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DESCRIPCION

Anticuerpos seleccionados y péptidos de duramicina que se enlazan a fosfolipidos aniénicos y aminofosfolipidos
y sus usos en el tratamiento de infecciones virales y del cdncer.

La presente invencion se refiere a los campos de la biologia de los aminofosfolipidos y de fosfolipidos anidnicos,
vasos sanguineos de tumores e infecciones virales. Sorprendentemente proporciona nuevas composiciones, métodos y
combinaciones para ser dirigidas a la vasculatura de tumores y para el tratamiento de cancer, y para inhibir la entrada
y diseminacién viral y para el tratamiento de infecciones virales. La invencién proporciona ademds cierto ndimero de
composiciones preferidas basadas en anticuerpos, inmunoconjugados y duramicina, que enlazan e inhiben los amino-
fosfolipidos y los fosfolipidos anidnicos para el uso en el tratamiento de cdncer, infecciones virales y enfermedades
relacionadas.

La resistencia de las células de tumores a los agentes quimioterapéuticos representa un problema significativo en
la oncologia clinica. Otro problema principal que hay que abordar en el tratamiento de tumores, es el deseo de lograr
una “aniquilacién total de las células”, es decir matar todas las células malignas conocidas como ‘“clonogénicas”
que tienen la capacidad de crecer en una forma no controlada y reemplazar cualquier masa de tumor que pueda ser
removida mediante la terapia. A pesar de ciertos avances en el campo existen dos de las principales razones por las
cuales muchas formas prevalecientes de cdncer humano resisten atin la intervencién quimioterapéutica efectiva.

Debido al objetivo de desarrollar tratamientos que se enfoquen a una aniquilacién total de las células, ciertos tipos
de tumores han sido mds susceptibles a la terapia que otros. Por ejemplo, los tumores de tejidos blandos, p. ej. los
linfomas, y los tumores de la sangre y érganos formadores de la sangre, por ejemplo leucemias, han sido generalmente
mads sensibles a la terapia quimioterapéutica que los tumores sélidos tales como los carcinomas.

Una razén para la susceptibilidad de tumores blandos y tumores basados en sangre, a la quimioterapia, es la mayor
facilidad de acceso del linfoma y de las células leucémicas, a la intervencién quimioterapéutica. Dicho en forma
simple es mucho mas dificil que la mayoria de los agentes quimioterapéuticos lleguen a todas las células de una masa
de tumor sélido que a los tumores blandos y a los tumores basados en sangre, y por lo tanto es mucho mads dificil
lograr una aniquilacién total de las células. El incremento de la dosis de los agentes quimioterapéuticos la mayoria
de las veces da por resultado efectos secundarios toxicos, lo cual limita generalmente la efectividad de los agentes
antitumorales convencionales.

Otra estrategia para el tratamiento de tumores es el uso de una “inmunotoxinas”, en la cual se usa un anticuerpo
de células antitumorales, para suministrar una toxina a las células tumorales. Sin embargo, en forma comun con los
enfoques quimioterapéuticos, la terapia con inmunotoxinas sufre también de algunas desventajas significativas cuando
se aplica a tumores s6lidos. Por ejemplo, las células negativas al antigeno o deficientes del antigeno pueden sobrevivir
y volver a poblar el tumor o conducir a metéstasis adicionales. Una razén adicional para la resistencia a los tumores
sOlidos a las terapias a base de anticuerpos, es que la masa del tumor es generalmente impermeable a los agentes
macromoleculares tales como los anticuerpos y las inmunotoxinas. Tanto las distancias para la difusién fisica como la
presion intersticial, dentro del tumor, son limitaciones significativas a este tipo de terapia.

Una estrategia de tratamiento mejorada es dirigirse a la vasculatura de los tumores sdlidos. Dirigirse a los vasos
sanguineos de los tumores, en vez de a las células tumorales mismas, tiene ciertas ventajas porque es improbable que
conduzca al desarrollo de células tumorales resistentes, y porque las células alcanzadas son ficilmente accesibles.
Ademads, la destruccién de los vasos sanguineos conduce a una amplificacién del efecto antitumoral, ya que muchas
células tumorales dependen de un solo vaso para obtener su oxigeno y nutrientes. Agentes dirigidos a la vasculatura
(VTAs) ejemplares se describen en las patentes US 5,855,866, 5,965,132, 6,261,535, 6,051,230 y 6,451,312, que
describen el suministro dirigido de agentes anticelulares y toxinas, a marcadores de la vasculatura de tumores.

Otra version efectiva del enfoque de direccionamiento a la vasculatura es dirigirse a un factor de coagulacién en
un marcador expresado o adsorbido dentro de la vasculatura del tumor o estroma (Huang et al., 1997; patentes US
6,093,399, 6,004,555, 5,877,289, y 6,036,955). El suministro de coagulantes, en vez que toxinas, a la vasculatura de los
tumores, tiene las ventajas adicionales de una inmunogenicidad reducida y ain menores riesgos secundarios toxicos.
Como se describe en la patente US 5,877,289, un factor de coagulacién preferido para el uso en esos “coaguligandos”
especificos para el tumor, es una version truncada de la proteina humana inductora de la coagulacion, el Factor de
Tejido (TF), el principal iniciador de la coagulacién de la sangre.

Recientemente los aminofosfolipidos fosfatidilserina (PS) y fosfatidiletanolamina (PE) fueron identificados como
marcadores especificos de la vasculatura de tumores (Ran et al., 1998). Esto condujo al desarrollo de nuevos inmu-
noconjugados anti-PS y anti-PE para suministrar agentes anticelulares, toxinas y factores de coagulacién, a los vasos
sanguineos de tumores (patente US 6,312,694). Ademds se encontré que anticuerpos no conjugados para el PS y PE
ejercieron un efecto anticancerigeno sin la unién a un agente terapéutico, lo cual se conocié como el enfoque de “an-
ticuerpo desnudo” aminofosfolipido, al direccionamiento y tratamiento vascular de tumores (patente US 6,406,693).

Aunque los métodos precedentes de direccionamiento a la vasculatura, con inmunoconjugados y aminofosfoli-
pidos, representan avances significativos en el tratamiento de tumores, ciertas células tumorales periféricas pueden
sobrevivir la destruccién generalizada del tumor causada por esas terapias. Estrategias antiangiogénicas que inhi-
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ben el desarrollo de nueva vasculatura a partir de vasos sanguineos preexistentes y/o células totipotentes endoteliales
circulantes, son contempladas entonces para el uso en combinacién con el VTA, métodos de direccionamiento con
coaguligando y aminofosfolipidos de las patentes US 5,855,866, 6,093,399, 6,312,694 y 6,406,693.

La angiogénesis juega un papel importante en los procesos fisioldgicos, tales como en la embriogénesis, cicatri-
zacion de heridas y menstruacion, pero se encuentra involucrada también en ciertos eventos patolégicos tales como
el crecimiento de tumores, artritis, psoriasis y retinotatia diabética (Ferrara, 1995). Como son aplicadas al tratamiento
de tumores, las estrategias antiangiogénicas se basan en inhibir la proliferacién de vasos geminales, generalmente en
la periferia de un tumor sélido. Estas terapias son aplicadas principalmente para reducir el riesgo de micrometastasis
0 para inhibir el crecimiento adicional de un tumor sélido después de una intervencién mds convencional (tal como
cirugia o quimioterapia).

Las patentes US 6,342,219, 6,524,583, 6,342,221 y 6,416,758 describen anticuerpos e inmunoconjugados que se
enlazan al factor-A del crecimiento endotelial vascular (VEGEF, anteriormente conocido como factor de permeabilidad
vascular, VPF), un estimulante primario de la angiogénesis. Estos anticuerpos tienen la ventaja importante de inhibir
el enlazamiento de VEGF unicamente a uno de los dos receptores primarios del VEGF. Bloqueando el enlazamiento
del VEGF al VEGFR?2, pero no al VEGFRI1, estos anticuerpos tienen un perfil de seguridad mejorado, manteniendo
efectos benéficos mediados por el VEGFRI, p. ej. en las funciones de macréfagos, osteoclastos y condroclastos.

Aunque los métodos precedentes han avanzado la técnica del tratamiento de tumores, todavia se busca el desarrollo
de terapias dirigidas a la vasculatura, adicionales o alternativas. La identificacién de nuevos marcadores de la vascula-
tura de los tumores es necesaria para expandir el nimero de opciones terapéuticas. El desarrollo de nuevos anticuerpos
desnudos con propiedades anticancerosas, seria un avance particularmente importante ya que esto permite usar la mis-
ma porcion de direccionamiento tanto como un producto terapéutico de un solo agente y como un agente dirigido a
la vasculatura para el suministro de otros fairmacos. Los agentes terapéuticos que tengan propiedades tanto antiangio-
génicas como antivasculares, es decir propiedades destructoras de los tumores, dentro de la misma molécula, serian
de gran valor. Un avance inclusive mds importante serfa la identificacién de una clase de agentes terapéuticos con
propiedades anticancerosas y efectos terapéuticos en otros sistemas. El desarrollo de agentes capaces de tratar tanto
el cancer como las infecciones virales, dos de los desafios médicos mas significativos de esta era, seria un parteaguas
notable e importante.

La presente invencioén aborda las necesidades precedentes asi como otras necesidades de la técnica anterior, al
proporcionar composiciones para llegar en forma segura y efectiva a la vasculatura de tumores, antiangiogénesis y
destruccién de tumores, en donde los métodos y composiciones son también sorprendentemente efectivos para inhibir
la entrada y diseminacion viral y para el tratamiento de infecciones y enfermedades virales. La invencién se basa, en
parte, en descubrimientos sorprendentes, concernientes a la expresion y papel que desempeifian los fosfolipidos aniéni-
cos en la vasculatura de tumores y el involucramiento de los aminofosfolipidos y fosfolipidos anidnicos en la entrada
y diseminacién viral. La presente invencidn proporciona ademds anticuerpos e inmunoconjugados particularmente
ventajosos, que se enlazan a aminofosfolipidos y fosfolipidos anidnicos, y a una nueva clase de derivados a base de
péptidos que se enlazan a la fosfatidiletanolamina.

Revisién general: En una primera modalidad global, la invencién proporciona nuevos métodos para llegar a la
vasculatura de tumores, formacion de imigenes y tratamiento de tumores, en base al descubrimiento inesperado de
que los fosfolipidos anidnicos, tales como el fosfatidilinositol (PI), el acido fosfatidico (PA) y el fosfatidilglicerol
(PG), (asf como la fosfatidilserina, PS), son marcadores accesibles y estables que pueden ser dirigidos a la vasculatura
de tumores. Esta modalidad surgié del descubrimiento inesperado de que los anticuerpos contra el PA, el Pl y el PG,
y otros componentes fosfolipidos anidnicos, se localizan especificamente en la vasculatura de tumores sélidos.

Aspectos adicionales dentro de esta modalidad fueron desarrollados a partir del descubrimiento inesperado de que
los anticuerpos desnudos contra fosfolipidos anidnicos, tales como el PA, el PI, y el PG (asi como la PS), inhiben
especificamente la angiogénesis de los vasos sanguineos de tumores e inducen la destruccién de la vasculatura de
tumores y la necrosis de los tumores in vivo en la ausencia de la conjugacién para moléculas efectoras, tales como
toxinas o coagulantes. La invencién proporciona entonces métodos seguros y efectivos para el direccionamiento a la
vasculatura, antiangiogénesis y tratamiento de tumores usando productos terapéuticos a base de anticuerpos, de un
solo componente, que se enlazan a fosfolipidos aniénicos.

Una caracteristica fundamental, sorprendente, de la invencién es que la traslocacién de fosfolipidos aniénicos en
la superficie de las células endoteliales de la vasculatura de los tumores ocurre, al menos en una parte significativa,
en forma independiente del dafio celular y de los mecanismos apoptdticos u otros mecanismos de muerte celular. La
expresion de los fosfolipidos anidnicos en la vasculatura de los tumores no es entonces una consecuencia de, o un
disparador de, la muerte y destruccién celular, sino que ocurre en células endoteliales, vasculares, morfolégicamente
intactas. Esto significa que la expresion del fosfolipido anidnico en la vasculatura de los tumores no es transitoria, sino
que mas bien es lo suficientemente estable para proporcionar un objetivo para la intervencion terapéutica.

Dado el descubrimiento de que los fosfolipidos aniénicos son inducidos establemente en la vasculatura de los
tumores, la invencién proporciona ademas una variedad de nuevos métodos y composiciones para formar imagenes de
la vasculatura de los tumores y para destruir la misma, usando inmunoconjugados de anticuerpos contra fosfolipidos
aniénicos. Estos inmunoconjugados comprenden anticuerpos contra fosfolipidos aniénicos que se encuentran unidos
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funcionalmente a agentes terapéuticos, tales como toxinas y coagulantes, y son utiles en el suministro especifico
de productos de diagnéstico y productos terapéuticos a la superficie de las membranas celulares endoteliales de la
vasculatura de los tumores. Los agentes terapéuticos son suministrados en contacto intimo con la membrana celular
endotelial de la vasculatura de los tumores, permitiendo ya sea una rdpida entrada a la célula objetivo o una asociacién
rapida con célula efectoras, componentes de la cascada de coagulacion, y similares.

En una segunda modalidad global, la invencion proporciona cierto nimero de anticuerpos preferidos que se enlazan
a aminofosfolipidos y fosfolipidos aniénicos (e inmunoconjugados y composiciones relacionadas), en donde esos
anticuerpos tienen estructuras y propiedades que proporcionan ventajas con respecto a los conocidos en la técnica.
Estos anticuerpos conocidos como de “segunda generacién” o anticuerpos mejorados, serdn usados preferentemente en
los métodos de tratamiento antiangiogénicos, anticancerosos y antivirales, asi como en otros métodos de tratamiento,
descritos en la presente.

Las nuevas clases de anticuerpos que se enlazan a aminofosfolipidos y fosfolipidos anidnicos proporcionados
por esta invencién, superan varias desventajas en la técnica anterior, al proporcionar anticuerpos terapéuticos sin las
propiedades patogénicas usualmente asociadas con anticuerpos para los aminofosfolipidos y fosfolipidos aniénicos en
la técnica. La invencidn fue desarrollada, en parte, usando nuevas técnicas de inmunizacién y seleccion desarrolladas a
partir de observaciones dnicas de los inventores, en el comportamiento de los fosfolipidos en células endoteliales de la
vasculatura de los tumores, y distanciando los anticuerpos generados a partir de anticuerpos antifosfolipidos asociados
con la enfermedad. Esos anticuerpos no solamente tienen propiedades tnicas y una seguridad mejorada, sino que son
igualmente o mds efectivos que los anticuerpos existentes, en estudios comparativos. Las composiciones y métodos de
esos aspectos de la invencion se extienden también al uso de inmunoconjugados y combinaciones, usando la categoria
especifica de anticuerpos proporcionada.

Antes de la presente invencion, los anticuerpos que se enlazan a aminofosfolipidos y fosfolipidos aniénicos y que
tienen las propiedades de los nuevos anticuerpos descritos aqui, no eran conocidos. Sin embargo, en vista a la invencién
descrita aqui, ahora se proporciona a la técnica la metodologia para generar nuevos anticuerpos candidatos y, con las
técnicas para analizar esos anticuerpos, identificar anticuerpos utiles adicionales a partir del grupo de candidatos. En
vista a esta invencién se puede producir entonces una variedad de anticuerpos con propiedades ventajosas y perfiles de
enlazamiento a aminofosfolipidos y fosfolipidos anidnicos, que no sufran de notorias desventajas y efectos secundarios
asociados con los anticuerpos de la técnica anterior. Esos anticuerpos pueden ser usados entonces en una variedad de
modalidades, incluyen en la inhibicién de la angiogénesis y en el tratamiento del cdncer e infecciones virales.

Ademds de las nuevas técnicas de inmunizacidn y seleccién proporcionadas en la presente, anticuerpos que se
enlazan a aminofosfolipidos y fosfolipidos ani6nicos, y que tienen cierto nimero de propiedades ventajosas, pueden ser
ahora identificados mediante ensayos de competencia y/o ensayos funcionales, usando los anticuerpos monoclonales
1B9, 1B12, 3B10, 2G7, 7C5, 9D2 6 3G4. Actualmente se prefieren los anticuerpos 1B12, 3B10, 9D2 y 3G4, y estos
anticuerpos no requieren de suero para el enlazamiento al fosfolipido. Los anticuerpos monoclonales 9D2 y 3G4 son
los mds preferidos, y el anticuerpo monoclonal 3G4 (ATCC 4545) es actualmente el mas preferido. Para identificar
anticuerpos adicionales que compitan con cualesquiera de los anticuerpos precedentes, preferentemente el 3G4, los
ensayos preferidos son actualmente ensayos de competencia basados en un ELISA, de los cuales se describen algunos
en la presente asi como ejemplos de trabajo con los mismos.

En una tercera modalidad global, la invencién proporciona una nueva clase de derivados a base de péptidos, imper-
meables a la célula, que se enlazan al aminofosfolipido, la fosfatidiletanolamina (PE). Estos “derivados de péptidos
que se enlazan a la PE” comprenden al menos un primer péptido que se enlaza a la PE, preferentemente duramicina, la
cual ha sido modificada hasta prevenir substancialmente la toxicidad no especifica, preferentemente por modificacién
del péptido que se enlaza a la PE, preferentemente duramicina, para formar un constructo de enlazamiento a la PE
substancialmente impermeable a la célula o que substancialmente no forme poros.

La generacién de un constructo de enlazamiento a la PE “substancialmente impermeable a la célula” o duramicina,
se consigue preferentemente uniendo el péptido de enlazamiento a la PE o duramicina, al menos a un primer grupo
impermeable a la célula. La sintesis de un nimero de derivados de duramicina ejemplares se describe en la presente. El
(Los) “grupo(s) impermeable(s) a la(s) célula(s)” pueden ser moléculas pequefias, portadores inertes, o pueden ser ellos
mismos agentes de direccionamiento que impartan una funcién de direccionamiento adicional al constructo resultante,
tal como el direccionamiento hacia la vasculatura del tumor. De esta manera el péptido de enlazamiento a la PE puede
ser el Unico agente de direccionamiento enlazado a un portador inerte, o puede ser uno de dos agentes cada uno de
los cuales imparta una funcién de direccionamiento al constructo. Adicionalmente, los péptidos de enlazamiento a la
PE, preferentemente la duramicina, se encuentran unidos funcionalmente a los efectores, de manera tal que el péptido
de enlazamiento a la PE o duramicina, proporciona la funcién de direccionamiento, y el agente unido tenga un efecto
terapéutico substancial, una vez suministrado a la célula objetivo. Ejemplos preferidos son péptidos de enlazamiento
a la PE o duramicina enlazada a agentes antivirales, tales como nucledsidos.

Como la PE se encuentra esencialmente ausente de la superficie de las células normales bajo condiciones normales,
los péptidos de enlazamiento a la PE, substancialmente impermeables a la célula, de la presente invencién, funcionan
para enlazarse selectivamente a la PE en la superficie de células aberrantes o células asociadas con la enfermedad, tales
como células endoteliales vasculares de tumores, células proliferantes y/o viralmente infectadas. Al enlazarse a esas
células objetivo aberrantes, los constructos o derivados de enlazamiento a la PE inhiben o interrumpen las funciones de
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la EP en esas células, dando por resultado entonces un beneficio terapéutico global, p. ej. en el tratamiento de tumores
y/o enfermedades virales. El uso exitoso de péptidos de enlazamiento a la PE, substancialmente impermeables a las
células, en la inhibicién de la entrada y diseminacién viral se describe en la presente. En modalidades en donde
péptidos de enlazamiento a la PE se encuentran unidos a agentes antivirales, tales como el cidofovir, se proporciona
un tratamiento antiviral mejorado y mds seguro.

En una cuarta modalidad global, la invencion proporciona ademds una nueva clase importante de composiciones
y métodos para inhibir la replicacién, infeccién y diseminacién viral, para el uso en el tratamiento de infecciones y
enfermedades virales. Estos métodos se basan en la introspectiva sorprendente de que los anticuerpos y péptidos que
se enlazan a los aminofosfolipidos y fosfolipidos aniénicos, tales como la PS, PE, PI, PA y PG, particularmente PS
y PE, serian agentes antivirales seguros y efectivos. Esta instrospectiva no s6lo ha demostrado ser correcta, sino que
la invencién proporciona datos que muestran los usos, inesperadamente efectivos, de anticuerpos y péptidos que se
enlazan a aminofosfolipidos y fosfolipidos anidnicos, para combatir la diseminacién viral, lo que significa que estos
agentes pueden ser aplicados ampliamente en el tratamiento de una variedad de infecciones virales y enfermedades
asociadas.

Estos descubrimientos comprenden ademds nuevas categorias de inmunoconjugados, composiciones, juegos y
métodos de uso en los que un anticuerpo para un aminofosfolipido o fosfolipido anidnico, particularmente PS y PE,
se une funcionalmente a un agente antiviral. Los derivados de péptidos de enlazamiento a la PE, substancialmente
impermeables a la célula, tales como los derivados de péptido duramicina, pueden ser enlazados también a agentes
antivirales. Cada uno de estos agentes proporciona entonces nuevos farmacos antivirales dirigidos en forma tnica a
las células infectadas viralmente.

El desarrollo de nuevos agentes terapéuticos, seguros, efectivos, en el tratamiento de la angiogénesis aberrante, el
cancer e infecciones virales, es entonces un parteaguas en la técnica.

Aunque son singularmente efectivos, los diferentes métodos y composiciones de la invencién pueden ser usados
también para sacar ventaja en combinacidn con otras terapias y agentes para proporcionar métodos de tratamiento
combinados, y composiciones relacionadas, productos farmacéuticos y juegos de la invencién. En una quinta modali-
dad global, la invencién proporciona ademds entonces composiciones combinadas, particulares, métodos y juegos, p.
ej. para el tratamiento de cancer, que han sido seleccionados y encontrados para funcionar sorprendentemente bien de
manera conjunta, como se explica con mayor detalle en la presente.

Anticuerpos de segunda generacion: Ciertos métodos descubiertos para funcionar bien en la generacién de anti-
cuerpos con las propiedades deseadas, se describen en la presente en el ejemplo IV y se encuentran incorporados en las
reivindicaciones pendientes. Estos métodos permitieron la generacién de los anticuerpos ventajosos de la invencion,
tal como lo ejemplifican los anticuerpos monoclonales 1B9, 1B12, 3B10, 2G7, 7C5, 9D2 y 3G4, particularmente el
3G4 (ATCC 4545).

La invencidén proporciona entonces anticuerpos purificados, fragmentos de enlazamiento al antigeno e inmunocon-
jugados de los mismos, que se enlazan a al menos un aminofosfolipido o fosfolipido aniénico, preferentemente la PS, y
que compiten efectivamente con el anticuerpo monoclonal 1B9, 1B12, 3B10, 2G7, 7C5, 9D2 y 3G4, preferentemente
con el 9D2 6 3G4 (ATCC 4545), y en la forma mds preferente con el 3G4, para el enlazamiento al aminofosfolipido o
al fosfolipido aniénico, preferentemente la PS.

Como se usa en toda la solicitud, los términos “un”, “una”, “unos” y “unas”, se usan en el sentido que significa
“al menos uno(a)”, “al menos un(a) primer(a)”’, “uno(a) o mas” o “una pluralidad” de los componentes o pasos a los
que se hace referencia, excepto en casos en donde se establezca posteriormente en forma especifica un limite superior.
Por lo tanto un “anticuerpo” tal como se usa en la presente, significa “al menos un primer anticuerpo”. Los limites y
parametros de combinaciones, funcionales, al igual que las cantidades de cualquier agente individual, serdn conocidos
por aquellos de experiencia ordinaria en la técnica en vista a la presente descripcion.

En ciertos aspectos los anticuerpos competiran efectivamente con el anticuerpo monoclonal 1B9, 1B12, 3B10,
2G7, 7C5, 9D2 y 3G4, preferentemente con el 9D2 6 3G4 y en la forma mds preferente con el 3G4 (ATCC 4545),
para el enlazamiento a un aminofosfolipido o fosfolipido aniénico, preferentemente la PS, o tendrdn un perfil de
enlazamiento al aminofosfolipido o al fosfolipido aniénico, del anticuerpo monoclonal 1B9, 1B12, 3B10, 2G7, 7C5,
9D2 y 3G4, preferentemente del 9D2 6 3G4 y en la forma mas preferente del 3G4, tal como se presenta en la tabla
4; y no serdn dependientes del suero, es decir no requerirdn de suero para enlazarse al aminofosfolipido o fosfolipido
anidnico; ni ser derivados de un paciente con una enfermedad, y no inhibirdn significativamente las reacciones de
coagulacion in vitro, causaran trombosis significativa in vivo o tendrédn actividades anticoagulante del lupus.

Preferentemente esos anticuerpos mostraran también una mejora en las propiedades estructurales o en la gama o
grado de propiedades funcionales ventajosas, en estudios controlados, en comparacién con un anticuerpo de la litera-
tura, tal como la IgG, que tiene una mayor afinidad o que exhibe un enlazamiento mejorado a las células endoteliales
activadas, una inhibicién incrementada de la proliferacién de células endoteliales o angiogénesis, una localizacién
mejorada de los vasos sanguineos de tumores, efectos anticancerosos y/o antivirales.
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Aspectos particulares de la invencién se basan entonces en la sorprendente y original generacién de anticuerpos,
lograda por los inventores, que tiene las propiedades precedentes, otras propiedades descritas y propiedades ventajosas
inherentes. Ahora que se ha proporcionado un panel de anticuerpos preferidos, y un nimero de anticuerpos particular-
mente preferidos, la invencién abarca ademads una clase de anticuerpos de especificidad al epitope definida, en donde
esos anticuerpos, o fragmentos de enlazamiento al antigeno de los mismos, compiten efectivamente con el anticuerpo
monoclonal 1B9, 1B12, 3B10, 2G7, 7C5, 9D2 o 3G4, preferentemente con el 9D2 6 3G4, y en la forma més preferen-
te con el 3G4 (ATCC 4545), para el enlazamiento al antigeno, de manera tal que se enlacen esencialmente al mismo
epitope que al enlazamiento monoclonal 1B9, 1B12, 3B10, 2G7, 7C5, 9D2 o 3G4, preferentemente con el 9D2 6 3G4
y en la forma mds preferente con el 3G4 (ATCC 4545).

La invencidn tal como se encuentra reivindicada estd habilitada de conformidad con la descripcion y referencias
tecnoldgicas, procedimientos operativos y materiales de partida, facilmente disponibles. No obstante, a nombre del
presente solicitante, Board of Reagents, The University of Texas System, muestras de la linea celular de hibridoma
que produce el anticuerpo monoclonal 3G4 fueron presentadas para depdsito en the American Type Culture Collection
(ATCC), 10801 University Blvd., Manassas, VA 20110-2209, Estados Unidos de Norteamérica. Las muestras fueron
presentadas por Avid Bioservices, Inc. 14272 Franklin Avenue, Tustin, CA 92780, Estados Unidos de Norteamérica,
una subsidiaria de la licencia, Peregrine Pharmaceuticals, Inc., durante la semana que empez6 el 8 de Julio de 2002, y
fueron recibidos el 10 y el 12 de de Julio 2002, demostrando ser viables, y proporciondndoseles el niimero de acceso
ATCC, PTA 4545 el 30 de Julio de 2002.

Este deposito fue realizado bajo las provisiones del Tratado de Budapest para el Reconocimiento Internacional
del Dep6sito de Microorganismos para los Propésitos de Procedimientos de Patente y las regulaciones de los mismos
(Tratado de Budapest). El hibridoma sera puesto a disposicién por la ATCC bajo los términos del Tratado de Budapest
con la expedicion de una patente US con reivindicaciones pertinentes. La disponibilidad del hibridoma depositado no
deber ser considerada una licencia para llevar a la practica la invencidn, en contravenencia de los derechos concedidos
bajo la autoridad de gobierno alguno, de acuerdo con sus leyes de patente.

En vista al panel de anticuerpos, los anticuerpos preferidos y las técnicas descritas en la presente y conocidas
en la técnica, aquellos de experiencia ordinaria en la técnica se encuentran ahora provistos de una nueva clase de
anticuerpos que se enlazan a los aminofosfolipidos o fosfolipidos aniénicos y que tienen propiedades ventajosas.
Estos anticuerpos son “similares” o “basados en” los anticuerpos monoclonales 1B9, 1B12, 3B10, 2G7, 7C5, 9D2
6 3G4. Preferentemente los anticuerpos de la invencién son “anticuerpos basados en el 9D2 o similares al 9D2”, y
en la forma mds preferente, los anticuerpos de la invencién son “anticuerpos basados en el 3G4 o similares al 3G4”.
La siguiente descripcién de anticuerpos “‘similares” se proporciona en términos del anticuerpo 3G4 (ATCC 4545) por
simplicidad, pero se incorporan especificamente en la presente, como referencia, como aplicables a cada uno de los
anticuerpos 1B9, 1B12, 3B10, 2G7, 7C5 y 9D2.

Un anticuerpo similar al 3G4 es un anticuerpo, o fragmento de enlazamiento al antigeno del mismo, que se enlaza
substancialmente al mismo epitope que el anticuerpo monoclonal 3G4 (ATCC 4545) o que se enlaza al menos a
un primer aminofosfolipido o fosfolipido aniénico, preferentemente la PS, esencialmente el mismo epitope como el
anticuerpo monoclonal 3G4 (ATCC 4545). Preferentemente el anticuerpo, o un fragmento de enlazamiento al antigeno,
del mismo, se enlazard al mismo epitope como el anticuerpo monoclonal 3G4 (ATCC 4545).

Los términos “que se enlaza a aproximadamente, substancialmente o esencialmente el mismo, o el mismo, epitope
que” el anticuerpo monoclonal 3G4 (ATCC 4545) significa que un anticuerpo “reacciona en forma cruzada” con el
anticuerpo monoclonal 3G4 (ATCC 4545). “Anticuerpos que reaccionan en forma cruzada” son aquellos que recono-
cen, se enlazan a o tienen inmunoespecificidad por substancialmente o esencialmente el mismo, o el mismo, epitope,
sitio epitépico o aminofosfolipido comin o epitope de fosfolipido anidnico, que el anticuerpo monoclonal 3G4 (ATCC
4545) de manera tal que pueda competir efectivamente con el anticuerpo monoclonal 3G4 (ATCC 4545) por el enla-
zamiento a al menos un aminofosfolipido o fosfolipido aniénico, mds que un aminofosfolipido o fosfolipido aniénico,
o a todos los aminofosfolipidos o fosfolipidos aniénicos a los cuales se enlace el anticuerpo monoclonal 3G4 (ATCC
4545). “Anticuerpos 3G4 que reaccionan en forma cruzada” son denominados en forma breve como “anticuerpos si-
milares al 3G4” y “anticuerpos basados en el 3G4”, y esos términos se usan en forma intercambiable en la presente y
aplican a composiciones, usos y métodos.

La identificacién de uno o mds anticuerpos que se enlaza(n), a aproximadamente, substancialmente, esencialmente,
o al mismo epitope, como el anticuerpo monoclonal 3G4 (ATCC 4545) es un asunto técnico directo conocido como
3G4 que con sus propiedades ventajosas ha sido proporcionado. Como la identificacién de anticuerpos que reaccionan
en forma cruzada se determina en comparacién con un anticuerpo de referencia, se comprendera que la determinacién
real del epitope al cual se enlace el anticuerpo de referencia (3G4) y el anticuerpo de prueba, no se requiere de
ninguna manera a fin de identificar un anticuerpo que se enlace al mismo o substancialmente el mismo epitope como
el anticuerpo monoclonal 3G4. Sin embargo se incluye en la presente informacién considerable del epitope enlazado
por el 3G4 y se puede llevar a cabo adicionalmente un mapeo del epitope.

La identificacién de anticuerpos que reaccionan en forma cruzada puede ser determinada facilmente usando cua-
lesquiera de una variedad de ensayos de seleccion inmunoldgica en los que puede evaluarse la competencia por el
anticuerpo. Todos esos ensayos son rutinarios en la técnica y se describen adicionalmente en la presente con detalle.
Cada una de las patentes US 6,342,219 y 6,342,221 se incorporan especificamente aqui como referencia, con el prop6-
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sito de incluir un complemento atin adicional para la presente descripcién, concerniente a como producir anticuerpos
que se enlacen al mismo o substancialmente o esencialmente el mismo epitope que un anticuerpo determinado, tal
como el 3G4, o que compitan efectivamente con un anticuerpo determinado para el enlazamiento a un antigeno.

Por ejemplo, cuando los anticuerpos de prueba que vayan a ser examinados sean obtenidos de diferentes animales
fuente, o inclusive sean de un isotipo diferente, se puede emplear un ensayo de competencia simple en el que los
anticuerpos de control (3G4) y de prueba se mezclen (o adsorban previamente) y sean aplicados a una composicién
antigénica de aminofosfolipido o fosfolipido anidnico, preferentemente PS. Por “composicién antigénica de amino-
fosfolipido o fosfolipido aniénico” se entiende cualquier composicién que contenga un antigeno de enlazamiento al
3G4, como se describié en la presente, y como se describe en la tabla 4. De esta manera, los protocolos basados en
ELISAs y manchado Western son convenientes para el uso en esos estudios de competencias simples.

En ciertas modalidades se podrian mezclar previamente los anticuerpos de control (3G4) con cantidades variables
de anticuerpos de prueba (p. ej. 1:10 6 1:100) por un periodo antes de la aplicaciéon de una composicién antigénica.
En otras modalidades, el control y cantidades variables de anticuerpos de prueba pueden ser mezclados simplemente
durante la exposicién a la composicién antigénica. En todo caso, mediante el uso de especies o anticuerpos secundarios
del isotipo, se podran detectar solamente los anticuerpos de control enlazados, y el enlazamiento de los cuales serd
reducido por la presencia de un anticuerpo de prueba que reconozca substancialmente el mismo epitope.

Al llevar a cabo un estudio de competencia por anticuerpos, entre un anticuerpo de control y cualquier anticuerpo
de prueba (sin importar la especie o isotipo), primero puede marcarse el control (3G4) con un marcador detectable,
tal como p. ej. biotina o un marcador enzimatico (o inclusive radiactivo) para permitir la identificacién subsecuente.
En estos casos, se mezclarian previamente o incubarian los anticuerpos de control marcados, con los anticuerpos de
prueba que fueran a ser examinados en varias proporciones (p. €j. 1:10, 1:100 6 1:1000) y (opcionalmente después de
un periodo apropiado) se ensayaria después la reactividad de los anticuerpos de control marcados y se compararian
éstos con un valor de control en el que no se hubiese incluido en la incubacién un anticuerpo de prueba potencialmente
competidor.

El ensayo puede ser nuevamente cualesquiera de una variedad de ensayos inmunoldgicos basados en la hibridi-
zacion de anticuerpos, y los anticuerpos de control serfan detectados a través de la deteccién de su marcador, p. €j.
usando estreptavidina en el caso de anticuerpos marcados con biotina o mediante el uso de un substrato cromogénico
con relacién a un marcador enzimatico (tal como el substrato de 3,3’5,5’-tetrametilbencidina (TMB) con la enzima
peroxidasa) o simplemente detectando un marcador radioactivo. Un anticuerpo que se enlace al mismo epitope que los
anticuerpos de control, podrd competir efectivamente por el enlazamiento y de esta manera reducird significativamente
el enlazamiento al anticuerpo de control, como es evidenciado por una reduccién en el marcador enlazado.

La reactividad de los anticuerpos de control (marcados) en la ausencia de un anticuerpo completamente irrelevante,
seria el valor alto del control. El valor bajo del control seria obtenido incubando los anticuerpos marcados (3G4)
con anticuerpos no marcados exactamente del mismo tipo (3G4), cuando la competencia ocurriese y se redujera el
enlazamiento de los anticuerpos marcados. En un ensayo de prueba, una reduccion significativa en la reactividad de
los anticuerpos marcados, en la presencia de un anticuerpo de prueba, indica un anticuerpo de prueba que reconoce el
mismo epitope, es decir uno que “reacciona en forma cruzada” con el anticuerpo marcado (3G4).

Una reduccién significativa es una reduccién “reproducible” es decir, observada consistentemente, en el enlaza-
miento. Una “reduccién significativa” en términos de la presente solicitud se define como una reduccién reproducible
(en el enlazamiento 3G4 a uno o mas aminofosfolipidos o fosfolipidos anidnicos, preferentemente PS, en un ELISA)
de al menos aproximadamente 70%, aproximadamente 75% o aproximadamente 80% en cualquier proporcién que
se encuentre entre aproximadamente 1:10 y aproximadamente 1:1000. Los anticuerpos con actividades de bloqueo
cruzado, inclusive mds rigurosas, exhibirdn una reduccién reproducible (en el enlazamiento del 3G4 a uno o mas ami-
nofosfolipidos o fosfolipidos anidnicos, preferentemente la PS, en un ELISA u otro ensayo apropiado) de al menos
aproximadamente 82%, aproximadamente 85%, aproximadamente 88%, aproximadamente 90%, aproximadamente
92%, 6 aproximadamente 95% ¢ valor similar, en cualquier proporcion entre aproximadamente 1:10 y aproximada-
mente 1:1000. El bloqueo cruzado, completo o casi completo, tal como la exhibicién de una reduccién reproducible
en el enlazamiento del 3G4 a uno o mds aminofosfolipidos o fosfolipidos aniénicos de aproximadamente 97% 6
aproximadamente 96% o valor similar, aunque de ninguna manera requerido para llevar a la practica la invencion,
verdaderamente no se excluye.

En cuanto a los anticuerpos de segunda generacion en conjunto, la competencia puede ser medida con referencia
a un anticuerpo que se enlace al menos a la fosfatidilserina, en donde el anticuerpo de segunda generacién compita
efectivamente por el enlazamiento a la fosfatidilserina; con referencia a un anticuerpo que se enlace al menos al
acido fosfatidico, en donde el anticuerpo de segunda generacién compita efectivamente por el enlazamiento al dcido
fosfatidico; en referencia a un anticuerpo que al menos se enlace al fosfatidilinositol; en donde el anticuerpo de
segunda generacién compita efectivamente por el enlazamiento al fosfatidilinositol; con referencia a un anticuerpo
que al menos se enlace al fosfatidilglicerol, en donde el anticuerpo de segunda generacién compita efectivamente por
el enlazamiento al fosfatidilglicerol; con referencia a un anticuerpo que se enlace al menos a la cardiolipina, en donde
el anticuerpo de segunda generacién compita efectivamente por el enlazamiento a la cardiolipina; y opcionalmente
con referencia a un anticuerpo que se enlace al menos a la fosfatidiletanolamina, en donde el anticuerpo de segunda
generacién compita efectiva por el enlazamiento a la fosfatidiletanolamina.
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En ciertas modalidades los anticuerpos de segunda generacidn pueden ser medidos con referencia a un anticuerpo
que se enlace a al menos un primer o segundo aminofosfolipido o fosfolipido aniénico, y en donde el anticuerpo de
segunda generacidon compita efectivamente por el enlazamiento al primer y segundo aminofosfolipido o fosfolipido
aniénico; con referencia a un anticuerpo que se enlace a al menos un primer, segundo y tercer aminofosfolipido o
fosfolipido aniénico, y en donde el anticuerpo de segunda generacion compita efectivamente por el enlazamiento
al primer, segundo y tercer aminofosfolipido o fosfolipido aniénico; con referencia a un anticuerpo que se enlace a
al menos un primer, segundo, tercer y cuarto aminofosfolipido o fosfolipido aniénico, y en donde el anticuerpo de
segunda generacion compita efectivamente por el enlazamiento al primer, segundo, tercer y cuarto aminofosfolipido
o fosfolipido aniénico; o con referencia a un anticuerpo que se enlace a al menos un primer, segundo, tercer, cuarto y
quinto aminofosfolipido o fosfolipido aniénico, y en donde el anticuerpo de segunda generacién compita efectivamente
por el enlazamiento al primer, segundo, tercer, cuarto y quinto aminofosfolipido o fosfolipido aniénico.

En modalidades adicionales, un anticuerpo de segunda generacién puede ser caracterizado como un anticuerpo
que exhiba un enlazamiento significativo a al menos un aminofosfolipido o fosfolipido aniénico, un enlazamiento no
detectable a un fosfolipido neutro que contenga colina y que compita efectivamente con un anticuerpo monoclonal de
la invencion, preferentemente el 3G4 (ATCC 4545).

En modalidades particulares el anticuerpo exhibe un enlazamiento significativo a los fosfolipidos aniénicos PS,
PA, PI, PG y CL; tiene un perfil de enlazamiento al fosfolipido de PS=PA=PI=PG>CL>>PE, en donde > indica una
diferencia de al menos 2 veces en el enlazamiento y >> indica una diferencia de al menos 10 veces en el enlazamiento
a esos fosfolipidos; exhibe un enlazamiento no detectable a la fosfatidilcolina o a la esfingomielina; y compite efecti-
vamente con el anticuerpo monoclonal 3G4 (ATCC 4545) por el enlazamiento a cada uno de los fosfolipidos aniénicos
PS, PA, PI, PGy CL.

Preferentemente los anticuerpos de segunda generacién tendrén las caracteristicas precedentes y exhibirdn también
un enlazamiento significativo a al menos un fosfolipido anidnico presente en la superficie celular de células activadas,
divididas, dafiadas, apoptéticas o viralmente infectadas. Mas preferentemente el anticuerpo inhibe también significa-
tivamente la proliferacién de células endoteliales en division, sin alterar significativamente las células inactivas, y mas
preferentemente, no tiene actividades anticoagulantes del lupus significativas.

Funcionalmente los anticuerpos de segunda generacién suprimirdn preferentemente la angiogénesis, tendran un
efecto antitumoral y un efecto antiviral, preferentemente in vivo y mds preferentemente lo hardn sin causar compli-
caciones trombdticas significativas en animales o pacientes. De esta manera, los anticuerpos preferidos poseen las
propiedades combinadas de un agente antiangiogénico, vascular antitumoral, antitumoral y antiviral.

La invencién esta ejemplificada por el anticuerpo monoclonal 3G4, producido por el hibridoma ATCC 4545, 6
un fragmento de enlazamiento al antigeno, de ese anticuerpo monoclonal. Un hibridoma que produce un anticuerpo
monoclonal que se enlaza substancialmente al mismo epitope que el anticuerpo monoclonal 3G4 (ATCC 4545) es otro
aspecto de la invencion.

En las siguientes descripciones de las composiciones, inmunoconjugados, productos farmacéuticos, combinacio-
nes, cocteles, juegos, primero y segundos usos médicos y todos los métodos de conformidad con la invencién, los
términos “anticuerpos” y “inmunoconjugados”, o una regién de enlazamiento al antigeno de los mismos, al menos
que se mencione especificamente de otra manera o que se aclare a partir de la terminologia cientifica, se refiere a
una variedad de anticuerpos antiaminofosfolipidos o antifosfolipidos anidnicos, asi como anticuerpos especificos que
reaccionen de manera cruzada con el 3G4.

Los términos “anticuerpos” e “inmunoglobulina”, tal como se usan en la presente, se refieren ampliamente a
cualquier agente de enlazamiento inmunoldgico, incluyendo anticuerpos monoclonales y policlonales. Dependiendo
del tipo de dominio constante en las cadenas pesadas, los anticuerpos son asignados a una de cinco clases principales:
IgA, IgD, IgE, IgG, e IgM. Varias de estas son divididas adicionalmente en subclases o isotipos, tales como IgGl,
1gG2, IgG3, IgG4, y similares. Los dominios constantes de cadena pesada, que corresponden a las diferentes clases
de inmunoglobulinas son denominados «, 9, €, ¥, y u, respectivamente. Las estructuras de las subunidades y las
configuraciones tridimensionales de las diferentes clases de inmunoglobulinas son bien conocidas.

Generalmente, en donde se usen en la invencion anticuerpos en vez que regiones de enlazamiento al antigeno, se
prefieren la IgG y/o IgM, porque son los anticuerpos mds comunes en la situacién fisioldgica y porque son producidos
de la manera mads féicil en un arreglo de laboratorio. Las “cadenas ligeras” de anticuerpos de mamiferos son asignadas
auna de dos tipos claramente distintos: kappa («) y landa (1), en base a las secuencias de aminodcidos de sus dominios
constantes. Esencialmente no hay preferencia para el uso de las cadenas ligeras « 6 A en los anticuerpos de la invencion.

El uso de anticuerpos monoclonales (MAbs) o derivados de los mismos es mucho més preferido. Los MAbs son
reconocidos por tener ciertas ventajas, p. €j. reproducibilidad y produccién a gran escala, lo cual los hace convenientes
para el tratamiento clinico. La invencién proporciona entonces anticuerpos monoclonales de origen de murino, huma-
no, mono, rata, hamster, conejo e inclusive de rana o pollo. Generalmente se prefieren los anticuerpos monoclonales
de murino, humano o humanizados.
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Como comprenderan los experimentados en la técnica, los reactivos de enlazamiento inmunolégico comprendidos
por el término “anticuerpo” se extienden a todos los anticuerpos de todas las especies, y fragmentos de enlazamiento
al antigeno, de los mismos, incluyendo anticuerpos diméricos, triméricos y multiméricos; anticuerpos biespecificos;
anticuerpos quiméricos, anticuerpos humanos y humanizados; anticuerpos recombinantes, reproducidos por ingenieria
y anticuerpos camelizados, y fragmentos de los mismos.

El término “anticuerpo” se usa entonces para referirse a cualquier molécula similar a un anticuerpo, que tenga
una regién de enlazamiento al antigeno, y este término incluye los fragmentos de anticuerpos tales como Fab’, Fab,
F(ab)’,, anticuerpos de dominio sencillo (DABs), Fv, scFv (Fv de cadena sencilla), anticuerpos lineales, diacuerpos,
anticuerpos camelizados y similares. Las procedimientos para preparar y usar varios constructos basados en anticuer-
pos y fragmentos, son bien conocidas en la técnica (ver Kabat et al., 1991, incorporada especificamente en la presente
como referencia). Los diacuerpos, en particular, se describen ademds en la EP 404,097 y en la WO 93/11161, cada
una incorporada especificamente en la presente como referencia; mientras que los anticuerpos lineales se describen
adicionalmente en Zapata et al. (1995), incorporada especificamente en la presente como referencia.

En ciertas modalidades las composiciones de la invencién comprenden al menos un primer anticuerpo antiamino-
fosfolipido o antifosfolipido anidnico, que comprende al menos una primera regién variable que incluye una region de
una secuencia de aminodcidos de al menos aproximadamente 75%, en forma mds preferente de al menos aproxima-
damente 80%, mds preferentemente de al menos aproximadamente 85%, mds preferentemente de al menos aproxima-
damente 90% y en la forma mas preferente de al menos aproximadamente 95% o similar de identidad en la secuencia
de aminodcidos con la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 2 6 SEQ ID NO: 4; en donde ese anticuerpo
antiaminofosfolipido o antifosfolipido aniénico mantiene al menos substancialmente las propiedades bioldgicas de
los anticuerpos antiaminofosfolipido o antifosfolipido aniénico de la invencién, tal como se ejemplifica mediante el
anticuerpo 3G4.

La identidad u homologia con respecto a estas secuencias de anticuerpos antiaminofosfolipido o antifosfolipido
aniénico, de la invencion, se define en la presente como el porcentaje de residuos de aminoacidos en una secuencia
candidato, que sean idénticas a las secuencias de la SEQ ID NO: 2 6 SEQ ID NO: 4; o a la secuencia de otro anti-
cuerpo antiaminofosfolipido o antifosfolipido anidnico, de la invencidn, después de alinear las secuencias e introducir
vacios, si es necesario para lograr la identidad porcentual méxima de las secuencias. El mantenimiento de propiedades
bioldgicas substancialmente iguales, o inclusive mds efectivas, del anticuerpo antiaminofosfolipido o antifosfolipido
anidnico, usado para la comparacién de secuencias, es particularmente importante. Esas comparaciones se llevan a
cabo facilmente, p. ej. usando uno o mds de los diferentes ensayos descritos con detalle en la presente.

En ciertas modalidades preferidas, los anticuerpos antiaminofosfolipido o antifosfolipido aniénico, de la invencidn,
comprenden al menos una primera regién variable que incluye una regién de secuencias de aminodacidos que tiene la
secuencia de aminodcidos de la SEQ ID NO: 2 6 SEQ ID NO: 4, ejemplificada por regiones variables que incluyen
una region de secuencias de aminodcidos codificada por las secuencias de acidos nucleicos de la SEQ ID NO: 1 6
SEQ ID NO: 3. Esas secuencias son las secuencias de Vh y Vk del 3G4 ScFv que comprende las CDR1-3 (regiones
determinantes de complementariedad) de las regiones variables de las cadenas pesadas y ligeras.

En otras modalidades preferidas se proporcionan anticuerpos de segunda generacién que tienen propiedades me-
joradas o superiores, en comparacién con un anticuerpo antiaminofosfolipido o antifosfolipido anidnico, original, tal
como el 3G4 (ATCC 4545).

En ciertas modalidades los anticuerpos empleados seran anticuerpos “humanizados”, parte humanos o humanos.

Los anticuerpos “humanizados” son generalmente anticuerpos monoclonales quiméricos de ratén, rata u otra es-
pecie no humana, que contienen dominios de region constante y/o variable humana (“anticuerpos quiméricos en parte
humanos”). Varios anticuerpos monoclonales humanizados para el uso en la invencién serdn anticuerpos quiméricos
en donde al menos una primera region de enlazamiento al antigeno, o regién determinante de complementariedad
(CDR), de un ratén, rata u otro anticuerpo monoclonal no humano se encuentre unida funcionalmente a, o “injertada”
en una region o “estructura” constante del anticuerpo humano.

Los anticuerpos monoclonales “humanizados” para el uso en la presente pueden ser también anticuerpos mo-
noclonales de especies no humanas en donde uno o mds aminodcidos seleccionados han sido intercambiados por
aminodcidos observados mds cominmente en anticuerpos humanos. Esto puede conseguirse facilmente a través del
uso de tecnologia recombinante de rutina, particularmente la mutagénesis especifica al sitio.

Anticuerpos totalmente humanos en vez que “humanizados” pueden ser también preparados y usados en la in-
vencién. Esos anticuerpos humanos pueden ser obtenidos a partir de sujetos saludables, obteniendo simplemente una
poblacién de linfocitos de la sangre periférica, mixtos, de un sujeto humano, incluyendo células presentadoras de an-
tigeno y células productoras de anticuerpos, y estimulando la poblacién celular in vitro mediante la mezcla con una
cantidad inmunogénicamente efectiva de una muestra de aminofosfolipido o fosfolipido anidnico. Las células huma-
nas productoras de anticuerpo del antiaminofosfolipido o antifosfolipido anidnico, una vez obtenidas, se usan en la
produccion del hibridoma y/o del anticuerpo recombinante.
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Técnicas adicionales para la produccién de anticuerpos monoclonales humanos incluyen la inmunizacién de un
animal transgénico, preferentemente un ratn transgénico, que comprende una biblioteca de anticuerpos humanos con
cantidad inmonogénicamente efectiva de una muestra de aminofosfolipido o fosfolipido aniénico. Esto genera también
células humanas productoras de anticuerpos antiaminofosfolipido o antifosfolipido anidénico, para la manipulacién
adicional en la produccion del hibridoma y/o del anticuerpo recombinante, con la ventaja de que células de bazo, en
vez que células de la sangre periférica, pueden ser obtenidas facilmente a partir del animal o ratén transgénico.

Los anticuerpos de conformidad con la invencién pueden ser preparados facilmente seleccionando un anticuerpo
que substancialmente reaccione en forma cruzada o compita con el anticuerpo monoclonal 3G4 (ATCC PTA 4545).

Los procesos y métodos de preparacion, apropiados, comprenden:
(a) preparar células productoras de anticuerpos candidato; y

(b) seleccionar de las células productoras de anticuerpos candidato un anticuerpo que substancialmente reaccione
en forma cruzada o compita con el anticuerpo monoclonal 3G4 (ATCC PTA 4545).

Un proceso para preparar células productoras de anticuerpos apropiadas y obtener anticuerpos a partir de las
mismas, puede llevarse a cabo in situ en un paciente determinado. Es decir, el simple hecho de proporcionar una
cantidad inmunogénicamente efectiva de una muestra de aminofosfolipido o fosfolipido aniénico, inmunogénico, a
un paciente, dard por resultado una generacion del anticuerpo apropiada. De esta manera, el anticuerpo se “obtiene”
atn a partir de la célula productora de anticuerpos, pero no tiene que ser aislado de un huésped y proporcionado
subsecuentemente a un paciente, y puede ser localizado espontdneamente en la vasculatura de un tumor y ejercer sus
efectos antitumorales bioldgicos. Sin embargo esas modalidades no se prefieren actualmente.

Las células productoras de anticuerpos, apropiadas, pueden ser también obtenidas y los anticuerpos pueden ser
subsecuentemente aislados y/o purificados, estimulando los linfocitos de la sangre periférica con aminofosfolipido o
fosfolipido anidénico in vitro.

Otros métodos comprenden administrar a un animal una composicién inmunizadora que comprenda al menos un
primer componente inmunogénico de aminofosfolipido o fosfolipido anidnico y seleccionar, del animal inmunizado,
un anticuerpo que substancialmente reaccione en forma cruzada o que compita con el anticuerpo monoclonal 3G4
(ATCC PTA 4545).

Estos métodos generalmente comprenden:

(a) inmunizar un animal administrando al animal al menos una dosis, y opcionalmente mas de una dosis, de una
composicién que comprenda una cantidad inmunogénicamente efectiva de un aminofosfolipido o fosfolipido aniénico
inmunogénico; y

(b) obtener una célula productora de anticuerpo, apropiada, del animal inmunizado, tal como una célula produc-
tora de anticuerpos, que produzca un anticuerpo que substancialmente reaccione en forma cruzada o compita con el
anticuerpo monoclonal 3G4 (ATCC PTA 4545).

Una “composicién que comprende una cantidad inmunogénicamente efectiva de un aminofosfolipido o fosfolipido
aniénico, inmunogénico”, preferida, tal como se usa en la presente, es una composiciéon que comprende células en-
doteliales activadas. Las “células endoteliales activadas™ se preparan preferentemente colocando células endoteliales
bajo al menos una primera condicién, o en contacto con al menos un primer factor, que active las células endoteliales,
y/o que simule el ambiente de un tumor, por un tiempo efectivo para mantener substancialmente la viabilidad de las
células y estimular la expresion de al menos un fosfolipido anidnico en la superficie de las células endoteliales. Ejem-
plos de “condiciones” efectivas para preparar células endoteliales activadas son los ambientes hipdxicos y/o acidos.
Ejemplo de “factores” efectivos para preparar células endoteliales activadas son las concentraciones efectivas de H,O,,
trombina, citocina(s) inflamatoria(s), tales como IL-1a, IL-18, interferén o TNFea, y generalmente combinaciones de
condiciones y/o factores que simulen el ambiente de un tumor.

Sin importar la naturaleza del proceso de inmunizacién, o del tipo de animal inmunizado, células productoras de
anticuerpos, apropiadas, se obtienen a partir del animal inmunizado, y preferentemente, son manipuladas adicional-
mente por la mano del hombre. “Un animal inmunizado”, tal como se usa en la presente, es un animal no humano, al
menos que se mencione expresamente de otra manera. Aunque se puede usar una célula productora de anticuerpos,
en la forma mds preferente, se obtienen células del bazo como la fuente de células productoras de anticuerpos. Las
células productoras de anticuerpos pueden ser usadas en un proceso preparativo que comprenda:

(a) fusionar una célula productora de anticuerpo antiaminofosfolipido o antifosfolipido anidnico, apropiada, con

una célula inmortal para preparar un hibridoma que produzca un anticuerpo monoclonal de conformidad con la inven-
cién; y
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(b) obtener un anticuerpo antiaminofosfolipido o antifosfolipido aniénico, apropiado, de conformidad con la in-
vencion, a partir del hibridoma.

Células productoras de anticuerpos antiaminofosfolipido o antifosfolipido aniénico, hibridomas y anticuerpos,
“apropiados”, son aquellos que producen, o existen como, anticuerpos antiaminofosfolipido o antifosfolipido ani6-
nico, preferentemente anticuerpos que substancialmente reaccionen en forma cruzada o compitan con el anticuerpo
monoclonal 3G4 (ATCC PTA 4545).

Los métodos de preparacién de anticuerpos monoclonales basados en hibridoma incluyen aquellos que comprende:

(a) inmunizar un animal administrando al animal al menos una dosis, y opcionalmente mas de una dosis, de una
composicién que comprenda una cantidad inmunogénicamente efectiva de un aminofosfolipido o fosfolipido aniénico,
inmunogénico, preferentemente una composicién que comprende células endoteliales activadas;

(b) preparar una recoleccién de hibridomas productores de anticuerpo monoclonal, a partir del animal inmunizado;

(c) seleccionar a partir de la recoleccién al menos un primer hibridoma que produzca al menos un primer anti-
cuerpo monoclonal antiaminofosfolipido o antifosfolipido anidnico, de conformidad con la invencién, opcionalmente
un anticuerpo antiaminofosfolipido o antifosfolipido anidnico, que substancialmente reaccione en forma cruzada o
compita con el anticuerpo monoclonal 3G4 (ATCC PTA 4545); y

(d) cultivar el al menos un primer hibridoma productor de anticuerpos, para proporcionar el al menos un primer
anticuerpo monoclonal antiaminofosfolipido o antifosfolipido aniénico; y preferentemente

(e) obtener el al menos un anticuerpo monoclonal antiaminofosfolipido o antifosfolipido aniénico, a partir del al
menos un primer hibridoma cultivado.

En la identificacién de un anticuerpo antiaminofosfolipido o antifosfolipido aniénico que substancialmente reac-
cione en forma cruzada con el anticuerpo monoclonal 3G4 (ATCC PTA 4545), el paso de seleccién puede comprender:

(a) poner en contacto una muestra de aminofosfolipido o fosfolipido aniénico, preferentemente una muestra de PS,
con cantidades efectivas del anticuerpo monoclonal 3G4 (ATCC PTA 4545) y un anticuerpo candidato; y

(b) determinar la capacidad del anticuerpo candidato para reducir substancialmente el enlazamiento del anticuerpo
3G4 al aminofosfolipido o fosfolipido anidnico, preferentemente la muestra de PS; en donde la capacidad de un anti-
cuerpo candidato para reducir substancialmente el enlazamiento del anticuerpo 3G4 al aminofosfolipido o fosfolipido
aniénico, preferentemente la muestra de PS, sea indicativo de un anticuerpo antiaminofosfolipido o antifosfolipi-
do aniénico que se enlace a substancialmente el mismo epitope como el anticuerpo monoclonal 3G4 (ATCC PTA
4545).

El paso de seleccién puede comprender ademas:

(a) poner en contacto una primera muestra de aminofosfolipido o fosfolipido aniénico, preferentemente PS, con
una cantidad de enlazamiento efectiva del anticuerpo monoclonal 3G4 (ATCC PTA 4545) y determinar la cantidad de
3G4 que se enlace al aminofosfolipido o fosfolipido aniénico, preferentemente PS;

(b) Poner en contacto una segunda muestra de aminofosfolipido o fosfolipido aniénico, preferentemente PS, con
una cantidad de enlazamiento efectiva del anticuerpo monoclonal 3G4 (ATCC PTA 4545) en combinacién con una
cantidad de competencia efectiva, de un anticuerpo candidato, y determinar la cantidad de 3G4 que se enlace al
aminofosfolipido o fosfolipido aniénico, preferentemente PS, en la presencia del anticuerpo candidato; y

(c) identificar un anticuerpo antiaminofosfolipido o antifosfolipido anidnico que se enlace substancialmente al mis-
mo epitope que el anticuerpo monoclonal 3G4 (ATCC PTA 4545) seleccionando un anticuerpo candidato que reduzca
la cantidad de 3G4 que se enlace al aminofosfolipido o fosfolipido aniénico, preferentemente PS, preferentemente en
al menos aproximadamente 80%.

Todos los criterios de seleccion, tal como se usan en la presente, se llevan a cabo preferentemente en la ausencia de
suero, para evitar las desventajas de generar anticuerpos que podrian simular los anticuerpos patoldégicos de pacientes,
que se enlacen a los aminofosfolipidos o fosfolipidos aniénicos junto con proteina.

Como para la inmunizacién se usan animales no humanos, los anticuerpos monoclonales obtenidos a partir de un
hibridoma tendrdn a menudo una constituciéon no humana. Esos anticuerpos pueden ser sometidos opcionalmente a
un proceso de humanizacion, injerto o mutacién, como es conocido para los experimentados en la técnica y como se
describe adicionalmente en la presente. Alternativamente se pueden usar animales transgénicos, tales como ratones,
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que comprendan una libreria genética de anticuerpos humanos. La inmunizacién de esos animales dara por resultado
entonces directamente la generacion de anticuerpos humanos apropiados.

Después de la produccién de una célula productora de anticuerpo apropiado, en la forma mds preferente un hi-
bridoma, ya sea que produzca anticuerpos humanos o no humanos, los 4dcidos nucleicos que codifican el anticuerpo
monoclonal pueden ser clonados para preparar un anticuerpo monoclonal “recombinante”. Se puede utilizar cualquier
técnica de clonacién recombinante, incluyendo el uso de PCRMR para cebar la sintesis de las secuencias de 4cidos nu-
cleicos que codifican el anticuerpo. Por lo tanto, métodos para la preparacion de anticuerpos monoclonales apropiados,
aun adicionales, incluyen aquellos que comprenden usar las células productoras de anticuerpos como sigue:

(a) obtener al menos una primera molécula de 4cido nucleico que codifique un anticuerpo de antiaminofosfolipido
o antifosfolipido aniénico, apropiado, o segmento de una célula productora de anticuerpos antiaminofosfolipido o
antifosfolipido aniénico apropiado, preferentemente un hibridoma; y

(b) expresar la molécula de 4cido nucleico o segmento en una célula huésped recombinante para obtener un anti-
cuerpo monoclonal antiaminofosfolipido o antifosfolipido aniénico, recombinante, de conformidad con la invencién.

Sin embargo, se encuentran disponibles otras técnicas recombinantes poderosas que son idealmente convenientes
para la preparacién de anticuerpos monoclonales recombinantes. Esas técnicas recombinantes incluyen los métodos
preparativos de anticuerpos monoclonales basados en una biblioteca de fagémidos, que comprenden:

(a) inmunizar un animal administrando al animal al menos una dosis, y opcionalmente mas de una dosis, de una
composicién que comprenda una cantidad inmunogénicamente efectiva de un aminofosfolipido o fosfolipido aniénico,
inmunogénico, preferentemente una composicién que comprenda células endoteliales activadas;

(b) preparar una biblioteca de fagémidos de inmunoglobulina combinatoria que exprese el ARN aislado de las
células productoras de anticuerpos, preferentemente del bazo, del animal inmunizado;

(c) seleccionar, de la biblioteca de fagémidos, al menos un primer clon que exprese al menos un primer anticuerpo
antiaminofosfolipido o antifosfolipido aniénico, opcionalmente uno que substancialmente reaccione en forma cruzada
0 que compita con el anticuerpo monoclonal 3G4 (ATCC PTA 4545);

(d) obtener acidos nucleicos que codifiquen el anticuerpo antiaminofosfolipido o antifosfolipido anidnico, a partir
de al menos un primer clon seleccionado y que exprese los dcidos nucleicos en una célula huésped recombinante para
proporcionar el al menos un primer anticuerpo antiaminofosfolipido o antifosfolipido aniénico; y preferentemente

(e) obtener el al menos un primer anticuerpo antiaminofosfolipido o antifosfolipido aniénico, expresado por los
dcidos nucleicos obtenidos a partir del al menos un primer clon seleccionado.

Nuevamente, en estas técnicas basadas en bibliotecas de fagémidos, se pueden emplear animales transgénicos que
porten bibliotecas genéticas de anticuerpos humanos, produciendo asi anticuerpos monoclonales humanos recombi-
nantes.

Sin importar la manera de preparacién de un primer segmento de dcido nucleico de anticuerpo antiaminofosfolipido
o antifosfolipido anidnico, segmentos de dcidos nucleicos de anticuerpos apropiados adicionales, pueden ser prepara-
dos facilmente mediante técnicas estdndares de biologia molecular. A fin de confirmar que alguna variante, mutante o
segmento de 4cido nucleico de anticuerpo antiaminofosfolipido o antifosfolipido aniénico, de segunda generacion, es
apropiado para el uso en la invencidn, el segmento de dcido nucleico serd analizado para confirmar la expresién de un
anticuerpo antiaminofosfolipido o antifosfolipido aniénico, de acuerdo con la invencion. Preferentemente la variante,
mutante o segmento de dcido nucleico de segunda generacidn serd analizado también para confirmar la hibridizacién
bajo condiciones estdndares, mas preferentemente condiciones de hibridizacién rigurosas estandares. Las condiciones
de hibridizacién apropiadas, ejemplares, incluyen la hibridizacién en aproximadamente 7% de dodecilsulfato de sodio
(SDS), aproximadamente 0.5 M de NaPQO,, aproximadamente 1 mM de EDTA a aproximadamente 50°C; y lavado con
aproximadamente 1% de SDS a aproximadamente 42°C.

Como una variedad de anticuerpos monoclonales recombinantes, ya sea de origen humano o no humano, pueden ser
preparados facilmente, cualesquiera de los métodos de tratamiento de la invencién puede ser ejecutado proporcionando
al animal o paciente al menos un primer segmento de dcido nucleico que exprese una cantidad biolégicamente efectiva
de al menos un primer anticuerpo antiaminofosfolipido o antifosfolipido aniénico, en el paciente. El “segmento de
dcido nucleico que expresa un anticuerpo antiaminofosfolipido o antifosfolipido aniénico, similar a 3G4 o basado
en 3G4” se encontrard generalmente en la forma de al menos un constructo de expresién y puede encontrarse en la
forma de un constructo de expresiéon comprendido dentro de un virus o dentro de una célula huésped recombinante.
Los vectores de terapia genética preferidos de la invencion, serdn generalmente lectores virales, tales como aquellos
comprendidos en un retrovirus recombinante, virus de herpes simplex (HSV), adenovirus, virus adenoasociado (AAV),
citomegalovirus (CMV), y similares.
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Derivados de Duramicina Impermeables a las Células: La invencién proporciona ademds constructos de péptidos de
enlazamiento a la fosfatidiletanolamina (PE) substancialmente impermeables a la célula y derivados, que comprenden
al menos un primer péptido de enlazamiento a la PE, que ha sido modificado para formar un costructo de enlazamiento
a la PE, substancialmente impermeable a la célula.

Preferentemente la invencién proporciona composiciones farmacéuticas que comprenden, en un portador farma-
céuticamente aceptable, una cantidad bioldgica o terapéuticamente efectiva de al menos un primer constructo de
enlazamiento a la PE, substancialmente impermeable a la célula, que comprende al menos un primer péptido de en-
lazamiento a la PE que ha sido modificado para formar un constructo de enlazamiento a la PE, substancialmente
impermeable a la célula. De esta manera, los constructos de enlazamiento a la PE, substancialmente impermeable a la
célula, son constructos para usos farmacéuticos, farmacoldgicos y terapéuticos, es decir, para usos médicos, preferen-
temente el uso en el tratamiento de infecciones virales. En ciertas modalidades la invencién proporciona un constructo
de enlazamiento a la PE, substancialmente impermeable a la célula, diferente a la cinamicina enlazada a biotina.

En la forma mads preferente, los derivados de péptidos de enlazamiento a la PE, substancialmente impermeables,
a la célula, de la invencién, son derivados de péptidos de duramicina, substancialmente impermeables a la célula,
y composiciones farmacéuticas de los mismos. El péptido de duramicina es modificado tipicamente para formar un
derivado de duramicina substancialmente impermeable a la célula, por unién operativa a al menos un primer grupo
impermeable a la célula. La unién operativa de un grupo impermeable a la célula podria ser a través del residuo lisina
en la posicién 2 del aminoécido en la SEQ ID NO: 9.

El grupo impermeable de célula puede ser una carga positiva o negativa a pH fisiol6gico o puede ser polar. Los
grupos ejemplares incluyen los grupos sulfato, sulfonato, fosfato, carboxilo, fendlico, ién amonio cuaternario y amina.
Una composicién farmacéutica que comprende duramicina enlazada a biotina es un ejemplo particular dentro de la
invencion.

Duramicinas substancialmente impermeables a la célula pueden ser también unidas operativamente a un azucar,
oligosacdrido o polisacarido, aminodcido, péptido, polipéptido, proteina o a un grupo polialcohol. Ciertas duramicinas
impermeables a las células son aquellas unidas operativamente a una proteina portadora inerte, tal como neutravidina,
estreptavidina, albimina o una protefna portadora de inmunoglobulina inerte, de las cuales se prefiere particularmente
la duramicina unida a la IgG humana (HIgG). Otros ejemplos de duramicinas impermeables a la célula son aquellas
enlazadas a agentes de direccionamiento, preferentemente aquellos que se enlazan a una célula tumoral, a la vascu-
latura del tumor o estroma del tumor o a una célula viralmente infectada. Ejemplos de agentes de direccionamiento
que se enlazan a un componente de una célula tumoral, vasculatura tumoral o estroma de tumor, se describen en las
patentes US 6,093,399, 6,004,555, 5,877,289, y 6,036,955, cada una de las cuales se incorpora especificamente en la
presente como referencia.

Tratamiento de Tumores: La invencién proporciona ademds composiciones que comprenden al menos un pri-
mer anticuerpo antiaminofosfolipido o antifosfolipido aniénico, purificado, o fragmento de enlazamiento al antigeno
o inmunoconjugado, del mismo, opcionalmente uno que se enlace esencialmente al mismo epitope que el anticuerpo
monoclonal 3G4 (ATCC PTA 4545), o un derivado de péptido de enlazamiento a la PE, substancialmente impermeable
a la célula, preferetemente un derivado de duramicina substancialmente impermeable a la célula. Esas composiciones
son preferentemente composiciones farmacéuticamente aceptables, que incluyen aquellas formuladas para la adminis-
tracién parenteral, tales como para la administracion intravenosa, o para la administracién como un liposoma o como
un aerosol.

La invencién proporciona cierto nimero de métodos y usos de los anticuerpos antiaminofosfolipidos o antifosfo-
lipidos anidnicos, incluyendo los anticuerpos que reaccionan en forma cruzada con 3G4, los similares al 3G4 o los
basados en el 3G4, y los derivados de duramicina substancialmente impermeables a la célula. Con respecto a todos los

bR AT

métodos, los términos “un”, “una”, “unos” y “unas”, se usan para significar “al menos uno”, “al menos un primer”,
“uno o mas” o “una pluralidad” de pasos en los métodos descritos, excepto en donde se mencione especificamente.

Esto es particularmente relevante para los pasos de administracion en los métodos de tratamiento. De esta manera
no sé6lo pueden emplearse dosis diferentes con la invencién, sino que se pueden usar diferentes niimeros de dosis,
p- €j. inyecciones o inhalaciones, incluyendo inyecciones o inhalaciones mdltiples. Se pueden usar productos tera-
péuticos combinados, administrados antes, después o durante la administracién del anticuerpo antiaminofosfolipido o
antifosfolipido aniénico o inmunoconjugado, o el derivado de duramicina substancialmente impermeable a la célula.

Se proporcionan métodos in vitro ttiles y usos que tienen importantes implicaciones biolégicas. Primero se pro-
porcionan métodos de y usos en, el enlazamiento de aminofosfolipidos o fosfolipidos aniénicos, preferentemente PS
o PE, que comprenden generalmente poner en contacto efectivamente una composiciéon que comprenda un aminofos-
folipido o fosfolipido anidnico, preferentemente PS o PE, con al menos un primer anticuerpo antiaminofosfolipido o
antifosfolipido aniénico, o un fragmento de enlazamiento al antigeno del mismo, opcionalmente un anticuerpo que se
enlace substancialmente al mismo epitope como el anticuerpo monoclonal 3G4 (ATCC PTA 4545), o con un derivado
de duramicina substancialmente impermeable a la célula. El “contacto” es bajo condiciones efectivas para permitir la
formacién de complejo de enlazamiento, y se detectan cualesquiera de los complejos asi formados. Los métodos y
usos de deteccioén pueden ser usados con relacién a muestras bioldgicas, p. €j. en la diagnosis de la apoptosis, tumores
y células viralmente infectadas, y también se proporcionan juegos de diagnostico basados en los mismos.
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Se proporcionan métodos y usos para inhibir la proliferacién, que usan preferentemente los anticuerpos, frag-
mentos de enlazamiento al antigeno e inmunoconjugados de la invencién. Métodos para inhibir la proliferacion y/o
migracién de células endoteliales, comprenden generalmente poner en contacto una poblacién de células o tejidos
que incluya una poblacion de células endoteliales, con una composicién que comprenda una cantidad biolégicamente
efectiva de al menos un primer anticuerpo antiaminofosfolipido o antifosfolipido aniénico, opcionalmente uno que
se enlace substancialmente al mismo epitope que el anticuerpo monoclonal 3G4 (ATCC PTA 4545) o un fragmento
de enlazamiento al antigeno, del mismo, bajo condiciones efectivas para inhibir la proliferacién y/o migracién de la
célula endotelial.

Los métodos y usos precedentes pueden ser llevados a cabo in vitro e in vivo, en el dltimo caso, en donde los tejidos
o células son colocados en un animal y el anticuerpo antiaminofosfolipido o antifosfolipido aniénico es administrado
al animal. En ambos casos los métodos y usos se convierten en métodos y usos para inhibir la angiogénesis, que com-
prenden poner en contacto un tejido que contiene, o una poblacién de, vasos sanguineos potencialmente angiogénicos
con una composicién antiangiogénica que comprende una cantidad biolégicamente efectiva de al menos un primer
anticuerpo antiaminofosfolipido o antifosfolipido aniénico, opcionalmente una que se enlace a substancialmente el
epitope como el anticuerpo monoclonal 3G4 (ATCC PTA 4545), o un fragmento de enlazamiento al antigeno del
mismo, bajo condiciones efectivas para inhibir la angiogénesis.

En donde poblaciones de vasos sanguineos potencialmente angiogénicos se mantengan ex vivo, la invencion tie-
ne utilidad en programas de descubrimiento de farmacos. En ensayos de seleccion in vitro con controles positivos y
negativos confiables, son ttiles como un primer paso en el desarrollo de fairmacos para inhibir o promover la angio-
génesis, asi como en la delineacién de informacién adicional respecto al proceso angiogénico. En donde la poblacién
de vasos sanguineos angiogénicos potencialmente se encuentre localizada en un animal o paciente, la composicién
antiangiogénica es administrada al animal como una forma de terapia.

Las terapias antiangiogénicas y antivasculares son proporcionadas en términos de animales y pacientes que tienen,
o se encuentran en riesgo de desarrollar, alguna enfermedad o transtorno caracterizado por una vascularizacién no
deseada, inapropiada, aberrante, excesiva y/o patoldgica. Es bien conocido por los experimentados en la técnica que
como la angiogénesis aberrante ocurre en una amplia variedad de enfermedades y transtornos, una terapia antiangio-
génica determinada, una vez que se ha demostrado que es efectiva en algin sistema de modelo aceptable, puede ser
usada para tratar toda la gama de enfermedades y trastornos relacionados con la angiogénesis.

Los métodos y usos de la invencién sirven particularmente para usarse en animales y pacientes que tengan, o que
se encuentren en riesgo de desarrollar, cualquier forma de tumor vascularizado; de generacién macular, incluyendo
la degeneracién macular relacionada con la edad; artritis, incluyendo la artritis reumatoide; aterosclerosis y placas
ateroscleréticas; retinopatia diabética y otras retinotatias; hiperplasias tiroideas, incluyendo la enfermedad de Grave;
hemangioma; glaucoma neovascular; y psoriasis.

Los métodos y usos de la invencién sirven ademds para el tratamiento de animales y pacientes que tienen, o que
se encuentran en riesgo de desarrollar, malformaciones arteriovenosas (AVM), meningioma, y restenosis vascular,
incluyendo restenosis seguido a la angioplastia. Otros fines pretendidos de los métodos y usos terapéuticos son ani-
males y pacientes que tengan, o que se encuentran en riesgo de desarrollar, angiofibroma, dermatitis, endometriosis,
articulaciones hemofilicas, cicatrices hipertréficas, enfermedades y transtornos inflamatorios, granuloma piogénico,
escleroderma, sinovitis, tracoma y adhesiones vasculares.

Como se describe en la patente US 5,712,291, incorporada especificamente en la presente como referencia, ca-
da uno de los grupos de tratamiento precedentes no son de ninguna manera exhaustivos de los tipos de condiciones
que van a ser tratadas por la invencién. La patente US 5,712,291 se incorpora en la presente como referencia para
ciertos propositos especificos incluyendo el propésito de identificar cierto nimero de otras condiciones que puedan
ser tratadas efectivamente por un producto terapéutico antiangiogénico; el propdsito de mostrar que el tratamiento
de todas las enfermedades angiogénicas representa un concepto unificado, una vez que una categoria definida de
compuestos inhibidores de la angiogénesis ha sido descrito y reivindicado (en este caso anticuerpos antiaminofos-
folipidos o antifosfolipidos aniénicos, opcionalmente aquellos que se enlazan a substancialmente el mismo epitope
como el anticuerpo monoclonal 3G4 (ATCC PTA 4545); y el propdsito de mostrar que el tratamiento de todas las
enfermedades angiogénicas es habilitado por datos tnicamente de un solo sistema de modelo ademds del tratamien-
to de enfermedades angiogénicas y vasculares, aspectos importantes y unificados de la invencién son composicio-
nes y métodos para el tratamiento de animales y pacientes que tengan, o que se encuentren en riesgo de desarro-
llar, cincer. Todos los métodos y usos del tratamiento de cdncer comprende la administracién o uso de al menos
un primer anticuerpo antiaminofosfolipido o antifosfolipido aniénico, purificado, o un fragmento de enlazamien-
to al antigeno o inmunoconjugado del mismo, opcionalmente uno que se enlace esencialmente al mismo epitope
como el anticuerpo monoclonal 3G4 (ATCC PTA 4545), o un derivado de péptido de enlazamiento a la PE subs-
tancialmente impermeable a la célula, preferentemente un derivado de duramicina substancialmente impermeable a
la célula. Esos constructos son administrados en cantidades terapéuticamente efectivas a animales o pacientes con
cancer.

Los métodos de tratamiento de cancer de la invencidn, inclusive aquellos que usan los anticuerpos, no se basan
solamente en ejercer efectos antivasculares y/o antiangiogénicos. Los métodos y usos del tratamiento del cancer de la
invencién son convenientes para el tratamiento de todas las formas de cancer, incluyendo animales y pacientes, que
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tengan, o que se encuentren en riesgo de desarrollar, un tumor sélido vascularizado, un tumor metastitico o metastasis
de un tumor primario.

Tanto los anticuerpos no conjugados o “anticuerpos desnudos” y fragmentos de los mismos, como los inmuno-
conjugados en los que el anticuerpo, o fragmento de enlazamiento al antigeno, del mismo, se encuentra unido ope-
rativamente a un agente terapéutico, pueden ser usados en los aspectos contra el cincer, de la invencién. Al menos
que se mencione especificamente de otra manera o que se aclare en términos cientificos, los términos “anticuerpo y
fragmento del mismo”, tal como se usa en la presente, significan entonces un anticuerpo “no conjugado o desnudo”
o fragmento, que no esté unido a otro agente, particularmente un agente terapéutico o de diagndstico. Estas defini-
ciones no excluyen modificaciones del anticuerpo, tal como, a manera de ejemplo, modificaciones para mejorar la
vida media bioldgica, afinidad, avidez u otras propiedades del anticuerpo, o combinaciones del anticuerpo con otros
efectores.

En los métodos basados en inmunoconjugados, para tratamiento de cancer, el anticuerpo, o un fragmento de en-
lazamiento al antigeno, del mismo, se une funcionalmente a cualesquiera de uno o mas de una variedad de agentes
biolégicos, terapéuticos y/o los llamados segundos agentes anticancerosos (el anticuerpo antiaminofosfolipido o anti-
fosfolipido aniénico mismo, es el primer agente antiangiogénico), lo cual puede tener un efecto anticanceroso directo
o indirecto.

Por consiguiente la invencién proporciona ademas métodos y usos para administrar agentes terapéuticos o de
diagnéstico, seleccionados a tumores. Esas modalidades comprenden administrar a un animal o paciente que ten-
ga un tumor, una cantidad bioldgicamente efectiva de una composiciéon que comprenda al menos un primer inmu-
noconjugado en el que un agente de diagndstico o terapéutico se encuentre funcionalmente unido a un anticuer-
po o antiaminofosfolipido o antifosfolipido aniénico, o fragmento de enlazamiento al antigeno del mismo, opcio-
nalmente uno que se enlace substancialmente al mismo epitope que el anticuerpo monoclonal 3G4 (ATCC PTA
4545).

Las composiciones, asi como los métodos y usos, de la invencidn, incluyen entonces composiciones que compren-
den un anticuerpo antiaminofosfolipido o antifosfolipido aniénico, opcionalmente uno que se enlace substancialmente
al mismo epitope que el anticuerpo monoclonal 3G4 (ATCC PTA 4545), unido funcionalmente a al menos un primer
agente bioldgico, terapéutico o de diagndstico. Los anticuerpos son enlazados preferentemente a agentes radiotera-
péuticos, agentes antiangiogénicos, agentes inductores de la apoptosis, firmacos antitubulina, agentes anticelulares,
agentes citotdxicos o citocinas (o a firmacos antivirales, como se analiza posteriormente).

