento y 2/5 de los que recibian 5 ug murieron. Circulos solidos 8 ug; cuadros abiertos S ug;
circulos abiertos 1 ug; cruces RFB4 1gG; cuadros sélidos control de PBS/diluyente BSA al 0,2%.

Figuras 8A y 8B: Actividad antitumoral de RFB4(dsFv)PE38 en ratones.

Ratones hembra desnudos se irradiaron (3Gy) el dia -3, y el dia O se les inyectaron por via subcutdnea 107 células
CAA46. Los tumores se formaron el dia 4 y los ratones se trataron cada dos dias para 3 dosis de las toxinas y dosis
indicadas. Las respuestas eran dependientes de la dosis y no se obtuvieron con las moléculas de control negativo anti-
Tac(Fv)-PE38 y RFB4-1gG.

Figuras 9A y 9B: farmacocinética de RFB4(dsFv)-PE38. A los ratones del grupo 3 se les inyecté RFB4(dsFv)-
PE38. Se extrajo sangre en los puntos temporales indicados. Se trataron dos monos Cynomolgus, cada uno con la
dosis indicada. Los niveles de plasma se determinaron mediante un ensayo de citotoxicidad.

Descripcion detallada de la invencion
Vision de conjunto

La presente invencién proporciona anticuerpos recombinantes e inmunoconjugados que son altamente especificos
para CD22. Una molécula ejemplar empleaba una exotoxina de Pseudomonas (PE) fusionada genéticamente a un anti-
cuerpo anti-CD22 estabilizado con disulfuro, preferiblemente un fragmento Fv (dsFv). De forma bastante inesperada,
la inmunotoxina PE-dsFv recombinante demostr6 casi 10 veces mds citotoxicidad que el fragmento Fv de cadena
sencilla (scFv). El dsFv se produjo mutando los 4cidos nucleicos en la posicién del aminoacido 44 de la Vi y en la
posicion del aminodcido 100 de la Vi, para que codifiquen una cisteina.

Muchas de las moléculas recombinantes producidas a partir de de construcciones de la presente invencién tienen
un tercio del tamatfio de los conjugados quimicos de IgG-toxina y son de composicién homogénea. El tamafio pequefio
mejorard la penetracion del fairmaco en tumores sélidos, mientras que la eliminacién de la porcién constante de la mo-
1écula de IgG da como resultado una eliminacién mds répida de la circulacién de animales experimentales y pacientes.
Juntas, estas propiedades rebajardn los efectos secundarios reduciendo el tiempo durante el que la inmunotoxina (IT)
puede interaccionar con tejidos no diana y tejidos que expresan niveles muy bajos de antigeno. Y pueden producirse
facilmente preparaciones homogéneas de inmunotoxinas recombinantes en grandes cantidades.

La sorprendentemente mads alta actividad y las propiedades farmacoldgicas tnicas proporcionadas por los inmuno-
conjugados anti-CD22 estabilizados con disulfuro de la presente invencion les hacen agentes terapéuticos altamente
eficaces para el tratamiento de malignidades de células B o para agentes de deteccion de dichas malignidades.

Definiciones

Las unidades, prefijos y simbolos pueden representarse en su forma aceptada en el SI. Los intervalos numéricos
incluyen los niimeros que definen el intervalo. A menos que se indique otra cosa, los dcidos nucleicos se escriben
de izquierda a derecha en orientacién 5’ a 3’: las secuencias de aminodcidos se escriben de izquierda a derecha en
orientaciéon amino a carboxilo. Los titulos proporcionados en este documento no son limitaciones de los diversos
aspectos o realizaciones de la invencién que pueden tomarse en referencia a la memoria descriptiva como un todo. Por
consiguiente, los términos que se definen inmediatamente a continuacién se definen mas completamente en referencia
a la memoria descriptiva en su totalidad.

El término “CD22” incluye referencia al antigeno CD22 presente en la superficie de las células B de un mamifero
tal como ratas, ratones y primates, particularmente seres humanos. Véase, por ejemplo, Wilson et al., J. Exp. Med. 173
(1): 137-146 (1991); Wilson et al., J. Immunol, 150(11): 5013-5024 (1993). La expresiéon “proteina CD22” incluye
referencia a CD22 y fragmentos de CD22 inmunorreactivos con RFB4. Dichos fragmentos inmunorreactivos de CD22
tienen afinidad por un fragmento de unién de RFB4 (Véase, por ejemplo, el Ejemplo 1) al menos 5 veces mayor que
una proteina de control no CD22. En el Ejemplo 2 se describe un ensayo ejemplar para la afinidad de unién.

La expresion “fragmento citot6xico” con respecto a la exotoxina de Pseudomonas (PE) incluye referencia a una
subsecuencia contigua de PE nativa o a una PE nativa que carece de una o mds subsecuencias contiguas presentes en la
molécula nativa o es una variante modificada de forma conservativa de dichos fragmentos. El fragmento citotéxico con-
serva al menos el 50%, preferiblemente el 75%, més preferiblemente al menos el 90% y lo mds preferiblemente el 95%
de la citotoxicidad de la PE nativa. La secuencia de PE nativa se ha publicado. Los fragmentos de PE citotéxicos ejem-
plares de PE35, PE38 y PE40 se describen en las Patentes de Estados Unidos N° 5.602.095; 5.608.039; y 4.892.827.

“Muestra biolégica” como se usa en este documento es una muestra de tejido o fluido biolégico que contiene CD22
o una proteina CD22. Dichas muestras incluyen, aunque sin limitacién, esputo, liquido amnidtico, sangre, células
sanguineas (por ejemplo, leucocitos) o tejido. Las muestras biolégicas también pueden incluir secciones de tejidos
tales como secciones congeladas tomadas para fines histoldgicos. Los ejemplos de muestras bioldgicas incluyen una
muestra de células del sistema inmune (por ejemplo, células B). Una muestra bioldgica se obtiene tipicamente de un
eucariota multicelular, preferiblemente un mamifero tal como ratas, ratones, vacas, perros, cobayas o conejos y mas
preferiblemente un primate tal como macacos, chimpancés o seres humanos.
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Como se usa en este documento, “recombinante” incluye referencia a una proteina producida usando células que
no tienen en su forma nativa una copia endégena del ADN capaz de expresar la proteina. Las células producen la pro-
tefna recombinante debido a que han sido alteradas genéticamente mediante la introduccién de la secuencia de acido
nucleico aislada apropiada. El término también incluye referencia a una célula o 4cido nucleico o vector, que ha sido
modificado mediante la introduccién de un dcido nucleico heterélogo o la alteracién de un 4cido nucleico nativo a una
forma no nativa para esa célula o que la célula se obtiene de una célula modificada de este modo. Por lo tanto, por ejem-
plo, las células recombinantes expresan genes que no se encuentran en la forma nativa (no recombinante) de la célula
0 expresan genes nativos que de otro modo se expresan de forma anormal, se sub-expresan o no se expresan absoluto.

La expresion “agente terapéutico” incluye cualquier nimero de compuestos peptidicos conocidos actualmente o
desarrollados después para actuar como anti-inflamatorios, citocinas, anti-infecciosos, activadores o inhibidores de
enzimas, modificadores alostéricos o antibiéticos o aquellos que tienen otros efectos terapéuticos.

La expresion “cantidad eficaz” o “cantidad eficaz para” o “cantidad terapéuticamente eficaz” incluye referencia a
una dosificacién suficiente para producir un resultado deseado, tal como inhibir la sintesis de proteinas celulares en al
menos el 50% o matar a la célula.

La expresion “in vivo” incluye referencia a dentro del cuerpo o del organismo del que se obtuvo la célula. “Ex
vivo” significa fuera del cuerpo o del organismo del que se obtuvo la célula.

El término “inmunoconjugado” incluye referencia a un enlace covalente de un agente terapéutico o una marca
detectable con un anticuerpo tal como un fragmento de unién de un anticuerpo. El enlace puede ser directo o indirecto
a través de un péptido enlazador.

El término “marca” o “marca detectable” incluye referencia a cualquier composicién detectable por medios espec-
troscépicos, fotoquimicos, bioquimicos, inmunoquimicos, eléctricos, dpticos o quimicos.

El término “toxina” incluye referencia a abrina, ricina, exotoxina de Pseudomonas (PE), toxina diftérica (DT),
toxina botulinica o toxinas modificadas de las mismas. Por ejemplo, PE y DT son compuestos altamente téxicos que
tipicamente producen la muerte a través de toxicidad en el higado. PE y DT, sin embargo, pueden modificarse a una
forma para su uso como inmunotoxina retirando el componente nativo de direccién de la toxina (por ejemplo, dominio
Ia de PE y la cadena B de DT) y sustituyéndolo por un resto de direccidn de un anticuerpo diferente.

Como se usa en este documento “células de mamifero” incluye referencia a células obtenidas de mamiferos inclu-
yendo seres humanos, ratas, ratones, cobayas, chimpancés o macacos. Las células pueden cultivarse ex vivo.

Como se usa en este documento “expresado” incluye referencia a la traduccion de un 4cido nucleico en una pro-
teina.

Como se usa en este documento “dcido nucleico” incluye referencia a un polimero de desoxirribonucleétidos o
ribonucledtidos en forma de cadena sencilla o doble y, a menos que se limite de otra forma, abarca andlogos conocidos
de nucleétidos naturales que hibridan con acidos nucleicos de manera similar a nucleétidos de origen natural. A menos
que se indique otra cosa, una secuencia de dcido nucleico particular incluye su secuencia complementaria.

Como se usa en este documento “que codifica” con respecto a un 4cido nucleico especificado, incluye referencia
a dcidos nucleicos que comprenden la informacién para la traduccién en la proteina especificada. La informacién se
especifica mediante el uso de codones. Tipicamente, la secuencia de amino4cidos estd codificada por el dcido nucleico
que usa el cédigo genético “universal”. Sin embargo, pueden usarse variantes del c6digo universal, tales como las
presentes en algunas mitocondrias vegetales, animales o fingicas, la bacteria Mycoplasma capricolum (Proc. Natl.
Acad. Sci., 82: 2306-2309 (1985) o el ciliado Macronucleus, cuando el dcido nucleico se expresa usando la maquinaria
de traduccién de estos organismos.

Como se usa en este documento “anticuerpo” incluye referencia a una molécula de inmunoglobulina obtenida me-
diante generacién in vitro o in vivo de la respuesta humoral e incluye anticuerpos policlonales y monoclonales. El
término también incluye formas manipuladas genéticamente tales como anticuerpos quiméricos (por ejemplo, anti-
cuerpos de raton humanizados), anticuerpos heteroconjugados (por ejemplo, anticuerpos biespecificos) y fragmentos
Fv de cadena sencilla recombinantes (scFv) o fragmentos Fv (dsFV) estabilizados con disulfuro (Véase el documento
U.S.S.N. 08/077.252). El término “anticuerpo” también incluye formas de unién al antigeno de anticuerpos (por ejem-
plo, Fab’, F(ab’),, Fab, Fv, rIgG e IgG invertida). Véase también, Pierce Catalog and Handbook, 1994-1995 (Pierce
Chemical Co., Rockford, IL). Un anticuerpo inmunoldgicamente reactivo con un antigeno particular puede generarse
in vivo o mediante métodos recombinantes tales como seleccidn de bibliotecas de anticuerpos recombinantes en fagos
o vectores similares. Véase, por ejemplo, Huse et al., (1989) Science 246: 1275-1281; y Ward et al., (1989) Nature
341: 544-546; y Vaughan et al., (1996) Nature Biotechnology. 14: 309-314.

La expresion “fragmento de unién” con respecto a un anticuerpo se refiere a un anticuerpo que carece sustancial-
mente de toda la regiéon Fc de un anticuerpo generado in vivo. Los fragmentos de unién de anticuerpos ejemplares
incluyen fragmentos scFv, dsFv, Fab y (Fab’),.
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La expresion “condiciones inmunolégicamente reactivas” incluye referencia a condiciones que permiten que un
anticuerpo generado para un epitopo particular se una a ese epitopo en un grado més detectable y/o a la exclusién sus-
tancial de la unién a sustancialmente todos los otros epitopos. Las condiciones inmunolégicamente reactivas dependen
del formato de la reaccion de unién al anticuerpo y tipicamente son los utilizados en protocolos de inmunoensayo de
las condiciones que se dan in vivo. Véase Harlow y Lane (1988) Antibodies, A Laboratory Manual, Cold Spring
Harbor Publications. Nueva York, para una descripcién de formatos y condiciones de inmunoensayo.

Como se usan en este documento “polipéptido”, “péptido” y “proteina” se usan de forma intercambiable e incluyen
referencia a un polimero de restos de aminodcidos. Los términos se aplican a polimeros de aminodcidos en los que uno
0 mas restos de aminodcidos son un andlogo quimico artificial de un aminoacido de origen natural correspondiente,
asi como de polimeros de aminoécidos de origen natural.

El término “resto” o “resto de aminodcido” o “aminoécido” incluye referencia a un aminodcido que se incorpora
en una proteina, polipéptido o péptido (colectivamente “péptido”). El aminoacido puede ser un aminodcido de origen
natural y, a menos que se indique otra cosa, puede abarcar andlogos conocidos de aminodcidos naturales que pueden
funcionar de manera similar a los aminoacidos de origen natural.

Los aminodcidos y andlogos mencionados en este documento se describen en ocasiones mediante designaciones
taquigréaficas de la siguiente manera:

Nomenclatura de Aminodcidos

Nombre 3 letras 1 letra
Alanina Ala A
Arginina Arg R
Asparagina Asn N
Acido Aspartico Asp D
Cisteina Cys C
Acido Glutamico Glu E
Glutamina GIn Q
Glicina Gly G
Histidina His H
Homoserina Hse -
Isoleucina lie |
Leucina Leu L
Lisina Lys K
Metionina Met M
Metionina sulféxido Met (O) -
Metionina metilsulfonio  Met (S-Me)
Norleucina Nle -
Fenilalanina Phe F
Prolina Pro P
Serina Ser S
Treonina Thr T
Triptéfano Trp w
Tirosina Tyr Y
Valina Val V
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Una “sustitucion conservativa”, cuando se describe una proteina, se refiere a un cambio en la composicién de
aminodcidos de la proteina que no altera sustancialmente la actividad de la proteina. Por lo tanto, “variaciones modi-
ficadas de forma conservativa” de una secuencia de aminodcidos particular se refiere a sustituciones de aminodcidos
de aquellos aminoacidos que no son criticos para la actividad de la proteina o a la sustitucién de aminodcidos con
otros aminodacidos que tienen propiedades similares (por ejemplo, dcidos, basicos, cargados positiva o negativamente,
polares o no polares, etc.) de modo que incluso las sustituciones de aminodcidos criticos no alteren sustancialmente la
actividad. En la técnica se conocen tablas de sustitucion conservativa que proporcionan aminodcidos de funcionalidad
similar. Los seis grupos siguientes contienen cada uno aminoécidos que son sustituciones conservativas entre si:

1) Alanina (A), Serina (S), Treonina (T);

2) Acido aspartico (D), Acido glutamico (E);

3) Asparagina (N), Glutamina (Q);

4) Arginina (R), Lisina (K);

5) Isoleucina (I), Leucina (L), Metionina (M), Valina (V); y

6) Fenilalanina (F), Tirosina (Y), Triptéfano (W). Véase también el documento Creighton (1984) Proteins W.H.
Freeman and Company.

La expresion “sustancialmente similar”, en el contexto de un péptido, indica que un péptido comprende una secuen-
cia con al menos el 90%, preferiblemente al menos el 95% de identidad de secuencia con la secuencia de referencia
en una ventana de comparacién de 10-20 aminodcidos. El porcentaje de identidad de secuencia se determina compa-
rando dos secuencias alineadas de forma Optima en una ventana de comparacién, donde la porcién de la secuencia
de polinucleétidos en la ventana de comparacién puede comprender adiciones o deleciones (es decir huecos) en com-
paracidn con la secuencia de referencia (que no comprende adiciones o deleciones) para el alineamiento 6ptimo de
las dos secuencias. El porcentaje se calcula determinando el nimero de posiciones en las que se encuentra la base de
dcido nucleico o el resto de aminoécido idéntico en las dos secuencias para dar el nimero de posiciones coincidentes,
dividiendo el nimero de posiciones coincidentes por el nimero total de posiciones en la ventana de comparacion y
multiplicando el resultado por 100 para dar el porcentaje de identidad de secuencia.

