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DESCRIPCION
Anticuerpos L243 humanizados
Campo de la invencion

La presente invencién se refiere a un anticuerpo L243 humanizado o un fragmento del mismo de unién al antigeno,
en donde el anticuerpo o el fragmento de union al antigeno se conjuga a un agente terapéutico o un agente diagndstico;
a una composicién farmacéutica que comprende dicho anticuerpo o su fragmento de union al antigeno; a una
composicién que comprende dicho anticuerpo o su fragmento de unién al antigeno, para uso en un tratamiento de
cancer. El anticuerpo es especifico para el antigeno leucocitario humano (HLA) codificado en la region D del grupo de
genes HLA del complejo principal de histocompatibilidad (MHC), también conocida como HLA-DR. El anticuerpo inhibe
la proliferacion de células HLA-DR* e induce la expresion y la liberacién de moléculas de TNF.

Antecedentes de la invencion

En los seres humanos, el complejo principal de histocompatibilidad (MHC) es el grupo de genes del antigeno
leucocitario humano (HLA) en el cromosoma 6, que se divide en regiones denominadas D, B, C y A. La region D
contiene genes para proteinas de clase I, que estan involucradas en la cooperacién e interaccién entre las células del
sistema inmunitario. La region D se ha visto implicada en muchas enfermedades, incluidas la mayoria de las
enfermedades autoinmunitarias.

Un anticuerpo, L243 (en lo sucesivo mL243), es un anticuerpo murino anti-HLA-DR IgG2a. Este anticuerpo puede ser
de uso potencial en el tratamiento de enfermedades tales como enfermedades autoinmunitarias, al dirigirse a la region
D del gen HLA de ratdn. El mL243 demuestra una potente supresion de la funciéon inmunitaria in vitroy es monomorfico
para todas las HLA-DR. Sin embargo, existen problemas con la administracién de anticuerpos de ratén a pacientes
humanos, tales como la induccién de una respuesta de anticuerpos humanos anti-raton (HAMA). Hay necesidad de
anticuerpos con la especificidad antigénica de mL243, que se puedan administrar a sujetos humanos. Nagy ZA et al.
(Nature Medicine, vol. 8, no. 8, 1 August 2002, pp. 801-807) dan a conocer que los anticuerpos monoclonales
especificos para HLA-DR y completamente humanos inducen eficientemente la destruccion programada de células
linfoides malignas.

La solicitud de patente internacional WO 94/29451 se refiere a anticuerpos humanizados que tienen especificidad para
el epitopo reconocido por el anticuerpo monoclonal murino L243, a procesos para preparar dichos anticuerpos y a
composiciones farmacéuticas y usos médicos de dichos anticuerpos.

Hedge U y col. (Blood, vol. 100, n® 11, 16 de noviembre de 2002) dan a conocer un estudio de fase | de una
combinacion de terapia con anticuerpos monoclonales Rituximab (CD20) y Apolizumab (Hu1D10) en linfoma de células
B previamente tratado y leucemia linfocitica crénica.

Kostelny SA y col. (International Journal of Cancer, vol. 93, n® 4, 1 de agosto de 2001, pags. 556-565) dan a conocer
la humanizacién y caracterizacion del anticuerpo anti-HLA-DR 1D10.

Compendio de la invencion

El problema que subyace en la presente invencién se resuelve mediante la materia objeto de las reivindicaciones
independientes. Las realizaciones preferidas se pueden tomar de las reivindicaciones dependientes anexas.

Mas especificamente, el problema subyacente de la presente invencién se resuelve en un primer aspecto mediante
un anticuerpo L243 humanizado o su fragmento de unién al antigeno, en donde el anticuerpo o el fragmento de union
al antigeno se conjuga a un agente terapeutico o un agente diagnéstico, en donde el anticuerpo o el fragmento de
unién al antigeno se une a al menos un epitopo de HLA-DR en células HLA-DR* y comprende un dominio variable de
cadena pesada y un dominio variable de cadena ligera, en donde las regiones CDR1 (NYGMN), CDR2
(WINTYTREPTYADDFKG) y CDR3 (DITAVVPTGFDY) y los restos de entramado 27, 38, 46, 68 y 91 de dicho dominio
variable de cadena pesada, utilizando el sistema de numeracion de Kabat, son de la cadena pesada de anticuerpo
monoclonal mL243 de ratén, y el resto de los dominios de entramado de la cadena pesada de la inmunoglobulina son
de una o mas cadenas pesadas humanas, en donde las regiones CDR1 (RASENIYSNLA), CDR2 ( AASNLAD) y CDR3
(QHFWTTPWA) vy los restos de entramado 37, 39, 48 y 49 de dicho dominio variable de cadena ligera utilizando el
sistema de numeracion de Kabat son de la cadena ligera del anticuerpo monoclonal mL243 de ratén y el resto de los
dominios de entramado de la cadena ligera de inmunoglobulina son de una o mas cadenas ligeras humanas.

En una realizacién del primer aspecto, el anticuerpo L243 humanizado o su fragmento de unién al antigeno comprende
secuencias de la region constante de la IgG4 humana.

En una realizacién del primer aspecto, el anticuerpo L243 humanizado o su fragmento de unién al antigeno comprende
una mutacion puntual Ser241 Pro.

En una realizacion del primer aspecto, el anticuerpo o el fragmento de union al antigeno provoca o conduce a la
destruccién de dichas células de una manera en la que no se necesitan aditivos citotdéxicos ni mecanismos efectores

2



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2 829 566 T3

inmunoldgicos para dicha destruccién.

En una realizacion del primer aspecto, el agente terapéutico se selecciona del grupo que comprende un farmaco, un
profarmaco, una toxina, una enzima, un radioisétopo, un inmunomodulador, una citocina, una hormona, una molécula
de unién, un oligonucleotido, un ARN de interferencia, un agente fotodinamico, un compuesto de boro y un anticuerpo
o un fragmento de un anticuerpo de unién a un antigeno.

En una realizacién del primer aspecto, el agente terapéutico es SN-38.

En una realizaciéon del primer aspecto, el agente de diagnéstico se selecciona del grupo que comprende un
radiois6topo, un colorante, un agente de contraste, un compuesto fluorescente, un agente potenciador de la formacion
de imagenes por resonancia magnética (MRI) y una particula o un liposoma para la formacién de imagenes por
ultrasonidos.

Mas especificamente, el problema que subyace en la presente invencién se resuelve en un segundo aspecto por una
composicién farmacéutica que comprende un anticuerpo de acuerdo con el primer aspecto, que incluye cualquier
forma de realizacion del mismo.

En una realizacion del segundo aspecto, la composicién comprende ademas una o mas moléculas de union
adicionales que se unen especificamente a uno o mas antigenos asociados a un tumor, donde la molécula de unién
adicional se administra antes, con, o después del anticuerpo L243 humanizado o su fragmento de unién al antigeno
del primer aspecto, que incluye cualquier forma de realizacion del mismo.

Mas especificamente, el problema que subyace en la presente invencion se resuelve en un tercer aspecto mediante
una composicion que comprende el anticuerpo L243 humanizado o su fragmento de unidn al antigeno segun el primer
aspecto, que incluye cualquier realizacién del mismo, para uso en un tratamiento de cancer, que preferiblemente
comprende células que expresan HLA-DR.

En una realizacion del tercer aspecto, dichas células cancerosas son células linfoides o mieloides o células de cancer
solido.

En una realizacién del tercer aspecto, cancer es una leucemia o un linfoma o un tumor maligno de células B.

En una realizacion del tercer aspecto, dicha composicion comprende adicionalmente un anticuerpo o un fragmento de
anticuerpo que se une a un antigeno asociado a un tumor, preferiblemente dicho antigeno asociado a un tumor es CD20.

En una realizacion del tercer aspecto, dicho anticuerpo o fragmento de anticuerpo de unién a CD20 es un anticuerpo
hA20 o un fragmento del mismo o rituximab.

En una realizacién del tercer aspecto, la afeccion comprende un tumor maligno de células B.

La presente invencion, como se define en las reivindicaciones, proporciona una molécula de anticuerpo humanizado
recombinante que tiene especificidad para el epitopo reconocido por el anticuerpo monoclonal murino mL243. Este
epitopo es un determinante antigénico que depende de la cadena DR-a.

Como se define en las reivindicaciones, la molécula de anticuerpo humanizado que tiene especificidad para el epitopo
reconocido por el anticuerpo monoclonal murino mL243 tiene un sitio de unién con el antigeno donde al menos una
de las regiones determinantes de complementariedad (CDRs) del dominio variable se deriva del anticuerpo monoclonal
de raton mL243 (MAb L243) y las restantes partes derivadas de la inmunoglobulina de la molécula de anticuerpo
humanizado se derivan de una inmunoglobulina humana o un analogo de la misma. De acuerdo con la presente
invencion, como se define en las reivindicaciones, las tres CDRs de cadena pesada y ligera de un anticuerpo
humanizado se derivan del mAb mL243. En una realizacién de la presente invencién, como se describe en las
reivindicaciones, la molécula de anticuerpo humanizado puede conjugarse con una molécula informadora.

En un ejemplo, la presente descripcion proporciona un anticuerpo L243 humanizado que tiene un dominio variable de
cadena pesada en donde las regiones CDR1, CDR2 y CDRS, y uno o0 mas restos de entramado 27, 38, 46, 68 y 91
del dominio variable son de la cadena pesada del anticuerpo monoclonal de raton mL243 y el resto de los dominios
de entramado de inmunoglobulina son de una o mas cadenas pesadas humanas. De acuerdo con este ejemplo, el
anticuerpo se puede unir a al menos un epitopo de HLA-DR en células HLA-DR* y aumenta la destruccién de las
células. En una realizacién particular, la destruccion celular puede aumentar cuando no se necesitan aditivos
citotoxicos ni mecanismos efectores inmunolégicos para la destruccion celular.

También se describe un anticuerpo L243 humanizado que puede incluir un dominio variable de cadena ligera donde
las regiones CDR1, CDR2 y CDR3 y uno o mas restos de entramado 37, 39, 48 y 49 del dominio variable son de la
cadena ligera del anticuerpo monoclonal de ratén mL243 y el resto de los dominios de entramado de inmunoglobulina
son de una 0 mas cadenas ligeras humanas. De acuerdo con esto, el anticuerpo se puede unir al menos a un epitopo
de HLA-DR en células HLA-DR*, y aumenta la destruccion de las células. La destruccion celular puede aumentar
cuando no se necesitan aditivos citotéxicos ni mecanismos efectores inmunoldgicos para la destruccion.
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También se describe un anticuerpo L243 humanizado que puede incluir un dominio variable de cadena pesada y un
dominio variable de cadena ligera, en donde las regiones CDR1, CDR2 y CDR3 y uno o0 mas restos de entramado 27,
38, 46, 68 y 91 del dominio variable de la cadena pesada son de la cadena pesada del anticuerpo monoclonal de ratén
mL243 y el resto de los dominios de entramado de la cadena pesada de la inmunoglobulina son de una o mas cadenas
pesadas humanas. De acuerdo con esto, un anticuerpo L243 humanizado puede incluir un dominio variable de cadena
pesada y un dominio variable de cadena ligera, en donde las regiones CDR1, CDR2 y CDR3 y uno o mas restos de
entramado 37, 39, 48 y 49 del dominio variable de cadena ligera son del anticuerpo monoclonal de raton mL243 y el
resto de los dominios de entramado de cadena ligera de inmunoglobulina son de una o méas cadenas ligeras humanas.
Ademas, el anticuerpo se puede unir al menos a un epitopo de HLA-DR en células HLA-DR*, y aumenta la destruccion
de las células. La destruccion celular puede aumentar cuando no se necesitan aditivos citotoxicos ni mecanismos
efectores inmunolégicos para la destruccion.

En un aspecto de la presente invencion como se define en las reivindicaciones, cualquiera de los anticuerpos de la
invencion como se definen en las reivindicaciones puede usarse en una composicion farmacéutica. De acuerdo con
este aspecto, una composicién farmacéutica que incluye uno o mas anticuerpos como se definen en las
reivindicaciones puede contener agentes terapéuticos adicionales como se describe a continuacion.

También se describen moléculas de acido nucleico que codifican una o méas de las composiciones de anticuerpos,
conjugados y proteinas de fusién que se han descrito, como se definen en las reivindicaciones. También se pueden
incluir vectores de expresion y células hospedadoras que contienen estos acidos nucleicos.

También se describen métodos para fabricar los anticuerpos tales como el uso de células hospedadoras cultivadas en
un medio de crecimiento adecuado para generar los anticuerpos que pueden incluirse.

En una realizacion de la presente invencion, como se define en las reivindicaciones, uno o mas de los anticuerpos de
la invencién descritos se pueden usar en una composicién farmacéutica con fines terapéuticos y/o de diagnéstico. Por
ejemplo, uno o mas anticuerpos pueden estar en una composicion terapéutica o farmacéutica para administraciéon a
un sujeto en necesidad de dicho tratamiento (por ejemplo, un sujeto que tiene una enfermedad inmunolégica tal como
una enfermedad autoinmunitaria).

En una realizacion mas particular de la presente invencién, como se define en las reivindicaciones, el anticuerpo L243
humanizado tiene un dominio variable de cadena pesada que tiene la secuencia mostrada en la Figura 4 y/o un dominio
variable de cadena ligera que tiene la secuencia que se muestra en la Figura 3.

En otra realizacion de la invencion como se define en las reivindicaciones, una composicion farmacéutica puede
contener ademas una o mas moléculas de unién adicionales que se unen especificamente a uno o mas antigenos
seleccionados del grupo que consiste en CD4, CDS, CDS, CD14, CD15, CD19, CD20, CD21, CD22, CD23, CD25,
CD30, CD33, CD37, CD38, CD40, CD40L, CD46, CD52, CD54, CD66 (a, b, c, d), CD74, CD80, CD126, CD138,
CD154, B7, MUC1, MUC2, MUC3, MUC4, MUC16, 1a, HM1.24, tenascina, VEGF, EGFR, CEA, CSAp, ILGF, factor
de crecimiento placentario, Her2/neu, anhidrasa carbénica IX, IL-6, SI00, MART-1, TRP-1, TRP-2, gplOO, amiloide y
combinaciones de los mismos, donde la molécula de unién adicional se proporciona antes, con o después de cualquier
composicién farmacéutica descrita en este documento que contiene una composicion de anticuerpo L243 humanizado
y/o un vehiculo de suministro para el anticuerpo.

En una realizacién de la invencion como se define en las reivindicaciones, una composicion farmacéutica para administrar
a un sujeto en necesidad de tal tratamiento puede contener un anticuerpo L243 humanizado y uno o mas péptidos, lipidos,
vehiculos poliméricos, micelas, nanoparticulas o combinaciones de los mismos; y uno o0 mas efectores.

Uno o més de los anticuerpos y sus fragmentos de unién a antigeno de la invencion, como se definen en las
reivindicaciones, se pueden usar para tratar una enfermedad que incluye, pero sin limitarse a ellas, linfomas no
Hodgkin de células B, leucemias linfoides agudas y cronicas de células B, linfoma de Burkitt, linfoma de Hodgkin,
leucemia de células pilosas, leucemias mieloides agudas y croénicas, linfomas y leucemias de células T, mieloma
multiple, macroglobulinemia de Waldenstrom, carcinomas, melanomas, sarcomas, gliomas y canceres de piel. Los
carcinomas se pueden seleccionar del grupo que consiste en carcinomas de la cavidad oral, tracto gastrointestinal,
tracto pulmonar, mama, ovario, prostata, Utero, vejiga urinaria, pancreas, higado, vesicula biliar, piel y testiculos.
Ademas, el anticuerpo o su fragmento de unién al antigeno de la invencién, como se define en las reivindicaciones,
puede usarse para tratar una enfermedad autoinmunitaria, por ejemplo, purpura trombocitopénica idiopatica aguda,
purpura trombocitopénica idiopatica cronica, dermatomiositis, corea de Sydenham, miastenia gravis, lupus eritematoso
sistémico, nefritis lUpica, fiebre reumatica, sindromes poliglandulares, penfigoide bulloso, diabetes mellitus, purpura
de Henoch-Schonlein, nefritis post-estreptococica, eritema nudoso, arteritis de Takayasu, enfermedad de Addison,
artritis reumatoide, esclerosis mdltiple, sarcoidosis, colitis ulcerosa, eritema multiforme, nefropatia por IgA, poliarteritis
nodosa, espondilitis anquilosante, sindrome de Goodpasture, tromboangitis obliterante, sindrome de Sjogren, cirrosis
biliar  primaria, tiroiditis de  Hashimoto, tirotoxicosis, esclerodermia, hepatitis activa  croénica,
polimiositis/dermatomiositis, policondritis, pénfigo vulgar, granulomatosis de Wegener, nefropatia membranosa,
esclerosis lateral amiotréfica, tabes dorsal, arteritis/polimialgia de células gigantes, anemia perniciosa,
glomerulonefritis rapidamente progresiva, psoriasis o alveolitis fibrosante.
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En una realizacion, una composicién farmacéutica de la presente invencion como se define en las reivindicaciones se
puede usar para tratar a un sujeto que tiene leucemia, tal como leucemia linfocitica cronica, leucemia linfocitica aguda,
leucemia mieloide crénica o leucemia mieloide aguda.

En una realizacién, una composicién farmacéutica de la presente invencién como se define en las reivindicaciones
puede usarse para tratar a un sujeto que tiene una enfermedad metabdlica, tal como amiloidosis, o una enfermedad
neurodegenerativa, tal como la enfermedad de Alzheimer. Ademas, una composicion farmacéutica de la presente
invencion como se define en las reivindicaciones se puede usar para tratar a un sujeto que tiene un trastorno
desregulador inmunitario.

Otros objetos, caracteristicas y ventajas de la presente invencion se pondran de manifiesto a partir de la descripcion
detallada que sigue. Sin embargo, debe entenderse que la descripcién detallada y los ejemplos especificos, aunque
indican realizaciones preferidas de la invencion, se dan solamente a titulo de ilustracion.

Breve descripcion de los dibujos

Los dibujos que siguen forman parte de la presente memoria descriptiva y se incluyen para demostrar adicionalmente
ciertas realizaciones de la presente invencion. Las realizaciones pueden entenderse mejor por referencia a uno o mas de
estos dibujos en combinacion con la descripcion detallada de realizaciones especificas presentadas en este documento.

La Figura 1 (también SEQ ID NO: 1 y SEQ ID NO: 2) ilustra un ejemplo de codificacion de ADN y secuencias de
aminoacidos de VK del anticuerpo anti-HLA-DR de ratén L243. Las regiones de CDR putativas estan subrayadas e
indicadas. Los restos de nucle6tidos se numeran secuencialmente. La numeracion de Kabat de moléculas de Ig se
usa para restos de aminoacidos. La numeracion de los restos con una letra (en la parte superior) es el nimero de
restos anteriores mas la letra, por ejemplo, el nimero para T que sigue a N52 es 52A; los numeros para N, Ny L
después de 82 son 82A, 82B y 82C, respectivamente.

La Figura 2 (también SEQ ID NO: 3 y SEQ ID NO: 4) ilustra un ejemplo de codificacion de ADN y secuencias de
aminoacidos de VH del anticuerpo anti-HLA-DR de ratén L243. Las regiones putativas de CDR estan subrayadas e
indicadas. Los restos de nucleétidos se numeran secuencialmente. La numeracion de Kabat de moléculas de Ig se
usa para restos de aminoacidos como se describié anteriormente.

La Figura 3 (también SEQ ID NO: 5y SEQ ID NO: 6) ilustra un ejemplo de ADN y secuencias de aminoécidos de L243
VR humanizado. Las secciones en negrita y subrayadas de las secuencias de aminoacidos indican las CDRs como
se definen por el esquema de numeracion de Kabat.

La Figura 4 (también SEQ ID NO: 7 y SEQ ID NO: 8) ilustra un ejemplo de ADN y secuencias de aminoacidos para
L243 VH humanizado. Las secciones en negrita y subrayadas de las secuencias de aminoacidos indican las CDR
definidas por el esquema de numeracion de Kabat.

La Figura 5 (también SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 11 y SEQ ID NO: 12) ilustra una alineacién de
ejemplo de secuencia de aminoacidos de RF-TS3 y NEWM (estructura 4) humano, L243 murino, y la cadena hL243
VH. Los puntos indican los restos en L243 y su version humanizada es idéntica a los restos correspondientes en RF-
TS3 o NEWM. Los guiones representan huecos introducidos para ayudar a la alineacion. Las cajas representan las
regiones CDR. Los restos tanto N como C terminales (subrayados) de hL243 se fijan mediante el vector de
estacionamiento utilizado. Por lo tanto, los restos terminales correspondientes de L243 no se comparan con los de la
secuencia de VH humana.

La Figura 6 (también SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 14 y SEQ ID NO: 15) ilustra un ejemplo de alineacién de secuencia
de aminodcidos de las cadenas REI humana, L243 murina y hL243 VK. Los puntos indican los restos en L243 que son
idénticos a los restos correspondientes en REI. Los guiones representan huecos introducidos para ayudar a la
alineacion. Las cajas representan las regiones CDR. Los restos tanto N como C terminales (subrayados) de hL243 se
fijan mediante el vector de estacionamiento utilizado. Por tanto, los restos terminales correspondientes de L243 no se
comparan con los de la secuencia humana. Se usa el esquema de numeracion de Kabat.

La Figura 7 ilustra un ejemplo de especificidad de unién con el antigeno de hL243. Las células Raji, preincubadas con
0 sin una concentracion saturada de mL234 (para bloquear los sitios del antigeno de superficie celular ("Ag")), se
resuspendieron en PBS que contenia BSA al 1% y 10 pg/ml de hL243 purificado y se incubaron durante 1 h a 4 °C.
Después del lavado, las células se resuspendieron en PBS que contenia 1% de BSA y IgG antihumana de cabra
marcada con PE, anticuerpo especifico de fragmento Fc. Después de una incubacion adicional a 4 °C durante 30
minutos, las células se contaron en un PCA Guava. (A) Muestra la union especifica de hL243 a las células de linfoma
humano Raji (trazo rojo), que se bloqued mediante la preincubacion de las células con mL243 (trazo azul). (B) Es un
testigo de unién negativa, realizado con anticuerpo anti-CEA (hMN-14) en lugar de hL243 bajo condiciones idénticas.

La Figura 8 ilustra un ejemplo de afinidades de unién a Ag que compara hL243 y 4P y mL243 en un ensayo de union
competitiva a la superficie celular. Se mezclé una cantidad constante (100.000 cpm, -10 uCi/ug) de mL234 (A) o
hL243y4P (B) marcado con '3 con concentraciones variables (0,2-700 nM) de hL243y4P sin marcar (A) o mL2343
(+). Las mezclas se anadieron a las células Raji y se incubaron a temperatura ambiente durante 2 h. Las células se
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lavaron para eliminar los anticuerpos no unidos y se contd la radiactividad asociada con las células. Se demostr6 que
hL243y4P y mL234 competian entre si por la union con la superficie celular del Ag. En ambos casos, hL243y4P parecié
unirse a las células Raji mas intensamente que mL243.

La Figura 9 ilustra un ejemplo de afinidades de unién a Ag de hL243y4P y mL243 determinado por unién de saturacion
de la superficie celular directa y analisis de la grafica de Scachard. Se incubaron concentraciones variables de mL234
(») o hL243y4P (A) marcados con '3, con 2 x 10° células de linfoma humano Daudi a 4 °C durante 2 h, y la
radioactividad no unida se eliminé de las suspensiones celulares por lavado. Se conto6 la radiactividad asociada a las
células, se calculd la union especifica del anticuerpo marcado radiactivamente con el antigeno de la superficie celular
y luego se aplico el andlisis de la grafica de Scatchard para determinar el nimero méaximo de sitios de union por célula
y la constante de afinidad aparente de union con el antigeno: La unién maxima de mL234 o hL243y4P a la superficie
de la célula Daudi fue de 6 x 108 moléculas/célula. Las constantes de disociacion determinadas para mL234 o
hL243y4P fueron 14 y 2,6 nM, respectivamente.

La Figura 10 ilustra un ejemplo de h243 que es eficaz para matar células diana en presencia de complemento de suero
humano: las células Daudi se incubaron con hL243, hL243y4P, hA20 (un control positivo) y hMN-14 (un control
negativo) en presencia de complemento de suero humano. Se demostré que hL243y4P no produce citotoxicidad
inducida por el complemento.

La Figura 11 ilustra un ejemplo de liberacion de LDH (A) y % de lisis celular (B) por ADCC, como se observé para
hL243, hL243y4P, hA20 (control positivo) y 1 hMN-14 (control negativo).

Las Figuras 12A-B ilustran un ejemplo de ensayos proliferativos in vitro en lineas de células Daudi y Raji al cabo de 2 dias.
La Figura 13A-B ilustra un ejemplo de ensayos proliferativos in vitro en lineas de células Daudi y Raji al cabo de 3 dias.

La Figura 14 ilustra un ejemplo de tiempos medios de supervivencia para ratones SCID portadores de tumores
inyectados con hL243y4P.

La Figura 15 ilustra un ejemplo de induccién comparativa de la apoptosis en células de linfoma de perro (medida como
% de células con un contenido de ADN de fase sub GO/G1) causada por L243, hL243 (isotipo IgG4), hMN-14 (IgG
MN-14 humanizada) y Ag8 (mAb derivado del mieloma murino). L243 y hL243 causaron apoptosis cuando se
reticularon con anticuerpos anti-ratén de cabra (GAM) y anti-humano de cabra (GAH), respectivamente.

La Figura 16A-B ilustra un ejemplo de efecto anti-proliferativo de anticuerpos humanizados (hLL1, hLL2, Rituximab,
hA20, hMN-14 y hL243 (isotipo IgG4), con y sin IgG antihumana de cabra (GAH)) en la linea celular de linfoma de
células B humanas Namalwa, segun lo determinado por un ensayo de captacion de 3H-timidina.

La Figura 17 ilustra las caracteristicas de union de hL243y4P relativa a la murina parental L243.

La Figura 18 ilustra ensayos de CDC en lineas celulares Raji, Ramos y Namalwa cuando se exponen a diversos
anticuerpos descritos en el presente texto.

La Figura 19 ilustra ensayos de ADCC vy la liberacién de calceina AM cuando las células SU_DHL-6 se exponen a
diversos anticuerpos descritos en este documento.

La Figura 20A y 20B ilustra los efectos antiproliferativos de hL243y4P en varias lineas celulares descritas en el
presente texto. A. Estudios de MTT y B ensayos de absorcion de 3H-timidina. En la etiqueta del eje de B, hL243 se
refiere a la forma y4P.

Las Figuras 21Ay 21B ilustran la induccion de la apoptosis; las células muertas estan representadas por simbolos no rellenos
y las células apoptéticas se ilustran con simbolos rellenos. A. Medida del ADN Sub GO en células SU-DHL-6 y Namalwa y
B. Anexina V/7-ADD a las 4 y a las 24 horas. Las células usadas tenian 97% de viabilidad antes del tratamiento.

La Figura 22 ilustra el potencial de membrana mitocondrial usando un ensayo JC-1 en varias lineas de células.

La Figura 23A, 23B y 23C ilustra estudios en funcién del tiempo con una caspasa-3 escindida (A), P-AKT (1 horaa 2
dias) (B) y P-AKT (0 a 60 minutos) (C) en células Daudi.

La Figura 24 ilustra la terapia de ratones SCID portadores de Raji con L243 murino y L243y4P.
Descripcion detallada

En la seccion que sigue se describen varios métodos para detallar diversas realizaciones de la invencion, tal como se
define en las reivindicaciones. Para un experto en la técnica sera evidente que la practica de las diversas realizaciones
no requiere el empleo de todos o incluso de algunos de los detalles especificos descritos en el presente texto, sino
mas bien que las concentraciones, los tiempos y otros detalles especificos pueden modificarse mediante
experimentacion rutinaria. En algunos casos, métodos o componentes bien conocidos no han sido incluidos en la
descripcion para evitar un enmascaramiento innecesario de las diversas realizaciones.
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La presente invencion como se define en las reivindicaciones proporciona anticuerpos de raton humanizados que se
unen a HLA-DR. En una realizacion particular, pueden proporcionarse anticuerpos mL243 humanizados que se unen
a HLA-DR pero que tienen una inmunogenicidad reducida en comparacion con los correspondientes anticuerpos
murinos. De acuerdo con esta realizacién, los anticuerpos pueden inhibir la proliferacion de células (o inducir la
destruccién celular) que expresan moléculas de HLA-DR, tales como las células de linfoma. Alternativamente, los
anticuerpos descritos en el presente texto pueden usarse para unirse a una molécula diana y aumentar la probabilidad
de destruccion celular. Se proporcionan composiciones farmacéuticas que contienen los anticuerpos y su uso en
métodos para el tratamiento de enfermedades asociadas con la proliferacion de células HLA-DR*.

El mL243 es un anticuerpo monoclonal anteriormente descrito por Lampson y Levy (J. Immunol. (1980) 125 293). Las
secuencias de aminoacidos de las regiones variables de la cadena ligera y la pesada del anticuerpo se muestran en
las Figuras 1y 2 (también SEQ ID. 1y 2, respectivamente). El mL243 ha sido depositado en la American Type Culture
Collection, Rockville, MD, bajo el nimero de registro ATCC HB55.

En la descripcién que sigue, se pueden usar varios términos y se proporcionan las siguientes definiciones para facilitar
la comprension de la presente invencién.

A menos que se especifique otra cosa, "uno" significa "uno o mas".

Como se usa en el presente texto, "sujeto” o "sujetos" puede incluir, pero sin limitarse a ellos, mamiferos tales como los
mamiferos humanos o los mamiferos como, por ejemplo, perros, gatos, hurones, conejos, cerdos, caballos o ganado.

La "citotoxicidad mediada por células dependiente de anticuerpos" o "ADCC" es una reaccién mediada por células en
la que células citotoxicas inespecificas que expresan receptores Fc (células asesinas naturales, neutréfilos y
macréfagos) reconocen el anticuerpo unido en las células diana y posteriormente causan la lisis de las células diana.
Las células primarias para mediar la ADCC son las células asesinas naturales (expresan el FcDRIII solamente) y los
monocitos (expresan FcDRI, FcDRIl y FcDRIII).

La "citotoxicidad dependiente del complemento" o "CDC" se refiere a la lisis de una diana en presencia de
complemento. La ruta de activaciéon del complemento se inicia mediante la unién del primer componente del sistema
del complemento (Clq) a una molécula (por ejemplo, un anticuerpo) complejada con un antigeno relacionado.

El "receptor de Fc" o "FcR" se usa para describir un receptor que se une a la region Fc de un anticuerpo. Tanto CDC
como ADCC requieren la porcion Fc de un MAb y el efecto de ADCC puede aumentarse incrementando la afinidad de
unién por FcyR (receptores IgG Fc) en células efectoras (Shinkawa, y col., J. Biol. Chem. 278: 3466-3473, 2003;
Shields y col., J. Biol. Chem. 211: 26733-26740, 2002; Shields y col., J. Biol. Chem. 276: 6591-6604, 2002; Davies y
col., Biotechnol. Bioeng. 74: 288-294, 2001 y Umana et al., Nature Biotechnol. 176-180, 1999). Una "célula efectora"
se refiere a cualquier tipo de célula que sea capaz de llevar a cabo una o varias funciones celulares efectoras. Es bien
sabido que las células efectoras que tienen diferentes funciones inmunolégicas especializadas se pueden distinguir
entre si sobre la base de su expresion diferencial de una amplia variedad de antigenos de la superficie celular, tales
como muchos de los antigenos descritos en el presente texto a los que los polipéptidos del dominio de unién pueden
unirse especificamente. Las células efectoras incluyen, pero no sin limitarse a ellas, cualquier célula que sea capaz
de mediar directamente una actividad que es un componente de la funcion del sistema inmunitario, incluidas las células
que tienen dicha capacidad de forma natural o como resultado de ingenieria genética. Una célula efectora comprende
un receptor de la superficie celular para una inmunoglobulina, tal como un receptor para una regién constante de
inmunoglobulina e incluyendo la clase de receptores denominados cominmente "receptores Fc" (FcR). Las células
que son capaces de mediar la ADCC son ejemplos de células efectoras. Otros ejemplos incluyen células asesinas
naturales (NK), linfocitos T infiltrantes tumorales (TIL), linfocitos T citotoxicos (CTL) y células granulociticas tales como
células que comprenden mecanismos de respuesta alérgica. Las células efectoras también pueden afectar a las
células de origen hematopoyético, incluyendo las células en diversos estadios de diferenciacion dentro de los linajes
mieloide y linfoide, y que pueden (pero no necesitan) expresar uno o mas tipos de FcR de superficie celular funcional,
como linfocitos T, linfocitos B, células NK, monocitos, macrofagos, células dendriticas, neutréfilos, basofilos,
eosindfilos, mastocitos, plaquetas, eritrocitos y precursores, progenitores (por ejemplo, células troncales
hematopoyéticas), quiescentes, formas activadas y maduras de tales células. Otras células efectoras pueden incluir
células de origen no hematopoyético que son capaces de mediar funciones inmunitarias, por ejemplo células
endoteliales, queratinocitos, fibroblastos, osteoclastos, células epiteliales y otras células. Las células efectoras
inmunitarias también pueden incluir células que median eventos citotdxicos o citostaticos, o episodios endociticos,
fagociticos o pinociticos, o que provocan la induccién de la apoptosis, 0 que afectan la inmunidad microbiana o la
neutralizaciéon de una infeccién microbiana, o células que median la hipersensibilidad alérgica, inflamatoria y/o
reacciones autoinmunitarias.

Un anticuerpo que "inhibe el crecimiento” es el que inhibe el crecimiento de células enfermas in vitro y/o in vivo.
Inhibiendo el crecimiento de las células enfermas, se reduce el porcentaje de células en la fase S. El porcentaje
preferido de inhibicion del crecimiento por un anticuerpo de la presente invencion puede ser mayor que el 20%,
preferiblemente mayor que el 50%, a una concentracién de anticuerpo de aproximadamente 0,5 ug/mL-20 pg/mL in
vitro, y a una dosis en pacientes adultos de aproximadamente 0,5 mg/kg-15 mg/kg.
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Un "anticuerpo” como se usa en el presente texto se refiere a una molécula de inmunoglobulina de longitud completa
(es decir, de origen natural o formada por procesos de recombinacion de un fragmento génico de inmunoglobulina
normal; por ejemplo, un anticuerpo IgG) o una porciéon inmunolégicamente activa (es decir, unida especificamente) de
una molécula de inmunoglobulina, como un fragmento de anticuerpo. El término "anticuerpo" también incluye
anticuerpos "humanizados" e incluso anticuerpos completamente humanos que pueden producirse por presentacion
de fago, métodos de transfeccion de genes y cromosomas, asi como por otros medios. Este término también incluye
anticuerpos monoclonales, anticuerpos policlonales, anticuerpos multivalentes, anticuerpos multiespecificos (por
ejemplo, anticuerpos biespecificos).

Una "respuesta inmunogénica" o "respuesta antigénica" es una respuesta que da como resultado la produccion de
anticuerpos dirigidos a un compuesto después de que las células apropiadas se han puesto en contacto con ellos. El
compuesto que se usa para desencadenar una respuesta inmunogénica se denomina inmunoégeno o antigeno. Los
anticuerpos producidos en la respuesta inmunogénica se unen especificamente al inmundgeno usado para
desencadenar la respuesta.