Ciertos agentes preferidos para la union son los agentes de diagnostico in vivo, que permiten por ejemplo, que el
conjugado sea usado como un marcador subrogado para la quimioterapia.

Los agentes preferidos para el uso en el anticuerpo antiaminofosfolipido o antifosfolipido aniénico o conjugados
terapéuticos basados en el 3G4, son aquellos que completan o mejoran los efectos del anticuerpo y/o aquellos se-
leccionados para un tipo de tumor particular o paciente. Los “agentes terapéuticos que complementan o mejoran los
efectos del anticuerpo” incluyen los agentes radioterapéuticos, los agentes que mejoran la permeabilidad vascular,
ciertas citocinas, agentes antiangiogénicos, agentes inductores de la apoptosis, y firmacos antitubulina, cualesquiera
o mas de los cuales pueden ser usados aqui.

Los agentes actualmente preferidos son el agente citotoxico, gelonina; citocinas, tales como TNFe, il-12 y LEC
(quimiocina expresada en el higado); agentes anticancerosos con efectos antiangiogénicos, como en la tabla E; agentes
anticancerosos que inducen la apoptosis, como en la tabla F; y farmacos antitubulina de la familia de combretastatina.
Un agente particularmente preferido es el docetaxel.

Las composiciones y métodos para el tratamiento del cancer de la a animales o pacientes con cdncer pueden ser
usadas también en combinacién con otros productos terapéuticos y de diagndstico. Los usos “combinados” en términos
de los anticuerpos antiaminofosfolipido o antifosfolipido aniénico o anticuerpos basados en el 3G4, en combinacién
con agentes terapéuticos, incluyendo también composiciones combinadas, productos farmacéuticos, cocteles, juegos,
métodos, en donde el agente terapéutico se encuentra en la forma de un profarmaco.

Los métodos combinados para el tratamiento del cadncer son aquellos en los cuales al menos un primer anticuerpo
antiaminofosfolipido o antifosfolipido aniénico, purificado, o un fragmento de enlazamiento al antigeno o inmunocon-
jugado, del mismo, opcionalmente una que se enlace esencialmente al mismo epitope que el anticuerpo monoclonal
3G4 (ATCC PTA 4545), o un derivado de péptido de enlazamiento a la PE, substancialmente impermeable a la célula,
preferentemente un derivado de duramicina substancialmente impermeable a la célula, es administrado a un animal
0 paciente con cincer en combinacién con una cantidad terapéuticamente efectiva de al menos un segundo agente
terapéutico o anticanceroso.

La invencién proporciona ademds composiciones, composiciones farmacéuticas, juegos terapéuticos y cocteles
medicinales, que comprenden, opcionalmente en al menos una primera composicion o recipiente, una cantidad biol6-
gicamente efectiva de al menos un primer anticuerpo antiaminofosfolipido o antifosfolipido aniénico, opcionalmente
uno que se enlace substancialmente al mismo epitope como el anticuerpo monoclonal 3G4 (ATCC PTA 4545), o un
fragmento de enlazamiento al antigeno o inmunoconjugado, del mismo, o derivado de péptido de enlazamiento a la PE,
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substancialmente impermeable a la célula, preferentemente un derivado de duramicina substancialmente impermeable
a la célula; y una cantidad biolégicamente efectiva de al menos un segundo agente bioldgico, componente o sistema,
preferentemente al menos un segundo agente terapéutico o anticanceroso.

El “al menos un segundo agente, componente o sistema bioldgico” serd a menudo un agente, componente o Sis-
tema terapéutico o de diagndstico pero puede no serlo. Por ejemplo, el al menos un segundo agente, componente
o sistema bioldgico puede comprender componentes para la modificacién del anticuerpo y/o para unir otros agen-
tes al anticuerpo. Ciertos segundos agentes, componentes o sistemas bioldgicos preferidos son profirmacos o com-
ponentes para producir y usar profirmacos, incluyendo componentes para fabricar el profirmaco mismo y com-
ponentes para adaptar los anticuerpos de la invencién para que funcionen en esas modalidades de profirmaco o
ADEPT.

En donde la enfermedad que vaya a ser tratada sea el cancer, “al menos un segundo agente terapéutico o anti-
canceroso” serd incluido en el juego o céctel terapéutico. El término “al menos un segundo agente anticanceroso”
se selecciona con referencia al anticuerpo antiaminofosfolipido o antifosfolipido aniénico, constructo 3G4, o un de-
rivado de péptido de enlazamiento a la PE, substancialmente impermeable a la célula, preferentemente un derivado
de duramicina substancialmente impermeable a la célula, que es el primer agente anticanceroso. Los anticuerpos de
la invencién pueden entonces estar combinados con agentes quicioterapéuticos, agentes radioterapéuticos, citocinas,
agentes antiangiogénicos, agentes inductores de apoptosis o inmunotoxinas o coaguligandos anticancerosos. “Agentes
quicioterapéuticos” incluyen también genes, vectores, constructos antisentido y ribozimas.

Los segundos agentes anticancerosos, actualmente preferidos, son agentes anticancerosos con efectos antiangiogé-
nicos, como en la tabla E; agentes anticancerosos que inducen la apoptosis, como en la tabla F; y farmacos antitubulina
de la familia de la combretastatina. Un agente particularmente preferido es el docetaxel.

En términos de composiciones, juegos y/o medicamentos de la invencion, las cantidades efectivas, combinadas,
de los agentes terapéuticos pueden estar comprendidas dentro de un solo recipiente o elemento de recipiente o com-
prendidas dentro de distintos recipientes o elementos de recipientes. Los cdcteles serdn mezclados generalmente en
forma conjunta para el uso combinado. Los agentes formulados para la administracién intravenosa serdn a menudo
los preferidos. También pueden ser incluidos componentes para la formacién de imigenes. Los juegos pueden com-
prender también instrucciones para usar el al menos un primer anticuerpo y el uno o mds agentes bioldgicos diferentes
incluidos.

Hablando de manera general, el al menos un segundo agente anticanceroso puede ser administrado al animal o
paciente en forma substancialmente simultdnea con el anticuerpo antiaminofosfolipido o antifosfolipido aniénico, un
producto terapéutico a base de 3G4 o un derivado de duramicina substancialmente impermeable a la célula; tal como
a partir de una composicion farmacéutica individual o a partir de dos composiciones farmacéuticas administradas
cercanamente una de otra.

Alternativamente, el al menos un segundo agente anticanceroso pueda ser administrado al animal o paciente, en un
tiempo secuencial a la administracion del anticuerpo antiaminofosfolipido o antifosfolipido anidénico, producto tera-
péutico a base de 3G4 o derivado de duramicina substancialmente impermeable a la célula. “En un tiempo secuencial”
tal como se usa en la presente, significa “escalonado”, de manera tal que al menos un segundo agente anticanceroso
sea administrado al animal o paciente en un tiempo distinto a la administracién del anticuerpo antiaminofosfolipido o
antifosfolipido aniénico, producto terapéutico a base de 3G4 o derivado de duramicina substancialmente impermeable
a la célula. Los dos agentes son administrados en momentos efectivamente separados para permitir que los dos agen-
tes ejerzan sus efectos terapéuticos respectivos, es decir son administrados a “intervalos de tiempo biolégicamente
efectivos”. El al menos un segundo agente anticanceroso puede ser administrado al animal o paciente, en un tiempo
bioldgicamente efectivo antes del anticuerpo antiaminofosfolipido o antifosfolipido aniénico, producto terapéutico
a base de 3G4 o derivado de duramicina substancialmente impermeable a la célula, o a un tiempo bioldgicamente
efectivo subsecuente a ese producto terapéutico.

La formacién de imagenes de tumores también puede llevarse a cabo preferentemente usando un anticuerpo an-
tiaminofosfolipido o antifosfolipido aniénico, o constructo de anticuerpo a base de 3G4, marcados detectablemente.
La formacién de imédgenes de conformidad con la invencién puede detectar células preapoptéticas y apoptdticas de
manera tal que puede ser usada después de la terapia como un marcador subrogado.

Alternativamente, como la imagen formada serd predictora de los sitios de enlazamiento del producto terapéutico
que se vaya a usar, la formacién de imagenes puede llevarse a cabo antes del tratamiento. El tratamiento del cancer
puede entonces llevarse a cabo mediante:

(a) formar una imagen de un tumor administrando a un animal o paciente que tenga un tumor, una cantidad diag-
nésticamente minima, de al menos un primer agente de enlazamiento al tumor, marcados detectablemente, preferen-
temente un anticuerpo antiaminofosfolipido o antifosfolipido aniénico o un constructo de anticuerpo a base de 3G4,
que comprenda un agente de diagndstico unido funcionalmente al agente de enlazamiento al tumor o anticuerpo anti-
aminofosfolipido o antifosfolipido aniénico, o anticuerpo a base de 3G4, formando por ello una imagen detectable del
tumor; y
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(b) administrar subsecuentemente, al mismo animal o paciente, una cantidad terapéuticamente optimizada de al
menos un primer anticuerpo antiaminofosfolipido o antifosfolipido aniénico, desnudo, o anticuerpo 3G4 o constructo
de anticuerpo-agente terapéutico, usando ese anticuerpo y causando con ello un efecto antitumoral.

Por lo tanto se proporcionan formulaciones o medicamentos para formacién de imdgenes y para tratamiento, que
comprenden en general:

(a) una primera composicién farmacéutica que comprende una cantidad diagnésticamente efectiva de un agente de
enlazamiento a tumores, detectablemente marcado, preferentemente un anticuerpo antiaminofosfolipido o antifosfoli-
pido aniénico o un constructo de anticuerpo a base de 3G4, que comprende un agente detectable unido funcionalmente
al agente de enlazamiento al tumor o anticuerpo antiaminofosfolipido o antifosfolipido aniénico o anticuerpo a base
de 3G4;y

(b) una segunda composicién farmacéutica que comprende una cantidad terapéuticamente efectiva de al menos un
anticuerpo antiaminofosfolipido o antifosfolipido aniénico, desnudo, o anticuerpo 3G4, o constructo de anticuerpo-
agente terapéutico, usando ese anticuerpo.

Tratamiento de Infecciones Virales: Los desarrollos particularmente importantes y sorprendentes, de la invencion,
conciernen a composiciones, combinaciones, juegos, métodos, usos y medicamentos para el tratamiento o prevencion
de infecciones virales. Los métodos de tratamiento antivirales, de la invencion, conciernen a la administracion o uso
de cualesquiera o mas de los agentes terapéuticos precedentes y adicionales, de la invencién.

En primera instancia, las composiciones y método de tratamiento, antivirales, de la invencién, conciernen a la
administracién o uso de al menos un primer anticuerpo antiaminofosfolipido o antifosfolipido anidnico, purificado, o
un fragmento de enlazamiento al antigeno, del mismo, opcionalmente uno que se enlace al mismo epitope como el
anticuerpo monoclonal 3G4 (ATCC PTA 4545), o un derivado de péptido de enlazamiento a la PE, substancialmente
impermeable a la célula, preferentemente un derivado de duramicina substancialmente impermeable a la célula, como
se describi6 anteriormente en términos de las composiciones y en términos del tratamiento de cdncer. De los derivados
de péptidos de enlazamiento a la PE, substancialmente impermeables a la célula, aquellos preferidos para el uso serdn
los derivados de duramicina substancialmente impermeables a la célula, tales como la duramicina enlazada a la biotina
o la duramicina enlazada a la HIgG.

Dado la sorprendente conexion entre los anticuerpos y péptidos de la invencion y las infecciones virales, la inven-
cion proporciona ademads una gama de nuevos agentes terapéuticos para el uso en el tratamiento de infecciones virales.
En particular la invencién proporciona un anticuerpo para un aminofosfolipido o fosfolipido aniénico, particularmente
PS y PE, funcionalmente enlazado a al menos un primer agente antiviral. La invencién proporciona ademads un de-
rivado de péptido de enlazamiento a la PE, substancialmente impermeable a la célula, preferentemente un derivado
de péptido de duramicina, enlazado funcionalmente a al menos un primer agente antiviral. Los agentes antivirales
apropiados para la unién a los anticuerpos y péptidos de la invencién incluyen aquellos presentados en la tabla G.

Por lo tanto, en general, las composiciones antivirales y métodos de tratamiento de la invencién conciernen a la
administracién a un animal o paciente con una infeccién viral, de una composicién que comprende una cantidad tera-
péuticamente efectiva de al menos un primer anticuerpo antiaminofosfolipido o antifosfolipido aniénico, purificado, o
un fragmento de enlazamiento al antigeno o inmunoconjugado antiviral, del mismo, opcionalmente uno que se enlace
esencialmente al mismo epitope como el anticuerpo monoclonal 3G4 (ATCC PTA 4545), o un derivado de pépti-
do de enlazamiento a la PE, substancialmente impermeable a la célula, preferentemente un derivado de duramicina
substancialmente impermeable a la célula, o un inmunoconjugado antiviral del mismo.

Los métodos y usos de tratamiento antiviral, de la invencidn, son apropiados para el tratamiento de todos los virus
en animales y pacientes, e inclusive en plantas. Los agentes terapéuticos de la invencién pueden inhibir la entrada
viral, pero preferentemente inhiben la replicacién viral, el egreso y diseminacion de células huésped infectadas. La
invencién es apropiada para el tratamiento de todos los virus que infectan a los vertebrados, como se lista en la
presente en la tabla H, particularmente humanos, y particularmente virus que son patogénicos en los humanos. Las
infecciones virales y enfermedades asociadas que pueden ser tratadas mediante la invencidn incluyen aquellos virus y
enfermedades presentadas en la tabla J, ejemplificadas para el tratamiento de infecciones por CMV, RSV y arenavirus,
y también hepatitis, influenza, neumonia, fiebre de Lassa y SIDA.

Las composiciones y métodos para el tratamiento antiviral, de la invencién, pueden ser usadas también en combina-
cién con otros productos terapéuticos y de diagndstico. Estos usos “combinados” se combinan con agentes antivirales
separados en composiciones combinadas, productos farmacéuticos, cdcteles, juegos y métodos de tratamiento.

Los métodos y usos para tratamiento del cdncer y antivirales, precedentes, a menudo involucra la administracion de
la composicion farmacéuticamente efectiva al animal o paciente sistémicamente, tal como mediante inyeccién trans-
dérmica, intramuscular, intravenosa, y similar. Para el tratamiento de infecciones virales, particularmente infecciones
virales respiratorias, se prefiere el suministro al pulmén, lo cual puede conseguirse usando un aerosol. Sin embargo,
cualquier ruta de administraciéon que permita al agente terapéutico localizar el tumor o sitio de la infeccién serd acep-
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table. Por lo tanto otras rutas de administracién apropiadas incluyen la oral, rectal, nasal, tépica y vaginal. Para usos y
métodos para el tratamiento de artritis, p. ej se puede emplear la administracién intrasinovial, como se describe para
otros agentes inmunolégicos en la patente US 5,753,230 incorporada especificamente en la presente como referencia.
Para condiciones asociadas con los 0jos, se contemplan las formulaciones y administracién oftdlmica.

“Administracién”, tal como se usa en la presente significa la provisién o administracién del anticuerpo antiamino-
fosfolipido o antifosfolipido aniénico o productos terapéuticos a base de 3G4, o derivado de péptido de enlazamiento
a la PE, substancialmente impermeable a la célula, preferentemente derivados de duramicina en una(s) cantidad(es) y
por un periodo efectivo para ejercer un efecto terapéutico. La administracion pasiva de productos terapéuticos protei-
ndceos es generalmente preferida, en parte, por su simplicidad y reproducibilidad.

Sin embargo, el término “administracién” se usa en la presente para referirse a cualesquiera y todos los medios
mediante los cuales se suministren los productos terapéuticos. Por lo tanto “administracién” incluye la provisién de
células que produzcan el anticuerpo antiaminofosfolipido o antifosfolipido aniénico, productos terapéuticos derivados
de duramicina o a base de 3G4, en una manera efectiva. En esas modalidades puede desearse formular o empacar
las células seguin la membrana selectivamente permeable, estructura o dispositivo implantable, generalmente uno que
pueda ser removido para detener la terapia. La administracién exdgena continuara generalmente siendo la preferida,
ya que esta representa un método no invasivo que permite monitorear y controlar estrechamente la dosis.

Los métodos y usos terapéuticos de la invencion se extienden también a la provision de 4cidos nucleicos que codi-
fiquen el anticuerpo antiaminofosfolipido o antifosfolipido anidnico, productos terapéuticos derivados de duramicina
o a base de 3G4 en una manera efectiva para que de por resultado su expresion in vivo. Se puede emplear cualquier
técnica de terapia genética tal como el suministro de ADN desnudo, genes recombinantes y vectores, el suministro
basado en células, incluyendo, la manipulacién ex vivo de células de paciente, y similares. Los liposomas y liposomas
furtivos se preferiran para el uso en algunas modalidades.

Las composiciones farmacéuticas y métodos del tratamiento de la invencién emplean “cantidades terapéuticamen-
te efectivas” de un anticuerpo antiaminofosfolipido o antifosfolipido aniénico, opcionalmente uno que se enlace a
substancialmente el mismo epitope como el anticuerpo monoclonal 3G4 (ATCC PTA 4545), o un fragmento de en-
lazamiento al antigeno o inmunoconjugado de ese anticuerpo, o un derivado de péptido de enlazamiento a la PE,
substancialmente impermeable a la célula, preferentemente un derivado de duramicina substancialmente impermeable
a la célula. Los “efectos terapéuticos” y consecuentemente las “cantidades terapéuticamente efectivas” se miden a
través de pardmetros diferentes en el tratamiento contra el cdncer versus el tratamiento antiviral.

En el tratamiento de cancer, las cantidades de los agentes son efectivas para eliminar especificamente al menos una
porcidn de las células tumorales, células endoteliales vasculares tumorales o intratumorales; para inducir especifica-
mente la apoptosis en al menos una porcién de las células tumorales, de las células endoteliales vasculares tumorales
o intratumorales; para promover especificamente la coagulacién en al menos una porcién de los vasos sanguineos
tumorales o intratumorales; para ocluir especificamente o destruir al menos una porcién de los vasos que transportan
sangre del tumor; para inducir especificamente la necrosis en al menos una porcién de un tumor; y/o para inducir la
regresion o remisién del tumor con la administracién a un animal o a un paciente.

En el tratamiento de infecciones virales y enfermedades relacionadas, las cantidades de los agentes son efectivas
para inhibir uno o més requerimientos para la infeccién viral en curso, tal como la entrada viral, y preferentemente
en la replicacion viral, el egreso y diseminacion de las células huésped infectadas. Las cantidades pueden eliminar
o remover al menos una porcién de las células viralmente infectadas en una manera que contrarreste la replicacién
viral, la diseminacion y la infeccién en curso. En general las cantidades de los agentes son efectivas para reducir,
significativamente o erradicar, la infeccion viral, con la administracién a un animal o paciente.

Los términos “preferencialmente” y “especificamente”, tal como se usan en la presente, significa que el anticuerpo
antiaminofosfolipido o antifosfolipido aniénico, los productos terapéuticos a base de 3G4, o los derivados de pépti-
dos de enlazamiento a la PE, substancialmente impermeables a la célula, preferentemente derivado de duramicina,
consiguen efectos anticancerosos o antivirales que son confinados substancialmente al sitio de la enfermedad, y subs-
tancialmente no causan coagulacién, destruccién y/o o necrosis del tejido en los tejidos normales, saludables, del
animal o sujeto. La estructura y funcién de las células y tejidos saludables entonces se mantienen substancialmente
sin dafos a través de la practica de la invencion.

Los siguientes dibujos forman parte de la descripcion y se incluyen para demostrar adicionalmente ciertos aspectos
de la invencién. La invencién puede ser mejor comprendida haciendo referencia a uno o mas de estos dibujos en
combinacién con la descripcién detallada de modalidades especificas aqui presentadas. El archivo de Estados Unidos
de Norteamérica de esta patente contiene al menos un dibujo a color. Copias de esta patente con el(los) dibujo(s) a
color serdn proporcionadas por la Oficina de Patentes y Marcas al ser solicitado(s) y al pagar los derechos necesarios.

Figura 1. Localizacién del anticuerpo anti-PS (3SB) en células endoteliales vasculares en el linfoma de Hodgkin
humano 1540, carcinoma de pulmén murino 3LL y tumores de melanoma de murino B16, en ratones. Ratones SCID
que contenian tumores fueron inyectados intravenosamente con 20 ug de IgM de ratén anti-PS (3SB) o anti-CL (D11).
La circulacién sanguinea fue perfundida con solucién salina una hora después. Los ratones fueron sacrificados una hora
después y el tumor y los érganos fueron recolectados y congelados. La IgM de ratén fue detectada en las secciones
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congeladas usando conjugado de IgM-peroxidasa antiratén de cabra. El anticuerpo anti-PS se encontré localizado
especificamente en los vasos sanguineos (indicado mediante flechas) en todos los tumores. No se observé localizacién
en ratones inyectados con el control, IgM anti-CL.

Figura 2A y figura 2B. Enlazamiento del anticuerpo 9D2 y anexina V a fosfolipidos absorbidos en plastico. Los
fosfolipidos fueron absorbidos en el plastico de placas de microtitulacién. Después del bloqueo con 10% de suero,
se adicionaron el anticuerpo 9D2 (figura 2A) o anexina V (figura 2B) a concentraciones que variaban desde 6.66 nM
hasta 0.005 nM en la presencia de 10% de suero. Las placas fueron lavadas y el anticuerpo 9D2 enlazado y la anexina
V fueron detectados usando IgM-HRP antirata de cabra e IgG antianexina de conejo, seguido de HRP anticonejo,
respectivamente.

Figura 3. Inhibicién del enlazamiento del anticuerpo 9D2 y anexina V a fosfolipidos anidnicos en células endote-
liales tratadas con H,O, con liposomas fosfolipidos competidores. El anticuerpo 9D2 y la anexina V (6.66 nM) fueron
preincubados con varios liposomas fosfolipidos (200 pg/ml) solucién reguladora DPBS que contenia 10% de suero.
El anticuerpo 9D2 enlazado y la anexina V fueron detectados usando IgM-HRP antirata de cabra e IgG antianexina
V de conejo, seguido por HRP anticonejo, respectivamente. El enlazamiento en la presencia o ausencia de liposomas
competidores fue determinado. Las desviaciones estdndares de mediciones triplicadas fueron menores de 10% de los
valores promedio.

Figura 4. Localizacién del anticuerpo 9D2 marcado con biotina y anexina V a células endoteliales vasculares y
células tumorales en tumores de mama humanos MDA-MB-231 ortotépicos, en ratones. Ratones nu/nu que tenfan
tumores MDA-MB-231 en sus cojines grasos mamarios, fueron inyectados intravenosamente con 50 ug de anticuerpo
9D2 marcado con biotina o 100 ug de anexina V marcada con biotina. Una hora después se perfundio su circulacién
sanguinea con solucidn salina. Los tumores y érganos fueron removidos y se congelaron a presion. E1 9D2 y anexina V
localizados fueron detectados sobre las secciones congeladas usando conjugado de estreptavidina-HRP. Las secciones
de tumor derivadas de ratones inyectados con solucién salina o el control de IgM de rata, sirvieron como controles
negativos.

Figura 5. Efectos combinados de la hipoxia y citocinas inflamatorias en la exposicién a PS. Se trataron células
bEnd.3 por 24 horas con IL-1a y TNFa bajo condiciones normdxicas (barras blancas) hipoxia (barras grises). Las
monocapas de células permanecieron intactas y viables bajo estas condiciones. La externalizacién de la PS fue deter-
minada midiendo el enlazamiento de la '*I-anexina V. El nivel de exposicién a la PS fue expresado como un porcentaje
de ese valor en células tratadas con una combinacién de actinomicina D y TNFa.

Figura 6A y figura 6B. Efectos antitumorales del anticuerpo anti-PS (3SB) en animales con tumores singeneicos y
xenogeneicos. 1 x 107 células de carcinoma colorectal de murino Colo 26 (figura 6A) o linfoma de Hodgkin humano
L540 (figura 6B) fueron inyectadas subcutdneamente en el flanco derecho de ratones BALB/c (figura 6A) o ratones
SCID CB17 machos (figura 6B), respectivamente. Los tumores se dejaron crecer hasta un tamafio de aproximadamente
0.6 2 0.9 cm® y luego los ratones (4 animales por grupo) fueron inyectados intraperitonealmente con 20 ug de anti-
cuerpo anti-PS desnudo (cuadros abiertos) o solucidn salina (circulos abiertos). El tratamiento se repitié 3 veces con
un intervalo de 48 horas. Los animales fueron monitoreados diariamente para realizar mediciones de los tumores y del
peso corporal. Los ratones fueron sacrificados cuando los tumores alcanzaron 2 cm?, o antes si los tumores mostraban
signos de necrosis o ulceracion. La IgM de ratén, de control, proporciond resultados similares a la solucidn salina.

Figura 7. Efectos antitumorales del anticuerpo 9D2 en ratones que posefan linfoma de Hodgkin humano L540.
Grupos de ratones que tenian tumores fueron inyectados con 100 ug del anticuerpo 9D2 (circulos cerrados) intraperi-
tonealmente 3 veces por semana, en vez que el control (cuadros abiertos). El tamafio del tumor se midié mediante ca-
libradores dos veces por semana. El volumen del tumor se graficé contra el nimero de dias después de las inyecciones
de las células tumorales. Los nimeros entre paréntesis indican el nimero de ratones con tumores en regresiéon/ntimero
total de ratones por grupo.

Figura 8A, figura 8B, figura 8C, ﬁgura 8D, figura 8E, ﬁgura 8F y figura 8G. Efectos antitumorales del anticuerpo
antiPS, 3G4, en animales con tumores singeneicos y xenogeneicos. Células de tumores Meth A de murino (figura 8A),
de cdncer de mama humano MDA-MB-231 (figura 8B y figura 8E), linfoma de Hodgkin humano L540 (figura 8C y
figura 8D) y de cancer MDA-MB-231 (figura 8F y figura 8G) fueron inyectadas a ratones. Los tumores se dejaron
crecer hasta los tamafios mostrados antes del tratamiento. Las células de linfoma de Hodgkin humano se dejaron para
que formaran tumores grandes. Cada grupo de ratones fue inyectado intraperitonealmente 3 veces por semana con
100 ug de anticuerpos 3G4 en vez que con el control (3G4 se menciona en la figura 8A, figura 8B, figura 8C; y se
muestra mediante circulos abiertos en la figura 8D, figura 8E, figura 8f). Los animales fueron monitoreados dos veces
por semana para realizar mediciones de los tumores. El volumen de los tumores se grifico contra el nimero de dias
después de la inoculacién de los tumores (figura 8A) o contra los dias de tratamiento (figura 8B y figura 8C por un
tiempo de 20 a 30 dias (figura 8A, figura 8B y figura 8C); los nimeros entre paréntesis indican el nimero de ratones
con tumores en regresién/nimero total de ratones por grupo) o 60 dias (figura 8D, figura 8E y figura 8F). El anticuerpo
3G4 y el anticuerpo 3G4 quimérico (ch3G4) fueron usados para tratar células de cdncer MDA-MB-231, en vez que el
control (figura 8G).

Figura 9A y figura 9B. Inhibicién de la replicacién del CMV in vitro mediante el anticuerpo 3G4. Células HHR-
R2 infectadas con CMV fueron tratadas con 3G4 (dos paneles de arriba). Los pozos del control se dejaron sin tratar
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(dos paneles de abajo) o fueron tratados con el control igualado al isotipo, anticuerpo de IgG; GV39G (dos paneles
centrales). Las células se observaron en diferentes puntos temporales: el dia 3 (columna izquierda) y el dia 9 (columna
derecha). Las células infectadas aparecieron verdes bajo el microscopio fluorescente. El tratamiento con el anticuerpo
a 100 pg/ml (figura 9A) y 50 pg/ml (figura 9B).

Figura 10. Inhibicién dependiente de la concentracion de la replicacion del CMV in vitro. Células HHF-R2 infecta-
das con CMV fueron tratadas con diferentes concentraciones de 3G4 (paneles de arriba). Los pozos de control fueron
dejados sin tratar (panel de abajo) o fueron tratados con el anticuerpo IgG; de control igualado al isotipo GV39G (pa-
neles intermedios). Las células se observaron el dia 9. Las células infectadas aparecieron verdes bajo el microscopio
fluorescente.

Figura 11A, figura 11B y figura 11C. Cuantificacién de la carga viral de CMV en células tratadas con anticuerpo
e inhibicién de la replicacién en una etapa tardia del ciclo de replicacién viral. Monocapas de fibroblastos humanos
fueron infectadas con CMV a una m.o.i. baja de 0.01 pfu/célula y se trataron con las concentraciones indicadas del
anticuerpo 3G4; el anticuerpo de control, GV39G; o el anticuerpo de control anticolchicina, C44 (figura 11A; sin
tratar, control no tratado). Monocapas de fibroblastos humanos fueron infectadas con CMV a una m.o.i. alta de 3
pfu/célula y se trataron con 50 ug/ml 6 100 pg/ml del anticuerpo 3G4 o el anticuerpo de control, GV39G (figura 11B).
Monocapas de fibroblastos humanos fueron infectadas con CMV a una m.o.i. alta, el anticuerpo 3G4 o el anticuerpo
de control, GV39G fueron adicionados en los puntos temporales indicados después de la infeccion (figura 11C). Tanto
en la figura 11A, figura 11B como en la figura 11C, se cuantificé la carga viral en células y en los sobrenadantes,
usando un ensayo en placa estdndar.

Figura 12. Inhibicién de la replicacién del RSV in vitro por los anticuerpos 3G4, 1B9 y 3SB. Las células A-549
infectadas con RSV fueron tratadas con 3G4, 1B9 o 3SB o se dejaron sin tratar como control. El tratamiento con 1B9
(verde) y 3SB (rojo) dio por resultado una reduccién logaritmica de la replicacién viral (versus el control en azul). El
efecto antiviral inclusive mds pronunciado del 3G4, se muestra en color rosado.

Figura 13A, figura 13B, figura 13C, figura 13D, figura 13E, figura 13F, figura 13G, figura 13H, figura 131, figura
13J, figura 13K, figura 13L, figura 13M, figura 13N, figura 130, figura 13P, figura 13Q y figura 13R. Estructuras de
derivados de duramicina. Se representan las estructuras quimicas para los derivados de duramicina ejemplares, del
ejemplo XV. En cada uno de los compuestos de la figura 13A a la figura 130, el péptido de enlazamiento a la PE, la
duramicina, ha sido unida a un grupo impermeable a la célula para prevenir que el constructo ejerza efectos toxicos
no especificos, significativos. La estructura esquematica del péptido ciclico duramicina padre relacionado, se muestra
en la figura 13P. La secuencia lineal estd representada por la SEQ ID NO: 9, y las estructuras de los aminodcidos
modificados en las secuencias se representan en la figura 13Q. La figura 13R representa un constructo antiviral de
duramicina, ejemplar, en el que la duramicina se encuentra enlazada al cidofovir.

Figura 14A, figura 14B, figura 14C y figura 14D. Especificidades de enlazamiento de los derivados de duramicina.
Los derivados de duramicina fueron preparados como se describi6 en el ejemplo XV y sus especificidades se determi-
naron usando ELISAs y ELISAs de competencia, como se describi6 en el ejemplo X VI. La figura 14A muestra el perfil
de enlazamiento al fosfolipido de los derivados de duramicina, contra un panel de fosfolipidos, muestra especificidad
por la PE. En la figura 14B, el suero no tiene efectos significativos en el enlazamiento a la PE; figura 14C y figura 14D
muestra el resultado de ELISAs de competencia que confirman la especificidad de los derivados de duramicina por la
PE.

Figura 15. Inhibicién de la replicacién del CMV in vitro por los derivados de duramicina. Células HHF-R2 infecta-
das con CMYV fueron tratadas con derivados de duramicina (DLB),NA y (DIM),HIgG. Los pozos de control se dejaron
sin tratar. Las células fueron observadas en diferentes puntos temporales: dia 4 (paneles izquierdos) y dia 6 (paneles
derechos). Las células infectadas aparecen verdes bajo el microscopio de fluorescencia. El (DLB),NA y (DIM),HIgG
inhiben la diseminacién viral a partir de células infectadas individualmente.

Figura 16. Inhibicién selectiva de la division de células endoteliales por anticuerpos anti-PS. Los anticuerpos anti-
PS 3SB, 9D2 y 3G4 fueron analizados con respecto a los efectos inhibitorios en células endoteliales in vitro como en
el ejemplo XVIII. Cada uno de los anticuerpos 3SB, 9D2 y 3G4 exhiben una inhibicién selectiva de la divisién de
las células endoteliales (subconfluentes) en vez que células inactivas (confluentes). Los anticuerpos 9D2 y 3G4 tienen
ambos un mayor efecto inhibitorio que el 3SB.

Figura 17A y figura 17B. Efectos antiangiogénico y de direccionamiento vascular del anticuerpo 3G4 en ratones
con tumores. Ratones desnudos que tenian tumores ortotopicos MDA-MB-231 fueron tratados 3 veces por semana
con 100 pg/dosis de anticuerpo 3G4 (tratado, paneles derechos) o con la misma dosis de un anticuerpo de control
igualado al isotipo (control, paneles de la izquierda). Al concluir el tratamiento los animales fueron perfundidos y los
tumores fueron congelados, cortados y tefiidos con un anticuerpo para el CD31 de murino (CD31 antiratén, de rata),
un marcador panendotelial de la vasculatura de murino (figura 17A), o incrustados en parafina y sometidos a tension
con HY E (figura 17B). Al comparar las secciones de tumor de los animales de control y tratados se observa que la
administracién del 3G4 da por resultado efectos antiangiogénicos (figura 17A) y de direccionamiento vascular (figura
17B).
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Figura 18A y figura 18B. ADN y secuencias de aminodcidos de las regiones determinantes de complementariedad
(CDRs) del anticuerpo 3G4. Se presentan las secuencias de ADN y de aminodcidos para las cadenas pesada (figura
18A; SEQ ID NO: 1 y SEQ ID NO: 2) y ligera (figura 18B; SEQ ID NO: 3 y SEQ ID NO: 4), y se muestran los
sitios de restriccion en las secuencias de ADN. La secuencia lider se distingue de la proteina madura, la cual empieza
como lo muestra la primer flecha tanto en la figura 18A como en la figura 18B. Se presentan medios ejemplares para
injertar cada secuencia variable con una regidén constante humana, en donde la primera parte de las secuencias de
region constante humanas, respectivas (SEQ ID NO: 7 y SEQ ID NO: 8) son mostradas por la segunda flecha tanto en
la figura 18A como en la figura 18B.

Figura 19A y figura 19B. Comparacién del enlazamiento a la PS, del anticuerpo anti-PS de IgG, 3G4, con el
anticuerpo anti-PS de IgM, 3SB. El enlazamiento a la PS del anticuerpo de IgM, 3SB (#) y dos anticuerpos de IgG,
3G4(A) y 3B10 (m), fue determinado mediante ELISA usando concentraciones de anticuerpos de hasta 3.375 nM
(figura 19A). El enlazamiento a la PS de los anticuerpos 3SB (#), 3G4 (A) y 3B10 (m) a concentraciones de hasta
0.06 nM se muestra en forma separada (figura 19B).

Figura 20. Inhibicién del enlazamiento del anticuerpo 3G4 a PS inmovilizado, usando liposomas fosfolipidos
competidores. El anticuerpo 3G4 (0.1 pg/ml) fue preincubado por 30 minutos con varios liposomas producidos a
partir de fosfolipidos puros (PS-L, PE-L, PI-L, PC-L, CL-L, PA-L y PG-L) o solucién reguladora sola (control). Las
mezclas se adicionaron después a placas para ELISA recubiertas con PS, se lavaron y se detectaron los anticuerpos
enlazados usando anticuerpos secundarios y OPD. El enlazamiento en la presencia de los liposomas listados se muestra
y compara con enlazamiento del anticuerpo 3G4 en la ausencia de liposomas.

Figura 21. Enlazamiento del 3G4 quimérico a fosfolipido. El anticuerpo 3G4 quimérico (ch3G4) fue preparado
como se describe en el ejemplo XIX. Los fosfolipidos (PS, PI, PE, PC, SM, CL, PG y PA) fueron adsorbidos al plastico
de placas de microtitulacién. Después del bloqueo, el anticuerpo 3G4 quimérico se adiciond a las concentraciones
mostradas. Las placas fueron lavadas y el anticuerpo quimérico 3G4 enlazado fue detectado a través del enlazamiento
el anticuerpo secundario y el desarrollo.

Figura 22. Localizacién del 3G4 quimérico para el endotelio vascular de tumores, in vivo. Ch3G4 marcado con
biotina (paneles de arriba) e IgG de control (paneles de abajo) fueron administrados a ratones que tenfan tumores MD-
MBA-435s. Las secciones del tumor fueron tefiidas con Cy3-estreptavidina conjugada para detectar los anticuerpos
marcados con biotina (paneles de la izquierda). El tefiido con el anticuerpo MECA 32 seguido por el anticuerpo
secundario IgG antirata marcado con FITC, se llevo a cabo para detectar el endotelio vascular (paneles intermedios).
Surgieron las imdgenes rojas y verdes (paneles derechos), con lo cual las proteinas marcadas con biotina, enlazadas
al endotelio vascular de los tumores, aparecieron amarillas. El teflido coincidente del anticuerpo 3G4 localizado y del
marcador MECA 32 del endotelio vascular, se muestra mediante el color amarillo sobre las imdgenes superpuestas
(parte derecha superior).

Figura 23. Incremento de la fagocitosis de macréfagos de células positivas a la PS por el 3G4. Células de tumores
HL-60 fueron marcadas con el colorante fluorescente verde CFDA, y la exposicién a la PS fue inducida por 200 uM
de H,0,. Las células tratadas fueron recolectadas y opsonizadas por 1 hora usando 5 ug/ml de 3G4 o un anticuerpo
de control igualado al isotipo (BBG3). Las células objetivo fueron adicionadas después a los macréfagos, los cuales
fueron aislados de la médula 6sea de ratén y cultivados en portaobjetos de cdmara por S dias en medios que contenian
5 pg/ml de GM-CSF. Después de 2 horas los portaobjetos fueron fijados y la fagocitosis se conté visualmente bajo el
microscopio fluorescente. Los resultados se presentan como el porcentaje de los macréfagos que exhibieron fagocitosis
(macréfagos que habian llevado a cabo la fagocitosis al menos en una célula de tumor).

Figura 24A vy figura 24B. Induccién de la exposicién a la PS en células endoteliales por el docetaxel. Células
endoteliales de vena umbilical humana (HUVEC) y células endoteliales de microvasos humanas (HMVEC) fueron
tratadas con 10 nM de docetaxel por 24 horas. Las células fueron recolectadas, lavadas con PBS e incubadas con
3G4 a razén de 10 pg/ml por 30 minutos sobre hielo. Las células fueron lavadas después dos veces, se adicion6 IgG
antiraton de cabra, marcada con FITC, y las células se incubaron por 30 minutos adicionales sobre hielo. Las células
fueron lavadas y analizadas después mediante FACS usando un citémetro FACSCalibur (Becton-Dickinson, San Jose,
CA) con software de adquisicion de CellQuest. Tanto la HUVEC (figura 24A) como la HMVEC (figura 24B), tratadas,
muestran incrementos significativos en el enlazamiento del 3G4, en comparacion con células no tratadas.

Figura 25A, figura 25B y figura 25C. Induccién de la exposicidon de la PS en lineas celulares de tumores por
docetaxel. Células de carcinoma de pulmén de Lewis de ratén 3LL, de carcinoma de colon de ratén Colo26 y de
céncer de mama humano MDA-MB-435 fueron tratadas con 10 nM de docetaxel por 24 horas. Las células fueron
recolectadas, lavadas con PBS e incubadas con 3G4 a razén de 10 ug/ml por 30 minutos sobre hielo. Las células
fueron lavadas después dos veces, y se adiciond IgG antiratén de cabra marcada con FITC y las células se incubaron
por 30 minutos adicionales sobre hielo. Las células fueron lavadas y analizadas después mediante FACS usando un
citometro FACSCalibur (Becton-Dickinson, San Jose, CA) con el software de adquisicién de Cell-Quest. Las células
3LL (figura 25A), Colo26 (figura 25B) y MDA-MB-435, (figura 25c¢), tratadas, muestran incrementos significativos
en el enlazamiento del 3G4, en comparacion con las células no tratadas.

Figura 26. Induccién de la exposicion a la PS en células de cancer de mama humano MDA-MB-231 por el doce-
taxel. Células de cancer de mama humano MDA-MB-231 fueron tratadas con 10 nM de docetaxel por 24 horas. Las
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células fueron recolectadas, lavadas con PBS e incubadas con 3G4 quimérico (ch3G4) o de control, IgG humano por
30 minutos sobre hielo. Las células fueron lavadas después dos veces, se adicion6 anti-IgG marcado con FITC y las
células se analizaron mediante FACS, como anteriormente. Existe un incremento significativo en el enlazamiento del
ch3G4 en comparacion con el control, IgG humano.

Figura 27. El tratamiento con anticuerpos anti-PS incrementa la sobrevivencia de ratones infectados con mCMV.
Ratones Balb/C fueron infectados con mCMYV y tratados con 3G4 o ch3G4, como se describe en el ejemplo XXI. Los
ratones fueron monitoreados con respecto a la sobrevivencia al pasar 90 dias después de la infeccién.

Figura 28. El tratamiento con el derivado de duramicinabiotina, DLB incrementa la sobrevivencia de ratones infec-
tados con mCMV. Ratones Balb/C fueron infectados con mCMV y tratados con DLB como se describe en el ejemplo
XXII. Los ratones fueron monitoreados para la sobrevivencia al pasar 90 dias después de la infeccion.

Figura 29A y figura 29B. Enlazamiento de 3G4 quimérico a células infectadas con virus Vaccinia. Células U937
fueron infectadas con virus Vaccinia y tefiidas con el anticuerpo 3G4 quimérico (ch3G4) o IgG humano de control
(HIgG) el dia 2 después de la infeccion. Figura 29A, células U-937 no infectadas. Figura 29B, células U937 infectadas
con el virus Vaccinia. Los picos en la figura 29A y la figura 29B son: pico izquierdo (rojo), anticuerpo secundario solo
de control; pico intermedio (azul), HIgG de control; pico derecho (verde), ch3G4.

Figura 30A, figura 30B, figura 30C y figura 30D. Inhibicién de la replicacién del virus Pichinde in vitro por
el anticuerpo 3G4. Células Vero fueron infectadas con virus Pichinde a una m.o.i. de 0.01 pfu/célula. Las células
infectadas fueron tratadas con 100 ug/ml de 3G4 (figura 30A) o con anticuerpo de control igualado al isotipo, GV39G
(figura 30B). El dia 2 después de la infeccién las células fueron recolectadas con tripsina y se le dejé adherirse a los
portaobjetos. Las células fueron fijadas con acetona, y tefiidas con suero policlonal de conejo anti-PIC seguido de
anticuerpo secundario conjugado con biotina anticonejo de cabra. Las células infectadas se tifien de color rojo-café. El
anticuerpo secundario solo no produjo tefiido (figura 30C). También se muestra el % de células infectadas en el 3G4
contra las células tratadas de control (figura 30D).

Figura 31. El conjugado de duramicina-IgG humano (HIgG) inhibe el crecimiento del tumor MethA in vivo. Rato-
nes BALB/c que tenian células del tumor MethA fueron tratadas con el conjugado de duramicina-HIgG
(D-SIAB),HIgG, en el cual la duramicina se encuentra conjugada a la HIgG usando el enlazador SIAB o con HIgG
de control como se describe en el ejemplo XXV.

Figura 32. El conjugado de duramicina no es citotoxico. El compuesto duramicina natural y el constructo de
duramicina marcado con biotina, DLB fueron analizados con respecto a sus efectos citotoxicos en células endoteliales
de vena umbilical humanas (HUVEC) usando un ensayo MTT.

Figura 33. El conjugado de duramicina-anticuerpo incrementa la fagocitosis de los macréfagos, de células apop-
tépicas. Se construyd un conjugado de duramicina-anticuerpo enlazando duramicina al C44, un anticuerpo IgG,, de
ratén, para crear duramicina-C44 (DuC44). Células HL-60 apoptdpicas fueron incubadas con macréfagos derivados
de la médula d6sea de ratén en la presencia de DuC44, a un anticuerpo de ratén de control, BBG3 y el anticuerpo 3G4.
La fagocitosis fue evaluada como el porcentaje de fagocitos positivo por captacién. Los datos son valores promedio +
S.E.

Los tumores sélidos y carcinomas presentan mas del 90% de los canceres en el hombre. Aunque el uso de anticuer-
pos monoclonales e inmunotoxinas ha sido investigado en la terapia de linfomas y leucemias (Vitettaa et al., 1991),
estos agentes han sido desagradablemente inefectivos en ensayos clinicos contra carcinomas y otros tumores s6lidos
(Abrams and Oldham, 1985). Una razén principal par la inefectividad de los tratamientos basados en anticuerpos, es
que las macromoléculas no son transportadas facilmente hacia los tumores sélidos. Inclusive una vez adentro de una
masa tumoral estas moléculas fallan en distribuirse uniformemente debido a la presencia de uniones estrechas entre las
células tumorales, estroma fibrosa, gradientes de presion intersticial y barreras del sitio de enlazamiento (Denekamp,
1990; Dvorak et al., 1991).

Al desarrollar nuevas estrategias para el tratamiento de tumores sélidos, los métodos que involucran dirigirse a la
vasculatura del tumor, en vez que a las células del tumor, ofrecen distintas ventajas. Una destruccién o bloqueo efectivo
de los vasos del tumor resta el flujo sanguineo a través del tumor, dando por resultado una avalancha de la muerte de
las células del tumor. Los constructos de anticuerpo-toxina y anticuerpo-coagulante, ejemplos de VTA que destruyen
y/u ocluyen selectivamente los vasos sanguineos de los tumores, han sido usados ya para producir un gran efecto en la
localizacién especifica y destruccidn de la vasculatura del tumor, dando por resultado la necrosis del tumor (Burrows
et al., 1992; Burrows and Thorpe, 1993; WO 93/17715; WO 96/01653; Huang et al., 1997; cada una incorporada en
la presente como referencia).

Las VTA ejercen su accién primaria en los vasos sanguineos preexistentes de los tumores sélidos, y difieren de los
agentes antiangiogénicos en que previenen la nueva formacién de vasos sanguineos. Existen numerosas ventajas de la
VTA sobre otras terapias contra el cdncer. Primero, un solo vaso proporciona la nutricién y facilita la remocién de los
productos de desecho del metabolismo, de centenares o millares de células tumorales, y sélo tiene que ser dafiado en
un punto para bloquear el flujo sanguineo corriente arriba y corriente abajo. Las VTA son entonces particularmente
efectivas en tumores establecidos. Segundo, la aniquilacién de células endoteliales, aunque es un mecanismo util no
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se requiere. Un cambio de la forma o inicio local de la coagulacién de la sangre puede ser suficiente. Tercero, la célula
endotelial se encuentra adyacente al torrente sanguineo, asegurando un suministro adecuado del farmaco. Cuarto, el
objetivo es una célula diploide normal que es improbable que adquiera mutaciones genéticas para volverse resistente
al farmaco. Quinto, un marcador subrogado de la actividad bioldgica, es decir del flujo sanguineo, es mensurable.

Sexto, los efectos temporales en la funcién vascular pueden ser suficientes para representar efectos antitumorales
significativos. Los estudios indican que mas del 99% de las células tumorales in vivo pueden ser exterminadas durante
un periodo de dos horas de isquemia. Finalmente, a diferencia de los inhibidores de la angiogénesis, las VTA requieren
sOlo de la administracion intermitente para entrar en sinergia con los tratamientos convencionales, en vez que una
administracién crénica durante meses o afios.

Las VTA citotéxicas se describen en las siguientes patentes: patentes US 5,660,827, 5,776,427, 5,855,866,
5,863,538, 5,965,132, 6,004,554, 6,051,230, 6,261,535 y 6,451,312, cada una de las cuales se incorpora en la pre-
sente como referencia. En donde se usan anticuerpos, factores de crecimiento u otros ligandos de enlazamiento, para
suministrar especificamente un coagulante a la vasculatura del tumor, esos agentes se denominan “coaguligandos”.
Las VTA de coaguligandos se describen en las siguientes patentes: patentes US 6,093,399, 6,004,555, 5,877,289 y
6,036,955, cada una de los cuales se incorpora en la presente como referencia.

Un coagulante actualmente preferido para el uso en coaguligandos es el Factor del Tejido Truncado (tTF) (Huang
etal., 1997; WO 96/01653; patente US 5,877,289). El TF es el principal iniciador de la coagulacion de la sangre (Ruf
et al., 1991; Edgington et al., 1991). En sitios de lesion, el factor VII/VIIa en la sangre entra en contacto con y se
enlaza a TF que se encuentra sobre las células en los tejidos perivasculares. El complejo TF:VIIa en la presencia de
la superficie del fosfolipido, activa los factores IX y X. Esto a su vez conduce a la formacién de trombina y fibrina y
finalmente a un coagulo de sangre (Ruf y Edgington, 1994).

La forma recombinante, trucada, del factor del tejido (tTF), que carece de los dominios citosélico y transmembrana,
es una proteina soluble que tiene aproximadamente cinco ordenes de magnitud menor en la capacidad para inducir
coagulacién, en comparacién con el TF nativo (Stone et al., 1995; Huang et al., 1997). Esto se debe a que el TF necesita
ser asociado con fosfolipidos para el complejo con VIla para activar el IXa o Xa eficientemente. Sin embargo, cuando
el tTf es suministrado al endotelio de la vasculatura de tumores mediante un agente o anticuerpo de direccionamiento,
se pone nuevamente en proximidad a una superficie lipida y vuelve a ganar actividad trombogénica (Huang et al., 1997;
patentes US 6,093,399, 6,004,555, 5,877,289 y 6,036,955). De esta manera se crea un coaguligando que selectivamente
causa trombosis en la vasculatura del tumor.

El TF truncado tiene varias ventajas que recomiendan su uso en coaguligandos dirigidos a la vasculatura: el tTF
humano se encuentra facilmente disponible, y la proteina humana tendrd una inmunogenicidad baja o despreciable en
el hombre; El tTf humano es totalmente funcional en animales experimentales, incluyendo ratones; y el tTF dirigido
es muy potente porque dispara la activacion de una cascada de proteinas de coagulacién, que proporcionan un efecto
en gran medida amplificado (patentes US 6,093,399, 6,004,555, 5,877,289 y 6,036,955).

Se ha descrito una amplia variedad de moléculas objetivo apropiadas que se encuentran disponibles en el endotelio
del tumor, pero que se encuentran en gran medida ausentes del endotelio normal. Por ejemplo se pueden utilizar
objetivos expresados, tales como la endoglina, E-selectina, P-selectina, VCAM-1, ICAM-1, PSMA, un TIE, un ligando
reactivo con LAM-1, un receptor VEGF/VPF, un receptor FGF, «,(; integrina, pleiotropina o endosialina (patentes US
5,855,866 5,877,289; Burrows et al., 1992; Burrows and Thorpe, 1993; Huang et al., 1997; Liu et al., 1997; Ohizumi
et al., 1997; cada una incorporada en la presente como referencia.

Los objetivos adsorbidos son otro grupo apropiado, tal como VEGF, FGF, TGES, HGF, PF4, PDGF, TIMP, un
ligando que se enlaza a una TIE o una isoforma de fibronectina asociada con un tumor (patentes US 5,877,289,
5,965,132, 6,051,230 y 6,004,555). Las isoformas de fibronectina son ligandos que se enlazan a la familia de recep-
tores de la integrina. Las isoformas de fibronectinas asociadas con tumores son componentes objetivos, tanto de la
vasculatura del tumor como del estroma del tumor. El anticuerpo monoclonal BC-1 (C ARN emolla et al., 1989) se
enlaza especificamente a las isoformas de fibronectina asociadas al tumor.

Otros objetivos inducibles por el ambiente del tumor natural o seguido a la intervencién del hombre, son aquellas
entidades objetivo, como se describe en las patentes US 5,776,427, 5,863,538, y 6,036,995). Cuando se usa junto con
la supresion previa en tejidos normales y la induccién vascular en tumores, los antigenos MHC clase II pueden ser
empleados también como objetivos (patentes US 5,776,427, 5,863,538, 6,004,554 y 6,036,995).

Un objetivo actualmente preferido para aplicaciones clinicas es la molécula de adicién-1 endotelial, vascular
(VCAM-1) (patentes US 5,855,866, 5,877,289, 6,051,230, 6,004,555 y 6,093,399). La VCAM-1 es una molécula
de adhesion que es inducida por citocinas inflamatorias IL-1a, IL-4 (Thornhill et al., 1990) y TNFa (Munro, 1993) y
cuyo papel in vivo es reclutar leucocitos a sitios de inflamacién aguda (Bevilacqua, 1993).

La VCAM-1 se encuentra presente en células endoteliales vasculares en cierto nimero de tumores malignos huma-
nos incluyendo el neuroblastoma (Patey et al., 1996), carcinoma renal (Droz et al., 1994), carcinoma no pequeiio de
pulmoén (Staal-van den Brekel et al., 1996), enfermedad de Hodgkin (Patey et al., 1996), y angiosarcoma (Kuzu et al,
1993), asi como en tumores benignos, tales como el angioma (Patey et al., 1996) y hemangioma (Kuzu et al., 1993).
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La expresion constitutiva de la VCAM-1 en el hombre se encuentra confinada a unos cuantos vasos en la tiroide, timo
y rifién (Kuzu et al., 1993; Bruijn and Dinklo, 1993), y en el rat6n en los vasos en el corazén y pulmoén (Fries et al.,
1993).

Ciertos de los datos presentados en la presente complementan inclusive en forma adicional aquellos proporcionados
en las patentes US 5,855,866, 5,877,289, 6,051,230, 6,004,555 y 6,093,399, y muestran la induccién selectiva de la
trombosis y la infartacién de tumores que resultan de la administracién de un coaguligando anti-VCAM-1-tTF. Los
resultados presentados fueron generados usando ratones que tenian linfoma de Hodgkin humano L540. Cuando se
hace crecer como un xenoinjerto en ratones SCID, este tumor muestra estrecha similitud con la enfermedad humana
con respecto a la expresion de citocinas inflamatorias (Diehl et al., 1985) y la presencia de VCAM-1 y otras moléculas
de activacién de células endoteliales en su vasculatura.

Usando un coaguligando anti-VCAM-1-tTF enlazado covalentemente, en el que el tTF fue enlazado directamente
al anticuerpo anti-VCAM-1, en la presente se demuestra que el coaguligando se localiza selectivamente en los vasos
del tumor, que induce trombosis en esos vasos, que causa necrosis para desarrollarse en todo el tumor y que retarda
el crecimiento del tumor en ratones que tienen tumores de Hodgkin L540 sélidos. Los tumores generalmente nece-
sitan tener al menos aproximadamente 0.3 cm de didmetro para responder al coaguligando, porque el VCAM-1 se
encontrd ausente de tumores mds pequefios. Se supone que en tumores pequefios los niveles de citocinas segregados
por las células tumorales o células huésped que se infiltran en el tumor, son demasiados bajos para causar la induc-
cion de VCAM-1. Esto concuerda con los estudios de las patentes US 5,855, 866, 5,877,289, 6,051,230, 6,004,555 y
6,093,399, en donde las invenciones demostraron ser lo més ttiles en tumores sélidos mds grandes.

Aunque inicialmente se observo el tefiido del VCAM-1, mds en la periferia del tumor, el coaguligando se enlazo
evidentemente a los vasos que transportan sangre ocluidos, a la vez que pudo reducir el flujo sanguineo en todas las
regiones del tumor. Ademads, uno de los inventores contempla que la generacién de trombina causada por la adminis-
tracidn inicial del coaguligando conduce probablemente a una induccién de VCAM-1 adicional, en los vasos centrales
(Sluiter et al., 1993), dando por resultado una sefial amplificada y la destruccién evidente de la regién intratumo-
ral. Ese tipo de expresion inducida por el coagulante, de marcadores objetivo adicionales, y de aqui que también la
amplificacion de la sefial, se describe también en la patente US 6,036,955.

Como se muestra en la presente, aunque la localizacién en los vasos que expresan el VCAM-1 en el corazén y
pulmones de los ratones, se observé con la administracion de coaguligando anti-VCAM-1, este constructo no indujo
trombosis en esos sitios sin tumor. Ademads, el coaguligando anti-VCAM-1 no fue mds téxico para los ratones que un
coaguligando de control de especificidad irrelevante, indicando nuevamente que la expresion constitutiva del VCAM-
1 en los vasos del corazén y pulmones no condujo a toxicidad. Estos datos son importantes para el progreso clinico
inmediato de la terapia con coaguligandos, dado que el VCAM-1 es un marcador natural del endotelio vascular de
tumores en humanos. Sin embargo este fendmeno proporciond también a los inventores un discernimiento inico que
condujo a un enfoque totalmente diferente para la destruccion de la vasculatura de tumores.

A. Tratamiento de Tumores con Anticuerpos Desnudos para Aminofosfolipidos

Los inventores buscaron comprender el mecanismo que se encontraba detrds de la capacidad del coaguligando an-
tiVCAM-1 para enlazarse al VCAM-1 expresado constitutivamente en los vasos sanguineos en el corazén y pulmones,
sin causar trombosis en esos vasos. Existen numerosas posibilidades cientificas para esta observacién empirica, co-
nectadas generalmente con la naturaleza protrombdtica del ambiente del tumor y cualquier predisposicién fibrinolitica
en el corazén y pulmones.

Generalmente existe un equilibrio biolégico entre el sistema de coaguligando (deposicién de fibrina) y el sistema
fibrinolitico (degradacién de la fibrina por enzimas). Sin embargo, en una enfermedad maligna, particularmente car-
cinomas, este equilibrio se rompe dando por resultado la activacién anormal de la coagulacion (hipercoagubilidad o
el “estado protrombético”). A pesar de la extensiva investigacion, una explicaciéon molecular clara para la naturaleza
protrombdtica del ambiente del tumor no pudo ser discernida hasta recientemente.

Después de los andlisis detallados de muchas posibles opciones, los inventores razonaron que la falla del coaguli-
gando anti-VCAM-1 para causar la trombosis en vasos de tejidos normales se debid a la ausencia del aminofosfolipido,
fosfatidilserina (PS) de la superficie luminal de esos vasos. Para completar la teoria, entonces no sélo hubiese tenido
que demostrarse que la fosfatidilserina estaba ausente de estos vasos normales, sino que su presencia en el lado luminal
de los vasos asociados con el tumor también hubiese tenido que ser demostrada.

Por lo tanto los inventores usaron el tefiido inmunohistoquimico para evaluar la distribucién de un anticuerpo mo-
noclonal antifosfatidilserina (anti-PS), intravenosamente, en los ratones que tenian tumores. Estos estudios revelaron
que los vasos que expresaban el VCAM-1 en el corazén y pulmones carecian de PS, mientras que los vasos que expre-
saban el VCAM-1 en el tumor expresaban la PS. La necesidad de la expresién de la PS en la superficie, en la accién
del coaguligando, se indica adicionalmente por el descubrimiento de los inventores de que la anexina V, que se enlaza
ala PS, bloquea la accién del coaguligando anti-VCAM-1tTF, tanto in vitro como in vivo.

La falta del efecto trombético del coaguligando anti-VCAM-1 en los vasos del corazén y pulmones, normales,
fue explicada de esta manera al menos en parte: la ausencia del aminofosfolipido, la fosfatidilserina, significa que los
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vasos normales carecen de una superficie procoagulante en la cual se pueden ensamblar complejos de coagulacién. En
la ausencia de la VCAM-1 de la superficie, el anti-VCAM-1-tTF se enlaza a los vasos del corazén y pulmones que
expresan el VCAM-1, pero no puede inducir trombosis. En contraste, los vasos que expresan el VCAM-1 en el tumor
exhiben una expresién coincidente de la PS de la superficie. El coaguligando se enlaza asi a los vasos del tumor y
activa los factores de coagulacién localmente para formar un trombo oclusivo.

Ademads de delinear los efectos trombéticos especificos al tumor de los coaguligandos anti-VCAM-1, la expresion
especifica del aminofosfolipido, fosfatidilserina, en la superficie luminal de los vasos sanguineos del tumor permitié
también a los inventores explicar el fenotipo protrombdético observado, pero no comprendido, en estudios previos. La
expresion de la PS juega un papel significativo en el estado protrombético de la vasculatura del tumor.

Siguiendo su descubrimiento de que el aminofosfolipido representativo, fosfatidilserina, era expresado especifi-
camente en la superficie luminal de los vasos sanguineos del tumor, pero no en los vasos sanguineos normales, los
inventores razonaron que otros aminofosfolipidos tenfan potencial como objetivos para la intervencién terapéutica.
Los inventores desarrollaron entonces métodos de tratamiento y de accién dirigida a la vasculatura del tumor, en base
a la accidn dirigida hacia los aminofosfolipidos fosfatidilserina y fosfatidiletanolamina (PE).

Un aspecto particularmente sorprendente de los estudios de los inventores fue que la administracién de un anti-
cuerpo antiaminofosfolipido, no conjugado, fue efectivo en el tratamiento de tumores. Esto dio lugar a nuevas rutas
importantes para el tratamiento de tumores usando anticuerpos no conjugados o “desnudos” que se enlazan a los ami-
nofosfolipidos. Estos métodos de tratamiento y de accién dirigida a la vasculatura del tumor se describen en la patente
US 6,406,693, incorporada en la presente como referencia. Aunque los efectos antitumorales en modelos animales
aceptados en la técnica, son demostrados en la patente US 6,406,693, y ampliados en la presente, la capacidad de los
aminofosfolipidos para actuar como marcadores objetivos, efectivos y seguros, de la vasculatura del tumor, no podrian
haber sido predichos a partir de estudios previos a la patente US 6,406,693.

Una vez que se demostr6 el descubrimiento de aminofosfolipidos como marcadores especificos de la vasculatura
de tumores, los inventores empezaron a desarrollar una variedad de inmunotoxinas y coaguligandos dirigidos a ami-
nofosfolipidos, para el uso en el tratamiento de tumores. Como se explic6 en la patente US 6,406,693, esto condujo al
descubrimiento inesperado de anticuerpos desnudos antiaminofosfolipidos, para el uso en el tratamiento de tumores.
En la investigacion del potencial aminofosfolipidos objetivos en el contexto de suministrar una toxina o coagulante a
la vasculatura del tumor, los inventores en un golpe de suerte encontraron que los anticuerpos anti-PS desnudos tenfan
un efecto destructor en la vasculatura del tumor in vivo en la ausencia de cualquier porcién efectora adicional. La
capacidad de los anticuerpos aminofosfolipidos tanto para localizar especificamente la vasculatura de tumores como
para ejercer un efecto destructor concomitante, que condujo a la necrosis de tumores, fue lo mas inesperado.

La invencién proporciona anticuerpos anti-PS de “segunda generacion”, sorprendentes y mejorados, entre otras
modalidades, como anticuerpos desnudos en el tratamiento de tumores. Un panel de anticuerpos anti-PS de segunda
generacion se describe en la presente, de los cuales los anticuerpos monoclonales 9d2 y 3G4 (ATCC 4545) son los
preferidos actualmente, junto con la inmunizacién particular y técnicas de seleccion para la generacién y seleccion de
anticuerpos adicionales con esas propiedades ventajosas. En la presente también se muestra que el dafio vascular a los
vasos de tumores debido a los anticuerpos anti-PS, es mediado, al menos en parte, por efectores huésped. Estos y otros
discernimientos de los inventores de la presente permitieron optimizar el tratamiento con anticuerpos desnudos, tanto
como cuando se usan solos y en combinacién con otros agentes anticancerosos, tal como se describe aqui.

B. Tratamiento de Tumores Usando Anticuerpos para Fosfolipidos Anidnicos

La patente US 6,406,693 explica que los aminofosfolipidos, la fosfatidilserina y la fosfatidiletanolamina son segre-
gadas normalmente en la superficie interior de la bicapa de la membrana plasmadtica en diferentes células (Gaffet et al.,
1995; Julien er al., 1995) y que esta segregacion de lipidos crea una transbicapa asimétrica. Aunque la existencia de la
asimetria de la membrana ha sido discutida por algtin tiempo, la razén de su existencia y de los mecanismos para su
generacion y control son poco comprendidos (Williamson and Schlegel, 1994) particularmente en células diferentes a
las plaquetas.

Los inventores demostraron previamente que la PS es translocada en la superficie de las células endoteliales vas-
culares del tumor y esto ocurre, al menos en parte significativa, independientemente de los mecanismos apoptéticos
u otros mecanismos de muerte celular (patente US 6,406,693). De esta manera, la expresion superficial de la PS en
el ambiente del tumor no es una consecuencia de la muerte celular y tampoco dispara la destruccién inmediata de las
células. A pesar que la exposicién a la PS es detectada consistentemente en células endoteliales vasculares, intactas,
en varios tumores s6lidos, el endotelio vascular de los tumores no es francamente apoptético, sino que es morfold-
gicamente sano (aunque diferente al de los tejidos normales) y metabdélicamente activo. Esto es importante para los
métodos terapéuticos basados en las PS objetivas, lo que significa que la translocacién de la PS en la membrana exte-
rior, en las células endoteliales vasculares de los tumores, es lo suficientemente estable para que la PS sirva como una
entidad objetiva, para la terapia exitosa (usando ya sea anticuerpos desnudos o conjugados terapéuticos).

A pesar de los importantes descubrimientos de la patente US 6,406,693 (y 6,312,694, ver abajo), las sugerencias
para la accion basada en fosfolipidos, de las células endoteliales vasculares de tumores, fueron confinadas a acciones
dirigidas de aminofosfolipidos, tales como la PS y PE. A través del desarrollo de herramientas biol6gicas con especi-
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ficidad exquisita para diferentes fosfolipidos y aminofosfolipidos, los inventores de la presente han identificado ahora
una nueva categoria de fosfolipidos que se encuentran sorprendentemente sobreregulados sorprendentemente en las
células endoteliales vasculares de tumores. Estos son los fosfolipidos aniénicos, los cuales se presentan aqui como
marcadores especificos y estables de la vasculatura de tumores, permitiendo la intervencién terapéutica usando tanto
anticuerpos desnudos como inmunoconjugados, que se enlazan a fosfolipidos aniénicos.

Los fosfolipidos anidnicos se encuentran en gran medida ausentes de la superficie de las células de mamiferos en
reposo, bajo condiciones normales. La fosfatidilserina, la cual es el fosfolipido aniénico mas abundante, de la mem-
brana plasmatica, es segregada estrechamente a la laminilla interna de la membrana plasmadtica en la mayor parte de
los tipos de células, bajo condiciones normales (Williamson and Schlegel, 1994; Zwaal and Schroit, 1997). El fosfa-
tidilinositol (PI), otro fosfolipido aniénico principal, se encuentra también situado predominantemente en la laminilla
interna de la membrana plasmadtica (Calderon y DeVries, 1997). Los fosfolipidos aniénicos minoritarios, el acido
fosfatodico (PA) y el fosfatidilglicerol (PG), han sido examinados s6lo en unos pocos tipos de células; pero parecen
encontrarse también situados principalmente en la laminilla interna de la membrana plasmatica (Hinkovska-Galcheva
et al., 1989). La Cardiolipina (CL), otro fosfolipido anidnico, se encuentra presente en la membrana mitocondrial y se
encuentra ausente de la membrana plasmadtica (Daum, 1985).

Los fosfolipidos neutros se encuentran también distribuidos asimétricamente en la membrana plasmatica. El ami-
nofosfolipido neutro, la fosfatidiletanolamina (PE) se encuentra predominantemente sobre la laminilla interna. Los
fosfolipidos neutros que contienen colina, la fosfatidilcolina (PC) y la esfingomielina (SM), se encuentran predomi-
nantemente sobre la laminilla externa.

La asimetria de la PS, junto con la de la PE, es mantenida por un transportador dependiente del ATP, el aminofos-
folipido translocasa (Mg>* ATPase), que cataliza el transporte de aminofosfolipidos desde la laminilla externa hasta la
laminilla interna, de la membrana plasmatica (Seigneuret and Devaux, 1984). La pérdida o colapso de la asimetria de
la PS y PE resulta del movimiento hacia afuera de estos fosfolipidos en la membrana plasmadtica y es causado ya sea
por la inhibicién de la translocasa (Bitbol et al., 1987; Comfurius et al., 1990), la activacion de los transportadores de
PS y/o la activacién de las enzimas escramblasa, las enzimas dependientes de Ca** que transportan todos los lipidos
bidireccionalmente (Zhao et al., 1998).

La pérdida de la asimetria de la PS se observa bajo diferentes condiciones patoldgicas y fisiolégicas, incluyendo
el dafio celular, la muerte celular programada y la apoptosis (Blankenberg et al., 1998; Bombeli et al., 1997), el
envejecimiento celular (Herrmann and Devaux, 1990), la activacién de las plaquetas (Rote et al., 1993; Zwaal et al.,
1989), dafio (Boyle et al., 1996) y transformacién maligna (Sugimura et al., 1994). La exposicién de la PS juega
también un papel en la fusién intercelular de mioblastos (Sessions and Horwitz, 1981) y trofoblastos (Adler et al.,
1995), migracién celular (Vogt et al., 1996) y desgranulacién celular (Demo et al., 1999). Las células endoteliales
exteriorizan PS en respuesta a flujos incrementados de Ca** inducidos por la trombina (Qu et al., 1996), ionéforo
de calcio o ésteres de forbol (Julien et al., 1997), hiperlipidemia (Lupu et al., 1993), y concentraciones no liticas de
proteinas complementarias C5b-9 (Christiansen et al., 1997). La exposicidn espontdnea a la PS ha sido observada
también en células malignas en la ausencia de activadores exdgenos o daiio celular (Utsugi et al., 1991).

Varias consecuencias principales siguen a la exposicién de la membrana a la PS. Los macréfagos fagociticos
reconocen, se unen y eliminan las células senescentes y apoptdpicas positivas a la PS (McEvoy et al., 1986; Tait
and Smith, 1999). La PS también media la unién de los linfocitos T a las células endoteliales activadas por trombina
(Qu et al., 1996). El sistema complementario es activado por la PS y contribuye a la lisis de células positivas a la
PS (Test and Mitsuyoshi, 1997). Finalmente, la exposicién a la PS contribuye a un desplazamiento procoagulante
sobre el endotelio (Williamson and Schlegel, 1994; Bombeli et al., 1997) al proporcionar una superficie lipida cargada
negativamente para el ensamble y activacién de complejos de coagulacion (Bevers et al., 1985; Dachary-Prigent et al.,
1996). El carécter protrombdtico del endotelio de los tumores ha sido reconocido desde hace mucho tiempo (Donati
and Falanga, 2001).

A pesar de que la literatura cientifica se enfoca a la PS, y que los trabajos previos de los inventores se confinaron
a los aminofosfolipidos tales como la PS y PE (patentes US 6,406,693 y 6,312,694), los inventores de la presente
crearon la hipétesis de que una categoria mds amplia de fosfolipidos podria llegar a estar expuesta en la vasculatura
de los tumores. Debido a las condiciones de tension incrementada del microambiente del tumor, los inventores razo-
naron que una variedad de fosfolipidos aniénicos podia estar regulada ascendentemente en la vasculatura del tumor,
proporcionando nuevas oportunidades potenciales para la intervencion terapéutica.

Los inventores comprendieron que el dafio y activacion del endotelio de los tumores son causados por: 1) citocinas
derivadas de tumores, tales como la interleucina-1 y el factor de necrosis de tumores, que activan al endotelio e
inducen la expresion de las moléculas de la adhesion celular (Shaughnessy et al., 1989; Orr et al., 2000); 2) especies
de oxigeno reactivo (ROS) generadas por leucocitos que se adhieren al endotelio (Orr et al., 2000); y 3) ROS generadas
por células tumorales mismas como un subproducto del metabolismo (Shaughnessy et al., 1989; Soares et al., 1994) o
como un resultado de la exposicién a la hipoxia seguida de la reoxigenacion (Zulueta et al., 1995). Estas observaciones
sugirieron que flujos de Ca** podrian ser generados por estas tensiones dentro del endotelio del tumor que, a su vez
causan la exposicion de la PS y PE, a través de la activacion de la escramblasa o la inhibicién de la aminofosfolipido
translocasa.
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Sin embargo, los inventores extendieron estos discernimientos a la hipétesis de que los fosfolipidos aniénicos,
no solamente los aminofosfolipidos PS y PE, serfan regulados ascendentemente en la vasculatura del tumor. Para
detectar fosfolipidos aniénicos en la superficie celular, los inventores generaron un nuevo anticuerpo monoclonal, el
9D2, que reacciona con los fosfolipidos aniénicos pero no con los fosfolipidos neutros. E1 9D2 se diferencia asi de los
agentes de enlazamiento a los aminofosfolipidos generales, en que se enlaza al aminofosfolipido aniénico, PS, pero
no al aminofosfolipido neutro, PE. El anticuerpo 9D2 es también mds especifico para los fosfolipidos aniénicos que el
ligando natural, la anexina V, que se enlaza fuertemente a la PE, ademds que a los fosfolipidos aniénicos (Blankenberg
et al., 1998).

Como se detalld en la presente solicitud, los inventores encontraron que el 9D2 y la anexina V se localizan espe-
cificamente en el endotelio de los tumores después de la inyeccidn intravenosa a ratones que contienen varios tipos
de tumores sélidos. Este descubrimiento valida la hipdtesis de los inventores de que los fosfolipidos anidnicos ruti-
nariamente llegan a quedar expuestos sobre la superficie del endotelio de la vasculatura de los tumores y que pueden
ser usados como moléculas objetivo para la terapia de tumores (y para la formacién de imagenes de los mismos). La
invencién proporciona asi una variedad de nuevos métodos y composiciones basados en anticuerpos, para el uso en la
localizacién dirigida de fosfolipidos aniénicos y tratamiento de tumores, tanto en términos de anticuerpos desnudos
como en la administracion de farmacos citotdxicos, citocinas, coagulantes y similares. Ademds de la localizacién di-
rigida de la PS, tal como se describe en las patentes US 6,406,693 y 6,312,694, los fosfolipidos anidnicos actualmente
preferidos para la localizacién dirigida mediante la invencion son el PI, un fosfolipido aniénico principal, el PA y el
PG, pero también se contempla la localizacién dirigida del CL en ciertas modalidades.

Uno de los descubrimientos principales que surgen de la invencién es que los fosfolipidos anidnicos se encuentran
expuestos en la superficie del endotelio del tumor (Ejemplo VI). Este fenémeno fue demostrado usando dos reactivos
independientes que se enlazan selectivamente a fosfolipidos anidnicos: un anticuerpo monoclonal, 9D2, desarrolla-
do por los inventores particularmente para validar este punto, y la anexina V. El anticuerpo 9D2 y los anticuerpos
competidores son componentes adicionales preferidos de la invencion.

El anticuerpo 9D2 y la anexina V se enlazan con alta afinidad y especificidad a los fosfolipidos aniénicos adsor-
bidos al plastico, como liposomas, o presentados sobre la superficie de la membrana de células endoteliales activadas
o apoptdticas in vitro. E1 9D2 se enlaza fuertemente a la PS, al PA y al CL, pero en forma mas débil al PI y PG. La
anexina V se enlaza a la PE ademds de a la PS, CL, PA, PI y PG, como se descubrié previamente (Andree et al.,
1990; Schlaepfer et al., 1987; Boustead et al., 1993; Blackwood and Ernst, 1990). El reconocimiento de fosfolipidos
aniénicos por el anticuerpo 9D2 fue idéntico en la presencia y ausencia de suero, lo que indica que el enlazamiento no
requiere de cofactores de suero. El enlazamiento de 9D2 a fosfolipidos aniénicos no requirié de iones Ca**, mientras
que el enlazamiento de la anexina V requiri6 de Ca**.

Estudios de bloqueo cruzado en placas recubiertas con PS demostraron que el 9D2 y la anexina V no se bloquean
entre si para el enlazamiento a la PS. Esto indica que los dos reactivos reconocen diferentes epitopes sobre la molécula
de PS, o, més probablemente, formas diferentemente empacadas de PS. Se cree que la anexina V se enlaza a las super-
ficies planas de la PS, mientras que se cree que los anticuerpos anti-PS se enlazan a la PS empacada hexagonalmente
(Rauch and Janoff, 1990). Ambas formas se encuentran probablemente presentes sobre placas recubiertas de PS. Estos
estudios de bloqueo cruzado pricticos (ejemplo VI) sirven también para demostrar que los anticuerpos que compiten
efectivamente por el enlazamiento a fosfolipidos anidnicos, es decir, que se enlazan esencialmente al mismo epitope,
pueden ser identificados facilmente una vez que se proporciona un anticuerpo de referencia (p. ej. el 9D2).

La presente solicitud demuestra también que el anticuerpo 9D2 y la anexina V se localizan especificamente en
vasos de tumores, y en células de tumores, en y alrededor de regiones necréticas de todos los tumores examinados in
vivo (ejemplo VI). Entre el 15y 40% de los vasos sanguineos en los tumores tuvieron endotelio positivo al fosfolipido
aniénico. En contraste, ninguno de los vasos sanguineos en tejidos normales tuvo fosfolipidos aniénicos exteriorizados,
detectables.

La especificidad del tefiido de la vasculatura de tumor por el 9D2 fue demostrado por: 1) la falta de tefiido de los
vasos de tumores por la IgM de rata de control; 2) el bloqueo del enlazamiento del 9D2 o anexina V a las células endo-
teliales tratadas con H,O, in vitro por liposomas preparados a partir de fosfolipidos aniénicos, pero no de fosfolipidos
neutros; 3) el descubrimiento de que la extraccién de fosfolipidos a partir de secciones de tumor, con detergentes o
solventes orgdnicos, eliminaba el tefiido; y 4) la falta de localizacién ya sea del 9D2 o de la anexina V al endotelio
inactivo en 6rganos normales.

El principal fosfolipido aniénico que es localizado por el 9D2 o anexina V en la vasculatura de tumores es pro-
bablemente la PS, ya que este es el fosfolipido aniénico mds abundante y su exposicién sobre la superficie celular es
regulada por influencias ambientales o dafios. Sin embargo, también es probable que otros fosfolipidos anidnicos (p.
ej. PI, PA, PG) queden expuestos, a pesar de ser menos abundantes.

Aunque no es detectado por el 9D2, el principal fosfolipido neutro, la PE, contribuye probablemente, junto con la
PS, a la localizacién de anexina observada en los vasos de tumor. También se sabe que la PE se encuentra expuesta
sobre el endotelio de tumores, y la posicién de la PE en la membrana plasmatica es regulada en una manera similar
ala de la PS (patente US 6,406,693). La PE es segregada en la laminilla interna de la membrana plasmatica, en parte
por la aminofosfolipido translocasa, aunque con menor rapidez que la PS (Devaux, 1992), y es transportada hacia la

27



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2358 730 T3

superficie externa por la escramblasa (Zhou et al., 1997). La PE, al igual que la PS, queda expuesta también durante
la apoptopsis y activacion celular (Emoto et al., 1997; Umeda and Emoto, 1999).

Para examinar el mecanismo de exposicion de fosfolipidos aniénicos sobre las células endoteliales de tumores,
se llevé a cabo una serie de estudios en los que las células endoteliales in vitro fueron tratadas con varios factores y
condiciones que se sabe se encuentran presentes en el microambiente del tumor (Ejemplo VII). La hipoxia seguida
de la reoxigenacion, acidez, y exposicion de la PS incrementada a la trombina, en células endoteliales viables, se
encuentra entre el 10 y 22% del nivel observado cuando todas las células son apoptdticas. Las citocinas inflamatorias
(TNFa e IL-1) causaron también una induccién débil pero definida de la exposicion de la PS.

Estos descubrimientos son consistentes con la posibilidad de que, en tumores, la exposicion de fosfolipidos ani6-
nicos o el endotelio vascular es inducida por la hipoxia/reoxigenacién en combinacién con citocinas inflamatorias,
trombina y acidez. Aunque el mecanismo preciso no necesita ser conocido para llevar a la practica la invencidn, las
células de tumores pueden generar ROS como un subproducto del metabolismo o en respuesta a la hipoxia (Zulueta et
al., 1995). Las citocinas liberadas por las células tumorales pueden inducir moléculas de adhesion a leucocitos sobre
endotelio, que medien la adhesién de macréfagos activados, células polimorfonucleares y plaquetas, al endotelio de
tumor, y la secrecién adicional de la ROS. La ROS puede inducir entonces la translocacion de la PS a través de la
oxidacion de moléculas de transporte que contengan tiol o peroxidacién de lipidos (Herrmann and Devaux, 1990),
posiblemente causando un influjo de Ca®>* o liberacién de Ca®* desde depdsitos intracelulares (Wang and Joseph,
2000).

La exposicién de la PS y otros fosfolipidos aniénicos en parte explica el estado procoagulante del endotelio de tu-
mores que ha sido reconocido desde hace mucho (Donati and Falanga, 2001). Los fosfolipidos aniénicos proporcionan
la superficie sobre la cual se concentran y ensamblan los factores de coagulacion (Bevers et al., 1985; Dachary-Prigent
et al., 1996). También proporciona un sitio de unién para macréfagos circulantes (McEvoy et al., 1986), linfocitos T
(Qu et al., 1996) y células polimorfonucleares que ayudan a la infiltracidn de los leucocitos hacia los tumores.