A su vez “identidad de secuencia” en el contexto de dos secuencias de dcido nucleico o polipéptido incluye referen-
cia a los nucledtidos (o restos) en las dos secuencias que son iguales cuando se alinean para la mdxima correspondencia
en una ventana de comparacién especificado. Cuando el porcentaje de identidad de secuencia se usa con respecto a pro-
teinas, se entiende que las posiciones de restos que no son idénticos a menudo difieren en sustituciones de aminodcidos
conservativas, donde los restos de aminoécidos se sustituyen por otros restos de aminoédcidos con propiedades quimicas
similares (por ejemplo carga e hidrofobicidad) y por lo tanto no cambian las propiedades funcionales de la molécula.
Cuando las secuencias difieren en sustituciones conservativas, el porcentaje de identidad de secuencia puede ajustarse
hacia arriba para corregir la naturaleza conservativa de la sustitucién. Los especialistas en la técnica conocen bien los
medios para realizar este ajuste. Tipicamente, esto implica valorar una sustituciéon conservativa como emparejamiento
erréneo parcial en lugar de total, aumentando de este modo el porcentaje de identidad de secuencia. De este modo, por
ejemplo, cuando a un aminoécido idéntico se le da un valor de 1 y a una sustitucién no conservativa se le da un valor
de cero, a una sustitucién conservativa se le da un valor entre cero y 1. La valoracion de sustituciones conservativas se
calcula, por ejemplo, de acuerdo con el algoritmo de Meyers y Miller, Computer Applic. Biol. Sci. 4: 11-17 (1988) por
ejemplo, como se implement6 en el programa PC/GENE (intelligenetics, Mountain View, California, Estados Unidos).
Una indicacion de que dos secuencias peptidicas son sustancialmente similares es que un péptido es inmunoldgica-
mente reactivo con anticuerpos generados contra el segundo péptido. Por lo tanto, un péptido es sustancialmente si-
milar a un segundo péptido, por ejemplo, cuando los dos péptidos difieren solamente en una sustituciéon conservativa.

Las secuencias de 4cido nucleico son “sustancialmente similares” si codifican péptidos sustancialmente similares.

Una “ventana de comparacién”, como se usa en este documento, incluye referencia a un segmento de aproxima-
damente 10-20 restos en el que una secuencia puede compararse con una secuencia de referencia del mismo ntimero
de posiciones contiguas después de que las dos secuencias se alineen de forma 6ptima. Los métodos de alineamiento
de secuencias para la comparacién se conocen bien en la técnica. El alineamiento 6ptimo de secuencias para com-
paracion puede realizarse mediante el algoritmo de homologia local de Smith y Waterman (1981) Adv. Appl. Math.
2: 482; mediante el algoritmo de alineamiento por homologia de Needleman y Wunsch (1970) J. Mol. Biol. 48: 443;
mediante el método de busqueda por similitud de Pearson y Lipman (1988) Proc. Natl. Acad. Sci. EEUU 85: 2444;
mediante implementaciones computarizadas de esos algoritmos (incluyendo, aunque sin limitacién, CLUSTAL en el
programa PC/Gene de Intelligenetics, Mountain View, California, GAP, BESTFIT, BLAST, FASTA y TFASTA en el
paquete Wisconsin Genetics Software Package, Genetics Computer Group (GCG), 575 Science Dr., Madison, Wiscon-
sin, EEUU); el programa CLUSTAL lo describen ampliamente Higgins y Sharp (1988) Gene, 73: 237-244 y Higgins
y Sharp (1989) CABIOS 5: 151-153; Corpet et al., (1988) Nucleic Acids Research 16, 10881-90; Huang et al., (1992)
Computer Applications in the Biosciences 8, 155-65 y Pearson et al., (1994) Methods in Molecular Biology 24, 307-
31.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2300 122 T3

El término “poner en contacto” incluye referencia a la colocacién en asociacidn fisica directa.

La expresion “célula B maligna” incluye referencia a células B trasformadas tales como, aunque sin limitacion,
células B linfociticas crénicas (B-CLL), células B de linfoma tal como linfomas de Burkitt y leucemias de células
capilares, asi como linfocitos B maduros normales. Las células B son células B de mamifero, tales como células B
de ratas, ratones y primates particularmente células B humanas. Las células B malignas expresan CD22, en todo o
en parte, en su superficie, de modo que los anticuerpos anti-CD22 reconocen y se unen a las células B malignas con
una afinidad de unién al menos 5 veces mayor y mds preferiblemente al menos 10 veces mayor, que a una célula B
no portadora de CD22 usando un ensayo de unién convencional. Un ensayo de unién ejemplar se describe en este
documento en el Ejemplo 2.

La expresion “vector de expresion” incluye referencia a una construccién de 4cido nucleico, generada de forma
recombinante o sintética, con una serie de elementos de dcido nucleico especificados que permiten la transcripcion
de un 4cido nucleico particular en una célula hospedadora. El vector de expresién puede ser parte de un plasmido,
virus o fragmento de 4cido nucleico. Tipicamente, el vector de expresién incluye un dcido nucleico a transcribir y un
promotor.

La expresion “péptido enlazador” incluye referencia a un péptido dentro de un fragmento de unién de anticuerpo
(por ejemplo, fragmento Fv) que sirve para unir indirectamente la cadena pesada variable a la cadena ligera variable.

Por “célula hospedadora” se entiende una célula que puede soportar la replicacion o expresion del vector de ex-
presion. Las células hospedadoras pueden ser células procariotas tales como E. coli o células eucariotas tales como
células de levadura, de insecto, de anfibio o de mamifero.

Como se usa en este documento, el término “anti-CD22” con respecto a un anticuerpo o un fragmento Fv que
es especifico para CD22, incluye referencia a un anticuerpo que se genera contra CD22, particularmente un epitopo
extracelular de CD22. En realizaciones preferidas, el CD22 es un CD22 de primate tal como CD22 humano. Las
fuentes de CD22 se conocen bien.

La expresion “fragmento de unién de RFB4” incluye referencia a un anticuerpo que se une al mismo epitopo que
RFB4dsFv y tiene al menos el 70%, mds preferiblemente al menos el 80% y lo mas preferiblemente al menos el 90%
de la afinidad de unién del fragmento RFB4dsFv como se describe en este documento en, por ejemplo, el Ejemplo 1.
En el Ejemplo 2 se describe un ensayo ejemplar para la afinidad de unién.

A. Variantes Modificadas de Forma Conservativa de PE

Las variantes modificadas de forma conservativa de PE o fragmentos citotéxicos de la misma tienen al menos el
80% de similitud de secuencia, preferiblemente al menos el 85% de similitud de secuencia, mas preferiblemente al
menos el 90% de similitud de secuencia y lo més preferiblemente al menos el 95% de similitud de secuencia a nivel
de aminodacidos.

La expresién “variantes modificadas de forma conservativa” se aplica a secuencias de aminodcidos y de acido
nucleico. Con respecto a secuencias de dcido nucleico particulares, variantes modificadas de forma conservativa se
refiere a los 4cidos nucleicos que codifican secuencias de aminodcidos idénticas o esencialmente idénticas o, cuando
el 4cido nucleico no codifica una secuencia de aminoécidos, a secuencias esencialmente idénticas. Debido a la degene-
racién del cédigo genético, gran nimero de 4cidos nucleicos funcionalmente idénticos codifican cualquier polipéptido
dado. Por ejemplo, todos los codones GCA, GCC, GCG y GCU codifican el aminodcido alanina. Por lo tanto, en cada
posicion en la que una alanina se especifique mediante un codén, el codén puede alterarse a cualquiera de los codones
correspondientes descritos sin alterar el polipéptido codificado. Dichas variaciones de dcido nucleico son “variaciones
silenciosas”, que son una especie de variaciones modificadas de forma conservativa. Cada secuencia de dcido nucleico
en este documento que codifica un polipéptido también describe cada posible variacién silenciosa del acido nucleico.
Un especialista en la técnica entenderd que cada codén en un 4cido nucleico (excepto AUG, que normalmente es el
unico codén para metionina) puede modificarse para dar una molécula funcionalmente idéntica. Por consiguiente, cada
variacion silenciosa de un 4cido nucleico que codifica un polipéptido estd implicita en cada secuencia descrita.

Como para las secuencias de aminodcidos, un especialista en la técnica entenderd que las sustituciones, delecio-
nes o adiciones individuales a una secuencia de dcido nucleico, péptido, polipéptido o proteina que altera, afiade o
deleciona un Unico aminodcido o un pequefo porcentaje de aminodcidos en la secuencia codificada es una “variante
modificada de forma conservativa” cuando la alteracién da como resultado la sustitucién de un aminoacido con un
aminodcido quimicamente similar.

B. Ensayo de Citotoxicidad de PE

Puede ensayarse el nivel deseado de citotoxicidad de las exotoxinas de Pseudomonas empleadas en la invencién
mediante ensayos bien conocidos por los especialistas en la técnica. Los ensayos de citotoxicidad ejemplares se des-
criben en este documento en, por ejemplo, el Ejemplo 4. De este modo, la citotoxicidad puede ensayarse facilmente en
fragmentos citotoxicos de PE y variantes modificadas de forma conservativa de dichos fragmentos. Puede ensayarse
simultdneamente la citotoxicidad de gran cantidad de moléculas de PE candidatas mediante métodos bien conocidos
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en la técnica. Por ejemplo, puede ensayarse la citotoxicidad de subgrupos de las moléculas candidatas. Los subgrupos
de las moléculas candidatas que reaccionan positivamente pueden subdividirse y volver a ensayarse continuamente
hasta que se identifique(n) el(los) fragmento(s) citotéxico(s) deseado(s). Dichos métodos permiten la seleccion rapida
de gran cantidad de fragmentos citotdxicos o variantes conservativas de PE.

Anticuerpos Anti-CD22

La presente invencién proporciona anticuerpos dirigidos contra determinantes extracelulares de CD22. CD22 es un
antigeno presente en las células B. Los inmunoconjugados descritos en este documento se dirigen contra CD22 usando
anticuerpos de la presente invencién. Estos anticuerpos son reactivos de forma selectiva en condiciones inmunolégicas
para los determinantes de CD22 presentados en la superficie de células B y accesibles para el anticuerpo desde el
medio extracelular. En realizaciones preferidas el anticuerpo empleado en composiciones de inmunoconjugados es un
fragmento de unién de RFB4.

La expresion “reactivo de forma selectiva” o “especifico para” incluye referencia a la asociacion preferencial de
un anticuerpo, en todo o en parte, con una célula o tejido portador de la molécula diana CD22 y no a células o tejidos
que carecen de esta molécula diana. Se entiende, por supuesto, que puede producirse cierto grado de interaccién no
especifica entre una molécula y una célula o tejido no diana. Sin embargo, la unién especifica puede distinguirse como
mediada a través del reconocimiento especifico de la molécula CD22 diana. Tipicamente la unién especifica da como
resultado una asociacién mucho mas fuerte entre la molécula suministrada y las células portadoras de CD22 que entre
la molécula unida y células que carecen de CD22. La uni6n especifica tipicamente da como resultado un aumento de
mds de 2 veces, preferiblemente de mas de 5 veces, mas preferiblemente de méas de 10 veces y lo mds preferiblemente
de mds de 100 veces, de la cantidad de ligando unido (por unidad de tiempo) a una célula o tejido portador de CD22
en comparacion con una célula o tejido que carece de CD22. La unién especifica a una proteina en dichas condicio-
nes requiere un anticuerpo que se selecciona por su especificidad por una proteina particular. Diversos formatos de
inmunoensayo son apropiados para seleccionar anticuerpos especificamente inmunorreactivos con una proteina parti-
cular. Por ejemplo, se usan de forma rutinaria inmunoensayos de ELISA de fase sélida para seleccionar anticuerpos
monoclonales especificamente inmunorreactivos con una proteina. Véase Harlow y Lane (1988) Antibodies, A La-
boratory Manual, Cold Spring Harbor Publications, Nueva York, para una descripcién de formatos y condiciones de
inmunoensayos que pueden usarse para determinar la inmunorreactividad especifica.

Preferiblemente, las condiciones inmunoldgicamente reactivas empleadas en los métodos de la presente invencién
son “condiciones fisiol6gicas” que incluyen referencia a condiciones (por ejemplo, temperatura, osmolaridad, pH) que
son tipicas en el interior de un mamifero vivo o de una célula de mamifero. Aunque se entiende que algunos 6érganos
estan sometidos a condiciones extremas, el entorno en el interior del organismo e intracelular normalmente varfa en
torno a pH 7 (es decir, de pH 6,0 a pH 8,0, mas tipicamente de pH 6,5 a pH 7,5), contiene agua como disolvente
predominante y existe a una temperatura por encima de 0°C y por debajo de 50°C. La osmolaridad estd en el intervalo
que soporta la viabilidad y proliferacion celular.

El anticuerpo anti-CD22 empleado en la presente invencién puede unirse a la exotoxina de Pseudomonas (PE)
a través del extremo carboxilo de PE, del extremo amino de PE, a través de un resto de aminodcido interno de PE
tal como cisteina o cualquier combinacién de los mismos. Andlogamente, PE puede unirse directamente a la regién
pesada, ligera o Fc del anticuerpo. El enlace puede producirse a través de de los extremos amino o carboxilo del
anticuerpo o a través de un resto de aminodcido interno. Ademads, pueden unirse multiples moléculas de PE (por
ejemplo, cualquiera de entre 2-10) al anticuerpo anti-CD22 y/o pueden unirse miltiples anticuerpos (por ejemplo,
cualquiera de entre 2-5) a una molécula de PE. Los anticuerpos usados en una composicién de inmunoconjugado
multivalente de la presente invencién pueden ser para el mismo o diferentes epitopos de CD22.

En realizaciones preferidas de la presente invencidn, el anticuerpo anti-CD22 es un fragmento de unién del anti-
cuerpo tal como un anticuerpo scFv o dsFv tal como un RFB4dsFv. Los fragmentos Fv son tipicamente de aproxi-
madamente 25 kDa y contienen un sitio de unién al antigeno completo. Las cadenas Vy y V. de los fragmentos Fv
se mantienen juntas mediante interacciones no covalentes. Estas cadenas tienden a disociarse después de la dilucion,
de modo que se han desarrollado métodos para entrecuzar las cadenas a través de glutaraldehido, disulfuros inter-
moleculares o un enlazador peptidico. En algunas realizaciones preferidas, el fragmento de unién del anticuerpo Fv
tiene una cadena pesada variable de RFB4 sustancialmente similar a la SEC ID N° 2 o una variante modificada de
forma conservativa de la misma y/o una cadena ligera variable de RFB4 sustancialmente similar a la SEC ID N° 4 o
una variante modificada de forma conservativa de la misma. Dichas variantes conservativas empleadas en fragmentos
dsFv conservaran restos cisteina usados para enlaces disulfuro entre las cadenas. Las variantes modificadas de forma
conservativa de la secuencia prototipo de la SEC ID N° 2 y/o de la secuencia prototipo de la SEC ID N° 4 tienen al
menos el 80% de similitud de secuencia, preferiblemente al menos el 85% de similitud de secuencia, mds preferible-
mente al menos el 90% de similitud de secuencia y lo mas preferiblemente al menos el 95% de similitud de secuencia
a nivel de aminodcidos con su secuencia prototipo.

En algunas realizaciones de la presente invencion, los fragmentos de unidn del anticuerpo se unen directamente
a PE a través de la cadena ligera. Y en algunas realizaciones, los fragmentos de unién del anticuerpo se unen direc-
tamente a PE a través de la cadena pesada. Los fragmentos Fv pueden unirse a PE mediante sus extremos amino o
carboxilo. En realizaciones preferidas, la PE es PE38.
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Las cadenas pesada y ligera variables (Vy y VL) de fragmentos FV estabilizados con disulfuro estdn unidas cova-
lentemente mediante un enlace disulfuro entre restos cisteina presentes en cada una de las dos cadenas. Un fragmento
Fv estabilizado con disulfuro (dsFv) es uno en el que la secuencia Fv nativa se ha mutado en una posicién especifica
para dar un resto cisteina que proporcionard un puente disulfuro adicional cuando se forma la molécula de anticuerpo
resultante. El par de aminoécidos a seleccionar son, en orden de preferencia decreciente:

Vu44-V 100,
Vu105-V143,
Vi105-V, 42,
Vy44-V, 101,
Vi106-V, 43,
Vy104-V, 43,
Vu44-V,99,

Vu45-V.98,

Vyu46-V, 98,

Vy103-V, 43,
Vy103-V 44,

Vyu103-V, 45,

Mis preferiblemente, las sustituciones de cisteina se realizan en las posiciones:
Vu44-V,100; o
Vy105-V, 43.