El compuesto que se usa para desencadenar una respuesta inmunogénica se denomina inmundgeno o antigeno. Un
"epitopo" o "determinante antigénico" es un area en la superficie de un inmundgeno que estimula una respuesta
inmunoldgica especifica dirigida al epitopo. En las proteinas, en particular en las proteinas desnaturalizadas, un
epitopo se define tipicamente y se representa por una secuencia de aminoacidos contigua. Sin embargo, en el caso
de las proteinas no desnaturalizadas, los epitopos también incluyen estructuras, tales como sitios activos, que se
forman mediante el plegamiento tridimensional de una proteina de manera tal que los aminoacidos de porciones
separadas de la secuencia de aminoacidos de la proteina se ponen en estrecho contacto fisico entre si.

Las moléculas de anticuerpo de origen natural (tipo silvestre) son moléculas en forma de Y que consisten en cuatro
cadenas polipeptidicas, dos cadenas pesadas idénticas y dos cadenas ligeras idénticas, que estan unidas entre si
covalentemente mediante puentes disulfuro. Ambos tipos de cadenas polipeptidicas tienen regiones constantes, que
no varian o varian minimamente entre anticuerpos de la misma clase (es decir, IgA, IgM, etc.) y regiones variables.
Las regiones variables son Unicas para un anticuerpo en particular y comprenden un elemento de reconocimiento para
un epitopo. Las regiones carboxi-terminales tanto de la cadena pesada como de la ligera se conservan en secuencia
y se denominan regiones constantes (también conocidas como dominios C). Las regiones amino-terminales (también
conocidas como dominios V) son de secuencia variable y son responsables de la especificidad del anticuerpo. El
anticuerpo especificamente reconoce y se une a un antigeno principalmente a través de seis regiones cortas
determinantes de la complementariedad (CDR) ubicadas en sus dominios V.

Cada cadena ligera de un anticuerpo esta asociada con una cadena pesada, y las dos cadenas estan unidas por un
puente disulfuro formado entre restos de cisteina en la region carboxi-terminal de cada cadena, que es distal de la
region amino terminal de cada cadena que constituye su porcion del dominio de unién al antigeno. Las moléculas de
anticuerpo se estabilizan adicionalmente mediante puentes disulfuro entre las dos cadenas pesadas en un area
conocida como regién bisagra, en localizaciones mas cercanas al término carboxi de las cadenas pesadas que las
localizaciones en las que se hacen los puentes disulfuro entre las cadenas pesada y ligera. La regiéon de bisagra
también proporciona flexibilidad para las porciones de unién al antigeno de un anticuerpo.

La especificidad de unién al antigeno de un anticuerpo puede determinarse por sus regiones variables localizadas en las
regiones amino terminales de las cadenas ligera y pesada. Las regiones variables de una cadena ligera y una cadena
pesada asociada forman un "dominio de unién a antigeno" que reconoce un epitopo especifico; un anticuerpo tiene asi
dos dominios de unién con el antigeno. Los dominios de unidn con el antigeno en un anticuerpo de tipo silvestre se dirigen
al mismo epitopo de una proteina inmunogénica, y un Unico anticuerpo de tipo silvestre es por tanto capaz de unir dos
moléculas de la proteina inmunogénica al mismo tiempo. Por tanto, un anticuerpo de tipo silvestre es monoespecifico (es
decir, dirigido a un Unico antigeno) y divalente (es decir, capaz de unirse a dos moléculas de antigeno).

Los “anticuerpos policlonales” se generan en una respuesta inmunogénica a una proteina que tiene muchos epitopos.
Una composicion (por ejemplo, suero) de anticuerpos policlonales incluye asi una variedad de diferentes anticuerpos
dirigidos a los mismos y a diferentes epitopos dentro de la proteina. Los métodos para producir anticuerpos policlonales
son conocidos en la técnica (véase, por ejemplo, Cooper et al., Seccion Ill del Capitulo 11 en: Short Protocols in
Molecular Biology, 22 edicion, Ausubel y col., eds., John Wiley and Sons, Nueva York, 1992, paginas 11-37 a 11-41).

Los "anticuerpos antipeptidicos” (también conocidos como "anticuerpos monoespecificos") se generan en una
respuesta humoral a un polipéptido inmundgeno corto (tipicamente, de 5 a 20 amino&cidos) que corresponde a unos
cuantos (preferiblemente uno) epitopos aislados de la proteina de la que se deriva. Una diversidad de anticuerpos
antipeptidicos incluye una variedad de anticuerpos diferentes dirigidos a una porcioén especifica de la proteina, es
decir, a una secuencia de aminodacidos que contiene al menos un epitopo, preferiblemente solo uno. Los métodos para
producir anticuerpos antipeptidicos son conocidos en la técnica (véase, por ejemplo, Cooper et al., Seccién Il del
Capitulo 11 en: Short Protocols in Molecular Biology, 22 edicién, Ausubel y col., eds., John Wiley and Sons, Nueva
York, 1992, paginas 11-42 a 11-46).

Un "anticuerpo monoclonal” es un anticuerpo especifico que reconoce un Unico epitopo especifico de una proteina
inmunogénica. En una pluralidad de un anticuerpo monoclonal, cada molécula de anticuerpo es idéntica a las otras en
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la pluralidad. Para aislar un anticuerpo monoclonal, se identifica primero una linea celular clonal que expresa, presenta
y/0 secreta un anticuerpo monoclonal particular; esta linea celular clonal puede usarse en un método para producir los
anticuerpos de la presente invencion. Los métodos para la preparacién de lineas celulares clonales y de anticuerpos
monoclonales expresados de este modo son conocidos en la técnica (véase, por ejemplo, Fuller et al., Seccién Il del
Capitulo 11 en: Short Protocols in Molecular Biology, 22 Ed., Ausubel et al., eds., John Wiley and Sons, Nueva York,
1992, paginas 11-22 a 11-11-36).

Un “anticuerpo desnudo” es una molécula de anticuerpo intacta que no contiene mas modificaciones tales como la
conjugacién con una toxina, o con un quelato para unirse a un radionucleido. La porciéon Fc del anticuerpo desnudo
puede proporcionar funciones efectoras, tales como la fijacién del complemento y ADCC (citotoxicidad celular
dependiente de anticuerpos), que pone en accion mecanismos que pueden dar como resultado la lisis celular. Véase,
por ejemplo, Markrides, Therapeutic inhibition of the complement system, Pharmacol. Rev. 50: 59-87, 1998. En una
realizacién, la accion terapéutica de un anticuerpo puede requerir las funciones efectoras de la regién Fc (véase, por
ejemplo, Golay et al., Biologic response of B lymphoma cells to anti-CD20 monoclonal rituximab in vitro: CD55 y CD59
regulate complement mediated cell lysis, Blood 95: 3900-3908, 2000).

En otra realizacion, la porcién Fc puede no ser necesaria o, en algunos casos, deseable para un tratamiento
terapéutico de un sujeto. De acuerdo con esta realizacion, pueden invocarse otros mecanismos, tales como la
apoptosis. Vaswani y Hamilton, Humanized antibodies as potential therapeutic drugs. Ann. Allergy Asthma Immunol.
81:105-119, 1998.

Un "fragmento de anticuerpo” es una porcidén de un anticuerpo intacto tal como F(ab')a, F(ab)2, Fab', Fab, Fv, sFvy
similares. Al margen de la estructura, un fragmento de anticuerpo se une con el mismo antigeno que es reconocido
por el anticuerpo de longitud completa. Por ejemplo, un fragmento de anticuerpo monoclonal anti-CD20 se une con un
epitopo de CD20. La expresion "fragmento de anticuerpo" incluye también cualquier proteina sintética o modificada
genéticamente que actla igual que un anticuerpo uniéndose a un antigeno especifico para formar un complejo. Por
ejemplo, los fragmentos de anticuerpos incluyen fragmentos aislados que consisten en las regiones variables, tales
como los fragmentos "Fv" que consisten en las regiones variables de las cadenas pesada y ligera, moléculas de
polipéptido de cadena simple recombinantes en las que las regiones variables ligera y pesada estan conectadas por
un péptido enlazador ("proteinas scFv"), y unidades de reconocimiento minimas que consisten en los restos de
aminoacidos que imitan la regién hipervariable.

Los fragmentos de anticuerpos producidos por protedlisis limitada de anticuerpos de tipo silvestre se denominan
fragmentos de anticuerpo proteoliticos. Estos incluyen, pero sin limitarse a ellos, los siguientes: los "fragmentos
F(ab")2" se liberan de un anticuerpo por exposicién limitada del anticuerpo a una enzima proteolitica, por ejemplo
pepsina o ficina. Un fragmento F(ab')2 comprende dos "brazos", cada uno de los cuales comprende una regién variable
que se dirige a un antigeno comun y se une especificamente al mismo. Las dos moléculas Fab' estan unidas por
enlaces disulfuro intercatenarios en las regiones bisagra de las cadenas pesadas; las moléculas de Fab' pueden
dirigirse hacia el mismo epitopo (bivalente) o epitopo diferente (biespecifico).

Los "fragmentos Fab' contienen un tnico dominio anti-unién que incluye un Fab y una porcién adicional de la cadena
pesada a través de la region bisagra.

Los “fragmentos Fab’-SH" se producen tipicamente a partir de fragmentos F(ab')2 que se mantienen unidos mediante
enlaces disulfuro entre las cadenas H en un fragmento F(ab')2. El tratamiento con un agente reductor suave tal como,
a titulo de ejemplo no limitante, beta-mercaptoetilamina, rompe el enlace o enlaces disulfuro y se liberan dos
fragmentos Fab' a partir de un fragmento F(ab')2. Los fragmentos Fab'-SH son monovalentes y monoespecificos.

Los "fragmentos Fab" (es decir, un fragmento de anticuerpo que contiene el dominio de unién con el antigeno y
comprende una cadena ligera y parte de una cadena pesada puenteada por un enlace disulfuro) se producen por
digestion de anticuerpos intactos con papaina. Un método conveniente es usar papaina inmovilizada en una resina
para que la enzima pueda retirarse facilmente y terminar la digestién. Los fragmentos Fab no tienen el enlace o los
enlaces disulfuro entre las cadenas H presentes en un fragmento F(ab')2.

Los "anticuerpos monocatenarios" son un tipo de fragmento de anticuerpo. La expresién anticuerpo monocatenario se
abrevia con frecuencia como "scFv" o "sFv". Estos fragmentos de anticuerpo se producen utilizando genética molecular
y tecnologia de ADN recombinante. Un anticuerpo monocatenario consiste en una cadena polipeptidica que
comprende tanto un dominio VH como un dominio VL que interaccionan para formar un sitio de unién con el antigeno.
Los dominios VH y VL estan unidos generalmente por un péptido de 10 a 25 restos de aminoacidos.

La expresidn "anticuerpo monocatenario" incluye ademas, pero sin limitarse a ello, un Fv ligado a disulfuro (dsFv) en
donde dos anticuerpos monocatenarios (cada uno de los cuales puede dirigirse a un epitopo diferente) unidos entre
si mediante un enlace disulfuro; un sFv biespecifico en donde dos scFvs discretos de especificidad diferente estan
conectados con un enlazador peptidico; un diacuerpo (un sFv dimerizado formado cuando el dominio VH de un primer
sFv se ensambla con el dominio VL de un segundo sFv y el dominio VL del primer sFv se ensambla con el dominio
VH del segundo sFv; las dos regiones de unién con el antigeno del diacuerpo pueden dirigirse hacia epitopos iguales
o diferentes); y un triacuerpo (un sFv trimerizado, formado de manera similar a un diacuerpo, pero en donde se crean
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tres dominios de union con el antigeno en un Unico complejo, los tres dominios de union a antigeno pueden dirigirse
hacia los mismos epitopos o a epitopos diferentes).

Los "péptidos de la region determinante de la complementariedad" o "péptidos CDR" son otra forma de fragmento de
anticuerpo. Un péptido CDR (también conocido como "unidad minima de reconocimiento") es un péptido que
corresponde a una Unica region determinante de complementariedad (CDR), y puede prepararse construyendo genes
que codifican la CDR de un anticuerpo de interés. Tales genes se preparan, por ejemplo, usando la reacciéon en cadena
de la polimerasa para sintetizar la region variable del ARN de las células productoras de anticuerpos. Véase, por
ejemplo, Larrick et al. Methods: A Companion to Methods in Enzymology 2: 106, 1991.

En "anticuerpos modificados con cisteina", se inserta 0 se sustituye un aminoacido cisteina en la superficie del
anticuerpo mediante manipulacién genética y se usa para conjugar el anticuerpo con otra molécula a través, por
ejemplo, de un puente disulfuro. Se han descrito sustituciones o inserciones de cisteina para anticuerpos (véase la
patente de EE. UU. n? 5.219.996). Los métodos para introducir restos Cys en la region constante de los anticuerpos
IgG para uso en la conjugacion de anticuerpos especifica del sitio se describen en Stimmel et al. (J. Biol. Chem 275:
330445-30450, 2000).

Un "anticuerpo humanizado" es una proteina recombinante usada para reducir la cantidad de proteina no humana en
la que las CDRs de un anticuerpo de una especie, por ejemplo, un anticuerpo de roedor, cadenas variables pesadas
y ligeras del anticuerpo de roedor se intercambian por algunos dominios variables pesados y ligeros humanos, por
ejemplo usando técnicas de ingenieria de proteinas. Los dominios constantes de la molécula de anticuerpo se derivan
de los de un anticuerpo humano. Véase Gussow y Seemann, Humanization of monoclonal antibodies, Method
Enzymol. 203: 99-121, 1991 y Vaswani y Hamilton, Ann. Allergy Asthma Immunol. 81: 105-119, 1998.

Produccion de Fragmentos de Anticuerpo

Algunas realizaciones de la invencion como se definen en las reivindicaciones pueden referirse a fragmentos de
anticuerpos. Dichos fragmentos de anticuerpos se pueden obtener por digestién con pepsina o papaina de anticuerpos
completos por métodos convencionales. Por ejemplo, pueden producirse fragmentos de anticuerpos por escision
enzimatica de anticuerpos con pepsina para proporcionar un fragmento 5S denominado F(ab')2. Este fragmento puede
escindirse adicionalmente usando un agente reductor de tiol y, opcionalmente, un grupo bloqueante para los grupos
sulfhidrilo resultantes de la escision de los enlaces disulfuro, para producir fragmentos monovalentes de Fab' 3.5S.
Alternativamente, una escisién enzimatica usando pepsina produce dos fragmentos Fab monovalentes y un fragmento
Fc. Los ejemplos de métodos para producir fragmentos de anticuerpos se describen en la patente de EE. UU. n?®
4.036.945; patente de EE. UU. n® 4.331.647; Nisonoff y otros, 1960, Arch. Biochem. Biophys., 89: 230; Porter, 1959,
Biochem. J., 73: 119; Edelman et al., 1967, Methods in Enzymology, pagina 422 (Academic Press), y Coligan et al.
(eds.), 1991, Current Protocols in Immunology, (John Wiley & Sons).

También se pueden usar otros métodos de escindir anticuerpos, tales como la separacion de cadenas pesadas para
formar fragmentos de cadenas monovalentes ligeras-pesadas, escision adicional de fragmentos u otras técnicas
enzimaticas, quimicas o genéticas, siempre y cuando los fragmentos se unan al antigeno que es reconocido por el
anticuerpo intacto. Por ejemplo, los fragmentos Fv comprenden una asociacién de cadenas Vu y V.. Esta asociacién
puede ser no covalente, como se describe en Inbar et al., 1972, Proc. Nat'l. Acad. Sci. EE. UU. 69: 2659.
Alternativamente, las cadenas variables pueden estar unidas por un enlace disulfuro intermolecular o reticuladas por
productos quimicos tales como glutaraldehido. Véase Sandhu, 1992, Crit. Rev. Biotech., 12: 437.

Preferiblemente, los fragmentos Fv comprenden cadenas Vu 'y Vi conectadas por un enlazador peptidico. Estas proteinas
de unién con el antigeno de cadena simple (sFv) se preparan construyendo un gen estructural que comprende secuencias
de ADN que codifican los dominios Vuy VL, conectados por una secuencia de unién de oligonucleétidos. El gen estructural
se inserta en un vector de expresion que posteriormente se introduce en una célula hospedadora, tal como E. coli. Las
células hospedadoras recombinantes sintetizan una Unica cadena polipeptidica con un péptido enlazador puenteando los
dos dominios V. Los métodos para producir sFvs son bien conocidos en la técnica. Véase Whitlow et al., 1991, Methods:
A Companion to Methods in Enzymology 2: 97; Bird et al., 1988, Science, 242: 423; patente de EE. UU. n? 4.946.778;
Pack et al., 1993, Bio/Technology, 11: 1271, y Sandhu, 1992, Crit. Rev. Biotech., 12: 437.

Otra forma de fragmento de anticuerpo es un péptido que codifica una Unica regién determinante de la
complementariedad (CDR). Los péptidos CDR ("unidades minimas de reconocimiento”) pueden obtenerse construyendo
genes que codifican la CDR de un anticuerpo de interés. Tales genes se preparan, por ejemplo, usando la reaccion en
cadena de la polimerasa para sintetizar la region variable del ARN de las células productoras de anticuerpos. Véase
Larrick et al., 1991, Methods: A Companion to Methods in Enzymology 2: 106; Ritter et al. (eds.), 1995, Monoclonal
Antibodies: Production, Engineering and Clinical Application, paginas 166-179 (Cambridge University Press); Birch et al.,
(eds.), 1995, Monoclonal Antibodies: Principles and Applications, paginas 137-185 (Wiley-Liss, Inc.).

En una realizacién, el anticuerpo humanizado puede unirse a una molécula efectora o informadora. Por ejemplo, un
macrociclo para la quelacion de un atomo de metal pesado, o una toxina tal como ricina, se puede unir al anticuerpo
humanizado mediante una estructura de enlace covalente. Alternativamente, el procedimiento de tecnologia de ADN
recombinante puede usarse para producir una molécula de anticuerpo humanizado en la que el fragmento Fc, el
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dominio Cu3 o Cn2 de una molécula de anticuerpo completa ha sido reemplazado por o se ha unido a él por unién
peptidica a una proteina funcional no inmunoglobulina, tal como una enzima o molécula de toxina.

En otra realizacion de la presente invencion, el anticuerpo humanizado puede incluir una molécula de anticuerpo
completa, que tiene cadenas pesadas y ligeras de longitud completa; un fragmento del mismo, tal como un Fab, Fab',
F(ab")2, o fragmento Fv; un fragmento de anticuerpo monocatenario, p. ej. un mondémero o dimero de cadena sencilla
Fv, cadena ligera o cadena pesada; proteinas de uniéon a antigeno monoespecificas multivalentes que comprenden
dos, tres, cuatro o mas anticuerpos o fragmentos de los mismos unidos entre si por una estructura de conexion; o un
fragmento o andlogo de cualquiera de estas o cualquier otra molécula con la misma especificidad que MAb mL243.
En una realizacién particular, el anticuerpo puede incluir una molécula de anticuerpo completa, que tiene cadenas
pesadas y ligeras de longitud completa.

Anticuerpos humanizados L243
Anticuerpos quiméricos y humanizados

Un anticuerpo quimérico es una proteina recombinante en la que las regiones variables de un anticuerpo humano han
sido reemplazadas, por ejemplo, por las regiones variables de un anticuerpo anti-L243 de ratdn, que incluye las regiones
determinantes de la complementariedad (CDR) del anticuerpo de ratdén. Los anticuerpos quiméricos muestran una
inmunogenicidad disminuida y una estabilidad aumentada cuando se administran a un sujeto. Los métodos para construir
anticuerpos quiméricos son bien conocidos en la técnica (por ejemplo, Leung et al., 1994, Hybridoma 13: 469).

Un anticuerpo monoclonal quimérico puede ser humanizado transfiriendo las CDRs de ratén de las cadenas variables
pesada y ligera de la inmunoglobulina de raton a los correspondientes dominios variables de un anticuerpo humano.
Las regiones estructura de raton (FR) en el anticuerpo monoclonal quimérico también se reemplazan con secuencias
FR humanas. Para preservar la estabilidad y la especificidad del monoclonal humanizado, uno o mas restos de FR
humanas pueden reemplazarse por los restos contrapartida de ratén. Los anticuerpos monoclonales humanizados
pueden usarse para el tratamiento terapéutico de sujetos. La afinidad por una diana de los anticuerpos humanizados
también puede aumentarse mediante la modificacién seleccionada de las secuencias de CDR (documento
WO0029584A1). Las técnicas para la produccion de anticuerpos monoclonales humanizados son bien conocidas en
este campo. (Véanse, por ejemplo, Jones et al., 1986, Nature, 321: 522; Riechmann et al., Nature, 1988, 322: 323;
Verhoeyen et al., 1988, Science, 239: 1534; Carter et al., 1992), Proc. Nat'l Acad. Sci. USA, 89: 4285; Sandhu, Cirit.
Rev. Biotech., 1992, 12: 437; Tempest et al., 1991, Biotechnology 9: 266; Singer et al., J. Immun., 1993, 150: 2844).

También se describen anticuerpos de primate no humano. Pueden encontrarse técnicas generales para generar
anticuerpos terapéuticamente Utiles en babuinos, por ejemplo, en Goldenberg et al., documento WO 91/11465 (1991),
y en Losman et al., Int. J. Cancer 46: 310 (1990).

También se describe un anticuerpo monoclonal humano. Tales anticuerpos se obtienen a partir de ratones
transgénicos que se han modificado por ingenieria genética para producir anticuerpos humanos especificos en
respuesta a la sensibilizacién antigénica. En esta técnica, los elementos del locus de cadena pesada y ligera humana
se introducen en cepas de ratones derivadas de lineas de células madre embrionarias que contienen interrupciones
dirigidas de los loci de cadena pesada enddgena y de cadena ligera. Los ratones transgénicos pueden sintetizar
anticuerpos humanos especificos para antigenos humanos, y los ratones pueden usarse para producir hibridomas
secretores de anticuerpos humanos. Los métodos para obtener anticuerpos humanos a partir de ratones transgénicos
son descritos por Green et al., Nature Genet. 7: 13 (1994), Lonberg et al., Nature 368: 856 (1994), y Taylor et al., Int.
Immun. 6: 579 (1994).

También se describe que el anticuerpo humanizado puede incluir las secuencias de la regién CDR de mL243 dentro
de secuencias estructura de anticuerpo humano y con secuencias de la regiéon constante de anticuerpo humano. Mas
en particular, los anticuerpos humanizados pueden incluir un dominio variable de cadena pesada (VH) que contiene
los restos de VH de mL243 en todo CDR1 (31 a 35), CDR2 (50 a 65) y CDR3 (95 a 102). En otra realizacion, las CDRs
del dominio variable de la cadena ligera (VL) corresponden a restos de mL243 VL en todo CDR1 (24 a 34), CDR2 (50
a 56) y CDR3 (89 a 97). En ofra realizacion particular de la invencion, otros restos murinos de L243 VH retenidos en
el disefio humanizado estan en una o mas de las posiciones siguientes: F27, K38, K46, A68 y F91. Del mismo modo,
los restos murinos de L243 en la VL retenidos en el disefio humanizado estan en una o mas de las siguientes
posiciones: R37, K39, V48, F49 y G100.

Otros detalles para humanizar las secuencias de anticuerpos, reteniendo al mismo tiempo la especificidad antigénica
del anticuerpo no-humano original, se describen, por ejemplo, en la solicitud de patente de EE. UU. n® 09/988.013
presentada el 16 de noviembre de 2001, publicada como US 2003/0103979.

También se describe una cadena pesada de anticuerpo humanizado injertado con CDR, que tiene un dominio de
region variable que comprende estructuras aceptoras derivadas de una cadena pesada humana del subgrupo | y las
regiones de unién con el antigeno derivadas del donante mL243 donde la estructura comprende restos de donantes
mL243 en una o mas de las posiciones F27, K38, K46, A68 y F91. Véanse las Figuras 3 y 4 respectivamente.

También se describe una cadena ligera de anticuerpo humanizado injertado con CDR que puede tener un dominio de
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region variable que comprende estructuras aceptoras derivadas de una cadena ligera kappa humana de las regiones
de unién con el antigeno donante del subgrupo |y mL243, en donde la estructura comprende mL243 restos donantes
en una o mas de las posiciones R37, K39, V48, F49 y G100.

En la molécula de anticuerpo humanizado injertado con CDR de realizaciones de la presente invencién como se
definen en las reivindicaciones, las porciones derivadas de la inmunoglobulina no-L243 restantes (aceptores) pueden
derivarse de cualquier inmunoglobulina humana adecuada, con la condicién de que el anticuerpo humanizado pueda
plegarse de manera que conserve la capacidad de unirse especificamente a HLA-DR. Preferiblemente, el tipo de
estructura (FR) humana utilizada es de clase/tipo igual/similar que el anticuerpo donante.

En una realizacion de la invencion, las estructuras humanas pueden escogerse para maximizar la homologia con una
secuencia de anticuerpo donante particularmente en posiciones espacialmente cercanas o adyacentes a las CDRs.
De acuerdo con esta realizacion, las estructuras (es decir, FR1-4) de L243 VH o VL humanizado pueden derivarse de
una combinacién de anticuerpos humanos. Los ejemplos de estructuras humanas que pueden usarse para construir
anticuerpos injertados con CDR son LAY, POM, TUR, TEl, KOL, NEWM, REIl, RF y EU; preferiblemente se utilizan
RF-TS3 FR1 -3 y NEWM FR4 para la cadena pesada y se usa RElI FR1-4 para la cadena ligera. El sistema de
numeracion de restos del dominio V usado en este documento se describe en Kabat et al, (1991), Sequences of
Proteins of Immunological Interest, 52 edicién, United States Department of Health and Human Services. Véase la
Figura 5 para una alineacién comparativa de la secuencia de aminoacidos de las cadenas VH de RF-TS3 humana (FR
1-3y NEWM FR4), mL243 y hL243. Véase la Figura 6 para una alineacion comparativa de la secuencia de aminoacidos
de las cadenas VL de REl humana, mL243 y hL243.

Los dominios variables de cadena ligera y pesada de la molécula de anticuerpo humanizado pueden fusionarse a
dominios constantes de cadena ligera o pesada humana segun lo apropiado (la expresion "dominios constantes de
cadena pesada incluyen regiones bisagra a menos que se especifique otra cosa). Los dominios constantes humanos
de la molécula de anticuerpo humanizado, cuando estan presentes, pueden seleccionarse con respecto a la funcién
del anticuerpo propuesta. En una realizacién, los dominios constantes humanos pueden seleccionarse basandose en
la ausencia de funciones efectoras. Los dominios constantes de la cadena pesada fusionados a la region variable de
la cadena pesada pueden ser los de la IgA humana (cadena al o a2), IgG (cadena 71, 72, j3 > o0 y4) o IgM (cadena
u). Preferiblemente, se usa una cadena y humana. Los dominios constantes de la cadena ligera que pueden fusionarse
con la region variable de la cadena ligera incluyen cadenas lambda y kappa humanas.

En una realizacion concreta de la presente invencion, se usa una cadena y1. En otra realizacion particular de la
presente invencion, se usa una cadena y4. En algunos casos el uso de la cadena y4 puede incrementar la tolerancia
de un hL243 en sujetos (disminucién de efectos secundarios y de reacciones de infusién, mayor tolerancia, etc.).

En una realizacion, pueden usarse analogos de dominios constantes humanos. Estos incluyen, pero sin limitarse a
ellos, los dominios constantes que contienen uno o mas aminodcidos adicionales que el dominio humano
correspondiente o aquellos dominios constantes en los que se han eliminado o alterado uno o mas aminoacidos
existentes del correspondiente dominio humano. Dichos dominios se pueden obtener, por ejemplo, mediante
mutagénesis dirigida por oligonucleétidos.

Como se usa en el presente texto, el término "alterado”, cuando se utiliza junto con la capacidad de un anticuerpo para
fijar el complemento, indica una disminucién en la capacidad del anticuerpo para fijar el complemento en comparacién
con el anticuerpo inalterado de partida. La alteracién de un aminoacido apropiado altera la capacidad de un anticuerpo
para fijar el complemento. Como se usa en el presente texto, el término "substancialmente" reduce la fijacién del
complemento y denota que la fijacion del complemento humano es preferiblemente menor o igual al 30%, mas
preferiblemente menor que o igual al 20%, y lo mas preferiblemente menor que o igual al 10% del nivel observado con
el anticuerpo de tipo silvestre.

La capacidad de fijacién del complemento alterada se puede producir mediante técnicas que son bien conocidas en
este campo, por ejemplo eliminando restos, insertando un sitio de glucosilacién en una posiciéon de la molécula
adecuada, o intercambiando regiones bisagra inferiores de anticuerpos de isotipos diferentes.

Preparacion de genes que codifican anticuerpos HL243

Cualquier técnica estandar de biologia molecular conocida en la técnica puede usarse para preparar secuencias de
ADN que codifiquen los anticuerpos de acuerdo con la presente invencion. Por ejemplo, las secuencias de ADN se
pueden sintetizar completamente o en parte usando técnicas de sintesis de oligonucleétidos. Las técnicas de
mutagénesis dirigida al sitio y de reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) se pueden usar segun sea apropiado.
Los procesos adecuados incluyen el procedimiento de superposicién de cadena de PCR y la mutagénesis por PCR
como se describe, por ejemplo, en "PCR Technology Principles and Applications for DNA Amplification” (1989), Ed. H.
A. Erlich, Stockholm Press, N. Y., Londres, y mutagénesis dirigida por oligonucleétidos (Kramer et al, Nucleic. Acid.
Res. 12 9441 (1984)).

Cualquier técnica estandar de biologia molecular puede también usarse para preparar secuencias de ADN que

codifican productos injertados con CDR. Por ejemplo, las secuencias de ADN se pueden sintetizar completamente o
en parte usando técnicas de sintesis de oligonucledtidos. La mutagénesis dirigida al sitio y las técnicas de reaccion en
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cadena de la polimerasa (PCR) se pueden usar segun sea apropiado. Se puede usar la sintesis dirigida por
oligonucledtidos (Jones et al. (1986) Nature 321 522-525) y la mutagénesis dirigida por oligonucleétidos de una regién
de dominio variable preexistente (Verhoeyen et al. (1988) Science 23 1534-1536). También se puede usar el rellenado
enzimatico de oligonucleétidos ahuecados utilizando T4 ADN polimerasa (Queen et al (1989) Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 86 10029-10033). Se puede usar cualquier sistema de célula hospedadora/vector de expresion adecuado para
la expresién de las secuencias de ADN que codifican las cadenas pesadas y ligeras quiméricas o injertadas con CDR.
Un "hospedador recombinante" puede ser cualquier célula procariota o eucariota que contenga un vector de clonacion
o vector de expresion. Este término incluye también las células procariotas o eucariotas, asi como animales
transgénicos, que han sido modificados genéticamente para contener el gen o los genes clonados en el cromosoma
o genoma de la célula o células hospedadoras. Pueden usarse ventajosamente bacterias, p. €j. E. coli y otros sistemas
microbianos en particular para la expresion de fragmentos de anticuerpos, por ejemplo fragmentos Fv, Fab y Fab'y
fragmentos de anticuerpos monocatenarios, p. ej. Fvs de cadena simple. Hospedadores eucarioticos, p. €j. los
sistemas de expresion de células de mamiferos, también pueden ser usados para obtener anticuerpos de acuerdo con
la presente invencién, particularmente para la produccién de productos mas grandes de anticuerpos quiméricos o
injertados con CDR. Las células huésped de mamifero adecuadas incluyen células de mieloma, tales como células
Sp2/0 y NSO, asi como células de ovario de hamster chino (CHO), lineas de células de hibridoma, y otras células de
mamifero Utiles para expresar anticuerpos.

Un "vector de expresion" como se usa en el presente texto es una molécula de ADN que incluye los genes de interés que
se expresan en una célula hospedadora. Tipicamente, la expresion del gen se pone bajo el control de ciertos elementos
reguladores, que incluyen promotores constitutivos o inducibles, elementos reguladores especificos de tejidos y
potenciadores. Se dice que dicho gen esta "operativamente vinculado a "los elementos reguladores”. En otros aspectos,
la realizacién también incluye secuencias de ADN que codifican las cadenas pesada y ligera de los anticuerpos de la
presente invencién, vectores de clonacion y de expresion que contienen estas secuencias de ADN, células hospedadoras
transformadas con estas secuencias de ADN, y procesos para producir las cadenas pesadas o ligeras y moléculas de
anticuerpo que comprenden expresar estas secuencias de ADN en una célula hospedadora transformada.

El ADN que codifica las secuencias de inmunoglobulina humana se puede obtener por cualquier medio conocido en
la técnica. Por ejemplo, las secuencias de aminoacidos de las estructuras aceptores humanos preferidos, tales como
-LAY, POM, KOL, REI, EU, TUR, TEI, RF y NEWM, estan ampliamente disponibles. Del mismo modo, también estan
disponibles las secuencias de consenso para los subgrupos de la cadena ligera y pesada humana. El experto en la
materia es consciente de que mlltiples secuencias de codones pueden codificar el mismo aminoacido y que, en
diversas realizaciones, las secuencias de acido nucleico descritas pueden estar sustituidas con una secuencia
alternativa que codifica la misma secuencia de aminoacidos. El experto en la técnica también es consciente de que,
dependiendo de la especie de origen para una linea celular utilizada para expresar una proteina de una secuencia de
acido nucleico, el uso del coddn puede optimizarse para potenciar la expresién en la especie seleccionada. Tales
Dichas frecuencias de coddn preferidas de la especie son bien conocidas en la técnica.

En una realizacion, el anticuerpo de la presente invencion como se define en las reivindicaciones puede ser un
anticuerpo completo o, como se explicé anteriormente, un fragmento del mismo, un monémero o dimero o una proteina
de union con el antigeno monoespecifica multivalente. Por tanto, ademas de la presente invencion, se puede
proporcionar una proteina monoespecifica de unién con el antigeno multivalente, que comprende dos, tres, cuatro o
mas fragmentos de anticuerpo de la misma unidos entre si por una estructura de conexion, la cual proteina no es una
inmunoglobulina natural, teniendo cada uno de dichos anticuerpos o fragmentos una especificidad para el epitopo
reconocido por el MAb L243 murino, estando dicha proteina de unién con el antigeno conjugada opcionalmente con
una molécula efectora o informadora.

De acuerdo con estas realizaciones, cada anticuerpo o fragmento puede ser un anticuerpo humanizado o un fragmento
del mismo, como se definié anteriormente, y una proteina de unién con el antigeno monoespecifica multivalente puede
ser una proteina de unién con el antigeno monoespecifica multivalente humanizada. Sin embargo, se pueden
contemplar proteinas de union con el antigeno monoespecificas multivalentes no humanizadas, por ejemplo murinas,
y una realizacion puede extenderse a éstas cuando sea el caso.