Anticuerpos y otros ligandos que se enlazan a los fosfolipidos anidnicos pueden ser usados entonces para la locali-
zacién dirigida, la formacién de imdgenes y/o tratamiento de vasos sanguineos de tumores. Los fosfolipidos ani6nicos
son atractivos como vasos objetivos de tumores por varias razones: Son abundantes (la PS se encuentra presente a
razén de 3 x 10° moléculas por célula); se encuentran sobre la superficie luminal del endotelio del tumor, a la cual se
tiene acceso directamente para el enlazamiento por parte de los agentes de localizacion dirigida vascular en la sangre;
se encuentran presentes sobre un mayor porcentaje de las células endoteliales del tumor en diversos tumores sélidos;
y se encuentran esencialmente ausentes del endotelio en todos los tejidos normales.

Los agentes de localizacion dirigida vascular que emplean farmacos o coagulantes son ligeramente efectivos, se-
glin se ha demostrado, y a veces curativos, en ratones con tumores sélidos grandes (Huang et al., 1997; Nilsson
et al., 2001; patentes US 5,660,827, 5,776,427, 5,855,866, 5,863,538, 5,965,132, 6,004,554, 6,051,230, 6,261,535,
6,093,399, 6,004,555, 5,877,289, y 6,036,955). La invencidn proporciona anticuerpos desnudos y agentes de locali-
zacién dirigida vascular que son dirigidos contra fosfolipidos aniénicos para el uso en la localizacién dirigida de la
vasculatura de tumores en la diagnosis y tratamiento del cdncer en el hombre.

Aunque un entendimiento molecular preciso de cémo los anticuerpos desnudos dirigidos contra fosfolipidos ani6-
nicos y la funcién de los aminofosfolipidos en el tratamiento de tumores, no es necesario a fin de llevar a la practica
el tratamiento, los inventores han contemplado varios mecanismos que pueden explicar la aniquilacién de células
endoteliales observada. Los mecanismos favorecidos (particularmente para el anticuerpo 3G4 aqui descrito) son fun-
ciones efectoras inmunes mediadas por el dominio Fc, tales como la citotoxicidad celular dependiente del anticuerpo
(ADCC), la citotoxicidad dependiente del complemento (CDC) y la fagocitosis mediada por el anticuerpo. La citoto-
xicidad mediada por la célula, la lisis mediada por el complemento y/o apoptosis, la sefializacion de la célula inducida
por el anticuerpo y/o las perturbaciones al citoesqueleto pueden encontrarse también involucradas.

El enlazamiento de anticuerpos intactos contra fosfolipidos aniénicos y aminofosfolipidos, particularmente el 3G4,
ala superficie celular endotelial vascular, significa que las porciones Fc de los anticuerpos sobresalen en el liimen de los
vasos. Como los fragmentos Fc del anticuerpo activan la ruta del complemento, la destruccién celular observada puede
ser un resultado de la lisis dirigida por el complemento. El enlazamiento del anticuerpo activa entonces la cascada
de coagulacion dependiente del complemento, causando que complejos de multiples componentes se ensamblen y
finalmente generen un complejo litico que permeabilice la célula objetivo. El “ADCC activada por el complemento”
puede estar operando también en la destruccidn, en la que el complemento se enlaza a la célula objetivo recubierta
del anticuerpo, y en la que las células, tales como los neutréfilos, que tienen receptores para el complemento, lisan la
célula objetivo.

Como los anticuerpos desnudos o no conjugados, que incluyen los fragmentos al enlazamiento al antigeno, del
mismo, se enlazan a fosfolipidos aniénicos y aminofosfolipidos en la superficie de las células endoteliales vasculares
del tumor, formardn un recubrimiento de anticuerpos sobre la superficie luminal. Este puede funcionar para atraer
células efectoras inmunes, tales como las células T citotdxicas y/o células supresoras naturales (NK), que ejerceran un
efecto citotéxico mediado por la célula, sobre las células endoteliales vasculares.
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El enlazamiento del anticuerpo a los fosfolipidos aniénicos y aminofosfolipidos puede inducir también apoptosis
en las células endoteliales vasculares de los tumores. Aunque no existen reportes conocidos de enlazamiento de an-
ticuerpos a la PS que realmente induzca apoptosis (en vez que la PS como un marcador resulte de la apoptosis), los
inventores consideran esto como otro posible mecanismo de los efectos antitumorales observados.

También es posible que el enlazamiento del anticuerpo a los fosfolipidos anidnicos y aminofosfolipidos, en la su-
perficie de las células endoteliales vasculares del tumor, pueda causar perturbaciones en la organizacion citoesquelética
de la célula. Como el citoesqueleto juega un papel en la organizacién de las membranas superficiales, y como el enla-
zamiento de un anticuerpo puede pertubar (o pertubar adicionalmente) la membrana, el enlazamiento de anticuerpos
a fosfolipidos aniénicos y aminofosfolipidos puede transmitir cambios a las proteinas citoesqueléticas que interactien
con la bicapa. Ya es conocido que la organizacién espacial de las proteinas citoesqueléticas controla la estabilidad de
la membrana y la forma de la célula, y que es posible que la perturbacién de cierto equilibrio citoesquelético pueda
tener consecuencias de largo alcance en la integridad de la célula.

Un mecanismo adicional de funcionamiento de la invencion puede ser que el enlazamiento del anticuerpo a los
fosfolipidos aniénicos y aminofosfolipidos, en la superficie de la célula endotelial, pueda iniciar la transduccién de
sefales a través, hasta ahora, de rutas no definidas. El enlazamiento del anticuerpo puede perturbar también rutas de
transduccién de sefiales conocidas, p. €j. alterando la conformacién y/o interacciones de los receptores de la membrana,
proteinas para la transduccion de sefiales, canales de la membrana, y similares. Las sefiales para la destruccion celular
(apontosis) pueden ser iniciadas o imitadas, y/o se pueden inhibir las sefiales de conservacién y/o homeostaticas.

Aunque es de interés cientifico, la determinacién de la naturaleza exacta de la destruccién vascular lograda por
los anticuerpos desnudos en los fosfolipidos anidénicos y aminofosfolipidos, no es necesaria para llevar a la practica
el tratamiento. Dado que la administracion de esta categoria de anticuerpos resulta ser ventajosa en los efectos antitu-
morales especificos in vivo, el tratamiento puede ser utilizado sin importar el mecanismo molecular que respalde este
fenémeno. El uso de anticuerpos desnudos que se enlazan a los fosfolipidos aniénicos y aminofosfolipidos, representa
entonces un importante avance en la terapia de tumores, proporcionando ventajas en la preparacion y en el costo.

C. Anticuerpos para Fosfolipidos Anidonicos y Aminofosfolipidos

Como la invencién identifica una nueva categoria de marcadores de la vasculatura de tumores, los fosfolipidos ani6-
nicos, anticuerpos desnudos e inmunoconjugados, que se enlazan a uno o mds fosfolipidos aniénicos, opcionalmente
en combinacién con aminofosfolipidos, pueden ser usados ahora en la diagnosis y tratamiento de tumores.

C1. Anticuerpos Policlonales

Los medios para preparar y caracterizar anticuerpos son muy conocidos en la técnica (ver, por ejemplo, Antibo-
dies: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, 1988; incorporada en la presente como referencia). Para
preparar antisueros policlonales un animal se inmuniza con una composiciéon que comprende un fosfolipido aniénico
y/o aminofosfolipido, inmunogénico, incluyendo células tratadas con H,0O, y otros agentes, como se describe en la
presente, y los antisueros recolectados de ese animal inmunizado. Un amplio intervalo de especies animales se puede
usar para la produccién de antisuero. Tipicamente el animal usado para la produccién de antisuero es un conejo, ratén,
rata, hamster, conejillo de indias o cabra. Debido al volumen relativamente grande de los conejos, un conejo es la
eleccién preferida para la produccién de anticuerpos policlonales.

La cantidad de composicién de inmundgeno usada en la produccién de anticuerpos policlonales varia segtin la
naturaleza del inmundgeno asi como el animal usado para la inmunizacién. Una variedad de rutas se pueden usar para
administrar el inmunégeno; subcutanea, intramuscular, intradérmica, intravenosa, intraperitoneal e intraesplénica.

La produccién de anticuerpos policlonales se puede monitorear muestreando sangre del animal inmunizado en
varios puntos después de la inmunizacién. Una segunda inyeccion de refuerzo, también se le puede dar. El proceso de
refuerzo y titulacién se repite hasta que se logra una titulacion conveniente. Cuando se obtiene un nivel de titulacién
deseado, el animal inmunizado se puede sangrar y el suero aislar y almacenar. El animal también se puede usar para
generar anticuerpos monoclonales.

Como es muy conocido en la técnica, la inmunogenicidad de una composicién particular se puede aumentar me-
diante el uso de estimuladores no especificos de la respuesta inmune, conocidos como adyuvantes. Los adyuvantes
ejemplares incluyen adyuvante de Freund completo, un estimulador no especifico de la respuesta inmune que contiene
Mycobacterium tuberculosis muertas; adyuvante de Freund incompleto; y adyuvante de hidréxido de aluminio.

Puede ser deseado reforzar el sistema inmunolégico del huésped, lo que se puede lograr asociando fosfolipidos
aniénicos y aminofosfolipidos con, o acopldndolos a, un portador. Los portadores ejemplares son hemocianina de lapa
de bocallave (KLH) y albdmina de suero bovino (ASB). Otras albtiminas tales como la ovalbimina, albtimina de suero
de ratén o la albimina de suero de conejo también se pueden usar como portadores.

Como también se conoce en la técnica, una composicién dada puede variar en su inmunogenicidad. Sin embar-
go, la generacion de anticuerpos contra fosfolipidos anidnicos y aminofosfolipidos no es particularmente dificil. Por
ejemplo, anticuerpos antifosfatidilserina altamente especificos fueron cultivados en ratones inmunizados mediante
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inyecciones intramusculares de geles de poliacrilamida que contenian fosfatidilserina y con vesiculas de fosfatodil-
serinacitocromo ¢ (Maneta-Peyret et al., 1988; 1989; cada una incorporada en la presente como referencia). El uso
de implantes de acrilamida mejord la produccién de anticuerpos (Maneta-Peyret ef al., 1988; 1989). Los anticuerpos
antifosfatidilserina cultivados en esta manera pueden detectar la fosfatidilserina in situ en plaquetas humanas (Maneta-
Peyret et al., 1988). Los grupos de Inoue, rote y Rauch han desarrollado también anticuerpos anti-PS y anti-PE (ver
mas adelante).

Aunque la generacion de anticuerpos contra fosfolipidos aniénicos y aminofosfolipidos puede ser conseguida a
través de varios medios, ciertos métodos preferidos se describen aqui en el ejemplo I'V.

C2. Anticuerpos Monoclonales

Varios métodos para generar anticuerpos monoclonales (MAbs) también son muy conocidos ahora en la técnica.
Las técnicas de generaciéon de anticuerpos monoclonales mas estdndares generalmente comienzan a lo largo de las
mismas lineas que aquellos para preparar anticuerpos policlonales (Antibodies: A Laboratory Manual, Cold Spring
Harbor Laboratory, 1988; incorporada en la presente como referencia). Una respuesta de anticuerpo policlonal se inicia
inmunizando un animal con una composicién de fosfolipido aniénico y/o aminofosfolipido, inmunogénico y, cuando
se obtiene un nivel de titulacién deseado, el animal inmunizado se puede emplear para generar Mabs. Preferentemente,
las técnicas particulares de tamizado y seleccidn, descritas en la presente, se usan para seleccionar anticuerpos con las
propiedades posteriores buscadas.

Los Mabs pueden ser facilmente preparados a través del uso de técnicas muy conocidas, tales como las ejempli-
ficadas en la Patente US 4,196,265, incorporada en la presente como referencia. Tipicamente, esta técnica involucra
inmunizar un animal conveniente con la composicién de inmunégeno seleccionada. La composicién inmunizante se
administra de una manera efectiva para estimular las células de produccion de anticuerpos. Los roedores tales como
ratones y ratas son los animales preferidos, sin embargo, el uso de conejos, ovejas y sapos también es posible. El uso
de ratas puede proporcionar ciertas ventajas (Goding, 1986, paginas 60-61; incorporada en la presente como referen-
cia), pero se prefieren los ratones, siendo el mds preferido el ratén BALB/c y éste se usa de manera mds rutinaria y
generalmente da un porcentaje mds alto de fusiones estables.

Después de la inmunizacidn, las células somadticas con el potencial para producir los anticuerpos deseados, es-
pecificamente linfocitos B (células B), se seleccionan para su uso en el protocolo para generar Mabs. Estas células
se pueden obtener a partir de bazos, amigdalas o ganglios linfaticos, o de muestras de sangre periférica. Las células
del bazo y las células de la sangre periférica se prefieren, las primeras debido a que son una fuente rica de células
que producen anticuerpos que estdn en la etapa de plasmablasto de division, y las dltimas porque la sangre periférica
es facilmente accesible. Frecuentemente, un panel de animales habran sido inmunizados y el bazo del animal con la
titulacion de anticuerpos mas alta serd removido y se obtendran los linfocitos de bazo mediante homogenizacion del
bazo con una jeringa. Tipicamente, un bazo de un ratén inmunizado contiene aproximadamente 5 X 107 hasta 2 X 108
linfocitos.

Los linfocitos B que producen anticuerpos a partir del animal inmunizado se fusionan entonces con células de una
célula de mieloma inmortal, generalmente uno de la misma especie que el animal que fue inmunizado. Las lineas de
células de mieloma convenientes para su uso en procedimientos de fusién que produce hibridoma preferiblemente son
los que no producen anticuerpos, tienen alta eficiencia de fusidn, y deficiencias de enzimas que los vuelven incapaces
de crecer en ciertos medios selectivos los cuales soportan el crecimiento de solamente las células fusionadas deseadas
(hibridomas).

Cualquiera de un nimero de células de mieloma se puede usar, como se conoce por los expertos en la técnica
(Goding, paginas 65-66, 1986; Campbell, pdginas 75-83, 1984; cada una incorporada en la presente como referencia).
Por ejemplo, cuando un animal inmunizado es un ratén, uno puede usar P3-X63/Ag8, X63-Ag8.653, NS1/1.Ag 4 1,
Sp210-Agl4, FO,NSO/U, MPC-11, MPC11-X45-GTG 1.7 y S194/5XX0 Bul; para ratas, uno puede usar R210.RCY3,
Y3-Ag 1.2.3,IR983F, 4B210 o una de las lineas celulares de ratén enlistadas anteriormente; y U-266, GM1500-GRG2,
LICR-LON-HMy2 y UC729-6, todos son ttiles en relacién con las fusiones de células humanas.

Los métodos para generar hibridos de células de bazo y de ganglios linfaticos que producen anticuerpos y de cé-
lulas de mieloma usualmente comprenden las células somdticas con células de mieloma en una proporcién de 4:1,
aunque la proporcién puede variar de desde aproximadamente 20:1 hasta aproximadamente 1:1, respectivamente, en
la presencia de una sustancia o sustancias (quimicas o eléctricas) que promueven la fusidn de las membranas celulares.
Los métodos de fusién usando el virus Rutai se han descrito por Kohler y Milstein (1975; 1976; cada una incorporada
en la presente como referencia), y aquellos que usan polietilenglicol (PEG), tal como 37 por ciento (volumen/volumen)
de polietilenglicol, por Gefter y colaboradores, (1977; incorporada en la presente como referencia). El uso de méto-
dos de fusién inducidos eléctricamente también es adecuado (Goding paginas 71-74, 1996; incorporada aqui como
referencia).

Los procedimientos de fusién usualmente producen hibridos viables a bajas frecuencias, aproximadamente 1 x 1076
hasta 1 x 1078, Sin embargo, esto no plantea un problema, ya que los hibridos viables, fusionados se diferencian de
las células padres no fusionadas (particularmente las células de mieloma no fusionadas que normalmente continuarian
dividiéndose indefinidamente) cultivando en un medio selectivo. El medio selectivo generalmente es uno que contiene
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una sustancia que bloquea la sintesis de novo de los nucleétidos en el medio de cultivo de tejido. Las sustancias
ejemplares y preferidas son aminopterina, metotrexato, y azaserina. La aminopterina y el metotrexato bloquean la
sintesis de novo tanto de purinas como de pirimidinas, mientras que los bloques de azaserina solamente la sintesis de
purina. Cuando se usa aminopterina o metotrexato, los medios se suplementan con hipoxantina y timidina como una
fuente de nucledtidos (medio HAT). Cuando se usa azaserina, los medios se suplementan con hipoxantina.

El medio de seleccion preferido es HAT. Solamente las células capaces de operar rutas recuperadas de nucleétidos
son capaces de sobrevivir en el medio HAT. Las células de mieloma carecen de enzimas claves de la ruta de recupera-
cidn, es decir, hipoxantina fosforribosil transferasa (HPRT), y no pueden sobrevivir. Las células B pueden operar esta
ruta, pero tienen una extension de vida limitada en cultivo y generalmente mueren dentro de dos semanas. Por lo tanto,
las Unicas células que pueden sobrevivir en el medio selectivo son aquellos hibridos formados a partir de las células B
y mieloma.

Este cultivo proporciona una poblacién de hibridomas a partir de la cual se seleccionan los hibridomas especificos.
Tipicamente, la seleccién de hibridomas se realiza mediante el cultivo de células por dilucién de clona tnica en
placas de microtitulacion seguidas por probar los sobrenadantes clonales individuales (después de aproximadamente
dos a tres semanas) para la reactividad anti-VEGF deseada. La prueba podria ser sensible, simple y rdpida, como los
radioinmunoensayos, los inmunoensayos de enzimas, los ensayos citotéxicos, los ensayos de placa, los ensayos de
inmunoenlace de punto, y similares.

Los hibridomas seleccionados se diluirfan serialmente y clonarian en lineas celulares que producen anticuerpos
individuales, cuyos clones pueden propagarse indefinidamente para proporcionar Mabs. Las lineas celulares se pueden
explotar a la produccién de Mabs en dos maneras basicas. Una muestra de hibridoma se puede inyectar (a menudo
en la cavidad peritoneal) en un animal histocompatible del tipo que se us6 para proporcionar las células somaticas
y de mieloma para la fusién original. El animal inyectado desarrolla tumores secretando el anticuerpo monoclonal
especifico producido por el hibrido de célula fusionada. Los fluidos corporales del animal, tales como suero o fluido
de ascitas, se pueden entonces golpear para proporcionar Mabs a alta concentracion. Las lineas celulares individuales
podrian también ser cultivadas in vitro, en donde los Mabs se secretan naturalmente en el medio de cultivo a partir del
cual pueden facilmente obtenerse en altas concentraciones.

Los Mabs producidos por cualquier medio generalmente se purificaran adicionalmente, p. ej. usando filtrado, cen-
trifugacion y varios métodos cromatograficos, tales como cromatografia liquida de alto rendimiento o cromatografia
por afinidad, todas aquellas técnicas de purificacién son muy conocidas para los expertos en la técnica. Las técnicas
de purificacion involucran el fraccionamiento para separar el anticuerpo deseado de otros componentes de una mezcla.
Los métodos analiticos particularmente convenientes para la preparacion de anticuerpos incluyen, p. ej. cromatografia
de proteina A-Sefarosa y/o proteina G-Sefarosa.

D. Anticuerpos de Segunda Generacion para Fosfolipidos Anionicos y Aminofosfolipidos

La presente invencién proporciona anticuerpos de “segunda generacion” que se enlazan a aminofosfolipidos y
fosfolipidos anidnicos, en donde los anticuerpos tienen propiedades mejoradas y/o no sufren de la desventaja asociada
con los anticuerpos de la técnica anterior. En la presente se describe un panel de esos anticuerpos, de los cuales los
anticuerpos monoclonales 9D2 y 3G4 son los que comtinmente se prefieren, y el anticuerpo 3G4 (ATCC 4545) es
particularmente preferido. La invencién proporciona también técnicas particulares de inmunizacién y tamizado, que
permiten producir anticuerpos “similares” o “competidores” con propiedades ventajosas y/o menos desventajas.

D1. Propiedades de Anticuerpos

Los anticuerpos de segunda generacion de la invencidn, se enlazan a los aminofosfolipidos y a los fosfolipidos
aniénicos y no tienen atn propiedades patogénicas asociadas usualmente con anticuerpos para esos fosfolipidos. Esto
fue posible, en parte, por las nuevas técnicas de inmunizacién y tamizado, desarrolladas por los inventores.

El(los) sindrome(s) antifosfolipidos (APS) estan asociados con autoanticuerpos denominados anticuerpos “anticar-
diolipina” y “anticuerpos anticoagulantes del lupus”. Estos sindromes se encuentran asociados con una predisposicién
a la tromboembolia venosa y arterial, trombocitopenia y a un nimero de sindromes neurolégicos. Los anticuerpos
antifosfolipidos en estos pacientes son entonces “anticuerpos patogénicos”.

Aunque se describieron por afios como “anticuerpos antifosfolipidos” y “anticuerpos anti-PS”, esos anticuerpos
patogénicos reconocen en efecto los cofactores proteinicos que se enlazan a la cardiolipina, PS o ambos, y no los
fosfolipidos mismos (Galli et al., 1990 1993; McNeil et al., 1990; Rote, 1996). Los anticuerpos anticardiolipina
reconocen una regién particular (entre el residuo 281 y el residuo 288) sobre la 52-glicoproteina I, mientras que
los anticuerpos anticoagulantes de lupus reconocen la protrombina. Similarmente, los anticuerpos anti-PE que se
presentan en estado de enfermedad se enlazan a la PE en combinacién con proteinas, tales como el cinindgeno de
alto peso molecular (HK), precalicreina y factor XI (Sugi y Mclntyre, 1995; 1996a; 1996b). En base a este tipo de
reconocimiento de proteinas, los anticuerpos antifosfolipidos en pacientes desplazan los cofactores proteinicos de los
fosfolipidos, creando asi los sintomas de la enfermedad.

31



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2358 730 T3

Los anticuerpos de la presente invencion han sido seleccionados particularmente en base a que no se enlazan a los
aminofosfolipidos y a los fosfolipidos aniénicos en combinacidn con cofactores proteinicos, sino que mds bien son
“verdaderos” anticuerpos antifosfolipidos. Como tales los anticuerpos de la invencién no se enlazan o desplazan los
cofactores proteinicos de los fosfolipidos y por lo tanto son de administracién segura. En efecto, los ratones tratados
con los anticuerpos de la invencién a dosis elevadas, por periodos prolongados, no mostraron cambios en la capacidad
de coagulacion, pero los ratones responden con APS cuando son inyectados con anticardiolipina o con anticuerpos
anticoagulantes de lupus.

Sin importar los mecanismos fundamentales, los anticuerpos antifosfolipidos que se presentan en la poblacién
humana estan correlacionados con las enfermedades autoinmunes, p. ej. con el lupus eritematoso sistémico (Branch er
al., 1987; Staub et al., 1989; Drouvalakis and Buchanan, 1998; Smirnov et al., 1995; Rauch et al., 1986; Rauch and
Janoff 1990) y la pérdida de prefiez recurrente (rote et al., 1995; Rote, 1996; Vogt et al., 1996; 1997; Katsuragawa
et al., 1997). Ninguno de esos sintomas han sido asociados cuando los anticuerpos de la presente invencién son
administrados a ratones 0 monos.

También, el epitope reconocido por los anticuerpos de la invenciodn, tales como los anticuerpos 9D2 y 3G4 (ATCC
4545), no es el mismo que el reconocido por la anexina V. Esto se demuestra aqui ya que los agentes no bloquean
en forma cruzada el enlazamiento de unos con otros a fosfolipidos. El epitope reconocido por los anticuerpos 3G4
y 9D2 es probablemente una forma de PS empacada hexagonalmente la cual es la forma inmunogénica. La anexina
V se enlaza probablemente a la PS plana ademds de a la forma hexagonal. La forma hexagonal de concentrados
de PS en protuberancias en la membrana plasmética asociada con la activacién celular y en “glébulos” en células
apoptdticas. La distribucién restringida de los anticuerpos de la invencidn, tales como los anticuerpos 9D2 y 3G4
(hasta 45), contribuye entonces ademas a la falta de toxicidad detectable y a la falta de efecto en la coagulacion de los
anticuerpos.

A fin de generar anticuerpos para crear aminofosfolipidos y fosfolipidos anidnicos, con propiedades ventajosas
y/o sin efectos secundarios o efectos secundarios reducidos, la invencién proporciona métodos de inmunizacién y
tamizado. Otras técnicas de inmunizacién y anticuerpos han sido reportadas en la literatura (Umeda et al., 1989;
Igarashi et al., 1991; rote et al., 1990), incluyendo aquellas con especificidad reportada para el tipo de cadenas de
dcidos grasos involucradas (Levy et al., 1990, Qamar et al., 1990). Sin embargo las técnicas de inmunizacién de
la presente y en particular la seleccién de anticuerpos que no son dependientes del suero, proporciona beneficios
particulares.

Umeda et al., (1989) report6 la produccién de anticuerpos monoclonales que reconocen epitopes estereoespecifi-
cos de fosfatidilserina. Sin embargo, el sistema de Umeda sufre de la desventaja de usar la inmunizacién directa de
fosfatidilserina en el bazo del ratén usando una muestra de aminofosfolipido recubierto con Salmonella (Umeda et al.,
1989). Muchos de los anticuerpos reportados por Umeda et al., (1989) exhiben también una actividad anticoagulante,
la cual es una desventaja no asociada con los anticuerpos de la invencidn. El perfil de enlazamiento del anticuerpo 3G4
es diferente al del anticuerpo PSC8 de Umeda et al., (1989).

Los anticuerpos de la presente invencion tienen la ventaja de reconocer todos o la mayoria de los aminofosfolipidos
anioénicos, lo cual puede proporcionar mas objetivos para el enlazamiento. Por lo tanto los anticuerpos de segunda
generacion, de la invencién, pueden ser definidos como aquellos que tienen la misma, o substancialmente la misma,
especificidad por el fosfolipido que los anticuerpos 9D2 o0 3G4 (ATCC 4545), tal como se describe en la tabla 4 de la
presente, y por no ser dependiente del suero.

Igarashi et al., (1991) reporta también la induccién de anticuerpos anti-PS, pero usa nuevamente la inmunizacién
intrabazal y se observé tinicamente un ligero incremento de la titulacion cuando el antigeno fue inyectado nuevamente
intravenosamente. La mayoria de los anticuerpos monoclonales de Igarashi et al., (1991) reaccionaron en forma cru-
zada con el ADN y muchos exhibieron actividad anticoagulante del lupus, desventajas ningunas de las cuales existen
en los anticuerpos desarrollados por los inventores de la presente. El perfil de enlazamiento del anticuerpo preferido
3G4, de la invencidn, es también diferente al de los anticuerpos de la tabla 1 de Igarashi et al., (1991).

Otras personas han reportado las actividades anticuagulantes del lupus de los anticuerpos monoclonales de murino
que reaccionan en forma cruzada con mas de un fosfolipido aniénico (Alving et al., 1987; Rauch & Janoff, 1990), pero
los inventores de la presente no han experimentado dificultad de obtener anticuerpos libres de actividad anticoagulante
de lupus. Esto representa una ventaja distinta de los métodos, anticuerpos y anticuerpos competidores, de conformidad
con la presente invencion.

Ademis de evitar el uso de anticuerpos de pacientes, tal como se describe en Rauch et al., (1986), Hasegawa et
al., (1994), Ravirajan et al., (1995) and Menon et al., (1997), la presente solicitud demuestra también las propiedades
ventajosas de los anticuerpos proporcionados por esta invencién en comparaciones, una a una, con los anticuerpos
existentes en la literatura, tal como el anticuerpo 3SB descrito por Rote et al., (1993). Aunque el anticuerpo 3SB
tiene propiedades apropiadas para el uso en varios de los métodos aqui descritos, los anticuerpos desarrollados por
los inventores de la presente reproducen no obstante al anticuerpo 3SB en estudios comparativos, por ejemplo como
se muestra en la presente por los efectos antivirales incrementados de los anticuerpos 3G4 al contrario del anticuerpo
3SB (ejemplo XIII).
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Los anticuerpos de la presente invencién pueden ser caracterizados por su afinidad. Antes de la invencion, los
anticuerpos en la literatura tenfan una afinidad relativamente débil (en donde se reporta) en ciertas modalidades, los
anticuerpos de segunda generacién de la invencién y se definen entonces como aquellos que tienen una afinidad por la
PS de al menos igual afinidad de los anticuerpos 9D2 o 3G4 (ATCC 4545), en particular cuando se mide en un ELISA
tal como se describe en la presente, descrito en la tabla 3, y por no ser dependientes del suero.

En forma mads preferente, los anticuerpos de segunda generacién de la invencion se definen como aquellos que
tienen una afinidad por la PS al menos igual que la afinidad de los anticuerpos 9D2 o 3G4 (ATCC 4545) por la PS, tal
como se describe en la tabla 3, y porque tienen substancialmente la misma, o la misma, especificidad por el fosfolipido,
que los anticuerpos 9D2 o 3G4 (ATCC 4545), tal como se describe en la tabla 4, y por no ser dependientes del suero.
En la forma mads preferente, los anticuerpos de segunda generacion son aquellos que tienen una afinidad por la PS al
menos igual que la afinidad del anticuerpo 3G4 (ATCC 4545) por la PS, tal como se describe en la tabla 3, y por tener
la misma especificidad por el fosfolipido que el anticuerpo 3G4 (ATCC 4545), tal como se describe en la tabla 4, y
por no ser dependiente del suero.

D2. Tecnologia CDR

Los anticuerpos estdn compuestos de regiones variables y constantes. El término “variable”, tal como se usa en la
presente, con referencia a los anticuerpos, significa que ciertas porciones de los dominios variables difieren extensiva-
mente en la secuencia entre anticuerpos, y se usan en el enlazamiento y especificidad de cada anticuerpo particular a
su antigeno particular. Sin embargo, la variabilidad no es distribuida uniformemente en todos los dominios variables
de los anticuerpos. Se encuentra concentrada en tres segmentos denominados “regiones hipervariables”, en los do-
minios variables tanto de cadena ligera como de cadena pesada (diferentes a los anticuerpos camelizados analizados
posteriormente).

Las porciones mds altamente conservadas de los dominios variables son llamadas regién de estructura (FR). Los
dominios variables de las cadenas pesada y ligera, nativas, comprenden cada uno cuatro FRs (FR1, FR2, FR3 y FR4,
respectivamente), que adoptan en gran medida una configuracién de hoja 8, conectada por tres regiones hipervariables,
que forman rizos que conectan y que en algunos casos forman parte de la estructura de hoja 3.

Las regiones de hipervariabilidad en cada cadena se mantienen juntas en estrecha proximidad por los FRs y, con
las regiones hipervariables de la otra cadena contribuyen a la formacién del sitio de enlazamiento al antigeno de los
anticuerpos (Kabat et al., 1991, incorporada especificamente en la presente como referencia). Los dominios constantes
no estdn involucrados directamente en el enlazamiento de un anticuerpo a un antigeno, pero exhiben varias funciones
efectoras, tales como la participacién del anticuerpo en la toxicidad celular dependiente del anticuerpo.

El término “region hipervariable”, tal como se usa en la presente, se refiere a residuos de aminodcidos de un anti-
cuerpo que son responsables del enlazamiento al antigeno. La region hipervariable comprende residuos de aminoacidos
de una “regién determinante de complementariedad” o “CDR” (es decir los residuos 24-34 (L1), 50-56 (L2) y 89-97
(L3) en el dominio variable de la cadena ligera y 31-35 (H1), 50-56 (H2) y 95-102 (H3) en el dominio variable de la
cadena pesada; Kabat et al., 1991, incorporada especificamente en la presente como referencia) y/o aquellos residuos
de un “rizo hipervariable” (es decir los residuos 26-32 (L1), 50-52 (L2) y 91-96 (L3) en el dominio variable de cadena
ligera y 26-32 (H1), 53-55 (H2) y 96-101 (H3) en el dominio variable de cadena pesada). Residuos de “estructura” o
“FR” son aquellos residuos del dominio variable diferentes a los residuos de la region hipervariable ya definida aqui.

El ADN y secuencias de aminodcidos deducidas de las cadenas VH y V6 del anticuerpo 3G4 (ATCC 4545) que
proporcionan en la presente como SEQ ID NO: 1, 2, 3 Y 4, respectivamente. Estas secuencias abarcan la CDR1-
3 de las regiones variables de las cadenas pesada y ligera del anticuerpo. En vista a la secuencia y otra informacién
proporcionada aqui, y el conocimiento de la técnica, se puede preparar ahora una gama de anticuerpos similares al 3G4
y mejorado, y regiones de enlazamiento al antigeno, y se encuentran entonces comprendidas por la presente invencion.

En ciertas modalidades la invencion proporciona al menos una CDR del anticuerpo producido por el hibrido-
ma depositado como ATCC 4545. En otras modalidades la invencién proporciona una CDR, anticuerpo o regién de
enlazamiento al antigeno del mismo, que se enlaza al menos a un primer aminofosfolipido o fosfolipido aniénico,
preferentemente PS, y que comprende al menos una CDR del anticuerpo producido por el hibridoma depositado como
ATCC 4545.

Aspectos importantes de la invencién conciernen al menos a una CDR que tiene la secuencia de aminoécidos de
la SEQ ID NO: 2 0 SEQ ID NO: 4, o una variante o forma mutagenizada de la misma. Otros aspectos de la invencién
conciernen a una CDR, anticuerpo, o regién de enlazamiento al antigeno del mismo, que enlaza al menos un primer
aminofosfolipido o fosfolipido aniénico, preferentemente PS, y que comprende al menos una CDR con una secuencia
de aminodcidos de la SEQ ID NO: 2 0 SEQ ID NO: 4, o una variante o forma mutagenizada de la misma, en donde esa
variante o forma mutagenizada mantiene el enlazamiento al aminofosfolipido o fosfolipido aniénico, preferentemente
PS.

En una modalidad particular la invencién proporciona un anticuerpo, o una regién de enlazamiento al antigeno del
mismo, en el cual las regiones de la estructura del anticuerpo 3G4 (ATCC 4545) han sido cambiadas de la IgG de ratén
a humana, tal como la IgG, humana u otra subclase de IgG para reducir la inmunogenicidad en humanos. En otras
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modalidades la secuencia del anticuerpo 3G4 (ATCC 4545) son examinadas con respecto a la presencia de epitopes
de células T, tal como es conocida en la técnica. La secuencia subyacente puede ser cambiada entonces para remover
los epitopes de las células T, es decir para “desinmunizar” el anticuerpo.

La disponibilidad del ADN y secuencias de aminoacidos de las cadenas Vh y V6 del anticuerpo 3G4 (SEQ ID
NO: 1, 2, 3 y 4) significa que ahora puede prepararse una gama de anticuerpos usando tecnologia CDR. En particular,
se realizan mutaciones aleatorias en la CDR y los productos se tamizan para identificar anticuerpos con mayores
afinidades y/o mayores especificidades. Esas mutagénesis y seleccion se lleva a la practica rutinariamente en las
técnicas de anticuerpos. Es particularmente conveniente para el uso en la presente invencion, dadas las ventajosas
técnicas de tamizado descritas aqui.

Estas técnicas se usan para generar variantes de anticuerpos con propiedades biolégicas mejoradas con relacién al
anticuerpo original a partir del cual se preparan, tales como los anticuerpos 9D2 y 3G4 (ATCC 4545). Esas variantes,
o compuestos de segunda generacion, son tipicamente variantes de substituciéon que involucran uno o mas residuos
de region hipervariable, substituidos, de un anticuerpo original. Una forma conveniente para generar esas variantes de
substitucién es la maduracién por afinidad usando la presentacién del fago.

En la maduracién por afinidad usando la presentacién del fago, varios sitios de la regién hipervariable (p. ej. 6-
7 sitios) son mutados para generar todas las posibles substituciones de aminodcidos en cada sitio. Las variantes de
anticuerpos asi generadas son exhibidas en una forma monovalente de particulas de fago filamentoso, como fusiones
al producto del gen III del M 13 empacado dentro de cada particula. Las variantes con presentacion del fago son selec-
cionadas después con respecto a su actividad biolégica (afinidad de enlazamientos) tal como se describe en la presente.
A fin de identificar sitios de region hipervariable candidatos, para modificacion, se puede llevar a cabo la mutagénesis
de exploracion de alanina, para residuos de region hipervariable identificados, que contribuyan significativamente al
enlazamiento al antigeno.

Las tecnologias de entremezclado e implante de CDR pueden ser usadas también con los anticuerpos de la presente
invencion, preferentemente los anticuerpos 9D2 y 3G4 (ATCC 4545). El entremezclado de CDR inserta secuencias de
CDR en una regidn especifica de la estructura (Jirholt ef al., 1998, incorporada especificamente en la presente como
referencia. Las técnicas de implantacién de CDR permiten la combinacién aleatoria de secuencias CDR en una sola
estructura maestra (Soderlind et al., 1999, 2000, cada una incorporada en la presente como referencia). Usando esas
técnicas, las secuencias de CDR del anticuerpo 3G4 (ATCC 4545), por ejemplo, son mutagenizadas para crear una
pluralidad de diferentes secuencias, que son incorporadas en una secuencia de andamiaje y las variantes de anticuerpo
resultantes seleccionadas con respecto a las caracteristicas deseadas, por ejemplo una mayor afinidad.

En vista a la informacién de la presente descripcion, el fragmento del enlazamiento al antigeno de los anticuerpos,
preferentemente de los anticuerpos 9D2 3G4 (ATCC 4545), puede ser también minimizado, proporcionando una es-
tabilidad mejorada. Esto puede conseguirse preparando proteinas de enlazamiento de un solo dominio en base a los
dominios Vy y similares al Vy de la inmunoglobulina (Nuttall et al., 2000, incorporada especificamente a la presente
como referencia).

En forma alternativa o adicional, la estructura cristalina del complejo antigeno-anticuerpo puede ser delineada y
analizada para identificar puntos de contacto entre el anticuerpo y el aminofosfolipido o fosfolipido aniénico objetivo,
p. €j. la PS. Esos residuos de contacto y residuos vecinos son candidatos para la substitucién. Una de esas variantes
se genera, el panel de variantes es sometido al tamizado, tal como se describe en la presente, y los anticuerpos con
propiedades andlogas pero diferentes o inclusive superiores, en uno o mas ensayos relevantes, son seleccionados para
desarrollo adicional.

D3. Anticuerpos Camelizados

Ejemplos adicionales de anticuerpos de la invencion son los anticuerpos “camelizados”. Los anticuerpos de came-
llos y llamas (Camelildae, camélidos) incluye un tipo Unico de anticuerpo, el cual se encuentra desprovisto de cadenas
ligeras y estd formado entonces unicamente de cadenas pesadas. Estos han sido denominados “anticuerpos cameliza-
dos”. El sitio de enlazamiento al antigeno de esos anticuerpos es de un solo dominio, al cual se hace referencia como
Vi (VHH).

Como las secuencias de ADN y aminodacidos de las cadenas Vh y V6 del anticuerpo 3G4 (ATCC 4545) son pro-
porcionadas en la presente (SEQ ID Nos: 1, 2, 3 y 4), se pueden preparar las versiones camelizadas del anticuerpo
3G4. Mutaciones y adaptaciones estructurales pueden ser realizadas para remodelar un Vi de un par V-V en un Vyy
de un solo dominio con retencién de variabilidad suficiente (Muyldermans et al., 2001, incorporada especificamente
a la presente como referencia). Esos constructos Vyy son unidades de reconocimiento pequefias, robustas y eficientes
(Riechmann and Muyldermans, 1999) con una potente capacidad de enlazamiento al antigeno, que pueden proporcio-
nar la ventaja adicional de interactuar con epitopes novedosos que son inaccesibles a los pares V-V convencionales.
De esta manera, los anticuerpos camelizados estdn emparentados con los fragmentos Fv pero pueden tener beneficios
adicionales.

La patente US 5,800,988, 1a US 6,005,079, la solicitud PCT WO 94/04678, 1a solicitud PCT 94/25591, Riechmann
& Muyldermans (1999) y Muyldermans et al., (2001) se incorpora cada una especificamente en la presente, como
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referencia, con el propésito de describir en forma atn adicional y de permitir la produccién de anticuerpos cameliza-
dos. Por consiguiente, la CDR del anticuerpo 3G4 puede ser injertada sobre la estructura del dominio variable de la
inmunoglobulina de cadena pesada del anticuerpo Camelidae.

D4. Secuencias CDR

Aspectos adicionales de la invencién conciernen entonces a segmentos de ADN aislados y a vectores recombinan-
tes que codifican regiones CDR de cadenas pesadas y ligeras de anticuerpos, tales como 9D2 y 3G4, y por ejemplo el
3G4 (ATCC 4545), cadenas pesadas y ligeras, y la creaciéon y uso de células huésped recombinantes y fagos a través
de la aplicacién de la tecnologia de ADN, que expresa esas regiones CDR.

La invencion proporciona entonces un polinucledtido aislado que contiene una secuencia de nucleétidos que co-
difica al menos una CDR del anticuerpo producido por el hibridoma depositado como ATCC 4545. La invencién
proporciona ademads un polinucleétido aislado que contiene una secuencia de nucleétidos que codifica una CDR, an-
ticuerpo, o regién de enlazamiento al antigeno, del mismo, que se enlaza al menos a un primer aminofosfolipido
o fosfolipido aniénico, preferentemente PS, y que comprende al menos una CDR del anticuerpo producido por el
hibridoma depositado como ATCC 4545.

Aspectos adicionales de la invencidn conciernen a un polinucleétido aislado que contiene una secuencia de nu-
cledtidos que codifica al menos una CDR que tiene la secuencia de aminodcidos de la SEQ ID NO: 2 o SEQ ID NO:
4, o una variante o forma mutagenizada de la misma. Otros aspectos de la invencién conciernen a un polinucleétido
aislado que contiene una secuencia de nucledtidos que codifica una CDR, anticuerpo, o regién de enlazamiento al
antigeno, de la misma, que se enlaza al menos a un primer aminofosfolipido o fosfolipido aniénico, preferentemente
PS, y que comprende una CDR con una secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 2 o SEQ ID NO: 4, o una
variante o forma mutagenizada de las mismas, en donde esa variante o forma mutagenizada mantiene el enlazamiento
al aminofosfolipido o al fosfolipido aniénico, preferentemente PS.

En otros aspectos de la invencidn, el polinucledtido aislado contiene la secuencia de nucledtidos de la SEQ ID
NO: 1 o SEQ ID NO: 3, o una variante o forma mutagenizada de la misma. En particular el polinucleétido aislado
contiene la secuencia de nucleétidos de la SEQ ID NO: 1 o SEQ ID NO: 3, o una variante o forma mutagenizada de
la misma, en donde la secuencia de nucleétidos codifica una CDR, anticuerpo, o regién de enlazamiento al antigeno,
de la misma, que se enlaza al menos a un aminofosfolipido o fosfolipido anidnico, preferentemente PS, en donde
cualquiera de esas variantes o formas mutagenizadas mantiene el enlazamiento al aminofosfolipido o fosfolipido
anidnico, preferentemente PS.

La presente invencién concierne entonces a un polinucledtido y segmentos de ADN, que pueden ser aislados
a partir de cualquier mamifero, preferentemente humano o murino, que se encuentran libres del ADN genémico
total y que pueden expresar regiones CDR de cadenas pesadas y ligeras de un anticuerpo antifosfolipido aniénico o
antiaminofosfolipido, tal como 9D2 y 3G4, y preferentemente 3G4 (ATCC 4545), cadenas pesadas y ligeras. Como
se usa en la presente, los términos “segmento de polinucledtido” y “segmento de ADN” se refiere a polinucledtidos y
moléculas de ADN que han sido aisladas libres del ADN gendmico total de una especie particular. Incluido dentro del
término “segmento de polinucledtido” y “segmento de ADN”, se encuentran segmentos de ADN y fragmentos mas
pequefios de esos fragmentos, y también vectores recombinantes, incluyendo, p. ej. pldsmidos, c6smidos, fagos, virus,
y similares.

En forma similar, un segmento de ADN que comprende un segmento codificador o una porcién de gen aislada que
codifique regiones CDR purificadas de cadenas pesadas y ligeras de anticuerpo antifosfolipido aniénico o antiamino-
fosfolipido, tales como el 9D2 y 3G4, y preferentemente el 3G4, cadenas pesadas y ligeras, se refiere a un segmento
de ADN que incluye esas secuencias codificadoras y, en ciertos aspectos, secuencias regulatorias, aisladas substan-
cialmente lejos de otros genes que se presentan en forma natural o secuencias codificadoras de proteinas. En este
respecto el término “gen” se usa por simplicidad para hacer referencia a una proteina funcional, unidad codificadora
de polipéptido o péptido. Como comprenderdn los experimentados en la técnica, este término funcional incluye las
secuencias codificadoras de anticuerpos nativos y segmentos mas pequefios producidos por ingenieria, que expresan,
o pueden ser adaptados para expresar, proteinas, polipéptidos o péptidos de enlazamiento al antigeno, apropiados.

“Aislados substancialmente lejos de otras secuencias codificadoras” significa que el segmento codificador o por-
cion de interés del gen aislado forma la parte significativa de la regién codificadora del segmento de ADN, y que
el segmento de ADN no contiene porciones grandes de ADN codificador que se presenten naturalmente, tales como
fragmentos cromosémicos grandes u otros genes funcionales o regiones codificadoras de cADN. Por puesto que esto
se refiere al segmento de ADN como se afsla originalmente y no excluye genes o regiones codificadoras adicionadas
posteriormente al segmento por la mano del hombre.

En modalidades particulares la invencién concierne a segmentos codificadores aislados o porciones de genes ais-
ladas y vectores recombinantes que incorporan secuencias de ADN que codifican regiones CDR de cadenas pesadas
y ligeras de anticuerpos antifosfolipido aniénico o antiaminofosfolipido, tales como 9D2 y 3G4, y preferentemente
3G4, cadenas pesadas y ligeras, que comprenden al menos una prlmera regién de secuencia que incluye una region
de secuencia de aminodcidos de al menos aproximadamente 75%, mds preferentemente, al menos aproximadamente
80%, mas preferentemente al menos aproximadamente 85%, mas preferentemente, al menos aproximadamente 90%,
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91%, 92%, 93%, 94%, y en la forma mas preferente, al menos aproximadamente 95%, 96%, 97%, 98% 6 99% o valor
similar de identidad en la secuencia de aminodacidos con la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 2 o SEQ ID
NO: 4; en donde las regiones CDR mantienen al menos substancialmente las propiedades bioldgicas de las regiones
CDR de secuencias de aminodcidos SEQ ID NO: 2 o SEQ ID NO: 4.

Como se describe en la presente, las secuencias pueden comprender ciertos aminodcidos equivalentes en funciona-
lidad bioldgica o “substituciones conservadoras”. Otras secuencias pueden comprender aminodcidos funcionalmente
no equivalentes o “substituciones no conservadoras” manipuladas deliberadamente por ingenieria genética para me-
jorar las propiedades de la CDR o anticuerpo que contenga la CDR, como es conocido por aquellos de experiencia
ordinaria en la técnica y descrito adicionalmente en la presente.

También se comprendera que las secuencias de aminoacidos y dcidos nucleicos pueden incluir residuos adicionales
tales como aminodcidos N-terminal o C-terminal, adicionales, o secuencias 5’ o 3’, y corresponder todavia a una
secuencia de la invencién, siempre y cuando la secuencia cumpla con los criterios presentados anteriormente, y que
incluyan preferentemente la manutencioén y mejorfa de la actividad bioldgica de la proteina en donde la expresion de
la proteina se encuentre involucrada. La adicién de secuencias terminales incluye varias secuencias no codificadoras
que flanquean las porciones ya sea 5’ 0 3’ de la regién codificadora y también de las regiones de control.

Los segmentos de dcido nucleico de la invencién pueden ser entonces combinados con otras secuencias de ADN,
tales como promotores, sefiales de poliadenilacidn, sitios de enzimas de restriccién, adicionales, sitios de clonacién
mudltiples, otros segmentos codificadores, y similares, de manera tal que su longitud total pueda variar considerable-
mente. Por lo tanto se contempla que un fragmento de dcido nucleico de casi cualquier longitud pueda ser empleado,
y la longitud total se encuentra limitada preferentemente por la facilidad de preparacién y uso en el protocolo de ADN
recombinante usado.

Los vectores recombinantes forman entonces aspectos adicionales de la invencién. Vectores particularmente ttiles
son contemplados como aquellos vectores en los cuales la porcién codificadora del segmento de ADN se encuentra
ubicada bajo el control de un promotor. Generalmente, aunque no exclusivamente, se empleard un promotor recombi-
nante o heter6logo, es decir un promotor no asociado normalmente con secuencias codificadoras en su ambiente natu-
ral. Esos promotores pueden incluir promotores bacterianos, virales, eucaridticos y de mamiferos, siempre y cuando el
promotor dirija efectivamente la expresion del segmento de ADN en el tipo de célula, organismo, o inclusive animal,
seleccionado para la expresion.

El uso de combinaciones de promotor y tipo de célula, para la expresion de proteinas, es conocido por los expe-
rimentados en la técnica de la biologia molecular. Los promotores empleados pueden ser constitutivos, o inducibles,
y pueden ser usados bajo las condiciones apropiadas para dirigir una expresion de alto nivel del segmento de ADN
introducido, tal como es ventajoso en la produccién a gran escala de proteinas o péptidos recombinantes.

La expresion de las secuencias de dcidos nucleicos de la invencion puede ser conseguida convenientemente a
través de cualesquiera de uno o mas procedimientos estandares conocidos por aquellos de experiencia ordinaria en
la técnica y se describen adicionalmente aqui. Por ejemplo, la tltima descripcion de la expresién recombinante de
proteinas de fusién aplica igualmente bien a anticuerpos y fragmentos de anticuerpos que no se encuentren asociados
funcionalmente con otra secuencia codificadora a nivel de 4cidos nucleicos.

E. Técnicas Adicionales de Preparacion de Anticuerpos
El. Anticuerpos de Bibliotecas de Fagémidos

La tecnologia recombinante ahora permite la preparacion de anticuerpos que tienen la especificidad deseada a partir
de genes recombinantes que codifican un intervalo de anticuerpos (Van Dijk y colaboradores, 1989; incorporada en la
presente como referencia). Ciertas técnicas recombinantes usan el aislamiento de genes de anticuerpos por seleccién
inmunoldgica de bibliotecas de expresion de fagos de inmunoglobulina combinatoria preparadas a partir de ARN
aislado del bazo de un animal inmunizado (Morrison y colaboradores, 1986; Winter y Milstein, 1991; Barbas et al.,
1992; cada una incorporada en la presente como referencia).

Para estos métodos, las bibliotecas de fagémidos de inmunoglobulina combinatoria se preparan a partir de ARN
aislado a partir del bazo del animal inmunizado, y los fagémidos que expresan los anticuerpos adecuados se seleccionan
por lavado en batea, usando células que expresan el antigeno de las células de control. Las ventajas de este enfoque
sobre las técnicas de hibridoma convencionales son que aproximadamente 10* veces tantos anticuerpos se pueden
producir y seleccionar en una sola ronda, y que se general nuevas especificidades por la combinacién de la cadena H
y la cadena L, lo cual aumenta adicionalmente el porcentaje de anticuerpos adecuados generados.

Un método para la generacién de un gran repertorio de diversas moléculas de anticuerpos en bacterias utilizan
el bacteriéfago lambda como el vector (Huse y colaboradores, 1989; incorporada en la presente como referencia).
La produccion de anticuerpos que usan el vector lambda implica la clonacién de poblaciones de cadenas pesadas y
ligeras de las secuencias de ADN en vectores iniciales por separado. Los vectores se combinan posteriormente alea-
toriamente para formar un solo vector que dirige la coexpresién de cadenas pesadas y ligeras para formar fragmentos
de anticuerpos. Las secuencias de ADN de cadena pesada y ligera se obtienen por amplificacién, preferiblemente por
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reaccién de cadena de polimerasa (PCRMR) o una técnica de amplificacion relacionada, de ARNm aislado a partir de
células de bazo (6 hibridomas de las mismas) de un animal que ha sido inmunizado con un antigeno seleccionado. Las
secuencias de cadena pesada y ligera tipicamente se amplifican usando iniciadores que incorporan sitios de restriccion
en los extremos del segmento de ADN amplificado para facilitar la clonacién de los segmentos de cadena pesada y
ligera en los vectores iniciales.

Otro método para la generacion y seleccion de bibliotecas grandes de sitios de combinacién de anticuerpos enteros
o parcialmente sintéticos, o paratopos, utiliza vectores de despliegue derivados de fago filamentoso, tal como M13, fi
o fd. Estos vectores de despliegue de fago filamentoso, conocidos como “fagémidos”, producen grandes bibliotecas de
anticuerpos monoclonales que tienen diversas y novedosas inmunoespecificidades. La tecnologia usa un dominio de
ancla de membrana de proteina de recubrimiento de fago filamentoso como un medio para enlazar el producto del gen
y el gen durante la etapa de ensamble de la réplica de fago filamentoso, y se ha usado para la clonacién y expresién de
anticuerpos a partir de bibliotecas combinatorias (Kang y colaboradores, 1991; Barbas y colaboradores, 1991) cada
una incorporada en la presente como referencia).

Esta técnica general para el despliegue de fago filamentoso se describe en la Patente US 5,658,727, incorporada
en la presente como referencia. En un sentido més general, el método proporciona un sistema para la clonacién y
seleccién simultdnea de especificidades de enlazamiento con ligando preseleccionado a partir de repertorios de genes
de anticuerpos usando un solo sistema de vector. La seleccién de miembros aislados de la biblioteca para una capacidad
enlazamiento de ligando preseleccionada permite la correlacién de la capacidad de enlazamiento de una molécula de
anticuerpo expresada con un medio conveniente para aislar el gen que codifica al miembro de la biblioteca.

El enlace de la expresion y la seleccion se llevan a cabo mediante la combinacién del direccionamiento de un
polipéptido de fusién en el periplasma de una célula bacteriana para permitir el ensamble de un anticuerpo funcional, y
el direccionamiento de un polipéptido de fusién sobre el recubrimiento de una particula de fago filamentoso durante el
ensamble del fago para permitir la seleccion conveniente del miembro de interés de la biblioteca. El direccionamiento
peripldsmico se proporciona por la presencia de un dominio de sefial de secrecién en un polipéptido de fusién. El
direccionamiento de una particula de fago se proporciona mediante la presencia de un dominio de ancla de membrana
de proteina de recubrimiento de fago filamentoso (es decir, un dominio de ancla de membrana derivada de cplll o
cpVIII) en un polipéptido de fusién.

La diversidad de una biblioteca de anticuerpos combinatorios basados en fagos filamentosos se puede aumentar
cambiando de genes de cadenas pesadas y ligeras, alterando una o mds de las regiones de determinacién de com-
plementariedad de los genes de cadena pesada clonados de biblioteca, o introduciendo mutaciones aleatorias en la
biblioteca mediante reaccion de cadena de polimerasa propensa a error. Otros métodos para seleccionar bibliotecas de
fagémidos se describen en las Patentes US 5,580,717; 5,427,908; 5,403,484; y 5,223,409, cada una incorporada en la
presente como referencia.

Otro método para la seleccion de grandes bibliotecas de anticuerpos combinatorios se ha desarrollado, utilizando
la expresién de poblaciones de diversas secuencias de cadenas pesadas y ligeras en la superficie de un bacteri6fago
filamentoso, tal como M13, fl o fd (Patente US 5,698,426; incorporada en la presente como referencia). Dos poblacio-
nes de diversas secuencias de cadenas pesada (Hc) y ligera (Lc) se sintetizan por la reaccién de cadena de polimerasa
(PCRMR), Estas poblaciones se clonan en vectores basados en M13 separados que contienen los elementos necesarios
para la expresion. El vector de cadena pesada contiene una secuencia de proteina de recubrimiento de gen VIII (gVIII),
de manera que la traduccién de la secuencia de cadena pesada produce las proteinas de fusiéon gVIII-Hc. Las pobla-
ciones de dos vectores se combinan aleatoriamente, de manera que solamente las porciones del vector que contienen
las secuencias He y Lc se unen en un solo vector circular.

El vector combinado dirige la coexpresion tanto de las secuencias Hc y Lc para ensamblar los dos polipéptidos
y la expresion de superficie en M13 (Patente US 5,698,426; incorporada en la presente como referencia). El paso de
combinacidn aleatoriamente junta secuencias de codificaciéon Hc y Lc diferentes dentro de dos poblaciones distintas
en un solo vector. Las secuencias de vectores donados de cada vector independiente son necesarias para la produccién
de un fago viable. También, ya que las secuencias de seudo gVIII estdn contenidas solamente uno de los dos vectores
iniciales, la coexpresion de fragmentos de anticuerpos funcionales como proteinas de fusién gVIII-Hc asociados con
Lc no se puede llevar a cabo en la superficie del fago hasta que las secuencias del vector se enlace en un solo vector.

La expresion superficial de la biblioteca de anticuerpos se realiza en una cepa supresora de dmbar. Un codén
de detencién de dmbar entre la secuencia Hc y la secuencia gVIII desenlaza los dos componentes en una cepa no
supresora. Aislando el fago producido a partir de la cepa no supresora e infectando una cepa supresora se enlazardn
las secuencias Hc con la secuencia gVIII durante la expresion. Cultivando la cepa supresora después de la infeccién
se permite la coexpresion en la superficie de M 13 de todas las especies de anticuerpos dentro de la biblioteca como
proteinas de fusién gVIII (proteinas de fusion gVIII-Fab). Alternativamente, el ADN se puede aislar a partir de la cepa
no supresora y luego introducirse en una cepa supresora para llevar a cabo el mismo efecto.

La biblioteca de expresion superficial se selecciona para determinar fragmentos especificos Fab que se enlazan con
moléculas preseleccionadas mediante procedimientos de aislamiento por afinidad estdndares. Estos métodos incluyen,
por ejemplo, lavado con batea (Parmley y Smith, 1988; incorporada en la presente como referencia), cromatografia
por afinidad y procedimientos de manchado en fase sélida. El lavado con batea se prefiere, debido a que se pueden
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seleccionar titulaciones altas de fago facilmente, rdpidamente y en volimenes pequefios. Ademas, este procedimien-
to puede seleccionar fragmentos menores de Fab de especies dentro de la poblacién, lo cual de otro modo habria
sido indetectable, y amplificar a poblaciones sustancialmente homogéneas. Los fragmentos Fab seleccionados se pue-
den caracterizar secuenciando los 4cidos nucleicos que codifican los polipéptidos después de la amplificaciéon de la
poblacién de fagos.

Otro método para producir distintas bibliotecas de anticuerpos y seleccionar las especificidades de enlazamiento
deseables se describen en la Patente US 5,667,988, y la US 5,759,817, cada una incorporada en la presente como
referencia. El método implica la preparacién de bibliotecas de moléculas de inmunoglobulina heterodimérica en forma
de bibliotecas de fagémidos que usan oligonucleétidos degenerados y reacciones de extension de iniciadores para
incorporar las degeneraciones en las regiones de RDC de los dominios variables de cadenas pesadas y ligeras variables
de inmunoglobulina, y desplegar los polipéptidos mutagenizados en la superficie del fagémido. Después de eso, la
proteina de despliegue se selecciona por su capacidad para enlazarse con un antigeno preseleccionado.

El método para producir una molécula de inmunoglobulina heterodimérica generalmente implica (1) introducir
un gen de codificacién de regién V de cadena pesada o ligera de interés en el vector de despliegue de fagémido; (2)
introducir un sitio de enlazamiento aleatorizado en el vector de proteina de despliegue de fagémido por la extensién
del iniciador con un oligonuledtido que contiene regiones de homologia para un RDC del gen de regién V de an-
ticuerpo y que contiene regiones de generacion para producir secuencias de codificacion aleatorizadas para formar
una gran poblacion de vectores de despliegue, cada uno capaz de expresar diferentes sitios de enlazamiento supuestos
desplegados sobre una proteina de despliegue de superficie de fagémido; (3) expresar la proteina de despliegue y el
sitio de enlazamiento sobre la superficie de una particula de fago filamentoso; y (4) aislar (seleccionar) la particula de
fago expresada en la superficie usando técnicas de afinidad, tales como lavado en batea de particulas de fago contra un
antigeno previamente seleccionado, aislando mediante esto una o mds especies del fagémido que contiene una proteina
de despliegue que contiene un sitio de enlazamiento que se enlaza con un antigeno preseleccionado.

Otra variacién de este método para producir diversas bibliotecas de anticuerpos y seleccionar especificidades de
enlazamiento deseables se describe en la Patente US 5,702, 892, incorporada en la presente como referencia. En este
método, solamente se emplean secuencias de cadena pesada, las secuencias de cadena pesada se aleatorizan en todas
las posiciones del nucledtido, las cuales codifican, ya sea, la region hipervariable RDCI o RDCIIL, y la variabilidad
genética en las RDCs se genera independientemente de cualquier proceso bioldgico.

En el método, dos bibliotecas se disefian técnicamente para genéticamente cambiar los motivos de oligonucledtidos
dentro del marco estructural de la estructura del gen de cadena pesada. En toda la mutacién aleatoria, ya sea de la
RDCI o RDCIII, las regiones hipervariables en el gen de cadena pesada se reconstruyeron para dar como resultado
una coleccion de secuencias muy diversas. Las proteinas de cadena pesada codificadas por la coleccién de secuencias
de gen mutados posee el potencial para tener todas las caracteristicas de enlazamiento de una inmunoglobulina, al
mismo tiempo que requiere solamente una de las dos cadenas de inmunoglobulina.

Especificamente, el método se practica en ausencia de la proteina de cadena ligera de inmunoglobulina. Una
biblioteca de fago que despliega proteinas de cadena pesada modificadas se incuba con un ligando inmovilizado para
seleccionar clonas que codifican proteinas recombinantes que especificamente enlazan al ligando inmovilizado. El
fago unido se disocia del ligando inmovilizado y se amplifica mediante cultivo en células huésped bacterianas. Las
placas virales individuales, expresando cada una proteina recombinante diferente, se extienden, entonces las clonas
individuales se pueden probar para determinar su actividad de enlazamiento.

E2. Anticuerpos de Linfocitos Humanos

Los anticuerpos contra fosfolipidos se presentan en la poblacién humana. Sin embargo estos anticuerpos se encuen-
tran asociados tipicamente con la enfermedad y su uso en la presente invencion deberd ser preferentemente evitado.
Sin embargo, los linfocitos humanos de sujetos saludables pueden ser usados como apropiados para materiales de
partida a fin de generar un anticuerpo para el uso en la invencion.

La inmunizacién in vitro, o la estimulacién de antigenos, se puede usar para generar un anticuerpo humano para
el uso en la presente invencion. Estas técnicas se pueden usar para estimular los linfocitos de la sangre periférica de
sujetos sanos, normales, simplemente estimulando células que producen anticuerpos fosfolipidos aniénicos y amino-
fosfolipidos in vitro.

Esta “inmunizacién in vitro” implica la activacién especifica de antigeno de linfocitos B no inmunizados, general-
mente dentro de una poblacién mezclada de linfocitos (cultivos de linfocitos mezclados, MLC). Las inmunizaciones
in vitro también se pueden soportar por el cultivo de células B y el factor de diferenciacién y las linfocinas. Los
anticuerpos producidos por estos métodos frecuentemente son anticuerpos IgM (Borrebaeck y colaboradores, 1986;
incorporada en la presente como referencia).

Otro método se ha descrito (Patente US 5,681,729, incorporada aqui como referencia), en donde los linfocitos
humanos que principalmente producen anticuerpos IgG (6 IgA) se pueden obtener. El método implica, en un sentido
general, trasplantar linfocitos humanos a un animal inmunodeficiente, de manera que los linfocitos humanos “toman”
en el cuerpo del animal; inmunizar el animal con un antigeno deseado, de manera que genere linfocitos humanos que
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produzcan un anticuerpo especifico al antigeno; y recuperar los linfocitos humanos produciendo el anticuerpo a partir
del animal. Los linfocitos humanos asi producidos se pueden usar para producir un anticuerpo monoclonal inmortali-
zando los linfocitos humanos que producen el anticuerpo, clonando los linfocitos originados humanos inmortalizados
obtenidos que producen el anticuerpo, y recuperando un anticuerpo monoclonal especifico al antigeno deseado a partir
de los linfocitos originados humanos inmortalizados clonados.

Los animales inmunodeficientes que se pueden emplear en esta técnica son aquellos que no exhiben rechazo cuan-
do los linfocitos humanos se trasplantan a los animales. Estos animales se pueden preparar artificialmente mediante
tratamientos fisicos, quimicos o biolégicos. Se puede emplear cualquier animal inmunodeficiente. Los linfocitos hu-
manos se pueden obtener a partir de sangre periférica humana, bazo, ganglios linfaticos, amigdalas o similares.

La “toma” de los linfocitos humanos trasplantados en los animales se puede alcanzar Unicamente administrando
los linfocitos humanos a los animales. La ruta de administracién no se restringe y puede ser, por ejemplo, subcutdnea,
intravenosa o intraperitoneal. La dosis de linfocitos humanos no se restringe, y usualmente puede ser 10° hasta 10®
linfocitos por animal. El animal inmunodeficiente se inmuniza entonces con el antigeno de VEGF deseado.

Después de la inmunizacioén, los linfocitos humanos se recuperan de la sangre, el bazo, los ganglios linfaticos u
otros tejidos linfaticos mediante cualquier método convencional. Por ejemplo, las células mononucleares se pueden se-
parar mediante el método de centrifugacién Ficoll-Hypaque (gravedad especifica: 1.077), y los monocitos recuperados
por el método de adsorcién de plato de plastico. Las células contaminantes que se originan del animal inmunodefi-
ciente se pueden remover usando un antisuero especifico a las células del animal. El antisuero se puede obtener, por
ejemplo, inmunizando un segundo animal distinto con las células del bazo del animal inmunodeficiente, y recuperando
el suero del animal inmunizado distinto. El tratamiento con el antisuero se pude llevar a cabo en cualquier etapa. Los
linfocitos humanos también se pueden recuperar mediante un método inmunolégico empleando una inmunoglobulina
humana expresada en la superficie de la célula como un marcador.

Mediante estos métodos, se pueden obtener linfocitos humanos que principalmente producen anticuerpos IgG e
IgA especificos a uno o més fosfolipidos anidnicos y aminofosfolipidos seleccionados. Los anticuerpos monoclona-
les se obtienen entonces a partir de linfocitos humanos mediante inmortalizacién, seleccién, crecimiento celular y
produccién de anticuerpos.

E3. Ratones Transgénicos que Contienen Bibliotecas de Anticuerpos Humanos

La tecnologia recombinante ahora esté disponible para la preparacién de anticuerpos. Ademads de las bibliotecas de
expresion de fagos de inmunoglobulina combinatorias descritas anteriormente, otro enfoque de clonacién molecular es
preparar anticuerpos a partir de ratones transgénicos que contienen bibliotecas de anticuerpos humanos. Estas técnicas
se describen en la Patente US 5,545,807, incorporada en la presente como referencia.

En un sentido mds general, estos métodos implican la produccién de un animal transgénico que ha insertado en su
linea germinal de material genético que codifica para cuando menos parte de una inmunoglobulina de origen humano, o
que puede rearreglar para codificar un repertorio de inmunoglobulinas. El material genético insertado se puede producir
a partir de una fuente humana, o se puede producir sintéticamente. El material puede codificar cuando menos parte
de una inmunoglobulina conocida, o puede modificarse para codificar cuando menos parte de una inmunoglobulina
alterada.

El material genético insertado se expresa en el animal transgénico, dando como resultado la produccién de una
inmunoglobulina derivada cuando menos en parte del material genético de inmunoglobulina humana insertado. Se
encuentra que el material genético se reacomoda en el animal transgénico, de manera que un repertorio de inmuno-
globulinas con parte o partes derivadas del material genético insertado se puede producir, aun si el material genético
insertado se incorpora en la linea germinal en la posicidén incorrecta, o con la geometria incorrecta.

El material genético insertado puede estar en forma de ADN clonado en vectores procariéticos, tales como plés-
midos y/6 c6smidos. Los fragmentos de mas grandes se insertan usando vectores de cromosoma artificial de levadura
(Burke y colaboradores, 1987; incorporada en la presente como referencia), o mediante la introduccion de fragmentos
de cromosomas (Richer y Lo, 1989; incorporada en la presente como referencia). El material genético insertado se
puede introducir al huésped de manera convencional, por ejemplo, mediante la inyeccién u otros procedimientos en
huevos fertilizados o en células totipotentes embriénicas.

En aspectos preferidos, un animal huésped que inicialmente no lleva el material genético que codifica regiones
constantes de inmunoglobulina se utiliza, de manera que el animal transgénico resultante usard sélo el material gené-
tico humano insertado cuando produce inmunoglobulinas. Esto se puede lograr usando un hospedero mutante que se
presente naturalmente, que carece del material genético relevante, o haciendo artificialmente mutantes, p. €j. en lineas
celulares finalmente para crear un hospedero, a partir del cual el material genético relevante se ha removido.

Cuando el animal hospedero lleva material genético que codifica regiones constantes de inmunoglobulina, el ani-
mal transgénico llevara el material genético que se presenta naturalmente y el material genético insertado, y producira
inmunoglobulinas derivadas del material genético que se presenta naturalmente, el material genético insertado, y mez-
clas de ambos tipos de material genético. En este caso, la inmunoglobulina deseada se puede obtener seleccionando
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hibridomas derivados del animal transgénico, por ejemplo explotando el fenémeno de la exclusién alélica de la expre-
sién del gen de anticuerpo o la pérdida de cromosoma diferencial.

En cuanto se ha preparado un animal transgénico conveniente, el animal simplemente se inmuniza con el inmu-
négeno deseado. Dependiendo de la naturaleza del material insertado, el animal puede producir una inmunoglobulina
quimérica, por ejemplo, de origen de ratén/humano mezclados, en donde el material genético de origen extrafio codi-
fica solamente parte de la inmunoglobulina; o el animal puede producir una inmunoglobulina completamente extrafia,
por ejemplo, de origen completamente humano, en donde el material genético del origen extrafio codifica una inmu-
noglobulina entera.

Se puede producir antisuero policlonal a partir del animal transgénico después de la inmunizacién. Las células que
producen inmunoglobulina se pueden remover del animal para producir la inmunoglobulina de interés. Preferiblemen-
te, se producen anticuerpos monoclonales a partir del animal transgénico, por ejemplo, fusionando células del bazo a
partir del animal con células de mieloma y seleccionando los hibridomas resultantes para elegir aquellos que producen
el anticuerpo deseado. En la presente se describen técnicas adecuadas para estos procesos.

En un enfoque alternativo, el material genético se puede incorporar en el animal, de manera que el anticuerpo
deseado se produce en los fluidos corporales, tales como suero o secreciones externas del animal, tales como leche,
calostro o saliva. Por ejemplo, insertando material genético in vitro que codifica cuando menos parte de una inmuno-
globulina humana en un gen de codificacién de un mamifero para una proteina de la leche y luego introducir el gen
a un huevo fertilizado del mamifero, por ejemplo, mediante inyeccién, el huevo puede desarrollarse en un mamifero
hembra adulto que produce leche que contiene inmunoglobulina derivada cuando menos en parte del material genéti-
co de inmunoglobulina humana insertada. El anticuerpo deseado se puede cosechar a partir de la leche. Las técnicas
convenientes para llevar a cabo estos procesos se conocen por los expertos en la técnica.

Los animales transgénicos anteriores usualmente se emplean para producir anticuerpos humanos de un solo isotipo,
mads especificamente un isotipo que es esencial para la maduracién de las células B, tales como IgM y posiblemente
IgD. Otro método preferido para producir anticuerpos humanos es descrito en las Patentes US 5,545,806; 5,569,825;
5,625,126; 5,633,425; 5,661,016 y 5,770,429; cada una incorporada en la presente como referencia, en donde se
describen animales transgénicos que son capaces de cambiar de un isotipo necesario para el desarrollo de las células
B a otros isotipos.

En el desarrollo de un linfocito B, la célula inicialmente produce IgM con una especificidad de enlazamiento de-
terminado por las regiones productivamente rearregladas Vy y V. Posteriormente, cada célula B y sus células de
progenie sintetizan anticuerpos con las mismas regiones V de cadenas L y H, pero pueden cambiar el isotipo de la
cadena H. El uso de regiones constantes mu o delta estd muy determinado por separacién alterna, permitiendo que se
coexpresen IgM e IgD en una sola célula. Los otros isotipos de cadena pesada (gamma, alfa y epsilén) solamente se
expresan originalmente después de que el evento de rearreglo del gen borra los exones mu C y delta C. Este proceso
de rearreglo de genes, denominado cambio de isotipo, tipicamente se presenta por la recombinacion entre los llama-
dos segmentos de cambio localizado inmediatamente corriente arriba de cada gen de cadena pesada (excepto delta).
Los segmentos de cambio individuales tienen entre 2 y 10 kb de longitud, y consisten principalmente en secuencias
repetidas cortas.

Por estas razones, es preferible que los transgenes incorporen secuencias reguladoras de transcripcién dentro de
aproximadamente 1-2 kb corriente arriba de cada region de cambio que se va a utilizar para el cambio de isotipo.
Estas secuencias reguladoras de transcripcion preferiblemente incluyen un promotor y un elemento mejorador, y mas
preferiblemente incluyen la regién de flanqueo 5’ (es decir, corriente arriba) que se asocia naturalmente (es decir, se
presenta en la configuracién de linea germinal) con una regién de cambio. Aunque una secuencia de franqueo 5’ a
partir de una regién de cambio se puede enlazar operablemente a una regién de cambio diferente para el constructo
del transgén, en algunas modalidades se prefiere que cada regién de cambio incorporada en el constructo de transgén
tenga una region de flanqueo 5’ que se presenta inmediatamente corriente arriba en la configuracion de linea germinal
que se presenta naturalmente. La informacién de secuencia relacionada con la secuencias de regiones de cambio de
inmunoglobulina se conocen (Mills y colaboradores, 1990; Sideras y colaboradores, 1989; cada una incorporada en la
presente como referencia).

En el método descrito en las Patentes US 5,545,806; 5,569,825; 5,625,126; 5,633,425; 5,661,016 y 5,770,429, los
transgenes de inmunoglobulinas humanas contenidos dentro del animal transgénico funcionan correctamente a través
de la ruta del desarrollo de célula B, conduciendo al cambio de isotipos. De conformidad con lo anterior, en este
método, estos transgenes se construyen para producir cambio de isotipo y uno o mas de lo siguiente: (1) nivel alto
de expresion especifica de tipo de célula, (2) rearreglo de gen funcional, (3) activacién de y respuesta a la exclusién
alélica, (4) expresion de un repertorio primario suficiente, (5) transduccién de sefial, (6) hipermutacién somatica, y (7)
dominio de lugar de anticuerpo de transgén durante la respuesta inmune.

Un requisito importante para la funcion de transgén es la generacién de un repertorio de anticuerpos primario que
sea suficientemente diverso para disparar una segunda respuesta inmune para un intervalo amplio de antigenos. El gen
de cadena pesada rearreglado consiste en un exén de péptido de seiial, un exén de region variable y un arreglo en linea
de regiones de regiones constantes de dominios multiples, cada una de las cuales se codifica por o varios exones. Cada
uno de los genes de region constante codifica la porcion constante de una clase diferente de inmunoglobulinas. Durante
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el desarrollo de las células B, las regiones constante proximales a la regién V se borran conduciendo la expresion de
nuevas clases de cadenas pesadas. Para cada clase de cadena pesada, patrones alternativos de separacion de ARN dan
lugar tanto a transmembrana como a inmunoglobulinas secretadas.

El lugar de cadena pesado humano consiste en aproximadamente 200 segmentos de gen V que se extienden 2 Mb,
aproximadamente 30 segmentos de gen D que se extienden aproximadamente 40 kb, seis segmentos J en ramificacién
con una extension de 3 kb, y nueve segmentos de gen de regioén constante esparcidos sobre aproximadamente 300
kb. El lugar entero se extiende aproximadamente 2.5 Mb de la porcién distal del brazo largo del cromosoma 14.
Los fragmentos de transgén de cadena pesada que contienen miembros de los seis de las familias Vi conocidas, los
segmentos de gen D y J, asi como las regiones constantes mu, delta, gamma 3, gamma 1 y alfa 1 se conocen (Berman y
colaboradores 1988; incorporada en la presente como referencia). Los fragmentos genémicos que contienen todos los
segmentos de gen necesarios y las secuencias reguladoras a partir de un lugar de cadena ligera humana se construyen
similarmente.

La expresion de transgenes pesados y ligeros de inmunoglobulina rearreglados con éxito usualmente tiene un
efecto dominante suprimiendo el rearreglo de los genes de inmunoglobulina endégenos en el animal no humano
transgénico. Sin embargo, en ciertas modalidades, es deseable efectuar la inactivacién completa de los lugares Ig
endégenos, de manera que las cadenas de inmunoglobulina hibrida que comprenden una regién variable humana y
una region constante no humana (p. €j. murina) no se pueden formar, por ejemplo, mediante el transcambio entre el
transgén y las secuencias de Ig end6genas. Usando tecnologia de células totipotentes embridnicas y recombinacién
homéloga, el repertorio de inmunoglobulinas enddgenas se puede eliminar facilmente. Ademads, la supresion de los
genes de inmunoglobulina Ig endégena se puede llevar a cabo usando una variedad de técnicas, tales como tecnologia
antisentido.

En otros aspectos de la invencion, puede ser deseable producir una inmunoglobulina transcambiada. Los anti-
cuerpos que comprenden estas inmunoglobulinas transcambiadas quiméricas se pueden usar para una variedad de
aplicaciones en donde es deseable tener una region constante no humana (p. ej. murina), por ejemplo, para la retencién
de funciones efectoras en el huésped. La presencia de una region constante murina puede presentar ventajas sobre una
regién constante humana, por ejemplo, para proporcionar funciones efectoras murinas (p. €j. fijacién de complemento
murino, CCDA), de manera que este anticuerpo quimérico se puede probar en un modelo de enfermedad de ratén.
Después de evaluar al animal, la secuencia de codificacién de la regién variable humana se puede aislar, por ejemplo,
mediante amplificaciéon de PCR o clonacién de cDNA a partir de la fuente (clona de hibridoma), y separar en una
secuencia que codifica una regién constante humana deseada para codificar un anticuerpo de secuencia humana mas
conveniente para uso terapéutico humano.

E4. Anticuerpos Humanizados

Los anticuerpos humanos generalmente tienen cuando menos tres ventajas potenciales para su uso en la terapia
humana. Primero, debido a que la porcién efectora es humana, puede interactuar mejor con las otras partes del sistema
inmune humano, por ejemplo, para destruir células objetivo mds eficientemente por citotoxicidad dependiente del
complemento (CDC) o citotoxicidad celular dependiente del anticuerpo (CCDA). Segundo, el sistema inmune humano
no deberd reconocer el anticuerpo como extrafio. Tercero, la vida media en la circulacién humana serd similar a los
anticuerpos humanos que se presentan naturalmente, permitiendo que se den dosis mas pequefas y menos frecuentes.

Varios métodos para preparar anti-VEGF se proporciona en la presente. Ademads de los anticuerpos humanos, los
anticuerpos “humanizados” tienen muchas ventajas. Los anticuerpos “humanizados” generalmente son anticuerpos
monoclonales quiméricos o mutantes de ratdn, rata, hdmster, conejo u otras especies, que llevan dominios de regiones
variables y/6 constantes humanas o cambios especificos. Las técnicas para generar un anticuerpo antiVEGF denomi-
nado “humanizado” son muy conocidas para los expertos en la técnica.

Los anticuerpos humanizados también comparten las siguientes ventajas. Primero, la porcion efectora todavia es
humana. Segundo, el sistema inmune humano no deberd reconocer la estructura o region constante como extrafia, y
por lo tanto, la respuesta de anticuerpo contra este anticuerpo inyectado deberd ser menor que contra un anticuerpo
de raton extrafio totalmente. Tercero, los anticuerpos humanizados inyectados, en oposicién con los anticuerpos de
ratén inyectados, presumiblemente tendrdn una vida media mas similar a los anticuerpos humanos que se presentan
naturalmente, permitiendo también dosis mds pequefias y menos frecuentes.

Varios métodos se han descrito para producir anticuerpos humanizados. El rearreglo controlado de dominios de
anticuerpos unidos a través de enlazamientos de disulfuro de proteinas para formar moléculas de proteinas nuevas,
artificiales, o anticuerpos “quiméricos” se pueden utilizar (Konieczny y colaboradores, 1981; incorporada en la pre-
sente como referencia). La tecnologia de ADN recombinante también se puede usar para construir fusiones de genes
entre las secuencias de ADN que codifican dominios de cadenas ligeras y pesadas variables de anticuerpos de ratén
y dominios constantes de cadenas y ligeras de pesadas de anticuerpos humanos (Morrison y colaboradores, 1984;
incorporada en la presente como referencia).