(La notacion de Vy44-V 100, por ejemplo, se refiere a un polipéptido con una Vy que tiene una cisteina en la
posicién 44 y una cisteina en la Vi en posicion 100; estando las posiciones de acuerdo con la numeracién dada en
el documento “Sequences of Proteins of Immunological Interest,” E. Kabat, et al., U.S. Government Printing Office,
Publicacién NIH N° 91-3242 (1991)(“Kabat y Wu”). Vi y V. se identifican como se conoce en la técnica, incluyendo
Kabat y Wu. Las posiciones de aminodcidos de Vi; o Vi en este documento son en referencia a Kabat y Wu. Los
fragmentos dsFv comprenden al menos un enlace disulfuro pero pueden comprender 2, 3, 4, 5 o més enlaces segtin se
desee.

Aunque las dos cadenas Vi y Vi de algunas realizaciones de anticuerpo pueden unirse directamente entre si, un
especialista en la técnica entenderd que las moléculas pueden separase mediante un enlazador peptidico constituido
por uno o mas aminodcidos. Generalmente, el enlazador peptidico no tendrd ninguna actividad bioldgica especifi-
ca diferente a unir las proteinas o conservar una distancia minima u otra relacion espacial entre ellas. Sin embargo,
los amino4cidos constituyentes del enlazador peptidico pueden seleccionarse para influir en alguna propiedad de la
molécula tal como el plegamiento, la carga neta o la hidrofobicidad. Los anticuerpos Fv de cadena sencilla (scfv) op-
cionalmente incluyen un enlazador peptidico de no mas de 50 aminodcidos, generalmente no mas de 40 aminodécidos,
preferiblemente no mas de 30 aminoacidos y mas preferiblemente no mas de 20 aminoacidos de longitud. En algunas
realizaciones, el enlazador peptidico es un polimero de concatenacion de la secuencia Gly-Gly-Gly-Ser (SEC ID N° 5),
preferiblemente 2, 3, 4, 5 6 6 de dichas secuencias. Los enlazadores peptidicos y su uso se conocen bien en la técnica.
Véase por ejemplo, Huston et al., Proc. Natl. Acad. Sci. EEUU, anteriormente; Bird et al., Science, anteriormente;
Glockshuber et al., anteriormente; Patente de Estados Unidos N° 4.946.778. Patente de Estados Unidos N° 5.132.405
y mds recientemente en Stemmer et al., Biotechniques 14: 256-265 (1993).

Produccion de Anticuerpos Recombinantes

El anticuerpo es un anticuerpo recombinante, tipicamente un scFv o dsFv. Se han descrito métodos para preparar
anticuerpos Fv. Véase, Huse et al., Science 246: 1275-1281 (1989); y Ward et al., Nature 341: 544-546 (1989); y
Vaughan et al., (1996) Nature Biotechnology, 14: 309-314. En general los anticuerpos adecuados se unirdn normal-
mente con una constante de afinidad de al menos 10~7 M, preferiblemente al menos 10~ M, preferiblemente al menos
10° M, mas preferiblemente al menos 107'° M y lo mds preferiblemente al menos 107! M.

10



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2300 122 T3

Afinidad de Union de Anticuerpos

Los anticuerpos de esta invencién son capaces de unirse especificamente a un epitopo extracelular de CD22. Un
anticuerpo anti-CD22 tiene afinidad de unién por CD22, si el anticuerpo se une o es capaz de unirse a CD22 segin
se mide o se determina mediante ensayos anticuerpo-antigeno convencionales, por ejemplo, ensayos competitivos,
ensayos de saturacién o inmunoensayos convencionales tales como ELISA o RIA. Esta definicién de especificidad se
aplica a cadenas sencillas pesadas y/o ligeras, CDR, proteinas de fusién o fragmentos de cadenas pesadas y/o ligeras,
que son especificos para CD22 si se unen a CD22 en solitario o en combinacion.

En ensayos de competicion, la capacidad de un anticuerpo para unirse a un ligando se determina detectando la
capacidad del anticuerpo para competir con la unién de un compuesto conocido para unirse al ligando. Se conocen
numerosos tipos de ensayos competitivos y se describen en este documento. Como alternativa, también pueden usarse
los ensayos que miden la unién de un compuesto de ensayo en ausencia de un inhibidor. Por ejemplo, la capacidad de
una molécula u otro compuesto para unirse a CD22 puede detectarse marcando la molécula de interés directamente
o la molécula puede no estar marcada y detectarse indirectamente usando diversos formatos de ensayo de sandwi-
ch. Se conocen numerosos tipos de ensayos de unién tales como ensayos de unién competitiva (véase por ejemplo,
las Patentes de Estados Unidos N° 3.376.110, 4.016.043 y Harlow y Lane, Antibodies: A Laboratory Manual, Cold
Spring Harbor Publications, N.Y. (1988)). También estdn disponibles ensayos para medir la unién de un compuesto
de ensayo a un componente en solitario, en lugar de usando un ensayo de competicion. Por ejemplo, pueden usarse
anticuerpos para identificar la presencia del ligando. Pueden usarse procedimientos convencionales para ensayos de
anticuerpos monoclonales, tales como ELISA (véase Harlow y Lane, anteriormente). Para una revision de diversos
sistemas productores de sefial que pueden usarse, véase la Patente de Estados Unidos N° 4.391.904.

Produccion de Inmunoconjugados
A. Inmunotoxinas

Pueden emplearse toxinas con anticuerpos de la presente invencién para producir inmunotoxinas. Las toxinas
ejemplares incluyen ricina, abrina, toxina diftérica y subunidades de las mismas, asi como las toxinas botulinicas A
a F. Estas toxinas estdn facilmente disponibles en el mercado de fuentes comerciales (por ejemplo, Sigma Chemical
Company, St. Louis, MO). La toxina diftérica se aisla de Corynebacterium diphteriae. Laricina es la lectina RCA60 de
Ricinus comunis (ricino). El término también se refiere a variantes téxicas de la misma. Véase las Patentes de Estados
Unidos N° 5.079.163 y 4.689.401. La aglutinina de Ricinus comunis (RCA) se produce en dos formas denominadas
RCAg, y RCA,y segtin sus pesos moleculares de aproximadamente 65.000 y 120.000, respectivamente. Nicholson
y Blaustein, J. Biochim. Biophys. Acta, 266: 543 (1972). La cadena A es responsable de inactivar la sintesis de
proteinas y destruir a las células. La cadena B une la ricina a restos de galactosa de la superficie celular y facilita el
transporte de la cadena A en el citosol (Olsnes et al., Nature, 1974; 249: 627-631). Véase la Patente de Estados Unidos
N° 3.060.165.

La abrina incluye lectinas téxicas de Abrus precatorius. Los principios téxicos, abrina a, b, ¢ y d tienen un peso
molecular desde aproximadamente 63.000 a 67.000 Da y estdn constituidas por dos cadenas polipeptidicas A y B
unidas mediante disulfuros. La cadena A inhibe la sintesis de proteinas; la cadena B (abrina-b) se une a restos de D-
galactosa. Véase, Funatsu et al., The amino acid sequence of the A-chain of abrin-a and comparison with ricin, Agr.
Biol Chem. 52: 1095 (1988). Véase también Olsnes Methods Enzymol. 50: 330-335 (1978).

En realizaciones preferidas, la toxina es exotoxina de Pseudomonas. La exotoxina A de Pseudomonas (PE) es
una proteina monomérica extremadamente activa (peso molecular 66 kD), secretada por Pseudomonas aeruginosa,
que inhibe la sintesis de proteinas en células eucariotas a través de la inactivacién del factor de elongacién 2 (EF-2)
catalizando su ADP-ribosilacién (catalizando la transferencia del resto de ADP ribosil de NAD oxidado a EF-2).

La toxina contiene tres dominios estructurales que actian en concierto para causar citotoxicidad. El dominio Ia
(aminoécidos 1-252) media en la unién celular. El dominio IT (aminodcidos 253-364) es responsable de la translocacién
en el citosol y el dominio III (aminoacidos 400-613) media la ADP-ribosilacion del factor de elongacién 2, que inactiva
la proteina y causa la muerte celular. La funcién del dominio Ib (aminodcidos 365-399) permanece indefinida, aunque
una gran parte de él, aminoacidos 365-380, puede delecionarse sin pérdida de citotoxicidad. Véase Siegall ef al., J.
Biol. Chem. 264: 14266-14261 (1989).

Las exotoxinas de Pseudomonas (PE) empleadas en la presente invencidn incluyen la secuencia nativa, fragmentos
citotéxicos de la secuencia nativa y variantes modificadas de forma conservativa de PE nativa y sus fragmentos citoté-
xicos. Los fragmentos citotéxicos de PE incluyen los que son citotéxicos con o sin procesamiento proteolitico u otro
procesamiento posterior en la célula diana (por ejemplo, como proteina o pre-proteina). Los fragmentos citotéxicos
de PE incluyen PE40, PE38 y PE35. PE40 es un derivado truncado de PE, como se ha descrito anteriormente en la
técnica. Véase Pai er al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 88: 3358-62 (1991); Kondo et al., J. Biol. Chem. 263: 9470-9475
(1988). PE38 es una PE truncada constituida por los aminodcidos 253-364 y 381-613. PE35 es un fragmento carboxilo
terminal de 35 kD de PE constituido por una Met en posicion 280 seguida de los aminodcidos 281-364 y 381-613 de la
PE nativa. En realizaciones preferidas, se emplea el fragmento citotéxico PE38. PE38 es una pro-proteina que puede
activarse a su forma citotéxica después del procesamiento dentro de una célula.
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Con las exotoxinas de Pseudomonas y anticuerpos proporcionados en este documento, un especialista en la técnica
puede construir ficilmente diversos clones que contienen dcidos nucleicos de funcionalidad equivalente, tales como
dcidos nucleicos que difieren en la secuencia pero que codifican la misma PE o secuencia de anticuerpo. Por lo tanto,
la presente invencion proporciona dcidos nucleicos que codifican anticuerpos y conjugados y fusiones de los mismos.

B. Métodos Recombinantes

Los acidos nucleicos de la presente invencién pueden prepararse mediante cualquier método adecuado incluyendo,
por ejemplo, clonacién y restriccién de secuencias apropiadas o mediante sintesis quimica directa mediante métodos
tales como el método del fosfotriéster de Narang et al., Meth. Enzymol. 68: 90-99 (1979); el método del fosfodiéster
de Brown et al., Meth. Enzymol. 68: 109-151 (1979); el método de la dietilfosforamidita de Beaucage et al., Tetra.
Lett., 22: 1859-1862 (1981); el método del triéster de fosforamidita en fase s6lida descrito por Beaucage y Caruthers
(1981), Tetrahedron Letts. 22(20): 1859-1862, por ejemplo usando un sintetizador automatizado, por ejemplo como se
describe en el documento Needham-VanDevanter ef al., (1984) Nucleic Acids Res., 12: 6159-6168; y, el método del
soporte solido de la Patente de Estados Unidos N°4.458.066. La sintesis quimica produce un oligonucleétido de cadena
sencilla. Este puede convertirse en ADN de cadena doble mediante hibridacién con una secuencia complementaria
o mediante polimerizacién con una ADN polimerasa usando la cadena sencilla como plantilla. Un especialista en
la técnica entenderia que aunque la sintesis quimica de ADN estd limitada a secuencias de aproximadamente 100
bases, pueden obtenerse secuencias mds largas mediante el ligamiento de secuencias mds cortas. Las metodologias de
clonacion para alcanzar estos fines y los métodos de secuenciacion para verificar la secuencia de los dcido nucleicos
se conocen bien en la técnica y se ejemplifican en este documento.

Los inmunoconjugados, PE y anticuerpos de la presente invencidn también pueden construirse en todo o en parte
usando métodos de sintesis peptidica convencionales. La sintesis en fase sélida de los polipéptidos de la presente
invencién de menos de aproximadamente 50 aminoacidos de longitud puede conseguirse uniendo el aminoacido C-
terminal de la secuencia a un soporte insoluble seguido de la adicidn secuencial de los restantes aminodcidos en la
secuencia. Las técnicas para la sintesis en fase sélida las describen Barany y Merrifield, Solid-Phase Peptide Synthesis;
pags. 3-284 en The Peptides: Analysis, Synthesis, Biology. Vol 2: Special Methods in Peptide Synthesis, Parte A.,
Merrifield et al., J. Am. Chem. Soc., 85: 2149-2156 (1963) y Stewart et al., Solid Phase Peptides Synthesis, 2° ed.
Pierce Chem. Co., Rockford, III. (1984). Las proteinas de mayor longitud pueden sintetizarse mediante condensacién
de los extremos amino y carboxilo de fragmentos mds cortos. Los especialistas en la técnica conocen métodos para
formar enlaces peptidicos mediante la activacién de un extremo carboxilo terminal (por ejemplo mediante el uso del
reactivo de acoplamiento N,N’-diclohexilcarbodiimida).

Otros ejemplos de técnicas de clonacién y secuenciacion apropiadas e instrucciones suficientes para guiar a espe-
cialistas en la técnica en muchos ejercicios de clonacion se encuentran en el documento Sambrook et al., Molecular
Cloning: A Laboratory Manual (2* Ed., Vol. 1-3, Cold Spring Harbor Laboratory (1989)), Methods in Enzymology,
Vol. 152: Guide to Molecular Cloning Techniques (Berger y Kimmel (eds.), San Diego: Academic Press, Inc. (1987)) o
Current Protocols in Molecular Biology, (Ausubel et al., (eds.), Green Publishing and Wiley-Interscience, Nueva York
(1987). La informacidn sobre el producto de fabricantes de reactivos bioldgicos y equipo experimental también pro-
porciona informacion util en métodos bioldgicos conocidos. Dichos fabricantes incluyen SIGMA chemical company
(San Louis, MO), R&D systems (Minneapolis, MN), Pharmacia LKB Biotechnology (Piscataway, NJ), CLONTECH
Laboratorios, Inc. (Palo Alto, CA), Chem Genes Corp., Aldrich Chemical Company (Milwaukee, WI), Glen Research,
Inc., GIBCO BRL Life Technologies, Inc. (Gaithersberg, MD), Fluka Chemica-Biochemika Analytika (Fluka Chemie
AG, Buchs, Suiza), Invitrogen, San Diego, CA y Applied Biosystems (Foster City, CA), asi como muchas otras fuentes
comerciales conocidas por un especialista en la técnica.

Los 4cidos nucleicos que codifican PE nativa o anticuerpos anti-CD22 pueden modificarse para formar la PE,
anticuerpos o inmunoconjugados de la presente invencion. La modificacién mediante mutagénesis dirigida se conoce
bien en la técnica. Los dcidos nucleicos que codifican PE nativa o anticuerpos anti-CD22 (por ejemplo, RBF4) pueden
amplificarse mediante métodos in vitro. Los métodos de amplificacion incluyen la reaccién en cadena de la polimerasa
(PCR),la reaccion en cadena de la ligasa (LCR), los sistemas de amplificacién basados en transcripcion (TAS) y el
sistema de replicacién de secuencia autosostenida (SSR). Los especialistas en la técnica conocen bien una amplia
diversidad de métodos de clonacidn, células hospedadoras y metodologias de amplificacién in vitro.