En una realizacion particular, una proteina de uniéon a antigeno multivalente puede proporcionar dos, tres o cuatro
anticuerpos o fragmentos de los mismos unidos entre si por una estructura de conexion. En otra realizacién, un proceso
para producir el anticuerpo humanizado puede incluir: i) producir en un vector de expresion una secuencia de ADN
que codifica una cadena ligera o pesada de anticuerpo, que incluye un dominio variable en donde al menos una de
las CDRs del dominio variable puede ser derivado del mAb mL243 y las partes derivadas de la inmunoglobulina
remanentes de la cadena de anticuerpo se derivan de una inmunoglobulina humana; ii) producir en un vector de
expresion una secuencia de ADN que codifica una cadena ligera o pesada de anticuerpo complementario que incluye
un dominio variable, en donde al menos una de las CDR del dominio variable se deriva del MAb mL243 y las partes
derivadas de inmunoglobulina remanentes de la cadena de anticuerpo pueden derivarse de una inmunoglobulina
humana; iii) transfectar una célula hospedadora con las secuencias de ADN mencionadas anteriormente; y iv) cultivar
la linea celular transfectada para producir la molécula de anticuerpo humanizado.
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Produccion de hL243 recombinante en una célula hospedadora

Una linea de células hospedadoras utilizada para producir hL243 recombinante puede ser transfectada con dos
vectores, conteniendo el primer vector la secuencia de ADN que codifica el polipéptido derivado de la cadena ligera,
y conteniendo el segundo vector la secuencia de ADN que codifica el polipéptido derivado de la cadena pesada. Los
vectores pueden ser idénticos, excepto en cuanto a las secuencias codificadoras y los marcadores seleccionables,
para asegurar en lo posible que cada cadena polipeptidica se exprese por igual. La transfecciéon se puede llevar a
cabo mediante cualquier técnica conocida por los expertos en este campo. Véanse, por ejemplo, Maniatis et al. (1982)
(Molecular Cloning, Cold Spring Harbor, Nueva York) y Primrose y Old (1980) (Principles of Gene Manipulation,
Blackwell, Oxford). Una técnica particular para la transfeccién puede ser la electroporacion. Otros ejemplos incluyen
transfeccion mediada por fosfato de calcio, transfeccién mediada por lipidos catiénicos, y similares. En una realizacion
alternativa, puede usarse un solo vector, incluyendo el vector las secuencias de ADN que codifican polipéptidos
derivados tanto de cadenas ligeras como de cadenas pesadas, y un marcador seleccionable.

Métodos generales para la produccion de proteinas de fusion recombinantes que contienen fragmentos de
anticuerpos

Se pueden obtener secuencias de acido nucleico que codifican los fragmentos de anticuerpo que reconocen epitopos
especificos mediante técnicas que son bien conocidas en este campo. Por ejemplo, los hibridomas que secregan
anticuerpos de una especificidad deseada se pueden usar para obtener ADN que codifica anticuerpos que se puede
preparar usando técnicas conocidas, por ejemplo, mediante PCR o mediante técnicas de clonacién de ADNc
tradicionales. Alternativamente, pueden construirse bibliotecas de expresién de Fab' o bibliotecas de presentacién de
fagos de anticuerpos, para detectar fragmentos de anticuerpos que tienen una especificidad deseada.

El acido nucleico que codifica el fragmento de anticuerpo puede entonces ligarse, directamente o mediante una
secuencia que codifica un espaciador peptidico, a acido nucleico que codifica DDD o AD. Los métodos para producir
secuencias de acido nucleico que codifican estos tipos de proteinas de fusion son bien conocidos en la técnica y se
describen adicionalmente en los ejemplos que siguen.

En otra realizacion, pueden afadirse restos de aminodacidos adicionales al extremo C-terminal de la subunidad modular
compuesta de A/DDD o B/AD, donde el sitio de fusion exacto puede depender de si el DDD o el AD estan unidos al
terminal N o al C (o en una posicion interna). Los restos de amino&cidos adicionales pueden comprender una etiqueta
peptidica, un péptido sefal, una citocina, una enzima (por ejemplo, una enzima activadora pro-farmaco), una hormona,
una toxina, un farmaco peptidico, un péptido que interactlia con la membrana u otras proteinas funcionales.

Las proteinas o péptidos pueden sintetizarse, en todo o en parte, en solucién o en un soporte solido de acuerdo con
técnicas convencionales. Se dispone comercialmente de diversos sintetizadores automaticos y pueden usarse de
acuerdo con protocolos conocidos. Véanse, por ejemplo, Stewart y Young, (1984, Solid Phase Peptide Synthesis, 22
edicion, Pierce Chemical Co.); Tam et al., (1983, J. Am. Chem. Soc., 105: 6442); Merrifield, (1986, Science, 232: 341-
347); y Barany y Merrifield (1979, The Peptides, Gross y Meienhofer, eds., Academic Press, Nueva York, pp. 1-284).
Las secuencias peptidicas cortas, por lo general de aproximadamente 6 a aproximadamente 35 a 50 aminoacidos,
pueden sintetizarse facilmente mediante tales métodos. Alternativamente, se puede emplear la tecnologia de ADN
recombinante en la que una secuencia de nucleétidos que codifica un péptido de interés se inserta en un vector de
expresion, se transforma o se transfecta en una célula hospedadora apropiada, y se cultiva bajo condiciones
adecuadas para la expresion.

Los métodos para producir proteinas recombinantes en una célula huésped deseada son bien conocidos en la técnica.
Para facilitar la purificacion, las estructuras atadas de forma estable pueden contener marcadores peptidicos
adecuados, tales como la secuencia FLAG o la secuencia poli-HIS, para facilitar su purificacién con una columna de
afinidad relevante.

En una realizacion, los fragmentos Fv pueden incluir cadenas VH y VL conectadas mediante un conector peptidico.
Estas proteinas de unién a antigeno de cadena simple (sFv) se preparan construyendo un gen estructural que
comprende secuencias de ADN que codifican los dominios Vu y Vi, conectados por una secuencia de unién de
oligonucleotidos. El gen estructural se inserta en un vector de expresién que se introduce posteriormente en una célula
hospedadora, tal como E. coli. Las células hospedadoras recombinantes sintetizan una Unica cadena polipeptidica
con un péptido enlazador puenteando los dos dominios V. Los métodos para producir sFvs son bien conocidos en la
técnica. Véanse Whitlow et al., 1991, Methods: A Companion to Methods in Enzymology 2: 97; Bird et al., 1988,
Science, 242: 423; patente de EE. UU. n® 4.946.778; Pack et al., 1993, Bio/Technology, 11: 1271, y Sandhu, 1992,
Crit. Rev. Biotech., 12: 437.

Otra forma de fragmento de anticuerpo es un péptido que codifica una Unica regién determinante de la
complementariedad (CDR). Los péptidos CDR ("unidades minimas de reconocimiento”) pueden obtenerse
construyendo genes que codifican la CDR de un anticuerpo de interés. Tales genes se preparan, por ejemplo, usando
la reaccion en cadena de la polimerasa para sintetizar la region variable del ARN de las células productoras de
anticuerpos. Ver Larrick et al., 1991, Methods: A Companion to Methods in Enzymology 2: 106; Ritter et al. (eds.),
1995, Monoclonal Antibodies: Production, Engineering and Clinical Application, paginas 166-179 (Cambridge
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University Press); Birch et al., (Eds.), 1995, Monoclonal Antibodies Principles and Applications, paginas 137-185
(Wiley-Liss, Inc.).

Las células hospedadoras o lineas celulares adecuadas para la expresion de las subunidades constituyentes de las
estructuras establemente atadas son conocidas por un experto en la técnica. El uso de una célula huésped humana
permitiria que cualquier molécula expresada se modificara con patrones de glicosilacién humana. Sin embargo, no
hay ninguna indicacién de que una célula hospedadora humana sea esencial o preferida para los métodos descritos.

Anticuerpos biespecificos y conjugados

En ciertas realizaciones, los ligandos de L243 descritos en este documento pueden usarse en combinacién con otra
molécula unida al ligando. La unién puede ser covalente o no covalente. En algunas realizaciones, se puede unir un
ligando L243 a un anticuerpo biespecifico, es decir, un anticuerpo que tiene dos sitios de union diferentes, uno para el
ligando L243 y otro para un antigeno diana relacionado con la enfermedad. Cualquier enfermedad o condicién
relacionada con la angiogénesis, cancer, metastasis o motilidad celular puede ser diana, incluyendo, entre otros, el
cancer primario, cancer metastasico, hiperplasia, artritis reumatoide, enfermedad intestinal inflamatoria, enfermedad
de Crohn, colitis ulcerosa, sarcoidosis, asma, edema, hipertensiéon pulmonar, formacion y desarrollo de tejido tumoral,
psoriasis, retinopatia diabética, degeneracién macular, rechazo de injerto corneal, glaucoma neovascular,
angiogénesis miocardica, neovascularizacion de la placa, reestenosis, formaciéon de neointima después de un trauma
vascular, telangiectasia, articulaciones hemofilicas, angiofibroma, fibrosis asociada a inflamacién crénica, fibrosis
pulmonar, trombosis venosa profunda y granulacién de heridas. Los métodos para la construccion y uso de anticuerpos
biespecificos y multiespecificos se describen, por ejemplo, en la publicacion de la solicitud de patente de EE. UU. n®
20050002945, presentada el 11/2/2004.

Cuando el anticuerpo biespecifico se dirige en parte contra un antigeno asociado a un tumor, se prevé que cualquier
tipo de tumor y cualquier tipo de antigeno tumoral puedan ser direccionados asi. Los ejemplos de tipos de tumores
que pueden ser dirigidos incluyen leucemia linfoblastica aguda, leucemia mielégena aguda, cancer biliar, cancer de
mama, cancer de cuello uterino, leucemia linfocitica crénica, leucemia mielégena crénica, cancer colorrectal, cancer
de endometrio, cancer esofagico, gastrico, de cabezay cuello, linfoma de Hodgkin, cancer de pulmon, tiroides medular,
linfoma no Hodgkin, cancer de ovario, cancer de pancreas, glioma, melanoma, cancer de higado, cancer de prdstata
y cancer de vejiga urinaria. Se prefieren los tumores que tienen expresion constitutiva de L243, o que pueden
estimularse para producir L243.

Se puede usar una variedad de métodos recombinantes para producir anticuerpos biespecificos y fragmentos de
anticuerpo. Por ejemplo, se pueden producir anticuerpos biespecificos y fragmentos de anticuerpo en la leche de
ganado transgénico (véase, por ejemplo, Colman, A., Biochem. Soc. Symp., 63: 141-147, 1998; patente de EE. UU.
n?®5.827.690). Se preparan dos constructos de ADN que contienen, respectivamente, segmentos de ADN que codifican
cadenas pesadas y ligeras de inmunoglobulina emparejadas. Los fragmentos se clonan en vectores de expresion que
contienen una secuencia promotora que se expresa preferentemente en células epiteliales mamarias. Los ejemplos
incluyen, pero sin limitarse a ellos, promotores de genes de caseina de conejo, vaca y oveja, el gen de la alfa-
lactoglobulina de vaca, el gen de beta-lactoglobulina de oveja y el gen de proteina acida de suero de raton.
Preferiblemente, el fragmento insertado esta flanqueado en su lado 3' por secuencias gendmicas cognadas
procedentes de un gen mamario especifico. Esto proporciona un sitio de poliadenilaciéon y secuencias estabilizadoras
del transcripto. Las casetes de expresion son coinyectadas en los pronucleos de huevos de mamifero fertilizados, que
luego se implantan en el Gtero de una hembra receptora y se les permite gestar. Después del parto, la progenie se
somete a cribado en relacién con la presencia de ambos transgenes mediante analisis Southern. Para que el
anticuerpo esté presente, los genes tanto de la cadena pesada como de la ligera deben expresarse al mismo tiempo
en la misma célula. La leche de las hembras transgénicas se analiza en cuanto a la presencia y funcionalidad del
anticuerpo o fragmento de anticuerpo usando métodos inmunolégicos estandar conocidos en la técnica. El anticuerpo
puede purificarse de la leche usando métodos estandar conocidos en la técnica.

Predireccionamiento (“Pre-targeting”).

Una estrategia para el uso de anticuerpos biespecificos incluye metodologias de pre-direccionamiento, en las que se
administra a un sujeto una molécula efectora, tal como un ligando antiangiogénico o antitumoral, después de que se
haya administrado un anticuerpo biespecifico. El anticuerpo biespecifico, que incluiria un sitio de unién para un ligando
L243 y uno para el tejido enfermo, localiza el tejido enfermo e incrementa la especificidad de la localizacién del ligando
efector L243 en el tejido enfermo (solicitud de patente de EE. UU. n® 20050002945). Como la molécula efectora puede
eliminarse de la circulacion mucho mas rapidamente que el anticuerpo biespecifico, los tejidos normales pueden tener
una exposicion a la molécula efectora cuando se usa una estrategia de seleccion previa menor que cuando la molécula
efectora esté directamente relacionada con el anticuerpo dirigido a la enfermedad.

Se han desarrollado métodos de predireccionamiento para aumentar las relaciones diana:fondo de los agentes de
deteccion o terapéuticos. Se describen ejemplos de predireccionamiento y planteamientos de biotina/avidina, por
ejemplo, en Goodwin et al., patente de EE. UU. n® 4.863.713; Goodwin et al., J. Nucl. Med. 29: 226, 1988; Hnatowich
et al., J. Nucl. Med. 28: 1294,1987; Oehr et al., J. Nucl. Med. 29: 728, 1988; Klibanov et al., J. Nucl. Med. 29: 1951,
1988; Sinitsyn et al., J. Nucl. Med. 30:66, 1989; Kalofonos et al., J. Nucl. Med. 31: 1791, 1990; Schechter et al., Int. J.
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Cancer 48: 167, 1991; Paganelli et al., Cancer Res. 51: 5960, 1991; Paganelli et al., Nucl. Med. Commun. 12: 211,
1991; patente de EE. UU. n? 5.256.395; Stickney et al., Cancer Res. 51: 6650, 1991; Yuan et al., Cancer Res. 51:
3119, 1991; patente de EE. UU. n® 6.077.499; documento U.S. Ser. No. 09/597.580; documento U.S. Ser. No.
10/361.026; documento U.S. Ser. No. 09/337.756; documento U.S. Ser. No. 09/823.746; documento U.S. Ser. No.
10/116.116; documento U.S. Ser. No. 09/382.186; documento U.S. Ser. No. 10/150.654 publicada como patente de
EE. UU. n? 7.011.812, documento US 2003/0232011, documento US 7.074.405, documento US 2002/0006379,
documento US 2008/0193460, documento US 7.052.872, y documento US 2003/0198595, patente de EE. UU. n®
6.090.381; patente de EE. UU. n® 6.472.511; documento U.S. Ser. No. 10/114.315 publicada como US 2002/0176856,
solicitud provisional de los Estados Unidos N°® 60/386.411; solicitud provisional de Estados Unidos No. 60/345.641;
solicitud provisional de los Estados Unidos N° 60/328.835; solicitud provisional de los Estados Unidos N® 60/426.379
y la solicitud provisional de Estados Unidos N? 60/342.103 publicada como documentos US 2004/0044076, US
2003/0148409, US 2003/0113333, US 2004/0166115 y US 2003/0162709; y documento U.S. Ser. No. 09/823.746 y
U.S. Ser. No. 09/337.756 publicada como documento US 2002/0006379 y patente de EE. UU. n® 7.074.405.

En ciertas formas de realizacién, los anticuerpos biespecificos y construcciones dirigibles pueden ser Utiles en el
tratamiento y/o la formacién de imagenes de tejidos y érganos normales o enfermos, por ejemplo usando los métodos
descritos en la patente de los EE. UU. Nos. 6.126.916; 6.077.499; 6.010.680; 5.776.095; 5.776.094; 5.776.093; 5.772.981;
5.753.206; 5.746.996; 5.697.902; 5.328.679; 5.128.119; 5.101.827; y 4.735.210. Se describen métodos adicionales en la
solicitud de los EE.UU. No. 09/337.756 presentada el 22 de junio de 1999 y en la solicitud de los EE.UU. N° 09/823.746,
presentada el 3 de abril de 2001, publicada como documentos US 7.074.405 y US 2002/0006379.

Usos terapéuticos y de diagndstico de hL243

En otra realizacién, la presente invencion proporciona también composiciones terapéuticas y de diagnéstico que
contienen los anticuerpos de las realizaciones de la invencion. Tales composiciones pueden incluir un anticuerpo de
acuerdo con la invencién como se define en las reivindicaciones junto con un excipiente, diluyente o vehiculo
farmacéuticamente aceptables, por ejemplo para uso in vivo.

Un "agente terapéutico” es una molécula o un atomo que se administra separada, concurrente o secuencialmente con
un resto de anticuerpo o conjugado a un resto de anticuerpo, es decir, anticuerpo o fragmento de anticuerpo, o un
subfragmento, y es util en el tratamiento de una enfermedad. Entre los ejemplos de agentes terapéuticos se incluyen
anticuerpos, fragmentos de anticuerpos, farmacos, toxinas, enzimas, nucleasas, hormonas, agentes
inmunomoduladores, oligonucleétidos, ARN de interferencia, agentes quelantes, compuestos de boro, agentes
fotoactivos o colorantes y radioisétopos.

Un "agente de diagnéstico/deteccion" es una molécula o un atomo que se administra unido o conjugado con un resto
de anticuerpo, es decir, anticuerpo o fragmento de anticuerpo o subfragmento, y es util en el diagndstico o la deteccion
de una enfermedad localizando las células que contienen el antigeno. Los agentes de diagnéstico/deteccion Utiles
incluyen, pero no sin limitarse a ellos, radiois6topos, colorantes (tales como el complejo biotina-estreptavidina),
agentes de contraste, compuestos o moléculas fluorescentes y agentes potenciadores (por ejemplo, iones
paramagnéticos) para la formacion de imagenes de resonancia magnética (IRM), y particulas o liposomas como
ejemplos de agentes usados para la formacion de imagenes por ultrasonidos. Los agentes potenciadores del
ultrasonido se describen en las solicitudes de patente de los Estados Unidos US20040219203 A y US2005002020A1.
Se prefieren los liposomas llenos de gas. Véanse Maresca, G. et al., Eur J. Radiol. Suppl 2 S171-178 (1998); Demos,
Sm. et al. J. Drug Target 5 507-518 (1998); y Unger, E. et al., Am. J. Cardiol. 81 58G-61G (1998). Alternativamente,
se puede usar un anticuerpo biespecifico para dirigir el liposoma. En una de tales realizaciones, el liposoma es un
liposoma lleno de gas con un péptido DTPA bivalente unido covalentemente a la superficie exterior de la membrana
lipidica del liposoma. La solicitud de patente de los Estados Unidos US20040018557A1 describe tales liposomas.

La patente de EE. UU. n® 6.331.175 describe la técnica de MRI y la preparacién de anticuerpos conjugados con un
agente potenciador de MRI. En un método concreto, los agentes de diagnostico/deteccion pueden seleccionarse entre
el grupo que consiste en radiois6topos, agentes potenciadores para uso en formacién de imagenes por resonancia
magnética, agentes de ultrasonidos y compuestos fluorescentes. Para cargar un componente de anticuerpo con
metales radiactivos o iones paramagnéticos, puede ser necesario hacerlo reaccionar con un reactivo que tiene una
cola larga a la que estan unidos mdltiples grupos quelantes para unir los iones. Tal cola puede ser un polimero como
la polilisina, un polisacérido u otra cadena derivatizada o derivatizable que tenga grupos colgantes a los que puedan
unirse grupos quelantes tales como, por ejemplo, &cido etilendiaminotetraacético (EDTA), acido
dietilentriaminopentaacético (DTPA), porfirinas, poliaminas, éteres corona, bis-tiosemicarbazonas, polioximas y grupos
similares conocidos por su utilidad para este fin. Los quelatos se pueden acoplar a los anticuerpos usando quimicas
estandar. El quelato puede estar ligado con el anticuerpo por un grupo que permite la formacién de un enlace a la
molécula con pérdida minima de inmunorreactividad y agregacién minima y/o reticulacién interna. Otros métodos y
reactivos, mas inusuales, para conjugar quelatos con anticuerpos se describen en la patente de EE. UU. n® 4.824.659
de Hawthorne, titulada "Antibody Conjugates", expedida el 25 de abril de 1989. En otra realizacién particular, las
combinaciones utiles de metal-quelato pueden incluir 2-bencil-DTPA y sus analogos de monometilo y ciclohexilo,
usados con isétopos de diagndstico en el intervalo de energia general de 60 a 4.000 keV, tales como 251, 131, 123] 124],
62Cu, MCu, '8F, "In, 67Ga, %Ga, ""Tc, ®*mTc, HC, 3N, %0, 78Br, 9Zr, para radioimagenes. Los mismos quelatos, cuando
forman complejos con metales no radiactivos como el manganeso, el hierro y el gadolinio, pueden ser Utiles para la
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MRI, cuando se usan junto con cualquier anticuerpo descrito en el presente texto. Los quelatos macrociclicos tales
como NOTA, DOT Ay TETA se usan con una variedad de metales y radiometales, mas en particular con radionucleidos
de galio, itrio y cobre, respectivamente. Tales complejos de quelato de metal pueden ser estabilizados adaptando al
metal de interés el tamafo del anillo. Otros quelatos de tipo anillo, tales como poliéteres macrociclicos, que son de
interés para nucleidos de union estable, tales como ?2Ra para RAIT, estan comprendidos por las realizaciones de la
presente memoria.

Los ejemplos de agentes terapéuticos incluyen, pero sin limitarse a ellos, anticuerpos, fragmentos de anticuerpo,
medicamentos, incluidos agentes quimioterapéuticos, toxinas, enzimas, inhibidores de enzimas, nucleasas, hormonas,
antagonistas hormonales, inmunomoduladores, citocinas, agentes quelantes, compuestos de boro, atomos de uranio,
agentes fotoactivos y radionucleidos.

Los agentes de diagndstico/deteccion Utiles incluyen, pero sin limitarse a ellos, radiois6topos, colorantes (como con el
complejo biotina-estreptavidina), materiales radiopacos (p. ej. yodo, bario, galio y compuestos de talio y similares),
agentes de contraste, compuestos fluorescentes o moléculas y agentes potenciadores (p. ej. iones paramagnéticos)
para imagenes de resonancia magnética (MRI). La patente de EE. UU. n® 6.331.175 describe la técnica de MRl y la
preparacion de anticuerpos conjugados con un agente potenciador de MRI. Preferiblemente, los agentes de
diagndstico/deteccién se seleccionan entre el grupo que consiste en radiois6topos para formacién de imagenes
nucleares, deteccion intraoperatoria y endoscopica; agentes potenciadores para uso en imagenes de resonancia
magnética o en ultrasonografia; radiopacos y agentes de contraste para rayos X y tomografia computerizada; y
compuestos fluorescentes para fluoroscopia, que incluyen fluoroscopia endoscépica.

Los agentes quimioterapéuticos, para los fines de esta invencion, incluyen todos los agentes quimioterapéuticos
conocidos. Los agentes quimioterapéuticos conocidos incluyen, pero sin limitarse a ellos, taxanos, mostazas
nitrogenadas, derivados de etilenimina, sulfonatos de alquilo, nitrosoureas, triazenos, analogos de acido félico,
analogos de pirimidina, analogos de purina, oligonucleétidos antisentido, antagonistas o inhibidores de factores de
transcripcion, ARNs de interferencia, alcaloides, antibidticos, enzimas, complejos de coordinacién de platino,
inhibidores de COX-2, agentes apoptéticos, urea sustituida, derivados de metilhidrazina, supresores de la corteza
suprarrenal o antagonistas. En una realizacion mas particular, los agentes quimioterapéuticos pueden incluir
esteroides, progestinas, estrégenos, antiestrogenos o andrégenos. En otra realizacion particular, los agentes
quimioterapéuticos pueden incluir actinomicina, azaribina, anastrozol, azacitidina, bleomicina, brostatina-1, busulfan,
carmustina, celebrex, clorambucil, cisplatino, irinotecan (CPT-11), carboplatino, cladribina, ciclofosfamida, citarabina,
dacarbazina , docetaxel, dacarbazina, dactinomicina, daunorrubicina, dexametasona, dietilestilbestrol, doxorrubicina,
etinil estradiol, estramustina, etopdsido, floxuridina, fludarabina, flutamida, fluorouracilo, fluoximesterona, gemcitabina,
caproato de hidroxiprogesterona, hidroxiurea, idarrubicina, ifosfamida, L-asparaginasa, leucovorina, lomustina,
mecloretamina, acetato de medroprogesterona, acetato de megestrol, melfalan, mercaptopurina, metotrexato,
mitoxantrona, ritmitina, mitomicina, mitotano, oxaliplatino, butirato de fenilo, prednisona, procarbazina, paclitaxel,
pentostatina, semustina, estreptozocina, SN-38, tamoxifeno, taxanos, taxol, propionato de testosterona, talidomida,
tioguanina, tiotepa, tenipodsido, topotecan, mostaza de uracilo, vinblastina, vinorelbina o vincristina.

Algunos agentes quimioterapéuticos adecuados se describen en Remington's Pharmaceutical Sciences 192 Ed. (Mack
Publishing Co. 1995). Otros agentes quimioterapéuticos adecuados, tales como farmacos experimentales, son
conocidos por los expertos en la técnica.

En una realizacion de la presente invencién, una toxina puede incluir, pero sin limitarse a ellas, ricina, abrina,
ribonucleasa, DNasa |, enterotoxina A estafilocécica, proteina antiviral de hierba carmin, gelonina, toxina diftérica,
exotoxina de Pseudomonas o endotoxina de Pseudomonas.

En una realizacién de la presente invencion, las enzimas también son agentes terapéuticos Utiles y se pueden
seleccionar del grupo que incluye, pero sin limitarse a ellos, malato deshidrogenasa, nucleasa estafilocécica, delta-V-
esteroide isomerasa, alcohol deshidrogenasa de levadura, a-glicerofosfato deshidrogenasa, triosa fosfato isomerasa,
peroxidasa de rabano picante, fosfatasa alcalina, asparaginasa, glucosa oxidasa, p-galactosidasa, ribonucleasa,
ureasa, catalasa, glucosa-6-fosfato deshidrogenasa, glucoamilasa y acetilcolinesterasa.

Como se usa en el presente documento, el término "inmunomodulador” incluye citocinas, factores de crecimiento de
células madre, linfotoxinas, tales como factor de necrosis tumoral (TNF) y factores hematopoyéticos, tales como
interleucinas (por ejemplo, interleucina-1 (IL-1), IL-2 , IL-3, IL-6, IL-10, IL-12, IL-18 e IL-21), factores estimuladores de
colonias (p. €j., factor estimulador de colonias de granulocitos (G-CSF) y factor estimulador de colonias de granulocitos
macréfagos (GM-CSF)), interferones (por ejemplo, interferones-a, -B y -y), factor de crecimiento de células madre
denominado "factor S1" y eritropoyetina y trombopoyetina. Los ejemplos de restos de inmunomoduladores adecuados
incluyen IL-2, IL-6, IL-10, IL-12, IL-18, IL-21, interferon-y, TNF-a y similares. Alternativamente, los sujetos pueden
recibir composiciones de la invencion y una citoquina administrada por separado, que se puede administrar antes,
simultaneamente o después de la administraciéon de las composiciones descritas en el presente texto. Las
realizaciones de la presente invencion pueden incluir composiciones conjugadas con un inmunomodulador.

Una citocina, para los propositos de esta descripcion, incluye cualquier citocina incluyendo, pero sin limitarse a ellas,
IL-1, IL-2, IL-3, IL-6, IL-10, IL-12, IL-18, IL-21, interferdn-a, interferdn-B e interfer6n-y. También puede ser un factor
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estimulador de colonias, como GM-CSF, G-CSF, eritropoyetina, trombopoyetina y similares.

Ademas, un quelante puede incluir, pero sin limitarse a ellos, DTP A, DOTA, TETA o NOTA o un péptido adecuado,
con el cual puede conjugarse una etiqueta detectable como una molécula fluorescente, o un agente citotéxico como
un metal pesado o un radionucleido, Por ejemplo, puede obtenerse un inmunoconjugado terapéuticamente Uutil
conjugando un agente fotoactivo o un colorante con un compuesto de anticuerpo. Se contempla aqui que las
composiciones fluorescentes, tales como fluorocromo y otros cromégenos o colorantes, tales como porfirinas sensibles
a la luz visible, se han usado para detectar y tratar lesiones dirigiendo la luz adecuada a la lesion. En terapia, esto se
ha denominado fotorradiacion, fototerapia o terapia fotodinamica (Jori et al. (eds.), Photodynamic Therapy of Tumors
and Other Diseases (Libreria Progetto, 1985), van den Bergh, Chem. Britain 22: 430, 1986). Ademas, se contempla
que los anticuerpos monoclonales acoplados con colorantes fotoactivados para lograr la fototerapia se pueden usar
con fines diagndsticos o terapéuticos en este documento. Mewe/a/., J. Immunol. 130: 1473, 1983; idem., Cancer Res.
45: 4380, 1985; Oseroff y col., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 83: 8744, 1986; idem., Photochem. Photobiol. 46: 83,1987;
Hasan et al., Prog. Clin. Biol. Res. 288: 471, 1989; Tatsuta et al., Lasers Surg. Med. 9: 422, 1989; Pelegrin et al.,
Cancer 67: 2529, 1991. Sin embargo, estos estudios iniciales no incluyeron el uso de aplicaciones de terapia
endoscopica, especialmente con el uso de fragmentos de anticuerpo o subfragmentos. Asi pues, en el presente texto
se contempla, en una realizacion, el uso terapéutico de inmunoconjugados que comprenden agentes fotoactivos o
colorantes. Asi, los presentes métodos terapéuticos pueden incluir el uso terapéutico de inmunoconjugados que
comprenden agentes fotoactivos o colorantes. Se describen métodos endoscopicos de deteccion y terapia en las
patentes de EE. UU. nims. 4.932.412; 5.525.338; 5.716.595; 5.736.119; 5.922.302; 6.096.289; y 6.387.350.

En una realizacion de la presente invencién se puede usar un nucleido. En una realizacion particular se contemplan
radionucleidos que tienen propiedades diagndsticas o terapéuticas Utiles, tales como indio-111 o itrio-90,
respectivamente. Otros nucleidos Utiles incluyen, pero sin limitarse a ellos, F-18, P-32, Sc-47, Cu-62, Cu-64, Cu-67,
Ga-67, Ga-68, Y-86, Y-90, Zr-89, To-99m, Pd-109, Ag-111, In-111, 1-123, I-125, 1-131, Sm-153, Gd-155, Gd-157, Tb-
161, Lu -177, Re-186, Re-188, Pt-197, Pb-212, Bi-212, Bi-213, Ra-223, Ac-225, As-72, As-77, At-211, Au-198 , A-199,
Bi-212, Br-75, Br-76B, C-11, Co-55Co, Dy-166, Er-169, F-18, Fe-52, Fe-59, Ga-67, Ga -68, Gd -154-158, Ho-166, 1-
120,1-121,1-124, In-110, In-111, M194, Lu-177, Mn-51, Mn-52, Mo-99 , N-13, O-15, P-32, P-33, Pb-211, Pb-212, Pd-
109, Pm-149, Pr-142, Pr-143, Rb-82, Re-189, Rh-105, Sc-47, Se-75, Sr-83, Sr-89, Tb-161, Tc-94, Tc-99, Y-86, Y-90
0 Zr-89. Por ejemplo, los radionucleidos de diagnéstico adecuados incluyen, pero sin limitarse a ellos, In-110, In-111, Lu-
177, F-18, Fe-52, Cu-62, Cu-64, Cu-67, Ga-67, Ga- 68, Y-86, Zr-89, Tc-94m, Tc-94, Tc-99m, I-120, 1-123, I-124, 1-125, |-
131, Gd-154-158, P- 32, C-11, N-13, 0-15, Re-186, Re-188, Mn-51, Mn-52m, Co-55, As-72, Br-75, Br-76, Rb-82m, Zr-89
y Sr-83. Un radionucleido de diagndstico tipico emite particulas y/o positrones que tienen entre 25y 10.000 keV.

Adicionalmente, los radionucleidos terapéuticos adecuados incluyen, pero sin limitarse a ellos, In-111, Lu-177, Bi-212;
Bi-213, At-211, Cu-62, Cu-64, Cu-67, Y-90,1-125,1-131, P-32, P-33, Sc-47, Ag-111, Ga- 67, Pr-142, Sm-153, Tb-161,
Dy-166, Ho-166, Re-186, Re-188, Re-189, Pb-212, Ra-223, Ac-225, Fe-59 , Se-75, As-77, Sr-89, Mo-99, Rh-105, Pd-
109, Pr-143, Pm-149, Er-169, Ir-194, Au-198, Au-199, Ac -225 y Pb-211. Un catidn terapéutico tipico emite particulas
y/o positrones que tienen entre 20 y 10.000 keV.

Las energias maximas de desintegracion de nucleidos emisores de particulas beta Gtiles son preferiblemente de 20 a
5.000 keV, mas preferiblemente de 100 a 4.000 keV, y lo mas preferiblemente de 500 a 2.500 keV. También se
prefieren los radionucleidos que se descomponen sustancialmente con particulas de emisién Auger. Por ejemplo, Co-
58, Ga-67, Br-80m, Tc-99m, Rh-103m, Pt-109, In-111, Sb-119, 1-125, Ho-161, Os-189m e Ir-192. Las energias de
desintegracion de nucleidos que emiten particulas Auger Utiles son preferiblemente <1.000 keV, més preferiblemente
<100 keV, y lo mas preferiblemente <70 keV. También se prefieren los radionucleidos que se desintegran
sustancialmente con la generacién de particulas alfa. Tales radionucleidos incluyen, pero sin limitarse a ellos: Dy-152,
At-211, Bi-212, Ra-223, Rn-219, Po-215, Bi-211, Ac-225, Fr-221, At-217, Bi-213 y Fm-255. Las energias de
desintegracién de los radionucleidos emisores de particulas alfa Utiles son, preferiblemente, de 2.000 a 10.000 keV,
mas preferiblemente de 3.000 a 8.000 keV, y lo mas preferiblemente de 4.000 a 7.000 keV.

Otros agentes terapéuticos Utiles incluyen metales, como los que forman parte de una terapia fotodinamica, y
nucleidos, como los que son valiosos en terapias basadas en procedimientos de captura de neutrones.
Especificamente, zinc, aluminio, galio, lutecio y paladio son Utiles para la terapia fotodinamica y B-10, Gd-157 y U-235
son utiles para la terapia de captura de neutrones.