Las secuencias de ADN que codifican las porciones de enlazamiento de antigeno o las regiones de determinacion de
complementariedad (RDC) de los anticuerpos monoclonales murinos se pueden injertar mediante medios moleculares
en las secuencias de que codifican las estructuras de las cadenas pesadas y ligeras de anticuerpos humanos (Jones et
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al., 1986; Riechmann et al., 1988; cada una incorporada en la presente como referencia). Los productos recombinantes
expresados se denominan anticuerpos humanizados o “reformados” y comprenden la estructura de una cadena ligera
o pesada de anticuerpos humanos y las porciones de reconocimiento de antigenos, RDC, de un anticuerpo monoclonal
murino.

Otro método para producir anticuerpos humanizados se describe en la Patente US 5,639,641, incorporada en la
presente como referencia. El método proporciona, via para renovar la superficie, anticuerpos de roedores humanizados
que tienen eficacia terapéutica mejorada debido a la presentacién de una superficie humana en la regién variable.
En el método: (1) alineaciones de posiciones de un depdsito de regiones variables de cadenas pesadas y ligeras de
anticuerpos se genera para dar un conjunto de porciones expuestas de superficie de estructura de regién variable de
cadena pesada y ligera, en donde las posiciones de alineacion para todas las regiones variables son cuando menos 98%
aproximadamente idénticas; (2) un conjunto de residuos de aminodcidos expuestos en superficie de estructura de regién
variable de cadena pesada y ligera se define para un anticuerpo de roedor (6 fragmento del mismo); (3) un conjunto de
residuos de aminodcidos expuestos en superficie de la estructura de la regién variable de cadena pesada y ligera que es
casi idéntica al conjunto de residuos de aminodcidos expuestos en superficie del roedor se identifica; (4) el conjunto
de residuos de aminodcidos expuestos en superficie de la estructura de la regién variable de cadena pesada y ligera
definidos en el paso (2) se sustituye con el conjunto de residuos de aminodcidos expuestos en superficie de la estructura
de la region variable de cadena pesada y ligera identificada en el paso (3), excepto para los residuos de aminodcidos
que estdn dentro de 5A de cualquier 4tomo de cualquier residuo en las regiones de determinacién complementarias del
anticuerpo de roedor; y (5) el anticuerpo de roedor humanizado que tiene especificidad de enlazamiento se produce.

Un método similar para la producciéon de anticuerpos humanizados se describe en las Patentes US 5,693,762;
5,693,761; 5,585,089 y 5,530,101, cada una incorporada en la presente como referencia. Estos métodos implican pro-
ducir inmunoglobulinas humanizadas que tienen una o més regiones de determinacion de complementariedad (RDC)
y aminodcidos adicionales posibles a partir de una inmunoglobulina de donador y una regién de estructura a partir de
una inmunoglobulina humana de aceptacién. Cada cadena de inmunoglobulina humanizada usualmente comprende,
ademads de la regién de determinacion de complementariedad, aminodcidos de la estructura de inmunoglobulina de
donador que son capaces de interactuar con las CDR para efectuar afinidad de enlazamiento, tales como uno o mds
aminodcidos que estdn inmediatamente adyacentes a una CDR en la inmunoglobulina donadora o aquéllas dentro de
aproximadamente 3A predichas por modelacién molecular. Las cadenas pesada y ligera se pueden disefiar usando
cualquiera, o cualquier combinacion, o todos los criterios de posicidn distintos descritos en las Patentes US 5,693,762;
5,693,761; 5,585,089 y 5,530, 101, cada una incorporada en la presente como referencia. Cuando se combina en un
anticuerpo intacto, las inmunoglobulinas humanizadas son sustancialmente no inmunogénicas en humanos y retienen
sustancialmente la misma afinidad que la inmunoglobulina donadora al antigeno original.

Un método adicional para producir anticuerpos humanizados se describe en las Patentes US 5,565,332y 5,733,743,
cada una incorporada en la presente como referencia. Este método combina el concepto de anticuerpos humanizantes
con las bibliotecas de fagémidos también descritas en detalle en la presente. En un sentido general, el método utiliza
secuencias del sitio de enlazamiento de antigenos de un anticuerpo o poblac10n de anticuerpos dirigidos contra un
antigeno de interés. De este modo para un solo anticuerpo de roedor, las secuencias que comprenden parte del sitio de
enlazamiento del antigeno del anticuerpo se pueden combinar con diversos repertorios de secuencias de anticuerpos
humanos que pueden, en combinacién, crear un sitio de enlazamiento de antigeno completo.

Los sitios de enlazamiento de antigeno creados por este proceso difieren de los creados por injerto en CDR, porque
solamente la porcion de secuencias del anticuerpo de roedor original es probable que haga contactos con el antigeno
de una manera similar. Las secuencias humanas seleccionadas probablemente difieren en secuencia y hacen contactos
alternativos con el antigeno de aquellos del sitio de enlazamiento original. Sin embargo, las restricciones impuestas
por el enlace de la porcién de la secuencia original al antigeno y las formas del antigeno y sus sitios de enlazamiento
de antigeno, probablemente conduzcan a nuevos contactos de las secuencias humanas con la misma region o epitope
del antigeno. Este proceso por lo tanto se ha denominado “seleccién impresa de epitope” (SIE).

Iniciando con un anticuerpo animal, un proceso da resultado en la seleccién de anticuerpos que son parcialmente
anticuerpos humanos. Estos anticuerpos pueden ser suficientemente similares en secuencia a los anticuerpos humanos
que se van a usar directamente en terapia o después de la alteracion de algunos estudios claves. Las diferencias de
secuencia entre el componente roedor del anticuerpo seleccionado con las secuencias humanas podria minimizarse
reemplazando aquellos residuos que difieren con los residuos de secuencias humanas, por ejemplo, por mutagénesis
dirigida al sitio de residuos individuales, o por injerto en CDR de ciclos enteros. Sin embargo, los anticuerpos con
secuencias enteramente humanas también se pueden crear. La seleccién impresa de epitopes por lo tanto ofrece un
método para hacer anticuerpos parcialmente humanos o enteramente humanos que se enlazan al mismo epitope que
el animal o al mismo epitope que los anticuerpos animales o parcialmente humanos, respectivamente. En la SIE, los
repertorios de fragmentos de anticuerpos se pueden desplegar en la superficie de la fase filamentos y los genes que
codifican fragmentos con actividades de enlazamiento de antigenos seleccionados por el enlace del fago al antigeno.

Meétodos adicionales para humanizar anticuerpos contemplados para su uso en la presente invencion se describen en

las Patentes US 5,750,078; 5,502,167; 5,705,154; 5,770,403; 5,698,417; 5,693,493; 5,558,864; 4,935,496 y 4,816,567,
cada una incorporada en la presente como referencia.
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ES. Mutagénesis por Reaccion de Cadena de Polimerasa

La mutagénesis especifica del sitio es una técnica ttil en la preparacidon de anticuerpos individuales a través de
mutagénesis especifica del ADN subyacente. La técnica ademds proporciona una capacidad lista para preparar y
variantes de secuencia de prueba, que incorporan una o mds de las siguientes consideraciones, ya sea humanizando o
no, introduciendo uno o mas cambios de secuencias de nucledtidos en el ADN.

Aunque muchos métodos son convenientes para su uso en mutagénesis, el uso de la reaccién de cadena de po-
limerasa (PCRM®) se prefiere generalmente. Esta tecnologfa ofrece un método répido y eficiente para introducir las
mutaciones deseadas en una secuencia de ADN dada. El siguiente texto particularmente describe el uso de PCR para
introducir mutaciones puntuales en una secuencia, como se puede usar para cambiar el aminodcido codificado por
la secuencia dada. Las adaptaciones de este método también son convenientes para introducir sitios de enzimas de
restriccion en una molécula de ADN.

En este método, los oligonucledtidos sintéticos se disefian para incorporar una mutacién puntual en un extremo de
un segmento amplificado. Después de la reaccién de cadena de polimerasa, los fragmentos amplificados se les achata
el extremo tratdndolos con fragmentos de Klenow, y los fragmentos con extremo achatado se ligan y subclonan en un
vector para facilitar el andlisis de la secuencia.

Para preparar el ADN en plantilla que se desea mutagenizar, el ADN se subclona en un vector de alto nimero de
copias, tal como pUC19, usando sitios de restriccion que flanquean las dreas que se van a mutar. E1 ADN en plantillas
se prepara usando una minipreparacién de plasmido. Los iniciadores de oligonucleétidos adecuados que se basan en
la secuencia padre, pero que contienen la mutacién puntual deseada y que estdn flanqueados en el extremo 5’ por
un sitio de enzima de restriccion, se sintetizan usando un sintetizador automatizado. Generalmente se requiere que
el iniciador sea homdlogo al ADN en plantilla por aproximadamente 15 bases o algo asi. Los iniciadores se pueden
purificar mediante electroforesis de gel de poliacrilamida desnaturalizante, aunque esto no es absolutamente necesario
para su uso en la PCR. El extremo 5’ de los oligonucleétidos deberan entonces ser fosforilados.

El ADN en plantilla debera ser amplificado por PCR, usando los iniciadores de oligonucle6tidos que contienen
las mutaciones puntuales deseadas. La concentracién de MgCl, en el regulador de amplificacién generalmente serd
de aproximadamente 15 mM. Generalmente aproximadamente 20-25 ciclos de PCR deberd llevarse a cabo como
sigue: desnaturalizacion, 35 segundos a 95°C; hibridizacién, 2 minutos a 50°C; y extensién, 2 minutos a 72°C. La
PCR generalmente incluird un tltimo ciclo de extension de aproximadamente 10 minutos a 72°C. Después del paso de
extension final, aproximadamente 5 unidades de fragmentos de Klenow deberén afiadirse a la mezcla de la reaccién e
incubarse durante otros 15 minutos a aproximadamente 30°C. La actividad exonucleasa de los fragmentos de Klenow
se requiere para hacer que los extremos se laven y conveniente para clonacion de extremo romo.

La mezcla de la reaccion resultante generalmente debera ser analizada por electroforesis en gel de acrilamida o
agarosa no desnaturalizante para verificar que la amplificacién ha producido el producto predicho. Luego se procesaria
la mezcla de la reaccion removiendo la mayoria de los aceites minerales, extrayendo con cloroformo para remover el
aceite restante, extrayendo con fenol regulado y luego concentrando mediante precipitacién con 100 por ciento de eta-
nol. Enseguida, se digeriria aproximadamente la mitad de los fragmentos amplificados con una enzima de restriccién
que corta en las secuencias de flanqueo usadas en los oligonucleétidos. Los fragmentos digeridos se purifican en un
gel de agarosa de baja gelificacion/fusion.

Para subclonar los fragmentos y verificar la mutacién puntual, se subclonarian los dos fragmentos amplificados en
un vector adecuadamente digerido por ligacion de extremo romo. Esto se usaria para transformar E. coli, a partir de la
cual el ADN del pldsmido subsecuentemente podria prepararse usando una minipreparacién. La porcién amplificada
del ADN de plasmido se analizaria entonces mediante secuenciamiento de ADN para confirmar que se gener6 la muta-
cion puntual correcta. Esto es importante, ya que la polimerasa de ADN Taq puede introducir mutaciones adicionales
en los fragmentos de ADN.

La introduccién de una mutacién puntual también se puede efectuar usando pasos secuenciales de PCR. En este
procedimiento, los dos fragmentos que abarcan la mutacidn se fortalecen entre si y se extienden mediante sintesis
de insercién mutua. Este fragmento se amplifica luego mediante un segundo paso de PCR, evitando mediante esto la
ligacion de extremo romo requerida en el protocolo anterior. En este método, la preparacion del ADN en plantilla, la
generacion de los iniciadores de oligonucledtidos y la primera amplificacién de PCR se realizan como se describid
anteriormente. Sin embargo, en este proceso los oligonucleétidos elegidos deberdn ser homdlogos al ADN de plantilla
para un tramo de aproximadamente entre 15 y 20 bases, y deberd también traslaparse entre si en aproximadamente 10
bases o mas.

En la segunda amplificacién por PCR, se usarfa cada fragmento amplificado y cada iniciador de secuencia de
flanqueo y llevaria PCR durante aproximadamente 20 y aproximadamente 25 ciclos, usando las condiciones que se
describieron anteriormente. De nuevo se subclonarian los fragmentos y verificaria que la mutacién puntual fue correcta
usando los pasos delineados anteriormente.

Al usar cualquiera de los métodos anteriores, se prefiere generalmente introducir la mutaciéon amplificando un
fragmento tan pequefio como sea posible. Desde luego, los pardmetros tales como la temperatura de fusion del oligo-
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nucleétido, como generalmente serd influenciado por el contenido de GC y la longitud del oligo, debera considerarse
cuidadosamente. La ejecucion de estos métodos, y su optimizacidn, si es necesario, serd conocido para los expertos
en la técnica, y se describird adicionalmente en distintas publicaciones, tales como Current Protocols in Molecular
Biology, 1995, incorporada en la presente como referencia.

Cuando se realiza mutagénesis especifica del sitio, se puede emplear la Tabla A como una referencia.

TABLA A
Aminoacidos Codones
Alanina Ala A GCA GCC GCG GCU
Cisteina Cys C uUcéC UGuU
Acido aspartico Asp D GAC GAU
Acido glutamico Glu E GAA GAG
Fenilalanina Phe F vuC uUuu
Glicina Gly G GGA GGC GGG GGU
Histidina His H CAC CAU
Isoleucina lle | AUA AUC AUU
Lisina Lys K AAA AAG
Leucina Leu L UUA UUG CUA cuc CuG Cuu
Metionina Met M AUG
Asparagina Asn N AAC AAU
Prolina Pro P CCA CCC CCG CCuU
Glutamina GIn Q CAA CAG
Arginina Arg R AGA AGG CGA CGC CGG caGu
Serina Ser S AGC AGU UCA ucc UCG ucu
Treonina Thr T ACA ACC ACG ACU
Valina Val \% GUA GUC GUG GWU
Triptofano Trp W UGG
Tirosina Tyr Y UAC UAU

E6. Fragmentos y derivados de anticuerpos

Independientemente de la fuente del anticuerpo original contra un fosfolipido aniénico o aminofosfolipido, ya sea
el anticuerpo intacto, multimeros del anticuerpo, o cualquiera de una variedad de regiones de enlazamiento de antigeno
funcionales del anticuerpo se puede usar en la presente invencion. Las regiones funcionales ejemplares incluyen frag-
mentos scFv, Fv, Fab’, Fab y F(ab’), de los anticuerpos anti-VEGF. Las técnicas para preparar estas construcciones
son muy conocidas para los expertos en la técnica y se ejemplifican adicionalmente en la presente.

La eleccién del constructo de anticuerpo puede estar influenciada por varios factores. Por ejemplo, la vida media
prolongada puede ser resultado de la readsorcién activa de anticuerpos intactos dentro del rifién, una propiedad de la
pieza Fc de la inmunoglobulina. Los anticuerpos basados en IgG, por lo tanto, se espera que exhiban una elimina-
cion en la sangre mds lento que sus contrapartes Fab’. Sin embargo, las composiciones basadas en fragmentos Fab’
generalmente exhibirdn una capacidad mejor de penetracién de tejido.

Los fragmentos de anticuerpos se pueden obtener mediante la protedlisis de la inmunoglobulina entera mediante
la tiol proteasa no especifica, papaina. La digestion de papaina produce dos fragmentos de enlazamiento de antigeno
idénticos, denominados “fragmentos Fab”, cada uno con un solo sitio de enlazamiento de antigeno, y un “fragmento
Fc” residual.

La papaina primero se debe activar reduciendo el grupo sulthidrilo en el sitio activo con cisteina, 2-mercaptoetanol
o ditiotreitol. Los metales pesados en la enzima de material podrian removerse mediante quelacién con AEDT (2
mM) para asegurar la mdxima actividad de enzima. La enzima y el sustrato normalmente se mezclan entre si en una
proporcién de 1:100 en peso. Después de la incubacion, la reaccién se puede detener mediante alquilacidn irreversible
del grupo tiol con yodoacetamida o simplemente mediante didlisis. Deberd supervisarse la finalizacion de la digestién
mediante SDS-PAGE y las fracciones distintas separarse mediante cromatografia por intercambio de iones o proteina
A Sefarosa.

El procedimiento usual para la preparacion de fragmentos F(ab’), a partir de IgG de origen de conejo y humano
se limita a la protedlisis mediante la enzima pepsina. Las condiciones, 100 veces exceso de anticuerpo peso/peso en
regulador de acetato con pH 4.5, 37°C, sugiere que el anticuerpo se disocia en el lado de la terminal C del enlace
disulfuro de la cadena interpesada. Las tasas de digestion de la IgG de ratoén pueden variar con la subclase y puede ser
dificil obtener rendimientos altos de los fragmentos de F(ab’), activos con algo de IgG no digerida o completamente
degradada. En particular, IgG,, es susceptible a la degradacion completa. Las otras subclases requieren diferentes
condiciones de incubacién para producir resultados 6ptimos, todo lo cual se conoce en la técnica.

44



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2358 730 T3

El tratamiento de pepsina de anticuerpos intactos produce un fragmento F(ab’), que tiene dos sitios de combinacién
de antigenos y todavia es capaz de reticular antigeno. La digestién de IgG de rata por pepsina requiere condiciones
que incluyen didlisis en 0.1 M de regulador de acetato, pH 4.5, y luego incubacién durante cuatro horas con 1 por
ciento peso/peso de pepsina; la digestion de IgG,; e IgG,, se mejora si primero se dializa contra 0.1 M de regulador de
formato, pH 2.8, a 4°C, durante 16 horas seguido de regulador de acetato. IgG,, da resultados mds consistentes con la
incubacién en proteasa V8 de estafilococos (3% peso/peso) en 0.1 M de regulador de fosfato de sodio, pH 7.8, durante
cuatro horas a 37°C.

Un fragmento Fab también contiene el dominio constante de la cadena ligera y el primer dominio constante (CH1)
de la cadena pesada. Los fragmentos Fab’ difieren de los fragmentos Fab por la adicién de algunos residuos en el
término carboxilo de la cadena pesada del dominio CH1 incluyendo una o més cisteinas de la regioén de articulacién
del anticuerpo. Los fragmentos de anticuerpo F(ab’), originalmente se produjeron como pares de fragmento Fab’ que
tenfan cisteinas de articulacién entre ellos. Otros acoplamientos quimicos de fragmentos de anticuerpo también se
conocen.

Un fragmento “Fv” es un fragmento de anticuerpo minimo que contiene un reconocimiento de antigeno completo
y sitio de enlazamiento. Esta region consiste en un dimero de una cadena pesada y un dominio variable de cadena
ligera en asociacién con covalente estrecha. Es en esta configuracién que las tres regiones hipervariables de cada
dominio variable interactiian para definir un sitio de enlazamiento de antigeno sobre la superficie del dimero Vy-Vy.
Colectivamente, las seis regiones hipervariables confieren especificidad de enlazamiento de antigeno al anticuerpo.
Sin embargo, atin un dominio variable simple (o la mitad de un fragmento Fv que comprende solamente tres regiones
hipervariables especificas para un antigeno) tiene la capacidad de reconocer y enlazar antigeno, aunque a una afinidad
mas baja que el sitio de enlazamiento entero.

Los fragmentos de anticuerpos “Fv de cadena simple” o “sFv” (también conocidos como “cadenas simples” com-
prenden los dominios Vy y V| del anticuerpo, en donde estos dominios estdn presentes en una sola cadena de polipép-
tidos. Generalmente, el polipéptido Fv ademds comprende un enlazador de polipéptido entre los dominios de Vi y Vi,
que permite que el sFv forme la estructura deseada para el enlace del antigeno.

Las siguientes patentes especificamente se incorporan en la presente como referencia para los propésitos de suple-
mentar aiin mds las presentes ensefianzas con respecto a la preparacién y uso de regiones de enlazamiento de antigeno
de anticuerpos, incluyendo scFv, Fv, Fab’, Fab y los fragmentos F(ab’), de los anticuerpos anti-VEGF: Patentes US
5,855,866; 5,877,289; 5,965,132; 6,093,399; 6,261,535 y 6,004,555. La WO 98/45331 se incorpora también como
referencia en la presente para propdsitos de incluir y describir y ensefiar en forma adicional la preparacion de regiones
de anticuerpos, de determinacion (CDR) variables, hipervariables, y complementarias. Ademads, la produccion exitosa
de constructos scFv dentro del alcance de la invencién se detalla en el ejemplo XIV.

“Diacuerpos” son pequefios fragmentos de anticuerpos con dos sitios de enlazamiento de antigeno, estos fragmen-
tos comprenden un dominio variable de cadena pesada (Vy) conectado con un dominio de variable de cadena ligera
(VL) en la misma cadena de polipéptido (Vy-Vy ). Usando un enlazador que es demasiado corto para permitir el apareo
entre los dos dominios en la misma cadena, los dominios se fuerzan a aparearse con los dominios complementarios
de otra cadena y crear dos sitios de enlazamiento de antigeno. Los diacuerpos se describen en la Patente EP 404,097 y
la WO 93/11161, cada una especificamente incorporada aqui como referencia. Los “anticuerpos lineales” que pueden
ser biespecificos 0 monoespecificos, comprenden un par de segmentos Fd en linea (Vy-Cy1-Vy-Cy1) que forman un
par de regiones de enlazamiento de antigeno, como se describe en Zapata y colaboradores, (1995), especificamente
incorporada en la presente como referencia.

Al usar un Fab’ o fragmento de enlazamiento de antigeno en el anticuerpo, con los beneficios esperados de la
penetracion de tejido, se pueden derivar ventajas adicionales de modificar el fragmento para aumentar su vida media.
Una variedad de técnicas se puede emplear, tales como la manipulacién o modificacién de la molécula de anticuerpo
misma, y también la conjugacion con portadores inertes. Cualquier conjugacién para el Unico propésito de aumentar
la vida media, en vez de administrar una sustancia a un objetivo, deberd ser llevado a cabo cuidadosamente porque
Fab’ y otros fragmentos se eligen para penetrar tejidos. Sin embargo se contempla la conjugacién con polimeros que
no son proteinas, tales como PEG y similares.

Las modificaciones distintas de la conjugacién por lo tanto se basan en modificar la estructura del fragmento
de anticuerpo para volverlo mds estable, y/o reducir la tasa de catabolismo en el cuerpo. Un mecanismo para estas
modificaciones es el uso de aminoédcidos D en lugar de aminodcidos L. Las personas con experiencia ordinaria en la
técnica entenderdn que la introduccién de estas modificaciones necesita seguirse mediante la prueba rigurosa de la
molécula resultante para asegurar que todavia retiene las propiedades bioldgicas deseables. Otras modificaciones de
estabilizacién incluyen el uso de fracciones de adicién o de estabilizacién ya sea en la terminal N o en la terminal C
0 ambas, lo cual generalmente se usa para prolongar la vida media de las moléculas bioldgicas. A manera de ejemplo
solamente, se puede desear modificar los términos mediante acilacion o aminacién.

Las modificaciones tipo conjugacién moderada para su uso en la presente invencién incluyen incorporar un epitope
de enlazamiento receptor de recuperacion en el fragmento de anticuerpo. Las técnicas para lograr esto incluyen la
mutacién de la regién adecuada del fragmento de anticuerpo o incorporar el epitope como un marcador de péptido
que se une al fragmento de anticuerpo. La WO 96/32478 se incorpora especificamente en la presente como referencia
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para los propdésitos de ejemplificar adicionalmente esta tecnologia. Los epitopes de enlazamiento receptor recuperados
tipicamente son regiones de tres 0 mds aminodcidos de uno o dos ciclos del dominio Fc que se transfieren a la posicién
analoga del fragmento de anticuerpo. El receptor de recuperacién que se enlaza con epitopes de la WO 98/45331 se
incorporan aqui como referencia para su uso con la presente invencion.

F. Enlazamiento de Inmunoconjugados a Fosfolipidos Anionicos y Aminofosfolipidos

Los inventores de la presente desarrollaron antes un intervalo de inmunoconjugados que se enlazan a aminofos-
folipidos para el uso en la localizacion dirigida a la vasculatura de los tumores (patente US 6,312,694, incorporada
especificamente en la presente como referencia). Estos agentes usan proteinas de enlazamiento a los aminofosfolipi-
dos, tales como anexinas y cinindgenos y anticuerpos contra aminofosfolipidos, tales como PS y PE, para suministrar
agentes terapéuticos unidos, al tumor y a la vasculatura intratumoral. La invencién proporciona ahora anticuerpos an-
ti-PS seleccionados, con propiedades mejoradas, tales como 3G4 (ATCC 4545) y 9D2, y estos anticuerpos asi como
anticuerpos competidores pueden ser usados ahora como las porciones de anticuerpos de inmunoconjugados.

Ademas del uso de agentes para la localizacién dirigida vascular, que se enlacen a aminofosfolipidos (patente
US 6,312,694), el presente descubrimiento de que los fosfolipidos aniénicos, asi como los aminofosfolipidos, son
entidades estables y a las que se puede llegar con localizacién dirigida, dentro de la vasculatura del tumor, permi-
te el uso de un rango de nuevos agentes de localizacién dirigida vascular de los tumores. Los nuevos compuestos,
no sugeridos en el trabajo previo, enfocado a los aminofosfolipidos, usan anticuerpos dirigidos contra fosfolipidos
anidnicos para suministrar toxinas, citocinas, coagulantes y otros agentes terapéuticos, a fosfolipidos anidnicos regu-
lados ascendentemente en la vasculatura tumoral e intratumoral. Como se detallé anteriormente con respecto a los
anticuerpos desnudos, el desarrollo de estos aspectos de la invencion requiri6 de la generacién de herramientas bio-
16gicas, particularmente anticuerpos, con exquisita especificidad para diferentes fosfolipidos, fosfolipidos anidnicos y
aminofosfolipidos.

Como la presente invencion muestra que los fosfolipidos aniénicos y aminofosfolipidos, tales como PS, PE, PI,
PA y PG, y més particularmente PS y PE, son objetivos seguros y efectivos para la terapia antiviral, los anticuerpos y
péptidos que se enlazan a estos componentes, particularmente PS y PE, pueden ser ahora enlazados ventajosamente a
un rango de agentes antivirales conocidos. Estos conjugados antivirales incluyen conjugados tanto a base de péptidos
como a base de anticuerpos. Los ultimos de los cuales pueden ser denominados inmunoconjugados antivirales o
“inmunovirocidas”.

En estos aspectos de la invencidn, cualquier anticuerpo contra un fosfolipido aniénico puede ser usado para prepa-
rar un inmunoconjugado o coaguligando, con anticuerpos tales como los anticuerpos de segunda generacién, particu-
larmente anticuerpos tipo 9D2 y anticuerpos tipo 3G4, se prefieren sus perfiles ventajosos de enlazamiento a los fosfo-
lipidos aniénicos. Los agentes para el uso en esos inmunoconjugados incluyen preferentemente agentes anticelulares
o citotéxicos, coagulantes (factores de coagulacion), citocinas, agentes radioterapéuticos, agentes antiangiogénicos,
agentes inductores de la apoptosis, firmacos antitubulina y agentes antivirales (y los péptidos de enlazamiento a la
PE, tales como los derivados de duramicina, como se describe con detalle en la presente). En los inmunoconjugados
antivirales no hay requerimiento de usar un anticuerpo de segunda generacién como se describe aqui, aunque estos
pueden ser empleados. Cualquier anticuerpo para los aminofosfolipidos o fosfolipidos aniénicos puede ser enlazado
entonces a un agente antiviral para formar inmunoconjugados antivirales o inmunovirocidas, de conformidad con la
invencion.

F1. Agentes Citotoxicos y Anticelulares

Para ciertas aplicaciones, los agentes terapéuticos serdn agentes citotéxicos o farmacolégicos, particularmente
agentes citotdxicos, citoestaticos, o de otro modo anticelulares que tienen la capacidad de aniquilar o suprimir el
crecimiento de la division celular de las células, particularmente de las células endoteliales de tumores o de células
tumorales. En general, estos aspectos de la invencién contemplan el uso de cualquier sustancia farmacolégica que se
pueda conjugar con un anticuerpo contra un fosfolipido anidnico, preferentemente un anticuerpo basado en el 9D2 o
un anticuerpo basado en el 3G4 y administrado en forma activa al endotelio objetivo.

Los agentes anticelulares ejemplares incluyen agentes quimioterapéuticos, asi como citotoxinas. Los agentes qui-
mioterapéuticos que se pueden usar incluyen: hormonas, tales como esteroides; antimetabolitos, tales como arabindsi-
do de citocina, fluorouracilo, metotrexato o aminopterina; antraciclinas; mitomicina C; alcaloides vinca; demecolcina;
etopdsido; mitramicina; sustancias alquilantes antitumorales, tales como clorambucilo o melfaldn. Otras modalidades
pueden incluir sustancias tales como citocinas. Basicamente, cualquier agente anticelular se puede usar, en tanto pueda
conjugarse con éxito a, o asociarse con, un anticuerpo de una manera que permitird su direccionamiento, internaliza-
cion, liberacién y/o presentacion a los componentes de sangre en el sitio de las células endoteliales objetivo.

Puede haber circunstancias, tales como cuando el antigeno objetivo no se internaliza mediante una via consistente
con intoxicacidn eficiente mediante el compuesto toxico, en donde se deseard dirigir sustancias quimioterapéuticas,
tales como farmacos antitumorales, citocinas, antimetabolitos, agentes alquilantes, hormonas, y similares. Una varie-
dad de agentes quimioterapéuticos y otros agentes farmacol6gicos ahora se han conjugado con éxito con anticuerpos
si muestran que funcionan farmacolégicamente, incluyendo la doxorrubicina, daunomicina, metotrexato, vinblastina,
neocarcinostatina, macromicina, trenimon y @-amanitina.
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En otras circunstancias, cualquier efecto secundario potencial de la terapia basada en citotoxina se puede elimi-
nar mediante el uso de inhibidores de sintesis de ADN, tales como la daunorrubicina, doxorrubicina, adriamicina, y
similares. Estas sustancias por lo tanto son ejemplos preferidos de sustancias anticelulares para su uso en la presente
invencién. En términos de agentes citostdticos, estos compuestos generalmente interrumpen el ciclo natural de las
células de una célula objetivo, preferiblemente de manera que la célula se salga del ciclo de la célula.

Una variedad amplia de agente citotéxico se sabe que se puede conjugar con un anticuerpo contra un fosfolipido
aniénico, preferentemente un anticuerpo basado en 9D2 o basado en 3G4. Ejemplos incluyen numerosas toxinas deri-
vadas de plantas, hongos o bacterias, las cuales, a manera de ejemplo, incluyen varias toxinas de cadena A, particular-
mente cadena de ricina A; proteina de inactivacién de ribosoma, tales como saporin o gelonina; a-sarcina; aspergilina;
restrictocina; ribonucleasas, tales como ribonucleasa placentaria; toxina de difteria; y exotoxina de pseudomonas, s6lo
por nombrar algunas.

De las toxinas, se prefiere el uso de las cadenas de gelonina y ricina A. El uso de gelonina como la porcién efectora
o de toxina de inmunoconjugados que se enlazan a los marcadores expresados, que tienen acceso al enlazamiento,
se absorbieron o localizaron en vasos sanguineos intratumorales de un tumor vascularizado, se describe en la patente
US 6,051,230, incorporada especificamente aqui como referencia y en la patente US 6,451,312, la cual concierne
particularmente a la gelonina enlazada al VEGF como un agente de localizacién dirigida.

En cuanto a las cadenas de ricina A, una porcion de toxina preferida, adicional, es la cadena de toxina A que ha sido
tratada para modificar o remover residuos de carbohidratos, denominados cadena A desglicosilada (dgA). La cadena
de ricina A desglicosilada se prefiere debido a su extrema potencia, vida media mas prolongada, y debido a que es
econdémicamente factible fabricarla a grado y escala clinica.

Puede ser deseable desde un punto de vista farmacolégico emplear la molécula mas pequefia posible que sin
embargo proporcwne una respuesta bioldgica adecuada. Se puede desear emplear péptidos de cadena A més pequerios
que proporcwnaran una respuesta anticelular adecuada. Con este fin, se ha descubierto que la cadena de ricina A se
puede “truncar” mediante la remocién de 30 aminodcidos N-terminales por Nagarase (Sigma), y todavia retener una
actividad de toxina adecuada. Se propone que cuando se desea, esta cadena A truncada se puede emplear en conjugados
de acuerdo con la invencién.

De manera alternativa, se puede encontrar que la aplicacién de la tecnologia de ADN recombinante a la fraccién
de cadena A de toxina proporcionard beneficios adicionales de acuerdo con la invencién. Para que la clonacién y
expresion de la cadena A de ricina activa bioldgicamente se haya logrado, ahora es posible identificar y preparar
péptidos mds pequenos o de otro modo variantes que sin embargo exhiben una actividad de toxina adecuada. M4s atn,
el hecho de que la cadena de ricina A ahora ha sido clonada permite la aplicacién de mutagénesis dirigida al sitio, a
través de lo cual se puede preparar facilmente y seleccionar péptidos derivados de la cadena A y obtener fracciones
utiles adicionales para su uso en relacién con la presente invencion.

F2. Citocinas

Las citocinas y las quimiocinas son ejemplos particulares de agentes para el enlazamiento a los anticuerpos de
la invencion. Se puede usar cierto intervalo de citocinas, incluyendo IL-3, IL-4, IL-5, IL-7, IL-8, IL-9, IL-11, IL-
13, TGF-5, M-CSF, G-CSF, TNFB, LAF, TCGF, BCGF, TRF, BAF, BDG, MP, LIF, OSM, TMF, IFN-«, IFN-G. Las
citocinas mds preferidas incluyen IL-1e, IL-18, IL-2, IL-6, IL-10, GM-CSF, IFNy, la proteina-1 quimioatractora de
monocitos (MCP-1), el factor de crecimiento BB derivado de las plaquetas (PDGF-BB) y la proteina C-reactiva (CRP)
y similares. Ejemplos particularmente preferidos son TNFe, inductores de TNFa e IL-12.

El TNFa incrementa la permeabilidad vascular. Este agente se contempla para la unién a un anticuerpo de la inven-
cion, particularmente en donde se usa el inmunoconjugado resultante en terapia de combinacién para el tratamiento del
cancer. El anticuerpo entregard el TNFa unido, al ambiente del tumor, y la causa de la permeabilidad aumentada en el
tumor facilitard la penetracion de un segundo agente anticanceroso al tumor, amplificando de esta manera el efecto an-
titumoral global. Los constructos scFv son contemplados particularmente para el uso en esas modalidades. Esto se de-
be parcialmente porque el TNFa funciona como un trimero y los constructos de scFv podran trimerizarse facilmente.

El IL-12, por ejemplo, puede ser unido a un anticuerpo y usado para redirigir las defensas de la huésped a ataques
a los vasos del tumor. Al usar el IL-12, se puede preferir una forma de scFv de regién de enlazamiento al antigeno.
La quimiocina LEC (quimiocina expresada por el higado, conocida también como NCC-4, HCC-4 o LMC) es otro
componente preferido (Giovarelli ef al., 2000). La LEC es quimiotéctica para células dendriticas, monocitos, células
T, células NK y neutréfilos y puede mejorar entonces las respuestas antitumorales mediadas por el huésped.

F3. Factores de Coagulacion

Un anticuerpo contra un fosfolipido aniénico, o un anticuerpo de segunda generacion en base a los anticuerpos
9D2 y 3G4 preferidos (ATCC 4545) de la invencién, se pueden enlazar a un componente que es capaz de estimular
directamente o indirectamente la coagulacidn, para formar un coaguligando. Las patentes US 6,093,399, 6,004,555,
5,877,289 y 6,036,955 se incorporan especificamente en la presente como referencia, para propdésitos de describir
adicionalmente la asociacién funcional de coagulantes con anticuerpos para formar coaguligandos.
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Los anticuerpos de la invencién se pueden enlazar directamente al coagulante o al factor de coagulacién, o se
pueden enlazar a una segunda regién enlazamiento que enlaza y después libera el coagulante o el factor de coagulacion.
Como se usa en la presente, los términos “coagulante” y “factor de coagulaciéon” cada uno se usa para referirse a un
componente que es capaz de estimular directamente o indirectamente la coagulacién bajo condiciones adecuadas,
preferiblemente cuando se proporciona a un ambiente especifico en vivo, tal como la vasculatura del tumor.

Los factores de coagulacién preferidos son las composiciones de Factor de Tejido, tales como el factor de tejido
truncado (tTF), las moléculas de factor de tejido diméricas, multiméricas y mutantes. El “Factor de Tejido Truncado”
(tTF) se refiere a constructos de factor de tejido que se vuelven deficientes del enlace con la membrana por la remocién
de suficientes secuencias de aminodcidos para efectuar este cambio en propiedad. Una “cantidad suficiente” en este
contexto es una cantidad de secuencia de aminoacidos de transmembrana originalmente suficiente para introducir la
molécula del factor de tejido en la membrana, o de otro modo mediar el enlace de la membrana funcional de la proteina
del factor de tejido. La remocion de esta “cantidad suficiente de secuencia de extension de la transmembrana” por lo
tanto crea una proteina o polipéptido de Factor de Tejido deficiente en capacidad de enlazamiento con la membrana de
fosfolipidos, de manera que la proteina es sustancialmente una proteina soluble que no se enlaza significativamente a
las membranas de fosfolipidos. El factor de tejido truncado de este modo sustancialmente falla en convertir el Factor
VII en Factor VIIa en un ensayo de factor de tejido estdndar, y todavia retiene la denominada actividad catalitica que
incluye la activacién del Factor X en presencia del Factor VIla.

Las Patentes US 5,504,067, 6,156,321, 6,156,729 y 6,132,730 se incorporan especificamente en la presente como
referencia con los propésitos de describir adicionalmente estas proteinas de Factor de Tejido truncado. Preferible-
mente, los Factores de Tejido para su uso en estos aspectos de la presente invencion generalmente carecen de la
transmembrana y regiones citosdlicas (aminoacidos 220-263) de la proteina. Sin embargo, no hay necesidad de que
las moléculas del factor de tejido truncado se limiten a moléculas de la longitud exacta de 219 aminoécidos.

Las composiciones de Factor de Tejido también pueden ser ttiles como dimeros. Cualquiera de las construcciones
de Factor de Tejido truncados, mutadas o de otros se pueden preparar en una forma dimérica para su uso en la presente
invenciéon. Como serd conocido para los expertos en la técnica, estos dimeros de Factor de Tejido se pueden preparar
empleando las técnicas estandares de la biologia molecular y la expresién recombinante, en las cuales dos regiones
de codificacion se preparan dentro del marco y se expresan a partir de un vector de expresion. Igualmente, se pueden
emplear varias tecnologias de conjugacién quimica en relacién con la preparacién de dimeros del Factor de Tejido. Los
mondémeros del Factor de Tejido individuales se pueden derivar antes de la conjugacion. Todas estas técnicas serian
facilmente conocidas por los expertos en la técnica.

Si se desea, los dimeros o multimeros del Factor de Tejido se pueden unir via un enlace biolégicamente liberable,
tal como un enlazador selectivamente escindible o una secuencia de aminodacidos. Por ejemplo, los enlazadores de pép-
tidos que incluyen un sitio de escisién para una enzima preferencialmente localizada o activa dentro de un ambiente
de tumor se contemplan. Formas ejemplares de estos enlazadores de péptidos son aquellos que se disocian median-
te urocinasa, plasmina, trombina, Factor IXa, Factor Xa, o un metaloproteinasa, tal como colagenasa, gelatinasa o
estromelisina.

En ciertas modalidades, los dimeros del Factor de Tejido ademds pueden comprender una fraccién de insercién
de membrana hidrofébica impedida, para alentar posteriormente la asociacion funcional del Factor de Tejido con la
membrana de fosfolipidos, pero solamente bajo ciertas condiciones definidas. Como se describe en el contexto de
los Factores de Tejido truncados, las secuencias de asociaciéon de membrana hidrofébica generalmente son tramos
de aminodcidos que promueven la asociacién con el ambiente de fosfolipidos debido a su naturaleza hidrofébica.
Igualmente, se pueden usar 4cidos grasos para proporcionar la fraccién de insercién de membrana potencial.

Estas secuencias de insercién de membrana se pueden localizar ya sea en el término N o el término C de la molécula
de Factor de Tejido, o generalmente anexar en cualquier otro punto de la molécula en tanto su unién a la misma no
impida las propiedades funcionales del constructo del Factor de Tejido. El intento de la fraccién de insercién impedida
es que permanezca no funcional hasta que el constructo del Factor de Tejido se localice dentro del ambiente del tumor,
y permita que la unién hidrofébica se vuelva accesible y hasta ademas promueva la asociacién fisica con la membrana.
De nuevo, se contempla que los enlaces biolégicamente liberables y las secuencias selectivamente escindibles serdn
particularmente tiles con respecto a esto, con el enlace o la secuencia solamente siendo disociadas o de otro modo
modificadas después de la localizacién dentro del ambiente del tumor y la expresién a enzimas particulares u otras
moléculas bioactivas.

En otras modalidades, los constructos de tTF pueden ser multiméricos o poliméricos. En este contexto un “cons-
tructo polimérico” contiene 3 o més constructos de Factor de Tejido. Un “constructo de TF multimérico o polimérico”
es un constructo que comprende una primera molécula de TF o un derivado operativamente unido a cuando menos
una segunda y una tercera molécula de TF o derivada. Los multimeros pueden comprender entre aproximadamente 3 y
aproximadamente 20 de estas moléculas de TF. Las unidades individuales de TF dentro de los multimeros o polimeros
pueden también estar enlazadas por enlazadores de péptidos selectivamente escindibles u otros enlaces biolégicamente
liberables como se desea. De nuevo, como con los dimeros de TF discutidos anteriormente, los constructos pueden
facilmente hacerse usando ya sea manipulacién recombinante y expresion o usando quimica sintética estandar.
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Todavia otros constructos de TF ttiles en el contexto de la presente invencién son aquellos mutantes deficientes
en la capacidad para activar el Factor VII. Estos “mutantes de activacién de Factor VII” generalmente se definen en la
presente como mutantes del TF que se enlazan con el Factor VII/VIIa funcional, el Factor X proteoliticamente activo,
pero estdn sustancialmente libres de la capacidad del Factor VII proteoliticamente activo. De acuerdo con lo anterior,
estos constructos son mutantes del TF que carecen de la actividad de la activacién del Factor VII.

La capacidad de estos mutantes de activacion del Factor VII para funcionar promoviendo la coagulacion especifica
del tumor se basa en su administracién especifica a la vasculatura del tumor, y la presencia del Factor VIIa a niveles
bajos en el plasma. Después de la administracion de este conjugado de sustancia objetivo-mutante de activacién de
Factor VII, el mutante se localizara dentro de la vasculatura de un tumor vascularizado. Antes de la localizacion, el
mutante de Factor de Tejido generalmente seria incapaz de promover la coagulacién en ningtin otro sitio del cuerpo,
con base en su incapacidad para convertir el Factor VII en Factor VIla. Sin embargo, después de la localizacién y
acumulacién dentro de la regioén del tumor, el mutante encontrard entonces suficiente Factor VIIa del plasma con el
fin de iniciar la ruta de coagulacién extrinseca, conduciendo a trombosis especifica del tumor. El Factor VIIa ex6geno
podria también ser administrado al paciente.

Uno o més de una variedad de mutantes de activacién del Factor VII se pueden preparar y usar en relacién con
la presente invencién. Hay una cantidad significativa de conocimiento cientifico concerniente a los sitios de recono-
cimiento de la molécula de Factor de Tejido para el Factor VII/VIIa. De este modo se entenderd que la region de
activacion del Factor VII generalmente yace entre aproximadamente el aminodcido 157 y aproximadamente el ami-
noécido 167 de la molécula del TF. Sin embargo, se contempla que los residuos fuera de esta regiéon también pueden
demostrar ser relevantes a la actividad de activacién del Factor VII, y por lo tanto se puede considerar introducir
mutaciones en cualquiera o mas de los residuos generalmente localizados entre aproximadamente el aminodcido 106
y aproximadamente el aminodcido 209 de la secuencia del TF (WO 94/07515; WO 94/28017; cada una incorporada
aqui como referencia).

Como se detalla en las patentes US 6,093,399, 6,004, 555, 5,877,289 y 6,036,955, una variedad de otros factores de
coagulacién se pueden usar en conexién con la presente invencién, como se ejemplifica por las sustancias presentadas
mads adelante. Trombina, Factor V/Va y derivados, Factor VIII/VIIla y derivados, Factor IX/IXa y derivados, Factor
X/Xa y derivados, Factor XI/XIa y derivados, Factor XII/XIIa y derivados, Factor XIII/XIIIa y derivados, Factor X
activador y Factor V activador se pueden usar en la presente invencion.

El activador del Factor X de veneno de vibora de Russell se contempla para su uso en esta invencién. Los anti-
cuerpos monoclonales especificos para el activador del Factor X presentes en el veneno de vibora de Russell también
han sido producidos, y podrian ser usados para administrar especificamente la sustancia como parte de un ligando de
enlazamiento biespecifico.

El tromboxano A, estd formado de endoperéxidos mediante las acciones secuenciales de las enzimas ciclooxige-
nasa y tromboxano sintetasa en microsomas de plaquetas. El tromboxano A, es generado facilmente por las plaquetas
y es un potente vasoconstrictor, en virtud de su capacidad para producir la agregacién de las plaquetas. Tanto el
tromboxano A, como los andlogos activos del mismo se contemplan para su uso en la presente invencion.

La tromboxano sintasa, y otras enzimas que sintetizan las prostaglandinas de activacién de plaquetas, también
se pueden usar como “coagulantes” en el presente contexto. Los anticuerpos monoclonales, y la purificacién por
inmunoafinidad de, la tromboxano sintasa se conocen; como también el ADNc de la tromboxano sintasa humana.

La a2-antiplasmina, o el inhibidor de a2-plasmina, es un inhibidor de proteinasa naturalmente presente en el
plasma humano que funciona para inhibir eficientemente la lisis de los codgulos de fibrina inducidos por el activador
plasmindgeno. La a2-antiplasmina es un inhibidor particularmente potente, y se contempla para su uso en la presente
invencion.

Conforme estd disponible la secuencia de ADNc para la a2-antiplasmina, las proteinas de expresion y/o fusiéon
recombinantes se prefieren. Los anticuerpos monoclonales contra la @2-antiplasmina también estdn disponibles que se
pueden usar por las modalidades de ligando de enlazamiento biespecifico de la invencién. Estos anticuerpos podrian
ser usados tanto para administrar @2-antiplasmina endégena a un sitio objetivo como para acumular @2-antiplasmina
endégena y concentrarla dentro de la regién objetivo.

F4. Fdarmacos antitubulina

Una gama de farmacos ejerce sus efectos via la interferencia con la actividad de tubulina. Como las funciones de
tubulina son esenciales para la mitosis y la viabilidad celular, ciertos “farmacos antitubulina” son sustancias quimiote-
rapéuticas poderosas. Algunos de los fairmacos antitubulina mas conocidos y actualmente preferidos para su uso con la
presente invencion estan la colchicina; taxanos, tales como taxol; vinca alcaloides, tales como vinblastina, vincristina
y vindescina; y combretastatinas. Otros formacos antitubulinas son las citocalasinas (incluyendo B, J, E), dolastatina,
auristatina PE, paclitaxel, ustiloxin D, rizoxin, 1069C85, colcemid, albendazol, azatoxin y nocodazol.

Como se describe en las Patentes US 5,892,069, 5,504, 074 y 5,661,143, cada una especificamente incorporada
en la presente como referencia, las combretastatinas son derivados de estradiol que generalmente inhiben la mitosis
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celular. Las combretastatinas ejemplares que se pueden usar junto con la invencion e incluyen aquellas basadas en
combretastatina A, B y/o D y las descritas en las Patentes US 5,892,069, 5,504,074 y 5,661,143. Las combretastatinas
A-1, A-2, A-3, A-4, A-5, A-6, B-1, B-2, B-3 y B-4 son ejemplares de los tipos anteriores.

Las Patentes US 5,569,786 y 5,409,953, se incorporan en la presente como referencia para propdsitos de describir
el aislamiento, la caracterizacion estructural y la sintesis de cada una de las combretastatinas A-1, A-2, A-3, B-1,
B-2, B-3 y B-4 y formulaciones y métodos para usar estas combretastatinas para tratar el crecimiento neopldstico.
Cualquiera o mds de estas combretastatinas se puede usar junto con la presente invencién.

La combretastatina A-4, como se describe en las Patentes US 5,892,069, 5,504,074, 5,661,143 y 4,996,237, cada
una especificamente incorporada en la presente como referencia, también se puede usar con la misma. La Patente US
5,561,122 se incorpora adicionalmente en la presente como referencia para describir profarmacos de combretastatina
A-4 convenientes, que se contemplan para el uso combinado con la presente invencion.

La Patente US 4,940,726, especificamente incorporada en la presente como referencia, particularmente describe
lactonas macrociclicas denominadas combretastatina D-1 y “Combretastatina D-2”, cada una de las cuales se puede
usar en combinacién con las composiciones y métodos de la presente invencion. La Patente US 5,430,062, especifica-
mente incorporada en la presente como referencia, se refiere a los derivados de estilbeno y andlogos de combretastatina
con actividad anticancerosa que se pueden usar en combinacidn con la presente invencion.

F5. Agentes AntiAngiogénicos

Los agentes antiangiogénicos son ttiles para la unién de anticuerpos y péptidos de la invenciéon. Muchos agentes
anticancerosos tienen un efecto antiangiogénico como parte de su mecanismo de accién. Cualesquiera o mds de esos
agentes descritos para el uso en terapias de combinacién, incluyendo aquellos de la tabla E, pueden ser conjugados
también a un anticuerpo de la invencion, tal como se describe en la presente. Ciertos otros agentes han sido descubier-
tos, disefiados o seleccionados para que tengan un efecto antiangiogénico como un mecanismo primario de accién.
Ejemplos de esos agentes se describen posteriormente, cualesquiera de los mismos pueden ser usados para preparar
un inmunoconjugado o usado separadamente en terapia de combinacién con la invencién.

Numerosos inhibidores de tirosincinasa ttiles para el tratamiento de angiogénesis, como se manifiesta en varios
estados de enfermedad, se conocen ahora. Estos incluyen, por ejemplo, las 4-aminopirrolo[2,3-d]pirimidinas de la
Patente US 5,639,757, especificamente incorporada en la presente como referencia, las cuales también se pueden usar
en combinacién con la presente invencién. Otros ejemplos de moléculas orgdnicas capaces de modular la transduc-
cion de sefal de tirosincinasa via el receptor VEGFR2 son los compuestos de quinazolina y composiciones de la
Patente US 5,792,771, la cual se incorpora especificamente en la presente como referencia para propoésito de describir
combinaciones adicionales para su uso con la presente invencién en el tratamiento de enfermedades angiogénicas.

Los compuestos de otras clases quimicas también se ha mostrado que inhiben la angiogénesis y se pueden usar en
combinacién con la presente invencion. Por ejemplo, esteroides tales como los 4,9(11)-esteroides angiostéticos y los
esteroides C21-oxigenados, como se describe en la Patente US 5,972,922, especificamente incorporada en la presente
como referencia, se puede emplear en terapia combinada. La Patente US 5,712,291 y 5,593,990, cada una especifi-
camente incorporada en la presente como referencia, describen talidomida y compuestos relacionados, precursores,
analogos, metabolitos y productos de hidrélisis, los cuales también se pueden usar en combinacién con la presente
invencidn para inhibir la angiogénesis. Los compuestos en las Patentes US 5,712,291 y 5,593,990, se pueden admi-
nistrar oralmente. Otras sustancias antiangiogénicas ejemplares que son utiles en relacién con la terapia combinada
se enlistan en la Tabla B. Cada uno de los agentes enlistados en la presente son ejemplares y de ninguna manera
limitantes.

TABLA B

Inhibidores y Reguladores Negativos de Angiogénesis

SUSTANCIAS REFERENCIAS

Angiostatina O'Reilly et al., 1994

Endostatina O'Reilley et al., 1997

Fragmento de prolactina 16kDa Ferrara et al., 1991; Clapp et al., 1993; D'Angelo et
al., 1995; Lee et al., 1998

Péptidos de laminina Kleinman et al., 1993; Yamamura et al., 1993,
Iwamoto et al., 1996, Tryggvason, 1993

Péptidos de fibronectina Grant et al., 1998; Sheu et al., 1997
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Inhibidores de metaloproteinasa de tejido (TIMP 1,
2,3,4

Sang, 1998

Inhibidores de activadores de plasmindgeno (PAI-1,
_2)

Soff et al., 1995

Factor de necrosis de tumor a (dosis alta, in vitro)

Frater-Schroder et al., 1987

TGF-B1

RayChadhury y D'Amore, 1991; Tada et al., 1994

Interferon (IFN-a,-R,y)

Moore et al., 1998; Lingen et al., 1998

ELR- CXC guimiocinas;
IL-12; SDF-1; MIG; Factor de plaqueta 4 (PF-4); IP-
10

Moore et al., 1998; Hisco y Jiang, 1997; Coughlin et
al., 1998; Tanaka et al., 1997

Trombospondina (TSP)

Good et al., 1990; Frazier, 1991; Bornstein, 1992;
Tolsma et al., 1993; Sheibani y Frazier, 1995;
Volpert et al., 1998

SPARC

Hasselaar y Sage, 1992; Lane et al., 1992;
Jendraschak y Sage, 1996

2-Metoxiestradiol

Fotsis et al., 1994

Proteina relacionada con proliferina

Jackson et al., 1994

Suramin Gagliardi et al., 1992; Takano et al., 1994;
Waltenberger et al., 1996; Gagliardi et al., 1998,
Manetti et al., 1998

Talidomida D'Amato et al., 1994; Kenyon et al., 1997; Wells,
1998

Cortisona Thorpe et al., 1993; Folkman et al., 1983;
Sakamoto et al., 1986

Linomida Vukanovic et al., 1993; Ziche et al., 1998; Nagler et

al., 1998

Fumagilina (AGM-1470, TNP-470)

Sipos et al., 1994; Yoshida et al., 1998

Tamoxifen

Gagliardi y Collins, 1993; Linder y Borden, 1997;
Haran et ai., 1994

Korean mistletoe extract
Viscum album coloratum)

Yoon et al., 1995

Retinoides Oikawa et al., 1989; Lingen et al., 1996; Majewski
et al., 1996

CM101 Hellerqvist et al., 1993; Quinn et al., 1995; Wamil et
al., 1997; DeVore et al., 1997

Dexametasona Hori et al., 1996; Wolff et al., 1997

Factor inhibitorio de leucemia (LIF)

Pepper et al., 1995

Ciertos componentes preferidos para el uso en inhibir la angiogénesis son la angiostatina, endostatina, vasculos-
tatina, canstatina y maspina. La proteina llamada “angiostatina” se describe en las Patentes US 5,776,704, 5,639,725
y 5,733,876, cada una incorporada a la presente como referencia. La angiostatina es una proteina que tiene un pe-
so molecular de entre aproximadamente 38 kD y aproximadamente 45 kD, determinado reduciendo la electroforesis
en gel de poliacrilamida, que contiene aproximadamente regiones 1 a 4 de Kringle de una molécula de plasmindge-
no. La angiostatina generalmente tiene una secuencia de aminodcido sustancialmente similar a la de un fragmento de
plasminégeno murino que comienza en el aminodcido nimero 98 de una molécula de plasminégeno de murino intacta.

La secuencia de aminodcidos de la angiostatina varia ligeramente entre las especies. Por ejemplo, en la angiostatina
humana, la secuencia de aminodcidos que es sustancialmente similar a la secuencia del fragmento de plasminégeno
murino descrito anteriormente, aunque una secuencia de angiostatina humana activa puede comenzar en cualquier
aminodcido nimero 97 o 99 de una secuencia de aminoécidos de plasmindgeno humano intacta. Ademads, el plasmi-
négeno humano se puede usar, ya que tiene actividad antiangiogénica similar, como se muestra en un modelo de tumor
de ratén.

Ciertas terapias antiangiogénicas han demostrado que causan regresiones en los tumores, y la angiostatina es uno de
esos agentes. La endostatina, un fragmento COOH-terminal de 20 kDa del coldgeno XVIII, el polisacarido bacteriano
CM101, y el anticuerpo LM609 tienen también una actividad angiostatica. Sin embargo, en vista a otras propiedades,
a estas se hace referencia como terapias antivasculares o toxinas contra vasos de tumores, ya que no sélo inhiben la
angiogénesis sino que también inician la destruccién de vasos de tumores a través de mecanismos en su mayoria no
definidos.

La angiostatina y la endostatina han llegado a ser el foco de estudios intensos, ya que son los primeros inhibidores
de la angiogénesis que han demostrado la capacidad de no sélo inhibir el crecimiento del tumor, sino también causar
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regresiones de tumor en ratones. Hay multiples proteasas que han mostrado producir angiostatina a partir del plasmi-
négeno que incluye elastasa, el macr6fago metaloelastasa (MME), matrilisina (MMP-7), y gelatinasa B/colagenasa
tipo IV (MMP-9) de 92 kDA.

La MME puede producir angiostatina a partir de plasminégeno en tumores y el factor estimulante de colonia
de macréfagos de granulocitos (GMCSF) incrementa la expresion del MME mediante macréfagos que inducen la
produccion de angiostatina. El papel de la MME en la generacién de angiostatina es soportado por el hallazgo de que
la MME esta de hecho expresada en muestras clinicas de carcinomas hepatocelulares de pacientes. Otra proteasa que
se piensa que es capaz de producir angiostatina es la estromelisina-1 (MMP-3). La MMP-3 ha demostrado producir
fragmentos parecidos a angiostatina a partir de plasminégeno in vitro. El mecanismo de la accién de la angiostatina
actualmente no es claro, se hace la hipdtesis de que se enlaza con un receptor superficial de la célula no identificado o
sobre células endoteliales que inducen que la célula endotelial sufra muerte celular programada, o detencién mitdtica.

La endostatina parece ser un agente antiangiogénesis y antitumoral ain mds poderoso, aunque su biologia es
menos clara. La endostatina es efectiva causando regresiones en varios modelos de tumores en ratones. Los tumores
no desarrollan resistencia a la endostatina y, después de multiples ciclos de tratamiento, los tumores entran en un
estado latente, durante el cual no aumentan el volumen. En este estado latente, el porcentaje de células de tumor que
sufren apoptosis aumentd, produciendo una poblacién que esencialmente permanece del mismo tamafio. Se cree que
la endostatina se enlaza a un receptor de la superficie de las células endoteliales, no identificado, el cual media su
efecto.

La Patente US 5,854,205, para Folkman y O’Reilley, especificamente incorporada en la presente como referen-
cia, se refiere a la endostatina y su uso como inhibidor de la proliferacién de células endoteliales y angiogénesis. La
proteina endostatina corresponde al fragmento C Terminal del tipo coldgeno XVIII y la proteina se puede aislar de
una variedad de fuentes. La Patente US 5,854,205 también muestra que la endostatina puede tener una secuencia de
aminodcidos o de un fragmento de coldgeno tipo XVIII, un coldgeno tipo XV, o BOVMPE 1 de esterasa pregéstrica.
Las combinaciones de endostatina con otras proteinas antiangiogénicas, particularmente angiostatina, también se des-
criben en la Patente US 5,854,205, de manera que las composiciones combinadas son capaces de hacer la regresién
efectiva de la masa de un tumor dependiente de la angiogénesis.

El CM101 es un polisacarido bacteriano que se ha caracterizado bien por su capacidad para inducir inflamacién
neovascular en tumores. E1 CM101 se enlaza con, y se reticulan receptores expresados en endotelio desdiferenciado
que estimula la activacién del sistema de complemento. También inicia una respuesta inflamatoria conducida por
citocina que selectivamente se dirige al tumor. Es una sustancia antipatoangiogénica exclusiva que regula hacia abajo
la expresion del VEGF y sus receptores. E1 CM 101 actualmente en ensayos clinicos estd como un farmaco anticancer,
y se puede usar en combinacién con esta invencion.

La trombospondina (TSP-1) y el factor de plaqueta 4 (PF4) también se pueden usar con la presente invencion.
Ambos son inhibidores de angiogénesis que se asocian con heparina y se encuentran en alfagranulos de plaquetas. La
TSP-1 es una glicoproteina de dominios multiples grande de 450 kDa que es constituyente de la matriz extracelular.
La TSP-1 se enlaza con muchas de las moléculas de proteoglicanos encontrados en la matriz extracelular que incluyen,
HSPGs, fibronectina, laminina, y diferentes tipos de coldgeno. La TSP-1 inhibe la migracién de las células endoteliales
y la proliferacién in vitro y angiogénesis en vivo. La TSP-1 también suprime el fenotipo maligno y la tumorigénesis
de células endoteliales transformadas. El gen supresor de tumor p53 se ha demostrado que regula directamente la
expresion de la TSP-1, de manera que, la pérdida de la actividad de p53 causa una reduccién dramética en la produccién
de la TSP-1 y un aumento concomitante en la angiogénesis iniciada en el tumor.

La PF4 es una proteina 70aa que es miembro de la familia CXC ELR de quimiocinas que es capaz de inhibir
potentemente la proliferacién de células endoteliales in vitro, y la angiogénesis en vivo. La PF4 administrada intratu-
moralmente o administrada mediante vector adenoviral es capaz de causar una inhibicién del crecimiento del tumor.

Los interferones y los inhibidores de metaloproteinasas son dos clases de inhibidores angiogénicos que se presentan
naturalmente que se pueden administrar con la presente invencién. La actividad antiendotelial de los interferones se
ha conocido ya desde principios de la década de los 80, sin embargo, el mecanismo de inhibicién todavia no es claro.
Se sabe que puede inhibir la migracién de las células endoteliales y que tiene alguna actividad antiangiogénica en vivo
que posiblemente es mediada por una capacidad para inhibir la produccién de promotores angiogénicos por células de
tumor. Los tumores vasculares en particular son sensibles al interferén, por ejemplo, los hemangiomas proliferantes
se pueden tratar con éxito con IFN.

Los inhibidores de tejido de las metaloproteinasas (TIMPs) son una familia de inhibidores que se presentan na-
turalmente de metaloproteasas de matriz (MMPs) que también pueden inhibir la angiogénesis y se pueden usar en
protocolos de tratamiento de la presente invencion. Las MMPs representan un papel clave en el proceso angiogénico,
ya que degradan la matriz a través de la cual las células endoteliales y los fibroblastos migran cuando se extienden
o remodelan la red vascular. De hecho, un miembro de las MMPs, MMP-2 se ha demostrado que se asocia con el
endotelio activado a través de la integrina av33, presumiblemente con este fin. Si esta interaccién se interrumpe por
un fragmento de MMP-2, entonces la angiogénesis se disminuye y se inhibe el crecimiento de los tumores.
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Hay varios agentes farmacoldgicos que inhiben la angiogénesis, uno o mas de los cuales se pueden usar como parte
de la presente invencion. Estas incluyen AGM-1470/TNP-470, talidomida, y carboxiamidotriazol (CAI). La fumagi-
lina se ha encontrado que es un potente inhibidor de la angiogénesis en 1990, y desde entonces se han desarrollado
los andlogos sintéticos de la fumagilina, AGM-1470 y TNP-470. Estos fdrmacos inhiben la proliferacién de células
endoteliales in vitro y la angiogénesis en vivo. La TNP-470 se ha estudiado extensamente en ensayos clinicos humanos
con datos que sugieren que la administracion a largo plazo es Optima.

La talidomida originalmente se usé como un sedante, pero se encontrd que es un potente teratdgeno y se descon-
tinué. En 1994 se encontré que la talidomida es un inhibidor de la angiogénesis. La talidomida actualmente estd en
ensayos clinicos como un agente anticanceroso, asi como un tratamiento de enfermedades vasculares de los ojos.

El CAI es un inhibidor sintético de bajo peso molecular de la angiogénesis que actiia como un bloqueador de canal
de calcio que evita la reorganizacion de la actina, la migracién de las células endoteliales y la dispersion sobre coldgeno
IV. El CAlI inhibe la neovascularizacién en concentraciones alcanzables fisioldgicas y es muy tolerado oralmente por
los pacientes de cancer. Los ensayos clinicos con CAI han producido estabilizacién de enfermedad en el 49 por ciento
de los pacientes de cancer que tienen enfermedad progresiva antes del tratamiento.

La cortisona en presencia de la heparina o fragmentos de heparina ha demostrado inhibir el crecimiento de tumores
en ratones bloqueando la proliferaciéon de células endoteliales. El mecanismo involucrado en el efecto inhibitorio
aditivo del esteroide y la heparina no es claro, aunque se piensa que la heparina puede incrementar la asimilacién
del esteroide por las células endoteliales. La mezcla ha demostrado aumentar la disolucién de la membrana de base
que estd por debajo de los capilares recientemente formados, y esto también es una posible explicacién del efecto
angiotatico aditivo. Los conjugados de heparina-cortisol también tienen efectos potentes angiostatico y antitumoral de
actividad in vivo.

Otros inhibidores de angiogénesis especificos, pueden ser administrados a tumores usando los métodos de loca-
lizacién dirigida de tumores, de la presente invencién. Estos incluyen, pero no se limitan a, Factor Anti-invasivo,
dcidos retinoicos y paclitaxel (Patente US 5,716,981; incorporada en la presente como referencia); AGM-1470 (Ing-
ber y colaboradores, 1990; incorporada en la presente como referencia); extracto de cartilago de tiburén (Patente US
5, 618,925; incorporada aqui como referencia); poliamida aniénica o oligémeros de poliurea (Patente US 5,593,664;
incorporada aqui como referencia); derivados de oxindol (Patente US 5,576,330; incorporada aqui como referencia)
derivados de estradiol (Patente US 5,504,074; incorporada aqui como referencia); y derivados de tiazolpirimidina
(Patente US 5,599,813; incorporada aqui como referencia) también se contemplan para su uso como composiciones
antiangiogénicas para los usos combinados de la presente invencion.

Las composiciones que comprenden un antagonista de a,; integrina también se pueden usar para inhibir la an-
giogénesis en combinacién con la presente invencién. Como se describe en la Patente US 5,766,591 (incorporada aqui
como referencia), los polipéptidos que contienen RGD vy sales de los mismos, que incluyen polipéptidos ciclicos, son
ejemplos convenientes de antagonistas de integrina a,(;.

Como angiopoyetinas se encuentran los ligandos para la Tie2, se pueden usar otros métodos de intervencion te-
rapéutica basados en la alteracién de la sefializacion a través del receptor Tie2, en combinacién con los mismos. Por
ejemplo, se puede emplear un receptor Tie2 soluble, capaz de bloquear la activacién del Tie2 (Lin et al., 1998a).
El suministro de ese constructo que usa terapia genética adenoviral recombinante ha demostrado ser efectivo en el
tratamiento del cancer y en reducir la metéstasis (Lin ef al., 1998a).

Las angiopoyetinas, en comun con los miembros de la familia de VEGEF, son factores de crecimiento muy especifi-
cos para el endotelio vascular (Davis y Yancopoulos, 1999; Holash y colaboradores, 1999; incorporadas en la presente
como referencia). Las angiopoyetinas primero descritas fueron un agonista o activador receptor que se presenta natu-
ralmente, angiopoyetina-1 (Ang-1), y un antagonista receptor que se presenta naturalmente, angiopoyetina-2 (Ang-2),
ambas de estas actian mediante un receptor tirosincinasa de célula endotelial, Tie2.

Dos nuevas angiopoyetinas, angiopoyetina-3 (ratén) y angiopoyetina-4 (humana) también se han identificado (Va-
lenzuela y colaboradores, 1999). La angiopoyetina-3 parece actuar como un antagonista (parecida a la Ang-2), mien-
tras que la angiopoyetina-4 parece funcionar como un agonista (como la Ang-1) (Valenzuela y colaboradores, 1999).
Una protefna denominada angiopoyetina-3 también fue clonada a partir de corazén humano y se reporté que no tenia
efectos mitogénicos sobre células endoteliales (Kim, et al., 1999).

Mientras que la VEGF es necesaria para las etapas iniciales del desarrollo vascular, la angiopoyetina-1 general-
mente se requiere para las etapas posteriores a la vascularizacién. E1 VEGF de este modo actia para promover la
diferenciacidn, proliferacién de células endoteliales y la formacion de vasos primitivos. La angiopoyetina-I actda, via
el receptor Tie2, para promover el mantenimiento y la estabilizacion de vasos maduros. La angiopoyetina-1 de este
modo es un factor de maduracién o estabilizacion, que se piensa que convierte los vasos inmaduros en vasos ma-
duros promoviendo interacciones entre las células endoteliales y las células de soporte circundantes (Holash, et al.,
1999).

53



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2358 730 T3

F6. Agentes que Inducen la Apoptosis

La presente invencién también se puede usar para administrar sustancias que inducen apoptosis en cualquier célula
dentro del tumor, incluyendo células de tumor y células endoteliales vasculares de tumor. Aunque muchos agentes
anticancerosos pueden tener, como parte de su mecanismo de accién, un efecto que induce la apoptosis. Cualesquiera
de uno o més de esos agentes descritos para el uso en terapia de combinacidn, incluyendo aquellos de la tabla F, pueden
ser conjugados también a un anticuerpo de la invencidn, tal como se describe en la presente. Ciertos otros agentes han
sido descubiertos, disefiados o seleccionados para que tengan un efecto inductor de apoptosis como un mecanismo
primario. Ejemplos de esos agentes se describen a continuacién, cualesquiera de los mismos pueden ser usados para
preparar un inmunoconjugado o usados separadamente en terapia de combinacién con la invencion.

Muchas formas de cancer tienen reportes de mutacion en los genes supresores de tumores, tales como p53. La
inactivacién de p53 da como resultado una falla para promover la apoptosis. Con esta falla, las células del cancer
progresan en la tumorigénesis, en vez de estar destinadas para la muerte celular. De este modo, la provisién de los
supresores del tumor también se contempla para su uso en la presente invencion para estimular la muerte celular. Los
supresores de tumor ejemplares incluyen, pero no se limitan a, p53, el gen del Retinoblastoma (Rb), tumor de Wilm
(WT1), bax alfa, enzima que convierte interleucina 1b y familia, el gen MEN-1, neurofibromatosis, tipo 1 (NF1),
inhibidor cdk p16, gen de cancer colorrectal (DCC), gen de poliposis adenmatosis familial (FAP), en supresor de
tumor multiple (MTS-1), BRCA1 y BRCA2.

Se prefieren para su uso el p53 (Patente US 5,747,469; 5,6,771,78 y 5,756,455; cada una incorporada aqui como
referencia), Retinoblastoma, BRCA1 (Patentes US 5,750,400; 5,654,155, 5,710,001, 5,756,294, 5,709,999; 5,693,473,
5,753,441; 5,622,829 y 5,747,282; cada una incorporada aqui como referencia), MEN-1 (nimero de acceso GenBank
U93236) y adenovirus E1A (Patente US 5,776,743; incorporada aqui como referencia).

Otros oncogenes que inhiben la apoptosis o muerte celular programada, incluyen, aunque no estan limitados a, ber-
abl, bcl-2 (distinto del bcl-1, ciclina D1; nimeros de acceso a GenBank M 14745, X06487; patentes US 5,650,491; y
5,539,094; cada una incorporada aqui como referencia) y miembros de la familia incluyendo el Bcl-x1, Mcl-1, Bak,
Al, A20. La sobreexpresion del bcl-2 fue descubierta por primera vez en linfomas de las células T. Las funciones bcl-
2 como un oncogén enlazando e inactivando el Bax, una proteina en la ruta apoptética. La inhibicién de la funcién
bcl-2 previene la inactivacion del Bax, y permite que proceda la ruta apoptética. De esa manera, la inhibicién de esta
clase de oncogenes, p. €j. usando secuencias de nucleétidos antisentido, se contempla para el uso en la invencién en
aspectos en donde se desea el aumento de la apoptosis (patentes US 5,650,491; 5,539,094; y 5,583,034; cada una de
las cuales se incorpora aqui como referencia).

Otras composiciones que se pueden administrar mediante los anticuerpos de la presente invencion, incluyen genes
que codifican el factor de necrosis de tumor relacionado con apoptosis que induce ligandos denominados TRAIL, y
el polipéptido TRAIL (Patente US 5,763,223; incorporada a la presente como referencia); la proteasa asociada con
apoptosis de 24 kD de la Patente US 5,605,826 (incorporada en la presente como referencia); el factor asociado Fas 1,
FAF1 (Patente US 5,750,653; incorporada aqui como referencia). También se contempla para su uso en estos aspectos
de la presente invencién la provision de la enzima que se convierte en interleucina-1&#36; y miembros de la familia,
los cuales se reporta también que estimulan la apoptosis.

Los compuestos tales como derivados de carbostirilo (Patente US 5,672,603; y 5,464,833; cada una incorporada a
la presente como referencia); los péptidos apogénicos ramificados (Patente US 5,591,717; incorporada en la presente
como referencia); inhibidores de fosfotirosina y andlogos de fosfotirosina no hidrolizables (Patente US 5,565,491; y
5,693,627; cada una incorporada en la presente como referencia); agonistas de receptores de retinoide RXR (Patente
US 5,399,586; incorporada aqui como referencia); y hasta antioxidantes (Patente US 5,571,523; incorporada en la
presente como referencia) también se pueden usar. Los inhibidores de tirosinquinasa, tales como genisteina, también
se pueden enlazar a los anticuerpos de la presente invencién (como lo apoya la Patente US 5,587,459; incorporada en
la presente como referencia).

F7. Agentes Antivirales

Como los fosfolipidos aniénicos y aminofosfolipidos, particularmente la PS y la PE, llegan a quedar expuestos en
las células infectadas viralmente, los anticuerpos de la invencion, tales como los anticuerpos 9D2 y 3G4 (ATCC 4545),
también pueden ser enlazados a cualesquiera de uno o mas agentes antivirales. Razones adicionales que soportan estos
aspectos de la invencidn, y las ventajas de las mismas, se describen con mayor detalle posteriormente con respecto al
péptido de enlazamiento a la PE, los conjugados antivirales.

Los agentes antivirales ejemplares que son para el enlazamiento a anticuerpos o péptidos se describen también con
mayor detalle con relacion al péptido de enlazamiento a la PE, conjugados antivirales de la invencién. Algunos o més
agentes antivirales, incluyendo los de la Tabla G, pueden ser conjugados a un anticuerpo de la invencidn, tal como se
describe en la presente. Esos agentes antivirales pueden ser usados también separadamente en las terapias antivirales
de combinacién de la invencion.
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G. Equivalentes Biologicamente Funcionales

Los equivalentes, o ain mejoramientos, de los anticuerpos y efectores, también se pueden hacer ahora, general-
mente usando los materiales proporcionados anteriormente como punto de partida. Las modificaciones y cambios se
pueden hacer en la estructura de un anticuerpo asi y todavia obtener una molécula que tiene caracteristicas parecidas o
deseables de otro modo. Por ejemplo, ciertos aminodcidos se pueden sustituir por otros aminodcidos en una estructura
de proteina sin pérdida apreciable de capacidad de enlazamiento interactivo. Estas consideraciones también se aplican
a toxinas, sustancias antiangiogénicas, sustancias que inducen la apoptosis, coagulantes y similares.

Ya que son la capacidad interactiva y la naturaleza de una proteina las que definen la actividad funcional biol6gica
de la proteina, ciertas sustituciones de secuencias de aminodcidos pueden hacerse en una secuencia de proteina (o desde
luego, la secuencia de ADN subyacente) y sin embargo obtener una proteina con propiedades similares (agonista). De
este modo se contempla que se pueden hacer varios cambios en la secuencia de los anticuerpos o las sustancias
terapéuticas (o las secuencias de ADN subyacentes) sin pérdida apreciable de su utilidad o actividad biolégica. Los
equivalentes biol6gicamente funcionales hechos de la secuencia de ADN subyacente mutada se pueden hacer usando la
informacién de codones proporcionada en la presente en la Tabla A, y los detalles técnicos de soporte en la mutagénesis
especifica del sitio.

También se entiende bien por los expertos en la técnica que, inherente en la definicién de una proteina o péptido
“equivalente biol6gicamente funcional”, estd el concepto de que hay un limite al nimero de cambios que se pueden
hacer dentro de una porcién definida de la molécula y todavia dar como resultado una molécula con un nivel aceptable
de actividad biol6gica equivalente. Las proteinas y péptidos biolégicamente funcionalmente equivalentes de este modo
se definen en la presente como aquellas proteinas y péptidos en los cuales ciertos, no la mayoria ni todos, de los ami-
nodcidos se pueden sustituir. Desde luego, una pluralidad de proteinas/péptidos distintos con diferentes sustituciones
facilmente se pueden hacer y usar de acuerdo con la invencion.

Las sustituciones de aminodcidos generalmente se basan en la similitud relativa de los sustituyentes de cadenas
laterales de aminodcidos, p. €j. su hidrofobicidad, hidrofilicidad, carga, tamafio, y similares. Un andlisis del tamafio,
la forma y el tipo de los sustituyentes de cadenas laterales de aminodcidos revela que la arginina, lisina e histidina
todas son residuos cargados positivamente; que la alanina, glicina y serina todas tienen un tamafio similar; y que la
fenilalanina, el triptofano y la tirosina todas tienen una forma generalmente similar. Por lo tanto, basiandose en estas
consideraciones, arginina, lisina e histidina; alanina, glicina y serina; y fenilalanina, triptofano y tirosina; se definen
en la presente como equivalentes bioldgicamente funcionales.

Para hacer mas cambios cuantitativos, el indice hidropatico de los aminodcidos se puede considerar. A cada ami-
nodcido le ha sido asignado un indice hidropético con base en sus caracteristicas de hidrofobicidad y carga: isoleucina
(+4.5); valina (+4.2); leucina (+3.8); fenilalanina (+2.8); cisteina/cistina (+2.5); metionina (+1.9); alanina (+1.8); gli-
cina (-0.4); treonina (-0.7); serina (-0.8); triptofano (-0.9); tirosina (-1.3); prolina (-1.6); histidina (-3.2); glutamato
(-3.5); glutamina (-3.5); aspartato (-3.5); asparagina (-3.5); lisina (-3.9); y arginina (-4.5).

La importancia del indice hidropético de los aminoacidos para conferir funcidén bioldgica interactiva en una pro-
tefna generalmente se entiende en la técnica (Kyte y Doolittle, 1982, incorporada en la presente como referencia). Se
sabe que ciertos aminodcidos se pueden sustituir por otros aminodcidos que tienen un indice hidropético o calificacién
similar y todavia retienen una actividad bioldgica similar. Al hacer cambios basdndose en el indice hidropdtico, la
sustitucién de los aminodcidos cuyos indices hidropdticos estdn dentro de +2 se prefiere, aquellos los cuales estidn
dentro de +1 se prefieren particularmente, y aquellos dentro de +0.5 se prefieren atin mds particularmente.

Asf se entiende que un aminoécido se puede sustituir por otro que tenga un valor de hidrofilicidad similar y todavia
obtener una protefna equivalente biol6gicamente. Como se detalla en la Patente US 4,554,101 (incorporada aqui como
referencia), los siguientes valores de hidrofilicidad han sido asignados a los residuos de aminodcidos: arginina (+3.0);
lisina (4+3.0); aspartato (+3.0 + 1); glutamato (3.0 + 1); serina (+0.3); asparagina (+0.2); glutamina (+0.2); glicina (0);
treonina (-0.4); prolina (-0.5 + 1); alanina (-0.5); histidina (-0.5); cisteina (-1.0); metionina (-1.3) valina (-1.5); leucina
(-1.8); isoleucina (-1.8); tirosina (-2.3); fenilalanina (-2.5); triptofano (-3.4).

Al hacer cambios basados en los valores de hidrofilicidad, la sustitucién de aminoécidos cuyos valores de hidrofi-
licidad estdn dentro de +2 se prefiere, aquellos dentro de +1 se prefieren particularmente, y aquellos dentro de +0.5 se
prefieren atin mas particularmente.

H. Conjugacion

Los anticuerpos para los aminofosfolipidos y fosfolipidos aniénicos, incluyendo los anticuerpos anti-PS selec-
cionados, con propiedades mejoradas, tales como el 9D2 y 3G4 (ATCC 4545), pueden ser conjugados o unidos a,
o funcionalmente asociados con, agentes anticelulares y citotdxicos para preparar “inmunotoxinas’; a coagulantes,
ya sea directa o indirectamente, para preparar “coaguligandos”; o a agentes antivirales, tales como nucleésidos, para
preparar inmunoconjugados antivirales o “inmunovirocidas”. Los péptidos de enlazamiento a la PE tales como la du-
ramicina pueden ser conjugados o unidos también a, o asociados funcionalmente con, portadores inertes, agentes para
localizacién dirigida o agentes antivirales, para preparar un intervalo de derivados de péptidos de enlazamiento a la
PE y conjugados de péptidos antivirales.
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Aunque se prefieren los enlaces covalentes, se pueden usar también otros medios de unién funcional. Por ejemplo,
los constructos enlazados pueden ser generados usando puentes avidina: biotina. Ademds del conocimiento disponible
a aquellos de experiencia ordinaria en la técnica, la patente US de propiedad comiin 6,093, 399, se incorpora especi-
ficamente en la presente como referencia, para propdsitos de describir y habilitar adicionalmente el uso de la avidina:
biotina en la unién funcional de anticuerpos y agentes de localizacion dirigida, a agentes bioldgicos y terapéuticos.