Una vez que el 4cido nucleico que codifica una PE, anticuerpo anti-CD22 o inmunoconjugado de la presente in-
vencidn se aisla y se clona, puede expresarse la proteina deseada en una célula manipulada genéticamente de forma
recombinante tal como bacterias, levaduras, células de insecto y de mamifero. Se espera que los especialistas en la
técnica estén informados acerca de los numerosos sistemas de expresion disponibles para la expresién de proteinas
incluyendo E. coli, otros hospedadores bacterianos, levaduras y diversas células de eucariotas superiores tales como
las lineas celulares COS, CHO y HeLa y las lineas celulares de mieloma. No se realizara ningtn intento de describir
con detalle los diversos métodos conocidos para la expresion de proteinas en procariotas o eucariotas. En resumen, la
expresion de 4cidos nucleicos naturales o sintéticos que codifican las proteinas aisladas de la invencion se conseguird
tipicamente mediante la unioén de forma operativa del ADN o ADNc a un promotor (que es constitutivo o inducible),
seguida de la incorporacién en un vector de expresion. Los vectores pueden ser adecuados para replicacion e inte-
gracién en procariotas o eucariotas. Los vectores de expresion tipicos contienen terminaciones de la transcripcion y
la traduccion, secuencias de iniciacion y promotores ttiles para la regulacion de la expresion del ADN que codifica
la proteina. Para obtener un alto nivel de expresién de un gen clonado, es deseable construir vectores de expresion
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que contengan, como minimo, un promotor fuerte para dirigir la transcripcion, un sitio de unién al ribosoma para
iniciar la traduccién y un terminador de la transcripcién/traduccion. Para E. coli esto incluye un promotor tal como
los promotores T7, trp, lac o lambda, un sitio de unién al ribosoma y preferiblemente una sefial de terminacién de la
transcripcion. Para células eucariotas, las secuencias de control pueden incluir un promotor y preferiblemente un po-
tenciador obtenido de genes de inmunoglobulina, SV40, citomegalovirus y una secuencia de poliadenilacion y pueden
incluir secuencias donadoras y aceptoras de corte y empalme. Los plasmidos de la invencion pueden transferirse a la
célula hospedadora elegida mediante métodos bien conocidos tales como transformacién con cloruro célcico para E.
coli y tratamiento con fosfato célcico o electroporacion para células de mamifero. Las células transformadas por los
plasmidos pueden seleccionarse mediante resistencia a antibidticos otorgada por genes contenidos en los plasmidos,
tales como los genes amp, gpt, neo 'y hyg.

Un especialista en la técnica entenderia que pueden realizarse modificaciones a un acido nucleico que codifica
un polipéptido de la presente invencién (es decir, anticuerpo anti-CD22, PE o inmunoconjugado formado a partir
de su combinacién) sin disminuir su actividad biolégica. Pueden realizarse algunas modificaciones para facilitar la
clonacién, expresion o incorporacién de la molécula de direccidn en una proteina de fusién. Dichas modificaciones las
conocen bien los especialistas en la técnica e incluyen, por ejemplo, una metionina afiadida en el extremo amino para
proporcionar un sitio de iniciacién o aminoécidos adicionales (por ejemplo, poliHis) situados en cualquier extremo
para crear sitios de restricciéon o codones de terminacién o secuencias de purificacidén convenientemente situadas.

C. Purificacion

Una vez expresados, los inmunoconjugados recombinantes, anticuerpos y/o exotoxinas de Pseudomonas de la
presente invencién pueden purificarse de acuerdo con procedimientos convencionales de la técnica, incluyendo pre-
cipitacioén con sulfato de amonio, columnas de afinidad, cromatografia en columna y similares (véase, en general, R.
Scopes, Protein Purification, Springer-Verlag, N.Y. (1982)). Se prefieren composiciones sustancialmente puras de al
menos aproximadamente el 90 al 95% de homogeneidad y se prefieren mas del 98 al 99% o mas homogeneidad para
usos farmacéuticos. Una vez purificados, parcialmente o hasta homogeneidad segtin se desee, los polipéptidos deben
estar sustancialmente libres de endotoxina para fines farmacéuticos y después pueden usarse terapéuticamente.

Los métodos para la expresion de anticuerpos de cadena sencilla y/o replegamiento a una forma plegada apropiada,
incluyendo anticuerpos de cadena sencilla de bacterias tales como E. coli, se han descrito y se conocen bien y son
aplicables a los anticuerpos de esta invencién. Véase, Buchner ef al., Analytical Biochemistry 205: 263-270 (1992):
Pluckthun, Biotechnology, 9: 545 (1991); Huse et al., Science, 246: 1275 (1989) y Ward et al., Nature 341: 544 (1989).

A menudo, la proteina funcional de E. coli u otras bacterias se genera a partir de cuerpos de inclusién y requiere
la solubilizacién de la proteina usando desnaturalizantes potentes y el posterior replegamiento. En la etapa de solubi-
lizacion, debe estar presente un agente reductor para disolver puentes disulfuro como se conoce bien en la técnica. Un
tamp6n ejemplar con un agente reductor es: Tris 0,1 M, pH 8, guanidina 6 M, EDTA 2 mM, DTE (ditioeritritol) 0,3
M. La reoxidacién de puentes disulfuro de la proteina puede catalizarse eficazmente en presencia de reactivos de tiol
de bajo peso molecular en forma reducida y oxidada, como se describe en el documento Saxena et al., Biochemistry
9: 5015-5021 (1970) y se describe especialmente por Buchner et al., Anal. Biochem., anteriormente (1992).

La renaturalizacion se realiza tipicamente mediante dilucién (por ejemplo 100 veces) de la proteina desnaturalizada
y reducida en tampé6n de replegamiento. Un tampdn ejemplar es Tris 0,1 M, pH 8,0, L-arginina 0,5 M, glutatién
oxidado (GSSG) 8§ mM y EDTA 2mM.

Como modificacion necesaria para el protocolo del anticuerpo de cadena sencilla, las regiones de cadena pesada
y ligera se solubilizaron por separado y se redujeron y después se combinaron en la solucién de replegamiento. Se
obtiene un rendimiento preferido cuando estas dos proteinas se mezclan en una proporciéon molar de modo que un
exceso molar de una proteina sobre la otra no supere un exceso de 5 veces. Es deseable afiadir exceso de glutatién
oxidado u otros compuestos oxidantes de bajo peso molecular a la solucién de replegamiento después de que la
redistribucién redox se complete.

Composicion Farmacéutica y Administracion

Las composiciones de anticuerpo y/o inmunoconjugado de esta invencion (es decir PE unida a un anticuerpo),
son particularmente utiles para administraciéon parenteral, tal como administracién intravenosa o administracién en
una cavidad corporal o lumen de un érgano. Las composiciones para administracién comprenderdn normalmente una
solucién del anticuerpo y/o inmunoconjugado disuelto en un vehiculo farmacéuticamente aceptable, preferiblemente
un vehiculo acuoso. Pueden usarse diversos vehiculos acuosos, por ejemplo solucion salina tamponada y similares.
Estas soluciones son estériles y generalmente libres de materia indeseable. Estas composiciones pueden esterilizarse
mediante técnicas de esterilizacion convencionales bien conocidas. Las composiciones pueden contener sustancias
auxiliares farmacéuticamente aceptables segiin sea necesario para aproximarse a condiciones fisiolégicas tales como
agentes de ajuste del PH y tamponantes, agentes de ajuste de toxicidad y similares, por ejemplo acetato sddico, cloruro
sddico, cloruro potésico, cloruro célcico, lactato sédico y similares. La concentracién de proteina de fusion en estas
formulaciones puede variar ampliamente y se seleccionard principalmente en base a los volimenes de fluido, viscosi-
dades, peso corporal y similares, de acuerdo con el modo particular de administracién seleccionado y las necesidades
del paciente.
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De este modo, una composicién farmacéutica de inmunoconjugado tipica para administracidn intravenosa seria en
un tratamiento total de aproximadamente 0,3 a aproximadamente 30 mg/kg por dia, con la dosificacién administrada
preferiblemente de forma continua o repartida en una dosificacién de aproximadamente 0,1 a 10 mg/kg tres veces al
dia. Preferiblemente, la dosificacién se administraria cada dos dias a aproximadamente de 0,2 a 2 mg/kg tres veces al
dia o de 0,6 a 6 mg/kg por dia en una infusién continua. Los métodos exactos para preparar composiciones adminis-
trables los conocerdn o serdn evidentes para los especialistas en la técnica y se describen con més detalle en publi-
caciones tales como Remintong’s Pharmaceutical Science, 19* ed., Mack Publishing Company, Easton, Pennsylvania
(1995).

La composicién que incluye el inmunoconjugado de la presente invencién puede administrarse para tratamientos
terapéuticos. En aplicaciones terapéuticas, las composiciones se administran a un paciente que padece una enfermedad,
en una cantidad suficiente para curar o al menos detener parcialmente la enfermedad y sus complicaciones. Una
cantidad adecuada para conseguir esto se define como “dosis terapéuticamente eficaz”. Las cantidades eficaces para
este uso dependeran de la gravedad de la enfermedad y del estado general de salud del paciente.

Pueden administrarse administraciones sencillas o multiples de las composiciones dependiendo de la dosificacién
y frecuencia segin requiera y tolere el paciente. En cualquier caso, la composicién debe proporcionar una cantidad
suficiente de las proteinas de esta invencién para tratar eficazmente al paciente. Preferiblemente, la dosificacion se
administra tres veces al dia cada dos dias o de forma continua cada dos dias, pero puede aplicarse periddicamente hasta
que se alcance un resultado terapéutico o hasta que los efectos secundarios justifiquen la interrupcion de la terapia.
Generalmente, la dosis debe ser suficiente para tratar o mejorar sintomas o signos de la enfermedad sin producir
toxicidad inaceptable para el paciente. Una cantidad eficaz del compuesto es la que proporciona alivio subjetivo de
un(os) sintoma(s) o una mejoria identificable objetivamente observada por el médico o cualquier otro observador
cualificado.

Las formulaciones parenterales de liberacion controlada de las composiciones de inmunoconjugado de la presen-
te invencién pueden realizarse como implantes, inyecciones oleosas o sistemas particulados. Para una amplia visién
de conjunto de sistemas de suministro de proteinas véase Banga, A.J., “Therapeutic Peptides and Proteins: Formu-
lation, Processing, and Delivery Systems” Technomic Publishing Company, Inc. 1995. Lancaster, PA. Los sistemas
particulados incluyen microesferas, microparticulas, microcdpsulas, nanocdpsulas nanoesferas y nanoparticulas. Las
microcédpsulas contienen la proteina terapéutica como nucleo central. En las microesferas, el agente terapéutico se
dispersa por toda la particula. Las particulas, microesferas y microcdpsulas menores de aproximadamente 1 pm se
denominan generalmente nanoparticulas, nanoesferas y nanocapsulas, respectivamente. Los capilares tienen un dia-
metro de aproximadamente 5 pm de modo que solamente las nanoparticulas se administran por via intravenosa. Las
microparticulas tienen tipicamente aproximadamente 100 ym de didmetro y se administran por via subcutdnea o intra-
muscular. Véase, por ejemplo, Kreuter, J. 1994. “Nanoparticles” en Colloidal Drug Delivery Systems, J. Kreuter ed.
Marcel Dekker, Inc. Nueva York, NY, pags. 219-342; Tice y Tabibi. 1992. “Parenteral Drug Delivery: Injectibles” en
Treatise on Controlled Drug Delivery, A. Kydonieus, ed., Marcel Dekker, Inc. Nueva York, NY, pags. 315-339.

Pueden usarse polimeros para usar liberacion controlada de iones de composiciones de inmunoconjugados de la
presente invencion. En la técnica se conocen diversas matrices poliméricas degradables y no degradables para su uso
en el suministro controlado de farmacos. Langer, R. 1993. “Polymer-Controlled Drug Delivery Systems”, Accounts
Chem. Res., 26: 537-542. Por ejemplo, el copolimero de bloque, polaxamer 407, existe como mdvil viscoso a tem-
peraturas bajas pero forma un gel semisélido a la temperatura corporal. Este ha demostrado ser un vehiculo eficaz
para la formulacién y el suministro sostenido de interleuquina 2 y ureasa recombinantes. Johnston et al., Pharm.
Res., 9: 425-434 (1992); Pec et al., J. Parent. Sci. Tech., 44(2): 58-65 (1990). También puede usarse hidroxiapatita
como microvehiculo para la liberacién controlada de proteinas. Ijtema et al., Int. J. Pharm., 112: 215-224 (1994).
Pueden usarse liposomas para la liberacién controlada asi como para la direccién de farmacos atrapados. Betageri et
al., 1993 “Targeting of Liposomes” en Liposome Drug Delivery Systems, Technomic Publishing Co., Inc., Lancas-
ter, PA. Se conocen numerosos sistemas adicionales para el suministro controlado de proteinas terapéuticas. Véase,
por ejemplo, las Patentes de Estados Unidos N° 5.055.303, 5.188.837, 4.235.871, 4.501.728, 4.837.028, 4.957.735
y 5.019.369; 5.055.303; 5.514.670; 5.413.797; 5.268.164; 5.004.697; 4.902.505; 5.506.206, 5.271.961; 5.254.342 y
5.534.496.

Entre los diversos usos de las proteinas de fusién recombinantes de la presente invencién se incluyen diversos
estados de enfermedad causados por células humanas especificas que pueden eliminarse mediante la accion toxica
de la proteina. Una aplicacién preferida para los inmunoconjugados de la invencién es el tratamiento de células B
malignas que expresan CD22. Las células B malignas ejemplares incluyen células B linfociticas crénicas (B-CLL),
células B de linfoma tales como linfomas de Burkitt y leucemias de células capilares.

Kits de Diagnostico

En otra realizacidn, esta invencion proporciona kits para la deteccién de CD22 o un fragmento inmunorreactivo del
mismo, (es decir, colectivamente una “proteina CD22”) en una muestra bioldgica. Los kits comprenderén tipicamente
un anticuerpo anti-CD22 de la presente invencion que comprende una cadena pesada variable (Vy) sustancialmente
similar a la SEC ID N° 2 y una cadena ligera variable (V) sustancialmente similar a la SEC ID N° 4. En algunas
realizaciones, el anticuerpo anti-CD22 serd un fragmento Fv anti-CD22; preferiblemente un fragmento dsFv.
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Ademads los kits incluirdn tipicamente materiales con instrucciones que describan medios de uso de un anticuerpo
de la presente invencidn (por ejemplo, para la deteccion de células B en una muestra). Los kits también pueden incluir
componentes adicionales para facilitar la aplicacién particular para la que se disefia el kit. De este modo, por ejemplo,
el kit puede contener adicionalmente medios para detectar la marca (por ejemplo sustratos enzimdticos para marcas
enzimadticas, conjuntos de filtros para detectar marcas fluorescentes y marcas secundarias apropiadas tales como HRP
de oveja anti-ratén). Los kits pueden incluir adicionalmente tampones y otros reactivos usados de forma rutinaria
para la practica de un método particular. Dichos kits y contenidos apropiados los conocen bien los especialistas en la
técnica.

Marcas Detectables

Los anticuerpos de la presente invencion opcionalmente pueden estar unidos covalentemente o no covalentemente
a una marca detectable. Las marcas detectables adecuadas para dicho uso incluyen cualquier composicién detectable
mediante medios espectroscdpicos, fotoquimicos, bioquimicos, inmunoquimicos, eléctricos, épticos o quimicos. Las
marcas ltiles en la presente invencién incluyen perlas magnéticas (por ejemplo, DYNABEADS)), tintes fluorescentes
(por ejemplo, isotiocianato de fluoresceina, rojo texas, rodamina, proteina verde fluorescente y similares), radiomarcas
(por ejemplo, 3H, 1251, 35S, 14C o 32P), enzimas (por ejemplo, peroxidasa de rdbano rusticano, fosfatasa alcalina y
otras usadas habitualmente en un ELISA) y marcas colorimétricas tales como perlas de oro coloidal o vidrio o pldstico
coloreado (por ejemplo, poliestireno, polipropileno, latex, etc.).

Los medios para detectar dichas marcas los conocen bien los especialistas en la técnica. De este modo, por ejemplo,
las radiomarcas pueden detectarse usando pelicula fotografica o contadores de centelleo, los marcadores fluorescentes
pueden detectarse usando un fotodetector para detectar la iluminacién emitida. Las marcas enzimaticas se detectan
tipicamente proporcionando a la enzima un sustrato y detectando el producto de reaccién producido mediante la accién
de la enzima sobre el sustrato y las marcas colorimétricas se detectan simplemente visualizando la marca coloreada.