En una realizacién, pueden usarse metales como agentes de diagnéstico, incluyendo los usados para técnicas de
imagen de resonancia magnética. Estos metales incluyen, pero sin limitarse a ellos: gadolinio, manganeso, hierro,
cromo, cobre, cobalto, niquel, disprosio, renio, europio, terbio, holmio y neodimio. Para cargar un componente de
anticuerpo con metales radiactivos o iones paramagnéticos, puede ser necesario hacerlo reaccionar con un reactivo
que tiene una cola larga a la que estan unidos mdltiples grupos quelantes para unir los iones. Por ejemplo, tal cola
puede ser un polimero como una polilisina, polisacarido u otra cadena derivatizada o derivatizable que tenga grupos
colgantes a los que se pueden unir grupos quelantes tales como, por ejemplo, acido etilendiaminotetraacético (EDTA),
acido dietilentriaminopentaacético (DTPA), porfirinas, poliaminas, éteres corona, bis-tiosemicarbazonas, polioximas, y
grupos similares que se sabe que son Utiles para este proposito. Ademas, los quelatos se pueden acoplar a los
antigenos peptidicos usando quimicas estandar. El quelato se puede unir al anticuerpo por un grupo que permite la
formacion de un enlace con la molécula con una pérdida minima de inmunorreactividad y una minima agregacion y/o
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reticulacion interna. Otros métodos y reactivos para conjugar quelatos con anticuerpos se describen en la patente de
EE. UU. n® 4.824.659 de Hawthorne, titulada "Antibody Conjugates”, expedida el 25 de abril de 1989. En una
realizacién particular, las combinaciones metal-quelato Gtiles pueden incluir, pero sin limitarse a ellas, 2-bencil-DTPA
y sus analogos de monometilo y ciclohexilo, utilizados con isétopos de diagnostico en el intervalo general de energia
de 20 a 2.000 keV. Los mismos quelatos, cuando se complejan con metales no radioactivos tales como manganeso,
hierro y gadolinio, son Uutiles para la MRI cuando se usan junto con los anticuerpos de las realizaciones descritas en
este documento. Los quelatos macrociclicos como NOT A, DOT Ay TETA pueden usarse con una variedad de metales
y radiometales, lo mas particularmente con radionucleidos de galio, itrio y cobre, respectivamente. Tales complejos
metal-quelato se pueden hacer muy estables adaptando el tamafo del anillo al metal de interés. Otros quelatos de
tipo anillo tales como poliéteres macrociclicos, que son de interés para nucleidos de unién estable, tales como ?>°Ra
para RAIT, estan comprendidos en las realizaciones de la presente invencién.

En una realizacién de la invencion, se pueden obtener inmunoconjugados terapéuticamente Utiles mediante la
conjugacién de agentes fotoactivos o colorantes con un compuesto de anticuerpo. Los fluorescentes y otros
cromoégenos, o colorantes, como las porfirinas sensibles a la luz visible, se han usado para detectar y tratar lesiones
dirigiendo la luz adecuada a la lesion. En terapia, esto se ha denominado fotorradiacion, fototerapia o terapia
fotodinamica (Jori et al., eds., Therapy of Tumors and Other Diseases (Libreria Progetto 1985), van den Bergh, Chem,
Britain 22: 430, 1986). Ademas, los anticuerpos monoclonales se han acoplado con colorantes fotoactivados para
lograr la fototerapia. Mew et al., J. Immunol. 130: 1473, 1983; idem., Cancer Res. 45: 4380, 1985; Oseroff et al., Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 83: 8744, 1986; idem., Photochem. Photobiol 46: 83, 1987; Hasan y otros, Prog. Clin. Biol. Res.
288: 471, 1989; Tatsuta et al., Lasers Surg. Med. 9: 422, 1989; Pelegrin et al., Cancer 67: 2529, 1991. Sin embargo,
estos estudios anteriores no incluyeron el uso de aplicaciones de terapia endoscopica, especialmente con el uso de
fragmentos de anticuerpos o subfragmentos. Por tanto, en una realizacién de la presente invencién, se contempla el
uso terapéutico de inmunoconjugados que comprenden agentes fotoactivos o colorantes.

Los iones paramagnéticos adecuados para su uso en realizaciones de la presente invencién incluyen, pero sin limitarse
a ellos, cromo (lll), manganeso (l1), hierro (ll1), hierro (ll), cobalto (I1), niquel (Il), cobre (l1), neodimio (HI), samario (llI),
iterbio (l11), gadolinio (I}, vanadio (Il), terbio (Ill), disprosio (l11), holmio (Ill) y erbio (IIl), siendo especialmente preferido
el gadolinio.

Los iones utiles en otros contextos, tales como la formacion de imagenes por rayos X, incluyen, pero sin limitarse a
ellos, lantano (ll), oro (Ill), plomo (ll) y especialmente bismuto (lll). Las etiquetas fluorescentes incluyen rodamina,
fluoresceina y renografina. La rodamina y la fluoresceina se unen con frecuencia a través de un intermediario de
isotiocianato. Los materiales radiopacos y de contraste se usan para mejorar los rayos X y la tomografia
computerizada, e incluyen compuestos de yodo, compuestos de bario, compuestos de galio, compuestos de talio, etc.
Los compuestos especificos incluyen bario, diatrizoato, aceite etiodizado, citrato de galio, acido iocarmico, acido
iocetdmico, yodamida, yodiparmde, &cido yodoxamico, iogulamida, iohexol, iopamidol, acido iopanoico, acido
ioprocémico, acido iosefamico, acido iosérico, iosulamida, meglumina, acido iosemético, iotasul, acido iotétrico, acido
iotalamico, acido iotréxico, acido ioxaglico, acido ioxotrizoico, ipodato, meglumina, metrizamida, metrizoato,
propilodiona y cloruro de talio. Por tanto, en otra realizaciéon puede proporcionarse una composicion terapéutica,
farmacéutica o diagndstica que comprende un anticuerpo descrito en el presente texto, en combinaciéon con un
excipiente, diluyente o vehiculo farmacéuticamente aceptable.

Se proporciona un procedimiento para la preparacién de una composicion terapéutica, farmacéutica o diagnéstica que
comprende mezclar un anticuerpo descrito en el presente texto junto con un excipiente, diluyente o vehiculo
farmacéuticamente aceptable.

Los anticuerpos y las composiciones pueden ser para administracion en cualquier forma y cantidad apropiadas de
acuerdo con la terapia en la que se emplean.

En una realizacion, la composicién terapéutica, farmacéutica o diagnéstica puede tomar cualquier forma adecuada
para la administracion y preferiblemente esta en una forma adecuada para administracién parenteral, p. ej. por
inyeccién o infusion, por ejemplo mediante inyeccion en bolo o infusion continua. Cuando el producto es para inyeccién
de infusion, puede tomar la forma de una suspension, solucién o emulsiéon en un vehiculo oleoso o acuoso y puede
contener agentes de formulacién tales como agentes de suspensién, conservantes, estabilizantes y/o dispersantes.
Alternativamente, el anticuerpo o composicion puede estar en forma seca, para su reconstitucion con un liquido estéril
apropiado antes de ser usado.

Se contempla en el presente texto que los usos terapéuticos y de diagndstico pueden comprender la administracion
de una cantidad eficaz de un anticuerpo de acuerdo con las realizaciones descritas en este documento, a un sujeto
humano. La dosis exacta a administrar variara de acuerdo con el uso del anticuerpo y con la edad, el sexo y el estado
del paciente, pero tipicamente puede variar de aproximadamente 0,1 mg a 1000 mg, por ejemplo de aproximadamente
1 mg a 500 mg. El anticuerpo puede ser administrado como una dosis Unica o de manera continua durante un periodo
de tiempo. Las dosis pueden repetirse seguin se precise.

En un ejemplo, los anticuerpos y composiciones descritos en este documento pueden usarse para administracién en
cualquier forma y cantidad apropiadas de acuerdo con la terapia en la que se empleen. La dosis a la que se administra
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el anticuerpo depende de la naturaleza de la afeccién a tratar y de si el anticuerpo se usa profilacticamente o para
tratar una afeccion existente. La dosis también se seleccionara segun la edad y las condiciones del paciente. Una
dosis terapéutica de los anticuerpos puede ser en consecuencia, por ejemplo, entre preferiblemente, 0,1 y 25 mg/kg
de peso corporal por dosis terapéutica Unica y lo mas preferiblemente entre 0,1 y 10 mg/kg de peso corporal para
dosis terapéutica Unica.

En una realizacién, cualquier anticuerpo se puede formular de acuerdo con la practica convencional para la
administracion por cualquier via adecuada y generalmente puede estar en forma liquida (por ejemplo, una solucion
del anticuerpo en un tampén estéril fisiologicamente aceptable) para la administracion, por ejemplo, por via
intravenosa, intraperitoneal, subcutanea o intramuscular.

Un "inmunoconjugado" contemplado en el presente texto es un anticuerpo, proteina de fusién o fragmento del mismo,
conjugado con al menos un agente terapéutico y/o de diagndstico/deteccion. El agente de diagndstico/ deteccién
puede incluir un radionucleido o no radionucleido, un agente de contraste (como por ejemplo, imagenes de resonancia
magnética, tomografia computerizada o ultrasonido), y el radionucleido puede ser un is6topo emisor de radiaciones
gamma, beta, alfa, electrones Auger, o positrones.

Como se usa en el presente texto, el término "proteina de fusién de anticuerpos" es una molécula de union a antigeno
producida por via recombinante en la que estan ligados dos o mas de los mismos o diferentes segmentos de anticuerpo
natural, anticuerpo monocatenario o fragmento de anticuerpo con la misma o distintas especificidades. La valencia de
la proteina de fusién indica el niUmero total de brazos o sitios de unién que tiene la proteina de fusion para un antigeno
0 epitopo; es decir, monovalente, bivalente, trivalente o multivalente. La multivalencia de la proteina de fusion del
anticuerpo significa que puede aprovechar multiples interacciones en la unién con un antigeno, aumentando asi la
avidez de la unién con el antigeno. La especificidad indica cuantos antigenos o epitopos diferentes puede unir una
proteina de fusién de un anticuerpo; es decir, monoespecifico, biespecifico, triespecifico, multiespecifico. Usando
estas definiciones, un anticuerpo natural, p. €j. una IgG, es bivalente porque tiene dos brazos de unién pero es
monoespecifico porque se une a un antigeno. Las proteinas de fusion multivalentes monoespecificas tienen mas de
un sitio de unién para un epitopo, pero solo se unen con el mismo epitopo en el mismo antigeno, por ejemplo un
diacuerpo con dos sitios de unién reactivos con el mismo antigeno. La proteina de fusién puede incluir una combinacion
multivalente o multiespecifica de diferentes componentes de anticuerpos o copias multiples del mismo componente
de anticuerpo. La proteina de fusién puede incluir adicionalmente un agente terapéutico. Los ejemplos de agentes
terapéuticos adecuados para tales proteinas de fusion incluyen inmunomoduladores ("proteina de fusién anticuerpo-
inmunomodulador") y toxinas ("proteina de fusion anticuerpo-toxina"). Una toxina preferida comprende una
ribonucleasa (RNasa), preferiblemente una RNasa recombinante.

En otra realizacion, puede conseguirse un enlace selectivo usando un enlazador heterobifuncional tal como el éster
de maleimida-hidroxisuccinimida. La reaccién del éster con un anticuerpo o fragmento puede derivatizar grupos amina
en el anticuerpo o fragmento, y después puede hacerse reaccionar el derivado, por ejemplo, con un fragmento Fab de
anticuerpo que tiene grupos sulfhidrilo libres (o un fragmento mas grande o anticuerpo intacto con grupos sulfhidrilo
anexados al mismo, por ejemplo mediante el reactivo de Traut). Tal enlazador es menos probable que reticule grupos
en el mismo anticuerpo y mejora la selectividad del enlace.

En una realizacion particular, los anticuerpos o fragmentos de la presente invencién tal como se definen en las
reivindicaciones se pueden ligar en sitios alejados de los sitios de unién con el antigeno. Esto se puede lograr, por
ejemplo, mediante la unién a grupos sulfhidrilo intercatenarios escindidos, como se sefal6 anteriormente. Otro método
implica hacer reaccionar un anticuerpo que tiene una porcion de carbohidrato oxidada con otro anticuerpo que tiene
al menos una funcién amina libre. Esto da como resultado un enlace inicial de base de Schiff (imina), que se estabiliza
preferiblemente por reduccion a una amina secundaria, por ejemplo, mediante reduccién de borohidruro, para formar
el producto final. Tales enlaces especificos del sitio se describen, para moléculas pequefias, en la patente de EE. UU.
n? 4.671.958, y para sumandos mayores en la patente de EE. UU. n® 4.699.784.

Los puentes disulfuro intercatenarios del fragmento F(ab')2 que tienen especificidad por la diana se pueden reducir
con cisteina, evitando el enlace de cadena ligera-pesada, para formar fragmentos Fab'-SH. El grupo o grupos SH se
pueden activar con un exceso de enlazador de bis-maleimida (1,1'-15 (metilendi-4,1-fenilen) bis-maleimida).

En una realizacion, los anticuerpos hL243 de la presente invencion como se definen en las reivindicaciones, asi como
otras moléculas de unién con diferentes especificidades, pueden usarse en terapia de combinacion. Por ejemplo, los
anticuerpos multiespecificos pueden incluir al menos un sitio de unién a un epitopo reconocido por el anticuerpo
monoclonal murino mL243, o antigeno, y al menos un sitio de unién a otro epitopo reconocido por el anticuerpo
monoclonal murino mL243, u otro antigeno. Ademas, los anticuerpos multivalentes (que incluyen miltiples sitios de
unién con el mismo epitopo o antigeno), o los anticuerpos pueden ser tanto multivalentes como multiespecificos.

En una realizacion particular, una molécula de unién puede ser una proteina de fusion. En otra realizacion particular,
la proteina de fusién puede contener cuatro o mas Fvs o Fab’s de anticuerpos L243 humanizados quiméricos humanos
o0 murinos, o fragmentos, como se describe en el presente texto. En otra realizacién, una proteina de fusién de
anticuerpo puede contener uno o0 mas Fvs o Fab’s de los mAbs o fragmentos de un mAb L243 humanizado, quimérico,
humano o murino, o fragmento, como se describe en el presente texto. De acuerdo con estas realizaciones, se pueden
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incluir uno 0 méas Fvs o Fab’s de anticuerpos especificos para otro antigeno que es especifico para un marcador celular
distinto de un antigeno HLA. Por ejemplo, el antigeno no HLA puede incluir un marcador tumoral seleccionado de un
antigeno de linaje de células B (por ejemplo, CD19, CD20 o CD22 para el tratamiento de neoplasias de células B). En
otro ejemplo, el antigeno no HLA también se puede expresar en otras células que causan otros tipos de tumores
malignos, tales como Sl 00 en melanoma, etc. Ademas, el marcador celular puede ser un antigeno de linaje no de
células B, tal como el seleccionado del grupo que consiste en HLA-DR, CD30, CDS3, CD52, CD66, MUC1 y TAC.

En una realizacién, un anticuerpo L243 de la presente invencion como se define en las reivindicaciones puede
combinarse con otros anticuerpos y usarse para tratar a un sujeto que tiene, o se sospecha que tiene, una enfermedad.
De acuerdo con esta realizacion, un anticuerpo L243 o una composicion del mismo puede combinarse con un
anticuerpo monoclonal anticancerigeno tal como un anticuerpo monoclonal humanizado (por ejemplo, hA20 (Mab
CD20)) y usarse para tratar el cancer. En una realizacién mas particular, un anticuerpo HLA-DR de L243 puede
combinarse con un anticuerpo monoclonal anticancerigeno (p. ej. hA20) y usarse para tratar a un sujeto sospechoso
de desarrollar una enfermedad. Se contempla aqui que puede usarse un anticuerpo hL243 como una composicién de
anticuerpo separada en combinaciéon con una o mas composiciones de anticuerpos separadas, asi como también
usarse como anticuerpo bifuncional, por ejemplo uno de hL243 y el otro de hA20. De acuerdo con esta realizacion, el
anticuerpo hL243 puede ser el HLA-DR de hL243. En otra realizacion particular, la enfermedad puede incluir dirigir
una enfermedad de malignidad de células B en un sujeto que tiene tal enfermedad. La malignidad de células B puede
consistir en formas indolentes de linfomas de células B, formas agresivas de linfomas de células B, leucemias linfaticas
cronicas, leucemias linfaticas agudas, macroglobulinemia de Waldenstrom y mieloma multiple. También hay trastornos
de células B no malignas y enfermedades relacionadas, tales como muchas enfermedades autoinmunitarias y
desreguladoras del sistema inmune, que incluyen septicemia y choque séptico entre las enfermedades desreguladoras
del sistema inmunolégico (véase también la solicitud provisional de los EE. UU. N° 60/634.076 presentada el 8 de
diciembre de 2004, por Goldenberg y Hansen, publicada como documento US 2006/0140936). En particular, las
composiciones descritas en el presente texto son particularmente Utiles para el tratamiento de diversas enfermedades
autoinmunitarias, asi como formas indolentes de linfomas de células B, formas agresivas de linfomas de células B,
leucemias linfaticas crénicas, leucemias linfaticas agudas, mieloma multiple y macroglobulinemia de Waldenstrom, asi
como otras neoplasias hematopoyéticas, como las leucemias mieloides agudas y crénicas y las leucemias y linfomas
de células T. Por ejemplo, los componentes del anticuerpo hL243 y los inmunoconjugados se pueden usar
preferiblemente para tratar formas tanto indolentes como agresivas de linfoma no Hodgkin y leucemias linfoides.

Los antigenos asociados a un tumor que pueden ser especificos incluyen, pero sin limitarse a ellos, A3, antigeno
especifico para el anticuerpo A33, antigeno BrE3, CD1, CD1a, CD3, CD5, CD15, CD19, CD20, CD21, CD22, CD23,
CD25, CD30, CD45, CD74, CD79a, CD80, HLA-DR, NCA 95, NCA 90, HCG y sus subunidades, CEA (CEACAM-5),
CEACAM-6, CSAp, EGFR, EGP-1, EGP-2, Ep-CAM, Ba 733, HER2/neu, factor inducible por hipoxia (HIF), antigeno
KC4, antigeno KS-1, KS1-4, Le-Y, factor de inhibicion de macréfagos (MIF), MAGE, MUC1, MUC2, MUC3, MUC4,
antigeno PAM-4, PSA, PSMA, RS5, S100, TAG-72, p53, tenascina, IL-6, IL-8, factor de crecimiento de insulina-1 (IGF-
1), antigeno Tn, antigenos de Thomson-Friedenreich, antigenos de necrosis tumoral, VEGF, antigeno 17-1A, un
marcador de angiogénesis (p. €j., fibronectina ED-B), un marcador oncogénico, un producto oncogénico y otros
antigenos asociados a tumores. Los informes recientes sobre antigenos asociados a tumores incluyen Mizukami et
al., (2005, Nature Med. 11: 992-97); Hatfield et al., (2005, Curr. Cancer Drug Targets 5: 229-48); Vallbohmer et al.
(2005, J. Clin. Oncol. 23: 3536-44) y Ren et al. (2005, Ann. Surg. 242: 55-63).

Ademas, otra realizacién de la presente invencion puede incluir anticuerpos biespecificos o multiespecificos para
preparar inmunoconjugados y composiciones. De acuerdo con estas realizaciones, los anticuerpos L243 o fragmentos
o proteinas de fusion de anticuerpos de los mismos, pueden unirse a un anticuerpo o fragmento de anticuerpo
especifico para una sustancia marcadora de cancer, un epitopo en la superficie de un organismo patégeno infeccioso
0 una sustancia nociva en la sangre u otros fluidos corporales. Los anticuerpos biespecificos y multiespecificos pueden
ser Utiles para inducir el aclaramiento de una variedad de sustancias nocivas. Por ejemplo, un anticuerpo biespecifico
puede tener una o mas especificidades para una sustancia nociva, tal como un organismo patégeno, y una o0 mas
especificidades para HLA-DR, la cadena invariante de HLA de clase Il (li). La cadena invariante de HLA de clase Il (Ii)
se describe en detalle en el documento de EE.UU. n® de serie 09/314.135, presentado el 19 de mayo de 1999, titulado
"Therapeutic Using a Bispecific Antibody”.

En otra realizacion, los inmunoconjugados y las composiciones de la presente invencién como se definen en las
reivindicaciones descritas en el presente texto pueden incluir también un anticuerpo multivalente L243. De acuerdo
con esta realizacion, se puede construir una proteina multivalente de unién con la diana mediante la asociacion de un
primero y un segundo polipéptidos. El primer polipéptido puede incluir una primera molécula monocatenaria de Fv
unida covalentemente a un primer dominio de tipo de la inmunoglobulina que preferiblemente es un dominio de regién
variable de cadena ligera de inmunoglobulina. El segundo polipéptido puede incluir una segunda molécula de Fv
monocatenaria unida covalentemente a un segundo dominio del tipo de la inmunoglobulina que preferiblemente es un
dominio de la regién variable de la cadena pesada de inmunoglobulina. Cada una de las primera y segunda moléculas
Fv monocatenarias forma un sitio de unién de la diana, y el primer y segundo dominios del tipo de la inmunoglobulina
se asocian para formar un tercer sitio de union de la diana.

En una realizacion alternativa, un anticuerpo monoclonal humanizado, quimérico o humano L243 puede ser usado
para producir diacuerpos, triacuerpos y tetracuerpos especificos del antigeno. Por ejemplo, los diacuerpos, triacuerpos
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y tetracuerpos monoespecificos pueden unirse selectivamente a antigenos dirigidos y a medida que aumenta el
namero de sitios de unién en la molécula, aumenta la afinidad por la célula diana y se observa un tiempo de
permanencia mas largo en la ubicacion deseada. Para los diacuerpos se pueden utilizar las dos cadenas que
comprenden el polipéptido VH del mAb L243 humanizado conectado con el polipéptido VK del mAb L243 humanizado,
por un enlazador de residuo de cinco amino&cidos. Cada cadena forma la mitad del diacuerpo L243 humanizado. En el
caso de triacuerpos, se utilizan las tres cadenas que comprenden el polipéptido VH del MAb L243 humanizado conectado
al polipéptido VK del MAb L243 humanizado sin enlazador. Cada cadena forma un tercio del triacuerpo hL243.

En otra realizacion, los inmunoconjugados y las composiciones de la presente invencién como se definen en las
reivindicaciones pueden incluir también anticuerpos funcionales de cadena Unica biespecificos (bscAb) (véase, por
ejemplo, Mack et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 92: 7021-7025, 1995). Por ejemplo, el bscAb puede producirse
juntando dos fragmentos Fv monocatenarios a través de un enlazador de glicina-serina usando métodos
recombinantes. Los dominios V de cadena ligera (VL) y V de cadena pesada (VH) de dos anticuerpos de interés
pueden aislarse usando métodos PCR estandar. Los ADNc de VL y VH obtenidos de cada hibridoma se pueden unir
para formar un Unico fragmento monocatenario en una PCR de fusion en dos etapas. En un ejemplo, la primera etapa
de la PCR introduce el enlazador (Gly4-Serl)3, y la segunda etapa junta los amplicones VL y VH. Cada molécula de
cadena simple puede clonarse en un vector de expresion bacteriano. Después de la amplificacion, una de las
moléculas monocatenarias puede escindirse y subclonarse en el otro vector, que contiene la segunda molécula
monocatenaria de interés. Después, el fragmento bscAb se puede subclonar en un vector de expresion eucariota. La
expresion de proteina funcional puede obtenerse transfectando el vector en células de ovario de hamster chino. Se
preparan otras proteinas de fusidn biespecificas de una manera similar. Los anticuerpos monocatenarios biespecificos
y las proteinas de fusién biespecificas se pueden usar para preparar los vehiculos del farmaco.

Ademas, una realizacién puede incluir un diacuerpo en tandem tetravalente (denominado “tandAb”) con doble
especificidad (Cochlovius y col., Cancer Research (2000) 60: 4336 -4341). Un tandAb biespecifico es un dimero de
dos polipéptidos idénticos, cada uno de los cuales contiene cuatro dominios variables de dos anticuerpos diferentes
(VH1, VL1, VH2, VL2) enlazados en una orientacion que facilita la formacién de dos posibles sitios de unién para cada
una de las dos diferentes especificidades en la autoasociacion.

En otra realizacién, puede usarse un anticuerpo L243 multivalente conjugado para preparar el inmunoconjugado o la
composicién. Se pueden afnadir residuos de aminoacidos adicionales al extremo N o C del primer o segundo
polipéptido. Los residuos de aminoacidos adicionales pueden comprender una etiqueta peptidica, un péptido senal,
una citocina, una enzima (por ejemplo, una enzima activadora pro-farmaco), una hormona, un oligonucleétido, un ARN
de interferencia, una toxina peptidica como la exotoxina de pseudomonas, un farmaco peptidico, una proteina
citotoxica u otras proteinas funcionales. Como se usa en el presente texto, una proteina funcional es una proteina que
tiene una funcién bioldgica.

En otra realizacion mas, el anticuerpo hL243, o fragmentos del mismo, puede usarse para preparar un complejo de
proteina polivalente, una nueva proteina de fusién con anticuerpo que comprende tres o cuatro sitios de union con el
antigeno. De acuerdo con estas realizaciones, uno o mas sitios de unién con el antigeno pueden estar compuestos
por los dominios variables hL243, y uno o mas de los sitios de unién con el antigeno restantes pueden incluir dominios
variables de otros anticuerpos especificos del antigeno, segun se desee. Tales complejos de proteina polivalente se
describen en la Publicacion PCT WO04094613A2 (Rossi et al., 2004). Cuando se combina con una cadena variable
de anticuerpo especifica del antigeno apropiada, puede usarse un complejo de proteina polivalente que comprende
un dominio variable hL243 para tratar una diversidad de trastornos de desregulacién neoplasica, infecciosa,
metabdlica, neurodegenerativa, autoinmunitaria o inmunitaria.

En una realizacién de la presente invencion, farmacos, toxinas, compuestos radioactivos, enzimas, hormonas,
proteinas citotéxicas, oligonucleétidos, ARN de interferencia (p. ej. moléculas de ARNi), quelatos, citocinas y otros
agentes funcionales, pueden conjugarse con una proteina multivalente de union con la diana. De acuerdo con estas
realizaciones, pueden usarse las uniones covalentes a las cadenas laterales de los restos de aminoacidos de la
proteina multivalente de unién con la diana, por ejemplo, grupos amina, carboxilo, fenilo, tiol o hidroxilo. Se pueden
usar diversos enlazadores convencionales con este propdsito, por ejemplo diisocianatos, diisotiocianatos, ésteres de
bis (hidroxisuccinimida), carbodiimidas, ésteres de maleimida-hidroxisuccinimida, glutaraldehido y similares. La
conjugacién de agentes con la proteina multivalente no afecta preferiblemente de un modo significativo a la
especificidad de union de la proteina o su afinidad por su diana. Como se usa en el presente texto, un agente funcional
es un agente que tiene una funcion bioldgica. Un agente funcional preferido es un agente citotdxico.

En otras realizaciones mas, el suministro, dirigido por anticuerpos biespecificos, de farmacos o polimeros de
profarmacos a dianas in vivo, puede combinarse con la administracién de radionucleidos de anticuerpos biespecificos,
de manera que se consigue la quimioterapia de combinacién y la radioinmunoterapia. Cada agente terapéutico puede
conjugarse con un conjugado dirigible y administrarse simultdneamente, o el nucleido puede administrarse como parte
de un primer conjugado dirigible y el farmaco administrado en un paso posterior como parte de un segundo conjugado
dirigible. Los conjugados y farmacos dirigibles adecuados son conocidos en la técnica.

En otra realizacion, los agentes citotoxicos pueden conjugarse con un vehiculo polimérico, y el vehiculo polimérico
puede conjugarse posteriormente con la proteina multivalente de unién con una diana. Para este método, véanse
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Ryser et al, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 75: 3867-3870, 1978, patente de EE. UU. n? 4.699.784 y patente de EE. UU.
n® 4.046.722. La conjugacion preferiblemente no afecta significativamente a la especificidad de unién o afinidad de la
proteina multivalente de union.

Uso de anticuerpos quiméricos y humanos humanizados, para el tratamiento y el diagnostico

Los anticuerpos monoclonales humanizados de la presente invencién como se definen en las reivindicaciones son
adecuados para su uso en los métodos terapéuticos y métodos de diagnéstico que utilizan inmunoconjugados y
composiciones como se describe en el presente texto. En consecuencia, los inmunoconjugados 0 composiciones
pueden incluir anticuerpos o anticuerpos humanizados, quiméricos y humanos desnudos, que pueden conjugarse con
un vehiculo, un agente terapéutico o un agente de diagnéstico. Los inmunoconjugados pueden administrarse como
terapia multimodal. Por ejemplo, se pueden administrar agentes terapéuticos o de diagnédstico adicionales antes,
simultaneamente o después de la administracién del inmunoconjugado o composicion. La eficacia de los
inmunoconjugados o composiciones puede ser potenciada suplementando los inmunoconjugados o composiciones
L243 humanizados, quiméricos y humanos con una o mas moléculas de unién (es decir, mAbs contra antigenos
especificos, tales como CD4, CDS, CD8, CD14, CD15, CD19, CD21, CD22, CD23, CD25, CD30, CD33, CD37, CD38,
CD40, CD40L, CD46, CD52, CD54, CD74, CD80, CD126, CCD138, CD154, B7, MUC1, MUC2, MUC3, MUCA4,
MUC16, NCA66, antigenos de necrosis, PAM-4, KS-1, Le (y), MAGE, la, IL-2, IL-6, tenascina, HM1.24, VEGF, EGFR,
EGP-1, EGP-2, receptor de folato, gonadotropina coriénica humana, antigeno-p especifico del colon (CSAp), factor de
crecimiento similar a la insulina (ILGF), factor de crecimiento placentario (P1GF), fosfatasa &cida prostatica, PSA,
PSMA, T101, TAG, TAG-72, Her2/neu, anhidrasa carbédnica IX, IL-6, SI00, alfa-fetoproteina, A3, CA125, antigeno
carcinoembrionario (CEA), antigenos no especificos de reaccion cruzada tales como CD66 (a, b, ¢, d), MART-1, TRP-
1, TRP-2, gplOO, amiloide, con anticuerpos hL243, o inmunoconjugados de los mismos, o anticuerpos contra estos
antigenos citados). Los antigenos asociados a las células B preferidos incluyen los equivalentes a los antigenos
humanos CD19, CD20, CD21, CD22, CD23, CD46, CD52, CD74, CD80 y CDS. Los antigenos de células T preferidos
incluyen aquellos equivalentes a los antigenos humanos CD4, CDS y CD25 (el receptor de IL-2).

Alternativamente, la molécula sustituta para un antigeno HLA-DR puede ser usada en el tratamiento de trastornos
tanto de células B como de células T. En una realizacion particular, los antigenos de células B pueden ser equivalentes
a los antigenos humanos CD19, CD22, CD21, CD23, CD74, CD80 y HLA-DR. En otra realizacion particular, pueden
usarse antigenos de células T equivalentes a los antigenos humanos CD4, CDS y CD25. Alternativamente, pueden
usarse antigenos CD46 y CD59 en la superficie de las células cancerosas que bloquean la lisis dependiente del
complemento (CDC). En una realizacién, se pueden usar antigenos asociados a un melanoma maligno, tales como el
equivalente a MART-1, TRP-1, TRP-2 y gpl00. Ademas, en una realizacién particular, los antigenos asociados a un
mieloma multiple son los equivalentes a MUC1, CD38 y CD74.

En un ejemplo, la molécula de unidén suplementaria puede estar desnuda o conjugada con un vehiculo, un agente
terapéutico o un agente de diagnéstico, incluidos lipidos, polimeros, farmacos, toxinas, inmunomoduladores,
hormonas, enzimas, oligonucleétidos, ARNs de interferencia y radionucleidos terapéuticos, etc. De acuerdo con esta
realizacién, la molécula de union suplementaria puede administrarse concurrentemente, secuencialmente, o de
acuerdo con un régimen de dosificacion prescrito, con los inmunoconjugados o composiciones de L243 humanizado,
quimérico y humano.

Ademas, se contempla en este documento la administracién de un inmunoconjugado o composicién para usos
diagndsticos y terapéuticos en linfomas de células B, linfomas de células T y otras enfermedades o trastornos. Un
inmunoconjugado, como se describe en este documento, puede ser una molécula que incluye una molécula de union
conjugada con un vehiculo. De acuerdo con esta realizacion, el inmunoconjugado puede usarse para formar una
composicidén que incluye ademas un agente terapéutico o de diagndstico, que puede incluir un péptido que puede
llevar el agente de diagnéstico o terapéutico. Un inmunoconjugado conserva la inmunorreactividad de la molécula de
unién (es decir, el resto de anticuerpo tiene aproximadamente la misma capacidad o una capacidad ligeramente
reducida de unirse al antigeno cognado después de la conjugacion como antes de la conjugacion). Los
inmunoconjugados pueden incluir moléculas de unién conjugadas con cualquier segunda molécula adecuada (por
ejemplo, lipidos, proteinas, carbohidratos, que pueden formar estructuras mas ordenadas, o las propias estructuras
mas ordenadas, tales como liposomas, micelas y/o nanoparticulas). Para facilitar el suministro de ciertos efectores,
puede ser deseable conjugar el anticuerpo hL243 con una o mas moléculas que son capaces de formar estructuras
mas ordenadas (por ejemplo, lipidos anfifilicos). Las moléculas anfifilicas también pueden ser deseables para facilitar
el suministro de efectores que demuestran solubilidad limitada en solucién acuosa.

En otra realizacion, se puede usar una amplia variedad de reactivos de diagnéstico y terapéuticos para formar los
inmunoconjugados y las composiciones como se describe en este documento. Los agentes terapéuticos incluyen, por
ejemplo, farmacos quimioterapéuticos tales como alcaloides de la vinca, antraciclinas, epidofilotoxinas, taxanos,
antimetabolitos, agentes de alquilacion, antibiéticos, inhibidores de Cox-2, agentes antimitéticos, antiangiogénicos y
apoptoticos, particularmente doxorrubicina, metotrexato, taxol, CPT-11, camptotecanos, y otros de estas y otras clases
de agentes anticancerosos, y similares. Otros farmacos quimioterapéuticos Utiles para el cancer para la preparaciéon
de inmunoconjugados y proteinas de fusion de anticuerpos incluyen las mostazas nitrogenadas, sulfonatos de alquilo,
nitrosoureas, triazenos, analogos de acido folico, inhibidores de COX-2, analogos de pirimidina, analogos de purina,
complejos de coordinacién de platino, hormonas y similares. Los agentes quimioterapéuticos adecuados se describen
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en Remington's Pharmaceutical Sciences, 192 ed. (Mack Publishing Co. 1995), y en The Pharmacological Basis of
Therapeutics, 72 ed. (MacMillan Publishing Co. 1985) de Goodman y Oilman, asi como ediciones revisadas de estas
publicaciones. Se pueden usar otros agentes quimioterapéuticos adecuados, tales como farmacos experimentales, y
se conocen en la técnica.

Adicionalmente, en otra realizacién, un quelante tal como DTPA, DOTA, TETA o NOTA se puede conjugar con uno o
mas componentes de las composiciones como se describe en el presente texto. Alternativamente, un péptido
adecuado que incluye un marcador detectable (por ejemplo, una molécula fluorescente) o un agente citotéxico (por
ejemplo, un metal pesado o un radionucleido), puede estar asociado covalentemente, no covalentemente, o de otro
modo, con mas componentes de las composiciones como se describe en el presente texto. Por ejemplo, se puede
obtener un inmunoconjugado terapéuticamente Util incorporando un agente o colorante fotoactivo en la composicién
como se describe en este documento. Las composiciones fluorescentes, tales como el fluorocromo y otros cromogenos
o colorantes, tales como las porfirinas sensibles a la luz visible, se han usado para detectar y tratar lesiones dirigiendo
la luz adecuada a la lesion. En terapia, esto se ha denominado fotorradiacion, fototerapia o terapia fotodinamica (Jori
et al. (Eds.), PHOTODYNAMIC THERAPY OF TUMORS AND OTHER DISEASES (Libreria Progetto 1985), van den
Bergh, Chem. Britain 22: 430 (1986)). Ademas, los anticuerpos monoclonales han sido acoplados con colorantes
fotoactivados para lograr la fototerapia. Mew y col., J. Immunol. 130: 1473 (1983); idem., Cancer Res. 45: 4380 (1985);
Oseroff et al., Proc. Natl. Acad. Sci. 83: 8744 (1986); idem., Photochem. Photobiol. 46: 83 (1987); Hasan y otros, Prog.
Clin. Biol. Res. 288: 471 (1989); Tatsuta et al., Lasers Surg. Med. 9: 422 (1989); Pelegrin et al., Cancer 67: 2529 (1991).
También se contemplan aplicaciones endoscopicas. Los métodos endoscopicos de deteccién y terapia se describen en
las patentes de EE. UU. nimeros 4.932.412; 5.525.338; 5.716.595; 5.736.119; 5.922.302; 6.096.289; y 6.387.350.