Los dos agentes pueden ser unidos también por una segunda regién de enlazamiento, preferentemente una region
de enlazamiento al anticuerpo o al antigeno del mismo. Esto es ejemplificado por coaguligandos en donde el agente
objetivo se enlaza al coagulante a través de una segunda region de enlazamiento (patentes US 6,093, 399, 6,004,555,
5,877,289y 6,036,955, cada una incorporada especificamente aqui como referencia), que han sido producidas y usadas
exitosamente en el tratamiento del cancer. En donde el primer agente de localizacién dirigida es un anticuerpo o
una region al antigeno, el uso de una segunda regién de enlazamiento que es también un anticuerpo, o una regién
de enlazamiento al antigeno, da por resultado un constructo biespecifico del anticuerpo. La preparacién y uso de
anticuerpos biespecificos es en general bien conocido en la técnica, y se describe adicionalmente aqui.

La tecnologia de inmunoconjugados es conocida generalmente ahora en la técnica. Sin embargo, se pueden lograr
ciertas ventajas mediante la aplicacién de cierta tecnologia preferida, tanto en la preparacién como en la purificacién
para la administracion clinica subsecuente. Por ejemplo, aunque los constructos a base de IgG exhibirdn tipicamente
mejor capacidad de enlazamiento y una eliminacién mds lenta en la sangre, que sus contrapartes Fab’, los constructos
basados en fragmentos Fab’ exhibirdn generalmente mejor capacidad de penetracion a los tejidos.

Adicionalmente, aunque numerosos tipos de enlazantes que contienen enlace disulfuro son conocidos, los cuales
pueden ser empleados exitosamente en la conjugacion de anticuerpos y péptidos, ciertos enlazantes seran generalmente
preferidos con respecto a otros, en base a diferentes caracteristicas y capacidades farmacoldgicas. Por ejemplo, se
prefieren los enlazantes que contienen un enlace disulfuro que se encuentre estéricamente “impedido”, debido a su
mayor estabilidad in vivo, previniendo asi la liberacién del coagulante antes del enlazamiento en el sitio de accion.

Cada tipo de reticulador, asi de como se lleva a cabo la reticulacién, tenderd a variar la farmacodindmica del
conjugado resultante. Se puede desear tener un conjugado que permanezca intacto bajo las condiciones encontradas
en cualquier parte del cuerpo excepto el sitio de accién deseado, punto en el cual es deseable que el conjugado tenga
buenas caracteristicas de “liberacién”. Por lo tanto, el esquema particular de reticulacién, incluyendo en particular el
reactivo de reticulacion particular, usado, y las estructuras que son reticuladas, serdn de cierto significado.

Dependiendo de los agentes especificos que vayan a ser conjugados, puede ser necesario o deseable proporcionar
un separador péptido unido funcionalmente al anticuerpo o al péptido de enlazamiento a la PE y al segundo o agente
terapéutico. Ciertos separadores péptidos pueden plegarse en una estructura de espira unida con disulfuro. La escisién
proteolitica dentro de la espira producird entonces un polipéptido heterodimérico en donde el anticuerpo y el agente
terapéutico se encuentran enlazados inicamente por un solo enlace disulfuro. Un ejemplo de esa toxina es la toxina de
cadena Ricina A.

En donde se usen ciertos compuestos diferentes a toxinas, se puede proporcionar un separador péptido no escindi-
ble, para unirse funcionalmente al anticuerpo y al compuesto de toxina de la proteina de fusién. Las toxinas que pueden
ser usadas junto con separadores péptidos no escindibles, son aquellas que pueden por si mismas ser convertidas por
la ruptura proteolitica, en una forma unida al disulfuro, citotéxica. Ejemplo de ese compuesto es el de exotoxina de
Pseudomonas.

Una variedad de agentes quimioterapéuticos y otros agentes farmacolégicos han sido ahora conjugados éxitosa-
mente a anticuerpos y demuestran funcionar farmacolégicamente. Agentes antineopldsticos ejemplares que han sido
investigados incluyen la doxorubicina, daunomicina, metotrexato, vinblastina y varios otros. Ademds, la unién de
otros agentes tales como la neocarzinostatina, macromicina, trenimon y a-amanitina, también ha sido descrita. Estos
métodos de unién pueden ser adaptados para el uso con la presente.

Cualquier enlace covalente al anticuerpo o péptido de enlazamiento a la PE, serd hecho idealmente en un sitio
distinto del(de los) sitio(s) funcional(es). Las composiciones son entonces “enlazadas” en una manera operativa que
permite que cada regién desempefie su funcion pretendida, sin dafio significativo, en particular, de manera tal que el
constructo resultante se enlace atin al antigeno pretendido o a la PE y de tal manera que el agente unido mantenga
substancialmente la actividad biolégica y/o recupere la actividad biolégica cuando sea liberado del constructo.

H1. Reticuladores bioquimicos

Ademais de la informacién general proporcionada anteriormente, los anticuerpos o péptidos de enlazamiento a la
PE se pueden conjugar a agentes terapéuticos o a otros agentes, usando ciertos reticuladores bioquimicos preferidos.
Los reactivos de reticulacion se usan para formar puentes moleculares que atan entre si grupos funcionales de dos
moléculas diferentes. Para enlazar dos proteinas diferentes de una manera escalonada, se pueden usar reticuladores
heterobifuncionales que eliminan la formacién de homopolimeros no deseada. Los reticuladores heterobifuncionales
ejemplares se presentan en la Tabla C.
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TABLA C

Reticuladores hetero-bifuncionales

Enlazador Reactivo hacia Ventajas y Aplicaciones Longitud de
Separacién
después de
Reticulacién

SMPT Aminas primarias Estabilidad mayor 11.2A

sulfhidrilos

SPDP Aminas primarias TWolacién 6.8 A

sulfhidrilos Reticulacién escindible

LC-SPDP Aminas primarias Brazo separador extend. 166 A

sulfhidrilos

Sulfo-LC-SPDP Aminas primarias Brazo separador extend. 166 A

sulfhidrilos Soluble en agua

SMCC Aminas primarias Grupo reactivo maleimida 116 A

sulfhidrilos estable
conjugacion enzima-anticuerpo
Conjugacién proteina Hapten-
portador

Sulfo-SMCC Aminas primarias Grupo reactivo maleimida 116 A

sulfhidrilos estable
Soluble en agua
Conjugacion enzima-anticuerpo
MBS Aminas primarias Conjugacién enzima-anticuerpo 9.9 A
sulfhidrilos Conjugacién proteina Hapten-
portador

Sulfo-MBS Aminas primarias Soluble en agua 99A

sulfhidrilos

SIAB Aminas primarias Conjugacién enzima-anticuerpo  10.6 A

sulfhidrilos

Sulfo-SIAB Aminas primarias Soluble en agua 106 A

sulfhidrilos

SMPB Aminas primarias Separador extendido 145 A

sulfhidrilos Conjugacién enzima-anticuerpo

Sulfo-SMPB Aminas primarias Separador extendido 145 A

sulfhidrilos Soluble en agua

EDC/Sulfo-NHS Aminas primarias grupos  Conjugacion Hapten-Portador 0

carboxilo

ABH Carbohidratos no Reacciona con grupos aztcar 119A

selectivos

Los reticuladores hetero-bifuncionales contienen dos grupos reactivos: uno generalmente reacciona con un grupo
amino primario (p. ej. N-hidroxisuccinimida) y el otro generalmente reacciona con un grupo tiol (p. ej. disulfuro de
piridilo, maleimidas, hal6genos, etc.). A través del grupo reactivo amina primario, el reticulador puede reaccionar
con el/los residuos de lisina de una proteina (p. ej. el anticuerpo, fragmento o péptido de enlazamiento a la PE,
seleccionado) y a través del grupo reactivo tiol, el reticulador, ya unido a la primera proteina, reacciona con el residuo
cisteina (grupo sulfhidrilo libre) de la otra proteina.

Las composiciones por lo tanto generalmente tienen, o se derivan para tener, un grupo funcional disponible para
propositos de reticulacidn. Este requisito no se considera que sea limitante porque una amplia variedad de grupos se
puede usar de esta manera. Por ejemplo, grupos amina primarios o secundarios, grupos hidrazida o hidrazina, alcohol
carboxilico, carbamato, fosfato, o grupos alquilantes se pueden usar para enlazar o reticular.

El brazo separador entre dos grupos reactivos de reticuladores puede tener varias longitudes y composiciones
quimicas. Un brazo separador mds largo permite una flexibilidad mejor de los componentes del conjugado aunque
algunos componentes particulares en el puente (p. ej. grupo benceno) pueden prestar estabilidad extraordinaria al
grupo reactivo o una resistencia aumentada del enlace quimico a la accién en varios aspectos (p. ej. enlace disulfuro
resistente a la sustancia reductora). El uso de separadores péptidos, tales como L-Leu-L-Ala-L-Leu-L-Ala, también se
contempla.

Se prefiere que un reticulador que tenga una estabilidad razonable en la sangre se use. Numerosos tipos de enlaces
disulfuro que contienen enlazadores se conocen que pueden emplearse satisfactoriamente en la conjugacién. Los enla-
zadores que contienen un enlace disulfuro que esté estéricamente impedido pueden demostrar tener mayor estabilidad
en vivo, evitando la liberacion de la sustancia antes del enlace en el sitio de accion. Estos enlazadores de este modo
son un grupo preferido de agentes de enlace.
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Uno de los reactivos de reticulacién mas preferidos es el SMPT, el cual es un reticulador bifuncional que contiene
un enlace disulfuro que estd “estéricamente impedido” por un anillo benceno adyacente y grupos metilo. Se cree
que el impedimento estérico del enlace disulfuro sirve como una funcién de proteccién del enlace del ataque de
aniones tiolados tales como glutationa que puede estar presente en tejidos y sangre, y mediante esto ayuda a evitar el
desacoplamiento del conjugado antes de la administracién de la sustancia unida al sitio del tumor. Se contempla que
la sustancia SMPT también se puede usar en relacion con los conjugados de esta invencidn.

El reactivo de reticulacion SMPT, como con muchos otros reactivos de reticulacién conocidos, presta la habilidad
de reticular grupos funcionales tales como el SH de la cisteina o de las aminas primarias (p. €j. el grupo amino epsilén
de lisina). Otro tipo posible de reticulador incluye las fenilazidas fotorreactivas hetero-bifuncionales que contienen
un enlace disulfuro escindible tal como el etil-1,3’-ditiopropionato de sulfosuccinimidil-2-(p-azido Salicilamido). El
grupo N-hidroxisuccinimidilo reacciona con grupos amino primarios y el fenilazida (después de la fotolisis) reacciona
en forma no selectiva con cualquier residuo de amino4cido.

Ademéds de los reticuladores impedidos, también se pueden emplear enlazadores no impedidos de acuerdo con la
presente. Otros reticuladores ttiles, no consideran contener o generar un disulfuro protegido, incluyen SATA, SPDP y
2-iminotiolano. El uso de estos reticuladores estd bien entendido en la técnica.

En cuanto se conjugan, el conjugado se separa de los anticuerpos o péptidos y otros agentes, y de otros contami-
nantes. Un gran nimero de técnicas de purificacién estdn disponibles para su uso para proporcionar conjugados con
un grado suficiente de pureza para hacerlos clinicamente ttiles. Los métodos de purificacién basados en la separacién
por tamafios, tales como la filtracién en gel, la permeacién en gel o la cromatografia liquida de alto rendimiento, ge-
neralmente serd de mayor uso. Otras técnicas cromatograficas tales como la separacion de Sefarosa Azul, también se
pueden usar.

H2. Enlazadores biologicamente liberables

Aunque se prefiere que cualquier fraccidn de enlace tenga estabilidad razonable en la sangre, para evitar la libe-
racién sustancial de un agente terapéutico unido antes de dirigirse a la enfermedad, por ejemplo el sitio del tumor, en
ciertos aspectos, se contempla el uso de enlaces bioldgicamente liberables y/o separadores selectivamente escindibles
o enlazadores. Los “enlaces biolégicamente liberables” y “los separadores o enlazadores selectivamente escindidos”
todavia tienen una estabilidad razonable en la circulacién.

Los anticuerpos o péptidos de enlazamiento a la PE de conformidad con la invencién, de este modo se pueden
enlazar a uno o mds segundos agentes terapéuticos via un enlace bioldgicamente liberable. Cualquier forma de anti-
cuerpo o agente de localizacién dirigida se puede emplear, incluyendo los anticuerpos intactos, aunque los fragmentos
ScFv seran preferidos en ciertas modalidades.

Los “enlaces bioldgicamente liberables” o “enlaces selectivamente hidrolizables” incluyen todos los enlaces que
son liberables, escindibles o hidrolizables solamente o preferencialmente en ciertas condiciones. Esto incluye enlaces
disulfuro y trisulfuro y enlaces de 4cido 14biles, como se describe en las Patentes US 5,474,765 y 5,762,918, cada una
especificamente incorporada aqui como referencia.

El uso de un separador sensible al 4cido para unién con un agente o fairmaco terapéutico a un anticuerpo o péptido
de enlazamiento a la PE de la invencion, se contempla particularmente. En estas modalidades, los agentes terapéuticos
se liberan dentro de los compartimentos dcidos adentro de una célula. Se contempla que la liberacién sensible al dcido
pueda ocurrir extracelularmente, pero todavia después de la direccion especifica, preferiblemente al sitio del tumor o
célula infectada viralmente. Ciertos ejemplos actualmente preferidos incluyen anticuerpos parecidos a 2C3 enlazados
con colchicina o doxorrubicina via un separador sensible al dcido. La unién via las fracciones de carbohidrato de los
anticuerpos también se contempla. En estas modalidades, las sustancias terapéuticas o farmacos se liberan dentro de
los compartimentos dcidos adentro de una célula.

El anticuerpo o péptido de enlazamiento a la PE también se puede derivar para introducir grupos funcionales que
permitan la unién de los agentes terapéuticos a través de un enlace bioldgicamente liberable. El anticuerpo o péptido
de enlazamiento a la PE de este modo se puede derivar para introducir cadenas laterales que terminen en hidrazida,
hidrazina, amina primaria o grupos amina secundarios. Las sustancias terapéuticas se pueden conjugar a través del
enlace de base de Schiff, un enlace hidrazona o acil hidrazona o un enlazador hidrazida (Patentes US 5,474,765 y
5,762,918, cada una especificamente incorporada aqui como referencia).

También se describe en las Patentes US 5,474,765 y 5, 762,918, cada una especificamente incorporada aqui como
referencia, el anticuerpo o péptido de enlazamiento a la PE se puede unir operativamente a las sustancias terapéuticas
a través de uno o mds enlaces bioldgicamente liberables que son enlaces sensibles a enzimas, incluyendo enlaces de
péptidos, ésteres, amidas, fosfodiésteres y glic6sidos.

Ciertos aspectos preferidos de 1a invencioén se refieren al uso de enlazadores de péptidos que incluyen cuando menos
un primer sitio de escision para una peptidasa y/o proteinasa que se localiza preferencialmente dentro del sitio de la
enfermedad, particularmente dentro del ambiente del tumor. La administracién mediada por anticuerpo de la sustancia
terapéutica unida da como resultado la escisién especificamente dentro del sitio de enfermedad o ambiente del tumor,
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dando como resultado la liberacion especifica de la sustancia activa. Ciertos enlazadores de péptidos incluirdn un sitio
de escision que es reconocido por una o mds enzimas involucradas en la remodelacion.

Los enlazadores de péptidos que incluyen un sitio de escision para la urocinasa, prourocinasa, plasmina, plasminé-
geno, TGEp, estafilocinasa, trombina, Factor IXa, Factor Xa o una metaloproteinasa, tal como colagenasa intersticial,
una gelatinasa o una estromelisina, se prefieren particularmente. Las Patentes US 6,004,555, 5,877,289, y 6, 093,399
se incorporan especificamente en la presente como referencia para el prop6sito de describir adicionalmente y habili-
tar como hacer y usar inmunoconjugados que comprenden enlaces bioldgicamente liberables y enlazadores y péptidos
selectivamente escindibles. La Patente US 5,877,289, se incorpora particularmente aqui como referencia para el propd-
sito de describir adicionalmente y habilitar de qué manera usar los inmunoconjugados que comprenden un enlazador
péptido selectivamente escindible que es dividido por urocinasa, plasmina, trombina, Factor IXa, Factor Xa o una
metaloproteinasa, tal como una colagenasa intersticial, una gelatinasa o una estromelisina, dentro de un ambiente de
tumor.

Los enlazadores de péptidos selectivamente escindibles actualmente preferidos son aquellos que incluyen un sitio
de escisién para plasmina o una metaloproteinasa (también conocida como “metaloproteasas de matriz” o “MMP”),
tal como una colagenasa intersticial, una gelatinasa o una estromelisina. Los enlazadores de péptidos adicionales que
se pueden usar de manera ventajosa en relacién con la invencién incluyen, por ejemplo secuencias que escinden la
plasmina, tales como aquellas que pueden ser escindidas por la prourocinasa, TGEFS, plasmindgeno y estafilocinasa;
secuencias que escinden el factor Xa; secuencias que escinden el MMP tales como aquellas que pueden ser escindidas
por la gelatinasa A; secuencias se escinden la colagenaza, tales como aquellas que pueden ser escindidas por el cold-
geno de piel de becerro (cadena a1(I)), coldgeno de piel de becerro (cadena a2(I)), coldgeno de cartilago de bovino
(cadena a’1(I)), coldgeno de higado humano (cadena a1(Il)), @,M humano, PZP humano, @;M de rata, a,M de rata,
a13(2]) de rata, a,13(27]) de rata, y sitios de escision autolitica de la colagenasa de fibroblastos humanos. Ademas del
conocimiento disponible por aquellos de experiencia ordinaria en la técnica, el texto y secuencias de la tabla B2 en las
patentes US de propiedad conjunta 6,342,219, 6,524,583, 6,342,221 y 6,416,758, se incorporan especificamente aqui
como referencia para propésito de describir y habilitar en forma adicional el uso de esas secuencias escindibles.

H3. Anticuerpos Biespecificos

Los anticuerpos biespecificos en general se pueden emplear, en tanto un brazo se enlace con un fosfolipido aniénico
o aminofosfolipido, y el anticuerpo biespecifico se una, en un sitio distinto de los sitios de unién de antigenos, a un
agente terapéutico.

En general, la preparacién de anticuerpos biespecificos también es muy conocida en la técnica. Un método implica
la preparacion por separado de anticuerpos que tengan especificidad por el fosfolipido aniénico o aminofosfolipido, por
un lado, y por el otro, un agente terapéutico. Los fragmentos pépticos F(ab’y), se preparan a partir de dos anticuerpos
elegidos, seguidos por la reduccion de cada uno para proporcionar fragmentos Fab’ysy. Los grupos SH en uno de los
dos compaiieros que se van a acoplar se alquilan con un reactivo de reticulacion tal como ofenilenodimaleimida para
proporcionar grupos maleimida libres sobre el otro compafiero. Este compaiiero se puede conjugar entonces con el
otro por medio de un enlace tioéter, para dar el heteroconjugado deseado F(ab’y),. Otras técnicas se conocen en donde
la reticulacion con SPDP o la proteina A se lleva a cabo, o se prepara un constructo triespecifico.

Otro método para producir anticuerpos biespecificos es mediante la fusién de dos hibridomas para formar un
cuadroma. Como se usa en la presente, el término “cuadroma” se usa para describir la fusién productiva de dos
hibridomas de células B. Usando ahora técnicas estandares, dos hibridomas que producen anticuerpos se fusionan para
dar células hijas, y estas células que han mantenido la expresién de ambos conjuntos de genes de inmunoglobulina de
clonotipo se seleccionan.

Un método preferido para generar un cuadroma involucra la seleccién de un mutante deficiente de enzima de
cuando menos uno de los hibridomas padres. Esta primera linea celular de hibridoma mutante se fusiona con células de
un segundo hibridoma que ha sido expuesto letalmente, p. €j. a yodoacetamida, evitando su supervivencia continuada.
La fusién celular permite el rescate del primer hibridoma adquiriendo el gen de su deficiencia de enzima del hibridoma
tratado letalmente, y el rescate del segundo hibridoma a través de la fusién con el primer hibridoma. Se prefiere, pero
no se requiere, la fusién de inmunoglobulinas del mismo isotipo, pero de una subclase diferente. Un anticuerpo de
subclases mezclados permite el uso de un ensayo alternativo del aislamiento de un cuadroma preferido.

En mayor detalle, un método de desarrollo de cuadroma y de seleccién implica obtener una linea de hibridoma que
secreta el primer anticuerpo monoclonal elegido y hacer éste deficiente de la enzima metabdlica esencial, hipoxanti-
naguanina fosforribosiltransferasa (HGPRT). Para obtener mutantes deficientes del hibridoma, se cultivan células en
presencia de concentraciones crecientes de 8-azaguanina (1 x 1077 M hasta 1 x 10~ M). Los mutantes se subclonan
limitando la dilucién y probando su sensibilidad a la hipoxantina/aminopterina/timidina (HAT). El medio de cultivo
puede consistir en, por ejemplo, MEMD suplementado con 10% de SBF, 2 mM L-Glutamina y 1 mM de penicilina-
estreptomicina.

Una linea celular de hibridoma complementaria que produce el segundo anticuerpo monoclonal deseado se usa
para generar los cuadromas mediante técnicas de fusién celular estdndares. En resumen, 4.5 x 107 primeras células
sensibles a HAT se mezclan con 2.8 x 107 segundas células resistentes al HAT que previamente han sido tratadas con
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dosis letal de inhibidor bioquimico irreversible yodoacetamida (5 mM en solucidn salina regulada de fosfato) durante
30 minutos en hielo antes de la fusién. La fusién celular se induce usando polietilenglicol (PEG) y las células se
plaquean en placas de microcultivo de 96 pozos. Los cuadromas se seleccionan usando medio que contiene HAT. Los
cultivos que contienen anticuerpo biespecifico se identifican usando, p. ej. un ELISA especifico del isotipo de fase
sdlida y tefiido inmunofluorescente especifico para el isotipo.

En una modalidad de identificacién para identificar el anticuerpo biespecifico, los pozos de las placas de micro-
titulacién (Falcon, Becton Dickinson Labware) se cubren con reactivo que especificamente interactia con uno de los
anticuerpos de hibridoma padres y que carece de reactividad cruzada con ambos anticuerpos. Las placas se lavan,
bloquean y los sobrenadantes (SN) que se van a probar se afladen a cada pozo. Las placas se incuban a temperatura
ambiente durante dos horas, los sobrenadantes se descartan, las placas se lavan, y se afiaden conjugado de fosfatasa
alcalina-antianticuerpo durante dos horas a temperatura ambiente. Las placas se lavan y un sustrato de fosfatasa, p.
ej. P-Nitrofenil fosfato (Sigma, San Luis) se afiade a cada pozo. Las placas se incuban, se afiade 3N de NaOH a cada
pozo para detener la reaccidn, y se determinan los valores ODy;y usando un lector de ELISA.

En otra modalidad de identificacién, placas de microtitulacién tratadas previamente con poli-L-lisina se usan para
enlazar una de las células objetivo a cada pozo, las células se fijan, p. ej. usando 1% de glutaraldehido, y los anti-
cuerpos biespecificos se prueban para determinar su capacidad de enlace con la célula intacta. Ademads, FACS, tincién
por inmunofluorescencia, anticuerpos especificos de idiotipo, ensayos de competicién de enlace de antigeno, y otros
métodos comunes en la técnica de caracterizacion de anticuerpo se pueden usar junto con la presente invencién para
identificar los cuadromas preferidos.

Después del aislamiento del cuadroma, los anticuerpos biespecificos se purifican de otros productos celulares.
Esto se puede llevar a cabo mediante una variedad de procedimientos de aislamiento de proteinas, conocidos por los
expertos en la técnica de la purificacién de inmunoglobulinas. Los medios para preparar y caracterizar anticuerpos son
muy conocidos en la técnica (ver, p. ej. Antibodies: A Laboratory Manual, 1988).

Por ejemplo, los sobrenadantes de cuadromas seleccionados se pasan sobre columnas de sefarosa G de proteina A
o proteina G para enlazar IgG (dependiendo del isotipo). Los anticuerpos de enlace se eluyen con p. ej. un regulador
de citrato pH 5.0. Las fracciones eluidas que contienen los anticuerpos biespecificos, se dializan contra un regulador
isoténico. De manera alternativa, el eluido también se pasa sobre una columna de sefarosa anti-inmunoglobulina. El
anticuerpo biespecifico se eluye entonces con 3.5 M de cloruro de magnesio. Los anticuerpos biespecificos purificados
de esta manera se prueban para determinar su actividad de enlace mediante, por ejemplo, un Ensayo inmunosorbente
de enzima enlazada especifico de isotipo y ensayo de tincién de inmunofluorescencia de las células objetivo, como se
describid anteriormente.

Los anticuerpos BsAbs purificados y los anticuerpos padres también se pueden caracterizar y aislar mediante
electroforesis SDS-PAGE, seguido por tincién con plata o Coomassie. Esto es posible cuando uno de los anticuerpos
padres tiene un peso molecular mds alto que el otro. En donde la banda del anticuerpo biespecifico migra a medio
camino entre los dos anticuerpos padres, la reduccién de las muestras verifica la presencia de cadenas pesadas con dos
pesos moleculares aparentes diferentes.

H4. Proteinas de Fusion y Expresion Recombinante

Anticuerpos para aminofosfolipidos y fosfolipidos aniénicos, incluyendo los anticuerpos 9D2 y 3G4 (ATCC 4545)
y otros anticuerpos competidores con propiedades mejoradas, y péptidos de enlazamiento a la PE, pueden ser usados
también para crear proteinas de fusién usando técnicas de biologia molecular. Cualquier proteina de fusioén se puede
disefiar y hacer usando cualquiera de los anticuerpos, péptidos de enlazamiento a la PE y segundos o agentes terapéu-
ticos descritos en la presente y aquellos conocidos en la técnica. La tecnologia de las proteinas de fusion se adapta
facilmente para preparar las proteinas de fusién con otras modificaciones, tales como optimizaciones en las secuencias
CDR, enlazamiento via una secuencia de péptido selectivamente escindible y similares.

El uso de técnicas de ADN recombinante para lograr estos fines es ahora practica normal para aquellos con expe-
riencia en la técnica. Estos métodos incluyen, por ejemplo, técnicas de ADN recombinantes in vitro, técnicas sintéticas
y recombinacién en vivo/recombinacion genética. Se puede realizar sintesis de ADN y ARN, adicionalmente, usando
sintetizadores automatizados (ver p. €j. las técnicas descritas en Sambrook et al., 1989).

La preparacion de esta proteina de fusion generalmente conlleva la preparacion de una primera y segunda regién
de codificaciéon de ADN vy el enlazamiento funcional o unién de estas regiones, en cuadro, para preparar una sola
regién de codificacidn que codifica la proteina de fusién deseada. En el presente contexto, la secuencia del anticuerpo
se unird en el cuadro con una secuencia de ADN que codifica una sustancia terapéutica. No se cree generalmente que
sea relevante cual porcién del inmunoconjugado se prepare como la regién N terminal o como la region C terminal.

En cuanto la regién de codificacién deseada se ha producido, se crea un vector de expresion. Los vectores de ex-
presion contienen uno o mds promotores corriente arriba de las regiones de ADN insertadas que actian para promover
la transcripcion del ADN y de este modo promueve la expresion de la proteina recombinante codificada. Este es el
significado de “expresion recombinante”.
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Para obtener una versién llamada como “recombinante” del inmunoconjugado, el vector se expresa en una célula
recombinante. El disefio técnico de los segmentos del ADN para la expresion en un sistema procariético o eucariético
se puede realizar mediante técnicas generalmente conocidas para los expertos en expresién recombinante. Se cree que
virtualmente cualquier sistema de expresion se puede emplear en la expresion.

Los inmunoconjugados de la invencién se pueden expresar satisfactoriamente en los sistemas de expresioén euca-
ridtico, p. ej. células CHO, sin embargo, se considera que los sistemas de expresion bacteriana, tales como el pQE-60
de E. coli seran particularmente utiles para la preparacion a gran escala y la purificacién posterior de los constructos.
Los ADNc también se pueden expresar como sistemas bacterianos, con las proteinas codificadas expresadas como
fusiones con S3-galactosidasa, ubiquitina, glutationa S-transferasa de Schistosoma japonicum, y similares. Se cree que
la expresion bacteriana tendrd ventajas sobre la expresidn eucaridtica en términos de facilidad y uso y cantidad de
materiales obtenidos mediante estos.

En términos de expresion microbiana, las Patentes US 5,583,013; 5,221,619; 4,785,420; 4,704,362; y 4,366,246 se
incorporan aqui como referencia para los propdsitos de suplementar atin mds la presente descripcion en relacién con
la expresion de genes en células huésped recombinantes.

Los inmunoconjugados producidos recombinantemente se pueden purificar y formular para la administracién hu-
mana. De manera alternativa, los dcidos nucleicos que codifican los inmunoconjugados se pueden administrar via
terapia de genes. Aunque el ADN recombinante natural o pldsmidos se pueden emplear, el uso de liposomas o de
vectores se prefieren. La capacidad de ciertos virus para entrar a las células via endositosis mediada por receptor y
de integrar entre el genoma de la célula huésped y expresar genes virales establemente y eficientemente los ha hecho
candidatos atractivos para la transferencia de genes extrafios en células de mamiferos. Los vectores de terapia de genes
preferidos para su uso en la presente invencién generalmente serdn vectores virales.

Los retrovirus han prometido vectores de administracion de genes debido a su capacidad para integrar sus genes en
el genoma del huésped, transfiriendo una gran cantidad de material genético extrafio, infectando un espectro amplio
de especies y de tipos celulares y empacarse en lineas celulares especiales. Otros virus, tales como los adenovirus, los
virus de herpes simplex (VHS), el citomegalovirus (CMV), y el virus adenoasociado (VAA), tales como los descritos
por la Patente US 5,139,941 (incorporada aqui como referencia), también se pueden disefiar técnicamente para servir
como vectores para la transferencia de genes.

Aunque algunos virus que pueden aceptar material genético extrafio se limitan en el nimero de nucledtidos que
pueden acomodar y en el intervalo de células que infectan, estos virus han demostrado que efectiian con éxito la
expresion de genes. Sin embargo, los adenovirus no integran su material genético en el genoma del huésped y por lo
tanto no requieren réplica de huésped para la expresién de genes, haciéndolos idealmente adecuados para la expresién
de genes rdpida, eficiente, heteréloga. Las técnicas para preparar los virus infectivos defectivos de réplica son mas
conocidas en la técnica.

En ciertas otras modalidades adicionales, el vector de terapia de genes serd el VHS. Un factor que hace del VHS
un vector atractivo es el tamafio y organizacién del genoma. Debido a que el VHS es grande, la incorporacién de
miultiples genes o los casetes de expresion es menos problemdtico que en otros sistemas virales mas pequefios. Ade-
mads, la disponibilidad de diferentes secuencias de control viral con desempefio variante (p. ej. temporal, fuerza) hace
posible controlar la expresién en un grado mayor que en otros sistemas. También es otra ventaja que el virus tenga
relativamente pocos mensajes divididos, facilitando adicionalmente las manipulaciones genéticas. E1 VHS también es
relativamente f4cil de manipular y se puede desarrollar a titulaciones altas.

Desde luego, al usar sistemas de administracién virales, se desearia purificar el virién suficientemente para volverlo
esencialmente libre de contaminantes indeseables, tal como particulas virales de interferencia de defectos o pirégenos
de manera que no causen ninguna reaccién en la célula, animal o individuo que recibe el constructo del vector. Un
medio preferido de purificar al vector implica el uso de gradientes de densidad boyante, tal como centrifugacién de
gradiente de cloruro de cesio.

1. Ensayo de Enlazamiento y Funcionales

Aunque la invencién tiene utilidad significativa en regimenes de tratamiento en animales y humanos, también tiene
muchos otros usos especificos y verosimiles, incluyendo usos practicos en muchas modalidades in vitro. Ciertos de
estos usos se encuentran relacionados con propiedades de enlazamiento especificas de los anticuerpos, péptidos e
inmunoconjugados. Como cada uno de los constructos de la invencién incluye al menos un anticuerpo o componente
de péptido que se enlaza a un aminofosfolipido y/o a un fosfolipido aniénico, pueden ser usados en una variedad de
modalidades de enlazamiento, incluyendo ensayos de enlazamiento ttiles.

La presencia de un agente unido, en donde sea irrelevante, aunque proporcione ventajosas propiedades, no niega
la utilidad del primer anticuerpo o regiones del péptido en algin ensayo de enlazamiento.

Los ensayos de enlazamiento apropiadamente utiles incluyen aquellos empleados comtinmente en la técnica, tales
como los ensayos de inmunomanchado, manchado Western, manchado de puntos, RIAs, ELISAs, inmunohistoqui-
mica, clasificacién de células activadas por fluorescencia (FACS), inmunoprecipitacion, cromatografia de afinidad, y
similares, como se describe adicionalmente en la presente.
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Ciertos ensayos de enlazamiento estdndares son aquellos en los cuales un antigeno es inmovilizado sobre una
matriz de soporte sélida, p. €j. nitrocelulosa, nailon o una combinacién de los mismos, tales como en los ensayos de
inmunomanchado, manchado Western, ELISAs y ensayos relacionados. Otros ensayos importantes son aquellos que
usan células, en donde los componentes de la invencién pueden ser usados para ensayar las células con aminofosfoli-
pidos y/o fosfolipidos anidnicos en la superficie celular. Esos ensayos pueden ser aplicados en el andlisis preclinico, p.
ej. con referencia al disefio de farmacos, analizando el mecanismo de accién y/o seleccionando agentes terapéuticos
para usos combinados.

Ensayos in vitro adicionales son ttiles en la diagnosis de enfermedades relacionadas con la activacién de células
aberrantes y/o apoptosis, en donde el andlisis de la presencia de aminofosfolipidos y/o fosfolipidos aniénicos en la
superficie celular seria particularmente util. Los constructos pueden ser usados entonces junto con bloques de tejidos
incrustados en parafina, fijados con formalina y congelados en fresco, en inmunohistoquimica; en la clasificaciéon de
células activada por fluorescencia, en citometria de flujo o en microfluorometria de flujo.

Los constructos de la invencién tienen usos précticos adicionales en la inmunoprecipitacién, modalidades de puri-
ficacién del antigeno, tal como cromatografia de afinidad, incluyendo atin casos relacionados con anticuerpos bioespe-
cificos, la purificacion rdpida de un paso, de uno o mds antigenos a la vez; y en muchos otros ensayos de enlazamiento
que serdn conocidos por los experimentados en la técnica dada la informacién presentada aqui.

Usos practicos adicionales de los constructos de la presente son como controles en ensayos funcionales, incluyendo
muchos ensayos y sistemas in vitro y ex vivo. Como las propiedades de enlazamiento y funcionales de los anticuerpos,
péptidos conjugados de la invencidn son particularmente especificos, tal como se describe en la presente, esos usos
de “control” son realmente extremadamente valiosos. Los ensayos que se benefician de esa aplicacion practica de la
invencion incluyen, por ejemplo, ensayos concernientes a la deteccion de aminofosfolipidos y/o fosfolipidos aniéni-
cos en la superficie celular. Estos sistemas de ensayos pueden ser desarrollados también en ensayos de seleccion de
farmacos in vitro o ex vivo, en donde el presente suministro de materiales bioldgicos con propiedades bien definidas
sea particularmente importante. Por ejemplo, en el uso de los constructos de la invencién como controles positivos en
la seleccion de moléculas pequefias que tengan propiedades de enlazamiento similares, equivalentes o mejoradas, p.
ej. en la seleccidn y desarrollo de farmacos.

J. Composiciones farmacéuticas

Los agentes terapéuticos de la invencién serdn formulados generalmente como composiciones farmacéuticas. Las
composiciones farmacéuticas comprenderdn una cantidad bioldgica o terapéuticamente efectiva, de al menos un primer
agente terapéutico de la invencidn, disuelto o disperso en un portador farmacéuticamente aceptable o medio acuoso.
Terapéuticas combinadas también se contemplan, con el mismo tipo de composiciones farmacéuticas subyacentes se
pueden emplear tanto para medicamentos solos y combinados.

Las frases “farmacéuticamente o farmacolégicamente aceptable” se refieren a entidades moleculares y composicio-
nes que no producen una reaccion adversa, alérgica o de otro modo cuando se administra a un animal, o a un humano,
seglin sea lo adecuado. Los usos veterinarios se incluyen igualmente dentro de la invencién y las formulaciones “far-
macéuticamente aceptables” incluyen formulaciones tanto para uso clinico como veterinario.

Como se usa en la presente, “portador farmacéuticamente aceptable” incluye cualquiera y todos los solventes,
medios de dispersion, recubrimientos, sustancias antibacterianas y antihongos, sustancias retardadoras isoténicas y
de absorcidén y similares. El uso de estos medios y agentes para sustancias activas farmacéuticas es muy conocido
en la técnica. Excepto que algiin medio convencional o agente sea incompatible con el ingrediente activo, su uso en
las composiciones terapéuticas se contempla. Para la administracion humana, las preparaciones deberdn cumplir los
estdndares de esterilidad, pirogenicidad, seguridad general y pureza que se requieren por la Oficina de Estdndares
Bioldgicos de la FDA. Los ingredientes activos suplementarios también se pueden incorporar en las composiciones.

Las formulaciones de “dosis unitarias” son las que contienen una dosis o subdosis del ingrediente administrado
para un suministro en un tiempo particular. Por ejemplo, las formulaciones de “dosis unitaria” son las que contienen
una dosis diaria o unidad o subdosis diaria o una dosis semanal o unidad o subdosis semanal y as{ sucesivamente.

J1. Formulaciones Inyectables

Los agentes terapéuticos de la invencién serdn formulados a menudo para administracion parenteral, particular-
mente para el tratamiento de tumores, p. ej. formuladas para inyeccion via las rutas intravenosa, intramuscular, subcu-
tdnea, transdérmica, u otras rutas, incluyendo la administracion peristaltica y la instilacién directa en un tumor o sitio
de enfermedad (administracién intracavidad). La preparacion de una composicién acuosa que contiene un anticuerpo,
inmunoconjugado o conjugado de péptido, como un ingrediente activo, serd conocida para los expertos en la técnica a
la luz de la presente descripcion. Tipicamente, estas composiciones se pueden preparar como inyectables, ya sea como
soluciones liquidas o suspensiones; las formas sélidas convenientes para su uso para preparar soluciones o suspensio-
nes después de la adicién de un liquido antes de la inyeccidn también se pueden preparar; y las preparaciones también
se pueden emulsificar.
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Las formas farmacéuticas convenientes para uso inyectable incluyen soluciones acuosas estériles o dispersiones;
formulaciones que incluyen aceite de ajonjoli, aceite de cacahuate o propilenglicol acuoso; y polvos estériles para
la preparacioén extemporanea de soluciones o dispersiones inyectables estériles. En todos los casos, la forma debe-
rd ser estéril y fluida al grado de que salga de la jeringa. Deberd ser estable bajo las condiciones de fabricacién
y almacenamiento y deberd preservarse contra la accién contaminante de microorganismos, tales como bacterias y
hongos.

Las agentes terapéuticos se pueden formular en una composiciéon acuosa estéril en una forma neutra o de sal. Las
soluciones de agentes terapéuticos como base libre o sales farmacoldgicamente aceptables se pueden preparar en agua
convenientemente mezclada con un agente tensoactivo, tal como hidroxipropilcelulosa. Las sales farmacéuticamente
aceptables, incluyen las sales de adicién 4cida (formadas con los grupos amino libres de la proteina), y las que se
forman con 4cidos inorgdnicos tales como, p. e€j. dcidos clorhidrico o fosférico, o 4cidos organicos como acético,
trifluoroacético, oxdlico, tartdrico, mandélico, y similares. Las sales formadas con los grupos carboxilo libres también
se pueden derivar de bases inorgédnicas tales como, p. €j. sodio, potasio, amonio, calcio, o hidréxidos férricos, y bases
orgdnicas como isopropilamina, trimetilamina, histidina, procaina y similares.

Los portadores convenientes incluyen solventes y medios de dispersién que contienen, p. €j. agua, etanol, poliol
(p. €j. glicerol, propilenglicol, y polietilenglicol liquido, y similares), mezclas convenientes de los mismos, y aceites
vegetales. En muchos casos, serd preferible incluir sustancias isot6nicas, p. €j. azicares o cloruro de sodio. La fluidez
adecuada se puede mantener, p. ej. mediante el uso de un recubrimiento, tal como lecitina, mediante el mantenimiento
del tamafo de particula requerido en el caso de dispersién y/o por el uso de agentes tensoactivos.

En condiciones ordinarias de almacenamiento y uso, todas estas preparaciones deberdn contener un conservador
para evitar el crecimiento de microorganismos. La prevencion de la accion de microorganismos se puede llevar a
cabo por varias sustancias antibacterianas y antihongos, p. €j. parabenos, clorobutanol, fenol, dcido sérbico, timerosal,
y similares. La absorcién prolongada de las composiciones inyectables se puede llevar a cabo mediante el uso de
composiciones de sustancias que retardan la absorcion, p. ej. monoestearato de aluminio y gelatina.

Antes de o después de la formulacidn, los agentes terapéuticos deberdn dializarse extensamente para remover mo-
Iéculas de peso molecular pequefias indeseables, y/o liofilizar para la formulacién mds facil en el vehiculo deseado,
cuando sea apropiado. Las soluciones inyectables estériles se preparan incorporando las sustancias activas en la canti-
dad requerida en el solvente adecuado con varios de los otros ingredientes enumerados anteriormente, como se desee,
seguido por esterilizacion filtrada. Generalmente, las dispersiones se preparan incorporando los distintos ingredien-
tes activos esterilizados en un vehiculo estéril que contiene el medio de dispersidn bdsico y los otros ingredientes
requeridos de los enumerados anteriormente.

En el caso de polvos estériles para la preparacion de soluciones inyectables estériles, los métodos preferidos de
preparacién son secado al vacio y técnicas de secado por congelacién que producen un polvo de ingrediente activo,
mds cualquier ingrediente deseado adicional a partir de una solucién filtrada estéril previamente de la misma.

Las composiciones farmacéuticas convenientes de acuerdo con la invencién generalmente incluirdn una cantidad
del agente terapéutico mezclado con un diluyente o excipiente farmacéuticamente aceptable, tal como solucién acuosa
estéril, para dar un intervalo de concentraciones finales, dependiendo del uso de destino. Las técnicas de preparacién
generalmente son muy conocidas en la técnica como se ejemplifica por Remington Pharmaceutical Sciences, 16th Ed.
Mack Publishing Company, 1980, incorporada aqui como referencia. Para la administracién humana, las preparaciones
deberan satisfacer esterilidad, pirogenicidad, seguridad general y estdndares de pureza como se requiere por la Oficina
de Estdndares Bioldgicos de la FDA. Después de la formulacion, los agentes terapéuticos se administrardn de una
manera compatible con la formulacién de la dosis en una cantidad tal que sea efectiva terapéuticamente.

J2. Formulaciones de Liberacion Sostenida

Las formulaciones se administran facilmente en una variedad de formas de dosificaciones, tales como del tipo de
soluciones inyectables descritas anteriormente, pero también se contemplan otras formas aceptables farmacéuticamen-
te, p. €j. tabletas, pildoras, cdpsulas u otros sélidos para administracién oral, supositorios, pesarios, soluciones nasales
o rociadores, aerosoles, inhalantes, formulaciones tépicas, formas liposomales y similares. El tipo de forma para la
administracién se acoplard a la enfermedad o padecimiento que se va a tratar.

Se pueden usar composiciones o preparaciones farmacéuticas en cdpsulas de “liberacién lenta” o de “liberacién
sostenida”. Las formulaciones de liberacién lenta generalmente se disefian para dar un nivel de formaco constante du-
rante un periodo extenso y se pueden usar para administrar agentes terapéuticos de acuerdo con la presente invencion.
Las formulaciones de liberacién lenta tipicamente se implantan en la vecindad del sitio de enfermedad, p. ej. en el sitio
de un tumor o infeccién viral.

Ejemplos convenientes de preparaciones de liberacion sostenida incluyen matrices semipermeables de polime-
ros hidr6fobos sélidos que contienen agentes terapéuticos, cuyas matrices estdn en la forma de articulos con forma,
v.gr., peliculas o microcapsula. Ejemplos de matrices de liberacion sostenida incluyen poliésteres; hidrogeles, p. ej.
poli(2-hidroxietil-metacrilato) o poli(vinilalcohol); poliactidas, p.ej. Patente US 3,773,919; copolimeros de acido L-
glutdmico y gama etil-L-glutamato; copolimeros de etilenoacetato de vinilo no degradable; copolimeros de acido
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lctico-4cido glic6lico degradable, tales como el Lupron Depot® (microesferas inyectables compuestas de copolimero
de 4cido lactico-4cido glicdlico y acetato de leuprolide); y dcido poli-D-(-)-3-hidroxibutirico.

Aunque los polimeros tales como el etilenoacetato de vinilo y 4cido lactico-dcido glic6lico permiten liberar mo-
1éculas durante 100 dias, ciertos hidrogeles liberan proteinas durante periodos de tiempo mas cortos. Cuando los
anticuerpos encapsulados permanecen en el cuerpo durante mucho tiempo, pueden desnaturalizarse o agregarse como
resultado de la exposicién a la humedad a 37°C, reduciendo de este modo la actividad bioldgica y/o cambiando la
inmunogenicidad. Estan disponibles estrategias racionales para la estabilizacion dependiendo del mecanismo involu-
crado. Por ejemplo, si el mecanismo de agregacién involucra la formacién del enlace S-S intermolecular a través de
intercambio tiodisulfuro, se logra la estabilizacién modificando los residuos sulthidrilo, liofilizando a partir de solu-
ciones dcidas, controlando el contenido de humedad, usando los aditivos adecuados, desarrollando composiciones de
matriz de polimero especificas, y similares.

J3. Liposomas y Nanocdpsulas

En ciertas modalidades, también se pueden emplear liposomas y/o nanocdpsulas con los agentes terapéuticos. La
formacién y uso de los liposomas es generalmente conocido para los expertos en la técnica, como se resume mds ade-
lante. La invencién proporciona combinaciones de anticuerpos, liposomas y agentes quimioterapéuticos, particulares,
que se describen posteriormente. Ademads se puede usar una formulacién liposomal como un componente de rutina de
cualesquiera de los agentes terapéuticos de toda la invencion.

Los liposomas se forman a partir de fosfolipidos que estan dispersos en un medio acuoso y forman espontdneamen-
te vesiculas de bicapa concéntrica de ldminas multiples (también denominadas vesiculas de laminas multiples (MLV)).
Las vesiculas de ldminas multiples generalmente tienen didmetros de desde 25 nm hasta 4 um. La sonificacion de las
vesiculas de 1dminas miltiples da como resultado la formacién de vesiculas de una sola 1dmina pequefias (SUV) con
didmetros en el intervalo de 200 a 500 A, que contienen una solucién acuosa en el nicleo.

Los fosfolipidos pueden formar una variedad de estructuras distintos de liposomas cuando se dispersan en agua,
dependiendo de la proporcién molar de lipido al agua. En proporciones bajas el liposoma es la estructura preferida. Las
caracterfsticas fisicas de los liposomas dependen del pH, de la fuerza i6nica y de la presencia de cationes divalentes.
Los liposomas pueden mostrar baja permeabilidad a sustancias idnicas y polares, pero a temperaturas elevadas sufren
una transicion de fase que altera de manera remarcable su permeabilidad. La transicién de fase involucra un cambio
desde una estructura ordenada, muy empacada, conocida como estado de gel, a una estructura menos ordenada, empa-
cada flojamente, conocida como estado fluido. Eso se presenta en una temperatura de transicion de fase caracteristica
y da como resultado un incremento en la permeabilidad a los iones, azicares y farmacos.

Los liposomas interactian con células via cuatro mecanismos diferentes: endocitosis por células fagociticas del
sistema reticuloendotelial tales como macréfagos y neutréfilos; adsorcion a la superficie celular, ya sea mediante fuer-
zas hidrofébicas o electroestaticas débiles no especificas, o mediante interacciones especificas con componentes de la
superficie celular; la fusién con la membrana celular del plasma mediante la insercién de la bicapa de lipidos de lipo-
soma en la membrana del plasma, con liberacién simultdnea de contenidos liposomales en el citoplasma; y mediante
la transferencia de lipidos liposomales a las membranas celulares o subcelulares, o viceversa, sin ninguna asociacién
del contenido de liposoma. Variando la formulacién de liposoma puede alterarse qué mecanismo es operativo aunque
mas de uno puede operar al mismo tiempo.

Las nanocdpsulas generalmente atrapan compuestos de una manera estable y reproducible. Para evitar efectos
laterales debido a la sobrecarga polimérica intracelular, tal como particulas ultrafinas (con tamafios alrededor de 0.1 u)
deberan disefiarse usando polimeros capaces de ser degradados en vivo. Las nanoparticulas de polialquilcianoacrilato
biodegradables que satisfacen estos requisitos se contemplan para su uso en la presente invencidn y estas particulas se
pueden fabricar facilmente.

J4. Formulaciones Oftdlmicas

Muchas enfermedades de los ojos, particularmente aquellas que tienen un componente angiogénico, pueden ser
tratadas mediante la presente invencion. Por ejemplo la enfermedad neovascular ocular, la degeneracién macular rela-
cionada con la edad, la retinopatia diabética, la retinopatia de premadurez, el rechazo al injerto de cérnea, el glaucoma
neovascular, las fibroplasias retrolentales y otras enfermedades asociadas con la neovascularizacién de la cérnea o la
neovascularizacién retinal/coroidal, como se describe posteriormente en la presente.

Los agentes terapéuticos de la invencién se pueden emplear ventajosamente en la preparaciéon de composiciones
farmacéuticas convenientes para su uso como soluciones oftdlmicas, incluyendo las de administracién intravitrea y/o
intracameral. Para el tratamiento de cualquiera de los anteriores u otros padecimientos los agentes terapéuticos se
administran al ojo o a los ojos del sujeto que los necesite en forma de una preparacion oftdlmica preparada de acuerdo
con la préctica farmacéutica convencional, véase p. ej. “Remington’s Pharmaceutical Sciences” 15ava. Edicion, pags.
1488 a 1501 (Mack Publishing Co., Easton, PA).

Las preparaciones oftdlmicas contendrdn un agente terapéutico en una concentracion de aproximadamente 0.01 a
aproximadamente 1% en peso, preferiblemente de aproximadamente 0.05 a aproximadamente 0.5 por ciento en una
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solucién farmacéuticamente aceptable, suspension o ungiiento. Alguna variacién en la concentracién necesariamente
se presentard, dependiendo del compuesto empleado, el estado del sujeto que se va a tratar y similares, y la persona
responsable para el tratamiento determinard la concentracién mas conveniente para el sujeto individual. La preparacién
oftdlmica preferiblemente estard en forma de una solucién acuosa estéril que contiene, si se desea, ingredientes adi-
cionales, p. ej. conservadores, reguladores, agentes de tonicidad, antioxidantes y estabilizantes, sustancias no i6nicas
humectantes o clarificantes, sustancias que aumentan la viscosidad y similares.

Los conservantes convenientes para su uso en una solucién asf incluyen cloruro de benzalconio, cloruro de benze-
tonio, clorobutanol, timerosal y similares. Los reguladores convenientes incluyen dcido bdrico, bicarbonato de sodio
y de potasio, boratos de sodio y de potasio, carbonato de sodio y de potasio, acetato de sodio, bifosfato de sodio y
similares, en cantidades suficientes para mantener el pH a entre aproximadamente pH 6 y pH 8, preferiblemente entre
aproximadamente pH 7 y pH 7.5. Las sustancias de tonicidad convenientes son dextran 40, dextran 70, dextrosa, gli-
cerina, cloruro de potasio, propilenglicol, cloruro de sodio, y similares, de manera que el cloruro de sodio equivalente
de la solucidn oftdlmica estd en el intervalo de 0.9 mas o menos 0.2%.

Los antioxidantes y estabilizantes convenientes incluyen bisulfito de sodio, metabisulfito de sodio, tiosulfito de
sodio, tiourea y similares. Sustancias convenientes humectantes y clarificantes incluyen polisorbato 80, polisorbato 20,
poloxdmero 282 y tiloxapol. Las sustancias que aumentan la viscosidad convenientes incluyen dextran 40, dextran 70,
gelatina, glicerina, hidroxietilcelulosa, hidroximetilpropilcelulosa, lanolina, metilcelulosa, petrolato, polietilenglicol,
alcohol polivinilico, polivinilpirrolidona, carboximetilcelulosa y similares. La preparacion oftdlmica se administrara
tépicamente al ojo del sujeto que necesita el tratamiento mediante métodos convencionales. Por ejemplo, en forma de
gotas o bafiando el ojo en la solucién oftadlmica.

J5. Formulaciones topicas

En el sentido mds amplio, las formulaciones para la administracion tpica incluyen aquellas para la administracién
en la boca (bucal) y a través de la piel. Los “sistemas de administracién tépica” también incluyen parches transdér-
micos que contienen el ingrediente que se va a administrar. La administracién a través de la piel se puede lograr
adicionalmente por iontoforesis o electrotransporte, si se desea.

Las formulaciones convenientes para la administracion tépica en la boca incluyen grageas que comprenden los
ingredientes en una base con sabor, usualmente sacarosa y acacia o tragacanto; pastillas que comprenden el ingrediente
activo en una base inerte tal como gelatina y glicerina, o sacarosa y acacia; y enjuagues bucales que comprenden el
ingrediente que se va a administrar en un portador liquido conveniente.

Las formulaciones convenientes para la administrar topica en la piel incluyen ungiientos, cremas, geles y pastas
que comprenden el ingrediente que se va a administrar en un portador farmacéuticamente aceptable. La formulacién
de agentes terapéuticos para uso tépico, tal como en cremas, ungiientos y geles incluyen la preparacién de bases de
ungiiento oleaginosos o solubles en agua, asi como es bien conocido en la técnica en vista a la presente descripcion.
Por ejemplo, estas composiciones pueden incluir aceites vegetales, grasas animales, y mas preferiblemente, hidrocar-
buros semisdlidos obtenidos del petréleo. Componentes particulares usados pueden incluir ungiiento blanco, ungiiento
amarillo, cera de cetil ésteres, dcido oleico, aceite de oliva, parafina, petrolato, petrolato blanco, espermaceti, glicerita
de almidén, cera blanca, cera amarilla, lanolina, lanolina anhidra y monoestearato de glicerilo. Varias bases de un-
giiento solubles en agua también se pueden usar, incluyendo ésteres de glicol y derivados, polietilenglicoles, polioxil
40 estearato y polisorbatos.

Las formulaciones para la administracion rectal se pueden presentar como un supositorio con una base conveniente
que comprende, p. ej. manteca de cacao o un salicilato. Las formulaciones convenientes para la administracién vaginal
se pueden presentar como pesarios, tampones, cremas, geles, pastas, espumas o formulaciones en rocio que contienen
ademads del ingrediente activo vehiculos como se conocen en la técnica que son adecuados.

J6. Formulaciones Nasales

La administracion local via las rutas nasal y respiratoria se contempla para tratar varios padecimientos, particular-
mente para el uso en los métodos de tratamiento antivirales de la presente invencién. Estas rutas de administracién
también son convenientes para administrar sustancias en la circulacién sistémica. Las formulaciones de ingredien-
tes activos en portadores convenientes para la administracién nasal por lo tanto se incluyen dentro de la invencion,
p. €j. soluciones nasales, rocios, aerosoles e inhalantes. Cuando el vehiculo es un sélido, las formulaciones inclu-
yen un polvo grueso que tiene un tamafio de particula, p. ej. en el intervalo de 20 a 500 micras, que se administra,
p. €j. mediante la inhalacién rdpida a través del pasaje nasal de un contenedor del polvo mantenido cercano a la
nariz.

Las formulaciones convenientes en donde el portador es un liquido son ttiles en la administracién nasal. Las so-
luciones nasales usualmente son soluciones acuosas disefiadas para ser administradas a los pasajes nasales en gotas
o rocios y se preparan de manera que son similares en muchos aspectos a las secreciones nasales, de manera que se
mantiene la accién ciliar normal. De este modo, las soluciones nasales acuosas usualmente son isoténicas y ligera-
mente reguladas para mantener un pH de 5.5 a 6.5. Ademds, conservantes antimicrobianos similares a los usados en
preparaciones oftalmicas, y estabilizantes de farmacos adecuados, si se requiere, se pueden incluir en la formulacién.
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Varias preparaciones nasales comerciales se conocen e incluyen, p. ej. antibidticos y antihistaminas y se usan para la
profilaxis del asma.

Inhalaciones e inhalantes son preparaciones farmacéuticas disefiadas para administrar un formaco o compuesto en
el arbol respiratorio de un paciente. Un vapor o niebla se administra y alcanza el drea afectada. Esta ruta también se
puede emplear para administrar sustancias a la circulacidn sistémica. Las inhalaciones se pueden administrar por la via
nasal o respiratoria oral. La administracién de soluciones de inhalacién sélo es efectiva si las gotas son suficientemente
finas y de tamafio uniforme para que la niebla alcance los bronquiolos.

Otro grupo de productos, también conocido como inhalaciones, y algunas veces llamado insuflaciones, comprende
farmacos en polvo muy fino o liquidos que estdn llevados a los pasajes respiratorios mediante el uso de sistemas de
administracién especiales, tales como aerosoles farmacéuticos, que mantienen una solucién o suspension del farmaco
en un propelente de gas licuado. Cuando se libera a través de una valvula conveniente y adaptador oral, un de dosifica-
dor de la inhalacién se impulsa hacia la via respiratoria del paciente. El tamafio de particula es de mayor importancia
a la administracion de este tipo de preparacion. Se ha reportado que el tamafio Optimo de particula para la penetracioén
en la cavidad pulmonar es del orden de 0.5 a 7 u. Nebulizaciones finas son producidas por aerosoles presurizados y
por lo tanto su uso se considera ventajoso.

K. Juegos de Diagndstico y Terapéuticos

Esta invencion también proporciona juegos terapéuticos y de diagnosis que comprenden al menos un primer agente
terapéutico de la presente invencion, es decir, un anticuerpo, inmunoconjugado o conjugado de péptido, que se enlace
a un fosfolipido aniénico o aminofosfolipido, para el uso en los métodos de tratamiento, métodos de tratamiento
combinados y/o modalidades de formacion de imdgenes y tratamiento. Estos juegos generalmente contendrdn; en
al menos un primer contenedor (o elemento contenedor), una formulacién farmacéuticamente aceptable de cuando
menos un agente terapéutico, un antlcuerpo inmunoconjugado o conjugado de péptido, que se enlace a un fosfohpldo
aniénico o aminofosfolipido. Los juegos pueden incluir instrucciones escritas o electrénicas para su uso, p. €j. en
modalidades preclinicas, clinicas y/o veterinarias.

Los juegos pueden contener también otras composiciones, formulaciones farmacéuticamente aceptables y segun-
dos agentes bioldgicos y terapéuticos, incluyendo aquellos para la terapia combinada y/o para diagndstico y formacién
de imdgenes. Por ejemplo, esos juegos pueden contener alguno o mds de una gama de agentes quimioterapéuticos,
radioterapéuticos o antiangiogénicos, células antitumorales, vasculatura antitumoral o anticuerpos de estromas anti-
tumorales, inmunotoxinas o coaguligandos, agentes antivirales y/o componentes o agentes de diagndstico. También
pueden incluirse instrucciones escritas o electrénicas para su uso en terapia combinada y/o para diagnosis y formacién
de imégenes.

Los juegos pueden tener un solo contenedor que contenga el primer anticuerpo, inmunoconjugado o conjugado
de péptido, que se enlace a un aminofosfolipido o fosfolipido aniénico, con o sin componentes adicionales, o pueden
tener distintos contenedores para cada agente deseado. Cuando se proporcionan terapéuticos combinados, se puede
premezclar una sola solucién, ya sea en una combinacién equivalente molar, o con un componente en exceso del otro.
De manera alternativa, el agente terapéutico primario de la invencidn y el segundo agente biolégico o terapéutico, tal
como un segundo agente anticanceroso o antiviral, el juego se puede mantener por separado dentro de contenedores
distintos antes de la administracién a un paciente.

Los componentes de diagndstico de la manera mds frecuente seran mantenidos en al menos un segundo recipiente,
distinto al otro recipiente o al primer recipiente que comprenda el uno o mds agentes terapéuticos. Los juegos de
diagnéstico pueden incluir anticuerpos o péptidos marcados que se enlacen al mismo aminofosfolipido o fosfolipido
aniénico que el agente terapéutico primario, o cualquier otro agente apropiado para la diagnosis de la enfermedad
que vaya a ser tratada. Los juegos pueden incluir agentes de diagndstico para el uso in vitro, in vivo, o ambos de
esos agentes. Los juegos pueden incluir instrucciones escritas o electrénicas para su uso, p. ej. en modalidades de
diagndstico preclinicas, clinicas y/o veterinarias.

Para la inmunodeteccion in vitro, los anticuerpos pueden ser enlazados a un soporte s6lido, asi como a una placa
de microtitulacién, aunque se prefieren soluciones o polvos para reconstitucién de anticuerpos. Los juegos para in-
munodeteccién comprenden al menos un primer reactivo para inmunodeteccién. Los reactivos para inmunodeteccién
del juego pueden tomar cualquier variedad de formas, incluyendo aquellos marcadores detectables que se encuentran
asociados o relacionados con el anticuerpo determinado, tal como se usa in vivo. Los marcadores detectables que se
encuentran asociados o unidos a un ligando de enlazamiento secundario, también se contemplan. Ligandos secundarios
ejemplares son aquellos anticuerpos secundarios que tienen afinidad de enlazamiento por el primer anticuerpo.

Reactivos de inmunodeteccion apropiados, adicionales, para el uso en los juegos de la presente, incluyen el reactivo
de dos componentes, que comprende un anticuerpo secundario que tiene una afinidad de enlazamiento por el primer
anticuerpo, junto con un tercer anticuerpo que tiene una afinidad de enlazamiento por el segundo anticuerpo, el tercer
anticuerpo se encuentra enlazado a un marcador detectable. Cierto nimero de marcadores ejemplares son conocidos
en la técnica y todos esos marcadores pueden ser empleados con relacion a la invencion. Estos juegos pueden contener
conjugados de anticuerpo-marcador ya sea en una forma totalmente conjugada, en la forma de intermediarios, o
como porciones separadas que van a ser conjugadas por el usuario del juego. Los juegos para formacién de imagenes
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comprenderan preferentemente un agente de localizacién dirigida del objetivo o un anticuerpo que se encuentre ya
unido a un marcador detectable in vivo. Sin embargo, el nivel y medios de unién podrian ser suministrados en forma
separada.

Cualquier forma de juego de diagnéstico puede comprender ademds agentes de control tales como composiciones
biolégicas proporcionadas convenientemente como alicuotas, ya sea marcadas o no marcadas, que puedan usarse para
preparar una curva estindar para un ensayo de deteccion. Los componentes de los juegos pueden ser empacados ya
sea en medios acuosos o en forma liofilizada.

Cuando los componentes del juego se proporcionan en una o mas soluciones liquidas, la solucién liquida pre-
feriblemente es una solucién acuosa, siendo particularmente preferida la solucién acuosa estéril. Sin embargo, los
componentes del juego se pueden proporcionar como polvos secos. Cuando los reactivos o componentes se propor-
cionan como polvo seco, el polvo se puede reconstituir mediante la adicién de un solvente conveniente. El solvente
también puede proporcionarse en otro contenedor dentro del juego.

Los contenedores de los juegos terapéuticos y de diagndstico generalmente incluirdn cuando menos un frasco,
tubo de prueba, ampolleta, botella, jeringa u otro elemento contenedor, en el cual el agente terapéutico y cualquier
otro agente deseado se puedan colocar y convenientemente se puedan tomar en alicuotas. Como se prefieren al menos
dos componentes separados, los juegos incluirdn preferentemente al menos dos de esos contenedores. Los juegos
también pueden contener un tercer o cuarto contenedor para contener una soluciéon reguladora farmacéuticamente
aceptable u otro diluyente.

Los juegos también puede contener un elemento mediante el cual se administren los agentes terapéuticos a un
animal o paciente, p. €j. una 0 mas agujas o jeringas, o hasta un gotero para ojos, pipeta, u otro de estos aparatos
parecidos, a partir de los cuales la formulacién se puede inyectar en el animal o aplicarse a una area enferma del
cuerpo. Los juegos de la presente invencidon también tipicamente incluirdn un medio para contener los frascos, o
cualquier otro componente, en confinamiento cerrado para venta comercial, tal como p. ej. contenedores de plastico
moldeados por soplado o por inyeccidn en los cuales los frascos y otros aparatos deseados se colocan y retienen.

L. Inmunodeteccion y formacion de Imagen

La presente invencién ademds proporciona métodos de diagndstico y formacion de imagen in vitro 'y en vivo. Estos
métodos son aplicables para su uso para generar informacién de diagndstico, pronéstico o informacién de imagen, p.
ej. relacionada con enfermedades angiogénicas e infecciones virales, y preferentemente relacionadas con el tratamiento
y métodos para la formacién de imdgenes, de tumores. Los métodos de la invencion incluyen pruebas de diagndstico
in vitro, p. ej. en donde las muestras se puedan obtener no invasivamente y se prueben en ensayos de produccién alta
y/o cuando el diagndstico clinico sea ambiguo y la confirmacidn se desea. En el campo del diagnostico y formacién de
imagenes in vivo, los anticuerpos, y péptidos de la invencién se encuentran enlazados a uno o mas agentes detectables
y se usan para formar una imagen de un sitio o tumor angiogénico, opcionalmente como un primer paso antes del
tratamiento.

L1. Métodos y Juegos de Inmunodeteccion

La invencién concierne entonces a métodos de inmunodeteccion para enlazar, purificar, cuantificar o de otro modo
detectar generalmente aminofosfolipidos y fosfolipidos anidnicos, p. €j. para el uso en la diagnosis de células activadas
y apoptdticas y enfermedades asociadas. Los anticuerpos de la invencidn, tales como el 9D2 y 3G4 (ATCC 4545) se
pueden emplear para detectar fosfolipidos aniénicos y aminofosfolipidos (véase mds adelante), en muestras de tejido
aislado, biopsias o frotis y/o en muestras de tejido homogenizado. Estos métodos de inmunodeteccién tienen utilidad
de diagndstico evidente, pero también tienen aplicaciones para muestras no clinicas tales como en la titulacioén de
muestras de antigenos, y similares.

Los pasos de varios métodos de inmunodeteccion ttiles se han descrito en la literatura cientifica, tales como
p. €j. Nakamura et al., 1987, incorporada especificamente en la presente como referencia. En general, los métodos
de inmunoenlace incluyen obtener una muestra que se sospecha que contenga aminofosfolipidos y/o fosfolipidos
aniénicos, preferentemente células de las cuales se sospecha que tienen aminofosfolipidos y/o fosfolipidos aniénicos
en la superficie celular, y poniendo en contacto la muestra con un anticuerpo de la invencién, tal como 9D2 6 3G4
(ATCC 4545), bajo condiciones efectivas para permitir la formacién de complejos inmunes. Cualesquiera complejos
inmunes formados durante el proceso de enlazamiento son detectados entonces y preferentemente son cuantificados.

La muestra analizada puede ser una muestra de células, tales como células expuestas a ciertas condiciones de
prueba en el laboratorio. La muestra puede ser también una muestra biolégica de un animal o paciente, p. ej. uno del
cual se sospeche que tiene una enfermedad asociada con la activacion o apoptosis de uno o més tipos de células. Esa
muestra puede ser una seccion o espécimen de tejido, una biopsia, un frotis o mancha dejada en un sitio, un extracto
de tejido homogenizado o formas separadas o purificadas de los mismos.

Al poner en contacto la muestra biolégica elegida con el anticuerpo en condiciones efectivas y durante un periodo
de tiempo suficiente para permitir la formaciéon de complejos inmunes (complejos inmunes primarios) generalmente
es cuestiéon de simplemente afiadir el anticuerpo a la muestra e incubar la mezcla durante un periodo de tiempo
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suficientemente largo para que los anticuerpos formen complejos inmunes, con, por ejemplo que se enlacen con,
cualquier fosfolipido aniénico y aminofosfolipido presente. Después de este tiempo, la composicién de anticuerpo de
muestra, tal como un seccién de tejido o una placa ELISA, generalmente se lavard para remover cualquier especie de
anticuerpo enlazado no especificamente, permitiendo que solamente los anticuerpos especificamente enlazados dentro
de los complejos inmunes primarios se detecten.

La deteccion de formacion de inmunocomplejos es muy conocida en la técnica y se puede lograr a través de la
aplicacién de numerosos enfoques. Estos métodos generalmente se basan en la deteccién de una etiqueta o marcador,
tal como cualquier marcador o etiqueta radioactivo, fluorescente, biol6gico o enzimatico conocido en la técnica. Las
Patentes US 3,817,837; 3,850,752; 3,939,350; 3,996,345; 4, 277,437; 4,275,149 y 4,366,241, cada una incorporada
en la presente como referencia. El uso de enzimas que generan un producto coloreado después del contacto con un
sustrato cromogénico se prefieren generalmente. Los ligandos de enlace secundario, tal como un segundo anticuerpo
o un arreglo de enlace de ligando biotina/avidina, también se puede usar, como se conoce en la técnica.

Los anticuerpos de la invencion, tales como el 9D2 y 3G4 (ATCC 4545) empleados en la deteccién pueden ellos
mismos enlazarse a un marcador detectable, en donde uno podria simplemente detectar un marcador, permitiendo
mediante esto la cantidad de complejos inmunes primarios en la composicion a ser determinados.

Preferiblemente, los complejos inmunes primarios se detectan por medio de un segundo ligando de enlace que
tiene afinidad de enlace para los anticuerpos de la invencién. En estos casos, el segundo ligando de enlace se puede
enlazar a un nivel detectable. El segundo ligando de enlace mismo frecuentemente es un anticuerpo, y puede de este
modo denominarse un anticuerpo “secundario”. Los complejos inmunes primarios se ponen en contacto con el ligando
de enlace secundario, marcado, o anticuerpo bajo condiciones efectivas y durante un periodo de tiempo suficiente para
permitir la formacién de complejos inmunes secundarios. Los complejos inmunes secundarios generalmente se lavan
para remover cualquier anticuerpo o ligando secundario marcado especificamente no unido y el marcador restante en
los complejos inmunes secundarios se detecta entonces.

Meétodos adicionales incluyen la deteccién de complejos inmunes primarios mediante un enfoque de dos pasos.
Un segundo ligando de enlace tal como un anticuerpo, que tiene afinidad de enlace para el primer anticuerpo se
usa para formar complejos inmunes secundarios, como se describié antes. Después de lavar, los complejos inmunes
secundarios se ponen en contacto con un tercer ligando de enlace o anticuerpo que tiene afinidad de enlace para el
segundo anticuerpo, de nuevo bajo condiciones efectivas y durante un periodo de tiempo suficiente para permitir la
formacién de complejos inmunes (complejos inmunes terciarios). El tercer ligando o anticuerpo se enlaza con un
marcador detectable, permitiendo la deteccién de los complejos inmunes terciarios asi formados. Este sistema puede
proporcionar la amplificacién de la sefial si se desea.

La diagnosis o monitoreo clinico puede ser aplicada a pacientes con una variedad de enfermedades, particular-
mente aquellas asociadas con la exposiciéon aumentada a aminofosfolipidos y/o fosfolipidos anidnicos, en la superficie
celular. La deteccién de un aminofosfolipido y/o fosfolipido aniénico, o un incremento en los niveles de un amino-
fosfolipido y/o fosfolipido aniénico, en comparacion con los niveles en una muestra bioldgica correspondiente de un
sujeto anormal, indica que se trata de un paciente con esa enfermedad.

Sin embargo, como lo saben los expertos en la técnica, este diagndstico clinico no es probable que se hiciera
con base en este método en aislamiento. Aquellos con experiencia en la técnica estdn muy familiarizados con la
diferenciacion entre la expresion significativa de un biomarcador, el cual representa una identificacién positiva, y la
expresion a bajo nivel o de fondo de un biomarcador. Sin duda, los niveles de expresion de fondo frecuentemente se
usan para formar un “corte” enzima que aumenta el manchado se calificard como significativo o positivo.

L2. Formacion de Imagen In Vivo

La invenci6n proporciona una variedad de modalidades de diagnostico y formacién de imdgenes in vivo. Ciertos
aspectos de la invencién conciernen a nuevas y sorprendentemente efectivas composiciones para la diagnosis y forma-
cién de imagenes in vivo. Por ejemplo, cualesquiera o mds del panel de nuevos anticuerpos anti-PS de la invencion,
preferentemente los anticuerpos 9D2 6 3G4 (ATCC 4545) o anticuerpos competidores con propiedades similares se
encuentran enlazados a un agente detectable in vivo para formar un conjugado para inmunodiagnéstico de la invencion.
Aunque los anticuerpos representan un desarrollo importante en el campo, los inmunodiagndsticos resultantes pueden
ser usados ahora en cualquier modalidad de diagnéstico o formacién de imagenes, previamente descrita, relacionada
con la deteccion de un aminofosfolipido y/o fosfolipido aniénico.

A este respecto, los compuestos para inmunodiagndstico que comprenden un anticuerpo de la invencidn, incluyen-
do los anticuerpos 9D2 y 3G4 (ATCC 4545) o anticuerpos competidores con propiedades similares, pueden ser usados
en la formacién de imdgenes de trombosis vascular, particularmente en el corazén o cerca del mismo, tal como en la
trombosis de venas profundas, embolia pulmonar, infarto del miocardio, fibrilacién atrial, problemas con materiales
cardiovasculares protésicos, embolia y similares. Esas composiciones de la invencién pueden ser usadas en la forma-
cion de imédgenes en las plaquetas activadas, p. ej. en condiciones tales como abscesos, restenosis, inflamacion de las
articulaciones y en trastornos hemostaticos, tales como trombosis arterial, coronaria, venosa y trombosis cerebral, y
similares. Las composiciones para inmunodiagndstico de la invencidn, preferentemente aquellas que comprenden los
anticuerpos 9D2 o 3G4 (ATCC 4545) o anticuerpos competidores con propiedades similares, pueden ser usadas tam-
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bién en la deteccion de células apoptéticas, a la vez que pueden ser usadas en la diagnosis y formacién de imagenes
de una variedad de enfermedades en las cuales ocurre una apoptosis incrementada o inapropiada.

La invencién proporciona ademds un intervalo de nuevos métodos para la diagnosis y formacién de imégenes
in vivo, que no se encuentra limitado al uso del panel de anticuerpos proporcionado aqui. Por ejemplo, en vista al
inesperado descubrimiento de que los fosfolipidos aniénicos tales como PI, PA y PG son marcadores accesibles y los
cuales pueden se objetivo de la vasculatura de tumores de manera estable, la invencién proporciona métodos para la
diagnosis y formacién de imagenes de tumores, que comprenden la administracién de un agente de inmunodiagndstico
que se enlaza a la PI, PA o PG, que se localizara especificamente a la vasculatura de tumores sélidos. Ademds, ahora
pueden ser detectadas células infectadas viralmente, y pueden diagnosticarse infecciones virales, usando un conjugado
para inmunodiagndstico que se enlaza a un aminofosfolipido y/o a un fosfolipido aniénico, tal como PS, PE, PI, PA y
PG y preferentemente PS y PE.

Las composiciones y métodos para la formacién de imédgenes in vivo, de la invencién, pueden ser usadas en la
formacién de imdgenes per se, en la formacidn de imdgenes previa, de un sitio en el cuerpo, para formar una imagen
confiable antes del tratamiento. Preferentemente la formacién de imagenes es la formacién de imdgenes de un tumor.
Estas composiciones y métodos pueden ser aplicadas también a la formacién de imigenes y diagnosis de otras enfer-
medades o condiciones asociadas con aminofosfolipidos y fosfolipidos anidnicos, tales como aquellas que involucran
la activacién y/o apoptosis de células, incluyendo enfermedades angiogénicas, aterosclerosis, infecciones virales, y
otras de esas condiciones de las cuales se desee una imagen interna para propdsitos de diagndstico o prondstico, o para
el disefio de un tratamiento.

En estas modalidades, anticuerpos y péptidos, preferentemente los anticuerpos de la invencion, tales como el
9D2, 3G4 (ATCC 4545) y anticuerpos similares, estdn unidos funcionalmente enlazados o conjugados a un marcador
detectable. Los “marcadores detectables” son compuestos o elementos que pueden detectarse debido a sus propiedades
funcionales especificas o caracteristicas quimicas, el uso de los cuales permite que el componente al que estdn unidos
se detecte, y se cuantifique ademads si se desea. En los conjugados de anticuerpos y péptidos para protocolos de
diagnéstico in vivo o “métodos de formacion de imdgenes”, los marcadores pueden ser detectados usando métodos no
invasivos.

En la técnica se conocen muchos agentes adecuados para la formacién de imagenes, como son los métodos para su
unién con anticuerpos y ligandos de enlace (ver p. ej. las Patentes US 5,021,236 y 4,472,509, ambas incorporadas en
la presente como referencia). Ciertos métodos de unién implacan el uso de un complejo quelado de metal que emplea,
p. €j. un agente quelante orgdnico tal como un DTPA unido al anticuerpo (Patente US4,472,509). Los anticuerpos
monoclonales también se pueden hacer reaccionar con una enzima en presencia de un agente de acoplamiento tal
como un grutaraldehido o periodato. Los conjugados con marcadores de fluoresceina se preparan en la presencia de
estas sustancias de acoplamiento o mediante la reaccién con un isotiocianato.

Un ejemplo de marcadores detectables son los iones paramagnéticos. En este caso, los iones convenientes incluyen
cromo (III), manganeso (II), hierro (III), hierro (II), cobalto (II), niquel (II), cobre (II), neodimio (III), samario (III),
iterbio (III), gadolinio (III), vanadio (I), terbio (III), disprosio (IIT), holmio (III), y erbio (III), siendo particularmente
preferido el gadolinio.

Los iones ttiles en otros contextos, tales como para formacién de imagenes en rayos X, incluyen pero no se limitan
a lantano (III), oro (III), plomo (II), y especialmente bismuto (IIT). Los niveles fluorescentes incluyen rodamina, fluo-
rescefna y renografina. La rodamina y la fluoresceina frecuentemente se enlazan via un intermediario de isotiocianato.

En el caso de is6topos radioactivos para aplicaciones de diagndstico, los ejemplos convenientes incluyen *carbono,
Stcromo, *cloro, ¥ cobalto, ®cobalto, “cobre, P2eu, “galio, *hidrégeno, *yodo, ®yodo, *'yodo, ''indio, *hierro,
32f6sforo, "#renio, '*renio, Pselenio, Fazufre, ™tecnetio, *itrio. El '®yodo frecuentemente es el preferido para su
uso en ciertas modalidades, y el ®™tecnecio y el '''indio frecuentemente también se prefieren debido a su baja energia

y conveniencia para la deteccién en un intervalo extenso.

Los anticuerpos y péptidos marcados radioactivamente para su uso en la presente invencioén se pueden producir
de conformidad con métodos muy conocidos en la técnica. Por ejemplo, los grupos funcionales intermediarios que
frecuentemente se usan para enlazar iones metalicos radioisotépicos con anticuerpos son 4cido dietilenotriaminopen-
tacético (DTPA) y 4cido etileno diaminotetracético (EDTA).

Los anticuerpos monoclonales pueden ser yodados por contacto con yoduro de potasio o de sodio y un agente
oxidante quimico tal como hipoclorito de sodio, o una sustancia oxidante enzimadtica tal como lactoperoxidasa. Los
anticuerpos antitumorales de acuerdo con la invencién se pueden marcar con tecnecio®™ mediante un proceso de
intercambio de ligando, p. €j. reduciendo el pertecnato con solucién estannosa, quelando el tecnetio reducido sobre
una columna de Sefadex y aplicando el anticuerpo a esta columna; o mediante técnicas de marcado directo, p. €j.
incubando pertecnato, una sustancia reductora tal como SNCl,, una solucién reguladora tal como solucién de ftalato
de sodio-potasio, y el anticuerpo.

Cualquier tipo precedente de anticuerpos y ligandos de enlazamiento, marcados en forma detectable, puede ser
usado en los aspectos de formacién de imédgenes de la invencién, ya sea para la formacién de imdgenes tinicamente
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o para formar una imagen de un sitio de enfermedad o tumor antes del tratamiento. En cualquier forma los métodos
comprenden administrar a un animal o paciente una cantidad efectiva, desde el punto de vista de diagndstico, de un
anticuerpo o ligando de enlazamiento que esté conjugado a un marcador que pueda ser detectado a través de métodos
no invasivos. El conjugado de anticuerpo-marcador del ligando de enlazamiento-marcador se deja suficiente tiempo
para localizar y enlazar las células que expresan aminofosfolipidos y/o fosfolipidos aniénicos en el sitio de enfermedad,
tal como en el tumor o vasculatura del tumor. El paciente es expuesto después a un dispositivo de deteccién para
identificar el marcador detectable, formando asi una imagen del sitio enfermo o tumor.