Otros Restos Terapéuticos

Los anticuerpos de la presente invencion también pueden usarse para dirigir cualquier nimero de diferentes com-
puestos de diagndstico o terapéuticos a células portadoras de antigenos CD22. De este modo, un anticuerpo de la
presente invencion, tal como un fragmento Fv anti-CD22, puede unirse directamente o mediante un enlazador a un
farmaco que se suministrard directamente a células portadoras de CD22. Los agentes terapéuticos incluyen compues-
tos tales como 4cidos nucleicos, proteinas, péptidos, aminodcidos o derivados, glicoproteinas, radioisétopos, lipidos,
hidratos de carbono o virus recombinantes. Los restos de dcido nucleico terapéuticos y de diagnéstico incluyen dcidos
nucleicos antisentido, oligonucledtidos derivatizados para entrecruzamiento con ADN de cadena sencilla o doble y
oligonucleétidos que forman cadenas triples.

Como alternativa, la molécula unida a un anticuerpo anti-CD22 puede ser un sistema de encapsulado, tal como un
liposoma o micela que contiene una composicion terapéutica tal como un farmaco, un dcido nucleico (por ejemplo,
un 4cido nucleico antisentido) u otro resto terapéutico que preferiblemente esta protegido de la exposicién directa al
sistema circulatorio. Los medios para preparar liposomas unidos a anticuerpos los conocen bien los especialistas en
la técnica. Véase, por ejemplo, la Patente de Estados Unidos N°® 4.957.735, Connor et al., Pharm. Ther., 28: 341-365
(1985).

Conjugacion con el Anticuerpo

Las moléculas o sistemas terapéuticos, de diagndstico o encapsulado pueden unirse a los anticuerpos anti-CD22 o
inmunoconjugados de la presente invencién usando cualquier nimero de medios conocidos por los especialistas en la
técnica. Pueden usarse medios de unidn covalente y no covalente con anticuerpos anti-CD22 de la presente invencion.

El procedimiento de unién de un agente a un anticuerpo u otra molécula de direccién del polipéptido variara de
acuerdo con la estructura quimica del agente. Los polipéptidos contienen tipicamente diversos grupos funcionales; por
ejemplo grupos de dcido carboxilico (COOH) o amina libre (-NH2), que estian disponibles para la reaccién con un
grupo funcional adecuado en una molécula efectora para unir el efector a ella.

Como alternativa, la molécula de direccién y la molécula efectora pueden derivatizarse para exponer o unirse a
grupos funcionales reactivos adicionales. La derivatizacion puede implicar la unién de cualquiera de varias moléculas
enlazadoras tales como las disponibles de Pierce Chemical Company, Rockford Illinois.

Un “enlazador”, como se usa en este documento, es una molécula que se usa para unir la molécula de direccién
a la molécula efectora. El enlazador es capaz de formar enlaces covalentes con la molécula de direccién y con la
molécula efectora. Los enlazadores adecuados los conocen bien los especialistas en la técnica e incluyen, aunque sin
limitacién, enlazadores de carbono de cadena lineal o ramificada, enlazadores de carbono heterociclicos o enlazadores
peptidicos. Cuando la molécula de direccién y la molécula efectora son polipéptidos, los enlazadores pueden unirse a
los aminoécidos constituyentes a través de sus grupos laterales (por ejemplo, a través de un enlace disulfuro a cisteina).
Sin embargo, en una realizacion preferida, los enlazadores se unirdn a los grupos amino y carboxilo del carbono alfa
de los aminodcidos terminales.
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Puede usarse un enlazador bifuncional que tiene un grupo funcional reactivo con un grupo en un agente particular
y otro grupo reactivo con un anticuerpo para formar el inmunoconjugado deseado. Como alternativa, la derivatiza-
cién puede implicar el tratamiento quimico de la molécula de direccién, por ejemplo escisioén con glicol del resto de
azucar del anticuerpo de glicoproteina con peryodato para generar grupos aldehido libres. Los grupos aldehido libres
en el anticuerpo pueden hacerse reaccionar con grupos amina o hidracina libres en un agente para unir el agente a
estos. (Véase la Patente de Estados Unidos N° 4.671.958). Los procedimientos para la generacién de grupos sulfhi-
drilo libres en polipéptidos, tales como anticuerpos o fragmentos de anticuerpo, también se conocen (véase la Patente
de Estados Unidos N° 4.659.839). Se conocen muchos procedimientos y moléculas enlazadoras para la unién de
diversos compuestos incluyendo quelatos metélicos de radiondclidos, toxinas y fairmacos a proteinas tales como anti-
cuerpos. Véase por ejemplo, la Solicitud de Patente Europea N° 188.256; las Patentes de Estados Unidos N°4.671.958,
4.659.839, 4.414.148, 4.699.784; 4.680.338; 4.569.789; y 5.589.071; y Borlinghaus ef al., Cancer Res. 47: 4071-4075
(1987)).

En algunas circunstancias, es deseable liberar la molécula efectora de la molécula de direccién cuando la molécula
quimérica ha alcanzado su sitio diana. Por lo tanto, pueden usarse conjugados quiméricos que comprenden enlaces que
pueden escindirse en las proximidades del sitio diana, cuando la molécula efectora se va a liberar en el sitio diana. La
escision del enlace para liberar el agente del anticuerpo puede impulsarse mediante actividad enzimdtica o condiciones
a las que se somete el inmunoconjugado dentro de la célula diana o en las proximidades del sitio diana. Cuando el sitio
diana es un tumor, puede usarse un enlazador que puede escindirse en condiciones presentes en el sitio del tumor (por
ejemplo, cuando se expone a ezimas asociadas al tumor o pH 4cido).

Los especialistas en la técnica conocen varios enlazadores escindibles diferentes. Véase las Patentes de Estados
Unidos N° 4.618.492; 4.542.225 y 4.625.014. Los mecanismos para liberar a un agente de estos grupos enlazadores
incluyen, por ejemplo, la irradiacién de un enlace fotoldbil y la hidrélisis catalizada por dcidos. La Patente de Estados
Unidos N° 4.671.958, por ejemplo, incluye una descripciéon de inmunoconjugados que comprenden enlazadores que
se escinden en el sitio diana in vivo mediante las enzimas proteoliticas del sistema del complemento del paciente.
En vista de la gran cantidad de métodos que se han presentado para unir diversos compuestos de radiodiagnéstico,
compuestos radioterapéuticos, firmacos, toxinas y otros agentes a anticuerpos, un especialista en la técnica serd capaz
de determinar un método adecuado para unir un agente dado a un anticuerpo u otro polipéptido.

Inmunoensayos de Proteina CD22

Los medios para detectar proteinas CD22 de la presente invencién (es decir, CD22 y fragmentos inmunorreacti-
vos con RFB4 del mismo) no son aspectos criticos de la presente invencion. Las proteinas CD22 pueden detectarse
y/o cuantificarse usando cualquiera de varios ensayos de unién inmunoldgicos bien reconocidos (véase, por ejemplo,
las Patentes de Estados Unidos N° 4.366.241; 4.376.110; 4.571.288; y 4.837.168). Para una revision de los inmu-
noensayos generales, véase también los documentos Methods in Cell Biology Volumen 37: Antibodies in Cell Bio-
logy, Asai ed. Academic Press, Inc. Nueva York (1993); Basic and Clinical Immunology 7°Edicién, Stites & Terr,
eds. (1991): Los ensayos de unién inmunoldgicos (o inmunoensayos) tipicamente utilizan un anticuerpo para unirse
especificamente a, y a menudo inmovilizar, el analito (en este caso proteina CD22). El anticuerpo empleado en in-
munoensayos de la presente invencion se ha descrito con gran detalle anteriormente. El anticuerpo anti-CD22 puede
producirse mediante cualquiera de varios medios conocidos por los especialistas en la técnica como se describe en este
documento.

Los inmunoensayos a menudo utilizan un agente de marcado para unir especificamente y marcar el complejo
de unién formado por el agente de captura y el analito. El propio agente de marcado puede ser uno de los restos
que comprenden el complejo anticuerpo/analito. De este modo, el agente de marcado puede ser una proteina CD22
marcada o un anticuerpo anti-proteina CD22 marcado. Como alternativa, el agente de marcado puede ser un tercer
resto, tal como otro anticuerpo, que se une especificamente al complejo anticuerpo/proteina CD22.

En algunas realizaciones, el agente de marcado es un segundo anticuerpo proteina CD22 portador de una marca.
Como alternativa, el segundo anticuerpo proteina CD22 puede carecer de marca pero, a su vez, puede tener unido un
tercer anticuerpo marcado, especifico para anticuerpos de la especie de la que se obtiene el segundo anticuerpo. El
segundo puede modificarse con un resto detectable, tal como biotina, al que puede unirse especificamente una tercera
molécula marcada, tal como estreptavidina marcada con enzima.

Otras proteinas capaces de unirse especificamente a regiones constantes de inmunoglobulina, tales como proteina
A o proteina G, también pueden usarse como agente marcador. Estas proteinas son constituyentes normales de la
paredes celulares de bacterias del tipo estreptococos. Estas muestran una fuerte reactividad no inmunogénica con las
regiones constantes de inmunoglobulina de diversas especies (véase, en general Kronval et al., (1973) J. Immunol.,
11: 1401-1406 y Akerstrom et al., (1985) J. immunol., 135: 2589-2542). Durante los ensayos, pueden ser necesarias
etapas de incubacién y/o lavado después de cada combinacién de reactivos. Las etapas de incubacién pueden variar
de aproximadamente 5 segundos a varias horas, preferiblemente de aproximadamente 5 minutos a aproximadamente
24 horas. Sin embargo, el tiempo de incubacién dependerd del formato de ensayo, analito, volumen de solucidn,
concentraciones y similares. Normalmente, los ensayos se realizardn a temperatura ambiente, aunque pueden realizarse
en un intervalo de temperaturas, tal como de 10°C a 40°C.
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Aunque los detalles de los inmunoensayos de la presente invencién variaran con el formato particular empleado,
el método para detectar una proteina CD22 en una muestra biolégica comprende generalmente las etapas de poner en
contacto la muestra biolégica con un anticuerpo que reacciona especificamente, en condiciones inmunolégicamente
reactivas, con la proteina CD22. Se permite que el anticuerpo se una a la proteina CD22, en condiciones inmunoldgi-
camente reactivas y la presencia de este anticuerpo unido se detecta directa o indirectamente.

Aunque la presente invencion se ha descrito con algiin detalle a modo de ilustracién y ejemplo para fines de
claridad de comprension, serd obvio que pueden realizarse ciertos cambios y modificaciones dentro del alcance de las
reivindicaciones adjuntas.

Ejemplo 1

El Ejemplo 1 describe la clonacién, expresion y purificacién de clones recombinantes que expresan RFB4(scFv)
PE38, RFB4 V,-PE38 y RFB4 V..

La RFB4 IgG purificada se redujo con DTT 10 mM vy las cadenas ligera y pesada se separaron en SDS-PAGE al
4-20% (Novex) y se transfirieron en una membrana de PVDEF. Las bandas de la cadena ligera y pesada se cortaron de
la membrana y se sometieron a andlisis de secuencia N-terminal. El andlisis de aminodcidos N-terminal proporcioné
datos de la secuencia de las cadenas ligera y pesada del mAb RFB4 que se proporciona en la Fig. 1.

Para obtener ADNc que codifiquen las regiones variables de cadena pesada y ligera de RFB4, se prepar6 ARN total
a partir de células de hibridoma de RFB4 y se transcribié de forma inversa para producir la primera hebra de ADNc.
Posteriormente, se realizé la PCR para amplificar las cadenas pesada y ligera. Se sintetizaron cebadores especificos
de cadena pesada y ligera en base a los datos del aminodcido N-terminal y se realizé la amplificacién usando estos
cebadores junto con cebadores de las regiones constantes CH1 (pesada) y C-, (ligera). Esto dio como resultado la
amplificacion de la porcidn variable de la cadena pesada mas parte de CH1 y la amplificacién de la regién variable de
la cadena ligera més parte de C-,. La amplificacién por PCR se realizé como se describe en el documento Benhar I. y
Pastan 1. (1994), Protein Eng. 7, 1509-1515, excepto que se usaron ARN total y los cebadores 5° especificos de RFB4,
RFB4 V55 y RFB4 V. 5 que se disefiaron a partir de los datos de la secuencia de proteinas N-terminal. Las secuencias
de todos los cebadores usados en la clonacion se presentan en la Tabla I. Los cebadores se dan de 5° a 3°. Los cebadores
yCH1 y C-, se diseharon como se describe (Benhar y Pastan, 1994). RFB4 V,;5 y RFB4 V| 5 se disefiaron de acuerdo
con las secuencias de proteina N-terminales determinadas mediante degradacién de Edman. RFB4 Vy5 codifica un
sitio Ndel (negrita) y una Met de iniciacion (negrita y cursiva). RFB4 V| 3 codifica un sitio HindIII (en cursiva). Los
cebadores RFB4 Vi3 y RFB4 V| 3 se disefiaron de acuerdo con la secuencia de nucleétidos determinada a partir de
clones de ADNc. Los cebadores RFB4 V;3 y RFB4 V5 incluyen secuencias parciales de enlazador Gly,Ser que se
solapan parcialmente (subrayado en cursiva). El cebador RFB4 V| 3 dsFv muta el resto Gly,o, de V. a Cys (subrayado),
incluye un codén de terminacién (negrita) y un sitio EcoRI (en cursiva). El cebador RFB4 Vy; dsFv(cys) muta Argy,
de Vy a Cys (subrayado). RFB4 V3 dsFv incluye un codén de Lys adicional y un sitio HindIII (en cursiva). RFB4
V.5 dsFv incluye un sitio Ndel (negrita) y una Met de iniciacién (negrita en cursiva).

Tabla 1

Tabla | Cebadores de PCR

Cebadores de cadena pesada

RFB4 VH5 GGACCTCATATGGAAGTGCAGCTGGTGGAGTCT (SEC ID N° 6)

yCH1 AGCAGCAGATCCAGGGGCCAGTGGATA (SECIDN°7)

AGATCCGCCACCACCGGATCCGCCTCCGCCTGCAGAGACAGTGACCAGAGTCCC
(SEC IDN° 8)

RFB4 VH3
-RFB4 VH3.dsFv CCGGAAGCTTITGCAGAGACAGTGACC (SEC ID N° 9)
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RFB4 VH dsFv(cys) GACCCACTCCAGGCACTTCTCCCGAGTC (SEC ID N° 10)

Cebadores de cadena ligera

RFB4 VL5 GGTGGCGGATCTGGAGGTGGGGGAAGCGATATCCAGATGACACAGACT (SEC ID
N°11)

C-x TGGTGGGAAGATGGATACAGTTGG (SEC ID N° 12)

RFB4 VL3 CCGGAAGCTTTGATTTCCAGCTTGG (SEC ID N° 13)

RFB4 VL5 dSFv GGACCTCATATGGATATCCAGATGACCC (SEC ID N° 14)

RFB4 VL3 dsFv CCGGAATTCATTATTTGATTTCCAGCTTGGTGCCACCGAACGTCC (SEC ID N° 15)

Los cebadores se dan de §' a 3'. Los cebadores YCH1 y C-x se disenaron como se describe (Benhar y Pastan, 1994). RFB4 VH5 y RFB4
VLS se diseiaron de acuerdo con las secuencias de proteina N-terminal determinadas mediante degradacion de Edman. RFB4VH5
codifica un sitio Ndel {negnita) y una Met de iniciacién (negrita en cursiva). RFB4 VL3 codifica un sitio Hind!ll (en cursiva). Los cebadores
RFB4 VH3 y RFB4 VL3 se disenaron de acuerdo con la secuencia de nucledtidos determinada a partir de clones de ADNc. Los
cebadores RFB4 VH3 y RFB4 VLS incluyen secuencias parciales de eniazador Gly.Ser que se solapan parciaimente (subrayado en
cursiva). El cebador RFB4 VL3 dsFv muta el resto Gly,e de V a Cys (subrayado), incluye un codon de terminacion (negrita) y un sitio
EcoRl (en cursiva). El cebador RFB4 VH dsfv(cys) muta el Arg., de Vi a Cys (subrayado). RFB4 VH3 dsFv incluye un codén de Lys

adicional y un sitio Hindlil (en cursiva). RFB4 VL5 dsFv incluye un sitio Ndel {(negrita) y una Met de iniciacion (negrita en cursiva).