En una realizacién, se contempla aqui que el uso terapéutico de composiciones de inmunoconjugados de hL243 que
comprenden agentes fotoactivos o colorantes, y los métodos diagndstico/terapéuticos descritos, pueden incluir el uso
diagnéstico o terapéutico de composiciones de inmunoconjugado de hL423 que comprenden agentes fotoactivos o
colorantes. El inmunoconjugado puede contener también agentes de ultrasonidos de los tipos discutidos
anteriormente. También se contempla el uso de agentes radiactivos y no radiactivos como agentes de diagnéstico en
las composiciones de inmunoconjugado L423 humanizado, quimérico y humano, como se describe en el presente
texto. Un agente de diagnéstico no radiactivo adecuado es un agente de contraste adecuado para formacion de
imagenes de resonancia magnética, tomografia computerizada o ultrasonidos. Los agentes de formacién de imagenes
magnéticas incluyen, por ejemplo, metales no radioactivos tales como manganeso, hierro y gadolinio, complejados
con combinaciones de metal-quelato que incluyen 2-bencil-DTPA y sus analogos de monometilo y ciclohexilo, cuando
se usan junto con los anticuerpos descritos en el presente texto (véase el documento U.S. Serial n® 09/921.290
presentado el 10 de octubre de 2001, publicado como documento US 2002/0041847.

En otra realizacién, una composicion de inmunoconjugado L423 humano, quimérico y humanizado puede incluir un
radiois6topo 0 un emisor de positrones util para la formacién de imagenes de diagndstico. Los radiois6topos
adecuados pueden incluir los que estan en el margen de energia de 60 a 4.000 keV. Los radioisétopos adecuados
pueden incluir 18-F, 52-Fe, 62-Cu, 64-Cu, 67-Cu, 67-Ga, 68-Ga, 86-Y, 89-Zr, 94-Tc, 94m-Tc, 99m-Tc, 111-In, 123-
1,124-1,125-1, 131-1, y similares (véase, por ejemplo, la solicitud de patente de EE. UU. titulada "Labeling Targeting
Agents with Gallium-68), inventores G. L. Griffiths y W. J. McBride (solicitud provisional de Estados Unidos No.
60/342.104 publicada como US 2003/0176784, que describe emisores de positrones, tales como 18-F, 68-Ga, 94m-
Tc y similares para fines de obtencion de imagenes).

En otra realizacion de la presente invencién, una toxina, tal como la exotoxina de Pseudomonas, puede estar presente
en los anticuerpos L243 humanizados, quiméricos y humanos, o inmunoconjugados o composiciones de los mismos
como se describe en el presente texto. Por ejemplo, la toxina puede complejarse o formar la porcion de agente
terapéutico de una proteina de fusién con anticuerpo, de un anticuerpo hL243 descrito en este documento. Otras
toxinas incluyen ricina, abrina, ribonucleasa (RNasa), ADNasa |, enterotoxina A estafiloctcica, proteina antiviral de
hierba carmin, gelonina, toxina diftérica, exotoxina de Pseudomonas y endotoxina de Pseudomonas (véase, por
ejemplo, Pastan et al., Cell 47: 641 (1986), y Goldenberg, CA-A Cancer Journal for Clinicians 44: 43 (1994). Toxinas
adicionales adecuadas para su uso en la presente memoria son conocidas por los expertos en la técnica y se describen
en la patente de EE. UU. n® 6.077.499).

Alternativamente, también puede estar presente un inmunomodulador, tal como una citocina, en las composiciones
de inmunoconjugado hL423 administradas de la invencion, como se define en las reivindicaciones. Por ejemplo, un
inmunomodulador se puede conjugar con, o formar la porcion de agente terapéutico de una proteina de fusion de
anticuerpo o ser administrado como parte de las composiciones de inmunoconjugado de L423 humana, quimérica y
humanizada como se describe en este documento. Las citocinas adecuadas incluyen, pero sin limitarse a ellas,
interferones e interleucinas, como se describe a continuacion.

En una realizacién, un anticuerpo L243 humanizado de la invenciéon como se define en las reivindicaciones puede
usarse como parte de la predireccionamiento (pretargeting), una alternativa no inmunogénica altamente selectiva para
aplicaciones de diagnostico y terapéuticas, en las que se emplea un anticuerpo biespecifico que reconoce
conjuntamente un antigeno tumoral y uno o mas haptenos en una molécula transportadora, donde la molécula
transportadora puede incluir una molécula efectora. Los anticuerpos biespecificos (bsAb) tienen la ventaja de que
pueden ser disefiados como proteina humanizada relativamente no inmunogénica. La afinidad de unién de un bsAb
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puede depender de la afinidad de unidén del agente de direccionamiento primario. Usando un péptido divalente, se
puede lograr un aumento de la afinidad, que puede mejorar en gran medida la unién del péptido con el sitio diana en
comparacién con un péptido monovalente. Véase, por ejemplo, la patente de EE. UU. n? 5.256.395. En una realizacion,
el predireccionamiento con un hL243 bsAb puede incluir un brazo del bsAb derivado de las regiones variables de un
anticuerpo hL243 como se describe en el presente texto, y el segundo brazo del anticuerpo que reconoce un resto
que contiene un agente de diagnostico o terapéutico (por ejemplo, un transportador con un agente de diagndstico o
terapéutico juntos como una "construccion dirigible"). Construcciones dirigibles adecuadas y métodos de uso se
describen en la solicitud de patente de EE. UU. 20050002945. La construccién dirigible puede ser, por ejemplo, (i)
DOTA-Phe-Lys (HSG)-D-Tyr-Lys (HSG)-NHz; (ii) DOTA-Phe-Lys(HSG)-Tyr-Lys- (HSG) -NHz2; o (iii) Ac-Lys (HSG) D-
Tyr-Lys (HSG)-Lys (Tscg-Cys)-NHz, aunque el experto en la materia apreciard que pueden usarse ofras
construcciones dirigibles. En otros sistemas, la construccién dirigible comprende un resto hapténico que es reconocido
por el segundo brazo del anticuerpo y un agente terapéutico o de diagnéstico. Por ejemplo, un agente terapéutico
puede ser un agente quimioterapéutico o una toxina, tal como los descritos anteriormente.

Una realizacién particular incluye un sistema de predireccionamiento descrito por Janevik-lvanovska et al., que usa un
anticuerpo dirigido contra un derivado de histamina, histamina-succinil-glicilo (HSG), como sistema de reconocimiento
en donde se podrian preparar una variedad de sustancias efectoras. Los anticuerpos L243 humanizados de la presente
invencion se pueden usar en tal sistema. Este sistema de predireccionamiento representa una ventaja significativa
sobre otros sistemas de predireccionamiento ya que se puede usar con una variedad de diferentes agentes de
formacion de imagenes o terapéuticos. En un ejemplo, este sistema puede basarse en el uso de un anticuerpo dirigido
contra DTP A o HSG y el desarrollo de péptidos que contienen el resto de DTPA o HSG. Los péptidos que contienen
DTPA y/o que contienen HSG pueden sintetizarse y, cuando el péptido contiene DTPA, dicho péptido puede marcarse
con nucleidos quelados, tales como In, Y o Lu, que pueden ser Utiles en terapia o diagndstico. Se han generado
anticuerpos contra el resto DTPA-In. En otras realizaciones, el sistema incluye péptidos de haptenos y/o quelantes
tales como DTPA, y que pueden ser adecuados para el radiomarcaje con °°Y, “In, y '7’Lu, asi como **™Tc.

Preparacion de inmunoconjugados

Los inmunoconjugados descritos en el presente texto se pueden preparar por métodos conocidos para unir anticuerpos
con lipidos, carbohidratos, proteinas u otros atomos y moléculas. Por ejemplo, las moléculas de unién descritas en el
presente texto pueden conjugarse con uno o mas de los vehiculos descritos en la presente memoria (por ejemplo,
lipidos, polimeros, liposomas, micelas o nanoparticulas) para formar un inmunoconjugado, y el inmunoconjugado
puede incorporar un agente terapéutico o de diagnostico, bien sea covalentemente, no covalentemente, o de alguna
otra forma. Ademas, cualquiera de las moléculas de union descritas en este documento puede conjugarse con uno o
mas agentes terapéuticos o de diagnéstico descritos en la presente memoria, o vehiculos adicionales. Generalmente,
un agente terapéutico o de diagnéstico se puede unir a cada molécula de unién, pero méas de un agente terapéutico o
agente de diagndstico se puede unir a la misma molécula de unién. En una realizacion, las proteinas de fusion de
anticuerpos contempladas en el presente texto pueden incluir dos 0 mas anticuerpos o fragmentos de las mismas y
cada uno de los anticuerpos que incluyen esta proteina de fusién puede conjugarse con uno o mas de los vehiculos
descritos en la presente memoria. Adicionalmente, uno o mas de los anticuerpos de la proteina de fusién de anticuerpo
pueden tener uno o mas agentes terapéuticos o de diagnéstico unidos. Ademas, no es necesario que el agente
terapéutico sea el mismo, sino que pueden ser agentes terapéuticos diferentes. Por ejemplo, las composiciones
descritas en este documento pueden incluir un farmaco y un radiois6topo.

En un ejemplo, una IgG puede marcarse radiactivamente con 3!l y conjugarse con un lipido, de modo que el conjugado
IgG-lipido pueda formar un liposoma. De acuerdo con este ejemplo, el liposoma puede incorporar uno 0 mas agentes
terapéuticos o de diagndéstico, (p. €j. un farmaco tal como FUdR-dO). Alternativamente, ademas del vehiculo, la IgG
puede conjugarse con 131-1 (por ejemplo, en un resto de tirosina) y un farmaco (por ejemplo, en el grupo épsilon amino
de un resto de lisina), y el vehiculo puede incorporar un agente terapéutico o agente de diagnostico adicionales. Los
agentes terapéuticos y de diagnostico pueden estar asociados covalentemente con la molécula de unién, (por ejemplo,
conjugados con grupos disulfuro reducidos, cadenas laterales de carbohidrato, o cualquier otro grupo reactivo de la
molécula puente.

En otra realizacion, se puede unir un vehiculo, un agente terapéutico o un agente de diagndstico en la region bisagra
de un componente de anticuerpo reducido a través de la formacién de un enlace disulfuro. Como alternativa, los
péptidos se pueden unir a un componente de anticuerpo usando un agente de entrecruzamiento heterobifuncional, tal
como N-succinil 3-(2-piridilditio) propionato (SPDP). Yu et al., Int. J. Cancer 56: 244 (1994). Las técnicas generales
para tal conjugacion son bien conocidas en la técnica (véanse, por ejemplo, Wong, Chemistry of Protein Conjugation and
Cross-linking (CRC Press 1991); Upeslacis et al., "Modification of Antibodies by Chemical Methods", en Monoclonal
Antibodies Principles and Applications, Birch et al. (eds), paginas 187D230 (Wiley-Liss, Inc. 1995); Price, "Production and
Characterization of Synthetic Peptide-Derived Antibodies” en Monoclonal Antibodies: Production, Engineering and
Clinical Application, Ritter et al. (eds.), paginas 60D84 (Cambridge University Press 1995)). Alternativamente, el vehiculo,
agente terapéutico o agente de diagndstico se puede conjugar a través de un resto de hidrato de carbono en la region Fc
de un anticuerpo. El grupo carbohidrato puede usarse para aumentar la carga del mismo péptido que esta unido a un
grupo tiol, o el resto de hidrato de carbono puede usarse para unirse a un péptido diferente.

El método para conjugar péptidos con componentes de anticuerpo a través de un resto de carbohidrato de anticuerpo
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es bien conocido por los expertos en la técnica (véanse, por ejemplo, Shih et al., Int. J. Cancer 41: 832 (1988); Shih
et al., Int. J. Cancer 46: 1101 (1990); y Shih et al., patente de EE. UU. n® 5.057.313). Se puede usar una quimica
similar para conjugar uno o mas anticuerpos hL243, o sus componentes, con uno o mas vehiculos, agentes
terapéuticos o agentes de diagnéstico. En una realizacion, un método general implica hacer reaccionar un componente
de anticuerpo que tiene una porcién de carbohidrato oxidada con un polimero vehiculo que tiene al menos una funcion
amina libre y que esta cargado con diversos péptidos. Esta reaccién da como resultado un enlace de base de Schiff
inicial (imina), que se puede estabilizar por reduccién a una amina secundaria para formar el conjugado final.

En una realizacion, la regién Fc puede estar ausente, por ejemplo, si la molécula de unién con hL423 es un fragmento
de anticuerpo. Alternativamente, se puede introducir un resto de carbohidrato en la region variable de la cadena ligera
de un anticuerpo de longitud completa o fragmento de anticuerpo (véanse, por ejemplo, Leung et al., J. Immunol., 154:
5919 (1995); Hansen et al., patente de EE. UU. n? 5.443.953 (1995), Leung et al., patente de EE. UU. n® 6.254.868).
De acuerdo con estas realizaciones, el resto de carbohidrato modificado por ingenieria genética puede usarse para
unir un vehiculo portador, o un agente terapéutico o de diagnéstico.

Vehiculos (lipidos, liposomas, micelas, polimeros y nanoparticulas)

Puede usarse cualquier método para la formacion de liposomas y micelas, y son conocidos en la técnica (véanse, p.
ej., Wrobel et al., Biochimica et Biophysica Acta, 1235: 296 (1995); Lundberg et al., J. Pharm. Pharmacol., 51: 1099-
1105 (1999); Lundberg et al., Int. J. Pharm., 205: 101-108 (2000); Lundberg, J. Pharm. Sci., 83: 72-75 (1994); Xu et
al., Molec. Cancer Then, 1: 337-346 (2002); Torchilin y otros, Proc. Nat'l. Acad. Sci. USA, 100: 6039-6044 (2003);
documento U. S. 5.565.215; documento U. S. 6.379.698; y documento U. S. 2003/0082154). Se han descrito
nanoparticulas o nanocapsulas formadas a partir de polimeros, silice o metales, que se consideran en la presente
memoria para el suministro de farmacos o la formacién de imagenes (véanse, p. ej., West et al., Applications of
Nanotechnology to Biotechnology, 11: 215-217 (2000), documento US 5.620.708, documento US 5.702.727 vy
documento US 6.530.944).

Inmunoliposomas

Se han descrito algunos métodos para conjugar anticuerpos o moléculas de unién con liposomas para formar un
vehiculo dirigido para agentes terapéuticos o de diagnoéstico (véanse, p. €j., Bendas, Biodrugs, 15: 215-224 (2001); Xu
et al., Molec. Cancer Ther., 1: 337-346 (2002); Torchilin et al., Proc. Natl. Acad. Sci., 100: 6039-6044 (2003); Bally, et
al., J. Liposome Res., 8:299-335 (1998); Lundberg, Int. J. Pharm., 109: 73-81 (1994); Lundberg, J. Pharm. Pharmacol.,
49: 16-21 (1997); Lundberg, Anti-Cancer Drug Design, 13: 453-461 (1998)). Véanse también el documento U.S.
6.306.393; documento U.S. n® de serie 10/350.096; documento U.S. n® de serie 09/590.284, y documento U.S. n® de
serie 60/138.284, presentado el 9 de junio de 1999 y publicado como US 2002/0133930 y US 7.074.403.

Excipientes farmacéuticamente aceptables

En una realizacién, los inmunoconjugados o composiciones pueden incluir uno o mas excipientes adecuados
farmacéuticamente, uno o0 mas ingredientes adicionales o una combinacion de los mismos.

En otra realizacién, el inmunoconjugado o composiciones de la presente invenciébn como se definen en las
reivindicaciones se pueden formular de acuerdo con métodos conocidos para preparar composiciones Utiles
farmacéuticamente, en las que el inmunoconjugado o las composiciones se combinan en una mezcla con un excipiente
farmacéuticamente adecuado. La solucion salina tamponada con fosfato estéril es un ejemplo de excipiente
farmacéuticamente adecuado. Otros excipientes adecuados son bien conocidos por los expertos en la técnica (véanse,
por ejemplo, Ansel et al., Pharmaceutical Dosage Forms and Drug Delivery Systems, 52 ed. (Lea y Febiger 1990), y
Gennaro (ed), Remington's Pharmaceutical Sciences, 182 edicién (Mack Publishing Company 1990), y ediciones
revisadas de las mismas.

En otra realizacién, el inmunoconjugado o composiciones de la presente invencion tal como se definen en las
reivindicaciones pueden formularse para administracion intravenosa mediante, por ejemplo, inyeccion en bolo o
infusiéon continua.

Las formulaciones para inyeccién pueden presentarse, por ejemplo, en forma de dosificacion unitaria, por ejemplo en
ampollas o en recipientes de multidosis, con un conservante afiadido. Las composiciones pueden adoptar formas tales
como suspensiones, soluciones o emulsiones en vehiculos aceitosos o acuosos, y pueden contener agentes de
formulacion tales como agentes de suspension, estabilizantes y/o dispersantes. Alternativamente, el ingrediente activo
puede estar en forma de polvo para su constitucién con un vehiculo adecuado, por ejemplo, agua estéril libre de
pirégenos, antes de su uso. Se pueden emplear métodos farmacéuticos adicionales para controlar la duracién de la
accioén del conjugado terapéutico, de diagnéstico o anticuerpo desnudo. Por ejemplo, los preparados de liberacion
controlada pueden obtenerse mediante el uso de polimeros para complejar o adsorber el inmunoconjugado o el
anticuerpo desnudo. En un ejemplo, los polimeros biocompatibles incluyen matrices de poli (etileno-co-acetato de
vinilo) y matrices de un copolimero de polianhidrido de un dimero de acido estearico y acido sebéacico. Sherwood et
al., Bio/Technology 10: 1446 (1992). Algunas de las velocidades de liberacion de un inmunoconjugado o anticuerpo
de dicha matriz dependen del peso molecular del inmunoconjugado o anticuerpo, la cantidad de inmunoconjugado, el
anticuerpo dentro de la matriz y el tamafo de las particulas dispersas. Saltzman y otros, Biophys. J. 55: 163 (1989);
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Sherwood et al., supra. Otras formas de dosificacion sélidas se describen en Ansel et al., Pharmaceutical Dosage
Forms and Drug Delivery Systems, 52 edicion (Lea & Febiger 1990), y Gennaro (ed), Remington's Pharmaceutical
Sciences, 182 edicién (Mack Publishing Company 1990), y ediciones revisadas de los mismos.

En una realizacién, el inmunoconjugado o composiciones pueden ser también administradas a un mamifero por via
subcutanea o incluso por otras rutas parenterales. Ademas, la administracién puede ser por infusion continua o
mediante bolos Unicos o multiples. En un ejemplo, la dosificacién de un inmunoconjugado, proteina de fusiéon o
anticuerpo desnudo administrado para seres humanos variard dependiendo de factores tales como la edad, el peso,
la altura, el sexo, el estado general y el historial médico previo del paciente, etc. En una realizacion particular, se puede
administrar al receptor una dosis de inmunoconjugado o composicidén que incluye el inmunoconjugado que esta en el
intervalo de aproximadamente 1 mg/kg a mg/kg como una Unica infusion intravenosa, aunque también se puede
administrar una dosificacion inferior o superior segun las circunstancias. Esta dosificacion puede repetirse segin sea
necesario, por ejemplo, una vez por semana durante 4 a 10 semanas, preferiblemente una vez por semana durante 8
semanas, y mas preferiblemente, una vez por semana durante 4 semanas. También se puede administrar con menos
frecuencia, como cada dos semanas durante varios meses. La dosificacion puede administrarse a través de varias
rutas parenterales, con el ajuste apropiado de la dosis y el programa.

En una realizacién, para fines terapéuticos, el inmunoconjugado, o la composicién que incluye el inmunoconjugado,
se administra a un mamifero en una cantidad terapéuticamente eficaz. Un sujeto adecuado para los métodos
terapéuticos y de diagndstico descritos en la presente memoria puede ser un ser humano, aunque también se
contempla un sujeto animal no humano.

En un ejemplo, se dice que un preparado de anticuerpo se administra en una "cantidad terapéuticamente efectiva” si
la cantidad administrada es fisiolégicamente significativa. Un agente es fisiol6gicamente significativo si su presencia
da como resultado un cambio detectable en la fisiologia de un mamifero receptor. En particular, un preparado de
anticuerpo es fisioldgicamente significativo si su presencia atrae una respuesta antitumoral o mitiga los signos y
sintomas de un estado patolégico autoinmunitario. Un efecto fisiolégicamente significativo también podria ser la
induccion de una respuesta inmunitaria humoral y/o celular en el mamifero receptor.

Métodos de tratamiento usando composiciones que incluyen anticuerpos L243 humanizados, quiméricos y
humanos

En una realizacién, las enfermedades inmunolégicas que pueden tratarse con los anticuerpos de la presente invencién
pueden incluir, por ejemplo, enfermedades articulares tales como espondilitis anquilosante, artritis reumatoide juvenil,
artritis reumatoide; enfermedades neuroldgicas tales como esclerosis mdultiple y miastenia gravis; enfermedades
pancreaticas tales como diabetes, especialmente diabetes de inicio juvenil; enfermedades del tracto gastrointestinal
tales como hepatitis activa cronica, enfermedad celiaca, colitis ulcerosa, enfermedad de Crohn, anemia perniciosa;
enfermedades de la piel tales como psoriasis 0 esclerodermia; enfermedades alérgicas tales como asma y en
condiciones relacionadas con trasplantes, tales como la enfermedad de injerto contra huésped y rechazo de aloinjerto.

En otra realizacion de la presente invencion, se proporcionan composiciones y métodos que pueden incluir los
anticuerpos descritos aqui, o inmunoconjugados de los mismos, para tratar una enfermedad o trastorno
autoinmunitario. La inmunoterapia de trastornos autoinmunes que usan anticuerpos que se dirigen a las células B se
describe en la publicacién de solicitud PCT n® WO 00/74718. Entre los ejemplos de enfermedades autoinmunitarias
se incluyen la puarpura trombocitopénica idiopatica aguda, purpura trombocitopénica idiopatica crénica,
dermatomiositis, corea de Sydenham, miastenia gravis, lupus eritematoso sistémico, nefritis lUpica, fiebre reumatica,
sindromes poliglandulares, penfigoide bulloso, diabetes mellitus, purpura de Henoch-Schonlein, nefritis post-
estreptocdcica, eritema nodoso, arteritis de Takayasu, enfermedad de Addison, artritis reumatoide, esclerosis multiple,
sarcoidosis, colitis ulcerosa, eritema multiforme, nefropatia por IgA, poliarteritis nodosa, espondilitis anquilosante,
sindrome de Goodpasture, tromboangitis obliterante, sindrome de Sjogren, cirrosis biliar primaria , tiroiditis de
Hashimoto, tirotoxicosis, esclerodermia, hepatitis activa crénica, polimiositis/dermatomiositis, policondritis, pénfigo
vulgar, granulomatosis de Wegener, nefropatia membranosa, esclerosis lateral amiotrofica, tabes dorsal,
arteritis/polimialgia de células gigantes, anemia perniciosa, glomerulonefritis rapidamente progresiva, psoriasis y
alveolitis fibrosante.

En otra realizacion de la presente invencién, las composiciones y su uso se proporcionan para tratar un trastorno
seleccionado entre el grupo que consiste en carcinoma, sarcoma, glioma, linfoma, leucemia o cancer de piel. El
carcinoma se puede seleccionar del grupo que consiste en cancer de piel, eséfago, gastrico, colon, rectal, pancreas,
pulmén, pecho, ovario, vejiga urinaria, endometrio, cervical, testicular, renal, suprarrenal o cancer de higado. La
enfermedad relacionada con células B puede ser una forma indolente de linfoma de células B, una forma agresiva de
linfoma de células B, linfoma no Hodgkin, leucemia linfocitica crénica, leucemia linfocitica aguda, macroglobulinemia
de Waldenstrom o mieloma mltiple. Ademas, la enfermedad relacionada con células B puede ser una enfermedad de
tipo humano o veterinario. Por otra parte, una enfermedad relacionada con células T puede incluir una leucemia o
linfoma de células T humano o de otro mamifero, psoriasis cutdnea, artritis psoridsica o micosis fungoide. En un
ejemplo, la enfermedad metabdlica puede ser una amiloidosis. En un ejemplo, la enfermedad neurodegenerativa
puede ser la enfermedad de Alzheimer.
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También, se contempla aqui en una realizacién de la invencion el uso de los anticuerpos, entre los que se incluyen
inmunoconjugados, como una composicion para el tratamiento de cualquiera de las siguientes enfermedades o
trastornos, donde la enfermedad o el trastorno se selecciona del grupo que consiste en una enfermedad de
desregulacién inmunitaria, una enfermedad autoinmunitaria, rechazo de injerto de 6rgano, enfermedad de injerto
contra huésped, enfermedad metabdlica (por ejemplo, amiloidosis) y enfermedad neurodegenerativa (p. €j.,
enfermedad de Alzheimer). La enfermedad o trastorno maligno se selecciona entre el grupo que consiste en un tumor
sélido, un tumor hematopoyético (linfoma, leucemia, mieloma y similares). El tumor sélido se selecciona entre el grupo
que consiste en melanoma, carcinoma y sarcoma, y el carcinoma se selecciona entre el grupo que consiste en
carcinoma renal, carcinoma de mama, carcinoma de pulmdn, carcinoma gastrointestinal y carcinoma urogenital. La
malignidad de células B se selecciona entre el grupo que consiste en formas indolentes de linfomas de células B,
formas agresivas de linfomas de células B, leucemias linfaticas croénicas, leucemias linfaticas agudas,
macroglobulinemia de Waldenstrom y mieloma mdultiple. También hay trastornos de células B no malignas y
enfermedades relacionadas, tales como muchas enfermedades autoinmunitarias y desreguladoras del sistema
inmunitario, incluida la septicemia y el choque séptico entre las enfermedades desreguladoras inmunitarias (una lista
de enfermedades inmunorreguladoras puede encontrarse de manera mas extensa en la solicitud provisional de EE.
UU. n® 60/634.076 presentada el 8 de diciembre de 2004, por Goldenberg y Hansen, publicada como US 2006/
0140936). En particular, las composiciones descritas en el presente texto son particularmente Utiles para el tratamiento
de diversas enfermedades autoinmunitarias, asi como formas indolentes de linfomas de células B, formas agresivas
de linfomas de células B, leucemias linfaticas cronicas, leucemias linfaticas agudas, mieloma multiple y
macroglobulinemia de Waldenstrom, asi como otras metastasis hematopoyéticas, como las leucemias mieloides
agudas y cronicas y las leucemias y linfomas de células T. Por ejemplo, los componentes y los inmunoconjugados de
anticuerpo hL243 se pueden utilizar preferiblemente para tratar tanto formas indolentes y agresivas de linfoma no
Hodgkin como de leucemias linfoides.

En otra realizacion, los anticuerpos L243 humanizados, quiméricos y humanos de la presente invencién pueden usarse
para tratar las enfermedades y trastornos antes mencionados, segun corresponda, en todos los mamiferos, incluyendo
los seres humanos, y mamiferos domésticos, que incluyen, pero sin limitarse a ellos, perros, gatos, caballos y ganado.

En una realizacién particular de la invencién como se define en las reivindicaciones, el método para tratar un tumor
maligno de células B puede incluir administrar a un sujeto con un tumor maligno relacionado con células B una
composicion terapéutica que incluye un vehiculo farmacéuticamente aceptable, un agente terapéutico y un
inmunoconjugado que incluye un anticuerpo L243, o un componente del mismo (p. €j., un anticuerpo humanizado,
quimérico o humano L243 o un fragmento del mismo o proteina de fusién de anticuerpo del mismo), en donde la
malignidad de células B es un linfoma o leucemia. Mas especificamente, la malignidad de células B es formas
indolentes de linfomas de células B, formas agresivas de linfomas de células B, mieloma mudltiple, leucemias linfaticas
cronicas o leucemias linfaticas agudas. En una realizacion mas particular, un inmunoconjugado o composicién que
incluye el inmunoconjugado se puede administrar por via intravenosa o intramuscular a una dosis de aproximadamente
20-2000 mg que incluye ademas administrar el inmunoconjugado o la composicién antes, simultaneamente o después
de la administracién de al menos un agente terapéutico o agente de diagnostico adicional usado para detectar o tratar
la malignidad de células B. Por ejemplo, un agente adicional puede incluir un inmunoconjugado adicional como se
describe en el presente texto, que incluye un agente terapéutico o de diagnoéstico. De acuerdo con estas realizaciones,
un agente terapéutico puede incluir un anticuerpo desnudo, un inmunomodulador, una hormona, un agente citotdxico,
una enzima y/o un anticuerpo conjugado con al menos un inmunomodulador, marcador radioactivo, hormona, enzima,
oligonucledtido, ARN de interferencia o agente citotoxico, 0 una combinacion de los mismos. En un ejemplo particular,
un inmunomodulador puede ser una citocina y el agente citotdéxico puede ser un farmaco o una toxina. En una
realizacién mas particular, un anticuerpo que puede administrarse en combinacién como un anticuerpo desnudo o
como un inmunoconjugado suplementario reacciona preferiblemente con CD4, CDS, CDS, CD14, CD15, CD19, CD21,
CD22, CD23, CD25, CD30, CD33, CD37, CD38, CD40, CD40L, CD46, CD52, CD54, CD74, CD80, CD126, CD138,
CD154, B7, MUC1, MUC2, MUC3, MUC4, MUC16, NCA66, antigenos de necrosis, PAM-4, KS-1, 90 Le (y), MAGE,
la, IL-2, IL-6, tenascina, HM1.24, VEGF, EGFR, EGP-1, EGP-2, receptor de folato, gonadotropina coriénica humana,
CEA, antigeno-p especifico del colon (CSAp), factor de crecimiento similar a la insulina (ILGF), factor de crecimiento
placentario (P1GF), fosfatasa &cida prostatica, PSA, PSMA, T101, TAG, TAG-72, Her2/neu, anhidrasa carbénica 1X,
IL-6, SI00, alfa fetoproteina, A3, CA125, antigeno carcinoembrionario (CEA), antigenos de reaccion cruzada no
especificos tales como CD66 (a, b, c, d), MART-1, TRP-1, TRP-2, amiloide, o gp100.

También se contempla en el presente texto que un tratamiento de un tumor maligno puede incluir administrar a un
sujeto con un tumor maligno distinto del linfoma o la leucemia, una composicién terapéutica que puede incluir: (1) un
anticuerpo hL243, o un inmunoconjugado del mismo, y un vehiculo; (2) un efector; y (3) un excipiente aceptable
farmacéuticamente. La composicion puede ser administrada por via intravenosa o intramuscular a una dosis de 20-
2000 mg. Ademas, la composicién se puede administrar antes, simultaneamente o después de la administracion de al
menos un agente terapéutico o un agente de diagnéstico adicional. Los agentes terapéuticos, como se describid
anteriormente y a lo largo de la memoria descriptiva, pueden incluir un inmunomodulador, una hormona, un agente
citotoxico o una molécula de union (ya sea desnuda o conjugada con al menos un inmunomodulador, marcador
radioactivo, enzima, hormona, agente citotdxico, oligonucleétido antisentido, ARN de interferencia, o una combinacion
de los mismos, donde el inmunomodulador es preferiblemente una citocina y el agente citotéxico es preferiblemente
un farmaco o toxina). Un agente terapéutico o agente de diagndstico puede incluir las composiciones o
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inmunoconjugados como se describe en este documento. En una configuracién en particular, un anticuerpo puede
administrarse en combinacion con la composicion terapéutica y/o diagndstica para tratar un tumor maligno que no es
un tumor de células B, sino que es probable que reaccione con un marcador distinto al reconocido por el anticuerpo
hL243, que se expresa mediante las células que comprenden el tumor maligno que se trata, y el anticuerpo debe
formularse en un vehiculo farmacéuticamente aceptable. Los ejemplos de anticuerpos que pueden administrarse para
antigenos asociados a melanoma maligno son los anticuerpos reactivos con MART-1, TRP-1, TRP-2 y gp100. Ademas,
los anticuerpos preferidos contra antigenos asociados a mieloma mudltiple incluyen los reactivos con MUC1, CD74 y
CD38. Las composiciones para el tratamiento pueden contener el anticuerpo WL243, o inmunoconjugados del mismo,
solos 0 en combinacién con otros anticuerpos, tales como otros anticuerpos humanizados, quiméricos o humanos.

En una realizacion, las composiciones pueden incluir un inmunomodulador como efector. Como se usa en el presente
documento, el término "inmunomodulador" incluye citocinas, factores de crecimiento de células madre, linfotoxinas,
tales como factor de necrosis tumoral (TNF) y factores hematopoyéticos, tales como interleucinas (por ejemplo,
interleucina-1 (IL-1), IL-2 , IL-3, IL-6, IL-10, IL-12, IL-18 e IL-21), factores estimuladores de colonias (p. €j., factor
estimulador de colonias de granulocitos (G-CSF) y factor estimulador de colonias de granulocitos y macréfagos
(GMDCSF)), interferones (por ejemplo, interferones -a, -B y -y), el factor de crecimiento de células madre denominado
"factor SI", eritropoyetina, trombopoyetina 0 una combinacion de los mismos. Los ejemplos de restos
inmunomoduladores adecuados incluyen IL-1, IL-2, IL-3, IL-6, IL-10, IL-12, IL-18, IL-21, y una combinacién de los
mismos, e interferén-a, -B y -y, TNF-a y B, y similares. En una realizacién, el inmunomodulador puede estar presente
en la composicion o, alternativamente, el inmunomodulador se puede administrar antes, simultdneamente o después
de la administracion de las composiciones terapéuticas y/o diagnédsticas. En una realizacion particular, el anticuerpo
hL243 se puede conjugar también con el inmunomodulador. El inmunomodulador también se puede conjugar con un
anticuerpo hibrido que consiste en uno o0 mas anticuerpos que se unen a diferentes antigenos.

En un ejemplo, las terapias multimodales contempladas en la presente invencién pueden incluir inmunoterapia con
inmunoconjugados tales como el anticuerpo hL243 suplementado con la administracion de moléculas de union
adicionales (por ejemplo, anti-CD22, anti-CD19, anti-CD21, anti-CD20, anti-CD80, anti-CD23, anti-CD46 o HLA-DR,
preferiblemente los anticuerpos del dimero HLA-DR maduro en forma de anticuerpos desnudos, proteinas de fusion o
como inmunoconjugados). Ademas, una micela, un liposoma o una nanoparticula, como se describe en este documento,
pueden incluir moléculas de unién ademas de los anticuerpos hL243. Por ejemplo, los anticuerpos pueden ser anticuerpos
policlonales, monoclonales, quiméricos, humanos o humanizados que reconocen al menos un epitopo en los
determinantes antigénicos mencionados anteriormente. Ademas, se conocen en la técnica los anticuerpos anti-CD19 y
anti-CD22 (véanse, por ejemplo, Ghetie et al., Cancer Res. 48: 2610 (1988); Heknan et al., Cancer Immunol. Immunother.,
32: 364 (1991); Longo, Curr. Opin. Oncol. 8: 353 (1996) y las patentes de Estados Unidos n® 5.798.554 y n® 6.187.287).