Los isétopos de resonancia de espin magnética nuclear, tales como el gadolinio, son detectados usando un dispo-
sitivo para formacion de imdgenes magnética nuclear; y substancias radioactivas tales como el tecnecio®™ o indio'"!,
son detectados usando un detector o cdmara de escintilacion gamma. La patente US 5,627,036 se incorpora también
especificamente en la presente como referencia, para propdsitos de proporcionar una guia adicional con respecto a la
seguridad e introduccién efectiva de constructos marcados en forma detectable, en la sangre de un individuo, y medios
para determinar la distribucion del agente marcado detectablemente, extracorpéreamente, p. ej. usando una cadmara de

escintilacién gamma o a través de la medicién de la resonancia magnética.

Las dosificaciones para modalidades de formacién de imdgenes, son generalmente menores que para la terapia,
pero son dependientes también de la edad y peso de un paciente. Una sola dosis de entre aproximadamente 0.1, 0.5
6 aproximadamente 1 mg y aproximadamente 9 6 10 mg, y mds preferentemente, de entre aproximadamente 1 mg y
aproximadamente 5-10 mg del conjugado de anticuerpo-o ligando de enlazamiento, por paciente, se contempla como
util.

L3. Marcador Subrogado para Terapia del Cdncer

Con respecto a la formacion de imagenes y diagnéstico in vivo, la invencién proporciona ademas composiciones y
métodos para uso como un marcador subrogado para la terapia del cancer. Esas modalidades conciernen el uso de un
anticuerpo que se enlaza a un aminofosfolipido y/o a un fosfolipido aniénico, preferentemente PS, y en la forma mas
preferentemente al uso de anticuerpos 9D2 6 3G4 (ATCC 4545) o anticuerpos competidores, enlazados a un agente
detectable in vivo.

Muchas terapias anticdncer en uso actualmente inducen a apoptosis y necrosis. Los aminofosfolipidos y fosfo-
lipidos aniénicos, particularmente la PS, son marcadores de células preapoptéticas y apoptéticas. Por lo tanto, la
formacién de imagenes con un anticuerpo apropiado, preferentemente los anticuerpos 9D2 3G4 (ATCC 4545) o an-
ticuerpos competidores, puede ser usada para identificar células preapoptéticas y apoptdticas y proporcionar de esta
manera informacién concerniente al progreso de la terapia. Esto es lo que se entiende como un “marcador subrogado
para la terapia del cancer” tal como se usa en la presente.

El uso de los anticuerpos de la invencién, preferentemente aquellos que comprenden los anticuerpos 9D2 6 3G4
(ATCC 4545) o anticuerpos competidores con propiedades similares, proporciona ventajas particulares como un mar-
cador subrogado para terapia del cancer. Por ejemplo, la capacidad de identificar células preapoptéticas, es una ventaja
particular. La especificidad de los anticuerpos proporcionard también datos de formacién de imdgenes mds significati-
vos para el médico. También, el perfil de seguridad de estos anticuerpos es impresionante y proporciona ventajas con
respecto a la anexina, p. €j. ya que la anexina sufre de las desventajas asociadas con la coagulacion.

Por consiguiente, cualesquiera de los métodos de diagndstico y formacién de imdgenes in vivo descritos ante-
riormente puede ser adaptado para el uso en prondstico, como un marcador subrogado para la terapia del cancer,
simplemente mediante el uso en paciente que sufra una terapia contra el cancer.

M. Tratamiento de Tumores

Aspectos importantes de la invencién conciernen al tratamiento de malignidades, tumores y tumores vasculari-
zados. Estos incluyen tumores en los cuales la angiogénesis es mds o menos importante y los tumores tienen vasos
sanguineos protromboéticos. El tratamiento de los tumores benignos se incluye en la invencion, tales como el neuroma
acustico, neurofibroma, tracoma, granulomas piogénicos y BPH. El tratamiento de tumores de nacimiento en la sangre,
tales como leucemias, y varias enfermedades neoplésicas agudas o crénicas, de la médula 6sea también se encuentran
comprendidos.

La invencién es ampliamente aplicable al tratamiento de cualquier tumor maligno, ya sea que tenga o no un com-
ponente vascular. Los tumores para el tratamiento incluyen tumores sélidos particularmente carcinomas, que requieren
de un componente vascular para la provision de oxigeno y nutrientes. Tumores s6lidos ejemplares que pueden ser tra-
tados usando la invencién incluyen, aunque no estan limitados a, son los carcinomas de pulmén, de mama, de ovarios,
de estémago, de pancreas, de laringe, de es6fago, de testiculos, del higado, de parétidas, del tracto biliar, de colon,
del recto, del cérvix, del tdtero, del endometrio, de rifién, de vejiga, de prostata, de tiroides, carcinomas de las células
escamosas, adenocarcinomas, carcinomas de células pequefias, melanomas, gliomas, glioblastomas, neuroblastomas,
y similares.

La invencidn se contempla para el uso en el tratamiento de cualquier paciente que presente un tumor sélido. En ge-
neral la invencién puede ser usada para tratar tumores de todos tamaifios incluyendo aquellos de 0.3-0.5 cm y mayores,
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tumores mayores que 0.5 cm y pacientes que presenten tumores de entre aproximadamente 1.0 y aproximadamente
2.0 cm, aunque también se pueden tratar tumores mayores y que incluyan los tumores méas grandes encontrados en los
seres humanos.

Aunque la invencién no pretende generalmente servir como un tratamiento preventivo o profilactico, el uso de
la invencién no se encuentra ciertamente confinado al tratamiento de pacientes que tengan tumores con tamarfios
grandes o unicamente moderados. Existen muchas razones que soportan estos aspectos de la invencién. Por ejemplo,
un paciente que presente un tumor primario de tamafio moderado o mayor puede tener también otros varios tumores
metastaticos que sean considerados de tamafio pequefio o inclusive en etapas mds tempranas de la siembra del tumor
metastatico. Dado que los anticuerpos antiaminofosfolipidos o antifosfolipidos aniénicos o derivados de péptidos de
enlazamiento a la PE, o combinaciones, de la invencion, son administrados generalmente a la circulacion sistémica de
un paciente, tendran naturalmente efectos en tumores secundarios, mas pequefios y metastaticos, aunque esto puede
no ser el propdsito principal del tratamiento. Ademds, inclusive en situaciones en donde la masa del tumor como un
todo sea un solo tumor pequefio, ciertos efectos antitumorales benéficos resultaran del uso de los tratamientos de la
presente.

La guia proporcionada en la presente con respecto a los pacientes mis convenientes para su uso con la presente
invencidn se pretende como ensefianza de que ciertos perfiles de pacientes pueden ayudar en la seleccién de pacientes
para el tratamiento de la presente invencién La preseleccion de ciertos pacientes, o categoria de pacientes, de ninguna
manera niegan la utilidad basica de la presente invencion en relacion con el tratamiento de todos los pacientes que ten-
gan cancer. Una consideracion adicional es el hecho de que el ataque sobre el tumor proporcionado por la terapia con
anticuerpos de la invencion puede predisponer al tumor a otro tratamiento terapéutico, de manera que el tratamiento
posterior da como resultado un efecto sinergistico global o atin conduce a la remisién o cura total.

No se cree que ningun tipo particular del tumor deberd excluirse del tratamiento usando la presente invencion.
Sin embargo, el tipo de células de tumor puede ser relevante para el uso de la invencién en combinacién con otras
sustancias terapéuticas terciarias, particularmente quimioterapéuticos y las inmunotoxinas celulares antitumor. Como
la presente invencidn incluye dentro de sus modos de accién de la localizacion dirigida y destruccién de la vasculatura
del tumor, y como la vasculatura es sustancialmente o enteramente la misma en todos los tumores sélidos, se entendera
que la presente metodologia es ampliamente o enteramente aplicable al tratamiento de todos los tumores sélidos,
independientemente del genotipo particular o genotipo de las mismas células del tumor. Los datos presentados en la
presente son de suma importancia ya que muestran impresionantes resultados en una amplia variedad de diferentes
modelos de tumores.

Las dosis terapéuticamente efectivas se pueden determinar facilmente usando datos de un modelo animal, como
se muestra en los estudios detallados en la presente y a partir de datos clinicos que usen una variedad de agentes
terapéuticos. Los animales experimentales que tienen tumores sélidos frecuentemente se usan para optimizar las dosis
terapéuticas adecuadas antes de trasladarlas a un ambiente clinico. Estos modelos se sabe que son muy confiables
para predecir estrategias anticdncer eficaces. Por ejemplo, los tumores sélidos que tiene los ratones, tales como los
usados en los ejemplos, se usan ampliamente en pruebas preclinicas. Los inventores han usado estos modelos de
ratén aceptados en la técnica para determinar intervalos de trabajo de los agentes terapéuticos que producen efectos
antitumor benéficos con toxicidad minima.

En términos de la terapia de tumores, teniendo en cuenta los beneficios de seguridad concurrentes, asociados con
la invencién global, se puede hacer referencia a la literatura cientifica y de patentes sobre el éxito del uso de otras tera-
pias antivasculares. A manera de ejemplo, cada una de las Patentes US 5,855, 866; 5,877,289; 5,965,132; 6,051,230;
6,004,555; 5,776,427, 6, 004,554; 6,036,955; y 6,093,399 se incorporan en la presente como referencia con el propd-
sito de describir adicionalmente el uso de esos agentes como pueden ser aplicados a los de la presente invencion. Las
patentes US 6,312,694 y 6,406,693 se incorporan adicionalmente de manera especifica en la presente, como referen-
cia, para guia de la dosificacion y tratamiento usando anticuerpos no conjugados a la PS y PE e inmunoconjugados
relacionados.

Como se sabe en la técnica, estos son objetivos realistas que se pueden usar como lineamentos en relaciéon con
las pruebas preclinicas antes de proceder al tratamiento clinico. Sin embargo, debido a la seguridad ya demostrada en
los modelos aceptados, las pruebas preclinicas de la presente invencion serdn cuestion de optimizacidn, en vez que de
confirmar su efectividad. De este modo las prueba preclinicas se pueden emplear para seleccionar los agentes, dosis o
combinaciones mas ventajosas.

Cualquier dosis de anticuerpo, método combinado o medicamento que de por resultado algin efecto antitumoral
consistentemente detectable, incluyendo regresién de la vasculatura del tumor, detectable, trombosis y/o destruccién
y necrosis del tumor, se definird ademds como una invencién itil. Los efectos regresivos, trombdticos, destructivos y
necréticos deberdn ser observados preferentemente entre aproximadamente 10% y aproximadamente 40-50% de los
vasos sanguineos del tumor y de los tejidos del tumor, hasta valores de aproximadamente 50% y aproximadamente
99% de esos efectos observados. La invencién puede ser efectiva también contra vasos que se encuentren corriente
abajo del tumor, es decir como objetivo al menos un subconjunto de los vasos drenadores, particularmente como
citocinas liberadas del tumor las cuales actuaran en estos vasos, cambiando su perfil antigénico.
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Se entendera también que atdn en las circunstancias en donde los efectos antitumorales de la terapia se encaminen
al extremo bajo de este intervalo, dosis de anticuerpo anti-VEGF, que bloquea al VEGFR2, o anticuerpo o inmuno-
conjugado basado en 2C3, o terapia, puede ser que esta terapia todavia sea igual o ain mads efectiva que otras terapias
conocidas en el contexto de los objetivos del tumor o paciente particular. Desafortunadamente es evidente para un
clinico que ciertos tumores y padecimientos no se pueden tratar efectivamente en el plazo intermedio o largo plazo,
pero no se niega la utilidad de la presente terapia, particularmente cuando es cuando menos tan efectiva como las otras
estrategias generalmente propuestas.

Para disefar dosis adecuadas de anticuerpos antiaminofosfolipido y antifosfolipido aniénico, los derivados de
péptidos de enlazamiento a la PE o productos terapéuticos combinados para el tratamiento de tumores vascularizados,
se puede facilmente extrapolar de estudios en animales descritos en la presente con el fin de llegar a dosis adecuadas
para la administracion clinica. Para lograr esta conversion, se tomard en cuenta la masa de los agentes administrados
por masa unitaria del animal experimental y, preferiblemente, se tomaria en cuenta las diferencias en el drea superficial
del cuerpo entre el animal experimental y el paciente humano. Todos estos cdlculos son muy conocidos y de rutina
para los expertos en la técnica.

Por ejemplo, para tomar una dosis exitosa de productos terapéuticos usados en los estudios de ratones, y apli-
car célculos estdndares basados en la masa y area superficial, las dosis efectivas de agentes para su uso en pacientes
humanos varfan entre aproximadamente 1 miligramo y aproximadamente 500 miligramos de anticuerpo por pacien-
te, o preferiblemente, entre aproximadamente 10 miligramos y aproximadamente 100 miligramos de anticuerpo por
paciente.

Por consiguiente, usando esta informacion los inventores contemplan que dosis bajas ttiles para la administracion
a humanos estaran entre 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 12, 15, 20, 25 o aproximadamente 30 mg o valor parecido
por paciente; y las dosis utiles altas para la administracién humana serdn de aproximadamente 250, 275, 300, 325,
350, 375, 400, 425, 450, 475 o aproximadamente 500 mg o valor parecido por paciente. Las dosis intermedias ttiles
para la administracién humana se contemplan que sean de aproximadamente 35, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 125,
150, 175, 200 o aproximadamente 225 mg o valor similar por paciente. En general, los intervalos de dosis de entre
aproximadamente 5-100 mg, aproximadamente 10-80 mg, aproximadamente 20-70 mg, aproximadamente 25-60 mg,
o aproximadamente 30-50 mg por paciente serdn preferidas. Sin embargo se contempla cualquier intervalo particular
que use cualesquiera de las dosis ejemplares mencionadas antes, o cualquier valor intermedio entre los intervalos
mencionados, particulares.

No importando los intervalos mencionados, se comprenderd que, dados los pardmetros y la guia detallada pre-
sentada aqui, variaciones adicionales en los intervalos activos u Optimos se encontrardn comprendidos dentro de la
invencién. Por lo tanto se entenderd que dosis menores pueden ser mas adecuadas en combinacién con ciertos agentes,
y que las dosis altas todavia pueden ser toleradas, particularmente dada la seguridad mejorada de los constructos de la
presente. El uso de anticuerpos humanos o humanizados y efectores humanos vuelve a la presente invencién atin mas
segura para uso clinico, reduciendo ademads las oportunidades de toxicidad o efectos secundarios en tejidos sanos.

La intencién de los regimenes terapéuticos de la presente invencién generalmente es producir efectos antitumor
significativos al mismo tiempo que todavia se mantienen las dosis por debajo de los niveles asociados con toxicidad
inaceptable. Ademads de variar la dosis misma, el régimen de administracién también se puede adaptar para optimizar la
estrategia del tratamiento. Una estrategia de tratamiento actualmente preferida es administrar entre aproximadamente
1y 500 mg, y preferentemente entre aproximadamente 10 y 100 mg del anticuerpo, o cdctel terapéutico que contenga
el mismo, aproximadamente 3 veces dentro de un periodo de aproximadamente 7 dias. Por ejemplo, las dosis serdn
administradas alrededor del dia 1,dfa3 64 yeldia66 7.

Para administrar las mismas dosis particulares, se preferiria proporcionar una composicién farmacéuticamente
aceptable (de acuerdo con los estdndares de la FDA de esterilidad, pirogenicidad, pureza y seguridad general) al
paciente sistémicamente. La inyeccion intravenosa se prefiere generalmente, y el método mas preferido es emplear
una infusién continua durante un periodo de tiempo de aproximadamente 1 o 2 horas mas o menos. Aunque no se
requiere determinar esos parametros antes del tratamiento usando la invencidn, se observara que los estudios detallados
aqui dan por resultado que se observe al menos cierta trombosis en los vasos sanguineos de un tumor sélido dentro
de aproximadamente 12-24 horas de la inyeccién, y que las células tumorales mismas empiecen a morir dentro de
aproximadamente 24 a 72 horas. La necrosis generalizada del tumor se observa generalmente en el préximo periodo
de 48 a 96 horas, incluyendo una necrosis observada mayor que el 60%.

Naturalmente, antes del uso de difusién amplia, se llevaran a cabo ensayos clinicos. Los distintos elementos para
llevar a cabo un ensayo clinico, incluyendo el tratamiento del paciente y supervision, serdn conocidos por los expertos
en la técnica a la luz de la descripcion presente. La siguiente informacién se presenta como un lineamento general
para su uso para establecer estos ensayos.

Los pacientes elegidos para los primeros estudios de tratamiento no respondieron a cuando menos un curso de
terapia convencional, y tendrdn enfermedad objetivamente medible como se determina por examen fisico, técnicas de
laboratorio, y/o procedimiento radiograficos. Cualquier quimioterapia deberd detenerse cuando menos dos semanas
antes de entrar en el estudio. Cuando se emplean porciones de anticuerpo o anticuerpos monoclonales de murinos, los
pacientes deberdn no tener historia de alergia a la inmunoglobulina de ratén.
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Se encontrardn varias ventajas en el uso de catéter venoso central interno con un puerto de lumen triple. Los com-
puestos terapéuticos deberdn filtrarse, p. ej. usando un filtro de 0.22 y, y diluirse adecuadamente, tal como mediante
salina, hasta un volumen final de 100 mililitros. Antes del uso, la muestra de prueba deberd también filtrarse de manera
similar, y su concentracion valorarse antes y después de la filtracion determinando el A,gy. La recuperacion esperada
deberd estar dentro del intervalo de 87% a 99% y se pueden determinar los ajustes por pérdida de proteina.

Los constructos se pueden administrar durante un periodo de aproximadamente 4-24 horas, recibiendo cada pa-
ciente 2-4 infusiones a intervalos de 2-7 dias. La administracién también se puede realizar mediante una velocidad
estable de infusion durante un periodo de 7 dias. La infusién dada a cualquier nivel de dosis deberd ser dependiente
de cualquier toxicidad observada. Por lo tanto si se alcanza la toxicidad de grado II después de una sola infusion,
en un periodo particular de tiempo para una infusién de velocidad estable, otras dosis deberdn detenerse o parar la
infusién de velocidad estable a menos que mejore la toxicidad. Dosis crecientes deberdn administrarse a grupos de
pacientes hasta que aproximadamente el 60 por ciento de los pacientes muestren toxicidad grado III o IV inaceptable
en cualquier categoria. Las dosis que sean 2/3 de este valor se definen como dosis seguras.

El examen fisico, las mediciones del tumor, y las pruebas de laboratorio, deberdn, desde luego, realizarse antes
del tratamiento y a intervalos hasta de un mes después. Las pruebas de laboratorio deberdn incluir cuentas sanguineas
completas, creatinina de suero, creatinina quinasa, electrélitos, urea, nitrégeno, SGOT, bilirrubina, albimina y proteina
de suero total. Las muestras de suero tomadas hasta 60 dias después del tratamiento deberdn evaluarse mediante
radioinmunoensayo para detectar la presencia del constructo y anticuerpos contra cualquier porcién de las mismas.
Los andlisis inmunolégicos del suero, usando cualquier ensayo estdndar tal como p. ej. un ELISA o RIA permitird
evaluar la farmacocinética y la eliminacién del compuesto terapéutico a ser evaluado.

Para evaluar las respuestas antitumor, los pacientes deberan ser examinados de 48 horas a 1 semana y después a 30
dias después de la tltima infusién. Cuando este presente una enfermedad manifiesta, deberdn medirse diariamente dos
didmetros perpendiculares de todas las masas del tratamiento dentro de una semana después de completar la terapia, y
a los 30 dias. Para medir enfermedad no manifiesta, escaneos de tomografia computarizada en serie podrian realizarse
a intervalos de 1 centimetro en todo el pecho, abdomen, y pelvis en las 48 horas y hasta 1 semana y de nuevo a los 30
dias. Las muestras de tejido deberan también ser evaluadas histolégicamente, y/o mediante citometria de flujo, usando
biopsias de los sitios de la enfermedad o hasta de muestras de sangre o de fluido si es lo adecuado.

Las respuestas clinicas se pueden definir mediante medicion aceptable. Por ejemplo, una respuesta completa se
puede definir por la desaparicién de todo tumor medible 1 mes después del tratamiento. Mientras que una respuesta
parcial se puede definir por una reduccién al 50 por ciento o mayor de la suma de los productos de los didmetros
perpendiculares de todos los nédulos de tumor evaluables 1 mes después del tratamiento, sin sitios de tumor mostrando
agrandamiento. De manera similar, se puede definir una respuesta mezclada mediante una reduccién del producto de
didametros perpendiculares de todas las lesiones medibles por 50 por ciento o més 1 mes después del tratamiento, con
avance en uno o mds sitios.

A laluz de los resultados de ensayos clinicos, tales como los descritos anteriormente, se puede formular todavia un
régimen de tratamiento mds preciso. Auln, alguna variacién en dosis posteriormente puede ser necesaria dependiendo
de la condicién del sujeto que se esta tratando. El médico responsable de la administracion, a la luz de la descripcion,
serd capaz de determinar la dosis adecuada para el sujeto individual. Esta optimizacién y ajuste se lleva a cabo de
manera rutinaria en la técnica y de ninguna manera refleja una cantidad inapropiada de experimentacién.

N. Terapias de Combinacion contra Tumores

Los métodos de tratamiento de la invencién pueden ser combinados con cualesquiera otros métodos empleados
generalmente en el tratamiento de los tumores particulares, enfermedad o trastorno que exhiba el paciente, siempre
y cuando no se conoce que un enfoque terapéutico particular es dafiino para la condiciéon misma del paciente, y
que no contrarreste significativamente el tratamiento a base de antiaminofosfolipido o antifosfolipido aniénico, de la
invencidn, se contempla su combinacién con la presente invencion.

La terapia de combinacién para enfermedades no malignas también se contempla. Un ejemplo particular de las
mismas es la hiperplasia prostatica benigna (BPH), la cual puede ser tratada en combinacién con otros tratamientos
llevados a la préictica actualmente en la técnica. Por ejemplo, la localizacion dirigida de inmunotoxina a marcadores
localizados en la BPH, tal como la PSA.

Con relacién al tratamiento de tumores sélidos, la invencidn puede ser usada en combinacidn con enfoques cldsi-
cos, tales como cirugia, quimioterapia, radioterapia, terapia con citocinas, antiangiogénesis y similares. La invencién
proporciona entonces terapias combinadas en las cuales, los anticuerpos, inmunoconjugados o conjugados de péptidos
se usan simultdneamente con, antes, o después de la cirugia o el tratamiento con radiacién; o se administran a pacientes
con, antes, o después de agentes quimioterapéuticos o radioterapéuticos convencionales, citocinas, agentes antiangio-
génicos, agentes inductores de apoptosis, inmunotoxinas objetivas o coaguligandos o similares. Muchos ejemplos de
agentes terapéuticos apropiados han sido descritos con relacién a los aspectos de inmunoconjugados de la invencion.
Cualesquiera de los agentes descritos inicialmente para uso como una parte de un conjugado terapéutico o puede ser
usado por separado, en las terapias de combinacién de la invencién.
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En términos de cirugia, cualquier intervencién quirdrgica puede ser llevada a la practica en combinacién con la
invencién. Con relacién a la radioterapia, cualquier mecanismo para inducir dafio al ADN localmente dentro de las
células tumorales es contemplado, tal como la irradiacién vy, los rayos X, la irradiacién de UV, microondas e inclusive
emisiones electrénicas y similares. El suministro dirigido de radioisétopos a células tumorales también es contemplado
y puede usarse con relacién a un anticuerpo de localizacion dirigida o a otros medios para localizacion dirigida.

El uso general de combinaciones de substancias en el tratamiento del cincer es bien conocido. Por ejemplo, la
patente US 5,710,134 (incorporada en la presente como referencia) describe componentes que inducen necrosis en
tumores en combinacion con substancias no toxicas o “profdrmacos”. Las enzimas dejadas libres por los procesos
necréticos escinden el “profirmaco” no téxico para producir el “farmaco” téxico, lo cual conduce a la muerte de
la célula tumoral. También, la patente US 5,747,469 (incorporada en la presente como referencia) describe el uso
combinado de vectores virales que codifican el p53 y agentes que dafian el ADN. Se puede usar cualesquiera de esos
enfoques similares con la presente invencion.

Cuando se usan uno o mds agentes en combinacién con los anticuerpos, inmunoconjugados y productos terapéu-
ticos a base de péptidos, de la invencién, no hay requisito para que los resultados combinados sean aditivos de los
efectos observados cuando cada tratamiento se lleve a cabo por separado. Aunque al menos se desean generalmente
efectos aditivos, cualquier efecto antitumoral incrementado, por encima de las terapias individuales, seria benéfico.
También, no existe requisito particular para que el tratamiento combinado exhiba efectos sinergisticos, aunque esto es
ciertamente posible y ventajoso.

N1. Seleccion de Segundos Agentes Anticancerosos

Los “agentes terapéuticos primarios” de la invencion, tal como se usan en la presente, son anticuerpos antiamino-
fosfolipido o antifosfolipido aniénico, inmunoconjugados o derivados y conjugados de péptidos de enlazamiento a la
PE. Los “agentes terapéuticos secundarios”, tal como se usan en la presente, son segundos agentes terapéuticos distin-
tos, 0 agentes anticancerosos, es decir agentes terapéuticos o agentes anticancerosos “diferentes al” agente terapéutico
primario se puede usar cualquier agente terapéutico secundario en las terapias de combinacién de la presente inven-
cién. También, los agentes terapéuticos secundarios o “segundos agentes anticancerosos” pueden ser seleccionados
con la intencidn de conseguir un efecto aditivo, mds que aditivo y efectos potencialmente sinergisticos, de acuerdo con
la siguiente guia.

Para llevar a cabo la terapia antitumoral combinada, simplemente se administraria a un animal o paciente un an-
ticuerpo antiaminofosfolipido o antifosfolipido aniénico, inmunoconjugado o producto terapéutico a base de péptido
de enlazamiento a la PE, de la presente invencidn, en combinacién con otro, es decir un segundo agente anticancero-
so, distinto, en una manera efectiva para que de por resultado sus acciones antitumorales combinadas en el animal o
paciente. Los agentes serian proporcionados entonces en cantidades efectivas y por periodos de tiempo efectivo para
que den por resultado su presencia combinada en el tumor o vasculatura del tumor y sus acciones combinadas en el
ambiente del tumor. Para conseguir esta meta, los compuestos terapéuticos primarios de la presente invencién y los se-
gundos agentes anticancerosos, distintos, pueden ser administrados a un animal en forma substancialmente simultdnea,
ya sea en una sola composicién o como dos composiciones distintas usando diferentes rutas de administracion.

Alternativamente, el anticuerpo antiaminofosfolipido o antifosfolipido aniénico, inmunoconjugado o producto te-
rapéutico en base de péptido de enlazamiento a la PE, de la presente invencién, puede preceder, o seguir, al segundo
agente anticanceroso distinto, p. ej. intervalos que varien desde minutos hasta semanas. En ciertas modalidades en
donde los compuestos terapéuticos de la invencién y los segundos agentes anticancerosos, distintos, se apliquen por
separado al animal, se aseguraria que un periodo significativo no haya transcurrido entre el tiempo de cada adminis-
tracién, de manera tal que cada agente pueda atin ejercer un efecto combinado ventajoso sobre el tumor. En esos casos
se contemplan que se pondria en contacto el tumor con ambos agentes, dentro de aproximadamente 5 minutos hasta
aproximadamente una semana de cada otro y, mds preferentemente, desde aproximadamente 12 a 72 horas uno del
otro, con un tiempo de retardo de s6lo aproximadamente 12 a 48 horas, siendo este tltimo el mds preferido.

Los agentes terapéuticos secundarios para terapias de combinacion sincronizadas, en forma separada pueden ser
seleccionados en base a ciertos criterios, incluyendo aquellos analizados posteriormente. Sin embargo, una preferencia
a seleccionar uno o mds segundos agentes anticancerosos, distintos, antes o después de la administracién no evita su
uso en la administracién substancialmente simultanea si asi se desea.

En segundo lugar, los agentes anticancerosos distintos seleccionados para la administracion “antes de” los agentes
terapéuticos primarios de la invencién, y disefiados para conseguir efectos incrementados y potencialmente sinergis-
ticos, incluyen agentes que inducen la expresion de aminofosfolipidos o fosfolipidos anidnicos en la vasculatura del
tumor. Por ejemplo, los agentes que estimulan la produccién localizada del calcio, activan los transportadores en la
membrana que mueven la PS y otros fosfolipidos a la superficie exterior de la membrana plasmatica, dafian el endo-
telio del tumor, causan cambios preapoptdticos y/o inducen apoptosis en el endotelio del tumor, daran por resultado
generalmente una expresion incrementada del aminofosfolipido y fosfolipido aniénico. Ejemplos de esos agentes son
el docetaxel y paclitaxel. Los aminofosfolipidos y fosfolipidos aniénicos pueden ser dirigidos usando un anticuerpo de
la invencién, amplificando entonces el efecto terapéutico global, y proporcionando también un ataque incrementado a
través de efectores huésped (complemento) ADCC, fagocitosis mediada por el anticuerpo, CDC).
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Los farmacos que tienen selectividad por células angiogénicas, remodeladoras o endoteliales activadas, tales como
las que se encuentran presentes en vasos sanguineos de tumores, pero no en vasos sanguineos en reposo, normales,
pueden ser usadas también para causar selectivamente la exposicion de la PS y otros fosfolipidos sobre la superficie de
las células endoteliales de tumores. Ejemplos de esos agentes son las combretastatinas y el docetaxel. Esto conduciria
nuevamente a un enlazamiento incrementado del anticuerpo y a un inicio mejorado de los mecanismos efectores del
huésped.

En segundo lugar los agentes anticancerosos distintos seleccionados para la administracion “subsecuente a” los
agentes terapéuticos primarios de la presente invencion, y disefiados para conseguir efectos incrementados y poten-
cialmente sinergisticos incluyen agentes que se benefician de los efectos del agente terapéutico primario. El anticuerpo
antiaminofosfolipido o antifosfolipido aniénico, inmunoconjugado o compuesto terapéutico a base de péptido, de la
presente invencion, causara la destruccién del tumor. Por consiguiente, los segundos agentes anticancerosos, distintos,
efectivos, para la administracion subsecuente, incluyen agentes antiangiogénicos que inhiben la metdstasis; agentes
para la localizacién dirigida de células tumorales necréticas, tales como anticuerpos especificos para antigenos in-
tracelulares que se vuelvan accesibles a la células malignas in vivo (patentes US 5,019,368, 4,861,584 y 5,882,626,
cada una de las cuales se incorpora especificamente en la presente como referencia), y agentes quimioterapéuticos e
inmunoconjugados de células antitumorales, que atacan cualesquiera células antitumorales que puedan sobrevivir en
la periferia.

En algunas situaciones puede ser deseable prolongar el tiempo de tratamiento significativamente, en donde trans-
curran varios dias (2, 3, 4, 5, 6, 6 7), varias semanas (1, 2, 3,4, 5, 6, 7 4 8) o inclusive varios meses (1, 2, 3, 4,5, 6,7
U 8) entre las administraciones respectivas esto seria ventajoso en circunstancias en donde se pretenda un tratamiento
para destruir substancialmente el tumor, tal como el agente terapéutico primario de la presente invencién, y se preten-
da otro tratamiento para prevenir la micrometdstasis o nuevo crecimiento del tumor, tal como la administracién de un
agente antiangiogénico. Los agentes antiangiogénicos deberan ser administrados en un tiempo prudente después de la
cirugia, y no obstante deben permitir la cicatrizacion efectiva de la herida. Los agentes antiangiogénicos pueden ser
administrados entonces durante la vida del paciente.

También se contempla que se utilice mas de una administracion ya sea del agente terapéutico primario o del segun-
do agente anticanceroso distinto. El agente terapéutico primario y el segundo agente anticanceroso distinto pueden ser
administrados en forma intercambiable, en dias o semanas alternadas; o se puede proporcionar una secuencia de un
tratamiento con un agente, seguido de una secuencia del otro tratamiento. En todo caso, para conseguir una regresion
del tumor usando una terapia combinada, todo lo que se requiere es suministrar ambos agentes en una cantidad efectiva
combinada para ejercer un efecto antitumoral, sin importar las veces de su administracion.

Ya sea que se administre en forma substancialmente simultidnea o secuencial, los anticuerpos antiaminofosfolipido
y antifosfolipido anidnico y los productos terapéuticos de la presente invencion, pueden ser administrados en combi-
nacién con uno o mds agentes o farmacos quimioterapéuticos, los firmacos quimioterapéuticos pueden exterminar las
células tumorales proliferantes, mejorar las dreas necréticas creadas por el tratamiento global. Los farmacos pueden
asi mejorar la accién trombdtica de los agentes terapéuticos primarios de la invencién.

La mayoria de los formacos quimioterapéuticos contra el cancer son selectivos para las células oxigenadas en di-
vision. Estos tienen ventajas en terapia combinada ya que el firmaco quimioterapéutico actia en diferentes objetivos
desde los agentes terapéuticos primarios de la invencién, conduciendo a un efecto antivascular o antitumoral mas
completo. Por ejemplo, los fairmacos quimioterapéuticos son selectivamente activos contra las células tumorales oxi-
genadas, de division rapida, en la periferia del tumor mientras que los agentes de la invencién actiian principalmente
en los vasos o células tumorales en el niicleo del tumor “dafiado”, en donde las especies oxigeno reactivo, activador,
son abundantes. Los farmacos antiangiogénicos que son selectivos para los vasos angiogénicos bien oxigenados, en la
periferia del tumor, serian efectivos también en combinacidn, ya que los agentes de la invencién actdan en los vasos
inactivos, relativamente hip6xicos, en el nicleo del tumor.

Induciendo la formacién de trombos en los vasos del tumor, los agentes terapéuticos primarios de la presente
invencién pueden mejorar también la accién de los formacos quimioterapéuticos reteniendo o atrapando los farmacos
en el tumor. Los agentes quimioterapéuticos son asi retenidos dentro del tumor, mientras que el resto del farmaco es
eliminado del cuerpo. Las células tumorales son entonces expuestas a una mayor concentracion del formaco por un
mayor periodo. El atrapamiento del farmaco en el tumor hace posible reducir la dosis del fdrmaco, haciendo que el
tratamiento sea mas seguro y mds efectivo.

Féarmacos adicionales para el uso combinado en la presente invencién son aquellos que actian en las células que
son “sensibilizadas” al farmaco por accién del agente terapéutico primario, de manera tal que se necesiten dosis
reducidas del segundo farmaco para conseguir su efecto antitumoral. Por ejemplo, esto podria ocurrir en donde un
componente principal de la accién del segundo fadrmaco sea ejercida en los vasos del tumor y los anticuerpos o agentes
de la invencién sensibilicen las células al farmaco. Lo mismo es cierto en donde el agente terapéutico primario de la
invencion sensibilice las células del tumor a un segundo fdrmaco, ya sea individualmente o a través de la estimulacién
de la liberacion de citocina.

Otros segundos agentes anticancerosos, apropiados, para la terapia de combinacién son aquellos que aumentan la
actividad de células efectoras huésped, p. ej. inhibiendo selectivamente la actividad de componentes inmunosupresores
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del sistema inmune. Esos agentes habilitan los agentes terapéuticos primarios, que estimulan el ataque por las células
efectoras como parte de su mecanismo, a que funcionen en forma mds agresiva. Un ejemplo de ese tipo de agente es
el docetaxel.

Aunque una comprensién del(de los) mecanismo(s) de la accidn, preciso(s), de los agentes terapéuticos primarios,
no es necesario para llevar a la préctica el tratamiento de la invencidn, datos y deducciones concernientes a esos me-
canismos pueden ser usados para seleccionar segundos agentes anticancerosos, particulares, para el uso combinado en
la presente invencién. La efectividad de la terapia de combinacién seleccionada, a su vez, soporta los datos originales
y mecanismos de accién propuestos, y conduce también a categorias preferidas de segundos agentes anticancerosos
para llevar a la practica la terapia de combinacion.

Se prefieren los farmacos que inducen la apoptosis para el uso en las terapias de combinacién. El docetaxel, p.
ej. induce la apoptosis y por lo tanto la exposicion a la PS enlazdndose a los microtubulos y perturbando la mitosis
celular (Hotchkiss er al., 2002). El tratamiento de células endoteliales, que recubren los vasos sanguineos del tumor,
y las células tumorales con docetaxel a concentraciones subclinicas, demuestra en la presente inducir la expresion de
PS en la superficie celular, lo cual es demostrado por el fuerte enlazamiento del anticuerpo 3G4 in vitro.

Los inventores de la presente han determinado también que los efectos antitumorales de los efectos de la inven-
cién incluyen el aumento, mediado por el dominio Fc de las funciones efectoras inmunes, lo cual se muestra por la
fagocitosis incrementada, mediada por anticuerpos. Por lo tanto, los anticuerpos deberdn ejercer otras funciones me-
diadas por el dominio Fc, tales como ADCC, CDC, estimulacion de la produccidn de citocinas, y esos mecanismos
en combinacién. Esto es relevante también para el docetaxel, ya que otros estudios han demostrado que el tratamiento
de pacientes con cancer de mama, con docetaxel, conduce a incrementos en los niveles de citocinas [FN-y, IL-2, IL-
6 y GM-CSF, en suero, aumentado las respuestas inmune antitumorales en estos pacientes, al aumentar la actividad
de las células supresoras naturales (NK) y de las células supresoras activadas por la linfocina (LAK) (Tsavaris ef al.,
2002).

Por lo tanto, los inventores razonaron que el docetaxel inducird tanto la expresién de la PS como el enlazamiento
del anticuerpo administrado, y aumentara también las actividades de los efectores inmunes, que median los efectos
antitumorales. En base a las consideraciones precedentes, los inventores han demostrado que la combinacién de los
anticuerpos de la presente invencién, ejemplificados por el anticuerpo 3G4, con el docetaxel, fue significativamente
superior a la del docetaxel o a la del 3G4 solo, en ratones que tenfan xenoinjertos de cdncer de mama humano MDA-
MB-435, ortotdpicos (ejemplo XX).

Por consiguiente, el docetaxel y otros agentes quimioterapéuticos que inducen apoptosis son agentes preferidos
para el uso en los tratamiento de combinacién de la invencién. Combinaciones de anticuerpos con aminofosfolipidos
y/o fosfolipidos aniénicos con farmacos quimioterapéuticos que inducen apoptosis, tales como el docetaxel, deberan
atacar sinergisticamente las células endoteliales de la vasculatura del tumor y los compartimientos de las células del
tumor, conduciendo no sélo a una eficacia del tratamiento significativamente mejorada sino que también a una menor
toxicidad. Estas combinaciones se contemplan para el uso en el tratamiento del cancer de mama, particularmente la
combinacién de la quimioterapia metronémica usando docetaxel con un anticuerpo de la presente invencidn.

N2. Endotoxina

La endotoxina y los derivados de endotoxina, destoxificados, pueden ser usados en el tratamiento de combinacidn,
preferentemente a dosis bajas (PCT WO 03/028840 incorporada especificamente en la presente como referencia). Se
encuentran disponibles varias endotoxinas destoxificadas, que se prefieren para el uso en animales y particularmente
para el uso en humanos. Las endotoxinas destoxificadas y refinadas, y combinaciones de las mismas se describen en las
patentes US 4,866,034; 4,435,386; 4,505,899; 4,436, 727; 4,436,728; 4,505,900, cada una de las cuales se incorpora
especificamente en la presente como referencia.

El lipido A monofosforilo (MPL) derivado no téxico, es un ejemplo de una endotoxina destoxificada que puede
ser usada en la presente invencién. E1 MPL es conocido por ser seguro para humanos; ensayos clinicos usando MPL
como un adyuvante han demostrado que 100 pg/m? son seguros para el uso en humanos, inclusive en una base por
paciente.

N3. Citocinas

La terapia con citocinas ha demostrado ser un patrén efectivo para regimenes terapéuticos combinados. Se pueden
emplear varias citocinas en los enfoques combinados de la presente invencidn. Ejemplos de citocinas incluyen IL-1¢,
IL-1B, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8, IL-9, IL-10, IL-11, IL-12, IL-13, TGF-8, GM-CSF, M-CSF, G-CSF,
TNFa, TNES, LAF, TCGF, BCGF, TRF, BAF, BDG, MP, LIF, OSM, TMF, PDGF, IFN-a, IFN-3, IFN-y. Las citocinas
se administran de acuerdo con regimenes estdndares, consistentes con indicaciones clinicas tales como la condicién
del paciente y la toxicidad relativa de la citocina. También se pueden usar uteroglobinas para prevenir o inhibir la
metdstasis (patente US 5,696,092; incorporada aqui como referencia).
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N4. TNF« e Inductores de TNFa

El TNFa y los inductores de TNFa pueden ser usados también en combinacién con la presente invencién. El TNFa
incrementa la permeabilidad vascular y por lo tanto es Util en facilitar la penetracion de los agentes anticancerosos en
el tumor. Aunque la localizacién del anticuerpo no es de manera alguna un problema cuando se dirige un aminofosfo-
lipido y fosfolipidos aniénicos, como en la presente invencion, el uso combinado del TNFa puede facilitar el acceso
de otros compuestos quimioterapéuticos e inmunoconjugados al tumor, e incrementar inclusive el enlazamiento de los
anticuerpos de la invencidn a células tumorales bastante distantes.

Niveles bajos de endotoxina, antagonistas de Racl, tales como adenovirus atenuado o manipulado por ingenieria,
DMXAA (y FAA), CM101 y talidomida pueden ser también usados. Los antagonistas de Racl pueden ser usados en el
tratamiento combinado de la presente invencién, ya que aproximadamente 5000 particulas de ADN por célula causan
un incremento del TNF independientemente del CD14 (Sanlioglu et al., 2001). E1 CM101, la talidomida y el DMXAA
pueden ser usados también en combinacién con la misma, en dosis estandares o reducidas.

NS5. Sustancias Quimioterapéuticas

Sin importar el(los) mecanismo(s) fundamental(es), una variedad de sustancias quimioterapéuticas se pueden usar
en los métodos de tratamiento combinado descrito en la presente. Los agentes quimioterapéuticos contemplados pa-
ra su uso combinado incluyen, p. ej. tamoxifeno, taxol, vinblastina, etopdsido (VP-16), adriamicina, 5-fluorouracilo
(5FU), camptotecina, actinomicina-D, mitomicina, combretastatina(s), mds particularmente docetaxel, (taxotero), cis-
plastino (CDDP), ciclofosfamida, doxorrubicina, metotrexato, paclitaxel y vincristina y derivados y profairmacos de
los mismos.

Como lo entenderan los expertos en la técnica, las dosis adecuadas de sustancias quimioterapéuticas generalmente
estardn alrededor de las ya empleadas en terapias clinicas, en donde se administran las sustancias quimioterapéuticas
solas o en combinacién con otras sustancias quimioterapéuticas. Sin embargo, dosis menores son ahora posibles de-
bido a las ventajas proporcionadas por la presente invencién. A manera de ejemplo solamente, sustancias tales como
cisplatino, y otros alquilantes de ADN se pueden usar. La cisplatino se ha usado ampliamente para tratar el cancer,
con dosis eficaces usadas en aplicaciones clinicas de 20 miligramos/m? por 5 dfas cada tres semanas durante un total
de tres cursos. La cisplatino no se absorbe oralmente, y por lo tanto se debe administrar via inyeccién intravenosa,
subcutdnea, intratumoral o intraperitonealmente.

Otras sustancias Uutiles incluyen compuestos que interfieren con la réplica de ADN, mitosis, segregacién cromo-
somal y/o actividad de tubulina. Estos compuestos quimioterapéuticos incluyen adriamicina, también conocida como
doxorrubicina, etoposida, verapamil, podofilotoxina(s), combrestatina(s) y similares. De uso muy amplio en el es-
cenario clinico para el tratamiento de neoplasmas, estos compuestos se administran a través de inyecciones de bolo
intravenosamente a dosis que varfan desde 25-75 miligramos/m? a intervalos de 21 dias para la adriamicina, hasta 35-
50 miligramos/m? intravenosamente para etoposida o el doble de la dosis intravenosa oralmente.

Los agentes que interrumpen la sintesis y la fidelidad de precursores de polinucledtidos también se pueden usar.
Particularmente tutiles son sustancias que han sufrido pruebas extensas y estan facilmente disponibles. Como tales, las
sustancias como el 5-fluorouracilo (5-FU) se usan preferencialmente por tejido neopldsico, haciendo esta sustancia
particularmente util para dirigirse a células neopldsicas. Aunque algo téxico, el 5-FU, es aplicable en una amplia
variedad de vehiculos, incluyendo tépicos, sin embargo, la administracién intravenosa con dosis que varfan de 3 a 15
miligramos/kg/dia se usan cominmente.

Los agentes quimioterapéuticos ejemplares que son ttiles con relacién a la terapia combinada se enlistan en la
Tabla D. Cada una de las sustancias enlistadas en la presente son ejemplares y de ninguna manera limitantes. El
técnico experto puede consultar “Remington’s Pharmaceutical Sciences” 15* Edicién, capitulo 33, en particular las
pags. 624-652. Cierta variacion en la dosis probablemente se presentard dependiendo de la condicién que se esta
tratando. El médico que administra el tratamiento serd capaz de determinar la dosis adecuada para el sujeto individual.
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TABLA D

Sustancias Quimioterapéuticas Utiles en Enfermedad Neopldsica

CLASE TIPO DE NOMBRES NO
SUSTANCIA COMERCIALES ENFERMEDAD
{(OTROS NOMBRES)
Mecloroetamina (HN;) | Enfermedad de Hodgkin, linfomas
no de Hodgkin.
Leucemias linfociticas agudas y
cronicas, enfermedad de Hodgkin,
linfomas no de Hodgkin, mieloma
Ciclofosfamida multiple, neuroblastoma, pecho,
Ifosfamida ovario, pulmén, tumor de Wilms,
cérvix, testiculos, sarcomas de
Mostazas de tejido suave.
Nitrégeno Melfalan (l-sarcolisina) | Mieloma multiple, pecho, ovario.
Leucemia linfocitica cronica,
macroglobulinemia primaria,
Clorambucilo enfermedad de Hodgkin, linfomas
no de Hodgkin.
Hexametilmelamina Qvario
Etilenimenos y Tiotepa Vejiga, pecho, ovario.
metilmelaminas
Alquilsulfonatos Busulfan Leucemia granulocitica cronica.
Carmustina (BCNU) Enfermedad de Hodgkin, linfomas
no de Hodgkin, tumores de
cerebro primarios, mieloma
multiple, melanoma maligno
Sustancias Lomustina (CCNU) Enfermedad Qe Hodgkin, linfomas
no de Hodgkin, tumores de
Alquilantes Ni cgrebro primgrio, pulmén de
itrosoureas célula pequeia
Semustina Tumores de cerebro primario,
(metilCCNU) estdmago, colon
Estreptozocina Insulinoma pancreatica maligna,
(estreptozotocina) carcinoide maligno
Dacarbazina (DTIC; Melanoma maligno, enfermedad
Triacinas dimetiltriazenoimidazol | de Hodgkin, sarcomas de tejido
ecarboxamida) blando
Leucemia linfocitica aguda,
Analogos de Acido Metotrexato coriocarcinoma, micosis
Félico (ametopterina) fungoides, pecho, cabezay
cuello, pulmén, sarcoma
osteogénico
Fluouracil (5-fluoro- Pecho, colon, estébmago,
Antimeta- uracilo; 5-FU). pancreas, ovario, cabeza y cuello,
bolitos Floxuridina vejiga urinaria, lesiones de piel

Analogos de (fluorodesoxiuridina; premalignas (topicas)
Pirimidina FUdR).
Cytarabina Leucemias linfociticas agudas y
(arabinésido de granulociticas agudas
citosina)

Analogos de purina e
inhibidores
relacionados

Mercaptopurina (6-
mercaptopurina 6-MP)

Leucemias linfocitica aguda,
granulocitica aguda y
granulocitica cronica

Tioguanina (6-
tioguanina; TG)

Leucemias granulocitica aguda,
linfocitica aguda y granulocitica
cronica

Pentostatin (2-
desoxicoformicina)

Leucemia de célula peluda,
micosis fungoides, leucemia
linfocitica crénica

Vinblastina (VLB)

Enfermedad de Hodgkin, linfomas
no de Hodgkin, pecho, testiculos
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Alcaloides Vinca

Vincristina

Leucemia linfocitica aguda,
neuroblastoma, tumor de Wilms,
rabdomiosarcoma, enfermedad de
Hodgkin, linfomas no de Hodgkin,
pulmén de célula pequeiia

Epipodofilotoxinas

Etopésido
Tertipésido

Testiculos, pulmén de célula
pequenia y otros pulmones,
pecho, enfermedad de Hodgkin,
linfomas no de Hodgkin, leucemia
granulocitica aguda, sarcoma de
Kaposi

Dactinomicina
(actinomicina D)

Coriocarcinoma, tumor de Wilms,
rabdomiosarcoma, testiculos,
sarcoma de Kaposi

Daunorrubicina
(daunomicina;
rubidomicina)

Leucemias granulocitica aguda y
linfocitica aguda

Doxorrubicina

Sarcomas de tejido blando,
osteogénico y otros sarcomas;
enfermedad de Hodgkin, linfomas
no de Hodgkin, leucemias
agudas, pecho, genitourinario,
tiroides, pulmon, estomago,
neuroblastoma

Productos Antibioticos Testiculos, cabeza y cuello, piel,
Naturales esofago, pulmoén y vias
Bleomicina genitourinarias; enfermedad de
Hodgkin, linfomas no de Hodgkin
Plicamicina Testiculos, hipercalcemia maligna
(mitramicina)
Mitomicina Estémago, cérvix, colon, pecho,
(mitomicina C) pancreas, vejiga, cabeza y cuello
Enzimas L-Asparaginasa Leucemia linfocitica aguda.
Leucemia de célula peluda,
sarcoma de Kaposi, melanoma,
Modificadores de Interferén aifa carcinoide, célula renal, ovario,
Respuesta Biolégica vejiga, linfomas no de Hodgkin,
micosis fungoides, mieloma
multiple, leucemia granulocitica
cronica
Testiculos, ovario, vejiga, cabeza
Complejos de Cisplatina (cis-DDP y cuello, pulmén, tiroides, cérvix,
coordinacion de Carboplatina) endometrio, neuroblastoma,
platino sarcoma osteogénico
Antracenodiona Mitoxantrona Leucemia granulocitica aguda,
pecho
Leucemia granulocitica crénica,
Urea sustituida Hidroxiurea policitemia vera, trombocitosis
Sustancias esencial, melanoma maligno
miscelaneas Derivado de Procarbazina (N- Enfermedad de Hodgkin
Metilhidrazina metilhidrazina, MIH)
Adrenocortical Mitotano(o,p-DDD) Corteza adrenal
Supresor Aminoglutetimida Pecho
Leucemias linfociticas agudas y
Adrenocorsti- Prednisona (varias otras | cronicas, linfomas no de Hodgkin,
costeroides preparaciones enfermedad de Hodgkin, pecho
disponibles)
Progestinas Caproato de Hidro-
xiprogesterona

Acetato de Medro-
xiprogesterona,
Acetato de Megestrol

Endometrio, pecho

Estrégenos

Dietilestilbestrol
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Etinilestradiol
(otras preparaciones Pecho, prostata
Hormonas disponibles)
y Antiestrégeno Tamoxifeno Pecho
Antagonistas Andrégenos Propionato de
Testosterona
Fluoximesterona Pecho
(otras preparaciones
disponibles)
Antiandrégeno Flutamida Prostata
Analogo de Hormona
Liberadora de Leuprolido Préstata
Gonadotropina

N6. AntiAngiogénicos

El término “angiogénesis” se refiere a la generacién de nuevos vasos sanguineos, generalmente en un tejido u
organo. Bajo condiciones fisiol6gicas normales, los seres humanos o animales sufren la angiogénesis sélo en situa-
ciones restringidas especificas. Por ejemplo, la angiogénesis se observa normalmente en la cicatrizacién de heridas,
en el desarrollo fetal y embrionario y en la formacion del cuerpo liteo, del endometrio y de la placenta. No obstante,
nueva evidencia muestra que la angiogénesis es importante en ciertas situaciones normales, tales como en el tejido
adrenal, préstata y ovarios. Los agentes terapéuticos de la presente invencion, en los que la anti-angiogénesis no es el
unico modo de accion, tienen entonces ventajas con respecto a las terapias antiangiogénicas prominentes, tal como el
anticuerpo A4.6.1 (Brem, 1998; Baca et al., 1997; Presta et al., 1997), porque la angiogénesis deseable o “fisioldgica”
no serd inhibida cuando se use la invencién.

La angiogénesis no controlada (persistente y/o no regulada) estd relacionada con varios estados de enfermedad,
y ocurre durante el desarrollo y metdstasis de los tumores. La angiogénesis tanto controlada como no controlada
procede, seglin se cree, en una manera similar. Las células endoteliales y los pericitos, rodeados por una membrana
basal, forman vasos sanguineos capilares. La angiogénesis empieza con la erosiéon de la membrana basal por las
enzimas, liberadas por células endoteliales y leucocitos. Las células endoteliales, que revisten el limen de los vasos
sanguineos, sobresalen después a través de la membrana basal. Los estimulantes angiogénicos inducen las células
endoteliales para que emigren a través de la membrana basal erosionada. Las células emigrantes forman un “brote”
fuera del vaso sanguineo relacionado, en donde las células endoteliales sufren mitosis y se proliferan. Los brotes
endoteliales se juntan unos con otros para formar rizos capilares creando el vaso sanguineo.

A pesar de la nueva evidencia de que la angiogénesis es requerida en algunos tejidos normales, las terapias antian-
giogénicas son todavia importantes en el tratamiento de tumores y otras enfermedades. Las terapias antiangiogénicas
sirven entonces para el uso en los tratamientos de combinacién de la invencién. La combinacién de una dosis baja,
relativamente frecuente, de un agente terapéutico de la invencidén, en combinacién con un agente que inhiba la an-
giogénesis, es particularmente contemplada. Los agentes antiangiogénicos ejemplares que son Utiles con relacién a
una terapia combinada se listan anteriormente (con relacién a los inmunoconjugados). Cualesquiera de uno o més de
esos agentes, incluyendo aquellos de la Tabla B, pueden ser usados en una terapia de combinacién con la invencion.
Actualmente se prefieren la angiostatina, endostatina, vasculostatina, canstatina y maspina.

Muchos agentes anticancerosos, conocidos, tienen también un efecto antiangiogénico como parte de su mecanismo
de accion. Estos agentes, ejemplificados por aquellos de la tabla E, son particularmente contemplados para el uso en
aspectos de terapia de combinacion de la presente invencion (pueden ser conjugados también con un anticuerpo de la
invencién, como se describié anteriormente).

TABLAE

Agentes Anticancerosos con Actividad Antiangiogénica

Clase o tipo de agente | Ejemplos

Alquilantes Ciclofosfamida, edelfosina, estramustina, melfalano

Antimetabolitos Fluorouracilo, metotrexato, mercaptopurina, UFT, tegafur, uracilo, citarabina
Antibiéticos Bleomicina, daunorubicina, doxorubicina, epirubicina, mitomicina, mitoxantrona
antitumorales

Inhibidores de la Camptotecina, irinotecano, etoposido, topotecano

Topoisomerasa

Taxanos Docetaxel, paclitaxel

Alcaloides Vinca Vinblastina, vincristina

Diversos Cisplatino, octreétido
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Ademads, el anticuerpo LM609 contra la integrina «,8; induce también regresiones de tumores y puede ser usado en
terapias de combinacién. Los antagonistas de la integrina «,(3;, tales como el LM609, inducen apoptosis de las células
endoteliales angiogénicas dejando sin afectacion a los vasos sanguineos inactivos. El LM609 u otros antagonistas a,[3;
pueden trabajar también inhibiendo la interaccién del @, 85 y MMP-2, una enzima proteolitica, las cuales se cree juegan
un papel importante en la migracién de las células endoteliales y fibroblastos.

La apoptosis del endotelio angiogénico por el LM609 puede tener un efecto en cascada en el resto de la red vascular.
La inhibicién de la red vascular del tumor, para que responda completamente a la sefial del tumor a expandirse puede,
en efecto, iniciar el colapso parcial o total de la red, dando por resultado la muerte de las células tumorales y la pérdida
del volumen del tumor. Es posible que la endostatina y la angiostatina funcionen en una forma similar. El hecho de
que el LM609 no afecte los vasos inactivos, pero que pueda causar regresiones en el tumor, sugiere fuertemente que
no todos los vasos sanguineos en un tumor necesitan ser alcanzados por el tratamiento a fin de obtener un efecto
antitumoral.

También se pueden emplear anticuerpos para la angiogenina, como se describe en la patente US 5,520,914, incor-
porada especificamente aqui como referencia. Como el FGF se encuentra relacionado con la angiogénesis, también se
pueden usar inhibidores del FGF. Ciertos ejemplos son los compuestos que tienen N-acetilglucosamina alternando en
secuencia con el dcido urénico 2-O-sulfatado como sus principales unidades de repeticion, incluyendo los glicosami-
noglicanos, tales como el sulfato de arcarano. Esos compuestos se describen en la patente US 6,028,061, incorporada
especificamente en la presente como referencia, y pueden ser usados en combinacién con la misma.

N7. Inhibidores de VEGF

El VEGEF es una citocina multifuncional que es inducida por hipoxia y mutaciones oncogénicas. El VEGF es un
estimulante primario del desarrollo y mantenimiento de una red vascular en la embriogénesis. Sus funciones como un
potente agente inductor de permeabilidad, un agente quimiotictico de las células endoteliales, un factor de supervi-
vencia endotelial, y un factor de proliferacion de las células endoteliales. Su actividad se requiere para el desarrollo
normal embrionario, como ruptura dirigida de uno o ambos alelos del VEGF da por resultado la muerte embrionaria.

El uso de uno o mas métodos de inhibicién del VEGF es un aspecto preferido de las terapias de combinacién de
la presente invencién. El reconocimiento del VEGF como un estimulo primario de la angiogénesis en condiciones
patoldgicas ha conducido a varios métodos para bloquear la actividad del VEGF. Cualesquiera de los inhibidores
del VEGF desarrollados pueden ser empleado ahora ventajosamente con la presente. Por tanto, alguno o mas de los
siguientes anticuerpos anti-VEGF, neutralizantes, constructo receptores solubles, estrategias antisentidos, aptdmeros
del ARN e inhibidores de la tirosincinasa, disefiados para interferir con la sefializacion del VEGF, puede ser entonces
usados.

Los agentes apropiados incluyen los anticuerpos neutralizantes (Kim ez al., 1992; Presta et al., 1997; Sioussat et
al., 1993; Kondo et al., 1993; Asano et al., 1995), los constructos de receptores solubles (Kendall and Thomas, 1993;
Aiello et al., 1995; Lin et al., 1998; Millauer et al., 1996), los inhibidores de tirosincinasa (Siemeister et al., 1998), las
estrategias antisentido, a los aptdmeros de ARN y las ribozimas contra el VEGF o receptores del VEGF (Saleh et al.,
1996; Cheng et al., 1996). También se pueden emplear variantes del VEGF con propiedades antagonistas, tal como
se describe en la WO 98/16551. Cada una de las referencias precedentes se incorporan especificamente aqui como
referencia.

El bloqueo de anticuerpos contra el VEGF sera preferido en ciertas modalidades, particularmente por simplicidad.
Los anticuerpos monoclonales contra el VEGF han demostrado inhibir el crecimiento de xenoinjertos en tumores
humanos y la formacién de ascitas en ratones (Kim et al., 1993; Mesiano et al., 1998; Luo et al., 1998a; 1998b;
Borgstrom et al., 1996; 1998; cada una de las cuales se incorpora en la presente como referencia). El anticuerpo
A4.6.1 es una anticuerpo VEGF de gran afinidad, capaz de bloquear el enlazamiento del VEGF tanto al VEGFRI
como al VEGFR2 (Kim et al., 1992; Wiesmann et al., 1997; Muller et al., 1998; Keyt et al., 1996; cada una de
las cuales se incorpora en la presente como referencia). E1 A4.6.1 ha sido recientemente humanizado por técnicas de
presentacion del fago monovalente y se encuentra actualmente en ensayos clinicos fase I como un agente anticanceroso
(Brem,1998; Baca et al., 1997; Presta et al., 1997; cada una de las cuales se incorpora como referencia).

La mutagénesis de exploracion de alanina y la cristalografia de rayos X del VEGF unido por el fragmento Fab
del A4.6.1 mostraron que el epitope en el VEGF que se enlaza al A4.6.1 se encuentra centrado alrededor de los
aminodcidos 89-94. Estos datos estructurales demuestran que el A4.6.1 inhibe competitivamente el VEGF a partir
del enlazamiento al VEGFR2, pero inhibe al VEGF a partir del enlazamiento al VEGFR1 mds probablemente por
impedimento estérico (Muller et al., 1998; Keyt et al., 1996; cada una de las cuales se incorpora como referencia).

El A4.6.1 puede ser usado en combinacién con la presente invencion. Sin embargo, un nuevo anticuerpo denomi-
nado 2C3 (4545) se prefiere actualmente, el cual bloquea selectivamente la interaccion del VEGF tnicamente con uno
de los dos receptores VEGF. El 2C3 inhibe el crecimiento, mediado por el VEGF, de células endoteliales, tiene po-
tente actividad antitumoral y bloquea selectivamente la interaccién del VEGF con el VEGFR2 (KDR/Flk 1) pero no
el VEGFRI (FLT-1). En contraste con el A4.6.1, el 2C3 permite la inhibicion especifica de la angiogénesis inducida
por el VEGFR2, sin la Inhibicién simultdnea de la quimiotaxis de macréfagos (mediada por el VEGFR1), y de esta
manera se contempla como un compuesto terapéutico mds seguro. Las Patentes US 6,342,219, 6,342,221, 6,416,758
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y 6,416,758, se incorporan especificamente en la presente como referencia, para propdsitos de describir en forma atin
adicional el anticuerpo 2C3 y sus usos en la terapia antiangiogénica y en la inhibicién del VEGFE.

N8. Agentes Inductores de Apoptosis

Los agentes terapéuticos de la invencién se combinan también preferentemente con métodos de tratamiento que
inducen apoptosis en cualesquiera de las células en el tumor, incluyendo células tumorales y endoteliales vascula-
res de tumores. Los agentes ejemplares que inducen apoptosis se encuentran listados anteriormente (con relacién a
los inmunoconjugados). Se puede usar cualquiera o mds de esos agentes inductores de apontosis, en las terapias de
combinacién de la invencidn, sin ser enlazados a un anticuerpo de la invencion.

Muchos agentes anticancerosos conocidos tienen también un efecto inductor de apoptosis, como parte de su meca-
nismo de accién. Estos agentes, ejemplificados por los de la tabla F, se contemplan particularmente para el uso en los

aspectos de la terapia de combinacién de la presente invencion (también pueden ser conjugados a un anticuerpo de la
invencién como se describié anteriormente).

TABLAF

Agentes Anticancerosos que Inducen Apoptosis

Clase o Tipo de Agente Ejemplos
Antimetabolitos Citarabina, fludarabina, 5-fluoro-29-desoxiuridina,
gemcitabina, hidroxiurea, metotrexato
Agentes reticuladores del ADN Clorambucilo, cisplatino, ciclofosfamida, mostaza de
nitrbgeno
| Agentes de Intercalacion Adriamicina (doxorubicina), mitixantrona
Venenos de Topoisomerasa |l Etopésido, teniposido
| Agentes Dirigidos al Microtabulo Colcemida, colchicina, docetaxel, vincristina
Inhibidores de Cinasa Flavopiridol, estaurosporina, STI1571 (CPG 57148B),
UCN-01 (7-hidroxiestaurosporina)
Inhibidores de la farnesil Transferasa L-739749, L-744832
Hormonas Glucocorticoides, Fenretinida
Agentes de Fragmentacién del ADN Bleomicina
Antagonistas de Hormonas Tamoxifeno, finasterida, antagonistas del LHRH
Compuestos Bioldgicos TNF-a, TRAIL, anti-CD20
Inhibidores de las Sintesis de las Proteinas L-asparaginasa, cicloheximida, puromicina, toxina
de la difteria
Venenos de Topoisomerasa Il Camptotecina, toptecano

NO. Inmunotoxinas y Coaguligandos

La presente invencién puede ser usada también en combinacién con otras inmunotoxinas o coaguligandos en los
que la porcién objetivo es dirigida a un marcador de células tumorales, vasculatura tumoral o estroma tumoral. Cua-
lesquiera de los agentes objetivo descritos en la presente para el uso en la localizacién dirigida de un péptido de
enlazamiento a la PE, en una célula tumoral, vasculatura tumoral o estroma tumoral, pueden ser usados en éstas mo-
dalidades. En las inmunotoxinas, los agentes unidos incluyen agentes anticelulares o citotdxicos, citocinas, agentes
radioterapéuticos, agentes antiangiogénicos, agentes inductores de apoptosis y farmacos antitubulinas. En los coagu-
ligandos los agentes unidos son coagulantes. Las Patentes US 5,855,866, 5,965,132, 6,261,535, 6,051,230, 6,451,312
(inmunotoxinas), 6,093,399, 6,004,555, 5,877,289, y 6,036,955 (coaguligandos) se incorporan especificamente aqui
como referencia para ejemplificar esos constructos.

N10. Terapia ADEPT y de Profdrmaco

Los anticuerpos de la presente invencidn, incluyendo el 9D2, 3G4 (ATCC 4545) y similares, se pueden usar en
conjunto con profarmacos, en donde el anticuerpo se asocia operativamente con un componente de activacion de
profirmaco, tal como una enzima que activa un profarmaco, que convierte un profarmaco en la forma mas activa
después del contacto con el anticuerpo. Esta tecnologia generalmente se denomina “ADEPT”, y se describe en, p.e;j.
las publicaciones WO 95/13095; WO 97/26918, WO 97/24143, y las Patentes US 4,975,278 y 5,658,568, cada una
especificamente incorporada en la presente como referencia.

El término “profdrmaco” como se usa en la presente, se refiere a un precursor o forma derivada de una sus-

tancia biol6gicamente o farmacéuticamente activa que ejerce efectos citotoxicos reducidos o de otro modo antice-
Iulares en células objetivo, incluyendo células endoteliales vasculares de tumores, en comparacién con el firmaco
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padre en el cual se basa. Preferiblemente, el profirmaco o forma precursora ejerce efectos citotéxicos o anticelu-
lares significativamente reducidos, o mds preferiblemente, despreciables en comparacién con la forma “original” o
padre. Los “profarmacos” son capaces de ser activados o convertirse para producir la forma del fairmaco padre, mas
activa.

La capacidad técnica para hacer y usar profirmacos existe dentro de la experiencia del técnico ordinario. Willman
y colaboradores, (1986) y Stella y colaboradores, (1985) cada una incorporada espemﬁcamente en la presente como
referencia para propésitos de suplementar adicionalmente la descripcion de ensefianzas que se refieren a cémo hacer y
usar varios profarmacos. Los constructos de profirmacos ejemplares que se pueden usar en el contexto de la presente
invencién incluyen, pero no se limitan a, profarmacos que contienen fosfato (Patente US 4,975,278), profarmacos que
contienen tiofosfato, profirmacos que contienen sulfato, profirmacos basados en péptido (Patentes US 5,660, 829;
5,587,161; 5,405,990; WO 97/07118), modificados de aminoacidos D, profarmacos glicosilados (Patentes US 5,561,
119, 5,646,298; 4,904,768; 5,041,424), profarmacos que contienen S-lactama, opcionalmente sustituido, profdirmacos
que contienen fenoxiacetamida (Patente US 4,975,278), profirmacos que contienen fenilacetamida opcionalmente
sustituida, y hasta 5-fluorocitosina (Patente US 4,975,278) y profdrmacos 5-fluorouridina y similares, en donde cada
una de las patentes se incorpora aqui especificamente como referencia.

El tipo de agente terapéutico o farmaco citotéxico que se puede usar en forma de profarmaco virtualmente no tiene
limites. La mayoria de los agentes citotoxicos se preferirdn para tal forma de administracion, sobre, por ejemplo, la
administracién de coagulantes, que son menos preferidos para su uso como profarmacos. Todo lo que es requerido en
la formacién del profarmaco es disefiar el constructo de manera que el profirmaco sea sustancialmente inactivo y el
farmaco “liberado” o activado tenga actividad sustancial, o cuando menos suficiente, para el propdsito pretendido.

Varios mejoramientos en los profdrmacos originales también se conocen y contemplan para su uso con la misma,
como se describe en la WO 95/03830; la Patente EP 751,144 (antraciclinas); la WO 97/07097 (ciclopropilindoles); y
WO 96/20169. Por ejemplo, profairmacos con Km reducida se describe en la Patente US 5,621,002, especificamente
incorporada en la presente como referencia, la cual se puede usar en el contexto de la invencién. La terapia de pro-
farmacos que se puede llevar a cabo intracelularmente también se conoce, como se ejemplifica por WO 96/03151,
especificamente incorporada en la presente como referencia, y se puede practicar con la misma.

Para su uso en ADEPT, la sustancia que activa o convierte el profirmaco en el fAirmaco mds activo se une operati-
vamente a un anticuerpo de la invencion. El anticuerpo de este modo localiza el profarmaco convirtiendo la capacidad
dentro del sitio angiogénico o del tumor, de manera que el firmaco activo solamente se produce en esas regiones y no
en la circulacién o en los tejidos sanos.

Las enzimas que se pueden unir a los anticuerpos de la invencién, para funcionar en activacién profarmaco in-
cluyen, pero no se limitan a, fosfatasa alcalina para su uso en combinacién con profarmacos que contienen fosfato
(Patente US 4,975,278); arilsulfatasa para su uso en combinacion con profirmacos que contienen sulfato (Patente US
5, 270,196); peptidasas y proteasas, tales como serratia proteasa, termolisina, subtilisina, carboxipeptidasa (Patentes
US 5,660,829; 5,587,161; 5,405,990) y catepsinas (incluyendo catepsina B y L), para su uso en combinacién con
profarmacos basados en péptido; D-alanilcarboxipeptidasas para su uso en combinacién con profarmacos modificados
con aminodcido D; enzimas que disocian carbohidrato tales como $-galactosidasa y neuraminidasa para su uso en
combinacién con profarmacos glicosilados (Patentes US 5,561,119; 5,646, 298); B-lactamasa para su uso en combi-
nacién con profarmacos que contienen $-lactama; penicilina amidasas, tales como penicilina V amidasa (Patente US
4,975,278) o penicilina G amidasa, para su uso en combinacién con farmacos derivados en sus amino nitrégenos con
fenoxiacetamida o grupos fenilacetamida; y citosina desaminasa (Patentes US 5,338, 678; 5,545,548) para su uso en
combinacién con profdrmacos basados en 5-fluorocitosina (Patente US 4,975,278), en donde cada una de las patentes
se incorpora especificamente en la presente como referencia.

Anticuerpos con actividad enzimatica, conocida como anticuerpos cataliticos o “abzimas”, también se pueden
emplear para convertir profarmacos en farmacos activos. Abzimas basadas en los anticuerpos de la invencion, prefe-
rentemente los anticuerpos 9D2 y 3G4 y anticuerpos similares, forman asi otro aspecto de la presente invencion. La
capacidad técnica para hacer abzimas también existe dentro de aquellos expertos en la técnica, como se ejemplifica
por Massey y colaboradores, (1987), especificamente incorporada en la presente como referencia para propdsitos de
suplementar la ensefianza de la abzima. Los anticuerpos cataliticos capaces de catalizar la desintegracién de un pro-
farmaco en la posicién carbamato, tales como un nitrégeno mustard arilo carbamato, se contemplan adicionalmente,
como se describe en la patente EP 745,673, especificamente incorporada en la presente como referencia.

O. Liposomas Recubiertos con Anticuerpos y Agentes Terapéuticos

Las formulaciones liposomales se usan a menudo en agentes terapéuticos y compuestos farmacéuticos. Sin embar-
go, la biodistribucidn de los liposomas en estudios iniciales significa que esas formulaciones no fueron ampliamente
aplicables para el uso en humanos. La tecnologia de liposomas “de furtividad o furtivos” y formulaciones fueron asi
desarrolladas, las cuales permiten que los liposomas circulen por méds tiempo. Un agente preferido para el uso en
los liposomas furtivos es el polietilenglicol (PEG), y los liposomas resultantes son denominados también liposomas
PEGilados.
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Los liposomas furtivos han sido propuestos para el uso en el suministro de agentes citotoxicos a tumores en
pacientes con cdncer. Una variedad de formacos ha sido incorporado en los liposomas furtivos, incluyendo el cisplatino
(Rosenthal et al., 2002), TNFe (Kim et al., 2002), doxorubicina (Symon et al., 1999) y adriamicina (Singh et al.,
1999), en donde cada referencia se incorpora en la presente especificamente como un punto de referencia. Sin embargo,
recientes reportes han indicado una eficacia baja inesperada de la doxorubicina liposomal furtiva y de la vinorelbina
en el tratamiento del cdncer de mama metastatico (Rimassa et al., 2003).

La presente invencién proporciona formulaciones de liposomas furtivos, mejoradas, que superan varias de las
desventajas en la técnica, en las que los liposomas furtivos son asociados funcionalmente o “recubiertos” con un
anticuerpo que se enlaza a un aminofosfolipido aniénico, preferentemente a PS o PE. El 9D2, 3G4 (ATCC 4545) y
similares, anticuerpos competidores de la invencion, se prefieren para esos usos, aunque cualquier anticuerpo o regién
de enlazamiento al antigeno, del mismo, que se enlace a un aminofosfolipido o fosfolipido aniénico, puede ser usado.
Un anticuerpo divalente o porcién de anticuerpo no se requiere en estos aspectos de la invencion.

Cualquier liposoma furtivo, puede formar la base de nuevas formulaciones liposomales, y preferentemente se em-
pleard un liposoma PEGilado. Los liposomas furtivos se encuentran “recubiertos”, es decir se encuentran operativa o
funcionalmente asociados con el anticuerpo que se enlaza a un aminofosfolipido o fosfolipido aniénico. La asociacién
operativa o funcional se realiza de manera tal que el anticuerpo conserve la capacidad de enlazarse especificamente al
aminofosfolipido o fosfolipido anidnico, objetivo, preferentemente PS o PE, suministrando o dirigiendo con ello, el
liposoma furtivo y cualquier contenido del mismo, a las células positivas a la PS y/o a la PE, tales como a las células
de tumores y células endoteliales vasculares de tumores.

Los liposomas furtivos recubiertos con anticuerpos de la invencién, pueden usarse individualmente. Sin embargo,
en forma preferentemente, esos liposomas contendrdn también uno o mds segundos agentes terapéuticos, tales como
agentes anticancerosos o quimioterapéuticos (el primer agente terapéutico es el anticuerpo mismo). Los segundos
agentes terapéuticos se describen generalmente como dentro del “nidcleo” del liposoma. Algunos o mas de los segundos
agentes anticancerosos o quimioterapéuticos, conocidos en la técnica y/o descritos en la presente para la conjugacién
de anticuerpos, o para terapias de combinacion, pueden ser usados en liposomas furtivos recubiertos con anticuerpos,
de la invencién. Por ejemplo, cualquier agente quimioterapéutico o radioterapéutico, citocina, agente antiangiogénico
o agente inductor de apoptosis. Actualmente preferidos dentro de los agentes quimioterapéuticos se encuentran los
farmacos antitubulina, el docetaxel y paclitaxel.

Ademads, los liposomas furtivos recubiertos con anticuerpos, de la invencién, pueden encontrarse también cargados
con uno o mas farmacos antivirales para el uso en el tratamiento de enfermedades e infecciones virales. Al igual
que con los agentes anticancerosos, algunos o mds de los segundos farmacos antivirales conocidos en la técnica y/o
descritos en la presente para la conjugacién de anticuerpos, o para terapias de combinacién, pueden ser usados, en
los liposomas furtivos recubiertos con anticuerpos, de la invencién. El Cidofavir y el AZT son ejemplos actualmente
preferidos.

P. Terapia Antivascular, Anti-Angiogénica y Otras Terapias

La presente invencion puede ser usada también en el tratamiento de otras enfermedades en las que se encuentren
involucradas la vasculatura aberrante incluyendo enfermedades y trastornos que tengan vasos sanguineos protrombod-
ticos. Aunque no es el tnico mecanismo terapéutico, los anticuerpos, inmunoconjugados y compuestos terapéuticos
a base de péptidos de la invencidn, pueden ser usados, para el tratamiento de animales y pacientes con angiogénesis
aberrante, tal como el de contribuir a una variedad de enfermedades y trastornos.

Ya sea que se base en la antiangiogénesis, vasculatura protrombdtica u otros mecanismos antivasculares, la presen-
te invencién puede ser usada entonces para tratar enfermedades prevalecientes y/o clinicamente importantes fuera del
campo del cancer, incluyendo artritis, artritis reumatoide, psoriasis, aterosclerosis, retinopatia diabética, degeneracién
macular relacionada con la edad, enfermedad de Grave, restenosis vascular, incluyendo restenosis después de la angio-
plastia, malformaciones arteriovenosas (AVM), meningioma, hemangioma y glaucoma neovascular. Otros objetivos
para intervencién incluyen angiofibroma, placas ateroscleréticas, neovascularizacién de injerto cérneo, articulacio-
nes hemofilicas, cicatrices hipertréficas, sindrome de Osler-Weber, fibroplasia retrolental de granuloma piogénico,
escleroderma, tracoma, adhesiones vasculares, sinovitis, dermatitis, otras enfermedades y desérdenes inflamatorios, y
hasta endometriosis. Otras enfermedades y desérdenes que son tratables por la invencidn, y la base unificante de estos
desérdenes angiogénicos, se presentan mds adelante.

Una enfermedad prominente en la cual participa la vasculatura aberrante y la angiogénesis es la artritis reumatoi-
de, en donde los vasos sanguineos en el recubrimiento sinovial de las articulaciones sufre angiogénesis. Ademads de
formar nuevas redes vasculares, las células endoteliales liberan factores y especies de oxigeno reactivas que conducen
al crecimiento de pafo y destruccion de cartilago. Los factores participantes en la angiogénesis pueden contribuir
activamente, y ayudar a mantener el estado crénicamente inflamado de la artritis reumatoide. Los factores asociados
con la angiogénesis también tienen un papel en la osteoartritis, contribuyendo a la destruccién de la articulacién.
Varios factores, incluyendo el VEGF, han demostrado estar involucrados en la patogénesis o artritis reumatoide y
osteoartritis.
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Otro ejemplo importante de una enfermedad que involucra la vasculatura aberrante y la angiogénesis es la enferme-
dad neovascular ocular. Esta enfermedad se caracteriza por la invasiéon de nuevos vasos sanguineos en las estructuras
del ojo, tales como la retina o la cérnea. Es la causa mds comun de ceguera y estd involucrada en aproximadamente
veinte enfermedades de los 0jos. En la degeneracién macular relacionada con la edad, los problemas visuales asociados
estan causados por un crecimiento interno de los capilares coroidales a través de defectos en la membrana de Bruch
con proliferacion de tejido fibrovascular debajo del epitelio del pigmento retinal. El dafio angiogénico también se aso-
cia con retinopatia diabética, retinopatia de premadurez, rechazo a injerto cérneo, glaucoma neovascular y fibroplasia
retrolental.

Otras enfermedades asociadas con neovascularizacion cérnea que pueden ser tratadas de conformidad con la pre-
sente invencién incluyen, pero no se limitan a, queratoconjuntivitis epidérmica, deficiencia de Vitamina A, sobreuso
de lentes de contacto, queratitis atpica, queratitis limbica superior, queratitis sicca pterigium, sjogrens, acné rosicea,
filectenulosis, sifilis, infecciones por micobacteria, degeneracion de lipidos, quemaduras quimicas, dlceras bacteria-
nas, ulceras de hongos, infecciones por herpes simplex, infecciones por herpes zoster, infecciones por protozoario,
sarcoma de Kaposi, tilcera de Mooren, degeneracion marginal de Terrien, queratolisis marginal, artritis reumatoide,
lupus sistémico, poliarteritis, trauma, sarcoidosis de Wegeners, escleritis, enfermedades Steven Johnson, queratotomia
radial perifigoide, y rechazo a injerto cérneo.

Las enfermedades asociadas con la neovascularizacion retinal/coroidal que pueden ser tratadas de conformidad con
la presente invencion incluyen, pero no se limitan a, retinopatia diabética, degeneraciéon macular, anemia de células
fusiformes, sarcoide, sifilis, pseudoxanthoma elasticum, enfermedad de Pagets, oclusién de vena, oclusién de arteria,
enfermedad obstructiva de cardtida, uveitis/vitritis crénica, infecciones micobacterianas, enfermedad de Lyme, lu-
pus eritematosa sistémica, retinopatia de premadurez, enfermedad de Eales, enfermedad de Bechets, infecciones que
causan una retinitis o coroiditis, presunta histoplasmosis ocular, enfermedad de Bests, miopia, manchas dpticas, en-
fermedad de Stargarts, pars planitis, desprendimiento de retina crénico, sindrome de hiperviscosidad, toxoplasmosis,
trauma y complicaciones post-ldser.

Otras enfermedades que pueden ser tratadas de conformidad con la presente invencion incluyen, pero no se limitan
a, enfermedades asociadas con rubeosis (neovascularizacién del dngulo) y enfermedades causadas por la proliferaciéon
anormal de tejido fibrovascular o fibroso que incluye todas las formas de vitreoretinopatia proliferativa, estén o no
asociadas con la diabetes.