Los productos de PCR se clonaron en el vector de clonacién de PCR (Invitrogen) y se secuenciaron usando reac-
tivos y protocolos de Sequenase (US Biochemical Corp.). Las secuencias de nucleétidos y de aminoacidos deducidas
de Vy y V. se muestran en la Fig. 1.

Vu y Vi se reamplificaron usando cebadores RFB4 V5 y RFB4 V| 5 y nuevos cebadores especificos de RFB4,
RFB4 Vi3 y RFB4 V| 3, en base a la secuencia de ADN 3’. Vi3 y V| 3 se diseflaron para hibridar en el extremo 3’
de cada ADNc. Vi3 y V.5 contienen secuencias solapantes que codifican un enlazador peptidico flexible (Gly,Ser)
3 que se usa para unir las cadenas Vy y Vi (Fig. 2A). La PCR recombinante se realiz6 usando las cadenas ligera y
pesada amplificadas para crear un producto Vy-enlazador-V,, que después se usé para sustituir el Vy-enlazador-V,
del plasmido pULI7 en los sitios Ndel y HindIII, creando pEM9. Este codifica la construccién de fusién RFB4 V-
enlazador-V; -PE38 llamada RFB4(scFv)PE38 (Fig. 2A).

La porcién de unién de inmunoconjugados unidos por disulfuro estd constituida por cadenas Vy y Vi que se unen
covalentemente a través de un unico resto clave en cada cadena que ha sido mutado a cisteina. Los restos cisteina de
cada cadena se asocian para formar un puente disulfuro que generalmente es muy estable y reduce marcadamente la
tendencia de la inmunotoxina a agregarse. Reiter et al., (1994), Biochemistry 33.5451-9. Para preparar RFB4(dsFv)
PE38, se amplificé Vi usando un cebador 5°, RFB4 V.5 dsFv, que introduce un sitio Ndel y un cebador 3° RFB4
V.3 dsFv que introduce un codén de terminacién, un sitio EcoRI y que muta un resto 100 glicina a cisteina. Vy
se amplific6 usando RFB4 V5 y RFB4 V3 dsFv que introduce un sitio HindIII y un resto lisina en el extremo C
de Vy. Los productos de PCR se digirieron con Ndel y HidnlII (Vy) o EcoRI (V) y se usaron para sustituir Vy-
enlazador-V de pULI7 (Vy) o para sustituir todo el Vy-enlazador-V, -PE38 (V). El producto clonado pEM16 (que
codifica RFB4 V| -Cys,q) se secuencid y demostrd tener incorporada la mutacién Gly a Cys (Fig. 2B). Vy-PE38 se
mutageniz6 para cambiar Arg44 a Cys usando el kit y protocolo de mutagénesis dirigida Muta-Gene (Bio-Rad) y un
cebador fosforilado, RFB4 Vy dsFv(cys). La construccién mutada resultante, pEM15, se secuencié y demostrd tener
incorporada la mutacién Arg a Cys (Fig. 2B). Los clones que tenian incorporada la mutacién Cys44 se identificaron
mediante secuenciacién de ADN (Figura 2B).

Expresion y purificacion de clones recombinantes

Los pldsmidos de expresién que codificaban RFB4(scFv)PE38, RFB4 V-PE38 y RFB4 V| (es decir, pEM10
y pEM15 y pEM16) se expresaron por separado en E. coli BL21 (ADE3). Studier F. W. y Moffat B.A. (1986), J.
Mol. Biol. 189, 113-130. A los cultivos de bacterias transformadas se les indujo una expresién de alto nivel con
IPTG, con los productos proteicos acumuldndose en cuerpos de inclusién. Las inmunotoxinas de cadena sencilla
y unidas por disulfuro se produjeron replegando proteina del cuerpo de inclusién purificada generalmente como se
ha descrito. Buchner J., Pastan. y Brinkmann U. (1992) Anal. Biochem. 205, 263-270. En resumen, se prepararon
cuerpos de inclusidn a partir de pasta celular mediante lisis y lavado en detergente no iénico, después se solubilizé en
guanidina-HCl1 6 M, Tris 0,1 M, pH 8, EDTA 2 mM. La proteina solubilizada a 10 mg/ml se redujo con 10 mg/ml de
DTE (65 mM) y después se diluyé rdpidamente en 100 vol. de Tris 0,1 M, L-arginina 0,5 M, glutatién oxidado 0,9
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mM, EDTA 2 mM a 10°C. Se usaron cantidades en peso iguales de V| y PE38 para replegar RFB4(scFv)PE38. Las
inmunotoxinas de cadena sencilla se replegaron en tampén ajustado a pH 8 (temperatura ambiente) y dsFv se replegd
en tampo6n ajustado a pH 9,5 (temperatura ambiente). Se permitié que las inmunotoxinas se replegaran durante 48
horas y después se dializaron contra urea 100 mM, Tris 20 mM, pH 8 a una conductividad de menos de 3,5 mMho.
Las proteinas replegadas apropiadamente se purificaron mediante FPLC de intercambio anidnico secuencial en Q-
Sepharose y MonoQ (Pharmacia, Arlington Heights, IL) seguido de filtraciéon en gel en 30 ml de TSK G3000SW
(TosoHaas, Montgomeryville, PA). Las inmunotoxinas purificadas se almacenaron a -80°C.

Ejemplo 2

El ejemplo 2 describe un ensayo de union para estudiar las afinidades de unién relativas de inmunotoxinas recom-
binantes.

Las afinidades de unién relativas de las inmunotoxinas recombinantes se midieron mediante competicion contra
RFB4 IgG marcada con '»1 para unirse a células diana CA46 a 4°C. Las células CA46 cultivadas a > 10°/ml se lavaron
dos veces en tampén de unién enfriado con hielo (RPMI, BES 50 mM, pH 6,8, BSA al 1%) y se sembraron en placas
a 10° células/150 ul de tamp6n de unién/pocillo en placas de 96 pocillos en hielo. A las células se les afiadieron 0,35
ng de '“I-RFB4 (2,5 x 10° cpm/nmol) en tampén de unién y concentraciones variables de RFB4(Fv)PE38 y RFB4
(dsFv)PE38. Las células se incubaron durante 3 horas en hielo, se lavaron dos veces en tampén de unién frio y se
solubilizaron en 200 ul de SDS al 0,5%/TE. El '*I-RFB4 unido se cuantificé en un contador gamma Wallac 1470
Wizard. Para los cdlculos se usaron las medias de muestras por duplicado. Como se muestra en la Fig. 4, se consiguié
un 50% de reduccién de la unién de '®I-RFB4 IgG a células CA46 a RFB4(scFv)PE38 70 nM y a Daudi a RFB4
(scFv)PE38 90 nM. La unién a células CA46 se redujo en un 50% a RFB4(dsFv)PE38 10 nM. La RFB4 IgG nativa
redujo la unién de RFB4 IgG marcada a células CA46 en un 50% a 4,5 nM y a células Daudi a 10 nM.

Ejemplo 3

El ejemplo 3 describe un estudio de estabilidad de RFB4(dsFv)PE38 y RFB4(scFv)PE38 durante periodos prolon-
gados a 37°C.

La estabilidad de inmunotoxinas recombinantes basadas en PE se ha correlacionado con su actividad in vitro.
Benhar I. y Pastan I (1994) Protein Eng. 7, 1509-1515. Por consiguiente, RFB4(dsFv)PE38 se incubd a 37°C durante
1-7 dias y su actividad citotéxica después de la incubacion se compard con la de inmunotoxina no tratada. RFB4(Fv)
PE38 se incub6 durante 2-24 horas a 37°C. Las citotoxicidades de las muestras tratadas se compararon con muestras
que se mantuvieron a -80°C. De acuerdo con el anterior descubrimiento de alta estabilidad de inmunotoxinas de dsFv
a 37°C, RFB4(dsFv)PE38 también era muy estable durante los 7 dias a juzgar por el mantenimiento de la actividad
citotoxica completa en un ensayo de 24 horas (Fig. 5). En ensayos similares, RFB4(Fv)PE38 no perdi6 toxicidad
después de 24 horas de incubacién a 37°C.

Ejemplo 4
El ejemplo 4 describe ensayos de citotoxicidad usando diversos tipos celulares.

RFB4(scFv)PE38 y RFB4(dsFv)PE38 (Fig. 3) se ensayaron en cinco lineas celulares de linfoma de Burkitt (CA46,
Daudi, JD38, Namalwa y Raji) y HUT 102, una linea de células T que es negativa para CD22. Las células Daudi,
Raji y Namalwa se adquirieron de ATCC, Rockville, MD. Las células se mantuvieron en RPMI 1640 que contenia
suero fetal bovino (FBS) al 20% (Daudi) o al 10% (resto de lineas celulares), 50 U/ml de penicilina, 50 ug/ml de
estreptomicina, piruvato sédico 1 mM y L-glutamina 2 mM adicional. Para los ensayos de citotoxicidad, se sem-
braron 4 x 10* células/pocillo en 200 ul de medio de cultivo en placas de 96 pocillos. Las inmunotoxinas se dilu-
yeron de forma seriada en PBS/HSA al 0,2% y se afiadieron 10 ul a las células. Las placas se incubaron durante
los periodos indicados a 37°C, después se pulsaron con 1uCi/pocillo de 3"-leucina en 10 ul de PBS durante 4-5 ho-
ras a 37°C. El material radiomarcado se capturé en tiras de filtro y se cont6é en un contador de centelleo Betaplate
(Pharmacia, Gaithersburg, MD). Se realiz6 la media de los valores de tres muestras y la inhibicidn de la sintesis de
proteinas se determiné calculando el porcentaje de incorporacién en comparacién con pocillos de control sin toxina
afladida.

RFB4(dsFv)PE38 era generalmente 2-7 veces mds citotoxica que RFB4(scFv)PE38 para las lineas de Burkitt y
ninguna tenfa actividad citot6xica significativa para las lineas celulares no de células B (Tabla II).

19



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2300 122 T3

TABLA I
Citotoxicidad de RFB4(scFv)PE38 y RFB4(dsFv)PE38 para diversas lineas celulares

Citotoxicidad Clso (ng/ml)°

Linea.celular® Fuente RFB4(scFv)PE38 RFB4(dsFv)PE38
CA46 Linfoma de Burkitt 2 0,6

Daudi 30 20

JD-38 2 0,3
Namalwa 2 1,5

Raiji CélulaT 2,5 0,4
HUT102 leucemia > 1000 > 1000

2 Todas las lineas celulares son de origen humano.

® Los datos de citotoxicidad se dan como Clss que son las concentraciones de
inmunotoxina que provocan una reduccion del 50% en la sintesis de proteinas
en comparacion con controles después de la incubacién con células durante
24 horas.

De las lineas de células B ensayadas, habia variaciones de sensibilidad a las dos inmunotoxinas de RFB4, teniendo
RFB4(dsFv)PE38 un valor de Clj, que variaba entre 0,25-0,6 ng/ml en CA46, JD38 y Raji, 1,5 ng/ml en Namalwa y 20
ng/ml en Daudi (Tabla II). Estudios posteriores han demostrado que las células Daudi no pueden procesar eficazmente
PE38. La actividad citotéxica de la inmunotoxina RFB4(dsFv)PE38 se compara favorablemente en una base molar
con la inmunotoxina RFB4-PE35 que se construy6 uniendo PE35 al anticuerpo RFB4 mediante un enlace disulfuro.

Ejemplo 5
El ejemplo 5 describe la medicién temporal de la actividad citotoxica de RFB4(dsFv)PE38.

El tiempo necesario para que las células internalicen y procesen la inmunotoxina es de interés terapéutico, puesto
que los niveles en sangre de inmunotoxina en pacientes tratados deben permanecer por encima de un umbral cito-
toxico el tiempo suficiente para intoxicar a las células malignas. Por lo tanto, se estudié el tiempo necesario para la
citotoxicidad.

Se incubaron diluciones de RFB4(dsFv)PE38 con células CA46 y JD38 durante 2, 24 y 48 horas en ensayos de
citotoxicidad convencionales, excepto para el punto temporal de 2 horas, la inmunotoxina se retir6 del medio lavando
con RPME + FCS al 10% y se sustituy6 por medio convencional durante las 22 horas restantes del ensayo. Para los
ensayos de 48 horas, las células se incubaron de forma continua durante 48 en lugar de 24 horas.

A la exposicion de 2 horas le seguian 22 horas adicionales de incubacién en medio sin inmunotoxina para permitir
un tiempo para el tréfico intracelular necesario para la intoxicacion. Para las células CA46 y JD38, el aumento del
tiempo de exposicién a inmunotoxina de 2 a 24 horas disminuy6 la Cls, en 5-10 veces. La incubacién de células
durante 48 horas continuamente con RFB4(dsFv)PE38 dio como resultado poco o ningin efecto adicional sobre la
citotoxicidad por encima de la observada después de 24 horas de incubacion. Por lo tanto, se concluy6 que las lineas
celulares requerian mds de 2 horas de exposicion para unir e internalizar cantidades méximas de inmunotoxina y se
intoxican a casi el mayor grado posible a las 24 horas. El aumento de la exposicién a periodos de mds de 24 horas no
proporciona ninguna ventaja in vitro.

Ejemplo 6

El ejemplo 6 describe un estudio de toxicidad de RFB4(dsFv)PE38 y RFB4(Fv)PE38 en ratones y su inhibicién
del establecimiento de tumor de CA46.

La excelente citotoxicidad y estabilidad de RFB4(dsFv)PE38 in vitro predecia que esta molécula podria tener
una buena actividad anti-tumoral en un modelo animal de linfoma. La capacidad de RFB4(dsFv)PE38 para inhibir
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la aceptacion del tumor en un modelo de tumor subcutdneo sélido se evalud inicialmente usando células CA46 de
linfoma de Burkitt inyectadas en ratones desnudos. Se usaron dos protocolos. En el primer protocolo, los ratones se
irradiaron el dia -4 y se les inyectaron 5 x 10° células CA46. Los ratones se dividieron en grupos de cinco y se trataron
comenzando 24 h después de la inyeccion de células CA46 durante cuatro dias consecutivos (dias 1-4) con diversas
cantidades de inmunotoxina, ademds de diluyente de control (Fig. 6A). En el segundo protocolo, se irradiaron ratones
hembra atimicos desnudos el dia -3 y después se les inyectaron por via subcutdnea 107 células CA46 el dia O (Fig.
6B). Los volimenes tumorales se registraron durante 21 dias y los ratones que no desarrollaron tumores se controlaron
durante 80 dias adicionales.

Toxicidad en ratones

Se realiz6 un estudio inicial para determinar la toxicidad de las inmunotoxinas en ratones. Se obtuvieron ratones
hembra Balb/C de 6-8 semanas de edad del National Cancer Institute, Frederick, MD. Se determinaron los valores de
DLs, de multiples dosis i.v. para un programa de tratamiento de dosis x3 qod (3 dosis, dias alternos). Se diluyeron
diversas cantidades de inmunotoxinas a 200 ul con PBS/HSA al 0,2% y se inyectaron en las venas de la cola cada dos
dias para 3 dosis. Se inyectaron dos ratones con cada dosis y se control la pérdida de peso y muerte de los ratones
durante 14 dias después de la dltima inyeccidn.

Inhibicion del establecimiento del tumor de CA46

Se obtuvieron ratones hembra desnudos atimicos de 6-8 semanas de edad del National Cancer Institute, Frederick,
MD. Los ratones se trataron con 300 rad de irradiacién gamma 3 6 4 dias antes de la inyeccion de células malignas.
Las células CA46 se sembraron a 1,8 x 10°/ml 2 dias antes de la inyeccién. El dia 0, las células CA46 se lavaron en
RPMI sin suero y se ajustaron a 10® células/ml o 5 x 10° células/ml en RPMI. A cada ratén se le administraron 100
(1 de la suspension celular mediante inyeccién subcutdnea. Los ratones se trataron mediante inyeccién en la vena de
la cola cada dia durante 4 dias consecutivos con diversas cantidades de inmunotoxinas o con materiales de control
en 200 ul de volumen. La aparicién de tumores se controlé diariamente o cada dos dias durante 21 dias después del
primer tratamiento. Los ratones en los que no habia crecido ningiin tumor detectable después de 21 dias se controlaron
durante hasta 100 dias para el crecimiento de tumores en el sitio de inyeccién. Los ratones inoculados usando el
segundo protocolo y tratados con 5 6 3 ug de RFB4(dsFv)PE38 desarrollaron nédulos tumorales muy pequefios que
sufrieron regresion completa después del tratamiento en todos los ratones a la dosis de 5 ug y en 9 de 10 ratones a la
dosis de 3 ug. El tratamiento con 1 ug de inmunotoxina retardé significativamente el desarrollo del tumor durante el
periodo de observacién pero no produjo curaciones.