En una realizacién concreta, otra forma de terapia multimodal puede ser la terapia en la que los sujetos reciben
inmunoconjugados hL243 junto con quimioterapia estandar contra el cancer. Por ejemplo, "CVB" (1,5 g/m? de
ciclofosfamida, 200-400 mg/m? de etopdsido, y 150-200 mg/m? de carmustina) es un régimen utilizado para tratar el
linfoma no Hodgkin. Patti et al., Eur. J. Haematol. 51: 18 (1993). Otros regimenes quimioterapéuticos de combinacion
adecuados son bien conocidos por los expertos en la técnica (véanse, p. ej., Freedman et al., "Non-Hodgkin’s
Lymphomas", en Cancer Medicine, Volumen 2, 32 Edicién, Holland et al. (eds.), paginas 2028-2068 (Lea y Febiger
1993)). Como ilustracion, los regimenes quimioterapéuticos de primera generacién para el tratamiento del linfoma no
Hodgkin (LNH) de grado intermedio incluyen C-MOPP (ciclofosfamida, vincristina, procarbazina y prednisona) y CHOP
(ciclofosfamida, doxorrubicina, vincristina y prednisona). En una realizacién particular de la presente invencion, el
régimen quimioterapéutico de segunda generacién puede ser m-BACOD (metotrexato, bleomicina, doxorrubicina,
ciclofosfamida, vincristina, dexametasona y leucovorina), mientras que un régimen de tercera generacion adecuado
es MACOP-B (metotrexato, doxorrubicina, ciclofosfamida, vincristina, prednisona, bleomicina y leucovorina). La
terapias adicionales pueden incluir fenil butirato y briostatina-1. En una terapia multimodal preferida, tanto los farmacos
quimioterapéuticos como las citocinas se pueden administrar conjuntamente con un anticuerpo, inmunoconjugado o
proteina de fusion. Las citocinas, los farmacos quimioterapéuticos y el anticuerpo o inmunoconjugado pueden
administrarse en cualquier orden, o simultaneamente.

En una realizacion particular, el NHL puede tratarse con 4 infusiones semanales del inmunoconjugado hL243 (p. €j.,
una composicion terapéutica) a una dosis de 25-700 mg/m? a la semana durante 4 semanas consecutivas o cada dos
semanas (iv durante 2-8 horas), repetida segin sea necesario en los siguientes meses/afos, mas preferiblemente en
una dosis de 100-400 mg/m? a la semana durante 4 semanas consecutivas o cada dos semanas (iv durante 2-8 horas),
repetida segun sea necesario en los siguientes meses/afios. Ademas, el LNH puede tratarse con 4 infusiones
semestrales como las anteriores, pero combinadas con epratuzumab (anticuerpo humanizado anti-CD22) los mismos
dias, a una dosis de 360 mg/m?, administrada como una infusién iv durante 1 hora, bien sea antes, durante o después
de la infusién de inmunoconjugado de anticuerpo hL243. Alternativamente, el HL se puede tratar con 4 infusiones
semanales del inmunoconjugado de anticuerpo hL243 como se ha indicado anteriormente, combinado con una o mas
inyecciones de mAb CD22 radiomarcadas con un isétopo terapéutico tal como itrio-90 (a dosis de 90-Y entre 5y 35
mCi/m? como una o mas inyecciones durante un periodo de semanas o meses. En un ejemplo, cuando se usa en
pacientes con respuestas mas bajas a los anticuerpos CD20, WL243 se puede combinar con anticuerpos CD20 tales
como rituximab o hA20. De acuerdo con este ejemplo, esta Ultima combinacion se puede administrar de forma
secuencial o simultanea, durante el mismo dia o semana, y en dosis variables, como 375 mg/m? una vez a la semana
mediante infusién iv para rituximab o hA20 y 250 mg/m? para hL243 también administrada una vez a la semana por
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infusion iv. En todos los casos mencionados anteriormente, las dosis pueden fraccionarse, administrarse como
infusiones continuas o por vias parenterales conocidas en la técnica. También pueden administrarse por otras vias,
tales como la via subcutanea.

Ademas, en una realizacién de la invencién como se define en las reivindicaciones, una composicién terapéutica
puede contener una mezcla de moléculas hibridas de inmunoconjugados hL243 dirigidas a diferentes epitopos no
blogueantes reconocidos por el anticuerpo hL243. De acuerdo con esta realizacion, las composiciones terapéuticas
pueden incluir una mezcla de inmunoconjugados hL243 que se unen al menos a dos epitopos reconocidos por el
anticuerpo hL243. Ademas, los inmunoconjugados descritos en el presente texto pueden contener una mezcla de
anticuerpos hL243 con secuencias CDR variables.

En una realizacion de la presente invencion, los anticuerpos hL243, o sus inmunoconjugados, pueden usarse para
tratar linfoma de células B y leucemia, y otras enfermedades o trastornos de células B, asi como otros tumores
malignos en los que células malignas afectadas o asociadas son reactivas con epitopos reconocidos por el anticuerpo
hL243. Por ejemplo, los anticuerpos hL243, o inmunoconjugados de los mismos, se pueden usar para tratar la
enfermedad de desregulacién inmunitaria y enfermedades autoinmunes relacionadas que incluyen, pero sin limitarse
a ellas, enfermedades autoinmunitarias de Clase lll, tales como trombocitopenias inmunomediadas, tales como
purpura trombocitopénica idiopatica aguda y purpura trombocitopénica idiopatica cronica, dermatomiositis, sindrome
de Sjogren, esclerosis multiple, corea de Sydenham, miastenia gravis, lupus eritematoso sistémico, nefritis lUpica,
fiebre reumatica, sindromes poliglandulares, penfigoide bulloso, diabetes mellitus, purpura de Henoch-Schonlein,
nefritis posestreptocécica, eritema nudoso, arteritis de Takayasu, enfermedad de Addison, artritis reumatoide,
sarcoidosis, colitis ulcerosa, eritema multiforme, nefropatia por IgA, poliarteritis nodosa, espondilitis anquilosante,
sindrome de Goodpasture, tromboangitis obliterante, cirrosis biliar primaria, tiroiditis de Hashimoto, tirotoxicosis,
esclerodermia; hepatitis crénica activa; polimiositis/dermatomiositis, policondritis, pénfigo vulgar; granulomatosis de
Wegener, nefropatia membranosa, esclerosis lateral amiotréfica, tabes dorsal, arteritis/ polimialgia de células gigantes,
anemia perniciosa, glomerulonefritis rapidamente progresiva y alveolitis fibrosante.

En una realizacion mas particular, los anticuerpos hL243, o inmunoconjugados o fragmentos de los mismos o proteinas
de fusion con anticuerpos de los mismos, pueden ser administrados a un sujeto con una 0 mas de estas enfermedades
autoinmunitarias. Los anticuerpos hL243 descritos en el presente texto son particularmente Utiles en el método de
tratamiento de trastornos autoinmunitarios, descrito en la solicitud de patente pendiente de los EE. UU. n® de serie
09/590.284 presentada el 9 de junio de 2000, publicada como US 7.074.403, titulada "Immunotherapy of Autoimmune
Disorders using Antibodies that Target B-Cells". En una realizacion particular, los anticuerpos hL243 se pueden
administrar por via intravenosa o intramuscular a una dosis de 20-2000 mg. Ademas, los anticuerpos hL243 pueden
administrarse antes, durante o después de la administracion de al menos un agente terapéutico o un agente de
diagnéstico. En una realizacion mas concreta, el agente terapéutico, como se describe en la presente memoria, puede
incluir un anticuerpo, un inmunomodulador, una hormona, una enzima, un agente citotéxico, un anticuerpo conjugado
con al menos un inmunomodulador, marcador radioactivo, hormona, enzima o agente citotoxico, oligonucleétido
antisentido, un ARN de interferencia, o una combinacion de los mismos, donde el inmunomodulador es una citocina 'y
dicho agente citotoxico es un farmaco o una toxina. Por ejemplo, el agente terapéutico puede incluir un
inmunoconjugado como se describe en este documento. En una realizacién particular, los anticuerpos que pueden
administrarse en combinacion como un anticuerpo desnudo o como un inmunoconjugado suplementario incluyen
anticuerpos que reaccionan, p. €j., con mAbs contra antigenos especificos, tales como CD4, CDS, CDS, CD14, CD15,
CD19, CD21, CD22, CD23, CD25, CD30, CD33, CD37, CD38, CD40, CD40L, CD46, CD52, CD54, CD74, CD80,
CD126, CCD138, CD154, B7, MUC1, MUC2, MUC3, MUC4, MUC16, NCA66, antigenos de necrosis, PAM-4, KS-1,
Le(y), MAGE, la, IL-2, IL-6, tenascina, HM1.24, VEGF, EGFR, EGP-1, EGP-2 , receptor de folato, gonadotropina
coriénica humana, antigeno-p especifico del colon (CSAp), factor de crecimiento similar a la insulina (ILGF), factor de
crecimiento placentario (P1GF), fosfatasa acida prostatica, PSA, PSMA, T101, TAG, TAG-72, Her2/neu, anhidrasa
carbénica IX, IL-6, S100, alfafetoproteina, A3, CA125, antigeno carcinoembrionario (CEA), antigenos de reaccién
cruzada no especificos, como CD66 (a, b, ¢, d), MART-1, TRP -1, TRP-2, amiloide y gplOO, formulados en un vehiculo
farmacéuticamente aceptable.

Como se usa en el presente texto, una "composicidén farmacéutica" se refiere a una composicion que incluye un
farmaco en donde el vehiculo es un vehiculo farmacéuticamente aceptable, mientras que una "composicion
veterinaria" es una en la que el vehiculo es un vehiculo veterinariamente aceptable. El término "vehiculo
farmacéuticamente aceptable" o "vehiculo veterinariamente aceptable” puede incluir cualquier medio o material que
no sea biolégicamente, o de cualquier otra forma, no deseable, es decir, el vehiculo puede administrarse a un
organismo junto con una composicion o compuesto de la presente invencién sin causar ningun efecto biolégico
indeseable o interactuando de manera nociva con el complejo o cualquiera de sus componentes, o el organismo. Se
proporcionan ejemplos de reactivos farmacéuticamente aceptables en The United States Pharmacopeia, The National
Formulary, United States Pharmacopeial Convention, Inc., Rockville, MD 1990, y en Pharmaceutical Dosage Forms &
Drug Delivery Systems, 72 edicion, Ansel et al., editores, Lippincott Williams y Wilkins; 1999.

Se puede incluir un farmaco (es decir, un constructo o complejo dirigible) en la composicion farmacéutica en una
cantidad suficiente para producir el efecto deseado sobre el paciente. Las composiciones farmacéuticas de la presente
invencion pueden comprender ademas otros componentes quimicos, tales como diluyentes y excipientes. Un
"diluyente" es un compuesto quimico diluido en un disolvente, preferiblemente un disolvente acuoso, que facilita la
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disolucién del farmaco en el disolvente, y también puede servir para estabilizar la forma biol6gicamente activa del
farmaco o uno 0 mas de sus componentes. Las sales disueltas en soluciones tamponadas se utilizan como diluyentes
en la técnica. Por ejemplo, los diluyentes preferidos son soluciones tamponadas que contienen una o mas sales
diferentes. Una solucion tamponada preferida es la solucién salina tamponada con fosfato (en particular junto con
composiciones destinadas a la administracion farmacéutica), por cuanto imita las condiciones salinas de la sangre
humana. Como las sales tampoén pueden controlar el pH de una solucién a bajas concentraciones, un diluyente
tamponado raramente modifica la actividad biolégica de un péptido biolégicamente activo.

En una realizacion de la presente invencion, las composiciones farmacéuticas facilitan la administracion de anticuerpos
humanizados a un organismo, preferiblemente un animal, preferiblemente un mamifero. Los mamiferos particulares
incluyen animales bovinos, caninos, equinos, felinos, ovinos y porcinos, y primates no humanos. Los humanos son
particularmente preferidos. Las multiples técnicas de administracion o suministro de un compuesto que existen en la
técnica incluyen, pero sin limitarse a ellas, aerosol oral, rectal (p. ej., un enema o supositorio; p. €j., para administracion
nasal o pulmonar), parenteral (p. €j., i. v., i. m., s. ¢.) y administracién topica. Preferiblemente, se pueden suministrar
cantidades suficientes de la composicién o compuesto para lograr el efecto deseado. La cantidad particular de
composicién o compuesto a administrar dependera de muchos factores, incluido el efecto a conseguir, el tipo de
organismo al cual se suministra la composicion, la via de suministro, el régimen de dosificacion y la edad, la salud y
el sexo del organismo. Como tal, la dosificacién particular de una composicién o compuesto de realizacion descrita en
este documento en una formulacién dada, se deja a la discrecion del profesional con una experiencia ordinaria (por
ejemplo, a la discrecion del proveedor de atencion médica).

Los expertos en la técnica apreciaran que cuando las composiciones farmacéuticas de la presente invencion se
administran como agentes para conseguir un resultado biolégico deseado particular, que puede incluir un efecto o
efectos terapéuticos o protectores (incluyendo la vacunacion), puede ser necesario combinar la composicion o los
compuestos descritos en este documento con un vehiculo farmacéutico adecuado. La eleccién del vehiculo
farmacéutico y la preparacion de la composicion o compuesto como agente terapéutico o protector dependeran del
uso y modo de administracion pretendidos. Las formulaciones y los métodos de administracion de agentes terapéuticos
adecuados incluyen, entre otros, los de administracién oral, pulmonar, nasal, bucal, ocular, dérmica, rectal o vaginal.

Dependiendo del modo de suministro empleado, la entidad funcional dependiente del contexto puede suministrarse
en una variedad de formas farmacéuticamente aceptables. Por ejemplo, la entidad funcional dependiente del contexto
puede administrarse en forma de sélido, solucion, emulsion, dispersion, micela, liposoma y similares, incorporada en
una pildora, capsula, tableta, supositorio, areosol, goticulas o pulverizacién. Las pildoras, tabletas, supositorios,
areosoles, polvos, goticulas y pulverizaciones pueden tener estructuras complejas de multiples capas y tener una gran
variedad de tamanos. Los aerosoles, polvos, goticulas y pulverizaciones pueden variar desde tamarnos pequeros
(aproximadamente 1 micra) hasta grandes (aproximadamente 200 micras).

Las composiciones farmacéuticas de la invencion como se definen en las reivindicaciones pueden usarse en forma de
un solido, un polvo liofilizado, una soluciéon, una emulsién, una dispersién, una micela, un liposoma y similares, en
donde la composicién resultante contiene uno o mas de los constructos o complejos dirigibles de realizaciones de la
presente invencidn, como ingrediente activo, en mezcla con un vehiculo o excipiente organico o inorganico adecuado
para aplicaciones enteral o parenteral. El ingrediente activo se puede componer, por ejemplo, con los vehiculos
farmacéuticamente aceptables no téxicos habituales para tabletas, granulos, capsulas, supositorios, soluciones,
emulsiones, suspensiones y cualquier otra forma adecuada para su uso. Los vehiculos que pueden usarse incluyen
glucosa, lactosa, manosa, goma arabiga, gelatina, manitol, pasta de almiddn, trisilicato de magnesio, talco, almidén
de maiz, queratina, silice coloidal, almidén de patata, urea, triglicéridos de longitud de cadena media, dextranos y otros
vehiculos adecuados para ser usados en la fabricacion de preparados, en forma soélida, semisélida o liquida. Ademas,
se pueden usar agentes auxiliares, estabilizantes, espesantes y colorantes y perfumes. Los ejemplos de agente seco
estabilizante incluyen triulosa, preferiblemente en concentraciones de 0,1% o mayores (véase, por ejemplo, la patente
de EE. UU. n® 5.314.695).

Aunque las necesidades individuales pueden variar, la determinacion de intervalos 6ptimos para cantidades efectivas
de composiciones farmacéuticas esta dentro de la experiencia en la técnica. Las dosis humanas se pueden extrapolar
de estudios en animales (Katocs et al., capitulo 27 en: Remington's Pharmaceutical Sciences, 182 edicion, Gennaro,
ed., Mack Publishing Co., Easton, PA, 1990). Generalmente, la dosificacion requerida para proporcionar una cantidad
efectiva de una composicion farmacéutica que puede ser ajustada por un experto en la técnica variard dependiendo
de la edad, la salud, el estado fisico, el peso, el tipo y el alcance de la enfermedad o trastorno del receptor, la frecuencia
del tratamiento, la naturaleza de la terapia concurrente (si la hay) y la naturaleza y el alcance de los efectos deseados.
Véanse, por ejemplo, Nies et al., capitulo 3 en: The Pharmacological Basis of Therapeutics, de Goodman & Oilman,
92 edicién, Hardman et al., eds., McGraw-Hill, Nueva York, N. Y., 1996).

La dosificacion de las composiciones terapéuticas depende de la gravedad y la capacidad de respuesta del estado
patolégico a tratar, durando el transcurso del tratamiento de varios dias a varios meses, o hasta que se realiza una
cura o se logra una disminucién del estado patoldgico. Los programas 6ptimos de dosificacion pueden calcularse a
partir de mediciones de la acumulacion de farmacos en el cuerpo del paciente. El término "paciente" pretende abarcar
animales (por ejemplo, gatos, perros y caballos), asi como seres humanos. Las personas con una experiencia ordinaria
pueden determinar facilmente las dosis Optimas, las metodologias de dosificacion y las tasas de repeticion. Las
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dosificaciones 6ptimas pueden variar dependiendo de la potencia relativa de los agentes terapéuticos individuales, y
generalmente se pueden estimar basandose en EC que se ha encontrado efectivo en modelos animales in vitro e in vivo.

El intervalo de dosis (la cantidad de constructo dirigible o complejo administrado) es amplio, ya que en general la
eficacia de un efecto terapéutico para diferentes mamiferos varia ampliamente con dosis que son tipicamente 20, 30
o incluso 40 veces mas pequefias (por unidad de peso corporal) en el hombre que en la rata. En general, la dosis es
de 0,01 pg a 100 mg por kg de peso corporal, preferiblemente de 0,01 pg a 10 mg/kg de peso corporal, de 0,01 ug a
50 pg/kg de peso corporal, de 0,01 ug a 100 mg/kg de peso corporal, de 0.01 ug a 10 mg/kg de peso corporal, de 0,01
ug a 1 mg/kg de peso corporal, de 0,01 ug a 100 pg/kg de peso corporal, de 0,01 pg a 10 pg/kg de peso corporal, de
0,01 yg a 1 pg/kg, de peso corporal, de 0,01 yg a 10 ug/kg de peso corporal, de 0,01 ug a 1 pyg/kg de peso corporal,
de 0,01 pg a 0,1 pg/kg de peso corporal, e intervalos basados en los limites de los margenes de concentracién anteriores.
Asi, por ejemplo, la descripcion anterior de dosificaciones abarca dosis dentro del margen de 10 mg a 100 mg por kg de
peso corporal, 1,0 mg a 100 mg/kg de peso corporal, 0,1 mg a 100 mg/kg de peso corporal, etc.

En una realizacion, las dosis pueden administrarse una o mas veces al dia, semanalmente, mensualmente o
anualmente, o incluso una vez cada 2 a 5 o mas afnos. Los expertos en la técnica pueden estimar las tasas de repeticion
para la dosificacion en funcién de los tiempos de permanencia medidos y las concentraciones de la construccion
dirigible o complejo en fluidos o tejidos corporales. Después de un tratamiento con éxito, puede ser deseable que el
paciente se someta a terapia de mantenimiento para prevenir la recurrencia del estado patolégico, donde el agente
terapéutico se administra en dosis de mantenimiento que estan en el intervalo de 0,01 ug a 100 mg por kg de peso
corporal, una o mas veces al dia, hasta una vez cada 5 afos.

En una realizacion, se puede calcular una dosis particular de acuerdo con el peso corporal aproximado o el area
superficial del paciente. Otros factores en la determinacién de la dosificacion apropiada pueden incluir la enfermedad
o afeccidn a tratar o prevenir, la gravedad de la enfermedad, la via de administracién, y la edad, el sexo y la condicién
médica del paciente. Los expertos en la técnica realizan rutinariamente refinamientos adicionales de los célculos
necesarios para determinar la dosificacién apropiada para el tratamiento, especialmente a la luz de la informacion de
dosificacién y los ensayos descritos en este documento. La dosificacion puede determinarse también mediante el uso
de ensayos conocidos para determinar dosificaciones usadas junto con datos de dosis-respuesta apropiados.

En una realizacion, la dosificacion de un paciente individual puede ajustarse a medida que se monitoriza el progreso
de la enfermedad. Se pueden medir los niveles en sangre del constructo o complejo dirigible en un paciente para ver
si la dosificacion necesita ser ajustada para obtener los resultados deseados.

En una realizacioén, se puede usar la farmacogendémica para determinar qué constructos y/o complejos dirigibles, y sus
dosificaciones, son los mas probablemente efectivos para un individuo dado (Schmitz et al., Clinica ChimicaActa 308:
43-53, 2001; Steimer et al, Clinica ChimicaActa 308: 33-41, 2001).

La administracion de los anticuerpos humanizados de la presente invencion como se definen en las reivindicaciones
puede ser parenteral, incluyendo intravenosa, intraarterial, intraperitoneal, intramuscular, subcutanea, intrapleural,
intratecal, intracavitaria, mediante perfusién a través de un catéter o mediante inyeccién intralesional directa. De
acuerdo con esta administracion, los anticuerpos pueden administrarse una o mas veces al dia, una o0 mas veces a la
semana, una o mas veces al mes y una o mas veces al afo.

Las realizaciones descritas ilustrativamente en el presente texto se pueden practicar adecuadamente en ausencia de
cualquier elemento o elementos, limitacién o limitaciones, no especificamente descritos en este documento. Asi, por
ejemplo, los términos "que comprende”, "que incluye”, "que contiene", etc. deben leerse de manera amplia y sin
limitaciones. Ademas, los términos y expresiones empleados en este documento se han usado como términos de
descripcion y no de limitacion, y en el uso de tales términos y expresiones no existe la intenciéon de excluir ningin
equivalente de las caracteristicas mostradas y descritas, o partes de las mismas, pero se reconoce que son posibles
diversas modificaciones dentro del alcance de la presente invencién reivindicada. Asi pues, debe entenderse que aunque
la presente invencién ha sido descrita especificamente mediante realizaciones preferidas y caracteristicas opcionales,
los expertos en la técnica pueden recurrir a la modificacién y a las variaciones aqui descritas, y que tales modificaciones
y variaciones se consideran dentro del alcance de esta invencion, como se define en las reivindicaciones.

Las realizaciones de la presente invencién se han descrito de forma amplia y genérica en este documento. Cada una
de las especies mas estrechas y agrupamientos subgenéricos que caen dentro de la divulgacion genérica también
pueden formar parte de la invencién. Esto incluye la descripcion genérica en el presente texto, con una condicién o
limitacion negativa que elimina cualquier materia sujeto del género, al margen de si el material eliminado se menciona
especificamente aqui.

Ademas, cuando las caracteristicas o aspectos se describen en términos de grupos de Markush, los expertos en la
técnica reconoceran que las realizaciones también se describen de ese modo en términos de cualquier miembro
individual o subgrupo de miembros del grupo Markush.

Las realizaciones se ilustran con mas detalle mediante los siguientes ejemplos y protocolos detallados. Sin embargo,
los ejemplos estan destinados meramente a ilustrar realizaciones y no debe considerarse que limiten el alcance de la
presente invencion segun se define en las reivindicaciones.
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Ejemplos
Ejemplo 1. Construccion de un anticuerpo L243 humanizado
Clonacién molecular de los genes L243Vk y VH

En un método ejemplar, el clon de células de hibridoma que produce el mAb mL243 se cultivd en medio HSFM (Life
Technologies, Inc.) suplementado con 10% de FBS (Hyclone). Los genes que codifican VK (VK1BACK/CK3) y VH
(VH1BACK/VH1FOR) de mL243 se clonaron mediante RT-PCR y las secuencias se determinaron mediante
secuenciacion de ADN. Mudltiples clones independientes fueron secuenciados para eliminar posibles errores
resultantes de la reaccion de PCR.

Diserio de secuencia de genes hL243 V

En un ejemplo, buscando las secuencias de VK y VH humanas en la base de datos de Kabat se encontré que las FRs
de mL243 VK y VH exhiben el mayor grado de homologia de secuencia con REI VK humano y RF-TS3 VH,
respectivamente. Una excepcién es el FR4 de mL243VH, que mostr6 la homologia de secuencia mas alta con la de
NEWM VH. Por tanto, en un ejemplo se usaron secuencias estructura RElI humanas como armazén para injertar las
CDRs de mL243VK (Figura 5), y se usé una combinacion de secuencias de estructura RF-TS3 y NEWM para hL243Vn
(Figura 6). De hecho, hL243 VH tiene las mismas estructuras de VH humanos que otro Ab humanizado, hRS7
(Govindan y col., Breast Cancer Res. Treat. 84, 173-182, 2004). Hay una serie de cambios de aminoacidos en cada
cadena fuera de las regiones CDR en comparacién con las estructuras iniciales de anticuerpos humanos. Varios restos
de aminoé&cidos en FR murinas que flanquean las CDRs putativas se mantuvieron en el hL243 Fv remodelado en las
directrices establecidas previamente (Qu et al., Clin Cancer Res. (1999) 5 3095s — 3100s). Estos restos son R37, K39,
V48, F49 y G100 de mL243Vk y F27, K38, K46, A68 y F91 de mL243VH (Figuras 3 y 4, respectivamente). Véase
también la SEQ. ID. 3 y 4 respectivamente para la secuencia de hL243 VL y hL243VH, respectivamente.

Construccion de secuencias hL.243 V

Una estrategia modificada como se describe en Leung et al. (Mol. Immunol. (1995) 32 1413-1427) fue usada para
construir los genes VK y VH disefiados para hL243 usando una combinacién de sintesis de oligonucleétidos largos y
PCR como se ilustra en la Figura 4. Para la construccion del dominio hL243 VH, dos oligonuclettidos largos,
hL243VHA (175-mero) y hL243VHB (168-mero), se sintetizaron en un sintetizador de ADN automatico (Applied
Biosystem). hL243VHA representa nt 23 a 197 del dominio HL243VH.

5'-GGTCTGAGTT GAAGAAGCCT GGGGCCTCAG TGAAGGTTTC CTGCAAGGCT
TCTGGATTTA CCTTCACAAA CTATGGAATG AACTGGGTGA AGCAGGCCCC
TGGACAAGGG CTTAAGTGGA TGGGCTGGAT AAACACCTAC ACTAGAGAGC

CAACATATGC TGATGACTTC AAGGG-3' (SEQ ID NO: 16) hL243VHB representa la cadena menos del
dominio hL243VH complementaria a los nt 176-343.

5'-ACCCTTGGCC CCAGTAGTCA AAACCCGTAG GTACAACCGC AGTAATATCT
CTTGCACAGA AATACACGGC AGTGTCGTCA GCCTTTAGGC TGCTGATCTG
GAGATATGCC GTGCTGACAG AGGTGTCCAA GGAGAAGGCA AACCGTCCCT

TGAAGTCATC AGCATATG-3' (SEQ ID NO:17)

Las secuencias 3'-terminales (22 restos de nt) de hL243VHA y B son complementarias entre si, como se subraya en
las secuencias anteriores. En un ejemplo, bajo condiciones de PCR definidas, los extremos 3' de hL243VHA y B se
reasocian para formar un ADN bicatenario corto flanqueado por el resto de los oligonucleétidos largos. Cada extremo
reasociado sirve como cebador para la replicacién del ADN monocatenario en una reaccién de PCR, dando como
resultado un ADN bicatenario compuesto por los nt de 23 a 343 de hL243VH. Este ADN se amplifico adicionalmente
en presencia de un par de cebadores de oligonucleétidos cortos, hRS7VHBACK y hL243VHFOR, para formar el
hL243VH de longitud completa. A causa de la identidad de secuencia entre hRS7VH y hL243VH en la region, se utilizd
aqui hRS7VHBACK, disefiado previamente y utilizado para el Ab hRS7.

hRS7VHBACK 5-GTGGTGCTGC AGCAATCTGG GTCTGAGTTG
AAGAAGCC-3' (SEQ ID NO:18)
hL243VHFOR 5"TGAGGAGACG GTGACCAGGG ACCCTTGGCC

CCAGTAGT-3' (SEQ ID NO:19)
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En este ejemplo, fue amplificada una cantidad minima de hL243VHA y B (determinada empiricamente) en presencia
de 10 pl de Tampodn para PCR 10x (KC1 500 mM, tampdn Tris.HCL 100 mM, pH 8,3,15 mM de MgCl2). 2 umol de
hRS7VHBACK y hL243VHFOR, y 2,5 unidades de ADN polimerasa Taq (Perkin EImer Cetus, Norwalk, CT). Esta
mezcla de reaccion fue sometida a 3 ciclos de reaccion de PCR consistentes en desnaturalizacién a 94 °C durante 1
minuto, hibridacion a 45 °C durante 1 minuto y polimerizacién a 72 °C durante 1,5 minutos, seguido de 27 ciclos de
reaccion de PCR que consisten en desnaturalizacion a 94 °C durante 1 minuto, reasociacion a 55 °C durante 1 minuto
y polimerizacion a 72 °C durante 1 minuto. El producto de doble cadena amplificado por PCR para hL243VH se purificd
en gel, se digirié por restriccion con Pstl y BstEll y se cloné en los sitios Pstl/BstEll complementarios del vector de
estadificacion de cadena pesada, VHpBS4.

En un ejemplo, para construir el ADN de longitud completa de la secuencia VK humanizada, se sintetizaron hL243
VKA (155-mero) y hL243VKB (155-mero) como se describidé anteriormente. hL243VKA y B se amplificaron mediante
dos oligonucleétidos cortos himmu31VKBACK y himmu31VKFOR como se describié anteriormente. himmuS 1 VKB
ACK'y himmuS1 VKFOR se disefiaron y usaron previamente para un Ab anti-AFP humanizado (Qu et al., Clin Cancer
Res. (1999) 5 3095-3100).

hL243VKA representa nt 21 a nt 175 del dominio hL243VD.

5'-TCCATCATCT CTGAGCGCAT CTGTTGGAGA TAGGGTCACT ATCACTTGTC
GAGCAAGTGA GAATATTTAC AGTAATTTAG CATGGTATCG TCAGAAACCA
GGGAAAGCAC CTAAACTGCT GGTCTTTGCT GCATCAAACT TAGCAGATGG
TGTGC-3' (SEQ ID NO:20)

hL243VKB representa la cadena negativa del dominio hL243VK complementaria a nt 154 a 312.

5'-CAGCTTGGTC CCTCCACCGA ACGCCCACGG AGTAGTCCAA AAATGTTGAC
AATAATATGT TGCAATGTCT TCTGGTTGAA GAGAGCTGAT GGTGAAAGTA
TAATCTGTCC CAGATCCGCT GCCAGAGAAT CGCGAAGGCA CACCATCTGC
TAAGTTTGA-3' (SEQ ID NO:21)

himmu31VKBACK 5'-GACATTCAGC TGACCCAGTC TCCATCATCT CTGAGCGC-3'
(SEQ ID No: 22)

himmu31VKFOR 5'-CCGGCAGATC TGCAGCTTGG TCCCTCCACC G-3' (SEQ ID NO:
23).

Los productos de PCR purificados en gel para hL243VK en este ejemplo fueron digeridos por restriccion con Pvull y
Bg1HI y se clonaron en los sitios complementarios Pvul/Bcll del vector de estadificacion de cadena ligera, VKpBR2.

El vector de expresion final hL243pdHL2 se construy6 subclonando secuencialmente los fragmentos Xbal-BamHI y
Xhol/Notl de hL243Vic y VH, respectivamente, en pdHL2 como se describi6é anteriormente.

Construccion de los vectores de expresion para anticuerpos hL.243

En un ejemplo, se construy6 un vector de expresion final hL243pdHL2 subclonando secuencialmente los fragmentos
Xbal-BamHI y Xhol/Notl de hL243Vx y VH, respectivamente, en pdHL2 como se describié previamente (Losman et al.,
Cancer, 80: 2660 (1997)). El vector de expresion pdHL2, como describen Gilles et al. (J. Immunol. Methods 125: 191
(1989), contiene la secuencia genémica de la cadena y1 humana, por tanto, hL243 es un isotipo IgG1/K.

En un método ejemplar, para construir el vector de expresion para hL243 de otro isotipo, como IgG4/K, la secuencia
gendmica de la cadena y1 humana se reemplazé por la de la cadena y4, que se obtuvo por amplificacion por PCR. La
plantilla utilizada fue el ADN gendémico extraido de la célula ATCC CRL-11397 y el par de cebadores fue P-Sacll (5'-
CCGCGGTCACATGGCACCA CCTCTCTTGCAGCTTCCACCA AGGGCCC-3) (SEQ ID No: 24) y P-Eagl (5-
CCGGCCGTCG CACTCAT TTA CCCAGAGACA GGG-3') (SEQ ID No: 25). El producto de PCR amplificado se clon6
en el vector de secuenciacién TOPO -TA (Invitrogen) y la secuencia se confirmé mediante secuenciacion de ADN.

Una mutacién puntual, Ser241Pro (basandose en la numeracion de Kabat) se introdujo en la region bisagra de la
secuencia y4 para evitar la formacién de semi-moléculas cuando se expresa el Ab IgG4 en cultivos de células de
mamiferos (Schuurman y col., Mol. Immunol. 38: 1 (2001)). La secuencia de la region bisagra y4 humana entre los
sitios de restriccion Pstl y Stul (56 pb) fue reemplazada con un fragmento de ADN sintético con la sustitucion del codén
TCA para Ser241 por CCG para Pro. La secuencia genémica y1 humana en hL243pdHL2 se sustituy6 con la secuencia
y4 mutada, dando como resultado el vector de expresion final, designado como hL243y4PpdHL2, para el isotipo IgG4
hL243.
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Transfeccion y expresion de anticuerpos hL243

En un ejemplo de método, aproximadamente 30 ug del vector de expresion para hL243 o hL243y4P se linealizaron
por digestién con Sail y se transfectaron en células Sp2/0-Agl4 mediante electroporacién (450 V y 25 uF). Las células
transfectadas se cultivaron en placas de 96 pocillos durante 2 dias y luego se seleccionaron por su resistencia a los
farmacos mediante la adicién de MTX en el medio a una concentracion final de 0,025 pM. Las colonias resistentes al
MTX emergieron en los pozos 2-3 semanas. Los sobrenadantes de las colonias que sobrevivieron a la seleccién se
cribaron en relacion con la deteccion de la secrecion de Ab humano por ensayo ELISA. Brevemente, se afiadieron
100 ul de sobrenadantes en los pocillos de una placa de microtitulo recubierta previamente con GAH-IgG, Ab
especifico del fragmento F(ab')2 y se incubaron durante 1 h a temperatura ambiente. Las proteinas no unidas se
eliminaron lavando tres veces con tampdn de lavado (PBS que contiene 0,05% de polisorbato 20). Se anadi6 GAH-
IgG conjugado con HRP, Ab especifico del fragmento Fc a los pocillos. Después de una incubacién de 1 h, la placa se
lavé. El Ab conjugado con HRP unido se revel6 por lectura de A4go nm después de la adicién de una solucién de
sustrato que contenia 4 mM de OPD y 0,04% de H20:2. Los clones de células positivas se expandieron y hL243 y
hL243y4P se purificaron del sobrenadante de cultivo celular mediante cromatografia de afinidad en una columna de
Proteina A.