La inflamacién crénica también involucra angiogénesis patoldgica y vasculatura aberrante. Esta enfermedad se de-
clara como colitis ulcerativa y enfermedad de Crohn que muestra cambios histolégicos con el crecimiento interno de
nuevos vasos sanguineos hacia los tejidos inflamados. La bartonellosis, una infeccion bacteriana encontrada en Suda-
mérica, puede dar como resultado una etapa crénica que se caracteriza por la proliferacion de las células endoteliales
vasculares.

Otro papel patolégico asociado con la vasculatura aberrante y la angiogénesis se encuentra en la aterosclerosis. Las
placas formadas dentro del lumen de los vasos sanguineos se ha mostrado que tienen actividad estimulatoria angiogé-
nica. Hay evidencia particular de la significacion patofisioldgica de los marcadores angiogénicos, tales como el VEGF,
en la progresion de la aterosclerosis coronaria humana, asi como en los procesos de recanalizacién en enfermedades
coronarias obstructivas. La presente invencidén proporciona un tratamiento efectivo para estas condiciones.

Una de las enfermedades angiogénicas mds frecuentes en la infancia es el hemangioma. En la mayoria de los
casos, los tumores son benignos y disminuyen sin intervenciéon. En casos mds severos, los tumores avanzan a formas
grandes cavernosas e infiltrativas y crean complicaciones clinicas. Las formas sistémicas de los hemangiomas, las
hemangiomatosas, tienen una tasa de mortalidad alta. Existen hemangiomas resistentes a la terapia que no pueden ser
tratados con las sustancias terapéuticas actualmente en uso, pero son abordados por la invencion.

La angiogénesis también es responsable de dafio encontrado en enfermedades hereditarias tal como la enfermedad
de Osler-Weber-Rendu, o la telangiectasia hemorrdgica hereditaria. Esta es una enfermedad heredada caracterizada
por multiples angiomas pequefios, tumores de sangre o vasos linfaticos. Los angiomas se encuentran en la piel y en
las membranas mucosas, frecuentemente acompafados con epistaxis (sangrados de nariz) o sangrado gastrointestinal
y a veces con fistula arteriovenosa pulmonar o hepdtica.

La angiogénesis también participa en los procesos fisiolégicos normales tales como la reproduccién y la cicatriza-
cién de heridas. La angiogénesis es un paso muy importante en la ovulacién y también en la implantacién de la bldstula
después de la fertilizacién. La prevencién de la angiogénesis podria usarse para inducir la amenorrea, para bloquear la
ovulacién o para evitar la implantacién por la blastula. En la cicatrizacién de heridas, la reparacion excesiva o fibro-
plasia puede ser un efecto colateral perjudicial de los procedimientos quirirgicos y puede ser causado o exacerbado
por la angiogénesis. Las adherencias son una complicacion frecuente de la cirugia y conducen a problemas tales como
la obstruccidn del intestino delgado. Esto puede ser tratado también por la invencion.

Cada una de las enfermedades y trastornos precedentes junto con todos los tipos de tumores, se contemplan también
para el tratamiento de conformidad de la presente invencién. La patente US 5,712,291 se incorpora especificamente
en la presente como referencia, para demostrar adicionalmente el conocimiento en la técnica de que una vez que se
ha mostrado la inhibicién de la angiogénesis usando un agente particular, el tratamiento de un intervalo extensivo de
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enfermedades asociadas con la angiogénesis aberrante, usando esos agentes y agentes similares, puede llevarse a cabo
en forma razonable. La patente US 6,524,583 se encuentra también incorporada especificamente en la presente, para
hacer referencia a propdsitos similares y para demostrar particularmente que este principio aplica a la inhibicién de la
angiogénesis y al tratamiento de enfermedades angiogénicas usando compuestos terapéuticos a base de anticuerpos.
Los efectos antiangiogénicos del anticuerpo 3G4 (ATCC 4545) en ratones que tienen tumores (figura 17A) es entonces
una evidencia importante de que el 3G4 y anticuerpos similares son convenientes para el tratamiento de una amplia
variedad de enfermedades angiogénicas.

La invencion proporciona ademds composiciones y métodos para el uso en el tratamiento de otras enfermedades
en las que los aminofosfolipidos y/o fosfolipidos aniénicos, particularmente la PS y PE, desempefian cierto papel.
Por ejemplo, ya que la PS se encuentra involucrada en la adhesion celular, respuestas inflamatorias y choque séptico,
anticuerpos para la PS pueden ser usados en el tratamiento de la inflamacién y del choque séptico. El uso del 3G4
(ATCC 4545) o anticuerpos similares se prefiere para esas modalidades, particularmente un dimero de Fab de ese
anticuerpo. Un dimero de Fab de duramicina se contempla también particularmente para el uso en el tratamiento del
choque séptico.

Los aminofosfolipidos y/o los fosfolipidos aniénicos, particularmente la PS, se encuentran involucrados también
en la anemia falciforme, en particular como parte del mecanismo de eliminacién. Los anticuerpos para la PS pueden
entonces ser usados para tratar o aminorar la anemia de células falciformes. El uso del 3G4 (ATCC 4545) o anticuerpos
similares es preferido, particularmente un dimero Fab del mismo.

La mayoria de las bacterias expresan el fosfolipido aniénico, PA. Los anticuerpos que se enlazan al PA, opcio-
nalmente con enlazamiento a otros fosfolipidos aniénicos, pueden ser usados entonces como agentes antibacterianos.
Aungque los anticuerpos de la invencion pueden ser preparados en E. coli, y por lo tanto no son bactericidas en todas
las circunstancias, se cree que resulta un papel antibacteriano in vivo de la capacidad para fijar el complemento. Un
anticuerpo intacto en vez que un fragmento de anticuerpo deberd entonces ser usado como un agente antibacteriano. El
3G4 (ATCC 4545) y los anticuerpos similares se prefieren para el uso en esas modalidades, aunque se puede emplear
cualquier anticuerpo que fije el complemento y que se enlace a la PA, tal como otros anticuerpos de enlazamiento a la
PA de la tabla 4.

El sindrome antifosfolipidos y el lupus, trastornos autoinmunes en los que se producen anticuerpos contra los
propios fosfolipidos del cuerpo, se encuentran asociados con los trastornos de coagulacién, incluyendo abortos y
trotbocitopenia (bajas cuentas de plaquetas). Por consiguiente, los anticuerpos antifosfolipidos en estos pacientes son
anticuerpos patogénicos, que causan la trombosis. Los anticuerpos de la presente invencion, no obstante, se enlazan
a aminofosfolipidos y fosfolipidos aniénicos sin exhibir esos efectos secundarios. Por consiguiente, los anticuerpos
de la invencion se contemplan para el uso en el tratamiento del sindrome antifosfolipido, enfermedades asociadas y
complicaciones de las mismas.

Los anticuerpos antifosfolipidos patogénicos que circulan en pacientes con el sindrome antifosfolipido se cree que
se enlazan a la PS, PE y a otros fosfolipidos en combinacidn con proteinas, tales como la 52-glicoproteina I, protrombi-
na, quininégenos, precalicreina y el factor XI (Rote, 1996; Sugi y Mclntyre, 1995; 1996a; 1996b). La 32-glicoproteina
Iy la protrombina se enlazan a la PS y son recortadas como los antigenos principales para anticuerpos anticardiolipina
y anticuerpos para el lupus, respectivamente. Los anticuerpos de la presente invencion han sido particularmente selec-
cionados en base a que no se enlazan a los aminofosfolipidos y fosfolipidos aniénicos tinicamente en la presencia de
proteinas de suero. Por lo tanto mediante el enlazamiento al componente de fosfolipido, los anticuerpos se contemplan
para el uso en la antagonizacién o competencia con los anticuerpos patogénicos en esos pacientes, desplazando asi los
anticuerpos patogénicos de sus objetivos de fosfolipido-proteina en el cuerpo.

Q. Conjugados y Derivados de Péptidos de Enlazamiento a la PE

Ademas de los anticuerpos e inmunoconjugados, la presente invencién proporciona ademds derivados de péptidos
de enlazamiento a la PE y varios usos, particularmente en el tratamiento de tumores y enfermedades virales. Construc-
tos y derivados de péptidos de enlazamiento a la PE, actualmente preferidos, son aquellos basados en la duramicina
terminada en un péptido. Tres categorias generales de péptidos de enlazamiento a la PE y derivados de duramicina
son proporcionados por la invencidn, dos de las cuales usan el péptido o duramicina de enlazamiento a la PE, como la
porcion objetivo del constructo, y otros usan la duramicina o agente similar principalmente como la porcidn efectora
del constructo.

El uso de los péptidos de enlazamiento a la PE, preferentemente la duramicina, como agentes de localizacién
dirigida del objetivo, se basa en su capacidad para impartir una capacidad de enlazamiento selectivo a un cons-
tructo resultante. Por consiguiente, un constructo o conjugado que contenga un péptido de enlazamiento a la PE,
preferentemente duramicina, se enlazard especificamente a las células que expresen la PE, tales como las célu-
las endoteliales vasculares de tumores, células de tumores malignos, células proliferantes y/o células viralmente
infectadas.

Como los péptidos de enlazamiento a la PE, tales como la duramicina, tienen una actividad biolégica ademads de
la funcién de localizacion dirigida de la PE, no es necesario conjugar un péptido de enlazamiento a la PE tal como
la duramicina a un agente terapéutico, para conseguir un conjugado terapéutico. Sin embargo, como los péptidos
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de enlazamiento a la PE, tales como la duramicina, se han asociado a toxicidades en su forma natural, el péptido
debera ser modificado para reducir la toxicidad. Las toxicidades estdn relacionadas con la capacidad de los péptidos
para formar agrupaciones, formar poros en las membranas celulares, y permear o penetrar en general las células.
Por consiguiente las funciones deberdn ser atenuadas, para prevenir en forma significativa o substancial el péptido
de enlazamiento a la PE de la formacién de agrupaciones, permeandose en la célula y siendo especificamente no
toxico. Preferentemente, aunque la capacidad para enlazarse a la PE se mantiene substancialmente, la capacidad de
los péptidos de enlazamiento a la PE para formar agrupaciones y penetrar en la célula es inhibida substancialmente,
reduciendo entonces significativamente o suprimiendo la citotoxicidad.

La primera categoria de los derivados de péptidos de enlazamiento a la PE con toxicidad reducida proporcionadas
por la presente invencidn, es que el péptido de enlazamiento a la PE, preferentemente duramicina, se hace relativa o
substancialmente impermeable a las células. Esto se consigue uniendo un grupo impermeable a la célula, que puede ser
un pequeflo grupo con carga positiva o negativa o un grupo polar, puede ser de la forma de portador inerte. Los términos
“grupo impermeable a las células” y “péptido de enlazamiento a la PE impermeable a las células” tal como se usa en la
presente, son relativos mas que absolutos, y se refieren a péptido de enlazamiento a la PE modificados, preferentemente
duramicina, en los que la capacidad para formar agrupaciones y permear las células ha sido reducida en forma significa,
y preferentemente en forma substancial. La célula resultante impermeable a los péptidos de enlazamiento a la PE puede
funcionar atrapando la PE, y las moléculas de membranas asociadas, sobre el exterior de las células y/o haciendo que
las defensas de las células huésped se contengan en las células recubiertas con el péptido.

Dentro de esta categoria de derivados de péptidos de enlazamiento a la PE, ciertos constructos enfatizaran el re-
clutamiento de defensas del huésped, mejorando asf su actividad terapéutica. Por ejemplo, cuando un péptido de enla-
zamiento a la PE, preferentemente la duramicina, se une a una inmunoglobulina, la inmunoglobulina puede funcionar
tanto como un portador inerte como un efector inmune. Esto aplica a las inmunoglobulinas que poseen la llamada
“especificidad irrelevante” y en los derivados de inmunoglobulina sin capacidad de enlazamiento al antigeno, tales
como las regiones Fc. En virtud de la inmunoglobulina unida o del derivado de inmunoglobulina, esos constructos po-
drén redireccionar las defensas del huésped contra las células que expresan la PE, atrayendo y/o activando las células
efectoras inmunes.

En la segunda categoria general de los derivados de péptidos de enlazamiento a la PE, de la invencidn, los péptidos
son modificados ademds para reducir la penetraciéon de las células y toxicidad resultante, mas que usar un peque-
filo grupo impermeable de las células o portador inerte, se usa un agente que cambia la distribucién de la sangre
y el tejido, del constructo resultante. Ejemplos preferidos son aquellos en los que un péptido de enlazamiento a
la PE, preferentemente duramicina, es unida a un agente de localizacién del objetivo que se enlaza a un compo-
nente de una célula tumoral, vasculatura tumoral o intratumoral o estroma tumoral. Aunque el péptido de enlaza-
miento a la PE, mismo, tiene todavia una propiedad de localizacién del objetivo, en estos aspectos de la invencién
el agente de localizacién del objetivo dirige principalmente el constructo al tejido objetivo, tal como al ambiente
del tumor, y el péptido de enlazamiento a la PE unido, tal como la duramicina, ejerce un efecto terapéutico, al ser
suministrado.

La tercera categoria general de los derivados de péptidos de enlazamiento a la PE regresa al uso del péptido de
enlazamiento a la PE, preferentemente la duramicina, como un agente objetivo para localizar el derivado en las células
que expresan la PE. Como las células viralmente infectadas expresan la PE en la superficie celular, opuesto a lo
normal, las células no infectadas, que se enlazan al péptido de enlazamiento a la PE tal como duramicina, a un agente
antiviral, proporcionard un agente antiviral objetivo efectivo. Aunque la porcién de péptido de enlazamiento a la PE,
preferentemente la duramicina, puede tener efectos terapéuticos adicionales, el agente antiviral unido se disefia para
que sea el agente terapéutico principal en esos constructos.

Cualesquiera de las técnicas de conjugacién descritas anteriormente pueden ser usadas para preparar derivados
de duramicina de conformidad con la invencién, incluyendo reticuladores, separadores de péptidos, constructos de
biotina: avidina y la expresién recombinante. Un sitio ventajoso para la unién con la molécula de duramicina, por
ejemplo, es el residuo de lisina en la posicion del aminoécido 2 en la secuencia de duramicina (SEQ ID NO: 9; figura
13P; Hayashi ef al., 1990). Sin embargo, el enlazamiento a este sitio no es un requerimiento de la invencion.

Por consiguiente, los péptidos de enlazamiento a la PE, preferentemente la duramicina, pueden ser derivados para
que tengan un grupo funcional disponible para propdésitos de reticulaciéon. Una amplia variedad de grupos puede ser
usada en esta manera, p. €j. grupos amina primarios o secundarios, grupos hidrazina o hidrazida, alcohol carboxilico,
fosfato, carbamato y grupos de alquilacién. Los agentes de unidn incluyen los agentes antivirales, y pueden ser enton-
ces conjugados a través de un enlace de la base de Schiff, una hidrazona o con un enlace de hidrazona acilica o un
enlazante hidrazida (Patentes US 5,474,765 y 5,762, 918, cada una de las cuales se incorpora especificamente en la
presente como referencia).

Q1. Péptidos de Enlazamiento a la PE y Antimicrobianos

Cualesquiera de los péptidos de enlazamiento a la PE pueden ser usados en esos aspectos de la invencién. Por
ejemplo, los quininégenos de bajo y alto peso molecular son conocidos porque se enlazan a la PE. La proteina y
las secuencias de ADN para una variedad de esas proteinas de enlazamiento, incluyendo las proteinas humanas, son
conocidas en la técnica, facilitando el uso de los péptidos de enlazamiento a la PE a partir de la misma. Por ejemplo,

87



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2358 730 T3

los genes y proteinas humanas para los quinindgenos de alto y bajo peso molecular, se describen en Kitamura et al.,
(1985) y Kellermann et al., (1986), cada una de las cuales se incorpora especificamente en la presente como referencia.

La patente US 6,312,694 describe ciertos conjugados de enlazamiento a la PE usando proteinas de enlazamiento a
la PE tales como quininégenos, y fragmentos de enlazamiento a la PE de los mismos. En la patente US 6,312,694, las
proteinas de enlazamiento de la PE o los fragmentos de enlazamiento de la PE de la misma son unidas funcionalmente
a agentes anticelulares, toxinas, y factores de cuagulacién. En el presente caso los péptidos de enlazamiento a la PE
estan unidos a portadores inertes, agentes de localizacion dirigida de tumores o agentes antivirales. Aunque los agentes
de la presente para el enlazamiento y sus métodos de uso representan avances sorprendentes, la patente US 6,312, 694
se incorpora especificamente en la presente como referencia para propésitos de descripcion adicional y permitir que
los péptidos de enlazamiento a la PE, tales como los fragmentos de péptidos de enlazamiento a la PE de quinanégenos,
sean utilizados.

Los péptidos de enlazamiento a la PE, actualmente preferidos, para el uso en la invencién, son aquellos basados
en la molécula de enlazamiento a la PE, la duramicina. La duramicina (2622090, Moli1901) es un péptido antimi-
crobiano de la familia de lantibidticos (patente US 4,452,782; Shotwell et al., 1958; Nakamura y Racker, 1984), y
otros miembros de la familia de lantibidticos pueden ser usados en la presente invencion. En donde se usan los pép-
tidos de enlazamiento a la PE como el agente de direccionamiento al objetivo del constructo, p. ej. cuando se enlace
a un portador inerte o a un agente antiviral, un péptido de enlazamiento a la PE del lantibidtico deberd conservar
substancialmente la actividad de enlazamiento a la PE. Cuando se usa como un agente terapéutico en un constructo,
particularmente cuando se une a un agente de localizacién del objetivo en el tumor, existe mds tolerancia a cierta
pérdida de la actividad de enlazamiento a la PE.

El andlisis de un péptido candidato para confirmar o identificar substancialmente ese enlazamiento a la PE es un
asunto directo en vista a la presente descripcién que puede ser conseguido, p. ej. usando cualesquiera o mas de los
ensayos ELISA descritos aqui. Los lantibiéticos para el uso como péptidos de enlazamiento a la PE en la presente
inhibirdn preferentemente y en forma substancial la misma actividad de enlazamiento de la PE que la duramicina, en
forma inclusive mds preferente, exhibirdn también substancialmente la misma especificidad por la PE con respecto
a los fosfolipidos como la duramicina. Esas propiedades pueden ser determinadas facilmente en vista a la presente
descripcidn, particularmente en los ejemplos de trabajo.

En base a los criterios anteriores, los lantibidticos siguientes pueden ser usados como parte de los constructos
y conjugados de la presente invencién: la duramicina, cinamicina, actagardina, ancovenina, epidermina, galidermina,
lantiopeptina, mersacidina, nisina, Pep5 y subtilina. La duramicina es el péptido de enlazamiento a la PE m4s preferido
para usos en todos los aspectos de la invencién. La duramicina es un antimicrobiano, que ha sido sugerido también
para el uso en el tratamiento del asma, bronquitis crénica e infeccién por Mycobacterium tuberculosis (Patentes US
5,849,706; 5,716,931; 5,683,675; 5,651,957; y 5,512, 269; cada una de las cuales se incorpora especificamente en la
presente como referencia) y fibrosis cistica (McNulty et al., 2003). Sin embargo, la duramicina no ha sido descrita
o sugerida previamente para conjugacion a un grupo impermeable a las células, particularmente por no usarse en el
tratamiento de infecciones virales.

La cinamicina (Ro09-0198) es una molécula relacionada que se enlaza a la PE (Wakamatsu et al., 1986; Choung
et al., 1988a; 1988b). La cinamicina marcada ha sido usada como una sonda para estudiar el movimiento de la trans-
bicapa de la PE (Aoki et al., 1994; Emoto et al., 1996) y la exposicién de la PE durante la apoptosis de las células
T in vitro (Emoto et al., 1997; Umeda y Emoto, 1999). Sin embargo, los usos terapéuticos de los derivados de cina-
micina de conformidad con la presente invencidn no han sido descritos o sugeridos previamente. Las composiciones
farmacéuticas que contienen derivados de péptido de enlazamiento a la PE, de la invencidn, en base a la cinamicina,
y varios usos médicos de los mismos, representan entonces un avance en la técnica, particularmente en donde esas
composiciones sirvan para el uso en el tratamiento de infecciones virales.

Los siguientes péptidos antimicrobianos pueden ser usados también en los conjugados de la invencidn, particu-
larmente como agentes terapéuticos unidos a los agentes de localizacién dirigida del tumor: cistibidticos, tales como
la pediocina AcH/PA1, leucocina A/Ual 187, mesentericina Y 105, sacacina A, sacacina P, lactacina F, cereina 7/8 y
carnobacteriocinas, tales como la carnobacteriocina A, BM1 y B2; y tiolbidticos, particularmente lactococcinas, tales
como la lactococcina B, A, M*, N*, G* y G.

Q2. Grupos Impermeables a las Células

La unién de un péptido de enlazamiento a la PE, preferentemente la duramicina, en un grupo impermeable a
las células reducird la capacidad de los péptidos para formar agrupaciones, previniendo substancialmente el péptido
de enlazamiento a la PE para que permee a las células normales y reduciendo asi la toxicidad. La propiedad de
enlazamiento de la PE es mantenida, no obstante, de manera tal que los péptidos pueden localizar las células aberrantes
o infectadas que tienen PE expuesta en la superficie.

Los grupos impermeables a las células, ejemplares, incluyen grupos que portan grupos con carga positiva o ne-
gativa a pH fisiolégico, tales como sulfato, sulfonato, fosfato, carboxilo, fendlico, iones amonio cuaternario y grupos
amina. Ejemplos adicionales son grupos polares, tales como los azicares simples y los polisacaridos, aminoacidos y
polialcoholes. La duramicina, en particular, puede estar enlazada a biotina para formar péptidos de enlazamiento a la
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PE tratados con biotina, los cuales pueden ser dispersados en una composiciéon o medicamento farmacéutico, particu-
larmente uno que sirva para el tratamiento de una infeccion viral. El grupo impermeable a la célula puede ser también
un polipéptido, una proteina o inmunoglobulina, cualesquiera que pueda desempefiar la funcién como portador inerte
0 como un agente objetivo.

Q3. Portadores Inertes

Los péptidos de enlazamiento a la PE, preferentemente la duramicina, se pueden hacer impermeables a la célula
mediante la unién a un portador impermeable a la célula, inerte. Una amplia variedad de portadores impermeables a
las células, inertes, pueden ser conjugados a un péptido de enlazamiento a la PE, preferentemente a la duramicina,
para preparar un péptido de enlazamiento a la PE, impermeable a la célula, siempre y cuando la actividad de enlaza-
miento a la PE no sea destruida substancialmente. Los portadores inertes deberan ser preferentemente biolégicamente
compatibles, de manera tal que no den por resultado efectos significativamente externos con la administracién a un
animal o paciente.

Se pueden usar proteinas portadoras, y proteinas ejemplares son las albiminas y globulinas. A menudo se preferiran
la neutravidina y la estreptavidina. Los portadores no proteinicos pueden ser usados también, tales como los polimeros
naturales o sintéticos, incluyendo los polisacéridos y la PEG.

En ciertas modalidades el portador serd una inmunoglobulina o porcion de la misma. Las inmunoglobulinas huma-
nas (HIgG) se preferirdn para la administracién a humanos. Las inmunoglobulinas pueden impartir también funciones
de localizacidon dirigida al objetivo, como se analiza posteriormente. Como un portador inerte, una inmunoglobulina
es una de “especificidad irrelevante”, porque no imparte al conjugado una funcién de localizacién dirigida al objetivo.
Sin embargo, ciertas ventajas seran conseguidas ain mediante la seleccion de tipos particulares de inmunoglobulinas.
Por ejemplo, la porcién Fc de una inmunoglobulina puede ser usada para reclutar células inmunes huésped y por tanto
para estimular en forma adicional a las defensas del huésped.

Q4. Agentes de Localizacion Dirigida al Objetivo

En vez que unirse a un portador inerte, los péptidos de enlazamiento a la PE, preferentemente la duramicina, se
pueden convertir en péptidos impermeables a las células uniéndose a un agente de localizacién dirigida del objetivo,
en particular, uno que se enlace a un componente de una célula tumoral, a un tumor o una vasculatura intratumoral
o estroma de tumor. El agente de localizacién dirigida del objetivo, se dirige al constructo en el tejido objetivo,
preferentemente el entorno del tumor, y el péptido de enlazamiento a la PE unido, preferentemente la duramicina,
ejerce un efecto terapéutico en la administracién.

Los agentes de localizacién dirigida del objetivo, apropiados, son componentes tales como anticuerpos y otros
agentes, que se enlazan a una célula tumoral. Los agentes que se “enlazan a una célula tumoral” se definen en la
presente como agentes de localizacion dirigida del objetivo que se enlazan a cualquier componente 0 componentes
accesible(s) de una célula tumoral, o que se enlaza a un componente que por si mismo se enlaza, o se asocia de alguna
otra manera con, una célula tumoral, como se describe adicionalmente en la presente.

La mayoria de esos agentes de localizacion dirigida del objetivo, contra tumores, y los ligandos de enlazamiento,
se contemplan como agentes, particularmente anticuerpos, que se enlazan a un antigeno o marcador del tumor en
la superficie de la célula. Se conocen muchos de esos antigenos, como una variedad de anticuerpos para el uso en el
enlazamiento al antigeno y en la localizacién dirigida del tumor. La invencién incluye entonces agentes de localizacién
dirigida que se enlazan a un antigeno de la superficie de la célula, del tumor, identificado, y/o que se enlaza a una célula
tumoral intacta. Los antigenos de la superficie celular del tumor, identificado, y las células de tumores intactas de la
tabla I y tabla II de las Patentes US 5,877, 289; 6,004,555; 6,036,955; 6,093,399 se incorporan especificamente aqui
como referencia para el propdsito de ejemplificar antigenos de la superficie celular, del tumor, apropiados.

Ejemplos de regiones de enlazamiento a las células tumorales son aquellos que comprenden una region de enlaza-
miento al antigeno de un anticuerpo que se enlaza a un antigeno p185"R? del tumor de la superficie de la célula, una
proteina de nicleo de mucina de leche, TAG-72, un antigeno de Lewis o antigeno carcinoembrionario (CEA). Otro
grupo de regiones de enlazamiento de la célula tumoral son aquellas que comprenden una regién de enlazamiento al
antigeno de un anticuerpo que se enlaza a un antigeno asociado con tumores que se enlazan al anticuerpo 9.2.27, OV-
TL3, MOv18, B3 (ATCC HB 10573), KS1/4 (obtenido de una célula que comprende el vector pPGKC2310 (NRRL B-
18356) o el vector pG2A52 (NRRL B-18357), 260F9 (ATCC HB 8488) o D612 (ATCC HB 9796). La D612 se descri-
be en la patente US 5,183,756, y tiene el niimero de acceso ATCC HB 9796; B3 se describe en la patente US 5,242,813,
y tiene el nimero de acceso ATCC HB 10573; y anticuerpos recombinantes y quiméricos KS1/4 se describen en la
patente US 4,975,369; cada una de las cuales se incorpora en la presente como referencia.

Componentes que pueden ser objetivo de células tumorales, incluyen ademds componentes liberados de células
tumorales necréticas o dafiadas de alguna otra manera, que incluyen los antigenos de las células tumorales citosdlicas
y/o nucleares. Este(estos) es(son) antigeno(s) intracelular(es) preferentemente insoluble(s) presente(s) en la célula que
pueden ser inducidas para que sean permeables o en fantasmas de células que substancialmente sean todas neoplasicas
y normales, que no se encuentren presentes o accesibles sobre el exterior de las células vivientes normales de un
mamifero.
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Las Patentes US 5,019,368, 4,861,581 y 5,882,626, expedidas a Alan Epstein y colegas, se incorporan especifica-
mente cada una aqui para propositos de referencia de cada descripcion y ensefianza adicional de como hacer y usar los
anticuerpos especificos para antigenos intracelulares que se pueden hacer accesibles a partir de células malignas in vi-
vo. Los anticuerpos descritos son suficientemente especificos para componentes celulares internos de células malignas
de mamifero, pero no para componentes de células externas. Objetivos ejemplares incluyen las histonas, pero todos
los componentes intracelulares liberados especificamente de células tumorales necréticas se encuentran abarcados.

Con la administracién a un animal o paciente con un tumor vascularizado, esos anticuerpos localizan las células
malignas en virtud del hecho de que los tumores vascularizados naturalmente contienen células de tumores necréticos,
debido al(los) proceso(s) de la remodelacién del tumor que ocurren in vivo y causan que al menos una porcién de las
células malignas se vuelvan necréticas. Ademads, el uso de esos anticuerpos en combinacién con otras terapias que
mejoran la necrosis de tumores, sirve para mejorar la efectividad de la localizacién dirigida del objetivo, tal como se
describid en la presente.

Una variedad de agentes de localizacién dirigida del objetivo, apropiados, se encuentran disponibles para enlazarse
a marcadores presentes en el endotelio y estroma de tumores, pero en gran medida ausentes de las células normales,
del endotelio y de las estromas. Para la localizacion dirigida del objetivo de la vasculatura de tumores, el anticuerpo de
localizacién dirigida o ligando a menudo se enlazard a un marcador expresado, o adsorbido por, o inducido o localizado
de alguna otra manera, en los vasos sanguineos intratumorales de un tumor vascularizado. Los “Componentes de la
vasculatura de tumores” incluyen entonces tanto moléculas de la superficie celular endotelial, de la vasculatura del
tumor, y cualesquiera componentes de esos factores de crecimiento, pueden ser unidos a receptores o moléculas de la
superficie de estas células. Las siguientes patentes son incorporadas especificamente en la presente con referencia para
los propésitos de complementar en forma adicional las descripciones actuales concernientes a la preparacion y uso de
agentes de localizacién dirigida, dirigidos contra, expresados, adsorbidos, inducidos, o marcadores localizados de la
vasculatura del tumor: las Patentes US 5, 855,866; 5,776,427, 5,863,538; 5,660,827; 5,855,866; 5,877,289; 6,004,554,
5,965,132; 6,036,955; 6,093,399; 6,004,555.

Ejemplos de agentes de localizacién dirigida del objetivo, expresados en la superficie del tumor, y vasos sangui-
neos intratumorales, incluyen receptores de la superficie celular y moléculas de adhesion a células (Thorpe y Ran,
2000, incorporadas especificamente en la presente como referencia, ver tabla 1). Ejemplos adecuados incluyen la
endoglina, localizada por ejemplo, TEC-4, TEC-11, E-9 y anticuerpos de Snef; E-selectina, localizada por ejemplo,
por anticuerpos H4/18; VCAM-1 localizada por ejemplo por los anticuerpos E1/6 y 1.4¢3; endosialina localizada por
ejemplo por los anticuerpos FBS5; a,f; integrina, localizada por la LM609 y los agentes de localizacién dirigida de
péptidos; el receptor del VEGF, VEGFRI, localizado en forma dirigida por ciertos nimeros de anticuerpos, y particu-
larmente por el VEGF; el complejo receptor VEGF; también localizado por cierto nimero de anticuerpos, tales como
el 3E7 y GV39; y PSMA, localizado por anticuerpos tales como el J591. Ejemplos tales como la endoglina, receptores
TGEpB, E-selectina, P-selectina, VCAM-1, ICAM-1, un ligando reactivo con la LAM-1, un receptor VEGF/VPF, un
receptor FGF, a,(; integrina, pleiotropina, endosialina, son descritos adicionalmente y habilitados en las Patentes US
5,855,866; 5,877,289; 6,004,555; 6,093,399; cada de las cuales se incorpora en la presente como referencia.

Ejemplos adicionales, apropiados, incluyen los proteoglicanos tales como el NG2 y las metaloproteinasas de ma-
triz (MMPs), tales como la MMP2 y MMP9, cada una de las cuales es localizada en forma dirigida por los agentes de
localizacién dirigida del péptido particular (Thorpe y Ran 2000). Estos son ejemplos de enzimas de remodelacién que
son expresadas como entidades a las que pueden ser dirigidas en el tumor, el cual es un sitio de remodelacién vascular.
Los objetivos apropiados, adicionales, son la trombomodulina, Thy-1 y cistatina. Secuencias de identificacion de estu-
dios, elevadas, en el endotelio de tumores, han sido también la trombomodulina identificada, MMP 11 (estromelisina),
MMP 2 (gelatinasa) y varios coldgenos como marcadores vasculares de tumores, los que pueden ser objetivos, que
se encuentran también de conformidad con las patentes us 6,004,555 y 6,093,399, incorporadas especificamente a la
presente como referencia.

Otro objetivo apropiado es el PSMA (antigeno de la membrana especifica de la prostata). La PSMA definida
inicialmente por el anticuerpo monoclonal 7E11, fue identificada originalmente como un marcador del cancer de
prostata y se conoce como una glicoproteina de membrana integral tipo 2. El anticuerpo 7E11 se enlaza a un epitope
intracelular de 1a PSMA que, en células viables, no se encuentra disponible para el enlazamiento. En el contexto de la
invencién, el PSMA es localizado entonces de manera dirigida usando anticuerpos para el dominio extracelular. Esos
anticuerpos reaccionan con el endotelio vascular de tumores, en una variedad de carcinomas incluyendo el cdncer de
pulmén, colon y de mama, pero no con el endotelio vascular normal.

Muchos anticuerpos que se enlazan a un dominio externo de la PSMA se encuentran disponibles facilmente y
pueden ser usados en la presente invencion. Los anticuerpos monoclonales 3E11, 3C2, 4E10-1.14, 3C9 y 1G3 exhiben
especificidades para diferentes regiones del dominio extracelular de la proteina PSMA y son convenientes para su uso
en la presente. Tres anticuerpos adicionales para el dominio intracelular de la PSMA son el J591, J415 y PEQ226.5, lo
cual confirma la expresion de la PSMA en la vasculatura asociada con el tumor y pueden ser usados en la invencion.
Como 4cidos nucleicos que codifican el PSMA y variantes de los mismos, se encuentra facilmente disponible, y las
Patentes US 5,935,818 y 5,538,866, se pueden generar si se desean anticuerpos adicionales.

La patente US 6,150,508 incorporada especificamente en la presente, como referencia, describe otros varios anti-
cuerpos monoclonales que se enlazan al dominio extracelular de la PSMA, que pueden ser usados en la presente inven-
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cién. Uno o mas de los anticuerpos monoclonales ejemplares, reactivos con la PSMA expresada en la superficie celu-
lar pueden ser usados. Estos incluyen, el 3F5.4G6 (ATCC HB12060); 3D7-1.1 (ATCC HB12309); 4E10-1.14 (ATCC
HB12310); 3E11 (ATCC HB12488); 4D8 (ATCC HB12487); 3E6 (ATCC HB12486); 3C9 (ATCC HB12484); 2C7
(ATCC HB12490); 1G3 (ATCC HB12489); 3C4 (ATCC HB12494); 3C6 (ATCC HB12491); 4D4 (ATCC HB12493);
1G9 (ATCC HB12495); 5C8B9 (ATCC HB12492); 3G6 (ATCC HB12485); y 4C8B9 (ATCC HB12492).

Anticuerpos adicionales, o porciones de enlazamiento de los mismos, que reconocen un dominio extracelular de la
PSMA se describen en las Patentes US 6,107,090 y 6,136,311, cada una de las cuales se incorpora especificamente en
la presente como referencia. Cuatro lineas celulares de hibridoma se describen en particular, y son la E99, J415, J533
y J591 (ATCC HB-12101, HB12109, HB 12127, y HB-12126), cualesquiera o mas de las cuales pueden ser usadas
entonces como agentes localizadores de objetivos, de conformidad con la invencidn reivindicada.

Agentes localizadores de objetivos que se enlazan a objetivos “objetivos adsorbidos” son otro grupo apropiado
tales como aquellos que se enlazan a los ligandos o factores de crecimiento que se enlazan a receptores de la superficie
celular de la vasculatura de tumores o intratumoral. Esos anticuerpos incluyen entonces aquellos que se enlazan al
VEGF, FGF, TGF3, HGF, PF4, PDGF, TIMP o a una isoforma de fibronectina asociada con el tumor (Patentes US
5,877, 289; 5,965,132; 6,093,399 y 6,004,555; cada una de las cuales se incorpora en la presente como referencia).

Otros anticuerpos de localizacién dirigida al objetivo, apropiados, o fragmentos de los mismos, son aquellos que se
enlazan a epitopes que se encuentran presentes en complejos de ligando-receptor o complejos del factor de crecimien-
to-receptor, pero que se encuentran ausentes del ligando individual o del factor de crecimiento y del receptor. Esos
anticuerpos reconoceran y se enlazardn a un complejo del ligando-receptor o de factor de crecimiento-receptor, como
se presenta en la superficie celular, pero no se enlazaran al ligando libre o al factor de crecimiento del receptor no
complejado. Un “complejo receptor del enlace”, como se usa en la presente se refiere entonces al complejo resultante,
producido cuando un ligando o factor de crecimiento especificamente se enlaza a este receptor, tal como el receptor
del factor de crecimiento.

Estos aspectos son ejemplificados por el complejo VEGF/receptor de VEGF. Esos complejos de ligando-receptor
estardn presentes en un nimero significativamente mayor en células endoteliales asociadas con tumores que en las
células endoteliales no asociadas con tumores, y pueden ser localizadas entonces en forma dirigida por anticuerpos
anticomplejo. Los anticuerpos anticomplejo incluyen los anticuerpos monoclonales 2E5, 3ES y 4E5 y fragmentos de
los mismos.

Antigenos que pueden ser inducidos natural o artificialmente por las citocinas y coagulantes pueden ser también
localizados en forma dirigida. Ejemplos de antigenos que pueden ser inducidos por la citocina son la E-selectina,
VCAM-1, ICAM-1, endoglina, un reactivo ligando con LAM-1, e inclusive antigenos de MHC clase II, que son
inducidos por el IL-1, IL-4, TNF-a, TNF-8 o IFN-y, que pueden ser liberados por los monocitos, macréfagos, células
de mama, células T auxiliares, células T positivas CD8 y células NK o de tumores.

Antigenos adicionalmente inducibles incluyen aquellos que pueden ser inducidos por un coagulante, tal como
la trombina, factor [X/IXa, factor X/Xa, factor de la plasmina o de la metaloproteinasa (matriz de metaloproteinasa,
MMP). Generalmente los antigenos que pueden ser inducidos por la trombina serdn utilizados. Este grupo de antigenos
incluye la P-selectina, E-selectina, PDGF e ICAM-1, con la induccién y localizacién dirigida del objetivo de la P-
selectina y/o E-selectina es la que se prefiere generalmente.

En otras modalidades la vasculatura y agentes de localizacién dirigida de la estroma (ver mds adelante) de la
invencidn, serdn agentes de localizacion dirigida del objetivo que por si mismo son ligandos bioldgicos o porciones
de los mismos, en vez que anticuerpos. “Ligandos bioldgicos” en este sentido serdn moléculas que se enlazan o
asocian con las moléculas de la superficie de la célula, tales como receptores, que pueden ser accesibles en el estroma
en las células vasculares; como se ejemplifica mediante citocinas, hormonas, factores de crecimiento, y similares.
Cualquiera de esos factores de crecimiento o ligandos pueden ser usados siempre y cuando se enlace al estroma o
vasculatura asociada con la enfermedad, p. ej. a un receptor bioldgico especifico, presente sobre la superficie de una
célula endotelial de la vasculatura del tumor.

Factores de crecimiento apropiados para el uso en esos aspectos de la invencién incluyen, por ejemplo, el VEGF/
VPF (factor del crecimiento endotelial vascular/factor de permeabilidad vascular), FGF (la familia de proteinas del
factor del crecimiento de fibroblastos), TGFS (factor B del crecimiento de transformacién), una isoforma de fibronec-
tina asociada con el tumor, factor de dispersion/factor del crecimiento de hepatocitos (HGF), factor de las plaquetas 4
(PF4), PDGEF (factor del crecimiento derivado de las plaquetas), TIMP, o inclusive IL-8, IL-6 o factor XIIla. A menudo
se preferird el VEGF/VPF y FGF.

Agentes de localizacion dirigida del objetivo, apropiados, adicionales, son aquellos que se enlazan al estroma
asociada con el tumor. Durante la progresion del tumor, la matriz extracelular del tejido circundante es remodelada
a través de dos procesos principales: la degradacidon proteolitica de los componentes de la matriz extracelular, del
tejido normal; y la sintesis de novo de los componentes de matriz extracelular por las células tumorales y las células
estromales activadas por las citocinas inducidas por el tumor. Estos dos procesos generan una “matriz extracelular del
tumor” o “estroma del tumor”, la cual es permisiva para el progreso del tumor y es cualitativa y cuantitativamente
distinta de las matrices extracelulares o estromas de los tejidos normales.
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La “estroma del tumor” tiene entonces componentes a los que se puede llegar mediante localizacién dirigida,
que no se encuentran presentes en tejidos normales. Ciertos agentes para localizacion dirigida estromal, de tumores,
preferidos, para el uso en la invencion son aquellos que se enlazan a los marcadores de la membrana basal, al coldgeno
tipo IV, la laminina, al sulfato de heparano, al proteoglicano, a la fibronectina, a las plaquetas activadas, LIBS, RIBS
y tenascina. Las siguientes patentes incorporan especificamente la presente con referencia, para prop6sitos o inclusive
como para complementar adicionalmente las presentes descripciones, con relacién a la preparacion y uso de agentes
de localizacion dirigida, estromales, de tumores: Patentes US 5,877,289; 6,093,399; 6,004,555; y 6,036,955.

Los componentes de estromas asociados con tumores, incluyen componentes estructurales y funcionales de las
estromas, tejidos de la matriz extracelular y tejidos conectivos. Los agentes de localizacién dirigida de estromas de
tumores incluyen entonces aquellos que se enlazan a los componentes tales como marcadores de la membrana de base,
coldgenos tipo IV, laminina, fibrina, sulfato de heparano, proteoglicanos, glicoproteinas, polisacdridos aniénicos tales
como los compuestos similares a heparina y la heparina misma, y las fibronectinas.

Anticuerpos ttiles ejemplares son aquellos que se enlazan a la tenascina, una glicoproteina extracelular de peso
molecular grande, expresada en la estroma de varios tumores benignos y malignos. Los anticuerpos antitenascina
pueden ser usados entonces como agentes para localizacion dirigida del objetivo (Patentes US 6,093,399 y 6,004,555,
especificamente incorporadas aqui como referencia).

Agentes de localizacién dirigida del objetivo, apropiados, adicionales, incluyen anticuerpos y ligandos que se en-
lazan a una célula de miisculo liso, un pericito, un fibroblasto, un macréfago, y un linfocito o leucocito de infiltracion.
“Las plaquetas activadas” son componentes adicionales de las estromas de tumores, ya que las plaquetas se enlazan
a las estromas cuando se activan, y esas plaquetas pueden ser entonces localizadas de manera dirigida mediante la
invencion.

Agentes de localizacion dirigida estromales, apropiados, adicionales, anticuerpos y regién del enlazamiento al
antigeno, de las mismos, se enlazan a componentes de estromas de tumores “inducibles”, tales como aquellas que
pueden ser inducidas por las citocinas, y especialmente aquellas inducidas por coagulantes tales como la trombina.
Un grupo de anticuerpos antiestromales, preferidos, son aquellos que se enlazan a la RIBS, el sitio de enlazamiento
inducido por el receptor, en fibrindgeno. La RIBS es entonces un antigeno que puede ser dirigido, la expresion de que
en la estroma se detecta por plaquetas activadas. Los anticuerpos que se enlazan a la LIBS, el sitio de enlazamiento
inducido por el ligando, en las plaquetas activadas son también ttiles.

Los elementos a los que se puede llegar de manera localizada, particularmente preferida, de la estroma asociada
con tumores, son comunmente las isoformas de fibronectina asociada con tumores (FN). Las fibronectinas son cons-
tituyentes de glicoproteinas de alto peso molecular, multifuncionales, de matrices tanto extracelulares como también
de fluidos corporales. Se encuentran involucradas en muchos procesos bioldgicos diferentes, tales como el estable-
cimiento y mantenimiento de la morfologia normal de las células, migracién de las células hemostasis y trombosis,
cicatrizacién de heridas y transformacién oncogénica.

Las isoformas de fibronectina son ligandos que se enlazan a la familia de receptores de la integrina. Las “isoformas
de fibronectina asociadas con tumores” pueden ser consideradas como una parte de la vasculatura del tumor y/o de la
estroma del tumor. Las isoformas de fibronectina tienen heterogeneidad estructural extensiva la cual se lleva a cabo en
niveles de transcripcion, post-transcripcidn y post-translacion.

La diversidad estructural en las fibronectinas se lleva a cabo primero a través de la divisién alternativa de tres
regiones (ED-A, Ed-B y ITIICS) del transcripto de fibronectina primario, para generar al menos 20 isoformas diferentes.
Asi como estdn reguladas en una manera especifica para el tejido y especifica para el desarrollo, se sabe que el patrén
de division de la fibronectina-pre-mRNA es desregulado en células transformadas y en células malignas. De hecho,
las isoformas de fibronectina que contienen las secuencias de ED-A, ED-B y ITIICS son expresadas en un mayor grado
en las células tumorales transformadas en malignas, que en las células normales.

En particular, la isoforma de fibronectina que contiene la secuencia de ED-B (isoforma B+), se expresa en gran
medida en tejidos fetales y de tumores, asi como durante la cicatrizacién de heridas, pero es restringida en la expresion
de tejidos de adultos normales. Las moléculas de fibronectinas B+ no son detectadas en vasos maduros, pero son regu-
ladas ascendentemente en vasos sanguineos angiogénicos en situaciones normales (p. €j. el desarrollo del endometrio)
angiogénesis patolégicas (p. €j. en retinopatia diabética) y en el desarrollo de tumores. La isoforma conocida como
B+ de la fibronectina (B-FN) es entonces particularmente conveniente para el uso con la presente invencion.

La secuencia de ED-B es una homologia III de tipo completo de repeticién codificada por un solo exén y que
comprende 91 aminodcidos. La presencia de la isoforma B+, como tal, constituye un neoantigeno inducido por el
tumor, pero ademds, la expresion de la ED expone un antigeno normalmente criptico dentro de la repeticién 7 tipo 111
(precediendo a la ED-B); dado que este epitope no se encuentra expuesto en las moléculas de fibronectina carece de
ED-B, y sigue a la expresion que induce la expresion ED-B neoantigenos tanto directa como indirectamente. Este sitio
antigénico criptico forma el objetivo del anticuerpo monoclonal, BC-1 (Coleccién Europea de Cultivos de Células
Animales, Porton Down, Salisbury, Reino Unido, nimero 88042101). El anticuerpo BC1 puede ser usado como un
componente de localizacién dirigida vascular de la invencion.
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Anticuerpos mejorados con especificidad por la isoforma ED-B se describen en la WO 97/45544, incorporada en
la presente como referencia. Esos anticuerpos han sido obtenidos como Fvs de cadena sencilla (scFvs) de bibliotecas
de regiones variables de anticuerpos humanos, exhibidas sobre la superficie del bacteriéfago filamentoso (ver también
la WO 92/01047, WO 92/20791, WO 93/06213, WO 93/11236 y WO 93/19172).

Usando una biblioteca de fagos de anticuerpos se pueden aislar scFvs especificos tanto mediante la seleccion directa
en fragmentos de fibronectina recombinantes que contengan el dominio ED-B y en la ED-B misma cuando estos
antigenos se encuentren recubiertos sobre una superficie sélida (“panordmica”). Estas mismas fuentes del antigeno
han sido usadas también exitosamente para producir scFvs “de segunda generacion” con propiedades mejoradas con
relacién a los clones relacionados en un proceso de “maduracién por afinidad”. Los scFvs aislados reaccionan de
manera fuerte y especifica con la isoforma B+ de la fibronectina humana, preferentemente sin tratamiento previo con
N-glicanasa.

Los anticuerpos de la WO 97/45544 son contemplados entonces particularmente para el uso con la presente. En
aplicaciones antitumores, estos dominios de enlazamiento al antigeno de anticuerpos humanos son ventajosos ya que
tienen menos efectos secundarios al ser administrados a humanos. Los anticuerpos a los que se hace referencia se
enlazan al dominio ED-B directamente. Preferentemente los anticuerpos se enlazan tanto a la fibronectina humana
ED-B como a la fibronectina no humana ED-B, tal como a la de ratén, permitiendo el andlisis y pruebas en modelos
de animales. Los fragmentos de anticuerpos se extienden al Fv de cadena sencilla (scFv), Fab, Fab’, F(ab’)2. Fabc,
Facb y diacuerpos.

Anticuerpos mejorados de manera inclusive adicional, especificos para el dominio ED de la fibronectina, han sido
producidos con constantes de disociacién subnanomolares, como se describe en la WO 99/58570, y son entonces
atn maés preferidos para el uso con la presente. Estos agentes de localizacién del objetivo estan ejemplificados por
el anticuerpo L19, descrito en la WO 99/58570, especificamente incorporada en la presente como referencia con el
propésito de ensefiar como hacer y usar estos anticuerpos y anticuerpos relacionados. Estos anticuerpos tienen afinidad
especifica por un epitope caracteristico del dominio ED-B de fibronectina y tienen afinidad mejorada para el epitope
ED-B.

Esos anticuerpos recombinantes, mejorados, se encuentran disponibles en el formato scFv, a partir de una biblioteca
que presenta el fago del anticuerpo. Ademds de H10 y L19, el ultimo de los cuales tiene una constante disociacién para
el dominio ED-B de fibronectina, en el intervalo de concentraciones subnanomolares, las técnicas de la WO 99/58570,
incorporadas especificamente en la presente como referencia, pueden ser usadas para preparar anticuerpos similares.
El aislamiento de los fragmentos de anticuerpos scFv humanos especificos para el dominio ED-B de la fibronectina
a partir de bibliotecas de presentacién de fagos de anticuerpos y el aislamiento de un fragmento de anticuerpo scFv
humano que se enlaza al ED-B con afinidad subnanomolar, se describen particularmente en los ejemplos 1 y 2 de la
WO 99/58570.

Los anticuerpos preferidos incluyen entonces aquellos con afinidad especifica por un epitope caracteristico del
dominio ED-B de fibronectina, en donde el anticuerpo tiene afinidad mejorada por el epitope ED-B, en donde la
afinidad se encuentra en el intervalo subnanomolar, y en donde el anticuerpo reconoce la fibronectina ED-B(+). Otros
formatos preferidos son aquellos en donde el anticuerpo es un scFv o anticuerpo recombinante y en donde la afinidad se
mejora mediante la introduccién de un nimero limitado de mutaciones en sus residuos de CDR. Residuos ejemplares
que se van a mutar incluyen 31-33, 50, 52 y 54 de los dominios VH y los residuos 32 y 50 de su dominio VL. Esos
anticuerpos pueden enlazarse al dominio ED-B de la fibronectina con una Kd de 27 a 54 pM; como es ejemplificado
por el anticuerpo L19 o formas de variantes funcionalmente equivalentes del L19.

Q5. Conjugados Antivirales

Bajo condiciones normales, la PE no estd expuesta en la superficie de las células. Sin embargo, en varios estados
de enfermedades, la PE queda expuesta en la superficie de la célula de uno o mads tipos de células. Por ejemplo, las
células endoteliales dentro de la vasculatura de tumores se vuelven positivas a la PE y pueden ser localizadas en forma
dirigida mediante productos terapéuticos dirigidos a la PE, tal como se muestra en la presente, mediante el tratamiento
exitoso de tumores usando el conjugado de duramicina para HulgG. La PE queda expuesta también en la superficie de
la célula de células infectadas viralmente, los cuales son entonces objetivos adicionales para la intervencion terapéutica
usando los derivados de péptido de enlazamiento a la PE de la invencion. En efecto la presente solicitud muestra que
los derivados de duramicina, tales como los ejemplificados por aquellos relacionados con la biotina y HulgG, son
agentes antivirales efectivos tanto in vitro como in vivo.

Varios farmacos antivirales, incluyendo el AZT, aciclovir, ganciclovir, cidofovir (derivado de citosina) y nuevos
farmacos antivirales, estan limitados por la toxicidad/eficacia. En base a sus observaciones concernientes a los cambios
en la PE durante la infeccidn viral, y ademds en vista a la efectividad de los derivados de péptidos de enlazamiento a la
PE originales, los inventores han abordado problemas en el campo antiviral, disefiando nuevos productos terapéuticos
antivirales con toxicidad reducida y eficacia incrementada. En los nuevos productos terapéuticos antivirales de la
invencion, los farmacos antivirales se encuentran enlazados a los péptidos de enlazamiento a la PE, que funcionan
para suministrar los firmacos antivirales enlazados, a células infectadas viralmente.
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Ademads los inventores tienen las siguientes observaciones con respecto al desarrollo del péptido de enlazamiento
a la PE, derivados antivirales de la invencién. En la presente se muestran datos para demostrar que los derivados de
péptidos de enlazamiento a la PE, p. ej. la duramicina-L-biotina, son capturados por macréfagos in vivo, especialmente
en el pulmon, inclusive después de la administracion sistémica. En la infeccion muchos virus pasan primero a través
de células del sistema de las células reticuloendoteliales (RES), y el macréfago es la principal célula para la captacion
viral. Por lo tanto, mediante la unién de farmacos antivirales a péptidos de enlazamiento a la PE tales como la dura-
micina, el efecto antiviral del fairmaco se dirige al tipo de célula primaria (macréfago) responsable de eliminar virus
invasores.

Como los derivados de péptidos de enlazamiento a la PE se localizan en macréfagos, en el pulmén, después de
la administracién sistémica naturalmente que serdn efectivos. La administracién al pulmén a través de medios mas
directos, incluyendo a través de un atomizador, también se encuentra contemplada. La invencién resuelve entonces
importantes deficiencias en el campo del tratamiento viral proporcionando remedios antivirales ampliamente aplica-
bles y practicos.

Los nuevos productos terapéuticos antivirales de la presente invencién comprenden entonces un péptido de enlaza-
miento a la PE, tal como duramicina, unido a un firmaco antiviral, preferentemente usando un enlace biolégicamente
liberable o hidroliticamente 1abil para el enlazamiento a los dos agentes. Cualesquiera de una variedad de agentes
antivirales, incluyendo cualquier agente desarrollado como un antiviral en el futuro, puede ser unido a un péptido de
enlazamiento a la PE para formar un producto terapéutico antiviral, ventajoso, de conformidad con esta invencion.
Ademds, a los llamados agentes antivirales clasicos, otros inhibidores de ADN/ARN, pueden ser unidos también a un
péptido de enlazamiento a la PE, para formar un producto terapéutico antiviral. Los agentes antivirales ejemplares se
listan en la tabla G, cualesquiera o mas de los cuales pueden estar unidos a un péptido de enlazamiento a la PE para
preparar un conjugado antiviral de la invencién, o pueden ser usados en forma separada en las terapias de combinacién
antiviral de la invencion.

TABLA G

Virus Comunes que Causan Enfermedades y Farmacos Antivirales

Virus que Causan Categoria de Farmacos Farmacos Antivirales Ejemplares
Enfermedades
Virus del herpes Cidofovir, aciclovir, penciclovir (famciclovir),
ganciclovir, desoxiguanosina, foscarnet, idoxuridina,
tifluorotimidina, vidarabina, sorivudina
Retrovirus Inhibidores de la Zidovudina, didanosina, zalcitabina, lamivudina,
transcriptasa inversa (RT) estavudina, abacavir, multinuciéosido de resistencia
nucleosida A; multinucléosido de resistencia B
Inhibidores RT no Nevirapina, delavirdina, efavirenz, Adefovir Dipivoxilo
nucleosidicos
Inhibidores de proteasa Indinavir, ritonavir, saquinavir, nelfinavir, amprenavir
Antineoplasicos especificos | Hidroxiurea (Hydre?”"‘, Bristol Myers-Squibb)
para la fase del ciclo de la
célula
Hepatitis B Ifosfato de desoxicitosina, trifosfato de lamivudina,
trifosfato de enticitabina, difosfato de adefovir,
trifosfato de penciclovir, trifosfato de lobucavir
Hepatitis C Interferon alfa, ribavirina
Influenza Ay B Amantadina, rimantadina, zanamivir, oseltamivir

Dentro de la variedad de agentes y fairmacos antivirales, actualmente se prefiere el AZT y cidofovir para el en-
lazamiento a un péptido de enlazamiento a la PE. Sin importar el fairmaco antiviral seleccionado, el péptido de
enlazamiento a la PE, el conjugado antiviral se enlazard a los macréfagos en los pulmones, a células viralmente
infectadas y puede enlazarse también a particulas del virus. Dependiendo del enlazante o de la tecnologia de conju-
gacion usada, los farmacos antivirales pueden ser liberados en la superficie de la célula objetivo y luego pueden ser
captados en la célula. Preferentemente el conjugado mismo es captado en la célula, tal como un macréfago o célu-
la viralmente infectada. La captaciéon puede ocurrir ya sea naturalmente o puede ser mediada por el virus. Una vez
adentro de la célula, al igual que con un conjugado de anticuerpo, la hidrdlisis del enlazante libera el agente antiviral
activo.

Un ejemplo de una opcién de enlace apropiada para un agente antiviral de duramicina-cidofovir, se presenta en la
figura 13R. En este ejemplo el conjugado de duramicina-codofovir esta disefiado para enlazarse a los macréfagos y
ser capturado en la célula. La hidrdlisis del enlazante conduce a la descomposicion de fosfaramidato y liberacién del
cidofovir activo o un derivado permeable a la célula (R en la figura 13R) que se descompone en cidofovir.
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Se pueden usar otras uniones que tengan enlaces biol6gicamente ldbiles, tales como por ejemplo disulfuro 14bil
a 4cidos, que se descomponga o hidrolice enzimaticamente. Por consiguiente, cualquier enlace liberable biolégica-
mente o hidrolizable selectivamente puede ser usado en el enlazamiento de anticuerpos a agentes terapéuticos, con
relacion al péptido de enlazamiento a la PE, derivados antivirales de la invencion. La eleccién del enlazante no estd
limitada por el péptido de enlazamiento a la PE, particular, tal como la duramicina, ya que el péptido puede ser deri-
vado para introducir grupos funcionales permitiendo la unién del agente antiviral seleccionado, tal como se describié
anteriormente.

R. Métodos de Tratamiento Antiviral

La invencion proporciona ademds una variedad de anticuerpos, inmunoconjugados y derivados de péptidos de
enlazamiento a la PE, opcionalmente conjugados con agentes antivirales, para el uso en el tratamiento de infecciones
virales. Los regimenes de tratamiento, y particularmente las dosis, son en general como se describieron anteriormente
para los aspectos de tratamiento del cancer de la invencidn, adaptabilidad que es una ventaja de la invencién en su
conjunto. Aunque una comprensioén del(de los) mecanismo(s) particular(es) de accién no es necesaria para llevar a la
practica el tratamiento antiviral de la invencidn, ciertas de las razones que soportan el tratamiento viral, tal como se
encuentra respaldado por los ejemplos de trabajo de la presente, son como sigue.

Los mecanismos mds importantes se creen relacionados con la replicacion y activacion viral de la célula hospedera.
Durante la infeccidn viral, el virus activa la célula durante su proceso de replicacién adentro de la célula. Este proceso
de activacion de la célula es necesario para la replicacidn viral, tal como se muestra para los virus del herpes, de la
hepatitis C y el HIV-1. La progresion viral activa la expresion genética, tanto viral como de la hospedera. Por ejemplo,
la replicacién del virus Pichinde y del virus Machupo es inhibida por la actinomicina D tarde en el ciclo de replicacion,
indicando que la transcripcién genética de la célula huésped es necesaria para finalizar la replicacion viral.

La activacion de la célula hospedera por el virus causa que la célula externalice fosfolipidos aniénicos y aminofos-
folipidos, tales como la PS y PE. En particular, los inventores piensan que la activacion viral causa los flujos de Ca**
hacia la célula, lo cual activa la escrambalasa, externalizando los fosfolipidos aniénicos y los aminofosfolipidos, parti-
cularmente la PS y PE. Los anticuerpos, derivados de péptidos conjugados que se enlazan a los fosfolipidos anidénicos
y a los aminofosfolipidos, preferentemente la PS y PE, se enlazan e interfieren entonces en el proceso de activacion,
previniendo que el virus pueda replicarse apropiadamente.

Los ejemplos de la presente muestran que la invencién actda tarde en el proceso de infeccién viral, bloqueando
la maduracion o egreso viral. Los estudios de los inventores muestran que el efecto inhibitorio de los agentes de la
invencion es ampliamente aplicable, ya que se ha demostrado que funciona en virus que usan diferentes mecanismos
de egreso. Por ejemplo, los ejemplos de la presente demuestran el bloqueo del virus del herpes (CMV), que escapa de
las vesiculas exocitdticas derivadas del aparato de Golgi, y bloquean el arenavirus (virus Pichinde) y paramixovirus
(RSV), que brotan directamente de la membrana plasmatica.

Las células viralmente infectadas externalizan fosfolipidos aniénicos y aminofosfolipidos, particularmente PS y
PE, que son normalmente intracelulares, es decir que se encuentran confinadas a la superficie interior de la mem-
brana plasmaética. Durante el escape del virus, los fosfolipidos se redistribuyen en el sitio de escape, acomodando el
pliegue de la membrana durante el brote viral o exocitosis de la membrana plasmatica, y los fosfolipidos aniénicos y
aminofosfolipidos son externalizados durante este proceso. Los anticuerpos, derivados de péptidos y conjugados de
la invencion pueden enlazarse entonces a fosfolipidos anidénicos y aminofosfolipidos, externalizados, particularmente
PS y PE, y bloquean el escape del virus de la célula infectada. El enlazamiento de los constructos de la invencién, a
células viralmente infectadas, se muestran también en los ejemplos de la presente.

Los anticuerpos, derivados de péptidos y conjugados de la invencion pueden enlazarse ademds a los fosfolipidos
aniénicos y aminofosfolipidos, externalizados, particularmente a la PS y PE, e interfieren con una o mas rutas de
sefializacion necesarias para la expresion y/o replicacién genética viral.

Ademads, los viriones envueltos tienen probablemente por si mismos fosfolipidos anidnicos y aminofosfolipidos,
tales como la PS y PE, sobre su superficie externa. Dado que los virus carecen de una translocasa para mantener
o establecer la asimetria del fosfolipido, se espera la exposicion continua de fosfolipidos tales como la PS y PE.
Los anticuerpos, derivados de péptidos y conjugados de la invencién pueden causar asi opsonizacion, enlazamien-
to complementario, fagocitosis por células huésped tales como macréfagos y eliminacién de las particulas de virus
libres.

En un aspecto adicional de la invencidn, los virus necesitan probablemente fosfolipidos aniénicos y aminofos-
folipidos para la infeccién y/o la formacién de sincitios. Los anticuerpos derivados de péptidos y conjugados de la
invencién pueden bloquear adicionalmente estos aspectos del ciclo de vida viral, enlazdndose a fosfolipidos aniénicos
y aminofosfolipidos.

Conforme con los discernimientos precedentes, y en vista a los ejemplos de la presente, el espectro del tratamiento
viral para la invencion se extiende a cualquier virus, ya sea envuelto o no, ADN o ARN. Como los derivados y con-
jugados de péptidos de los anticuerpos de enlazamiento a fosfolipidos anidénicos y aminofosfolipidos, de la invencion,
bloquean al menos en parte de la replicacién viral dentro de la célula, y/o previenen el escape del virus de las células,
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la invencién no estd limitada al tratamiento de virus envueltos solamente, y tampoco a algtn virus en particular, lo cual
es una ventaja importante. Por ejemplo, el trabajo publicado posteriormente a los reportes de la invencidn, de que la
anexina V y vesiculas de PS pueden inhibir la infeccién por VIH-1 de macréfagos, pero no pueden inhibir la invencién
por VIH-1 de las células T o inhibir otros virus, tales como el virus G de la estomatitis vesicular y el virus de leucemia
de murino amfotrépico (Callahan et al. 2003).

Naturalmente, los anticuerpos, derivados de péptidos y conjugados de la invencidn, actian en los virus envueltos,
particularmente aquellos virus que tienen fosfolipidos aniénicos y aminofosfolipidos, de PS y PE, sobre la superficie
exterior de la envoltura, en donde los anticuerpos, derivados y conjugados de péptidos causan la eliminacién viral y/o
la inhibicién de la entrada viral de células objetivo.

Un aspecto importante de la invencion es entonces que puede ser aplicada universalmente y es apropiada para el
tratamiento de virus recombinantes, manipulados por ingenieria y sintéticos, p. ej. creados como parte de bioterroris-
mo. En efecto, la invencién no se encuentra limitada al tratamiento de animales y humanos. Como las categorias de
huésped encontrados en los taxones de virus incluyen algas, arquios, bacterias, hongos, invertebrados, microplasma,
plantas, protozoarios, espiroplasmas y vertebrados, la invencién puede ser usada para inhibir una infeccién y repli-
cacion viral en cualquier entorno, incluyendo el virus de importancia agricola. El tratamiento de la infeccién viral y
enfermedades asociadas a invertebrados es actualmente preferida y cualesquiera o mds de los virus que se encuentran
en la tabla H, que infecten animales vertebrados, pueden ser inhibidos, y la infeccién resultante puede ser tratada
usando la invencion.

TABLA H

Virus de Vertebrados

Familia Género Especies Tipo

Adenoviridae Mastadenovirus Aviadenovirus Adenovirus 2 humano
Virus similares al virus de la fiebre | Adenovirus 1 de aves domésticas
porcina africana Virus de la fiebre porcina africana

Arenaviridae Arenavirus Virus de coriomeningitis linfocitica
Arterivirus Virus de la arteritis equina

Astroviridae Astrovirus Astrovirus 1 humano

Birnaviridae Aquabirnavirus Virus de la necrosis pancreatica
Avibirnavirus infecciosa
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Virus de la enfermedad bursal
infecciosa

Bunyaviridae Bunyavirus Virus de bunyamwera
Hantavirus Virus de Hantaan
Nairovirus Virus de la enfermedad ovejuna de
Nabrobi
Flebovirus Virus siciliano de la fiebre la mosca de
arena
Caliciviridae Calicivirus Exantema vesicular de virus de
porcino
Circoviridae Circovirus Virus de la anemia de pollos

Coronaviridae

Coronavirus

Virus de la bronquitis infecciosa de
aves

Torovirus Virus de Berne

Deltavirus Virus de la hepatitis delta
Filoviridae Filovirus Virus de Marburgo
Flaviviridae Flavivirus Virus de la fiebre amarilla

Pestivirus Virus de la diarrea bovina

Virus similares al de la hepatitis C

Virus de la hepatitis C

Hepadnaviridae

Orthofepadnavirus
Avihepadnavirus

Virus de la hepatitis B
Virus de la hepatitis B en patos

Subfamilia Herpesviridae
Alfaherpesvirinae

Subfamilia:
Betaherpesvirinae

Subfamilia:
Gammaherpesvirinae

Simplexvirus
Varicellovirus

Cytomegalovirus
Muromegalovirus

Roseolovirus

Lymfocryptovirus Rhadinovirus

Herpesvirus humano 1
Herpesvirus humano 3

Herpesvirus humano 5
Citomegalovirus de ratéon 1
Herpervirus humano 6
Herpesvirus humano 4
Herpesvirus atelino 2

Iridoviridae

Ranavirus

Lymfocystivirus

Virus similares al virus del pez
dorado

Virus de rana 3
Virus de lenguado
Virus del pez dorado 1

Orthomyxoviridae

Influenzavirus A, B
Influenzavirus C
Virus similares al virus de thogoto

Virus de la influenza A
Virus de la influenza C
Virus de Thogoto

Papovaviridae

Polyomavirus
Papillomavirus

Poliomavirus de murino
Papilomavirus de conejo cola de
algodon (Shope)

Subfamilia Paramyxoviridae
Paramyxovirinae

Paramyxovirus

Virus 1 de la parainfluenza humana

Morbillivirus Virus del Sarampion
Rubulavirus Virus de Mumps
Subfamilia
Pneumovirinae Pneumovirus Virus sincitial respiratorio humano
Subfamilia Parvovirus Virus diminuto de ratones
Parvoviridae Erythovirus Virus B19
Parovirinae Dependovirus Virus 2 adenoasociado
Picornaviridae Enterovirus Poliovirus 1
Rinovirus Rinovirus 1A humano
Hepatovirus Virus de la hepatitis A
Cardiovirus Virus de la encefalomiocarditis
Afthovirus Virus O de la aftosa
Subfamilia
Poxviridae
Cordopoxvirinae Ortopoxvirus Virus Vaccinia
Parapoxyvirus Virus de Orf
Avipoxvirus Virus del pox de aves domésticas

Capripoxvirus
Leporipoxvirus
Suipoxvirus
Molluscipoxvirus

Virus del pox de ovejas

Virus mixoma

Virus del pox de porcinos
Virus contagioso de moluscos
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Yatapoxvirus Virus de tumores del mono de Yaba
Reoviridae Ortoreovirus Reovirus 3

Orbivirus Virus 1 de la lengua azul

Rotavirus Rotavirus de simio SA11

Coltivirus Virus de la fiebre de garrapata de

colorado

Aquareovirus Virus de soleuca
Retroviridae Retrovirus tipo B de mamifero Virus de tumor mamario de ratén

Retrovirus tipo C de mamifero Virus de leucemia de murino

Retrovirus tipo C de aves Virus de leucosis de aves

Retrovirus tipo D Virus del mono de Mason-Pfizer

Retrovirus Blv-htlv Virus de leucemia de bovino

Lentivirus Virus de inmunodeficiencia humana 1

Spumavirus Espumavirus humano
Rhabdoviridae Vesiculovirus Virus de estomatitis vesicular de

indiana

Lyssavirus Virus de la rabia

Efemerovirus Fiebre efimera de bovino
Togaviridae Alfavirus Virus de sindbis

Rubivirus Virus de Rubella

El uso de la invencién en el tratamiento de infecciones virales y enfermedades, asociadas en mamiferos, es preferi-
do, particularmente en términos de animales valiosos o de valor, tales como caballos de raza y mascotas domésticas, y
animales y pdjaros usados para producir directamente (p. €j. carne) o para producir indirectamente (p. €j. leche y hue-
vos) para el consumo humano. Ademads del tratamiento humano, modalidades ejemplares de la invencidén incluyen el
tratamiento de caballos, perros, gatos y similares, el tratamiento de vacas, cerdos, jabali, oveja, cabra, biifalo, bisonte,
llama, venado, reno y otros animales grandes, asi como sus crias incluyendo becerros y corderos.

El tratamiento de humanos es particularmente preferido, ya sea para virus que se presenten naturalmente o para
aquellos creados por bioterrorismo. En términos de virus que se presenten naturalmente y las enfermedades resultantes,
la invencién se encuentra nuevamente ilimitada a sus aplicaciones. Por consiguiente uno o mds de los virus de la tabla
J pueden ser inhibidos usando la presente invencidn y las infecciones resultantes y enfermedades asi tratadas.

TABLAJ

Enfermedades Virales en Humanos

Enfermedad Virus Tipo de virus
SIDA Virus de Inmunodeficiencia Humana (VIH) | Retrovirus
Broncolitis y pneumonia viral Virus sincitial respiratorio Paramyxovirus
Bronquiolitis Virus de la parainfluenza Paramyxovirus
Cancer cervical Virus del papiloma humano Papovavirus
Pox de pollo Virus Zéster de la varicela Herpesvirus
Dengue Virus del dengue Flavivirus
Fiebre hemorragica de ébola Virus del Ebola Filovirus
Herpes genital Virus-2 del herpes Simplex Herpesvirus
Fiebre hemorragica por Hantavirus Hantavirus Bunyavirus
Hepatitis Hepatitis A Picornavirus
Hepatitis B Hepadavirus
Hepatitis C Flavivirus
Hepatitis D Deltavirus
Hepatitis E Calcivirus
Influenza Virus de la influenza A, By C Orthotmyxovirus
Fiebre hemorragica Argentina de Junin | Virus de Junin Arenavirus
Fiebre hemorragica de Lassa Virus de Lassa Arenavirus
Enfermedad Virus Tipo de virus
Fiebre hemorrégica de Machupo Virus de Machupo Arenavirus
Sarampion Virus de la rubéola Paramyxovirus
Mononucléosis Virus de Epstein Barr Herpesvirus
Enfermedad por CMV (neumonia viral, | Citomegalovirus Herpesvirus
sindrome similar a la mononucleosis)
Sindrome Respiratorio Agudo Severo | Coronavirus humano Coronavirus
(SARS)
Herpes Zoster Virus zoster de la varicela Herpesvirus
Viruela Virus de la variola Poxvirus
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Fiebre amarilla Virus de la fiebre amarilla Flavivirus
Enfermedad del Nilo occidental Virus del Nilo occidental
Encefalitis equina occidental Virus EE occidental Togavirus
Neumonia, hepatitis, e.r.a. Adenovirus Adenovirus
Gastroenteritis Rotavirus Rotavirus
Encefalitis Virus de la selva de Semliki Alfavirus
Pox de la vaca Virus de Vaccinia Poxvirus
Encefalitis EE Venezolano Alfavirus
Enfermedad Virus Tipo de virus
Meningitis, encefalitis, Coriomeningitis linfocitica Arenavirus
meningoencefalitis
Fiebre hemorragica venezolana Virus de Guanarito Arenavirus
Fiebre del valle del Rift (fiebre Virus de la fiebre del valle de Rift Bunyavirus
hemorragica, encefalitis)
Fiebre hemorragica Marburgo Virus de Marburgo Filovirus
Encefalitis del jabali Virus de la encefalitis del jabali (TBEV) Flavivirus
Encefalitis Virus Hendra Paramyxovirus
Encefalitis Virus Nipah Paramyxovirus
Fiebre hemorragica de Crimea-Congo | Virus de la fiebre hemorragica de Crimea- | Bunyavirus
Congo
Fiebre hemorragica brasilefia Virus Sabia Arenavirus

La invencién se contempla particularmente para el uso en el tratamiento de las enfermedades relacionadas con
el CMV tales como la neumonia viral, el sindrome similar a la mononucleosis, y malformaciones congénitas aso-
ciadas (sordera y retardo mental); enfermedades respiratorias, tales como aquellas causadas por el RSV, incluyendo
la bronquiolitis y neumonia viral, influenza, el resfriado comun y el SARS; SIDA; hepatitis, cdnceres asociados con
infecciones virales; monontcleosis; y viruela.

En otras modalidades los inventores contemplan particularmente la inhibicién de arenavirus, que son patogénicos
para el hombre. Los arenavirus incluyen los virus del mundo antiguo responsables de la fiebre de Lassa (virus de
Lassa) y el de la coriomeningitis linfocitica (LCMV). La fiebre de Lassa es endémica en Africa occidental y afecta
hasta 300,000 personas anualmente y causa hasta 3,000 muertes. La infeccion con la fiebre de Lassa conduce a fiebre y
malestar por aproximadamente 10 dias. Dolor abdominal, nduseas, vomito y diarrea son comunes. Se puede desarrollar
faringitis y tos. Los sintomas neurolégicos son usualmente ligeros. Los sindromes de fuga vascular, tales como edema
y efusiones pleurales, se encuentran presentes en casos mds severos. El sangrado se observa aproximadamente en una
cuarta parte de los pacientes. La enfermedad puede causar cambios en el sistema cardiovascular que culminan con
choque y muerte.

Los arenavirus incluyen también los virus del nuevo mundo antigénicamente distintos, responsable de la fiebre
hemorrédgica de Argentina (virus de Junin), fiebre hemorrdgica Boliviana (virus de Machupo) y fiebre hemorrigica
de Venezuela (virus de Guanarito). Todos estos virus se encuentran en la lista de la categoria A de CDC de armas
potenciales para bioterrorismo.

Aunque no se encuentren relacionados con los aminofosfolipidos o fosfolipidos aniénicos, otros anticuerpos que
se enlazan a los virus directamente han sido desarrollados en farmacos aprobados. Esto es cierto con respecto al Cyto-
Gam el cual se usa para suprimir infecciones por CMV en pacientes inmunosuprimidos, y Synagis, el cual se usa para
proteger infantes recién nacidos contra el virus sincitial respiratorio. Por lo tanto no hay problema de usar anti-cuerpos
monoclonales para lograr acceso y neutralizar virus en tejidos.

Las dosis que son apropiadas para las modalidades antitumorales son también apropiadas para los tratamientos
antivirales. Similarmente se puede usar la administracién miiltiple para infecciones crénicas, y se pueden usar dosis
elevadas para infecciones agudas. Se puede emplear cualquier ruta de administracién apropiada, nuevamente como se
describi6 para los aspectos del tratamiento del cancer, incluyendo IV, IM, SC, como un atomizador para los pulmones
o vias respiratorias y similares.

Los productos terapéuticos proporcionados por la invencién son agentes valiosos que tienen un amplio espectro
de actividad antiviral. Ademads de ser efectivos contra un gran nimero de virus potencialmente letales, los agentes
pueden ser administrados también después de la exposicion al virus, inclusive en entornos en donde no se conozca la
naturaleza exacta del virus. De esta manera los productos terapéuticos antivirales de la invencién no requieren de un
periodo prolongado entre la identificacion del patégeno y la administracion de la terapia, en marcado contraste con el
tiempo y gasto que conlleva el desarrollo, produccién o suministro de vacunas especificas.

Los siguientes ejemplos se incluyen para demostrar modalidades preferidas de la invencién. Los experimentados

en la técnica apreciardn que las técnicas descritas en los ejemplos siguientes representan técnicas descubiertas por
el inventor para que funcionen bien en la préctica de la invencién, y por lo tanto pueden ser consideradas parte
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constituyente de modos preferidos para su practica. Sin embargo los experimentados en la técnica apreciardn, en vista
a la presente descripcidn, que se pueden realizar muchos cambios en las modalidades especificas que se describen y
obtener aun un resultado parecido o similar sin apartarse del espiritu y alcance de la invencién.

Ejemplo I (ejemplo de referencia)
Tratamiento de Tumores con Coaguligando Anti-VCAM-1-tTF

El presente ejemplo muestra la coagulacién especifica de la vasculatura de tumores in vivo que resulta después
de la administracién de un coagulante dirigido a la vasculatura del tumor (“‘coaguligando”) a animales que contengan
tumores y los efectos antitumorales resultantes. En este coaguligando, se usa un anticuerpo dirigido a la VCAM-1
(molécula-1 de adhesioén endotelial vascular, VCAM-1) como un agente de localizacién dirigida para suministrar el
factor de Tejido Truncado (tTF), una forma modificada de un coagulante humano, a la vasculatura del tumor.

El hibridoma MK2.7, que segrega un anticuerpo IgG, de rata contra VCAM-1 de murino, fue obtenido del Ameri-
can Type Culture Collection (ATCC, Rockville, MD; ATCC CRL 1909). EI hibridoma R187, que segrega un anticuer-
po IgG;, de rata contra la proteina viral de murino p30 pag, se obtuvo también de la ATCC, y se usé como un control
igualado al isotipo, para el anticuerpo anti-VCAM-1.

Los vasos sanguineos de los principales 6rganos y un tumor de ratones que contenian tumores de Hodgkin humano
L540, subcutdneo, fueron examinados inmunohistoquimicamente con respecto a la expresion de la VCAM-1 usando
un anticuerpo anti-VCAM-1. En términos generales, se observé la expresion de la VCAM-1 en una cantidad del 20
al 30% de los vasos sanguineos totales del tumor, tefiidos por el anticuerpo antiendoglina, MJ 7/18, usado como un
control positivo. La expresion vascular constitutiva de la VCAM-1 se encontré en el corazén y pulmones tanto en
animales que contenfan tumores como en animales normales. Se observé un fuerte tefiido estromal en la cabeza en
donde la expresion de la VCAM-1 fue estrictamente extravascular.

Ratones que contenian tumores L540 subcutdneos fueron inyectados intravenosamente con anticuerpo anti-VCAM-
1, y dos horas después se desangraron los ratones. El tumor y los érganos normales fueron removidos y se prepararon
secciones congeladas y se examinaron inmunohistoquimicamente para determinar la ubicacién del anticuerpo. El anti-
cuerpo anti-VCAM-1 fue detectado sobre el endotelio del tumor, corazén y pulmén. El tefiido fue especifico ya que no
se observo tefiido del endotelio en el pulmdn y érganos de ratones inyectados con un anticuerpo igualado con el isotipo
de la especie, de especificidad irrelevante, R187. Ninguna localizacién del anticuerpo anti-VCAM-1 fue encontrada
en la cabeza o algiin 6rgano normal excepto el corazén y pulmoén.

Se preparé un conjugado anti-VCAM-1-tTF o “coaguligando” usando el factor del tejido truncado (tTF). La ad-
ministracién intravenosa del coaguligando anti-VCAM-1-tTF induce la trombosis selectiva de vasos sanguineos de
tumor, en vez que vasos en tejidos normales, en ratones que contengan tumores.

El coaguligando anti-VCAM-1-tTF fue administrado a ratones que contenfan tumores L.540 subcutdneos de 0.4 a
0.6 cm de didmetro. Antes de la inyeccion del coaguligando, los tumores eran sanos, tenian una morfologia uniforme
que carecia de regiones de necrosis. Los tumores estaban bien vascularizados y tenfan una ausencia completa de vasos
con trombosis espontdnea o hemorragias. En cuatro horas de inyeccion del coaguligando, del 40 a 70% de los vasos
sanguineos habian sufrido trombosis, a pesar del tefiido inicial de sélo 20 a 30% de vasos sanguineos del tumor. Los
vasos que habian sufrido trombosis contenian agregados plaquetarios oclusivos, eritrocitos empacados y fibrina. En
varias regiones los vasos sanguineos se habian roto, derramando eritrocitos hacia el intersticio del tumor.