Actividad de inmunotoxinas contra tumores de CA46 establecidos

El éxito de los experimentos anti-tumorales (anteriormente) foment6 un examen de la capacidad de RFB4(dsFv)
PE38 para erradicar tumores establecidos. Se irradiaron ratones hembra desnudos atimicos el dia -3 y después se les
inyectaron 107 células CA46 el dia 0. El dia 4, la mayoria de los ratones habia desarrollado tumores que tenfan un
tamafio de 5 x 5 mm. Comenzando el dia 4, los ratones portadores de tumores se trataron diariamente durante 4 dias
o cada dos dias durante 3 dias. El tratamiento se administré mediante inyeccion en la vena de la cola durante 5 dias
consecutivos con diversas cantidades de inmunotoxinas o con materiales de control. El tamafio del tumor se controlé
diariamente o cada dos dias usando calibradores de precision. El volumen del tumor se calculé mediante la formula V
= I(w?) x 0,4 donde 1 es longitud y w es anchura.

Usando cualquier protocolo de tratamiento, se observé inhibicién del crecimiento del tumor con una duracion de
una semana a 10 dias después de la tltima administracién de inmunotoxina (Fig. 7A, 7B). Estas respuestas anti-tumo-
rales se consiguieron usando 8, 5 6 3 ug de RFB4(dsFv)PE38. Los tumores en todos los ratones tratados finalmente
reanudaron el crecimiento. Las dosis de 30 ug de RFB4 IgG en solitario no inhibian significativamente el crecimiento
de tumores, mientras que 1 ug de RFB4(dsFv)PE38 podia inhibir el crecimiento durante el periodo de administracién
de inmunotoxina. Los ratones inoculados y tratados con 5 6 2 ug de inmunotoxina desarrollaron pequefios nddulos
celulares tumorales que sufrieron regresion después del tratamiento y después volvieron a crecer lentamente. El trata-
miento con 1 ug de inmunotoxina retardé el desarrollo del tumor en comparacién con los controles, pero los tumores
crecieron rdpidamente después de éste.

En resumen, los estudios muestran que las dos moléculas de inmunotoxina son estables a 37°C durante periodos
de incubacién prolongados. Los perfiles de citotoxicidad en varias lineas celulares positivas para antigeno y negativas
para antigeno, demostraron que las moléculas recombinantes eran alta y selectivamente toxicas para células portadoras
de CD22 y no eran tdxicas para lineas negativas para CD22. Se determind que la duracién de la incubacién necesaria
para la mixima intoxicacidn de las células era de mds de dos horas, pero se observé poco beneficio adicional a periodos
de incubacién de mds de 24 horas. La estabilidad de las inmunotoxinas de RFB4 es por lo tanto compatible con el
tiempo necesario para la intoxicacion eficaz.

RFB4(dsFv)PE38 es aproximadamente 2-7 veces mds activo contra todas las lineas celulares sensibles que RFB4
(scFv)PE38, aunque los dos tienen estabilidades similares después de 24 horas. Los estudios de unién competitiva de
estas moléculas recombinantes, en comparacién con la IgG completa marcada, mostraron una diferencia de capacidad
para competir por la unién y una afinidad deducida de RFB4(scFv)PE38 por el antigeno CD22 reducida.
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Debido a que la inmunotoxina unida por disulfuro era bastante estable, tenfa propiedades de unién similares a
las del anticuerpo completo y efectos citotoxicos superiores, se selecciond para la evaluacion adicional en modelos
animales. Su actividad anti-tumoral se evalu6 ensayando su capacidad para erradicar tumores formados a partir de
la inyeccion de células CA46 en ratones desnudos irradiados y se demostré que podia erradicar células tumorales
cuando la administracién de inmunotoxina comenzaba 24 horas después de la implantacién del tumor y tenia actividad
anti-tumoral significativa cuando se administraba a ratones con tumores establecidos. En comparacién con tumores
tratados con control, el tratamiento con cualquier cantidad de RFB4(dsFv)PE38 de 1-8 g provocé que los tumores
sufrieran regresion o mantuvieran un volumen estatico hasta el final del periodo de tratamiento y durante hasta 10 dias
adicionales, dependiendo de la dosis.

Ejemplo 7

Este ejemplo describe la citotoxicidad de RFB4(dsFv)-PE38 para células malignas positivas para CD22 de pacien-
tes humanos.

Se obtuvieron dieciséis muestras recientes de células de leucemia linfocitica crénica de diferentes pacientes hu-
manos. También se obtuvieron muestras de leucemia de células capilares (HCL), linfoma de células grandes (LCL) y
linfoma prolinfocitico (PLL). Estas células se incubaron cada una con RFB4(dsFv)-PE38 durante 24 horas como se
ha descrito anteriormente en el Anexo 4 en un ensayo de citotoxicidad. La Cls, (ng/ml) de RFB4(dsFv)-PE38 para
cada muestra celular se proporciona en la Tabla III a continuacién. También se proporciona para comparacion el nd-
mero de sitios de CD22/célula. Es interesante observar que, incluso las células con nimeros relativamente bajos de
sitios de CD22, eran destruidas eficazmente por la inmunotoxina. Estos resultados indican que RFB4(dsFv)-PE38 es
significativamente téxica para muchas células humanas recientes de leucemia linfocitica crénica.

TABLA 111
Sensibilidad de células de leucemia humanas recientes a RFB4(dsFv)-PE38

PT DX N° Clso (ng/ml) de RFB4(dsFv)-PE38 (BL22) SITIOS DE CD22/CELULA

1. CLL 10 1050
2.CLL 360 1400
3.CLL 43 430
4. CLL 11 680
5. CLL > 1000 380
6. CLL 172 1070
7.CLL > 1000

8. CLL 86 2200
9. CLL 27 350
10. CLL 91 300
11. CLL 74 1200
12. CLL 61 800
13. CLL 560 1850
14. CLL 16,5 4700
16. CLL 14 4075
16. CLL 4 5040
17. HCL 1,8

18. LCL 274

19. PLL 31 600
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Ejemplo 8

RFB4(dsFv)-PE38 presenta una potente actividad antitumoral contra tumores humanos positivos para CD22 en
ratones.

Los tumores de CA46 se establecieron en ratones como se ha descrito anteriormente. A los ratones en grupos de
tres se les inyectd por via intravenosa RFB4(dsFv)-PE38. La dosificacién se administraba en pg/kg qod x3 como se
muestra en la siguiente tabla IV. También se muestra la Respuesta Completa Total (CR). Una dosis eficaz preferida
evidente a partir de este ensayo es 275 ug/kg i.v. qod x3.

En un ensayo de toxicidad en ratones con tumores establecidos, en el que las dosificaciénes de RFB4(dsFv)-PE38
comenzaron a 275 ug/kg hasta 1200 ug/kg, se obtuvo una DL,y a 500 ug/kg i.v. qod x3 y se obtuvo una DLs, a 900
uglkg i.v. qod x3. Véase la Tabla V. Se proporciona el nimero de ratones ensayados y el nimero de mortalidades por
intervalo de dosificacién.

En un ensayo antitumoral similar en ratones como anteriormente, se realizé un ensayo en el que se administraba
RFB4(dsFv)-PE38 mediante infusién i.p. continua a las dosificaciones que se proporcionan a continuacién y con
los resultados que se proporcionan a continuacién en la Tabla VI. Por lo tanto, el fairmaco era eficaz para inhibir la
actividad tumoral en ratones.

TABLA IV
Actividad Antitumoral de RFB4(dsFv)-PE38 en Ratones tratados i.v.

Dosis (pg/kg QOD x3) CR/total % de CR
0 0/13 0
200 4/5 80
275 14/14 100
345 77 100

Dosis Minima Eficaz = 275 pg/kgi.v. QOD x3

TABLA V
Toxicidad de RFB4(dsFv)-PE38 en Ratones tratados i.v.

Dosis (ug/kg QOD x3) Muertes/total % de Mortalidad
0 0/13 0
275 0/14 0
400 0/10 0
600 2/10 20
1200 4/5 80

DL 4o = 500 pg/kg i.v. QOD x3
DLso = 900 pg/kg i.v. QOD x3
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TABLA VI

Actividad antitumoral y toxicidad de RFB4(dsFv)-PE38 mediante infusion i.p. continua en ratones

5
Dosis CR Muertes
50 ug/kg/d 0/5 0/5

10 100 pg/kg/d 5/5 0/5

200 pg/kg/d 5/5 0/5
s 500 pg/kg/d 4/5

1000 ug/kg/d 5/5
20" Ejemplo 9

Tolerancia de monos a RFB4(dsFv)-PE38.

’s Puesto que RFB4 se une a CD22 de primate y no se une a CD22 de ratén, se realizaron estudios de toxicolo-

gia en monos Cynomolgus que toleraban bien RFB4(dsFv)-PE38 hasta 500 ug/kg i.v. QOD x3. Las dosificaciones
administradas a los monos eran de la siguiente manera:

0,1 pg/kg i.v. QOD x3
30 0,5 ug/kg i.v. QOD x3

1,25 mg/kg i.v. QOD x3

1,75 mg/kg i.v. QOD x3

35
2,0 mg/kg i.v. QOD x3
Los valores patrén de laboratorio se obtuvieron de muestras de suero tomadas los dias 2, 4, 6, 8, 15y 21 y todos
estaban en el intervalo normal exceptuando que se observé un aumento de dos veces o menos de las enzimas hepaticas,
40 transaminasas y creatinina. Véase Fig. 9A y 9B. Por lo tanto, RFB4(dsFv)-PE38 puede administrarse a altas dosis a
un mamifero en el que el antigeno CD22 es reconocido por el anticuerpo RFB4. Esta proyectado un ensayo clinico de
Fase I en seres humanos con malignidades positivas para CD22.
45
50
55
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REIVINDICACIONES

1. Un inmunoconjugado recombinante, que comprende un agente terapéutico o un péptido marcador detectable
unido covalentemente a un fragmento de unién de RFB4 que comprende una cadena Vy con una cisteina en la posicién
del aminodcido 44 y una cadena V. con una cisteina en la posicién del aminoécido 100, en el que dicha cadena Vy
tiene al menos el 90% de identidad con la SEC ID N° 2 en una ventana de comparacién de 10-20 aminodcidos y dicha
cadena V. comprende al menos el 90% de identidad con la SEC ID N° 4 en una ventana de comparacién de 10-20
aminodcidos.

2. El inmunoconjugado recombinante de la reivindicacion 1, en el que dicha cadena Vy tiene al menos el 80% de
identidad con la SEC ID N° 2 y dicha cadena V| comprende al menos el 80% de identidad con la SEC ID N° 4.

3. El inmunoconjugado recombinante de la reivindicacién 1 6 2, en el que dicho agente terapéutico es una toxina.

4. El inmunoconjugado recombinante de la reivindicacién 3, en el que dicha toxina es una exotoxina de Pseudo-
monas (PE) o un fragmento citotéxico de la misma.

5. El inmunoconjugado recombinante de la reivindicacién 4, en el que dicho fragmento citotéxico es PE38.

6. El inmunoconjugado recombinante de la reivindicacién 4 6 5, en el que dicha cadena pesada variable (V) estd
unida mediante un enlace peptidico al extremo amino de dicha toxina.

7. El inmunoconjugado recombinante de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en el que dicha cadena Vy
estd unida mediante un enlace peptidico a dicha cadena V, a través de un péptido enlazador.

8. El inmunoconjugado recombinante de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en el que dicha cadena Vy
estd unida a dicha cadena V| a través de un puente disulfuro cisteina-cisteina.

9. El inmunoconjugado recombinante de la reivindicacién 7, en el que dicho péptido enlazador tiene la secuencia
que se muestra en la SEC ID N° 5.

10. Una casete de expresion que codifica un inmunoconjugado recombinante, que comprende una secuencia que
codifica un péptido toxina unido covalentemente a un fragmento de unién de RFB4 que comprende una cadena Vy con
una cisteina en la posicién del aminoacido 44 y una cadena V|, con una cisteina en la posicién del aminoacido 100, en
el que dicha cadena Vy tiene al menos el 90% de identidad con la SEC ID N° 2 en una ventana de comparacion de 10-
20 aminodcidos y dicha cadena V| comprende al menos el 90% de identidad con la SEC ID N° 4 en una ventana de
comparacién de 10-20 amino4cidos.

11. La casete de expresion de la reivindicacién 10, en la que dicha toxina es una exotoxina de Pseudomonas (PE)
o un fragmento citotéxico de la misma.

12. La casete de expresion de la reivindicacién 11, en la que dicho fragmento citotoxico es PE38.

13. La casete de expresion de una cualquiera de las reivindicaciones 10 a 12, que comprende ademds una secuencia
que codifica un péptido enlazador que tiene la secuencia que se muestra en la SEC ID N° 5.

14. Una célula hospedadora aislada que comprende una casete de expresion de una cualquiera de las reivindicacio-
nes 10 a 13.

15. Un método para inhibir el crecimiento de una célula B maligna, comprendiendo dicho método poner en contacto
in vitro dicha célula B maligna con una cantidad eficaz de un inmunoconjugado recombinante de una cualquiera de
las reivindicaciones 1 a 9.

16. Uso de un inmunoconjugado recombinante de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9 para la fabricacién
de un medicamento para inhibir el crecimiento de una célula B maligna.

17. El uso de la reivindicacion 16, en el que dicha célula B maligna se selecciona entre el grupo constituido por
una célula B de roedor, una célula B canina y una célula B de primate.

25



ES 2300 122 T3

09¢
ott

0o0¢g
00T

ore
o8

08t
09

0Zx
ov

09
0T

co¢
00T

ove
0e

08T
09

1A
oy

0¢
03

Joe

Pyl

Je]

vl

Pe

D30

L 11

eeDd

ol

°23

20e
&L

oaB

aed

bao

Del

6ed

A1) -4

abb

Oel
d

Tt

eve

o116
A

B30

efe

J20e

fodo ] °4

o625

830

212

830

018

[3-2=]

vbe
¥

oe

Aol o

Q00

20e

118

9012

5ove

ose

ebb

Bed

orb.
a

o568

ab>

Gee

166

6812

668

651

abe

vo1Q

-2t

ebb
o

vRd

o€

fo¥eY .}

188

203

eoh

Boo

e

2890

56623

532
1

o566

W3

ave

1686

Bbae

p Iolel

230

d0w

LRk

Uwc

1293
S

BS&a

Bave

oesS

18e

oe8

Cwe

Sow

330

elw

LR

o986
Y

Qe

o008

uBve

afe

Qe

538

Qe

23

o012

av

piek
B

L eunbi4

208

-] -]

0913

e

oaw

Q33

Q86

e

Qo

aee

Bao
1

A2

owb

oe

ow]

8¢

256

Bed

Ieb

oel

obe

9913
8

Ba3

ped

ooe

vob

221

ebD

eed

Qov

oel

I3e

ele e
8

2356

3

013

o8

120

666

Izt
Lot
o817
eBs
o

oeb

vow
&

568

bev

efid

BB2

2133

102

vee

317

ptede ]

Bad

fed
o]

opel 4
€L

or3
DA
o688
Besd
nu.m

b6eb

o3e
E1 0]
858
332
abe

sed
0

69f ®©aB 253 538 19¢
€21 ¥ S L 12T
obe 38w 3166 de3y o966 YO
S S o A o 10T
A8e o6 B3w ewd 8310 Tor
S S W 0 1T 18
Bee 536 10w 2wb @30 191
A A L a d 19
57> BBe Bev BebB BO50 171
1 k-] N 3 d v
2913 998 esb 303 291 19
s v A 4 o} 4 hg4
535 630 692 B35 wwb |
A b ¢ o) A a T