La especificidad de union al Ag de hL243

En un ejemplo, la actividad de union a Ag y la especificidad de HL243 se demostraron mediante un ensayo de union
con la superficie celular. Las células Raji se incubaron en PBS/BSA (1%) que contenian una concentracién saturada
de hL243 purificado (20 pg/ml) durante 1 hora a 4 °C. Después del lavado, se detecté hL243 unida a la superficie
celular incubando las células Raji en el tamp6n que contiene un segundo anticuerpo conjugado con PE (IgG
antihumano de cabra, fragmento Fc especifico) y contando en un sistema PCA de Guave (Guava Technologies, Inc.,
Hayword, CA). Como se muestra en la Figura 7, hL243 se uni6 a un antigeno en células Raji reconocido por mL243
porque la unién se bloquea especificamente por la preincubacion de las células con mL243, lo que indica que la
especificidad de unién a Ag de mL243 se conserva en la version humanizada.

La actividad de union al Ag de hL243y4P

En un método ejemplar, se llevo a cabo un ensayo de unién a células de competicion para evaluar la inmunoreactividad
de hL243y4P en relacion con el mL243 precursor. Se incubd una cantidad constante de L243 o hL243y4P murino
marcado con '3 (100.000 cpm-10 uCi/ug) con células de linfoma humano (Raji, Daudi o Ramos) en presencia de
concentraciones variables (0,2-700 nM) de hL243y4P purificado o L243 murino a 4 °C durante 1-2 h. Los Abs no
unidos se eliminaron por lavado de las células en PBS. La radioactividad asociada con las células se determin6
después del lavado. Como se muestra en la Figura 8, los mAbs murinos L243 y hL243y4P compitieron entre si por la
unién al antigeno de superficie celular, lo que indica que reconocen el mismo determinante antigénico. hL243y4P
mostré una avidez de union aparente ~2 veces mas intensa que mL243 porque compiti6 mejor que mL243 (ECso de
~7 frente a ~16.5nM).

La constante de afinidad de unién con antigeno de hL243y4P se determind mediante el ensayo de union de superficie
celular directa de los anticuerpos radiomarcados y el analisis de la grafica de Scatchard. Para medir la unién especifica
al antigeno de la superficie celular, se prepararon dos conjuntos de células y se usaron en el ensayo de unién para
estimar la unién no especifica y total de las radioactividades, respectivamente. Las células para la union no especifica
se preincubaron con una cantidad en exceso de Ab no marcado para bloquear todos los sitios de antigeno de superficie
antes de afiadir el anticuerpo radiomarcado, mientras que las de unién total se preincubaron en PBS. Después de la
preincubacion, se afnadieron cantidades variables de '251-hL243y4P o '25l-mL243 y se incubaron con 2 x 105 células
de linfoma humano (Raji, Daudi o Ramos) a 4 °C durante 2 h y los anticuerpos no unidos se eliminaron mediante
lavado. Se hizo recuento de la radiactividad asociada a la célula. La unién de la superficie celular especifica del
anticuerpo radiomarcado a una concentracién dada de anticuerpo radiomarcado se calculé6 como: los recuentos de
unién total se restan de los recuentos de unién no especifica. Entonces se realiz6 el analisis de la grafica de Scatchard
para determinar el nimero maximo de sitios de union hL243y4P y mL243 por célula y las constantes de disociacion
aparente de la unién de equilibrio. Como se muestra en la Figura 9, la unién maxima de hL243y4P y mL243 a células
Daudi era virtualmente la misma, 6 x 10% moléculas /célula, lo que indica que se unen al mismo Ag. Se calculé que los
valores constantes de disociacion aparente para hL243y4P y mL243 eran 2,6 y 14 nM, respectivamente. Se obtuvieron
resultados similares con las células Raji y Ramos (datos no mostrados).

Ejemplo 2. Estudios funcionales de hL243y4P

En un método ejemplar se llevaron a cabo estudios basados en células in vitro para determinar si hL243y4P habia
retenido su efecto antiproliferativo y si las células efectoras y las funciones de unién al complemento se habian
anulado. En este ejemplo, el estudio descrito a continuacién indica que el efecto antiproliferativo se ha mantenido,
mientras que las funciones de unidn de células efectoras y complemento se han anulado.

Ensayo de las células efectoras

El objetivo de reemplazar la region Fc de hL243 con una regién Fc de isotipo de IgG4 era anular las funciones de
células efectoras a través del receptor Fey y la union al complemento. Se realizaron ensayos de CDC y ADCC para
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evaluar estas funciones mediante hL243y4P.
cDhC

Las células Daudi se incubaron con diluciones en serie de los anticuerpos hL243, hL243y4P, hA20 (como otro control
positivo) y hMN14 (control negativo) en presencia de complemento humano durante 2 h. Esto fue seguido por la adicién
de resazurina para evaluar la viabilidad celular. Se incluyeron controles de lisis no tratados y maximos. Las lecturas
de fluorescencia se obtuvieron 5 horas después de la adicién de resazurina. El nivel de fluorescencia obtenido se
correlaciona directamente con la cantidad de células viables. El porcentaje de células viables se calculé mediante la
formula (lisis maxima de prueba)/(control no tratado-lisis maxima) x 100. Los resultados indican que hL243y4P no
produce ningun efecto citotéxico mediado por el complemento en las células en comparaciéon con hL243 (ECso = 2,6
nM) y hA20 (CEso = 0,66 nM). Véase la Figura 10.

ADCC

Las células Daudi se incubaron con hA20, hL243, hL243y4P y hMN-14 a 5 pg/ml. Las células efectoras se afadieron
a una relacién de 50:1. Al cabo de 4 horas, se ensayo la lisis celular mediante la liberacién de LDH (Figura 11A) y lisis
celular (Figura 1 IB).

En estos resultados, en los que se muestran los efectos del anticuerpo solo sobre las células efectoras, puede
observarse que el KL243 indujo una lisis significativa de células efectoras, mientras que hL243y4P no lo hizo. Cuando
las cifras de lisis especificas se corrigen para el efecto sobre las células efectoras, hL243y4P muestra una lisis mucho
mas reducida de las células diana en comparacion con hL243 (12% frente a 48%).

Ensayos de proliferacion in vitro

Se realizaron ensayos colorimétricos multiples utilizando tanto la biorreduccion MTS (para la determinacién del nimero
de células viables) como BrdU (para la cuantificacion de la proliferacion celular basandose en la medida de la
incorporacion de BrdU durante la sintesis de ADN). Las células Daudi y Raiji se incubaron con diluciones seriadas de
hL243y4P durante 2 y 3 dias. Se usaron mL243 y hMN-14 como controles positivos y negativos, respectivamente.
Después de la incubacién, se realizaron los ensayos BrdU y MTS. Los resultados de los ensayos MTS se muestran a
continuacion. Los ensayos BrdU dieron resultados similares.

En un método ejemplar, se realizaron ensayos colorimétricos multiples utilizando tanto la biorreduccién MTS (para la
determinacion del numero de células viables) como BrdU (para la cuantificacion de la proliferacion celular basandose
en la medida de la incorporacion de BrdU durante la sintesis de ADN). Las células Daudi y Raji se incubaron con
diluciones seriadas de hL243y4P durante 2 y 3 dias. Se usaron L243 y hMN14 murinas como controles positivo y
negativo, respectivamente. Después de la incubacion, se realizaron los ensayos BrdU y MTS. Los resultados de los
ensayos MTS se muestran en las Figuras 12 y 13. Los ensayos Brdu dieron resultados similares (no mostrados). Estos
resultados indican que hL243y4P inhibe la proliferacién de las lineas celulares Raji y Daudi. Sin embargo, en
experimentos similares en la linea celular EBV negativa Ramos, la inhibicion de la proliferacion solo se observo en
presencia de un anti-Fc (Fab)2 de reticulacion.

Ejemplo 3: Comparacion de la eficacia in vivo de hL243y4P y mL243 (IgG2a) en un modelo de xenoinjerto de
linfoma no Hodgkin humano

En un método ejemplar, se realiz6 un estudio terapéutico para comparar la eficacia in vivo de los isotipos de anticuerpo
monoclonal L243-1gG4 humanizado y L243-1gG2a murino, en un modelo de xenoinjerto de linfoma no Hodgkin humano
(Raiji). Estudios previos in vitro han demostrado que reemplazar la regién Fc de L243-1gG1 con un isotipo IgG4 anula
las funciones de las células efectoras del anticuerpo (ADCC y CDC), conservando al tiempo los efectos
antiproliferativos. Estudios previos que usan anticuerpos anti-HLA-DR completamente humanos disefiados como un
isotipo IgG4 han mostrado también minimizar los efectos secundarios debido a las funciones efectoras mediadas por
la porcion Fc, mientras proporcionan una excelente actividad tumoricida in vitro, e in vivo en modelos de xenoinjerto
de linfoma no Hodgkins y modelos animales (monos cynomologus) sin efectos hematolégicos de larga duracion. Véase
Nagy et al., Nature Medicine, 8: 801 (2002). Asi pues, este estudio tuvo como objetivo determinar si hL243-gG4 podria
mantener una eficacia antitumoral significativa en un modelo de xenoinjerto. En ausencia de suficiente cantidad de
hL243-1IgG1, se us6 1gG2a mL243 (la 1lgG2a murina es el equivalente de la IgG1 humana en la fijacién del
complemento, y efectta ADCC).

Ratones SCID fueron inyectados con 2,5 millones de células Raji. La terapia con hL243-IgG4 o mL243-IgG2a se inicié
1 dia después de la administracion de la célula tumoral. Ambos grupos de ratones inyectados con solucién salina o
con el anticuerpo de control no especifico, hMN-14, tuvieron un tiempo de supervivencia medio (MST) de 17 dias.
Todos los grupos de ratones tratados con L243 tanto humanizado como murino tuvieron una vida util significativamente
mejorada en comparacién con los ratones a los que se inyectd solucion salina o hMN-14 (PO.0001). El tratamiento
con varias dosis de hL243 IgG4 dio como resultado una relaciéon dosis-respuesta, teniendo mejores tiempos de
supervivencia los ratones que recibieron dosis mas altas. En el grupo de animales tratados con varias dosis de IgG2a
mL243, la tasa de curacién estaba en el intervalo de 80 a 100%. Véase la Figura 14.
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Este estudio mostro la retencion concurrente de la eficacia antitumoral y la eliminacién de la actividad de unién con el
complemento de la construccion IgG4 de L243. Aunque este estudio se llevd a cabo en ratones, se pueden lograr
beneficios terapéuticos significativos usando los constructos mencionados anteriormente en todos los mamiferos que
padecen enfermedades autoinmunitarias, linfomas o leucemias. En particular, los constructos mencionados
anteriormente pueden ser usados de manera efectiva en (i) animales domésticos, especialmente gatos, perros y
caballos, para tratar enfermedades autoinmunitarias y linfomas/leucemias; y (ii) seres humanos, para el tratamiento
de enfermedades autoinmunitarias, linfomas y leucemias, asi como enfermedades inmunitarias desreguladoras,
metabdlicas y neurodegenerativas, que implican la expresién de HLA-DR.

Ejemplo 4: Comparacion in vitro de hL243 con L243 y MAbs anti- células B en el tratamiento de linfomas
humanos y caninos

Se ensay6 una muestra de 0,5 mg de hL243 (isotipo 1gG4) en relacién con la reactividad con lineas de células de
linfoma y un aspirado de linfoma de células B de perro en comparacion con el L243 murino, asi como en comparacion
con otros MAbs anti-células B. También se hicieron dos estudios funcionales. Se determiné la capacidad del hL243
para inducir la apoptosis en el aspirado de linfoma de perro y se probé la actividad antiproliferativa del hL243 frente a
Namalwa, una linea de células de linfoma humano que se ha informado que es resistente al rituximab.

La union de MAbs humanizados o quiméricos en los linfomas de células B humanas se midié mediante citometria de
flujo usando un clasificador de células activado por fluorescencia (FACS) en donde los siguientes MAbs-hMN-14, hLL1,
hLL2, hA20, Rituxan y hL243 se tifieron con IgG Fc antihumano de cabra (GAH) FITC. Las lineas celulares elegidas
fueron Namalwa (una linea de células de linfoma de células B humano resistentes a rituximab), SU-DHL-6 (linfoma no
Hodgkin de células B humanas), WSU-FSCCL (una linea de células de linfoma de células B humanas de grado bajo
EBV-negativas), células Raji, Daudi y Ramos. Como se muestra en la Tabla 2, hL243 se une a todas las lineas
celulares mencionadas anteriormente. En particular, hL243 unido a las células de Namalwa que no responden a CD20,
muestran una mayor unién que otros MAbs humanizados. Véase la Tabla 1. Ademds, hL243 demostr6 actividad
antiproliferativa en la linea celular de linfoma de células B humanas resistentes a rituximab, Namalwa, medida
mediante un ensayo de absorcion de 3H-timidina. El otro anticuerpo CD20, A20 humanizado (hA20), desarrollado por
Immunomedics, Inc., mostré resultados similares a rituximab, un anti-CD20 quimérico conocido como Rituxan®. Véase
Stein et al. (2004) Clin. Cancer Res. 10: 2868-2878.

Como se muestra en la Figura 16A-B, el hL243 produjo un 28% de inhibicion de la proliferacién cuando se administra
solo; esto aument6 al 51% cuando se administré hL243 en combinacién con un segundo anticuerpo IgG antihumano.
Cuando se usé en combinacién con rituximab, la actividad se increment6 a un nivel mayor que el de cualquiera de los
MAD solos. Véase la Figura 16-B.

Los estudios demostraron también que hL243 tiene una mayor afinidad de unién a las células de linfoma de perro que
otros MAbs humanizados. Véase la Tabla 3. Ademas, KL243 fue capaz de inducir la apoptosis en células de linfoma
de perro cuando se reticula con un segundo anticuerpo IgG antihumano, medido como el porcentaje de células con
un contenido de ADN en fase sub GO/G1. Véase la Figura 15.

Ejemplo 5: Combinaciones de anticuerpo hL243 y sus efectos
Métodos
Anticuerpos

En un método ejemplar, el clon de célula de hibridoma que produce el anticuerpo monoclonal anti-HLA-DR, L243, se
obtuvo de la ATCC (ATCC numero HB-55). Las células se cultivaron en medio HSFM (Life Technologies, Inc.)
suplementado con 10% de SFB (Hyclone). Los genes que codifican los genes Vk y VH de L243 se clonaron mediante
RT-PCR. EI L243 humanizado (isotipo IgG1/ k), hL243y1, se generd de manera similar, como se describi6 previamente
(Leung et al., Hybridoma 13: 469 (1994); Leung et al., Mol. Immunol., 32: 1413 (1995); Stein et al., Blood 104: 3705
(2004); Govindan y col., Breast Cancer Res. Treat. 84: 173 (2004)).

El isotipo 1gG4/k de hL243, hL243y4p, se puede construir reemplazando la secuencia codificadora de la region
constante de la cadena pesada por la cadena y1 humana con la de la cadena y4. Una mutacién de punto Ser241Pro
(basada en la numeracion Kabat) fue introducida en la region bisagra de la secuencia y4 para evitar la formacién de
semimoléculas cuando el anticuerpo se expresa y produce en cultivos de células de mamifero (Schuurman y col., Mol
Immunol.: 1 (2001)). Otros MAbs usados en los estudios fueron rituximab, adquirido, por ejemplo, de IDEC
Pharmaceuticals Corp. (San Diego, CA), y hMN-14, o labetuzumab (antigeno anti-carcinoembrionario humanizado
IgG1), proporcionado por Immunomedics, Inc. La construccion y caracterizacion de hMN-14, utilizado aqui como
control de isotipo negativo, se han descrito anteriormente.

Células

Se usaron lineas celulares ejemplares en varios estudios. Por ejemplo, las lineas de linfoma de Burkitt, Daudi, Raji y
Ramos, se adquirieron de la American Type Culture Collection (Manassas, VA). Las lineas de células de linfoma no
Burkitt se obtuvieron de la forma siguiente. RL y SU-DHL-6, que contienen la translocacion cromosémica t (14; 18), se
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obtuvieron del Dr. John Gribben (Dana-Farber Cancer Institute, Boston, MA) y el Dr. Alan Epstein (Universidad del
Southern California, Los Angeles, CA), respectivamente. Las lineas celulares SU-DHL-4, SU-DHL-10 y Karpas422
fueron proporcionadas por el Dr. Myron Czuczman (Roswell Park Cancer Institute, Buffalo, NY), y las lineas celulares
WSU-FCCL y DoHH2 se obtuvieron del Dr. Mitchell Smith (Fox Chase Cancer Center, Filadelfia, PA). Las células se
cultivaron como cultivos en suspension en DMEM (Life Technologies, Gaithersburg, MD), complementado con suero
bovino fetal al 10%, penicilina (100 U/ml), estreptomicina (100 pg/ml) y L-glutamina (2 mM) (medios completos).

La especificidad de unién al antigeno de los MAbs hL243

La actividad de unién al antigeno y la especificidad de hL243y1 se demostraron mediante un ensayo de unién a la
superficie celular. Las células Raji se incubaron en PBS/BSA (1%) que contenia una concentraciéon de saturacion de
hL243 purificado (20 pg/ml) durante 1 h a 4 °C. Después del lavado, se detecté hL243y1 unido a la superficie celular
incubando las células Raji en el tampoén que contiene un segundo anticuerpo conjugado con PE (IgG antihumana de
cabra, fragmento Fc especifico) y recontando, por ejemplo, en un sistema PCA Guave (Guava Technologies, Inc.,
Hayword, CA).

Se llevé a cabo un ensayo de unién celular de competicion para evaluar la reactividad de hL243y4P en relacion con
el mL243 original. Se incubé una cantidad constante de L243 o hL243y4P murino marcado con '23| (100.000 cpm, ~10
uCi /ug) con células de linfoma humano (Raji, Daudi o Ramos) en presencia de concentraciones variables (0,2- 700
nM) de hL243y4P purificado o L243 murino a 4 °C durante 1-2 h. Los MAbs no unidos se eliminaron lavando las células
en PBS. La radioactividad asociada con las células se determin6 después del lavado.

En un ejemplo, se determind la constante de afinidad de union al antigeno de hL243y4P mediante el ensayo directo
de unién a la superficie celular de los anticuerpos radiomarcados y el andlisis de la grafica de Scatchard. Para medir
la unién al antigeno de la superficie celular, se prepararon dos conjuntos de células y se usaron en el ensayo de union
para estimar la unién no especifica y la total de las radioactividades, respectivamente. Las células para la unién no
especifica se preincubaron con una cantidad en exceso de MAb no marcado para bloquear todos los sitios del antigeno
de superficie antes de afnadir el anticuerpo radiomarcado, mientras que las de la unién total se preincubaron en PBS.
Después de la preincubacion se afiadieron cantidades variables de 2%1-hL.243y4P o '25-mL243 y se incubaron con 2
x 105 células de linfoma humano (Raji, Daudi o Ramos) a 4 °C durante 2 h, y los anticuerpos no unidos se eliminaron
mediante lavado. Se cont6 la radiactividad asociada a la célula. La union de la superficie celular especifica del
anticuerpo radiomarcado a una concentraciéon dada de anticuerpo radiomarcado se calcul6 como: los recuentos de
unioén total restan los recuentos de unién no especifica.

Ensayos de citometria de flujo

Inmunofenotipificacion:  Se realizaron ensayos de inmunofluorescencia indirecta con el panel de lineas de células
descrito anteriormente, usando IgG antihumana de cabra-FITC (Tago, Inc., Burlingame, CA) esencialmente como se
describid anteriormente, y se analizaron mediante citometria de flujo usando un FACSCaliber (Becton Dickinson, San
Jose, CA).

Ejemplo Analisis de apoptosis: El andlisis de citometria de flujo del ADN celular se realizd después de la tincion
con yoduro de propidio. Las células se pusieron en placas de 24 pocillos (5 x 10° células/pocillo) y posteriormente se
trataron con MAbs (5 pug/ml). Se prepararon tres pocillos con cada MAb en donde se van a estudiar los efectos de la
reticulaciéon con anticuerpos anti-ratén de cabra o anti-humanos de cabra. Después de una incubacion de 20 minutos
con los MAbs primarios (37 °C, 5% de COz2, se afiadié segundo anticuerpo Fcy-especifico anti-lgG de ratdén de cabra
F(ab')2 (Jackson Laboratories, West Grove, PA) a un pocillo de cada MAb primario para ajustar la concentracion del
segundo anticuerpo a 20 pg/ml. Del mismo modo se afiadié F(ab')z anti-lgG humana Fcy-especifica de cabra (Jackson
Laboratories) al segundo pocillo de cada MAb primario, y el volumen del tercer conjunto se ecualizé mediante la adicion
de medio. Después de una incubacién de 48 h (37°C, 5% de COz), las células se transfirieron a tubos de ensayo, se
lavaron con PBS y después se resuspendieron en solucién hipoténica de yoduro de propidio (50 mg/ml de yoduro de
propidio en citrato de sodio al 0,1%, Triton X-100 al 0,1%). Las muestras se analizaron mediante citometria de flujo
usando un FACSCaliber. El porcentaje de células apoptéticas se defini6 como el porcentaje de células con tincion de
ADN antes del pico G1/G0 (hipodiploide).

Construccion y caracterizacion de hL243

En un método ejemplar, se generaron dos MAbs anti-DR humanizados. Se disefid hL243y1 para tener regiones
constantes IgG1/k humanas y se construyé hL243y4p reemplazando la secuencia codificadora de la regién constante
de la cadena pesada de la cadena y1 humana con la de la cadena y4 humana. Se introdujo una mutacién puntual,
Ser241Pro, en la regidn bisagra de la secuencia y4 para reducir la formacién de semimoléculas cuando se expresa el
anticuerpo y se produce en cultivos de células de mamifero (Schuurman y col., Mol Immunol. 38: 1 (2001)). La
capacidad de los dos anticuerpos L243 humanizados, y1y y4P, para unirse a las células Raji se muestra en las Figuras
7,8y 17. Enla Figura 7, la union de hL243y1 a las células Raji se bloquea especificamente mediante la preincubacién
de las células con L243 murino parental (mL243), indicando que la especificidad de unién al antigeno de mL243 se
conserva en la version humanizada.

En un ejemplo, se evalué la reactividad de hL243y4P con respecto a mL243 parental y se llevo a cabo un ensayo de
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competicién de union con las células. Se incub6 una cantidad constante de mL243 o hL243y4P marcado con 25 con
células de linfoma humano (Raji, Daudi o Ramos) en presencia de concentraciones variables de hL243y4P o mL243
purificados. Como se muestra en la Figura 8, los MAbs mL243 y hL243y4P compitieron entre si por la unién al antigeno
de superficie celular, indicando el reconocimiento de un determinante antigénico comun. hL243y4P tenia una aparente
avidez de unién aproximadamente 2 veces mas fuerte que mL243 (ECso de ~ 7 frente a ~16,5 nM). El nUmero maximo
de sitios de union hL243y4P y mL243 por célula y las constantes de disociacion aparente de la union de equilibrio se
determinaron por andlisis de la grafica de Scatchard. Como se muestra en la Figura 17, la unién maxima de hL243y4P y
mL243 a células Daudi fue virtualmente la idéntica, aproximadamente 6 x 10% moléculas/célula, consistente con la union
de un antigeno comun. Los valores constantes de disociacion aparente para hL243y4P y mL243 se calcularon para ser
2,6 nM y 14 nM, respectivamente. Se obtuvieron resultados similares con células Raji y Ramos (datos no mostrados).

Expresion de antigeno de células de linfoma cultivadas

En un método ejemplar, se realizé un analisis de citometria de flujo usando tincién inmunofluorescente indirecta para
mostrar que hL243y4P se une a un panel de linfomas de células B humanas cultivadas. Se muestra una comparacion
con otros antigenos de superficie. Como se ve en la Tabla 4, el MAb hL243y4P se une a todas las lineas celulares
ensayadas. Se observé una expresion mas fuerte en Daudi y Raji, pero el nivel de tincion de fluorescencia es fuerte
en todas las lineas celulares. La unién se comparo con la de los MAbs humanizados frente a otros antigenos de células
B (CD74, CD22, CD20), el MAb anti-CD20 quimérico murino-humano rituximab y un MAb anti-CEA humanizado
(control negativo). La tincién con hL243y4P es marcadamente mayor que la de CD22 y CD74 en las siete lineas de
células. La tincion con CD20 fue mas variable, como se muestra por la reactividad con los MAbs humanizados (hA20)
y quiméricos (rituximab). Las lineas de Burkitt, Daudi, Raji y Ramos, expresan niveles intermedios de CD20, mientras
que variaron las lineas de linfoma de células B grandes foliculares y difusas evaluadas. En comparacion con la
expresion de HLA-DR medida por la unién de hL243y4P, SU-DHL-6 tiene una expresion de CD20 mas alta, Namalwa
y WSU-FSCCL expresion mas baja de CD20, y RL expresion aproximadamente igual de ambos antigenos.

Ensayos de células efectoras

En un ejemplo, la region Fc de hL43 se reemplaz6 con una region Fc de isotipo de IgG4 para anular las funciones de
células efectoras a través del receptor de Fc y la unién al complemento. Se realizaron ensayos de CDC y ADCC para
evaluar estas funciones.

En otro método ejemplar, las células CDC Daudi se incubaron con diluciones en serie de los anticuerpos hL243y1,
hL243y4P, hA20 (como otro control positivo) y hMN14 (anti-CEA, control negativo) en presencia de complemento
humano durante 2 h. Esto fue seguido por la adicion de resazurina para evaluar la viabilidad celular. Se incluyeron
controles de lisis no tratados y maximos. Se obtuvieron lecturas de fluorescencia 5 h después de la adicién de
resazurina. El nivel de fluorescencia obtenido se correlaciona directamente con el nimero de células viables. Estos
resultados indican que hL243y4P no produce un efecto citotéxico mediado por el complemento sobre las células en
comparacion con hL243y1 (ECso = 2,6 nM) y hA20 (ECso = 0,66 nM) donde se observé CMC (Figuras 10y 18).

Lainduccion de ADCC se midi6 también en Raji, Daudi y SU-DHL-6 mediante la liberacion de calceina AM. La actividad
de hL243y4P se compar6 con la de L243 murino y rituximab, como control positivo. Como se esperaba, el rituximab y
el L243 murino indujeron significativamente mas lisis celular que los controles negativos (sin MAb y MN-14 murino y
humanizado) y hL243y4P no lo hizo (Figura 19).

Efectos antiproliferativos in vitro

En un ejemplo, el efecto de hL243 sobre la proliferacion celular fue evaluado usando el ensayo de absorcion de 3H-
timidina en Raji, FSCCL y Namalwa (Figura 20B y Tabla 5). El efecto de hL243y4P se compard con el de rituximab y
con rituximab combinado con hL243y4P, en presencia o ausencia de un anticuerpo anti Fc de entrecruzamiento. En
FSCCL, que anteriormente se habia demostrado que era relativamente insensible al rituximab, hL243y4P produjo una
inhibicién de la proliferacién significativamente mayor que el rituximab. En Ramos, la actividad de hL243 y rituximab
fueron similares, y la combinacién fue mas efectiva que cualquiera de ellos por si solo. La combinaciéon puede tener
un efecto sinérgico. Se requiere la reticulaciéon con un anticuerpo Fc antihumano para que se observe una actividad
antiproliferativa significativa en Ramos. En Namalwa, como con FSCCL, hL243y4P dio una inhibicion de la proliferacién
significativamente mayor que rituximab, y la combinacion de rituximab y hL243y4P produjo una inhibicién de la
proliferacién significativamente mayor que cualquier MAb solo.

Evaluacion de la induccidon de apoptosis

En un método ejemplar, el mecanismo de ensayos de destruccion celular inducida por hL243y4P fue evaluado
midiendo varios marcadores de apoptosis. Estos incluyeron la induccién de la fragmentacion del ADN, la tincion con
anexina V/7-AAD, la medida de la caspasa-3 activada, la pérdida del potencial de membrana mitocondrial y la
activacién de la via de supervivencia AKT.

En otro ejemplo, la fragmentacién del ADN se evalué mediante citometria de flujo en SU-DHL-6 y Namalwa. Las células
se cultivaron con los MAbs durante 48 h con o sin un segundo MAb para la reticulacion, seguido de tincion de ADN
con yoduro de propidio. Las células se analizaron mediante citometria de flujo, y la fluorescencia positiva debajo de la
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region G1 representa la fragmentacion del ADN y es una medida de la apoptosis. La actividad de hL243y4P se
comparé con la de MAbs humanizados contra otros antigenos de células B, que incluyen anti-CD74 (hLL1), anti CD22
(hLL2, epratuzumab), anti-CD20 (hA20), asi como el MAb quimérico murino-humano rituximab. Los controles no
incluyeron ningin primer MAb y el control negativo MAb anti-CEA humanizado, hMN-14. El hL243 y4P indujo la apoptosis
en ambas lineas celulares, a niveles similares o mayores que los otros MAbs anti-células B (Figuras 21Ay 21B).

En una realizacion particular, se usé un kit (por ejemplo, el kit Guava Nexin™) para discriminar entre células muertas
apoptoéticas y no apoptéticas en células Daudi. En este ejemplo, el kit utiliza anexina-V-PE para detectar fosfatidilserina
(PS) en la membrana externa de las células apoptoéticas y un colorante impermeable a la célula 7-AAD como indicador
de la integridad estructural de la membrana. El 7-AAD se excluye de las células vivas, sanas y de las células
apoptoéticas tempranas, pero se infiltra en las células muertas y apoptéticas de la dltima etapa. Como se muestra en
la Figura 21B, los resultados de este estudio indicaron que hL243y4P indujo apoptosis similar a mL243 después de
un tratamiento de 4 h y 24 h. En cambio, el MAb anti-CD20 no indujo apoptosis mensurable en Daudi. Por tanto, el
hiper-entrecruzamiento por un agente secundario, tal como anti-lgG humana o proteina A, puede usarse para la
induccion de apoptosis por MAbs anti-CD20 en muchas lineas celulares incluyendo Daudi.

En otro ejemplo, los efectos de L243 humanizado y murino sobre el potencial mitocondrial fueron estudiados en
diferentes células, a saber, SU-DHL-6, Daudi, Raji, WSU-FSCCL, RL y Namalwa. Los resultados se representan en la
Figura 22, indicando que se observaron cambios apoptoticos en el potencial de membrana mitocondrial con MAbs
L243 tanto murinos como humanizados. La reticulacion con un segundo anticuerpo puede no ser necesaria, pero
puede aumentar el efecto en 2 de las 6 lineas celulares evaluadas, FSCCL y Namalwa. La pérdida de potencial de
membrana mitocondrial inducida por hL243y4P fue mayor que la del MAb anti-CD20 (hA20), sin un agente de
reticulacion. Con la reticulacion, los niveles de hA20 se incrementan a los de hL243y4P en 3 de las 6 lineas celulares
(RL, SU-DHL-6 y Daudi).

En un ejemplo, la induccién de caspasa-3 activada por L243 humanizado y murino se analiz6 mediante citometria de
flujo en un panel de lineas celulares de linfoma. El resultado resumido en la Tabla 6 representa que tanto el L243
murino como el humanizado inducen la activacion de la caspasa-3, a niveles similares, en ausencia de reticulacion
con el segundo anticuerpo. La induccion de la caspasa-3 activada, con los MAb L243 es en todas las lineas celulares
mayor que en la de hA20. Con un segundo anticuerpo estos niveles se incrementan y el efecto de hA20 es similar al
de hL243y4P, excepto en Namalwa y FSCCL, dos lineas celulares que rutinariamente se observa que son
relativamente insensibles a MAbs anti-CD20. La caspasa-3 escindida también se ensayé en Daudi durante un ciclo de
tiempo de 2 dias (Figura 23A). La actividad continia aumentando durante aproximadamente 2 dias de incubacion de
L243y4P. No se realizaron valores del tiempo menores de 1 h.

En un ejemplo, se evalué la intervencion de AKT en el mecanismo de accién de L243 en 6 lineas celulares mediante
citometria de flujo. Las células se incubaron con diversos MAbs durante 2 dias, luego se ensayaron en relacion con
fosfo-AKT. Los resultados listados en la Tabla 7 muestran que L243 activa AKT en todas las lineas celulares. Los
niveles de fosfo-AKT en células tratadas con anti-CD20, hA20, asi como células tratadas con anti-CD74 y anti-CD22
(no mostradas) son similares a las células no tratadas en todas las lineas celulares. Para determinar el curso temporal
de la activacion de P-AKT, se incubaron células Daudi con MAbs durante diversos tiempos, se eliminaron los MAbs
(por centrifugacion) en momentos desde 0 min hasta aproximadamente 2 dias (Figura 23B, Figura 23C). Estos
resultados representan que la activacion de AKT por L243 puede ocurrir mas rapidamente de lo que puede medirse
con este ensayo, porque incluso en el instante 0 los niveles de P-AKT son iguales al instante 2 dias.