84y 30 vavS3d YN3AVYD

eel BQD Hwe 22v 988 (o€
¢ 84 | &€ 0 t0T
Q0% 028 333 3wl wed 192
R 4 F{ a g 18
a8e obB 31Bv 043 BBe 8T
S 12} S 3 d 19
¥eY 3130 0w e85 b TII
b A & 2] a v
©®08 85w o563 a6 3R Y9
¥ | o) 6 I 1T

ooe Bav 0D Daw b Y
& KR O b S a T

844 30 YE3OIT YNIAVD

26



ES 2300 122 T3

Figura 2A
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Figura 2B

ARN de hibridoma de RFB4
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LISTA DE SECUENCIAS

(1) INFORMACION GENERAL:
(i) SOLICITANTE:

A)

(B)
©
D)
(B
(F)
(&)
(H)

@

NOMBRE: El Gobierno de los Estados Unidos de América representado por el Secretario del

Departamento de Salud y Servicios Humanos
CALLE:

CIUDAD: Bethesda

ESTADO: Maryland

PAIS: EEUU

CODIGO POSTAL (ZIP): 20892
TELEFONO: (301) 496-7056

FAX: (301) 402-0220

TELEX:

(i) SOLICITANTE:

A)
(B)
©)
D)
(E)
(F)
(€)
(H)

@

NOMBRE: FitzGerald, David
CALLE: 1202 Azalea Drive
CIUDAD: Rockville

ESTADO: Maryland

PAIS: EEUU

CODIGO POSTAL (ZIP): 20852
TELEFONO:

FAX:

TELEX:

(i) SOLICITANTE:

(A)
(B)
©)
D)
(B
(F)
(&)
(H)

@

NOMBRE: Pastan, Ira

CALLE: 11710 Beall Mountain Road
CIUDAD: Potomac

ESTADO: Maryland

PAIS: EEUU

CODIGO POSTAL (ZIP): 20892-4255
TELEFONO:

FAX:

TELEX:

(i) SOLICITANTE:

A)
B)
©
D)
(E)
(F)
(&)
(H)

@

NOMBRE: Mansfield, Elizabeth

CALLE: 4710 Bethesda Avenue, Apartamento 408
CIUDAD: Bethesda

ESTADO: Maryland

PAIS: EEUU

CODIGO POSTAL (ZIP): 20814

TELEFONO:

FAX:

TELEX:

(i) SOLICITANTE:



10

20

25

30

35

40

45

50

55

65

(i)

(iii)
(iv)

)

(vi)

(vii)

(viii)

(ix)

®

ES 2300 122 T3

(A) NOMBRE: Kreitman, Robert

(B) CALLE: 11915 Reynolds Avenue
(C) CIUDAD: Potomac

(D) ESTADO: Maryland

(E) PAIS: EEUU

(F) CODIGO POSTAL (ZIP): 20854
(G) TELEFONO:

(H) FAX:

() TELEX:

TITULO DE LA INVENCION: Anticuerpos Recombinantes e Inmunoconjugados Dirigidos contra Células
y Tumores Portadores de CD-22

NUMERO DE SECUENCIAS: 15

DIRECCION POSTAL:
(A) DIRECCION: Townsend and Townsend and Crew LLP
(B) CALLE: Two Embarcadero Center, Octavo Piso
(C) CUIDAD: San Francisco
(D) ESTADO: California
(E) PAIS: EEUU
(F) CODIGO POSTAL: 94111-3834
FORMA LEGIBLE POR EL ORDENADOR:
(A) TIPO DE MEDIO: Disquete
(B) ORDENADOR: Compatible con IBM PC
(C) SISTEMA OPERATIVO: PC-DOS/MS-DOS
(D) SOFTWARE: PatentIn Release N° 1.0, Version N° 1.30

DATOS DE LA PRESENTE SOLICITUD
(A) NUMERO DE SOLICITUD: WOPCT/US98/05453
(B) FECHA DE PRESENTACION: 19-MAR-1998
(C) CLASIFICACION:

DATOS DE LA SOLICITUD ANTERIOR:
(A) NUMERO DE SOLICITUD: US 60/041.437
(B) FECHA DE PRESENTACION: 20-MAR-1997

INFORMACION DEL MADATARIO/AGENTE:
(A) NOMBRE: Weber, Ellen Lauver
(B) NUMERO DE REGISTRO: 32.762
(C) NUMERO DE REFERENCIA/EXPEDIENTE: 15280-3171PC

INFORMACION DE TELECOMUNICACION:
(A) TELEFONO: (415) 576-0200
(B) FAX: (415) 576-0300

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID N° I:

CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 369 pares de bases
(B) TIPO: 4cido nucleico
(C) TIPO DE CADENA: sencilla
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(D) TOPOLOGIA: lineal
(i) TIPO DE MOLECULA: ADN

(ix) ELEMENTO:
(A) NOMBRE/CLAVE: CDS

(B) UBICACION: 1...369

ES 2300 122 T3

(D) OTRA INFORMACION: /producto = “cadena pesada de RFB4”
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID N° I:

GAA GTG

Glu val
3

“TCC CTG
Ser Leu

GAC ATG
Asp Met

GCA TAC
Ale Tyr
50

AAG GGC
Lys Gly
65

CTG CAA
Leu Gln

GCA AGR
Rla Arg

TGG GGC
Trp Gly

CAG CTG GTG GAG TCT
Gln Leu Vel Glu

Lys

TCT
Ser
35

ATT
Ile

CGA
Arg

RTG
Met

CAT
Kis

CAR
Gln
115

CTC
Leu
20

GG

Trp

AGT
Ser

TTC
Phe

AGC
Ser

AGT
Ser
100

Gly

)

TCC TGT
Ser Cys

GTT CGC
Val Arg

AGT GGT
Ser Gly

ACC ATC
Thr Ile
70

AGT CTG
Ser Leu
85

GGC TAC
Gly Tyr

ACT CTG
Thr Leu

Ser

GCA
Ala

CAG
Gln

GGT
Gly
55

TCC

Ser

ARG
Lys

GGT
Gly

GTC
val

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID N° 2:

GGG
Gly

GCC
Ala

ACT
Thr
40

GGT
Gly

AGA
Arg

TCT
Ser

AGT
Ser

ACT
Thr
120

GGA
Gly

TCT
Ser
25

CCG
Pro

ACC
Thr

GAC
Asp

GAG
Glu

RGC
Ser
105

GTC
val

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 123 aminoacidos

(B) TIPO: aminoacido

(D) TOPOLOGIA: lineal

(ii) TIPO DE MOLECULA: proteina
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID N° 2:

Glu Val Gln

1

Ser Leu Lys

Asp Met Ser

35

GGC
Gly
10

GGA
Gly

G2G
Glu

ACC
Thr

AAT
Asn

GAC
Asp
90

TAC
Tyr

TCT
Ser

TIA
Leu

TTC
Phe

ARG
Lys

TAC
Tyr

GCC
Ala
75

ACA
Thr

GGG
Gly

GCA
Ala

GTG
Val

GCT
Ala

GCC
Ala

GTT
Val

ARG
Lys

TTC
2he

ATG
Met

TIG
Leu

CCT
Fro

GGA
Gly

AGT ATC

Ser

Ile

GAG TGG

Glu

Trp

GAC ACT
Asp Thr

ACC
Thr

TAT

CTG
Leu

TAC

Tyr Tyr

95

TTT GCT

Phe
110

Ala

GGG
Gly

TAT
Tyx

GTC
Val

GTG
Val

TAC
Tyr
80

TGT
Cys

TAC
Tyr

Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Lys Pro Gly Gly
10

5

15

Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Ala Phe Ser Ile Tyr
30

20

25

Trp Val Arg Gln Thr Pro Glu Lys Arg Leu Glu Trp Val

40

45

48

96

288

336

369



20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

Ala Tyr Ile
50

Ser Ser

Lys Gly Arg Phe Thr

69

Leu Gln Met

Ala Arg His

Trp Gly Gln
115

Ser Ser

85

ES 2300 122 T3

Gly Gly
55

Ile Ser
70

Leu Lys

Ser Gly Tyr Gly

100

Gly Thr

Leu Val

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID N° 3:

Gly Thr

Thr Tyr Tyr Pro Asp Thr Vval

60

Arg Asp Asn Ala Lys Asn Thr Leu Tyr

15

80

Ser Glu Asp Thr Ala Met Tyr Tyr Cys

90

Ser Ser Tyr Gly Val

105

Thr Val
120

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 321 pares de bases

GAT

Asp’

1

GAC
Asp

TTA
Leu

TAC
Tyr

AGT
Ser
65

GAA
. Glu

ACG
Thr

(B) TIPO: acido nucleico

(C) TIPO DE CADENA: sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal

(ii) TIPO DE MOLECULA: ADN

(ix) ELEMENTO:
(A) NOMBRE/CLAVE: CDS

(B) UBICACION: 1...321

Ser Ala

Leu Phe Ala
110

(D) OTRA INFORMACION: /producto = “cadena ligera de RFB4”
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID N° 3:

ATC
Ile

AGA
Arg

AAC
Asn

TAC
Tyr
50

GGG
Gly

GAT
Asp

TTC
Phe

CAG
Gln

GTC
val

TGG
Trp
35

RCA
Thr

TCT
Ser

TTT
Phe

GGT
Gly

ATG
Met

ACC
Thr
20

TAT
Tyr

TCA
Ser

GGA
Gly

GCC
Ala

GGA
Gly
100

ACC

"Thr

S

ATT
lle

CAG
Gln

ATA
Ile

ACA
Thr

ACT
Thr
85

GGC
Gly

CAG
Gln

AGT
Ser

CAG
Gln

TTA
Leu

GAT
Asp
70

TAC
Tyr

ARCC
Thr

ACT ACA
Thr Thr

TGC AGG
Cys Arg

AAA CCA
Lys Pro
40

CAC TCA
His Ser
55

TAT TCT
Tyr Ser

TTT TGC
Phe Cys

AAG CTG
Lys Leu

TCC TCC
Ser Ser
10

GCA AGT
Ala Ser
25

GAT GGA
Asp Gly

GGA GIC
Gly Val

CTC ACC
Leu Thr

CAA CAG
Gln Gln
90

GAA ATC
Glu Ile
105

CTG
Leu

CAG
Gln

ACT
Thr

CCA
Pro

ATT
ILle
)

GGT
Gly

Lys

TCT
Ser

GAC
Asp

GIT
val

TCA
Ser
60

AGC
Ser

AAT
Asn

GCC
Ala

ATT
Ile

Lys
45

AGG
Arg

AAC
Asn

ACG
Thr

TCT
Ser

AGC
Ser
30

ctTC

Leu

TTC
Phe

CTG
Leu

CTT
Leu

CTG
Leu
15

AAT
Asn

CTG
Leu

AGT
Ser

GAC
Glu

CCG
Pro
85

95

GGA
Gly

TAT
Tyr

ATC
Ile

GGC
Gly

CAA
Gln
80

TGG
Trp

Tyr

48

96

144

192

240

288

321
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(2) INFORMACION PARA LA SEC ID N° 4:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 107 aminodcidos
(B) TIPO: aminoacido
(D) TOPOLOGIA: lineal

(ii) TIPO DE MOLECULA: proteina

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID N° 4:

Asp Ile Gln Met Thr Gln Thr Thr Ser Ser

1

Asp Arg

Leu Asn

Tyr Tyr
50

Ser Gly
65

Glu Asp

Thr Phe

Val
Trp
35

Thr

Ser

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gly
100

5

Ile

Gln

Tle

Thr

Thr

85

Gly

Ser

Gln

Leu

Asp

70

Tyrxr

Thr

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID N° 5:

Cys

Phe

Lys

Arg

Pro

40

Ser

Sex

Cys

Leu

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 4 aminodcidos
(B) TIPO: aminoacido
(C) TIPO DE CADENA:
(D) TOPOLOGIA: lineal

(ii) TIPO DE MOLECULA: péptido

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID N° 5:

Gly Gly Gly Ser
1

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID N° 6:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 33 pares de bases
(B) TIPO: 4cido nucleico
(C) TIPO DE CADENA: sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: ADN

(ix) ELEMENTO:

(A) NOMBRE/CLAVE: -

Ala

25

Asp

Gly

Leu

Gln

Glu
105

10

Ser

Gly

val

Thr

Gln

90

Ile

Leu

Gln

Thr

Pro

Ile

75

Gly

Lys

Ser

Asp

Val

Ser

60

Ser

Asn

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Asn

Thr

Ser

Ser

30

Leu

Phe

Leu

Leu

Leu

15

Asn

Leu

Ser

Glu

Pro
95

Gly

Tyr

Ile

Gly

Gln

80

Trp
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(B) UBICACION: 1...33
(D) OTRA INFORMACION: /nota = “cebador de cadena pesada RFB4 VHS”

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID N° 6:
GGACCTCATA TGGAAGTGCA GCTGGTGGAG TCT

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID N° 7:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 24 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) TIPO DE CADENA: sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: ADN

(ix) ELEMENTO:
(A) NOMBRE/CLAVE: -
(B) UBICACION: 1...24
(D) OTRA INFORMACION: /nota = “cebador de cadena pesada gamma-CHI”

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID N° 7:
AGCAGATCCA GGGGCCAGTG GATA

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID N° 8:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 54 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) TIPO DE CADENA: sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: ADN

(ix) ELEMENTO:
(A) NOMBRE/CLAVE: -
(B) UBICACION: 1...54
(D) OTRA INFORMACION: /nota = “cebador de cadena pesada RFB4 VH3”

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID N° 8:

AGATCCGCCA CCACCGGATC CGCCTCCGCC TGCAGAGACA GTGACCAGAG TCCC

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID N° 9:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 27 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) TIPO DE CADENA: sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: ADN

(ix) ELEMENTO:
(A) NOMBRE/CLAVE: -

33

24

54
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(B) UBICACION: 1...27
(D) OTRA INFORMACION: /nota = “cebador de cadena pesada RFB4 VH3 dsFv”

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID N° 9:

CCGGAAGCTT TTGCAGAGAC AGTGACC

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID N° 10:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 28 pares de bases
(B) TIPO: 4cido nucleico
(C) TIPO DE CADENA: sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: ADN
(ix) ELEMENTO:
(A) NOMBRE/CLAVE: -

(B) UBICACION: 1...28
(D) OTRA INFORMACION: /nota = “cebador de cadena pesada RFB4 VH dsFv(cys)”

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID N° 10:
GACCCACTCC AGGCACTTCT CCGGAGTC

(2) INFORMACION PARA LA SECID N° 11:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 48 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) TIPO DE CADENA: sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal

(ii) TIPO DE MOLECULA: ADN

(ix) ELEMENTO:
(A) NOMBRE/CLAVE.: -
(B) UBICACION: 1...48
(D) OTRA INFORMACION: /nota = “cebador de cadena ligera RFB4 VL5~

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID N° 11:
GGTGGCGGAT CTGGAGGTGG CGGAAGCGAT ATCCAGATGA CACAGACT

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID N° 12:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 24 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) TIPO DE CADENA: sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: ADN

(ix) ELEMENTO:
(A) NOMBRE/CLAVE: -
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(B) UBICACION: 1...24
(D) OTRA INFORMACION: /nota = “cebador de cadena ligera C-kappa”

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID N° 12:
TGGTGGGAAG ATGGATACAG TTGG

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID N° 13:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 25 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) TIPO DE CADENA: sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: ADN

(ix) ELEMENTO:
(A) NOMBRE/CLAVE.: -
(B) UBICACION: 1..25
(D) OTRA INFORMACION: /nota = “cebador de cadena ligera RFB4 VL3”

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID N° 13:
CCGGAAGCTT TGATTTCCAG CTTGG

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID N° 14:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 28 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) TIPO DE CADENA: sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: ADN

(ix) ELEMENTO:
(A) NOMBRE/CLAVE.: -
(B) UBICACION: 1...28
(D) OTRA INFORMACION: /nota = “cebador de cadena ligera RFB4 VLS5 dsFv”

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID N° 14:
GGACCTCATA TGGATATCCA GATGACCC

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID N° 15:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 48 pares de bases
(B) TIPO: 4cido nucleico
(C) TIPO DE CADENA: sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: ADN

(ix) ELEMENTO:
(A) NOMBRE/CLAVE: -
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(B) UBICACION: 1...48
(D) OTRA INFORMACION: /nota = “cebador de cadena ligera RFB4 VL3 dsFv”

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID N° 15:

CCGGAATTCA TTATTTGATT TCCAGCTTGG TGCCGCAACC GAACGTCC

48
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