Eficacia terapéutica in vivo de hL243 en un modelo de xenoinjerto de linfoma no Hodgkin (Raiji)

En un método ejemplar, se llevé a cabo un estudio terapéutico para comparar la eficacia in vivo de los anticuerpos
monoclonales hL243y4P y mL243 (isotipo IgG2a) en un modelo de xenoinjerto de linfoma no Hodgkin humano (Raji).
El objetivo de este estudio era determinar si hL243y4P puede mantener una eficacia antitumoral significativa en un
modelo de xenoinjerto. Se inyectaron ratones SCID con 2,5 x 10° células Raji. La terapia con hL243y4P o mL243 se
inici6 un dia después de la administracién de la célula tumoral. Los resultados se muestran en la Figura 24. Ambos
grupos de ratones a los que se inyecto solucién salina o con anticuerpo de control no especifico, hMN14, tuvieron un
tiempo medio de supervivencia (MST) de 17 dias. Todos los grupos de ratones tratados con L243 tanto humanizado
como murino tuvieron una vida util significativamente mejorada en comparacién con los ratones a los que se inyectod
solucion salina o hMN14 (P < 0,0001). El tratamiento con varias dosis de hL243y4P dio como resultado una relacion
dosis-respuesta, teniendo mejores tiempos de supervivencia los ratones que recibian dosis mas altas. En el grupo de
animales tratados con varias dosis de mL243 IgG2a, la tasa de curacién estaba en el intervalo de 80-100%.
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Tabla 1. Comparacion de la union de Mabs humanos y murinos en Namalwa

MAbs Fluorescencia MEDIA GEOMETRICA | MAbs Fluorescencia MEDIA GEOMETRICA
Humanizados 2° Ab: FITC GAH Murinos 2° Ab: FITC GAM
Ninguno 2,52 Ninguno 2,91
HMN 14 2,49 Ag8 3,64
hRS7 2,47 MN14 332
HLLA 10,06 RS7 3,39
hLL2 6,76 LL1 17,31
hA20 6,28 LL2 10,46
Rituximab 7,33 1F5 3,83
HL243 324,16 m2B8 6,16

L243 594,96

Tabla 2: Fenotipificacion lineas de células (union de MAbs humanizados o quiméridos en lineas de células B
mediante ensayo FACS)

Ensayo indirecto usando tinciéon de 22 Ab FITC-GAH Fc

Fluorescencia media geométrica Rituximab HL243

ninguno hMN14 hLL1 hA20

Namalwa 25 2,36 7,81 6,4 10,11 14,12 260,8

SU-DHL-6 4,6 4,94 17,29 11, 1199,34 1308,89 572,2

WSU-FSCCL 2,6 2,66 8 ,66 4.1 8,91 12,45 466,7

Raji 6,8 6,96 95,10 22, 267,09 394,57 971,9

Daudi 3,1 3,16 48,77 51, 240,96 380,45 937,4

Ramos 3,1 3,13 23,25 14, 203,65 374,98 277,5
Tabla 3. Fenotipificacion de aspirado de linfoma de perro

MAbs murinos MAbs Humanizados

Yo FL media Y% FL media

ninguno 3,85 3,37 ninguno 4,48 3,24

Ag8 2,81 3,04 hMN-14 4,63 3,24

L243 77,77 10,41 hL243 26,33 5,47

m2B8 2,61 3,11 hA20 3,96 3,25

LL1 6,69 4,01 hLL1 4,71 3,33

LL2 5,05 3,73 hLL2 4,85 3,37

Tabla 4. Union de Mabs humanizados o quiméricos en lineas de células B. Se llevé a cabo un ensayo de

citometria de flujo indirecta usando tincion de 22 anticuerpo especifica de FITC-GAH Fc.

Fluorescencia media geométrica
ninguno anti-CEA | anti-CD74 | anti-CD22 | anti-CD20 an_ti-(_:D20 anti-HLA-DR
(hMN14) (hLL1) (hLL2) (hA20) (Rituximab) (hL243y4P)
Daudi 3,2 3,2 48,8 51,7 241,0 380,5 937,4
Namalwa 2,6 2,4 7,8 6,4 10,1 14,1 260,9
Raji 6,9 7,0 95,1 22,6 267,1 394,6 972,0
Ramos 3,1 3,1 23,3 14,6 203,7 375,0 277,6
RL 2,4 2,8 7,9 5,1 127,5 147,8 112,2
SU-DHL-6 4,6 4,9 17,3 11,0 1199,3 1308,9 572,3
WSU-FSCCL 2,7 2,7 8,7 4,2 8,9 12,5 466,8

41




ES 2 829 566 T3

Tabla 5. Resumen de la actividad antiproliferativa de Mabs on y sin entrecruzamiento (% de inhibicion de la
absorcion de *H-timidina)

| Rituximab + hL243 Rituximab | hL243y4P
Actividad antiproliferativa de MAbs sin entrecruzamiento
Ramos 18,2+4,9 -7,9 £ 3,6 (0,0001)2 10,1+ 11,9 (0,3619)
FSCCL 75,9 +10,2 13,4 £ 12,3 (0,0028) 78,9 +1,7 (0,6611)
Namalwa 50,1 £1,1 13,8 +5,6 (0,0061) 27,8 £ 3,3 (0,0038)
Actividad antiproliferativa de MAbs en presencia de 2° Ab anti-humano

Ramos 69,070 50,5 £9,4 (0,0519) 56,8 + 0,8 (0,0073)
FSCCL 94,5+0,9 28,1 £9,6 (0,0067) 94,5 £ 0,8 (0,9984)
Namalwa 58,1+2,1 14,7 +7,0 (0,0050) 51,5 £ 3,0 (0,0416)
@ Los numeros entre paréntesis representan valores de P de los MAbs simples en comparacion con la combinacién
de rituximab + hL243y4P.

5 Tabla 6. Ensayo de Caspasa-3 escindida
Caspasa-3 escindida (% por encima de no control MAb)
MAbs humanizados MAbs murinos
hL243g4P hA20 | hMN-14 mL243 | mMN-14
Sin entrecruzamiento
Ramos 26,9 3,2 0,8 15,8 3,9
Namalwa 18,4 -0,1 0,2 9,4 0,5
FSCCL 46,4 0,7 0,3 26,2 -0,7
Daudi 48,1 7.9 0,9 45,8 1,0
RL 22,5 1,5 -0,1 18,2 -0,3
SU-DHL-6 52,2 30,9 2,3 46,5 0,2
Raji 22,5 1,5 -0,1 18,2 -0,3
con 22 Ab
Ramos 71,7 67,8 7,3 40,3 3,0
Namalwa 72,2 20,4 7,9 25,2 -0,3
FSCCL 86,7 20,0 8,4 55,0 1,5
Daudi 68,9 72,0 2,9 51,2 0,0
RL 37,3 24,2 4,0 4,0 0,7
SU-DHL-6 72,1 75,8 55 51,4 -0,9
Raiji 59,8 37,4 2,8 20,4 -0,3

Tabla 7. Ensayo P-AKT

% por encima de no control MAb
MAbs humanizados MAbs murinos
hL243g4P hA20 hMN-14 mL243 mMN-14
Namalwa 8,4 2,8 1,3 3,5 -4.4
FSCCL 25,1 -1,4 3,9 16,3 -1,7
Daudi 34,9 1,0 -1,4 24,5 2,1
RL 5,9 1,8 0,0 1,3 1,3
SU-DHL-6 29,8 0,2 1,2 26,1 -0,5
Raji 51 -0,9 -1,6 17,2 -4,2
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Todas la COMPOSICIONES y/o METODOS y/o APARATOS descritos y reivindicados aqui pueden hacerse y
ejecutarse sin una experimentacion excesiva a la luz de la presente descripcion.

Lista de secuencias
<110> IMMUNOMEDICS, INC.

5 <120> Anticuerpos L243 humanizados
<130> 110083 EP/D-I

<150> 60/657,695
<151>2005-03-03

<160> 25

10 <170> PatentIn version 3.3

<210> 1
<211> 324
<212> ADN
<213> Mus muscularis

15 <220>
<221> CDS
<222> (1)..(321)
<400> 1
gac atc cag atg act cag tct cca gce tce cta tet gta tet gtg gga 48
Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ala Ser Leu Ser Val Ser Val Gly
1 5 10 15
gaa act gtc acc atc aca tgt cga gca agt gag aat att tac agt aat 96
Glu Thr Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Glu Asn Ile Tyr Ser Asn

20 25 30
tta gca tgg tat cgt cag aaa cag gga aaa tct cct cag ctc ctg gtc 144
Leu Ala Trp Tyr Arg Gln Lys Gln Gly Lys Ser Pro Gln Leu Leu Val
35 40 45
ttt gct gca tca aac tta gca gat ggt gtg cca tca agg ttc agt ggc 192
Phe Ala Ala Ser Asn Leu Ala Asp Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly
50 55 60
agt gga tca ggc aca cag tat tcc ctc aag atc aac age ctg cag tct 240
Ser Gly Ser Gly Thr Gln Tyr Ser Leu Lys Ile Asn Ser Leu Gln Ser
65 70 75 80
gaa gat ttt ggg gat tat tac tgt caa cat ttt tgg act act ccg tgg 288
Glu Asp Phe Gly Asp Tyr Tyr Cys Gln His Phe Trp Thr Thr Pro Trp
85 90 95
gceg tte ggt gga gge acc aac ctg gaa atc aaa cgt 324
Ala Phe Gly Gly Gly Thr Asn Leu Glu Ile Lys
100 105

20 <210> 2
<211> 107
<212> PRT

<213> Mus muscularis
<400> 2

Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ala Ser Leu Ser Val Ser Val Gly
25 1 5 10 15

43



10
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Glu

Leu

Phe

Ser

65

Glu

Thr val

50

Gly

Asp

Ala Trp

35

Ala Ala

Ser

Phe

Ala Phe Gly

<210>3

<211> 363

<212> ADN
<213> Mus muscularis

<220>
<221> CDS

<2225 (1)..(360)

<400> 3

cag
Gln
1

aca
Thr

gga
Gly

ggc
Gly

aag
Lys
65

ttg

Leu

gca
Ala

caa
Gln

atc
Ile

gtc
Val

atg
Met

tgg
Trp
50

gga
Gly

cag
Gln

aga
Arg

ggc
Gly

<210> 4

<211>120

cag
Gln

aag
Lys

aac
Asn
35

ata
Ile

cgg
Arg

atc
Ile

gat
Asp

acc
Thr
115

<212> PRT
<213> Mus muscularis

<400> 4

Thr
20

Tyr

Ser

Gly

Gly

Gly
100

ttg
Leu

atc
Ile
20

tgg
Trp

aac
Asn

ttt
Phe

aac
Asn

att
Ile
100

act
Thr

Ile

Arg

Asn

Thr

Asp
85

Gly

gtg
val

tce
Ser

gtg
val

acc
Thr

gcc
Ala

aac
Asn
85

act
Thr

ctc
Leu

Thr

Gln

Leu

Gln
70

Tyr

Thr

cag
Gln

tgc
Cys

aag
Lys

tac
Tyr

tte
Phe
70

cte

Leu

gcg
Ala

acc
Thr

Cys

Lys

Ala
55

Tyr

Tyr

Asn

tect
Ser

aag
Lys

cag
Gln

act
Thr
55

tct

Ser

aaa
Lys

gtt
val

gtc
Val

Arg

Gln
40

Asp

Ser

Cys

Leu

gga
Gly

gct
Ala

gct
Ala
40

aga
Arg

ttg
Leu

aat
Asn

gta
val

tcc
Ser
120
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Ala
25

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu
105

cct
Pro

tct
Ser
25

cca
Pro

gag
Glu

gaa
Glu

gag
Glu

cct
Pro
105

tca

Ser

Lys

val

Lys

His
90

Ile

gag
Glu
10

999
Gly

gga
Gly

cca
Pro

acc
Thr

gac
Asp
90

acg
Thr

Ser

Glu Asn

Pro

Pro Ser

60

Ile Asn

75

Phe

Lys

ctg
Leu

ttt
Phe

aag
Lys

aca
Thr

tct
Ser
75

acg

Thr

ggt
Gly

Trp

aag
Lys

acc
Thr

ggt
Gly

tat
Tyr
60

gcc
Ala

gct
Ala

ttt
Phe

44

Ile

Gln
45

Arg

Ser

Thr

aag
Lys

ttc
Phe

tta
Leu
45

gct
Ala

agc
Ser

aaa
Lys

gac
Asp

Tyr
30

Leu

Phe

Leu

Thr

cct
Pro

aca
Thr
30

aag
Lys

gat
Asp

act
Thr

tat
Tyr

tac
Tyr
110

Ser Asn

Leu Val

Ser

Gln

Pro
95

gga
Gly
15

aac
Asn

tgg
Trp

gac
Asp

gcc
Ala

tte
Phe
95

tgg
Trp

Gly

Ser
80

Trp

gag
Glu

tat
Tyr

atg
Met

ttc
Phe

tat
Tyr
80

tgt
Cys

ggc
Gly

48

96

144

192

240

288

336

363
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Gln Ile Gln Leu Val Gln Ser Gly

Thr Val Lys Ile Ser Cys Lys Ala
20

Gly Met Asn Trp Val Lys Gln Ala
35 40

Gly Trp Ile Asn Thr Tyr Thr Arg
50 55

Lys Gly Arg Phe Ala Phe Ser Leu
65 70

Leu Gln Ile Asn Asn Leu Lys Asn
85

Ala Arg Asp Ile Thr Ala Val Val
100

Gln Gly Thr Thr Leu Thr Val Ser
115 120

<210>5

<211> 324

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

ES 2 829 566 T3

Pro

Ser

25

Pro

Glu

Glu

Glu

Pro
105

Glu

10

Gly

Gly

Pro

Thr

Asp

90

Thr

Leu

Phe

Lys

Thr

Ser

75

Thr

Gly

Lys

Thr

Gly

Tyr

60

Ala

Ala

Phe

Lys

Phe

Leu

45

Ala

Ser

Lys

Asp

Pro

Thr

30

Lys

Asp

Thr

Tyr

Tyr
110

Gly

15

Asn

Trp

Asp

Ala

Phe

95

Trp

<222> /nota="Descripcion de la secuencia artificial: polinucleétido sintético”

<220>
<221> CDS
<222> (1)..(324)

<400> 5

Glu

Tyr

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Gly

gac atc cag ctg acc cag tct cca tca tct ctg age gca tct gtt gga
Asp Ile Gln Leu Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly

1 5

10

15

gat agg gtc act atc act tgt cga gca agt gag aat att tac agt aat

45

48

96
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Asp Arg Val Thr Ile
20

tta gca tgg tat cgt
Leu Ala Trp Tyr Arg
35

ttt gct gca tca aac
Phe Ala Ala Ser Asn
50

agc gga tct ggg aca
Ser Gly Ser Gly Thr
65

gaa gac att gca aca
Glu Asp Ile Ala Thr
85

gcg ttc ggt gga ggg

Ala Phe Gly Gly Gly
100

<210>6

<211> 108

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

Thr

cag
Gln

tta
Leu

gat
Asp
70

tat
Tyr

acc
Thr

Cys

aaa
Lys

gca
Ala
55

tat
Tyr

tat
Tyr

aag
Lys

Arg

cca
Pro
40

gat
Asp

act
Thr

tgt
Cys

ctg
Leu
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Ala
25

999
Gly

ggt
Gly

tte
Phe

caa
Gln

cag
Gln
105

Ser

aaa
Lys

gtg
val

acc
Thr

cat
His

atc
Ile

Glu

gca
Ala

cct
Pro

atc
Ile
75

ttt
Phe

aaa
Lys

Asn

cct
Pro

tecg
Ser
60

agc

Ser

tgg
Trp

cgt
Arg

Ile

aaa
Lys
45

cga

Arg

tect
Ser

act
Thr

Tyr
30

ctg
Leu

ttc
Phe

ctt
Leu

act
Thr

<222> /nota="Descripcién de la secuencia artificial: polipéptido sintético”

<400> 6

Asp Ile Gln Leu Thr
1 5

Asp Arg Val Thr Ile
20

Leu Ala Trp Tyr Arg
35

Phe Ala Ala Ser Asn
50

Ser Gly Ser Gly Thr
65

Glu Asp Ile Ala Thr
85

Ala Phe Gly Gly Gly
100

<210>7

<211> 363

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

Gln

Thr

Gln

Leu

Asp

70

Tyr

Thr

Ser

Cys

Lys

Ala

55

Tyr

Tyr

Lys

Pro

Arg

Pro

40

Asp

Thr

Cys

Leu

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Phe

Gln

Gln
105

Ser

10

Ser

Lys

Val

Thr

His

90

Ile

Leu

Glu

Ala

Pro

Ile

75

Phe

Lys

Ser

Asn

Pro

Ser

60

Ser

Trp

Arg

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Thr

Ser

Tyr

30

Leu

Phe

Leu

Thr

Ser

ctg
Leu

tect
Ser

caa
Gln

ccg
Pro
95

val

15

Ser

Leu

Ser

Gln

Pro
95

<223>/nota = "Descripcién de secuencia artificial: polinucleétido sintético”

<220>

46

Asn

gtc
Val

ggc
Gly

cca
Pro
80

tgg
Trp

Gly

Asn

Val

Gly

Pro

80

Trp

144

192

240

288

324
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<221> CDS
<222> (1)..(363)

<400>7

cag
Gln
1

tca
Ser

gga
Gly

ggc
Gly

aag
Lys
65

ctc
Leu

gca
Ala

caa
Gln

gtg
Val

gtg
Val

atg
Met

tgg
Trp
50

gga
Gly

cag
Gln

aga
Arg

999
Gly

<210>8

<211>121

caa
Gln

aag
Lys

aac
Asn
35

ata
Ile

cgg
Arg

atc
Ile

gat
Asp

tcc
Ser
115

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223>/nota = "Descripcién de secuencia artificial: polipéptido sintético"

<400> 8
Gln Val Gln Leu Gln Gln Ser Gly Ser Glu Leu Lys Lys Pro Gly Ala

1

ctg
Leu

gtt
val
20

tgg
Trp

aac
Asn

ttt
Phe

agc
Ser

att
Ile
100

ctg
Leu

cag
Gln

tce
Ser

gtg
Val

acce
Thr

gcc
Ala

agc
Ser
85

act
Thr

gtce
val

5

caa
Gln

tgc
Cys

aag
Lys

tac
Tyr

tte
Phe
70

cta

Leu

gcg
Ala

acc
Thr

tct
Ser

aag
Lys

cag
Gln

act
Thr
55

tcc

Ser

aag
Lys

gtt
val

gtc
val

999
Gly

gct
Ala

gce
Ala
40

aga
Arg

ttg
Leu

gct
Ala

gta
val

tcec
Ser
120
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tct
Ser

tct
Ser
25

cct
Pro

gag
Glu

gac
Asp

gac
Asp

cct
Pro
105

tca
Ser

gag
Glu
10

gga
Gly

gga
Gly

cca
Pro

acc
Thr

gac
Asp
90

acg
Thr

10

ttg
Leu

ttt
Phe

caa
Gln

aca
Thr

tct
Ser
75

act
Thr

ggt
Gly

aag
Lys

acc
Thr

999
Gly

tat
Tyr
60

gtc
val

gce
Ala

ttt
Phe

47

aag
Lys

tte
Phe

ctt
Leu
45

gct
Ala

agc
Ser

gtg
val

gac
Asp

cct
Pro

aca
Thr
30

aag
Lys

gat
Asp

acg
Thr

tat
Tyr

tac
Tyr
110

gg99
Gly
15

aac

Asn

tgg
Trp

gac
Asp

gca
Ala

ttec
Phe
95

tgg
Trp

15

gce
Ala

tat
Tyr

atg
Met

tte
Phe

tat
Tyr
80

tgt
Cys

ggc
Gly

48

96

144

192

240

288

336

363
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Ser

Gly

Gly

Lys

65

Leu

Ala

Gln

Val Lys

Met Asn
35

Trp Ile

50

Gly Arg

Gln Ile

Arg Asp

Gly Ser

val

20

Trp

Asn

Phe

Ser

Ile

Ser

Val

Thr

Ala

Ser

Cys

Lys

Tyr

Phe

70

85

100

115

<210>9

<211>108
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400>9
Val Gln Leu Val Gln

1

Val

Met

Trp

Gly

Gln

Arg

Lys Val

Asn Trp

Ile Asn

Arg Phe

Ile Ser

Glu Asp

<210> 10

<211>121
<212> PRT
<213> Mus muscularis

<400> 10

Ser

20

Val

Thr

val

Ser

Ser
100

Leu

5

Cys

Arg

Asn

Phe

Leu

Asn

Thr

vVal

Ser

Lys

Gln

Thr

Ser

Lys

Gly

Leu

Ala

Thr

Gly

Ala

Ala

Gly

Leu

Ala

Tyr

Lys

Gln

Thr
55

Ser

Lys

Val

Val

Ser

Ser

Pro

40

Asn

Asp

Asp

Lys

Ala

Ala
40

Arg

Leu

Ala

Val

Ser
120

Glu

Gly

25

Gly

Pro

Thr

Asp

Ile
105
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Ser
25

Pro

Glu

Asp

Asp

Pro
105

Ser

Leu

10

Tyr

Gln

Thr

Ser

Thr

Phe

Gly

Gly

Pro

Thr

Asp

90

Thr

Lys

Thr

Gly

Tyr

val

Ala

Asp

Lys

Phe

Leu

Ala

Ser

val

Tyr

Phe Thr

Gln Gly

Thr Tyr

60

Ser Val
75

Thr Ala

Gly Phe

Phe Thr
30

Leu Lys

45

Ala Asp

Ser Thr

Val Tyr

Asp Tyr
110

Pro Gly Ala

15

Thr Ser Tyr

Glu Trp Met

45

Gln Gly Phe

Thr Ala Tyr

Tyr Tyr Cys

48

95

Ser

Ala

Gly

Thr

Leu

Ala

Asn

Trp

Asp

Ala

Phe

95

Trp

Tyr

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Gly
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Gln

Thr

Gly

Gly

Lys

65

Leu

Ala

Gln

Ile

Val

Met

Trp

Gly

Gln

Arg

Gly

<210> 11

<211>121

Gln

Lys

Asn

35

Ile

Arg

Ile

Asp

Thr
115

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223>/nota = "Descripcién de secuencia artificial: polipéptido sintético”

<400> 11
Gln Val Gln Leu

1

Ser

Gly

Gly

Lys

65

Leu

Ala

Gln

Val

Met

Trp
50

Gly

Gln

Arg

Gly

Lys

Asn

Ile

Arg

Ile

Asp

Ser
115

Leu

Ile

20

Trp

Asn

Phe

Asn

Ile

100

Thr

Val
20

Trp

Asn

Phe

Ser

Ile

100

Leu

vVal

Ser

vVal

Thr

Ala

Asn

85

Thr

Leu

Gln

Cys

Lys

Tyr

Phe

70

Leu

Ala

Thr

Ser

Lys

Gln

Thr

55

Ser

Lys

Val

Val

Gly

Ala

Ala

40

Arg

Leu

Asn

val

Ser
120
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Pro

Ser

25

Pro

Glu

Glu

Glu

Pro

105

Ser

Gln Gln Ser Gly Ser

5

Ser

vVal

Thr

Ala

Ser

Thr

vVal

Cys

Lys

Tyr

Phe

70

Leu

Ala

Thr

Lys

Gln

Thr
55

Ser

Lys

val

Val

Ala

Ala

40

Arg

Leu

Ala

val

Ser
120

Ser
25

Pro

Glu

Asp

Asp

Pro

105

Ser

Glu

10

Gly

Gly

Pro

Thr

Asp

90

Thr

Leu

Phe

Lys

Thr

Ser

75

Thr

Gly

Lys

Thr

Gly

Tyr

60

Ala

Ala

Phe

Lys

Phe

Leu

45

Ala

Ser

Lys

Asp

Pro

Thr

30

Lys

Asp

Thr

Tyr

Tyr
110

Glu Leu Lys Lys Pro

10

Gly

Gly

Pro

Thr

Asp

Thr

Phe

Gln

Thr

Ser

75

Thr

Gly

Thr

Gly

Tyr
60

val

Ala

Phe

49

Phe

Leu

45

Ala

Ser

Val

Asp

Thr
30

Lys

Asp

Thr

Tyr

Tyr
110

Gly

15

Asn

Trp

Asp

Ala

Phe

95

Trp

Gly

15

Asn

Trp

Asp

Ala

Phe

Trp

Glu

Tyr

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Gly

Ala

Tyr

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Gly
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<210> 12

<211> 119
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 12
Val Gln Leu Val Gln

1

Val

Met

Trp

Gly

Gln

Arg

Ser

Lys Val

Asn Trp
35

Ile Asn

50

Arg Phe

Ile Ser

Glu Asp

Leu Val
115

<210> 13

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

<400> 13
Asp Ile Gln Met Thr

1

Asp

Leu

Tyr

Ser

65

Glu

Thr

Arg Val

Asn Trp
35

Glu Ala

50

Gly Ser

Asp Ile

Phe Gly

Ser

20

Val

Thr

Val

Ser

Ser

100

Thr

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gln
100

5

Cys

Arg

Asn

Phe

Leu

85

Asn

Val

5

Ile

Gln

Asn

Thr

Thr

85

Gly

Ser

Lys

Gln

Thr

Ser

Lys

Gly

Ser

Gln

Thr

Gln

Leu

Asp

70

Tyr

Thr

Gly

Ala

Ala

Gly

55

Leu

Ala

Tyr

Ser

Ser

Cys

Thr

Gln

55

Tyr

Tyr

Lys

Ser

Ser

Pro

40

Asn

Asp

Asp

Lys

Pro

Gln

Pro

40

Ala

Thr

Cys

Leu
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Glu

Gly

25

Gly

Pro

Thr

Asp

Ile
105

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Phe

Gln

Gln
105

Leu

10

Tyr

Gln

Thr

Ser

Thr

90

Phe

Ser
10

Ser

Lys

Val

Thr

Gln

90

Ile

Lys

Thr

Gly

Tyr

Val

75

Ala

Asp

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

75

Tyr

Thr

Lys

Phe

Leu

Ala

60

Ser

Val

Tyr

Ser

Asp

Pro

Ser

60

Ser

Gln

50

Pro

Thr

Glu

45

Gln

Thr

Tyr

Trp

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Ser

Gly

Ser

30

Trp

Gly

Ala

Tyr

Gly
110

Ser

Ile

30

Leu

Phe

Leu

Leu

Ala

15

Tyr

Met

Phe

Tyr

Cys

95

Gln

val
15

Lys

Leu

Ser

Gln

Pro
95

Ser

Ala

Gly

Thr

Leu

Ala

Gly

Gly

Tyr

Ile

Gly

Pro

80

Tyr
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15

<210> 14

<211> 108

<212> PRT

<213> Mus muscularis

<400> 14
Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro
1 5

Glu Thr Val Thr Ile Thr Cys Arg
20

Leu Ala Trp Tyr Arg Gln Lys Gln
35 40

Phe Ala Ala Ser Asn Leu Ala Asp
50 55

Ser Gly Ser Gly Thr Gln Tyr Ser

65 70

Glu Asp Phe Gly Asp Tyr Tyr Cys

85

Ala Phe Gly Gly Gly Thr Asn Leu
100

<210> 15

<211>108

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

ES 2 829 566 T3

Ala

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu
105

Ser

Ser

Lys

Val

Lys

His

90

Ile

Leu Ser

Glu Asn

Ser Pro

Pro Ser

60

Ile Asn
75

Phe Trp

Lys Arg

Val

Ile

Gln

45

Arg

Ser

Thr

Ser

Tyr

30

Leu

Phe

Leu

Thr

<223>/nota = "Descripcién de secuencia artificial: polipéptido sintético"

<400> 15
Asp Ile Gln Leu Thr Gln Ser Pro
1 5

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg
20

Leu Ala Trp Tyr Arg Gln Lys Pro

Phe Ala Ala Ser Asn Leu Ala Asp
50 55

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Tyr Thr
65 70

Glu Asp Ile Ala Thr Tyr Tyr Cys
85

Ala Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu
100

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Phe

Gln

Gln
105

Ser Leu Ser Ala Ser

10

Ser

Lys

Val

Thr

His

Ile

Glu Asn

Ala Pro

Pro Ser

60

Ile Ser
75

Phe Trp

Lys Arg

51

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Thr

Tyr

30

Leu

Phe

Leu

Thr

Val

15

Ser

Leu

Ser

Gln

Pro
95

Val

15

Ser

Leu

Ser

Gln

Pro
95

Gly

Asn

Vval

Gly

Ser

80

Trp

Gly

Asn

val

Gly

Pro

80

Trp
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<210> 16

<211>175

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223>/nota = "Descripcién de secuencia artificial: polinucleétido sintético”

<400> 16
ggtctgagtt gaagaagcct ggggcctcag tgaaggtttc ctgcaaggct tctggattta

ccttcacaaa ctatggaatg aactgggtga agcaggcccce tggacaaggg cttaagtgga

tgggctggat aaacacctac actagagagc caacatatgce tgatgacttc aaggg

<210> 17

<211> 168

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223>/nota = "Descripcién de secuencia artificial: polinucleétido sintético”

<400> 17
acccttggcece ccagtagtca aaacccgtag gtacaaccge agtaatatct cttgcacaga

aatacacggc agtgtcgtca gectttagge tgctgatctg gagatatgec gtgctgacag

aggtgtccaa ggagaaggca aaccgtccct tgaagtcatc agcatatg

<210> 18

<211> 38

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223>/nota = "Descripcion de secuencia artificial: oligonucleétido sintético”

<400> 18
gtggtgetge agcaatctgg gtctgagttg aagaagec 38

<210> 19

<211> 38

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223>/note = "Descripcion de secuencia artificial: oligonucleétido sintético”

<400> 19
tgaggagacg gtgaccaggg acccttggee ccagtagt 38

<210> 20

<211> 155

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223>/nota = "Descripcion de secuencia artificial: polinucleétido sintético”

52
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<400> 20
tccatcatct ctgagcgcat ctgttggaga tagggtcact atcacttgtc gagcaagtga

gaatatttac agtaatttag catggtatcg tcagaaacca gggaaagcac ctaaactgct

ggtctttget gcatcaaact tagcagatgg tgtge

<210> 21

<211> 159

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223>/nota = "Descripcion de secuencia artificial: polinucleétido sintético”

<400> 21
cagcttggtc cctccaccga acgcccacgg agtagtccaa aaatgttgac aataatatgt

tgcaatgtct tctggttgaa gagagctgat ggtgaaagta taatctgtcc cagatccgcet

gccagagaat cgcgaaggca caccatctge taagtttga

<210> 22

<211> 38

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223>/nota = "Descripcion de secuencia artificial: oligonucleétido sintético”

<400> 22
gacattcagc tgacccagtc tccatcatct ctgagege 38

<210> 23

<211> 31

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223>/note = "Descripcion de secuencia artificial: oligonucleétido sintético”

<400> 23
ccggcagatc tgcagcettgg teectecace g 31

<210> 24

<211> 47

<212> ADN

<213> Mus muscularis

<400> 24
ccgeggteac atggeaccac ctetettgea gettccacca agggeece 47

<210> 25

<211> 33

<212> ADN

<213> Mus muscularis

<400>
ccggeegteg cactcattta cccagagaca ggg 33
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REIVINDICACIONES

1. Un anticuerpo L243 humanizado o su fragmento de unién a antigeno, en donde el anticuerpo o su fragmento de unién
a antigeno se conjuga con un agente terapéutico o un agente de diagnéstico, en donde el anticuerpo o el fragmento de
unién a antigeno se une a al menos un epitopo de HLA-DR sobre células HLA-DR+ y comprende un dominio variable de
cadena pesada y un dominio variable de cadena ligera, en donde las regiones CDR1 (NYGMN), CDR2
(WINTYTREPTYADDFKG) y CDR3 (DITAVVPTGFDY) y los restos de entramado 27, 38, 46, 68 y 91 de dicho dominio
variable de cadena pesada usando el sistema de numeracion de Kabat son de la cadena pesada del anticuerpo
monoclonal de ratén mL243 y el resto de los dominios de entramado de la cadena pesada de inmunoglobulina son de
una 0 mas cadenas pesadas humanas, en donde las regiones CDR1 (RASENIYSNLA), CDR2 (AASNLAD), y CDR3
(QHFWTTPWA) y los restos de entramado 37, 39, 48 y 49 de dicho dominio variable de cadena ligera usando el sistema
de numeracién de Kabat son de la cadena ligera del anticuerpo monoclonal de ratén mL243 y el resto de los dominios de
entramado de la cadena ligera de inmunoglobulina son de una o mas cadenas ligeras humanas.

2. El anticuerpo L243 humanizado o su fragmento de unién a antigeno de la reivindicacion 1, en donde el anticuerpo
L243 humanizado o su fragmento de unién a antigeno comprende secuencias de la regién constante de IgG4 humana.

3. El anticuerpo L243 humanizado o su fragmento de unién a antigeno segun la reivindicacién 2, en donde el anticuerpo
L243 humanizado o su fragmento de unién a antigeno comprende una mutacién puntual de Ser241 Pro.

4. El anticuerpo L243 humanizado o su fragmento de unién a antigeno segun la reivindicacién 1, en donde el anticuerpo
o fragmento de unién a antigeno provoca o conduce a la destruccién de dichas células de una manera en la que no
se necesitan aditivos citotdxicos ni mecanismos efectores inmunolégicos para dicha destruccion.

5. El anticuerpo L243 humanizado o su fragmento de unidén a antigeno de la reivindicacién 1, en donde el agente
terapéutico se selecciona del grupo que comprende un farmaco, un profarmaco, una toxina, una enzima, un radioisétopo,
un inmunomodulador, una citocina, una hormona, una molécula de unién, un oligonucleétido, un ARN de interferencia,
un agente fotodinamico, un compuesto de boro y un anticuerpo o un fragmento de unién a un antigeno de un anticuerpo.

6. El anticuerpo L243 humanizado o su fragmento de unién a antigeno segun la reivindicacion 5, en donde el agente
terapéutico es SN-38.

7. El anticuerpo L243 humanizado o su fragmento de unién a antigeno de la reivindicacién 1, en donde el agente de
diagnédstico se selecciona del grupo que comprende un radioisétopo, un colorante, un agente de contraste, un
compuesto fluorescente, un agente potenciador para la formacién de imagenes por resonancia magnética (MRI) y un
particula o un liposoma para la formacién de imagenes por ultrasonido.

8. Una composiciéon farmacéutica que comprende un anticuerpo segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7.

9. La composicion de la reivindicacién 8, que comprende ademas una o mas moléculas de union adicionales que se
unen especificamente a uno 0 mas antigenos asociados a tumores, en la que la molécula de unién adicional se
administra antes, con o después del anticuerpo L243 humanizado o su fragmento de unién a antigeno de cualquiera
de las reivindicaciones 1 a 7.

10. Una composicién que comprende el anticuerpo L243 humanizado o su fragmento de unién a antigeno segun
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, para uso en un tratamiento de cancer, que comprende preferiblemente células
que expresan HLA-DR.

11. La composicién para uso segun la reivindicacion 10, en la que dichas células cancerosas son células linfoides o
mieloides o células cancerosas solidas.

12. La composicion para uso de la reivindicacién 10, en la que el cancer es una leucemia o linfoma o una neoplasia
maligna de células B.

13. La composicion para uso de la reivindicacién 10, en la que dicha composicidon comprende ademas un anticuerpo
o fragmento de anticuerpo que se une a un antigeno asociado a tumor, y preferiblemente dicho antigeno asociado a
tumor es CD20.

14. La composicién para uso segun la reivindicacion 13, en la que dicho anticuerpo o fragmento de anticuerpo que se
une a CD20 es un anticuerpo hA20 o un fragmento del mismo o rituximab.

15. La composicién para uso de una cualquiera de las reivindicaciones 13 y 14, en la que la afeccién comprende una
neoplasia maligna de células B.
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Figura7

Eventos

Eventos
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Figura 11
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Figura 15
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Figura 16
Actividad anti-proliferativa de MAbs en Namalwa 01-28-05
707 Ono 2° Ab
60 W GAH IgG
50

Porcentaje de inhibicion

40 -
307

?Jmﬁﬁﬁ

hLLI hLLL2 Rituximab hA20 hMN-14 hL243

Actividad anti-proliferativa de mezclas de
MAbs en Namalwa 01-28-05

%09 0O no 2° Ab

60 B GAH IgG
50 F

4“..

30 7

20 A

gl W

.

hLL1 hA20 hA20 Rituximab Rituximab hL243
+ + + + + +

hLL2 hLL2  hLLI hLL1 hLL2 Rituximab

70



ES 2 829 566 T3

2%

-
1 *F =
« P h g =
J 11| .rm
L o _-_____- =
| o H ._._.u____
R I
| : . L L= 3
1 H R ©¥ g »w» o m

i (- ‘5, 01X)

<« m'\ @aryjopun gy

Figura 17

8 8§ 8 ] ©
(,01X) eini@a/opiun qy

=
w

30

Ab libre (nM)

71



Figura 18
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Figura 19
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