A las 24 horas después de la inyeccién del coaguligando, los vasos sanguineos se encontraron aun ocluidos y se
habia generalizado una hemorragia extensiva en todo el tumor. Las células tumorales se habian separado unas de otras,
tenfan nucleos picndticos y se encontraban sufriendo citélisis. En 72 horas fue evidente una necrosis avanzada en todo
el tumor. Es muy probable que la deposicién de trombina inducida por el coaguligando, inicial, diese por resultado
una induccion incrementada del antigeno objetivo VCAM-1 en los vasos centrales, amplificando asf la localizacién
dirigida y la destruccién del tumor.

La accién trombética de anti-VCAM-1-tTF en vasos del tumor, era especifica para el antigeno. Ninguno de los
reactivos de control administrados a cantidades equivalente (tTF solo, anti-VCAM-1 solo, tTF mds anticuerpo anti-
VCAM-1 o el coaguligando de control de especificidad irrelevante) causaron trombosis.

Ademads de la trombosis de los vasos sanguineos del tumor, este estudio muestra también que la administracién
intravenosa del coaguligando anti-VCAM-1-tTF no indujo trombosis de los vasos sanguineos en los érganos normales.
A pesar de la expresion de la VCAM-1 en vasos en el corazén y pulmones de ratones que contenian tumores L.540
o ratones normales, la trombosis no ocurrié después de la administracion de coaguligando anti-VCAM-1tTF. No se
observaron signos de trombosis, dafio a tejidos o morfologia alterada, en 25 ratones inyectados con una cantidad de 5
a 45 g de coaguligando 4 6 24 horas antes. Hubo una aparicion histolégica normal, del corazén y pulmén del mismo
ratén que tuvo trombosis de tumor principal. Todos los otros érganos (cerebro, higado, rifién, bazo, pancreas, intestino,
testiculos) también tuvieron una morfologia inalterada.

100



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2358 730 T3

Secciones congeladas de érganos y tumores de ratones tratados con coaguligando, dieron patrones de tefiido coin-
cidentes cuando se desarrollaron ya sea con el anticuerpo anti-TF, 10H10, o anticuerpo IgG de antirata y confirmaron
que el coaguligando se habfa localizado en los vasos en el corazén, pulmén y tumor. La intensidad de tefiido fue igual
a aquella observada cuando se aplicé el coaguligando directamente a secciones a concentraciones altas seguido del
desarrollo con anti-TF o IgG antirata, indicando la saturacién del enlazamiento que se habia conseguido in vivo.

Estos estudios muestran que el enlazamiento al coaguligando a la VCAM-1 en la vasculatura normal en el corazén
y pulmones no es suficiente para inducir trombosis, y que la vasculatura del tumor proporciona factores adicionales
para soportar la coagulacion.

La actividad antitumoral del coaguligando anti-VCAM-1tTF fue determinada en ratones SCID que contenian tu-
mores L.540 con un volumen de 0.3 a 0.4 cm®. El farmaco se administré intravenosamente 3 veces a intervalos de 4
dias. El volumen promedio de los tumores de los ratones tratados con anti-VCAM-1-tTF fue reducido significativa-
mente a 21 dias de tratamiento (P < 0.001) en comparacién con otros grupos. Nueve de un total de 15 ratones tratados
con el coaguligando especifico mostré mas de 50% de reduccién en el volumen del tumor. Este efecto fue especifico
dado que el tTf no conjugado, el coaguligando IgG de control y mezclas de anticuerpo anti-VCAM-1 libre y tTf no
afect6 el crecimiento del tumor.

Ejemplo IT
Expresion de la Fosfatidilserina en los Vasos Sanguineos de Tumores

Para explicar la carencia del efecto trombético del anti-VCAM-1-tTF en la vasculatura positiva a la VCAM-1 en
corazén y pulmones, algunos inventores desarrollaron un concepto de localizacién diferencial del aminofosfolipido
y fosfolipido anidnico, p. €j. la PS y la PE, entre los vasos sanguineos normales y de tumores. Especificamente, ela-
boraron la hipétesis de que las células endoteliales en los tejidos normales segregan aminofosfolipidos y fosfolipidos
aniénicos, preferentemente PS y PE, a la superficie interior de la bicapa de fosfolipidos de la membrana plasmadtica, en
donde PS puede participar en reacciones trombdticas; mientras que las células endoteliales en tumores se translocan
a aminofosfolipidos y fosfolipidos anidnicos en la superficie externa de la membrana plasmadtica, en donde PS puede
soportar la accién de coagulacién del coaguligando. La expresion de la PS sobre la superficie de la célula permite la
coagulacién porque permite la unién de factores de coagulacion a la membrana y coordina el ensamble de complejos
de inicio de la coagulacién.

El modelo de los inventores, de la translocacion de los aminofosfolipidos y fosfolipidos anidnicos, a la superficie de
las células endoteliales de vasos sanguineos de tumores, como se ha desarrollado en la presente, es sorprendente porque
la expresion del PS no ocurre después ni dispara inevitablemente la muerte celular. La expresion del aminofosfolipido
y fosfolipido aniénico, en la superficie de células endoteliales del tumor, es entonces significativamente estable para
permitir que los aminofosfolipidos y fosfolipidos aniénicos, p. €j. el PS y PE, sirvan como entidades a las que se puede
llegar en forma dirigida para la intervencion terapéutica.

Para confirmar la hipétesis de que el endotelio de los vasos sanguineos de tumores expresan la PS sobre la superficie
luminal de la membrana plasmatica, los inventores usaron el siguiente estudio inmunohistoquimico para determinar la
distribucién del anticuerpo anti-PS después de la inyeccion intravenosa en ratones que contienen el tumor L540.

A. Métodos

Anticuerpos anti-PS y anticardiolipina, ambos anticuerpos IgM monoclonales de ratén, fueron producidos y carac-
terizados por Rote et al., (1993, incorporada en la presente como referencia) como se describi6 en el ejemplo IV. La
reactividad principal del 3SB es del PS, pero tiene también reactividad con el fosfolipido aniénico, el 4cido fosfatidico,
un componente relativamente minoritario de la membrana plasmatica segregado también estrechamente en la laminilla
interna en células normales.

Ratones que contenfan tumores 1540 fueron inyectados intravenosamente con 20 ug ya sea de anticuerpos IgM
de ratén anti-PS o anticardiolipina. Después de 10 minutos los ratones fueron anestesiados y sus circulaciones san-
guineas fueron perfundidas con solucién salina heparinizada. Los tumores y los tejidos normales fueron removidos y
congelados. Secciones en serie de 6rganos y tumores fueron tefiidas ya sea con IgM antiratén marcado con HRP para
la deteccidn del anticuerpo anti-PS o con anticuerpo anti-VCAM-1 seguido de Ig de antirata marcada con HRP.

Para conservar los fosfolipidos de la membrana sobre secciones congeladas, se desarroll6 el siguiente protocolo.
Los animales fueron perfundidos con DPBS que contenfa 2.5 mM de Ca**. Los tejidos fueron montados sobre por-
taobjetos recubiertos de 3-aminopropiltrietoxisilano y fueron tefiidos en 24 horas. No se usaron solventes orgénicos,
formaldehido o detergentes para la fijacién o lavado de los portaobjetos. Los portaobjetos fueron rehidratados median-
te DPBS que contenfa 2.5 mM de Ca** y 0.2% de gelatina. También se usé la misma solucién para lavar secciones
a fin de mover el exceso de reactivos. Las secciones fueron incubadas con IgM antiratén marcada con HRP por 3.5
horas a temperatura ambiente para detectar la IgM anti-PS.
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B. Resultados

Este estudio inmunohistoquimico demostré que el anticuerpo anti-PS localizado en 10 minutos en la mayor parte
de los vasos sanguineos del tumor, incluyendo los vasos en la regién central del tumor que podian carecer de VCAM-
1. Los vasos que fueron positivos para la VCAM-1 fueron también positivos para la PS. De esta manera existe una
expresion coincidente de la PS en vasos que expresan la VCAM-1 en tumores.

En los estudios de localizacién in vivo ninguno de los vasos en érganos normales, incluyendo la vasculatura positi-
va a la VCAM-1, del corazén y pulmoén, fueron tefiidos, lo cual indicé que la PS se encontraba ausente de la superficie
externa de las células endoteliales. En contraste, cuando las secciones de tejidos normales y tumores fueron directa-
mente tefiidas con anticuerpo anti-PS in vitro, no se encontraron diferencias visibles entre tipos de células normales
y de tumores, endoteliales u otros tipos de células, mostrando que la PS se encuentra presente dentro de estas células
pero Unicamente llega a ser expresada sobre la superficie de células endoteliales en tumores.

La especificidad de la deteccion de la PS fue confirmada por dos estudios independientes. Primero, un anticuerpo
monoclonal IgM de ratén, dirigido contra un lipido cargado negativamente diferente, la cardiolipina, no llegé al tumor
o0 a cualesquiera 6rganos in vivo. Segundo, el pretratamiento de secciones congeladas con acetona suprimi6 el tefiido
con el anticuerpo anti-PS, supuestamente porque extrajo los lipidos junto con el anticuerpo anti-PS enlazado.

Ejemplo III
La Anexina V Bloquea la Actividad del Coaguligando

El presente ejemplo proporciona evidencia adicional del papel de la expresién de la PS en la superficie, en la
actividad del coaguligando, a partir de estudios que usan el ligando de enlazamiento a la PS, de alta afinidad, la
anexina V, para bloquear la funcién de la PS in vitro e in vivo.

A. La Anexina V Bloquea la Activacion del Factor X por el Coaguligando In Vitro

La capacidad de la anexina V para afectar la formacién del factor Xa inducido por el coaguligando, fue determi-
nada por un ensayo cromogénico. Células bEnd.3 estimuladas por el IL-1a fueron incubadas con anti-VCAM--tTF y
permeabilizadas por saponina. Se adicion6 anexina V a concentraciones que variaban desde 0.1 hasta 10 ug/ml y las
células se incubaron por 30 minutos antes de la adicién de Proplex T diluido. La cantidad del factor Xa generado en la
presencia o ausencia de anexina V fue determinada. Cada tratamiento fue realizado por duplicado y repetido al menos
dos veces.

La necesidad de la expresion de la PS en la superficie, en la accién del coaguligando es indicada adicionalmente
por el descubrimiento de los inventores de que la anexina V, la cual se enlaza a la PS con alta afinidad, bloquea la
capacidad del anti-VCAM-1-tTF enlazado a las células bEnd.3 para generar el factor Xa in vitro.

La anexina V adicionada a células permeabilizadas, preincubadas con anti-VCAM-1-tTF inhibi6 la formacién del
factor Xa en una manera dependiente de la dosis. En la ausencia de Anexina V, el coaguligando enlazado a las células
produjo 95 ng del factor Xa por cada 10,000 células por 60 minutos. La adicién de cantidades crecientes de Anexina
V (en el intervalo de ug por ml) inhibi6 la produccién del factor Xa. A razén de 10 pg por ml, la Anexina V inhibié
la produccion del factor Xa en 58%. No se observé inhibicidn adicional al incrementar la concentracién de Anexina
V durante el ensayo, lo cual indicé que la anexina V satur6 todos los sitios de enlazamiento disponibles a razén de 10

pg por ml.

B. La Anexina V bloquea la Actividad del Coaguligando In Vivo

La capacidad de la Anexina V para inhibir la trombosis inducida por el coaguligando, in vivo, fue examinada en
ratones SCID que contenian el tumor L540 de Hodgkin. Los tumores se cultivaron en ratones y se inyectaron dos
ratones por grupo (tamaiio del tumor de 0.5 cm de didmetro, intravenosamente, a través de la vena de la cola con uno
de los siguientes reactivos: a) solucién salina; b) 100 ug de Anexina V; c¢) 40 ug de anti-VCAM-1-tTF; d) 100 ug de
Anexina V seguida 2 horas después por 40 ug de anti-VCAM-1-tTF.

Cuatro horas después de la dltima inyeccidn los ratones fueron anestesiados y perfundidos con solucién salina
heparinizada. Los tumores se retiraron, se fijaron con formalina al 4%, se incrustaron en parafina y se tifieron con
hematoxilenoeosina. El nimero de vasos sanguineos que habian sufrido trombosis y que no habian sufrido trombosis,
se contd y se calculd el porcentaje de trombosis.

La anexina V bloquea también la actividad del coaguligando anti-VCAM-1-tTF in vivo. Los grupos de ratones que
tenian fueron tratados con uno de los reactivos de control o de prueba. A los ratones se les proporcioné a) solucién
salina; b) 100 ug de Anexina V; c) 40 ug de coaguligando anti-VCAM-1tTF; 6 d) 100 ug de Anexina V seguido 2
horas después por 40 ug de coaguligando anti-VCAM-1-tTF. Se obtuvieron resultados idénticos en ambos ratones por

grupo.
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No se observd trombosis espontdnea, hemorragias o necrosis en tumores derivados de ratones inyectados, con
solucidn salina. El tratamiento con Anexina V solamente no alter6 la morfologia de los tumores.

De conformidad con otros datos presentados aqui, 40 ug de coaguligando anti-VCAM-1-tTF causaron trombo-
sis en el 70% de los vasos sanguineos de tumores totales. La mayor parte de los vasos sanguineos fueron ocluidos
con eritrocitos empacados y codgulos, y las células tumorales se separaron unas de otras. Ambos efectos antitumora-
les inducidos por el coaguligando, es decir la trombosis intravascular y los cambios en la morfologia de las células
tumorales, fueron suprimidos completamente por el tratamiento previo de los ratones con Anexina V.

Estos descubrimientos confirman que los efectos antitamorales de los coaguligando son mediados a través del
bloqueo de la vasculatura de los tumores. Estos datos demuestran también que la PS es esencial para la trombosis
inducida por el coaguligando, in vivo.

Ejemplo IV
Generacion de Anticuerpos para Aminofosfolipidos y Fosfolipidos Anionicos

Este ejemplo describe un protocolo de inmunizacién disefiado por los inventores en vista a sus observaciones de
la translocacién de aminofosfolipidos y fosfolipidos aniénicos, en células endoteliales vasculares de tumores, y des-
cubierto para que funcionara bien en la generacion de anticuerpos, contra aminofosfolipidos y fosfolipidos aniénicos.
Ciertos ndmeros de anticuerpos reactivos con aminofosfolipidos y fosfolipidos aniénicos, tales como la PS y PE, fue-
ron obtenidos. En los presentes ejemplos y en los ejemplos, siguientes, por simplicidad los anticuerpos reactivos con
la PS pueden ser denominados “anticuerpos anti-PS”, aunque el enlazamiento de ciertos de estos anticuerpos no esta
restringido a la PS sino que se extiende a ciertos otros aminofosfolipidos y fosfolipidos aniénicos como se muestra
aqui.

A. Protocolo de Inmunizacion

Para presentar aminofosfolipidos y fosfolipidos aniénicos al sistema inmune como inmunégenos mds fuertes, los
aminofosfolipidos y fosfolipidos aniénicos fueron formulados como células positivas a los aminofosfolipidos y células
positivas a los fosfolipidos anidénicos. Los aminofosfolipidos y fosfolipidos anidnicos, insertados en la membrana,
rodeados por otros componentes de la membrana, tienen una mejor conformacién y velocidad de eliminacién para
elevar los anticuerpos.

El intento consiste en inmunizar animales inmunocompetentes con células autélogas que expresen los amino-
fosfolipidos y los fosfolipidos anidnicos, como se encuentran ejemplificados en este caso por la PS, en donde los
animales no producirian anticuerpos contra todos los antigenos de su propia superficie, pero reconocerian los fosfoli-
pidos expuestos a la membrana, p. €j. la PS, como un elemento extrafio. El procedimiento puede ser aplicado al uso de
cualesquiera de animales de laboratorio estandares, tales como ratones BALB/c inmunocompetentes y ratas de Lewis,
con cualesquiera células positivas a los aminofosfolipidos o positivas a los fosfolipidos anidnicos.

Primero se seleccionaron ratones BALB/c y células de endotelioma de ratén, bEnd.3 (células endoteliales de ratén
inmortalizado (cepa BALB/c)). Las bEnd.3 se cultivaron en DMEM al 10% con 9 m1l/500 ml de solucién reguladora
HEPES, en una incubadora con 10% de CO,. Las células bEnd.3 fueron expandidas en matraces T175 TC hasta que
se obtuvo el nimero deseado de células. Tipicamente cada matraz a una confluencia aproximada de 70 a 80% tuvo
aproximadamente 3 x 10° células, y cada rat6n debia recibir de 1 x 10° a 20 x 10° células, hasta 1 x 107 células.

Células bEnd.3 se trataron con cantidades de 50 uM a 200 uM de peroxido de hidrégeno por un tiempo de 1 6 2
horas a 37°C para exponer los fosfolipidos aniénicos, tales como la PS, antes de la inmunizacién. La concentracién de
H,0, es de [9.8 M]; 30% (v/v). Esta se diluye a razén de 1:1000 y luego se adicionan 0.4 ml al matraz T175 TC con
40 ml del medio hasta una concentracién final de 100 uM de H,O,. Las células se mantuvieron por 1 hora a 37°C. Para
la recoleccién las células fueron lavadas 3 X con PBS caliente, + EDTA 10 mM, para remover todo el BSA o proteina
del suero en el medio. Las células fueron removidas con tratamiento ligero con tripsina, se lavaron y se centrifugaron
por 5 minutos a 1000 rpm. El sobrenadante fue aspirado y las células se volvieron a suspender en DMEM sin aditivos
hasta el volumen apropiado (cada ratén recibe aproximadamente 1 x 107 células en 200 ul) y se mantienen sobre hielo.

Las células tratadas en esta manera fueron inyectadas (200 ul de suspension de células) a cada raton intraperito-
nealmente usando una jeringa de 1 ml y una aguja calibre 23. Los ratones fueron inmunizados de tres a siete veces a
intervalos de 3 a 4 semanas. Los sueros inmunes fueron recolectados sangrando los ratones diez dias después de cada
refuerzo, empezando del segundo refuerzo. El titulo del suero para la anti-PS fue analizado por ELISA.

Estas inmunizaciones con células positivas a la PS, autélogas, no dié por resultado una produccién no restringida
de autoanticuerpos, pero estuvieron limitados a la produccién de anticuerpos reactivos con PS o reactivos con PS en
combinacién con otros aminofosfolipidos y fosfolipidos aniénicos.

En otro estudio se inmunizaron ratas de Lewis hembras con células endoteliales bEnd.3 que habian sido tratadas
con 200 uM de peréxido de hidrégeno por 2 horas. El tratamiento caus6 la translocacion de los fosfolipidos aniénicos
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a la superficie externa en una cantidad de 70 a 90% de las células lo cual fue detectado mediante anexina V marcada
con 1. Las células tratadas se lavaron, se desunieron y se contaron. Dos millones de células fueron suspendidas en
PBS estéril y se inyectaron 5 veces intraperitonialmente, con el intervalo de 3 semanas entre inyecciones. El titulo de
anticuerpos policlonales con respecto a fosfolipidos aniénicos, fue determinado 2 dias después de cada inmunizacion.

B. Antisueros de Titulo Alto

Ratones con titulos extremadamente altos de anticuerpos reactivos con fosfolipidos aniénicos tales como la PS fue-
ron obtenidos (Tabla 1). Los ratones no mostraron signo alguno de toxicidad. Aunque este protocolo de inmunizacién
fue mas efectivo en ratones que en ratas, globalmente, la inmunizacién de ratas fue efectiva y produjo el anticuerpo
9D2 (ver a continuacién).

TABLA 1
Generacion del Anticuerpo IgG Anti-PS

Intervalo del Titulo N° de ratones por Grupo (% del total)
1:100 — 1:1,000 2/30 (6.66%)
1:1000 — 1:10,000 5/30 (16.6%)
1:10,000 - 1:100,000 18/30 (60%)
1:100,000 — 1,000,000 5/30 (16.6%)

En inmunizaciones adicionales se inmunizaron varios ratones tres veces con células bEnd.3 tratadas con peréxido
de hidrégeno y el suero se analizé 54 dias después de la primera inmunizacién. Los anticuerpos IgG reactivos con PS
dentro del suero fueron detectados con una IgG antiratén, un anticuerpo secundario especifico del Fc, y anticuerpos
IgM dentro del suero fueron detectados con un anticuerpo secundario especifico para la mu de IgG antiratén. Ciertos
nimeros de antisueros efectivos con anticuerpo IgG e IgM reactivos con la PS fueron obtenidos usando el protocolo
de inmunizacién, del cual los antisueros con anticuerpos IgG eran generalmente mas efectivos.

Estos métodos pueden ser usados ahora para generar anticuerpos anti-PS particulares, adicionales, p. ej. que in-
cluyan aquellos tamizados para la competencia efectiva con el anticuerpo 3G4 descrito posteriormente. Tipicamente,
cuando el titulo de IgG de los antisueros deseados para la PS alcanza un valor > 200,000, pero el titulo de PC es <
50,000, se puede llevar a cabo la fusién para generar el anticuerpo monoclonal.

También estos métodos no se encuentran limitados al tratamiento de células iniciales con H,O,, ya que se pueden
usar otros métodos para inducir la expresion de aminofosfolipidos y fosfolipidos aniénicos. Por ejemplo, el trata-
miento con TNF y actinomicina D es otro método ttil. En un caso, células bEnd.3 subconfluentes (confluencia de
aproximadamente 85%) tratadas con 10 ng/ml de TNF de ratén y 1 ug/ml de actinomicina D por 16 horas a 37°C en
la incubadora. Las células se tomaron mediante el procedimiento de inmunizacién mencionado anteriormente.

C. Anticuerpos Monoclonales IgG e IgM

Se obtuvieron hibridomas fusionando esplenocitos de animales inmunizados con células P3X63AG8.653 compa-
fieras de mieloma (ATCC, Rockville, MD).

Un aspecto importante de la técnica de los inventores para preparar anticuerpos monoclonales ttiles en el trata-
miento de tumores es la estrategia de seleccidn, la cual involucra el tamizado para seleccionar anticuerpos que se
enlacen a aminofosfolipidos o fosfolipidos anidnicos, pero no a fosfolipidos neutros. Otro aspecto importante es se-
leccionar anticuerpos que se enlacen a placas recubiertas con PS en una forma tan fuerte en la presencia de suero como
en la ausencia de suero. Esto se lleva a cabo para excluir anticuerpos que reconozcan complejos de la PS y proteinas
del suero, que se creen causan o contribuyen al sindrome antifosfolipido.

La estrategia para aislar anticuerpos monoclonales que reaccionan con la PS, p. ej. involucrd6 el tamizado de sobre-
nadantes de hibridoma sobre placas recubiertas con PS, usando un anticuerpo secundario especifico Fc gama de IgG
antiratén. El tamizado se llevé primero a cabo contra cuatro fosfolipidos (PS, fosfatidilserina; PE, fosfatidiletanolami-
na; CL, cardiolipina; y PC, fosfatidilcolina), asi como células bEnd.3. Los clones reactivos con el fosfolipido neutro
PC fueron desechados, al igual que los clones que no eran reactivos con células bEnd.3. Se seleccionaron clones anti-
PS de alto enlazamiento. Los pozos que tenian reactividad sélo por la PS o una fuerte preferencia por la PS fueron
primero subclonados y los pozos que exhibieron reactividad por la PS en combinacién con el enlazamiento con otros
fosfolipidos aniénicos lo fueron en segundo lugar.

En ciertos de los siguientes estudios, también se incluyeron anticuerpo IgM monoclonales de ratén, denominados
3SB, D11 y BA3, producidos como lo describe Rote et al., (1993). El anticuerpo 3SB se describe en la literatura como
un anticuerpo anti-PS y el anticuerpo D11 se describe en la literatura como un anticuerpo anticardiolipina (anti-CL).
Detalles de la generacién y caracterizacion de estos anticuerpos fueron reportados por Rote et al., (1993, incorporada
aqui como referencia).
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El isotipo de cada hibridoma seleccionado, generado por los inventores fue determinado. Como los anticuerpos
de la clase IgG tienen numerosas ventajas sobre los IgM, incluyendo tipicamente mayor afinidad, menor velocidad
de eliminacién in vivo y simplicidad de su purificacién, modificacién y manipulacion, se deseo particularmente su
generacion. Para enfocarse en pozos con el isotipo IgG homogéneo, los pozos que contenian IgM o una mezcla de
diferentes Igs fueron descartados o se volvieron a clonar. La subclonacion de clones altamente positivos se repitio de
3 a4 veces.

El isotipo de anticuerpos IgG e IgM, representativos, determinado mediante ELISA, se presenta en la Tabla 2. Los
inventores denominaron inicialmente al anticuerpo 3G4 como “F3-G4” antes de cambiar la designacién a 3G4. Esto
no refleja cambio alguno en el material biolégico. La dependencia o independencia del suero de los anticuerpos se
presenta también en la tabla 2.

TABLA 2
Isotipo y Dependencia del Suero de Anticuerpos Anti-PS

Nombre Origen Especiel/lsotipo
3S8B Rote et al., 1993 IgM Kappa de ratén
D11 N. Rote IgM Kappa de ratén
BA3 Rote et al., 1993 IgM Kappa de raton
9D2 Este estudio IgM Kappa de rata
1B12 Este estudio IgG1 Kappa de ratén
3G4 Este estudio IgGs Kappa de raton
1B9 Este estudio IgG1 Kappa de ratén
3B10 Este estudio 19G1 Kappa de raton
2G7 Este estudio 1G4 Kappa de ratén
7C5 Este estudio 19G1 Kappa de ratén

D. Protocolo de ELISA y Caracterizacion de Anticuerpos Monoclonales

Los anticuerpos fueron estudiados adicionalmente mediante ELISA y comparado con el 3SB y D11. E1 ELISA anti-
PS usado en los presentes estudios se lleva a cabo como sigue. Al menos que se especifiquen diferencias particulares,
este es el formato del ELISA usado en todos los estudios de la presente solicitud.

El ELISA se ejemplifica usando el antigeno PS (P-6641, 25 mg, 10/mg/ml (el solvente es Cloroformo: MeOH,
95:5) en una botella de 2.5 ml). Se pueden usar otros fosfolipidos usando el mismo protocolo. La solucién concentrada
de PS (u otros fosfolipidos) deberd ser extraida en alicuotas y almacenada en un recipiente hermético a -30°C. Las
placas de 96 pozos, preferidas, son la Immulon 1 de fondo en U, de Dynatech (de Dynatech Labs, Cat# 011-010-
3550).

La solucién reguladora de bloqueo, estdndar, usada en la presente es 10% de suero de bovino disuelto en PBS. Otras
soluciones de bloqueo son apropiadas pero deberdn excluirse cualesquiera detergentes de las soluciones de bloqueo
y de lavado. El anticuerpo primario es la muestra o mezcla de prueba. El anticuerpo secundario preferido es el IgG-
HRP antiraton de cabra. Las soluciones de desarrollo son: 10 ml de 0.2 M Na,PO,, 10 ml de acido citrico 0.1 M, una
tableta de 10 mg de OPD, y 10 ul de peréxido de hidrégeno. La solucién de paro es H,SO, 0.18 M.

El protocolo comprende recubrir la placa de 96 pozos con PS como sigue: diluir la solucién concentrada de PS en
n-hexano hasta 10 pug/ml y mezclar bien. Adicionar 50 ul a cada pozo y permitir que éste se evapore por una hora.
Adicionar 200 ul de suero al 10% (u otra solucién reguladora de bloqueo) a cada pozo, cubrir y mantener a temperatura
ambiente por 2 horas o durante toda la noche a 4°C. Lavar la placa tres veces con PBS. Adicionar el anticuerpo primario
(diluir en solucidén reguladora de bloqueo) e incubar por 2 horas a 37°C. Lavar tres veces con PBS. Adicionar 100
Hl/pozos del anticuerpo secundario (tipicamente IgG-HRP antiratén de cabra u otro anticuerpo secundario, apropiado)
e incubar por 1 hora a 37°C. Lavar la placa tres veces con PBS. Desarrollar el ELISA adicionando 100 ul de solucién
reveladora a cada uno de los pozos, revelar por 10 minutos, luego adicionar 100 ul de solucién de paro a cada placa 'y
leer el O.D. a 490 nm.

Los siguientes resultados se presentan para el 9D2, 1B12, 3G4 y 1B9. La afinidad de estos anticuerpos por la

PS se determiné y compar6 con la 3SB. Ciertas de las afinidades relativas de los anticuerpos son mds mejoradas en
comparacién con el 3SB (Tabla 3).
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TABLA 3

Afinidad Relativa de Anticuerpos Anti-PS

Nombre ECso (ug/mi)’) Enlazamiento ECso (NM)* Afinidad contra
contra 3SB 3sB
(veces de (veces de
incremento) incremento)

3sB 0.468 1 0.518 1

D11 >40.0 0.011 >44.4 0.011

9D2 0.104 4.50 0.115 4.50

1B12 0.312 1.50 207 0.25

3G4 0.040 117 0.266 1.94

1B9 0.019 246 0.126 4.1

Anexina V° 0.100 4.68 2.77 0.18

'En base a diluciones de sobrenadantes de Cultivo de Tejidos; las concentraciones de IgG e IgM fueron
determinadas por ELISA de emparedado usando Igs antiratén o antirata como anticuerpos de captura.
Todos los clones segregan en promedio de 10 a 15 pg/ml de |g.

2MW peso molecular usado para la conversién: IgM — 900 kDa, IgG — 150 kDa, Anexina V — 36 kDa

3La afinidad de la Anexina V por la PS se encuentra en el intervalo de 0.1 nM a 1 nM. El valor de esta
tabla representa el enlazamiento de la Anexina V tratada con biotina, comercial, detectada mediante
estreptavidina-HRP usando las condiciones de ELISA que para los anticuerpos anti-PS

La especificidad de los anticuerpos fue determinada por ELISA usando placas recubiertas con los siguientes fosfo-
lipidos: PS; fosfatidilserina; PE, fosfatidiletanolamina; PI, fosfatidilinositol; PA, 4cido fosfatidico; PG, fosfatodilgli-
cerol; PC, fosfatidilcolina; CL, cardiolipina; y SM, esfingomielina. Los perfiles de especificidad del 9D2, 1B12, 3G4

y 1B9, en comparacién con los del 3SB y D11, se presentan en la Tabla 4.

TABLA 4

Especificidad de Anticuerpos Anti-PS por Fosfolipidos

Nombre Intensidad Relativa de la Reactividad en ELISA™

3SB PS = PA>>CL, P|, PE, PG

D11 CL =PA>>PS§, P|, PE, PG

9D2 PA>PS=CL>PG=PI>>PE

1B12 PS=PA>CL>PE=PI, PG

3G4 PS=PA=PI=PG=CL>>PE

3B10 PS=PA=Pl>>PE

1B9 PS solamente

2G7 PS solamente

7C5 PS solamente

Anexina V PS=PE=PI=PA>CL>PG

"El simbolo > indica una diferencia al menos de 2 veces en el enlazamiento a varios fosfolipidos
analizados a una concentracion idéntica de anticuerpos

2E| simbolo >> indica una diferencia de al menos 10 en el enlazamiento a varios fosfolipidos analizados a
una concentracioén idéntica de anticuerpos

Los anticuerpos 1B9, 2G7 y 7C5 se comportan esencialmente igual. Estos anticuerpos reconocen solo la PS y
requieren del suero o proteina del suero para el enlazamiento a la PS. El enlazamiento del 1B9, 2G7 y 7CS5 a varios
fosfolipidos se ensayé tnicamente en la presencia de suero de bovino al 10%, mientras que el enlazamiento de otros
anticuerpos se analiz6 ya sea en la ausencia o en la presencia de suero. Para anticuerpos diferentes al 1B9, 2G7 y 7CS5,
la presencia del suero no cambia la preferencia en el enlazamiento por un fosfolipido particular. Este dltimo grupo,
incluyendo el 3G4, 3B10 y 9D2, tienen la propiedad preferida de enlazamiento a la PS en la ausencia de suero.

El anticuerpo 3SB reconoce la PS en células intactas en la presencia y ausencia de suero. La principal reactividad
del 3SB es con la PS, pero también reactividad con el 4dcido fosfatidico, que es un componente relativamente minori-
tario de la membrana plasmadtica (Hinkovska-Galcheva et al., 1989). El 3SB se encuentra esencialmente desprovisto
de reactividad con la fosfatidiletanolamina y con fosfatidilinositol, asi como con la fosfatidilcolina y esfingomielina
(Tabla 4).
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La PS es el fosfolipido aniénico mds abundante de la membrana plasmadtica y es agregado estrechamente en la
laminilla interna de la membrana plasmatica y células normales bajo condiciones normales. La PS es un aminofosfo-
lipido. La PE es también un aminofosfolipido pero la PE es neutra, no aniénica. Ademads de ser un aminofosfolipido
neutro, la PE se comporta similarmente a la PS y es normalmente segregada estrechamente en la laminilla interna de
la membrana plasmatica.

El PI es otro fosfolipido aniénico principal de la membrana plasmadtica, que es segregado ademds estrechamente
en la laminilla interna en células normales bajo condiciones normales. El PA y el PG son fosfolipidos aniénicos
minoritarios de la membrana plasmatica, los cuales son segregados también normalmente en la laminilla interna. La
CL es un fosfolipido aniénico presente en las membranas mitocondriales, y tipicamente se encuentra ausente de la
membrana plasmadtica.

La PC y SM son fosfolipidos neutros que contienen colina, de la membrana plasmadtica. Cada uno de la PC y SM
se encuentran localizados predominantemente sobre la laminilla externa bajo condiciones normales.

De conformidad con el modelo de los inventores para la expresién diferencial de los aminofosfolipidos y fosfo-
lipidos anidnicos, entre vasos sanguineos normales y de tumores, ninguno de los anticuerpos desarrollados usando
el protocolo seleccionado reacciond con los fosfolipidos neutros, PC y SM. El anticuerpo 1B9 fue especifico para la
PS, mientras que el 9D2, 1B12 y 3G4 se enlazé a fosfolipidos aniénicos y aminofosfolipidos, con las preferencias
mostradas en la Tabla 4, El anticuerpo 9D2 se describe también en el ejemplo VI.

Ejemplo V
La Fosfatidilserina Externalizada es un Marcador Global de Vasos Sanguineos de Tumores

El ejemplo de la presente muestra que la exposicién de la PS ocurre en células endoteliales en cada uno de diez
tumores s6lidos diferentes que crecen en ratones y no estd limitada al modelo del tumor L.540 descrito en el ej. 1.

La PS externalizada in vivo se detectd inyectando un anticuerpo monoclonal dirigido contra la PS intravenosamen-
te en ratones que tenian varios tipos de tumores humanos o de murino. Los anticuerpos anti-PS demuestran enlazarse
especificamente al endotelio vascular en todos los diez tumores diferentes. El endotelio vascular en 6rganos normales,
derivado de los mismos ratones quedo sin tefiir. Un anticuerpo monoclonal de control igualado con el isotipo no se
localiz6 en la célula de tumores o en las células normales. Las células apoptéticas fueron también identificadas inmu-
nohistoquimicamente, en donde muy pocas células endoteliales en tumores expresaron marcadores de la apoptosis.

El presente ejemplo muestra entonces que las células endoteliales vasculares en tumores, pero no en vasos nor-
males, externalizan la PS. La mayoria de las células endoteliales de tumores, que tienen PS expuesta, fueron no
apontdticas. La PS es entonces un marcador abundante y accesible de la vasculatura de tumores, que puede ser usado
para la formacién de imagenes y terapia de vasos en tumores.

A. Tumores L540, H358 y HT29

El anticuerpo anti-PS usado en estos estudios fue el anticuerpo IgM monoclonal de ratén denominado 3SB (Ejem-
plo IV, Rote et al., 1993). El 3SB se enlaza principalmente a la PS, pero también reacciona con el PA, un fosfolipido
aniénico relativamente minoritario con una distribucién como la de 1a PS. El anticuerpo anti-CL usado fue el anticuer-
po IgM monoclonal de ratén denominado D11 (Ejemplo IV, Rote ef al., 1993).

La exposicién de la PS en el endotelio vascular de tumores y normal fue examinado primero en tres modelos de
tumores de animales: linfomas de Hodgkin humanos L540, carcinoma de pulmén de células no pequefias en humanos
NCI H358 (NSCLC) y carcinomas colorectales humanos HT29. Para cultivar los tumores in vivo, se inyectaron 2 x
10° células en el flanco derecho de ratones SICD y los tumores se dejaron alcanzar un didmetro de 0.8 a 1.2 cm.

Ratones que tenfan tumores grandes (un volumen por arriba de 800 mm?) fueron inyectados intravenosamente a
través de la vena de la cola con 20 ug de anticuerpos ya sea anti-PS o anti-CL. Una hora después de la inyeccion los
ratones fueron anestesiados y su circulacion sanguinea fue perfundida con solucién salina heparinizada. Los tumores y
organos normales fueron removidos y congelados para la preparacion de criosecciones. La IgM de rat6n fue detectada
usando el conjugado IgM (u especifica)-HRP antiratéon de cabra seguido del revelado con carbazol. Al menos 10
campos aleatorios por seccién fueron examinados con un aumento de x40 y se calcul6 el porcentaje promedio de los
vasos positivos.

Los anticuerpos anti-PS se alojaron especificamente en la vasculatura de todos los tres tumores (HT 29, L540 y
NCI-H358) in vivo., como lo indicé la deteccién de la IgM de ratén. En este primer estudio los porcentajes promedio
de vasos tefiidos en los tumores fueron de 80% para el HT 29, 30% para el L540 y 50% para el NCI-H358. Los vasos
en todas las regiones de los tumores fueron tefiidos y hubo tefiido tanto de los capilares pequefios como de los vasos
mads grandes.

107



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2358 730 T3

No se observd tefiido de vasos con anticuerpos anti-PS en ninguno de los tejidos normales. En el rifién, los tibulos
fueron tefiidos en recipientes tanto anti-PS como anti-CL, y esto se refiere a la secrecién de IgM a través de este
organo. Los anticuerpos anti-CL no fueron detectados en ninguno de los tumores o tejidos normales, excepto en
el rifién. Estos descubrimientos indican que tinicamente el endotelio del tumor expone la PS al sitio exterior de la
membrana plasmadtica.

B. Tumores L540 Pequerios y Grandes

Para estimar el tiempo en el cual la vasculatura del tumor pierde la capacidad de segregar PS en el lado interior de
la membrana, se examind la localizacién anti-PS en tumores 1540 cuyo volumen variaba entre 140 a 1,600 mm?®.

Los ratones fueron divididos en 3 grupos de acuerdo con su tamafio del tumor: 140-300, 350-800 y 800-1,600
mm?®. El Ab anti-PS no fue detectada en tres ratones que tenian tumores L540 pequefios (hasta 300 mm?). El Ab anti-
PS localizada en 3 animales de 5 en el grupo de tumores L540 de tamafio intermedio y todos los ratones (4 de 4) que
tenfan tumores L540 grandes (tabla 5). El porcentaje de vasos sanguineos positivos a la PS del total (identificado por
marcador endotelial panordmico MECA 32) fue de 10 a 20% en el grupo intermedio L540 y de 20 a 40% en el grupo
de tumores L.540 grandes (tabla 5).

TABLA 5

Externalizacion de PS Detectada en Tumores de Tamario Mediano y Grande

Tamaiio del Tumor (mm”®)

No. de Tumores Positivos/
Total*

% de Vasos Positivos a la
PS/Total+

350-800

3/5

10-20

850-1,600

4/4

20-40

*Los ratones que tenian tumores L540 Cy fueron divididos en tres grupos de acuerdo con el tamafio del
tumor. 20 pg de anticuerpos anti-PS fueron inyectados intravenosamente y se les dejo circular por 1 hora.
Los anticuerpos de raton fueron detectados en secciones congeladas usando conjugado de IgM-
peroxidasa antiratén.

+El namero total de vasos sanguineos se determiné usando Ab panendotelial MECA 32. Los vasos
positivos a la PS y positivos al Meca fueron contados en 4 campos por seccion transversal del tumor. Se
presenta el intervalo de % de vasos positivos a la PS dentro del mismo grupo.

C. Tumores L540, HT29, Colo26, B16 y 3LL

Usando los anticuerpos anti-PS (3SB) y anti-CL (D11), se examind la exposicién a la PS en el tumor y endotelio
vascular normal, en estudios adicionales usando modelos de tumores en tres animales adicionales (seis en total):
linfomas de Hodgkin humanos L540, carcinoma de pulmén de células no pequefias humano NCI H358 (NSCLC),
carcinomas colorectales humanos HT29, carcinomas de colon de ratén Colo26, melanomas de ratén B16 y tumores
de pulmones de ratén 3LL.

En estos estudios, los tumores se cultivaron subcutdneamente en ratones SCID y se les dejo alcanzar un volumen de
0.4-0.7 cm?®. Se usaron tres 0 mds ratones por grupo. Anticuerpos IgM de ratén anti-PS o anti-CL (30 pg/rat6n) fueron
inyectados intravenosamente en 200 ul de solucién Salina. Treinta minutos después los ratones fueron sacrificados, se
extrajo su sangre y su circulacién sanguinea se perfundi6 con solucién salina heparinizada. Los 6rganos principales
y los tumores fueron recolectados y congelados para la preparacién de criosecciones. La IgM de ratén fue detectada
usando conjugado IgM (u especifica)-HRP antiratén de cabra seguido por el revelado con carbazol.

Secciones en serie de tumores fueron tefiidas con un anticuerpo monoclonal, MECA 32, dirigido contra un marca-
dor panendotelial de vasos de ratén. Los vasos positivos a la PS fueron identificados morfolégicamente y por su tefiido
coincidente con IgM antiratén y MECA 32. Al menos 10 campos aleatorios por seccién (0.317 mm?/campo) fueron
examinados en forma ciega por dos observadores independientes. El porcentaje de vasos positivos al MECA 32, que
se tifieron positivamente para la PS, fue calculado. Tres tumores de cada tipo fueron examinados en cada uno de dos
estudios separados. Los valores medios y errores estandares (SE) fueron calculados. La variacién entre tumores en el
nimero de vasos total y positivos a la PS, en cada grupo, fue de aproximadamente 10%.

Todos los seis tumores en este estudio contenian vasos positivos a la PS (tabla 6). La deteccién de la PS por el 3SB
fue especifica ya que no se observo tefiido del endotelio del tumor con el anticuerpo anti-CL (Tabla 6; fig. 1). No se
observo localizacién vascular de anticuerpos anti-PS o anti-CL en érganos normales diferentes a los rifiones (el tefiido
del tabulo en recipientes tanto anti-PS y anti-CL refleja la secrecion de IgM a través de este 6rgano).
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TABLA 6

Localizacion Especifica de Anticuerpos Anti-PS en Vasos de Tumores

Tejido Anti-PS* Anti-CL

Tumor L540 19.3+£33 0

Tumor H358 156 4.1 0

Tumor HT29 42116 0

Tumor B16 406154 o

Tumor 3LL 53437 0

Tumor Colo 26 124124 0

Adrenal 0 0

Cerebro 0] 0

Corazén 0 0

Rifién o+ 0+

Intestino 0 0

Higado 0 0

Pulmén 0] 0

Pancreas 0] 0

Bazo 0 0]

Testiculo 0 0

*Los resultados se presentan como el % promedio (+ SE) de vasos positivos a la PS de vasos tefiidos
MECA 32 por campo de 0.317 mm”. Se analizaron seis tumores de cada tipo. El nimero promedio de
vasos positivos a MECA 32 por campo de 0.317 mm? fue de 25, 21, 17, 18, 27 y 22 + 10% de vasos
para los tumores L540, H358, HT29, B16, 3LL y Colo 26, respivamente.

+El tefiido tubular especifico no antigénico fue visible en recipientes tanto anti-PS como anti-CL.

En estos estudios el porcentaje de vasos positivos a la PS varié de 10% en tumores Colo 26 hasta 40% en tu-
mores B16. La IgM anti-PS estuvo presente en la superficie luminal de capilares y vénulas en todas las regiones de
los tumores. Los vasos positivos a la PS parecieron ser particularmente prevalecientes en y alrededor de regiones de
necrosis. Los vasos positivos usualmente no mostraron anormalidades morfoldgicas que fueron aparentes mediante
el microscopio dptico. Vasos ocasionales localizados en dreas necréticas mostraron signos morfolégicos de deterio-
ro. El anticuerpo anti-PS (pero no el anticuerpo anti-CL) también se localizé en células de tumores necréticos y
apoptoticos.

Estos estudios controlados demostraron que la PS es expuesta consistentemente sobre la superficie luminal del
endotelio vascular en varios tumores, pero en tejidos normales, y que la expresion de la vasculatura del tumor no es
especifica para el modelo.

D. La Mayor Parte de los Vasos de Tumores Positivos a la PS no son Apoptdticos

Se usé una técnica de doble marcado para identificar células endoteliales apoptéticas en secciones de tumores.
Las células endoteliales fueron identificadas con el marcador de células pan-endotelial, el MECA 32. Las células
apoptdticas fueron identificadas inmunohistoquimicamente usando dos marcadores independientes: una forma activa
de caspasa-3, que identifica cambios citosdlicos en células moribundas (Krajewska et al., 1997) y ADN fragmentado,
que identifica células que tienen alteraciones nucleares (Gavrieli et al., 1992).

La caspasa-3 activa fue detectada por un anticuerpo especifico anticaspasa-3 de conejo (R&D), Minneapolis, MN)
seguido de la incubacién de conjugado de IgG anticonejo a la fosfatasa alcalina (AP, Pierce, Rockford, IL). Otras
secciones de tumores fueron analizadas por el ensayo de Tinel (ApopTAg™® Kit, Oncor, MD) usando el conjugado
de antidigoxigeninafosfatasa alcalina como un reactivo de deteccidn. Las secciones fueron doblemente tefiidas para
los marcadores de apoptosis (rosa) y para el marcador de células endoteliales, MECA 32 (café). Ambos colores
fueron claramente visibles en las mismas células, si los marcadores de células endoteliales y células apoptéticas
coincidian.

Células endoteliales en cinco de seis tipos de tumores (HT29, H358, B16, Colo 26, L540) no exhibieron ninguno
de los marcadores de apoptosis (Tabla 7). El sexto tipo de tumor, el 3LL, exhibié unas pocas células endoteliales
apoptéticas que fueron localizadas en dreas necréticas. En contraste, las células malignas apoptéticas fueron comunes
en todos los tipos de tumores. El porcentaje de células de tumores apoptoticas varié de 1 a 2% en tumores L540 a
valores de 12.6 a 19.6% en tumores 3LL.
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TABLA 7

Expresion de Marcadores Apoptéticos en Tumores

Caspasa-3 Activa Ensayo de Tunel
Células de Vasos de Células de Vasos de
Tipo de Tumor Tumores _ Tumores Tumores Tumores
(% del total) (% del total)

3LL 19.8+43 <10 126+ 36 0
HT29 13.7+2.3 0 7825 0
H358 58+20 0 43+16 0
Colo 26 53+15 0 41+15 0
B16 42+18 0 35216 0
L540 23+1.0 0 1.6+05 0

El porcentaje de células de tumores o vasos sanguineos de tumores, que fueron positivas ya sea a la
caspasa-3 o al Tunel fue determinado en diez campos de alta potencia por seccidon. Los campos fueron
seleccionados aleatoriamente a lo largo de dos direcciones perpendiculares desde los bordes hasta el
centro del tumor. Se presenta el promedio (+ SE) del porcentaje de células o vasos positivos en tumores
de 6 ratones.

*Vasos ocasionales (1 de mas de 100) en el area necrética del tumor 3LL exhibieron ambos marcadores
de apoptosis.

E. Tumores MDA-MB-231 y Meth A

La exposicién a la PS en el endotelio vascular de tumores fue examinada también en tumores de mama humanos
MDA-MB-231 cultivindose en ratones y en fibrosarcoma Meth A de ratén cultivindose subcutdneamente. El anti-
cuerpo usado en estos estudios fue el anticuerpo 9D2, generado como se describi6 en el ejemplo IV, el cual es reactivo
con fosfolipidos anidénicos.

Como se describid en detalle en el ejemplo VI, el 9D2 localiz6 los vasos de tumores en los tumores L.540, NCI-
H358 y B16, asi como en modelos de tumor de mama MDA-MB-231 creciendo ortotdpicamente en los cojines grasos
mamarios de fibrosarcoma de ratones SCID y Meth A de ratén creciendo subcutdneamente. E1 9D2 se localizé en vasos
de tumores en todos los cinco tumores. El endotelio vascular en los tumores mostré distinto tefiido de la membrana.
El anticuerpo 9D2 se localiz6 también en la membrana y citosol de células de tumores necréticas y apoptdticas. No se
observo localizacion vascular del anticuerpo 9D2 en 9 de los 10 6rganos normales que fueron examinados, con tefiido
no especifico de los tibulos en el rifién.

También se llevaron a cabo estudios de tefiido doble en los que ratones que tenian tumores de mama MDA-MB-231
ortotdpicos, fueron inyectados intravenosamente con el anticuerpo 9D2 tratado con biotina y las secciones congeladas
se tifieron después con el conjugado FITC, MECA32 (Ejemplo VI). Aproximadamente el 40% de los vasos positivos
al MECA 32 enlazaron al 9D2.

F. Tumores MD-MBA-435

En un modelo de cancer de mama adicional, la exposicién a la PS en el endotelio vascular del tumor fue examinado
en células de cdncer de mama humano MDA-MB-435 cultivadas en ratones. El anticuerpo usado en estos estudios es
una version quimérica del anticuerpo 3G4 (ch3G4). La generacién de anticuerpos 3G4 se describe en el ejemplo IV, y
la produccién del anticuerpo 3G4 quimérico se detalla en el ejemplo XIX. La localizacién del ch3G4 en el endotelio
vascular de tumores en el modelo MDA-MB-435 se describe con mayor detalle en el ejemplo XIX y se muestra en la
figura 22.

Brevemente los tumores fueron establecidos usdndose células MD-MBA-435s y se administraron versiones tra-
tadas con biotina del anticuerpo 3G4 quimérico y una IgG de control de especificidad irrelevante. Las secciones del
tumor fueron tefiidas con estreptavidina conjugada con Cy3 para detectar las proteinas tratadas con biotina. El tefiido
doble con el anticuerpo MECA 32 seguido por el anticuerpo secundario IgG antirata marcado con FITC se llevé a
cabo para detectar el endotelio vascular. Este método de deteccién marcé las proteinas tratadas con biotina y el endo-
telio vascular usando rojo y verde, de manera tal que las proteinas tratadas con biotina que se enlazaron al endotelio
aparecieron amarillas en una imagen en convergencia (figura 22). Este estudio mostré la localizacién especifica del
anticuerpo 3G4 quimérico del endotelio vascular del tumor.

G. Tumores con Marcador RIP
A partir del décimo modelo, la exposicién a la PS en el endotelio vascular de tumores fue examinada en un

modelo de ratén transgénico “Marcador RIP” (RIP1-Marcador 2) de carcinogénesis multietapa. En este modelo de
raton transgénico, cada ratén desarrolla tumores de isletas del padncreas en un tiempo de 12 a 14 semanas de edad
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como un resultado de la expresién del oncogen del antigeno SV40 (Marcador) en células beta productoras de insulina.
Los tumores se desarrollaron en multiples etapas a partir de isletas hiperproliferativas, y requieren de un cambio
angiogénico a fin de progresar hacia malignidad. La metaloproteinasa-9 de matriz controla el cambio angiogénico
(REF).

Se llevaron a cabo estudios de localizacion del 9D2 en el modelo de RIP1 Marcador 2 en colaboracién con el Dr.
Donald McDonald, Profesor de Patologia en UCSFE. Se inyect6 9D2 intravenosamente en ratones RIP1 Marcador 2
empezando a las 10 semanas de edad, cuando todos los ratones tenian pequefios tumores s6lidos altamente vasculari-
zados. Se llevé a cabo el doble tefiido de secciones gruesas del tumor (80 um) para identificar 9D2 y CD31 localizados
en tumores y pancreas normal. Aproximadamente el 50% de vasos (positivos al CD31) en tumores pancreaticos habian
localizado el 9D2, mientras que los vasos en las isletas normales no fueron tefiidos. Los ratones inyectados con la IgM
de rata de control tenfan un tefiido débil e infrecuente de los vasos del tumor. También fue evidente cierta fuga de 9D2
y IgM de rata de control hacia tejidos extravasculares y mds alld del endotelio.

El presente ejemplo confirma por tanto que las células endoteliales vasculares en tumores externalizan la PS y
fosfolipidos anidnicos a su superficie luminal, en donde pueden ser enlazados por anticuerpos anti-PS in vivo. La PS
se encuentra ausente de la superficie externa de células endoteliales vasculares en tejidos normales, indicando que los
anticuerpos reconocedores de PS, anexina V y otros ligandos pueden ser usados para suministrar firmacos citotaxicos,
coagulantes y radionticlidos para la formacion de imdgenes o destruccion, selectivas, de vasos en tumores sélidos.

El endotelio de tumor positivo a la PS parecid, para la mayor parte, ser viable en los tumores usados en es-
te estudio. No exhibe marcadores de apoptosis, se encuentra morfolégicamente intacto y metabdlicamente activo,
tal como lo indica su expresién de la VCAM-1, E-selectina y otras proteinas de rdpido reemplazo. Aunque a me-
nudo se considera como un indicador de apoptosis, la exposicion de la PS ha sido observada en varios tipos de
células viables, incluyendo células malignas (Rao, et al., 1992), (Utsugi et al., 1991) plaquetas activadas (Rote et
al., 1993), y trofoblastos embrionarios en varias etapas de migracion, invasion de la matriz y fusion (Adler et al.,
1995).

La falta de correlacién entre la exposicion a la PS y confinamiento a la muerte celular ha sido también demostrada
en células de linfoma B preapoptéticas que reestablecen la asimetria de la PS y crecen normalmente después de retirar
el estimulo pro-apoptético (Hammill et al., 1999). En células viables, normales, la exposicién a la PS es disparada
probablemente por eventos superficiales, tales como interacciones, ligando-receptor, que inducen flujos de Ca** en las
células (Dillon er al., 2000). Los flujos de Ca?* activan la escramblasa (Zhao et al., 1998) e inhiben simultineamente
la aminofosfolipido translocasa (Comfurius et al., 1990).

La PS en vasos de tumores es atractiva como un objetivo para terapia o formacién de imagenes de cancer por varias
razones: es abundante (aproximadamente 3 x 10° moléculas por célula); se encuentra sobre la superficie luminal del
endotelio de tumores, a la cual se tiene acceso directamente para el enlazamiento por agentes de localizacién dirigida
vascular en la sangre; se encuentra presente en un alto porcentaje de las células endoteliales de tumores en diversos
tumores sélidos, y se encuentra ausente del endotelio en todos los tejidos normales examinados hasta la fecha. Los
anticuerpos no conjugados, agentes de localizacidn dirigida vascular y agentes para la formacién de imédgenes dirigidas
contra la PS en la vasculatura de tumores pueden ser usados entonces para la deteccién y tratamiento del cancer en el
hombre.

Ejemplo VI
Los Fosfolipidos Anidnicos son Expuestos sobre la Superficie de los Vasos Sanguineos de Tumores

Los fosfolipidos aniénicos se encuentran ausentes en gran medida de la laminilla externa de la membrana plasma-
tica de células de mamifero bajo condiciones normales. La exposicién de la fosfatidilserina, p. ej. sobre la superficie
celular ocurre durante la apoptosis, necrosis, dafio celular, activacién celular y transformacion maligna. El presente
ejemplo muestra que los fosfolipidos aniénicos son regulados ascendentemente sobre la vasculatura de los tumores in
vivo, como queda demostrado por la localizacién tanto del anticuerpo especifico como de un ligando natural que se
enlaza a fosfolipidos aniénicos.

Un anticuerpo monoclonal, el 9D2, que reconoce especificamente fosfolipidos aniénicos, fue inyectado en ratones
que tenian una variedad de tumores ortotépicos o ectdpicos. Otros ratones recibieron anexina V, un ligando natural
que se enlaza a fosfolipidos anidnicos. Tanto el 9D2 como la anexina V se localizaron especificamente en el endotelio
vascular en todos los tumores y también en células tumorales en y alrededor de regiones de necrosis. Entre 15 y 40%
de las células endoteliales en vasos de tumores fueron tefiidas. No se detectd localizacién en el endotelio normal.

Varios factores y condiciones asociadas con tumores conocidas por estar presentes en un microambiente de tumo-
res, fueron examinados con respecto a su capacidad para causar exposicion de los fosfolipidos anidnicos en células en-
doteliales cultivadas, lo cual es juzgado por el enlazamiento del 9D2 y de la anexina V. La hipoxia/reoxigenacion, aci-
dez, trombina y citocinas inflamatorias indujeron todas, la exposicién de los fosfolipidos aniénicos. El peréxido de hi-
drégeno fue también un inductor fuerte. El tratamiento combinado con citocinas inflamatorias, hipoxia/reoxigenacién
tuvo efectos mayores que efectos aditivos. La exposicion demostrada de los fosfolipidos anidnicos en el endotelio
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de tumores in vivo es causado entonces probablemente por el dafio y activacidn por parte de las citocinas y especies
de oxigeno reactivo. Sin importar el mecanismo, los fosfolipidos aniénicos son marcadores de vasos tumorales que
pueden ser usados ahora para la localizacién dirigida de vasos de tumores, formacién de imdgenes y terapia.

A. Materiales y Métodos
1. Materiales

Se obtuvo Na'?® I de Amersham (Arlington Heights, IL). Medios de cultivo de tejidos de Eagle modificado de
Dulbecco y PBS de Dulbecco que contenia Ca** y Mg?* se obtuvieron de Gibco (Grand Island, NY). Suero de ternera
fetal se obtuvo de Hyclone (Logan, Utah). La L-a-fosfatidilserina, L-a-fosfatidilcolina, cardiolipina, L-a-fosfatidile-
tanolamina, L-a-fosfatidilinositol, esfingomielina, acido fosfatodico, fosfatidilglicerol, O-fenilenediamina, per6xido
de hidrégeno y trombina fueron de Sigma (St. Louis, MO). Placas de fondo plano con 24 pozos fueron obtenidas de
Falcon (Becton Dickinson y Co., Lincoln Park, NJ).

El factor de crecimiento con hepatocitos recombinantes (HGF o factor de dispersidn) y actinomicina D fueron de
Calbiochem (San Diego, CA). Interleucina-1 alfa, beta de murino recombinante y factor de necrosis de tumores alfa
(TNF «) fueron comprados de R&D Systems (Minneapolis, MN). Interferén de Tipo Universal I (proteina hibrida
que sustituye todos los tipos de interferones) fue comprado de PBL Biomedical Laboratories (New Brunswick, NJ).
El factor del crecimiento endotelial vascular humano recombinante 121 (VEGF), el factor de crecimiento derivado de
plaquetas humano BB, la interleucina-6 (IL-6), interleucina-8 (IL-8), interleucina-10 (IL-10) y el factor del crecimiento
de fibroblastos humano 2 (FGF-2) fueron comprados de PeproTech (Rocky Hill, NJ).

2. Anticuerpos

El anticuerpo de células endoteliales de pan-ratén MECA 32 fue obtenido del Dr. E. Butcher (Stanford University,
CA) y sirvié como un control positivo para estudios inmunoistoquimicos. Detalles de este anticuerpo han sido pu-
blicados (Leppink et al., 1989). Inmunoglobulina antirata de conejo, inmunoglobulina antiratén de rata y anticuerpos
secundarios antiratén y antirata de cabra, conjugados a peroxidasa de rdbano picante (HRP) fueron comprados ya sea
de Daco (Carpinteria, CA) o de Jackson Immunoresearch Labs (West Grove, PA).

El anticuerpo 9D2 usado en estos estudios fue generado como se describi6 en el ejemplo IV. El 9D2 es un an-
ticuerpo monoclonal de rata reactivo con fosfolipidos aniénicos. La caracterizacién adicional de la especificidad del
fosfolipido del 9D2 se proporciona en la seccion de resultados de este ejemplo.

3. Células

Células de linfoma de Hodgkin L540Cy, derivadas de un paciente con enfermedad en etapa terminal, fueron pro-
porcionadas por el Profesor V. Diehl (K6ln, Alemania). El carcinoma de pulmén de células no pequefias humanas
NCI-H358 fue proporcionado por el Dr. Adi Gazdar (Southwestern Medical Center, Dallas, TX). El fibrosarcoma de
ratéon Meth A y el carcinoma de mama humano MDA-MB-231 fueron obtenidos de American Type Cell Collection
(Rockville, MD). La linea de endotelioma de cerebro humano, bEnd.3, fue proporcionada por el Profesor Werner Ri-
sau (Max Plank Institution, Munich, Alemania) y fue mantenida en DMEM con FBS al 10%. Las células endoteliales
adrticas de bovino adulto (ABAE) fueron compradas de Clonetics (San Diego, CA; Walkerville, MD). Las células
ABAE fueron mantenidas en DMEM con 10% de suero y 2 ng/ml de bFGF.

4. Cultivo de Tejidos

Células bEnd.3, ABAE y todas las células de tumores excepto el linfoma L540Cy fueron mantenidas en DMEM
complementado con suero de ternero fetal al 10%, 2 mM L-glutamina, 2 unidades/ml de penicilina G y 2 ug/ml de
estreptomicina. Las células L540Cy fueron mantenidas en RPMI 1640 que contenia los mismos aditivos. Las células
fueron subcultivadas por una semana. El tratamiento con tripsina de las células bEnd.3 se llevé a cabo usando 0.125%
de tripsina en PBS que contenia 0.2% de EDTA. Para estudios in vitro, las células endoteliales fueron sembradas con
una densidad de 10 x 10* células/ml en 1 ml de medio de cultivo en placas de 24 pozos y se incubaron de 48 a 96 horas
antes de ser usadas en los ensayos. El medio se refresc6 24 horas antes de cada estudio.

5. Reactividad con fosfolipidos Inmobilizados en Pldstico

Fosfolipidos fueron disueltos en n-hexano hasta una concentracién de 50 pg/ml. 100 ul de esta solucién se adi-
cionaron a pozos de placas de microtitulacién de 96 pozos. Después de la evaporacion del solvente en aire, las placas
fueron bloqueadas por 2 horas con 10% de suero de bovino fetal diluido en DPBS que contenfa Ca** 2 mM (solucién
reguladora de enlazamiento).

Anticuerpo 9D2 o anexina V fueron diluidos en la solucién reguladora de enlazamiento en la presencia de 10% de
suero a una concentracion inicial de 6.7 nM. Diluciones de dos veces en serie fueron preparadas en las placas (100 ul
por pozo). Las placas fueron incubadas después por 2 horas a temperatura ambiente. Las placas se lavaron y el 9D2
y anexina V fueron detectados mediante conjugado IgM antirata de cabra a HRP y anexina V antihumana de conejo
seguido de conjugado de IgG de anticonejo de cabra a HRP (todos diluidos en relacién 1:1000), respectivamente. Se

112



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2358 730 T3

detectaron reactivos secundarios usando un substrato cromogénico OPD seguido de la lectura de las placas a 490 nm
usando un lector de microplacas (Molecular Devices, Palo Alto, CA).

La especificidad del enlazamiento del anticuerpo 9D2 fue validada usando IgM de rata de control de especificidad
irrelevante (Pharmingen, San Diego, CA). La especificidad del enlazamiento de la anexina V a fosfolipidos, la cual
es dependiente del Ca**, fue determinada diluyendo el reactivo en el DPBS que contenia EDTA 5 mM. Los controles
negativos adicionales consistieron del lavado de las placas con la solucién reguladora de enlazamiento que contenia
0.2% de un detergente Tween 20. Este tratamiento extrae lipidos, removiendo asi el fosfolipido que fue absorbido en
el plastico. Ni el anticuerpo 9D2 ni la anexina V se enlazaron a las placas lavadas con detergente.

6. Deteccion de Fosfolipidos Anidnicos sobre Superficies de Células Endoteliales Cultivadas

Células endoteliales fueron cultivadas hasta que alcanzaron aproximadamente 70% de confluencia. Para inducir
la exposicion a la PS, las células fueron tratadas con H,O, (200 M) por 1 hora a 37°C. Los portaobjetos de control
y tratados fueron lavados con DPBS que contenia Ca>* y Mg>* y fijados con 0.25% de glutaraldehido diluido en la
misma solucién reguladora. Los grupos aldehido en exceso fueron enfriados subitamente por incubacién con 50 mM
de NH,ClI por 5 minutos. Para examinar el efecto de los detergentes y solventes orgdnicos en la deteccién de los
fosfolipidos, algunos portaobjetos fueron preincubados con acetona (5 minutos) o con PBS que contenia 1% (v/v) de
Triton™R X-100.

Las células fueron lavadas con DPBS (que contenfa Ca**, Mg** y 0.2% (p/v) de gelatina) y se incubaron con 1
ug/ml de anexina V tratada con biotina (Pharmingen, San Diego, CA) o con 1 ug/ml de anticuerpo 9D2. Después de
2 horas de incubacién las células fueron lavadas con 0.2% de solucién reguladora de gelatina y fueron incubadas con
estreptavidina-HRP (dilucién de 1:500). IgM de rata de especificidad irrelevante y estreptavidina sola fueron usadas
como controles negativos en estos estudios. Todos los pasos fueron realizados a temperatura ambiente. La actividad
de la HRP fue medida adicionando O-fenilendiamina (0.5 mg/ml) y peréxido de hidrégeno (0.03% p/v) en solucién
reguladora de citratofosfato, pH 5.5. Después de 15 minutos se transfirieron 100 ul de sobrenadante a placas de 96
pozos, 100 ul de H,SO, 0.18 M fueron adicionados y la absorbancia se midié a 490 nm. Alternativamente las células
positivas a la PS fueron detectadas por adicién de substrato carbazol, dando por resultado un precipitado insoluble de
color rojo parduzco. Cada estudio se llevd a cabo por duplicado y se repiti6 al menos dos veces.

7. Inhibicion del Enlazamiento del 9D2 y Anexina V a Fosfolipidos por Liposomas

La especificidad del reconocimiento de fosfolipidos fue confirmada adicionalmente por ensayos de competencia
por varios liposomas. Los liposomas se prepararon a partir de soluciones de 5 mg de un solo fosfolipido en cloroformo.
Las soluciones se secaron bajo nitrégeno para formar una delgada capa en un matraz de vidrio de fondo redondo. Diez
ml de solucién reguladora Tris (0.1 M, pH 7.4) fueron adicionados después y el matraz fue sonicado cinco veces
por 2 minutos. El 9D2 o anexina V (6.66 nM) fueron preincubados con 200 ug/ml de solucién liposomal por 1
hora a temperatura ambiente. La mezcla se adiciond a placas recubiertas con fosfolipidos o a monocapas de células
endoteliales. La capacidad del 9D2 para enlazarse a un fosfolipidos inmovilizado o superficie celular, en la presencia
o ausencia de diferentes liposomas, fue determinada como se describié anteriormente.

8. Competencia del 9D2 y Anexina V por el Enlazamiento a PS Inmovilizada

El anticuerpo 9D2 y la anexina V tratados con biotina fueron preparados incubando proteinas purificadas con un
exceso molar 10 veces de N-hidroxisuccinimida biotina (Sigma, MO) por 1 hora a temperatura ambiente. La biotina
libre fue removida mediante didlisis contra PBS. El procedimiento de marcacién con biotina no dafié la capacidad
de enlazamiento a la PS de cualquier proteina. Para estudios de competencia, las proteinas no modificadas y tratadas
con biotina fueron premezcladas con un exceso molar de 10 veces de proteinas no modificadas. Las mezclas fueron
adicionadas después a placas recubiertas con PS. Los reactivos enlazados fueron detectados mediante el conjugado
de estreptavidina-HRP diluido a razén de 1:1000. El enlazamiento a la PS de cada reactivo en la ausencia de un
competidor fue tomado como el valor del 100%.

9. Crecimiento de Tumores Implantados Subcutdneamente

Para estudios de localizacién, 2 x 107 células de linfoma de Hodgkin humanas 1540 6 1 x 107 células de otros
tipos de tumor, fueron inyectadas subcutdneamente al flanco derecho de ratones SCID (Charles River, Wilmington,
MA). Los tumores se dejaron alcanzar un volumen de 0.4 a 0.7 cm®. Se us6 un minimo de tres animales por grupo.
Los estudios fueron replicados al menos tres veces.

10. Modelo Ortotopico de Carcinoma de Mama MDA-MB-231 Humano

Ratones nu/nu o SICD hembras, fueron comprados de Charles River. Células de carcinoma mamario humano
MDA-MB-231 fueron implantadas en el cojin graso mamario de acuerdo con un protocolo publicado (Price, 1996).
Brevemente los ratones fueron anestesiados y se realizé una incisién de 5 mm en la piel sobre el térax lateral. El cojin
mamario fue expuesto para asegurar el sitio correcto para la inyeccién de 1 x 107 células MDA-MB-231 resuspendidas
en 0.1 ml de solucidn salina.
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11. Deteccion de Fosfolipidos Anionicos en Ratones que tenian Tumores In Vivo

Las técnicas inmunohistoquimicas, en las cuales el 9D2 o anexina V se aplican directamente a secciones de te-
jidos congelados, no discriminan entre fosfolipidos aniénicos sobre la laminilla interior y la laminilla exterior de la
membrana plasmatica. Para detectar fosfolipidos ubicados externamente, los métodos se llevaran a cabo esencialmente
como se describi6é previamente (Ejemplo V; Ran et al., 1998). Ratones SCID que tenian tumores fueron inyectados
intravenosamente ya sea con 50 ug de anticuerpo 9D2 o anticuerpo 9D2 tratado con biotina, o 100 ug de anexina V
tratada con biotina. Sesenta minutos después los ratones fueron sacrificados y la sangre de su circulacién fue extraida
y fueron perfundidos con solucién salina heparinizada como se describi6 previamente (Burrows et al., 1992). Todos
los 6rganos principales y tumores fueron recolectados y congelados para la preparacién de las criosecciones.

Las secciones fueron bloqueadas con PBS que contenia 10% de suero. Para prevenir la pérdida de fosfolipidos
durante el proceso de corte, los detergentes y solventes organicos fueron omitidos de las soluciones reguladoras de
y lavado. La IgM de rata fue detectada usando conjugados de IgM antirata de cabra (u especifica)-HRP, seguido
del revelado con carbazol o DAB (Fries et al., 1993). Los reactivos tratados con biotina fueron detectados por la
estreptavidina conjugada a HRP.

Secciones de tumores derivadas de ratones inyectados con solucién salina o IgM de rata de especificidad irrelevante
sirvieron como controles negativos. Controles adicionales consistieron de la incubacién de los portaobjetos en solucién
de Triton el 1% o en acetona por 10 minutos. Estos tratamientos extraen fosfolipidos. No se detecto sefial bajo estas
condiciones. El nimero de vasos positivos por campo de alto poder fue determinado con un aumento de x 100. Al
menos 10 campos por seccidén fueron examinados y se calcul6 el porcentaje promedio de vasos positivos. El tefiido
de las secciones mediante este método para la presencia de 9D2 o anexina V detecta células que tienen fosfolipidos
anidnicos externalizados a los que se logré acceso por enlazamiento mediante los reactivos in vivo.

12. Identificacion y Cuantificacion de Vasos de Tumores Positivos a la PS

Estructuras con anticuerpo 9D2 localizado o anexina V fueron identificadas como vasos sanguineos por la apari-
cién morfolégica en secciones teflidas con DAB y por el tefiido coincidente con el marcador de células panendotelial,
MECA 32 sobre secciones en serie de tejidos congelados. La cuantificacion en secciones tefiidas con DBA fue reali-
zada contando vasos tefiidos por MECA 32, 9D2 o anexina V en secciones en serie de un tumor. Seis portaobjetos de
cada tipo de tumor derivados de 6 ratones inyectados con el anticuerpo 9D2, IgM de rata de control o anexina V, fueron
examinados. Al menos 10 campos aleatorios por seccién (0.317 mm?*/campo) fueron calificados en forma ciega por
dos observadores independientes. Los niimeros promedio y errores estdndares de vasos tefiidos por el 9D2, anexina
V o MECA 32 fueron calculados. El niimero promedio de vasos positivos al 9D2 6 anexina V, determinados en cada
grupo de tipo de tumor, se comparé con el nimero promedio de vasos positivos al MECA 32 en el mismo grupo de
tumores. El porcentaje de vasos positivos al 9D2 anexina V fue calculado.

En estudios adicionales, ratones que tenian MDA-MB-231 (con un volumen de 0.3 a 0.7 cm®) fueron inyectados
intravenosamente con 50 ug de 9D2 marcado con biotina, IgM de control o anexina V (seis ratones por grupo).
Los reactivos tratados con biotina fueron incubados primero con el conjugado de estreptavidina-Cy3, se lavaron en
PBS, luego se incubaron con anticuerpo MECA 32 seguido de anticuerpo secundario de IgG antirata marcado con
FITC. Imégenes individuales, tomadas con filtros apropiados para la fluorescencia del Cy3 (rojo) y FITC (verde),
fueron capturados por una cdmara digital y transferidos a una computadora. Las imdgenes de 10 campos aleatorios
(0.317 mm?*/campo) que mostraron un color amarillo (un producto de fluorescencia combinada de verde y rojo) fueron
superpuestos con la ayuda del software Metaview. El mismo método se usé para analizar tumores de ratones inyectados
con la IgM de rata de control o con solucién salina. El porcentaje de vasos con 9D2 o anexina V, localizado, se calculd
como sigue: nimero promedio de vasos en amarillo por campo, dividido entre el nimero promedio de vasos en verde
(total) multiplicado por 100.

B. Resultados
1. Especificidad del Anticuerpo 9D2 y Anexina V por el Fosfolipido

El anticuerpo 9D2 reconocié especificamente los fosfolipidos aniénicos (PS, PA, CL, PI, PG) y no tuvo reactividad
significativa con fosfolipido neutro (PE, PC y SM) en ELISA (figura 2A; tabla 8). El orden de la intensidad del
enlazamiento del 9D2 a los fosfolipidos en el ELISA fue PA>PS=CL>PG=PI. El enlazamiento fue especifico al
antigeno dado que no se observé enlazamiento con varias IgM de rata de control de especificidad irrelevante. El
enlazamiento del 9D2 a cualesquiera de los fosfolipidos anidnicos adsorbidos a las placas de ELISA fue bloqueado
por liposomas preparados a partir de cualesquiera de los fosfolipidos anidénicos, pero no por liposomas preparados a
partir de algunos de los fosfolipidos neutro.
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TABLA 8
Especificidad del 9D2 y Anexina V por Fosfolipidos

Fosfolipido ECso de enlazamiento
Abundancia y ubicacién en la membrana pM)
Nombre Tipo plasmatica bajo condiciones normales® 9D2 Anexina V
PS Amino-PL PL principal (15%), localizado sobre el lado interior 12 100
aniénico
PA PL aniénico | PL minoritario (menor que 1%) 2 100
PG PL aniénico | PL minoritario (menor que 1%) 100 250
PI PL aniénico | PL mayoritario (7%), localizado principalmente sobre 100 50
el lado interior
CL PL aniénico | Ausente de la membrana plasmatica 15 130
PE Amino-PL PL mayoritario (22%), localizado principalmente sobre | > 8000 100
neutro el lado interior
SM Colina-PL PL mayoritario (9%), localizado sobre el lado exterior | > 8000 > 8000
neutro
PC Colina-PL PL mayoritario (46%), localizado sobre el lado exterior | > 8000 >8000
neutro
*Porcentaje de fosfolipidos totales, tomado de Fridrikkson, et al., 1999. Los porcentajes pueden variar para
diferentes tipos de células.

La anexina V se enlazé también a fosfolipidos aniénicos pero su enlazamiento fue menos especifico que el del 9D2
porque se enlazé también fuertemente al fosfolipido neutro, la PE. El orden de la intensidad de enlazamiento de la
anexina V a los fosfolipidos en ELISA fue PI>PS=PE=PA= CL>PG (tabla 8). Estos descubrimientos para la anexina
V son consistentes con datos anteriores (Andree et al. 1990).

El enlazamiento del 9D2 permanecio sin ser afectado por la presencia de EDTA 5 mM, mostrando que no requeria
de Ca** para el enlazamiento a fosfolipidos aniénicos. En contraste, el enlazamiento de la anexina V a fosfolipidos
aniénicos fue suprimido en la presencia de EDTA 5 mM, como se espera a partir de su dependencia conocida en el
Ca** por el enlazamiento a fosfolipidos aniénicos o PE (Schlaepfer et al., 1987; Blackwood y Ernst, 1990).

Ni 9D2 ni la anexina V se enlazaron a placas de ELISA que habfan sido recubiertas con fosfolipidos pero que
habian sido lavadas después con 0.2% de Tween en solucidn salina, confirmando que su enlazamiento fue a los fosfo-
lipidos absorbidos. El1 9D2 y la anexina V no se enlazaron detectablemente a la heparina, al sulfato de heparano o a
ADN de hélice doble o sencilla.

2. El Anticuerpo 9D2 y la Anexina V no se Bloquean en Forma Cruzada, Mutuamente, en el Enlazamiento a la PS

Para examinar si el anticuerpo 9D2 y la anexina V compiten por el enlazamiento a la PS, se llevaron a cabo
estudios de bloqueo cruzado usando proteinas tratadas con biotina sobre placas recubiertas con PS. El enlazamiento
del anticuerpo 9D2 tratado con biotina y anexina V fue bloqueado por un exceso molar de 10 veces del 9D2 no
modificado y anexina V, respectivamente (tabla 9). Sin embargo, la anexina V no modificada no afect6 la capacidad del
9D2 tratado con biotina para enlazarse a la placa de PS. De igual manera la adicién del anticuerpo 9D2 no modificado
no altero la capacidad de la anexina V tratada con biotina, al enlazamiento a la placa de PS (tabla 9).

TABLA 9

El9D2 y la Anexina V no Blogquean en Forma Cruzada el Enlazamiento a la PS

Proteina de enlazamiento a la PS Competidor” Enlazamiento (% del Control)’
Anexina V tratada con biotina Anexina V 8%
9D2 tratado con biotina Anexina V 93%
Anexina V tratada con biotina 9D2 95%
9D2 tratado con biotina 9D2 5%

®La anexina V o el anticuerpo 9D2 fueron premezclados en un exceso molar de 10 veces con respecto a
los reactivos tratados con biotina. El enlazamiento de reactivos tratados con biotina, a la PS, sobre
Elacas de microtitulacion, fue detectado por estreptavidina-HRP

La reactividad de reactivos tratados con biotina, en la ausencia de un competidor, fue tomada como el
100%. Se presentan los valores promedio de determinaciones por triplicado. SD fue menor que el 10%
del valor promedio.
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Estos resultados indican que el anticuerpo 9D2 y la anexina V no bloquean en forma cruzada, una con otra, el
enlazamiento a placas recubiertas con PS, ya sea porque reconocen diferentes epitopes sobre la molécula de PS o
diferentes conformaciones de la PS absorbida sobre plastico.

3. Enlazamiento a Fosfolipidos Anionicos Externalizados sobre Superficies de Células

El enlazamiento del anticuerpo 9D2 y anexina V a superficies celulares fue examinado usando células de endote-
lioma bEnd.3 de ratén o células ABAE de bovino. Ni el 9D2 ni la anexina V se enlazaron a monocapas no permeabi-
lizadas de ningtn tipo de célula bajo condiciones inactivas. Esto indica que la mayoria de los fosfolipidos aniénicos
de la membrana plasmadtica son normalmente secuestrados al dominio citosélico. En contraste se observé un fuerte
tefiido cuando las células fueron preincubadas con TNFa y actinomicina D bajo condiciones que causaron apoptosis
en una cantidad de 90 a 100% de las células endoteliales.

Para confirmar que el 9D2 y la anexina V se enlazaron a fosfolipidos sobre superficies celulares, células bEnd.3
tratadas con H,O, fueron incubadas con anticuerpo 9D2 o anexina V en la presencia o ausencia de varios liposomas
competidores. Los fosfolipidos aniénicos quedaron expuestos sobre células bEnd.3 viables, no apoptéticas, cuando se
pretrataron con una concentracion inferior a la téxica (100-200 uM) de H,O, (Ran et al., 2002).

El enlazamiento del anticuerpo 9D2 a células bEnd.3 tratadas con H,O, fue inhibido por liposomas que contenian
fosfolipidos aniénicos pero no por liposomas que contenian fosfolipidos neutro (figura 3). La magnitud de inhibicién
del enlazamiento del 9D2 a células varié en el orden PA>PS> CL>PG>PI, en estrecho acuerdo con los resultados
obtenidos usando fosfolipidos inmovilizados en plastico (figura 2A y figura 2B). Similarmente, el enlazamiento de la
anexina V a células tratadas con H,O, fue bloqueado por liposomas que contenian PS, PA, PE, CL y en un menor
grado, PI y PG. Los liposomas que contenfan SM o PC no bloquearon el enlazamiento de la anexina V a las células,
todo de acuerdo con los resultados obtenidos usando fosfolipidos inmovilizados por pléstico.

Estos resultados confirman que el 9D2 se enlaza a fosfolipidos aniénicos en las células endoteliales tratadas con
H,0,, mientras que la anexina V se enlaza a la PE ademads de los fosfolipidos aniénicos.

4. Deteccion de Fosfolipidos Anionicos Externalizados en Células In Vivo

Las técnicas inmunohistoquimicas directas, en el que el 9D2 o anexina V se aplican directamente a secciones
de tejidos congelados, no discriminan entre fosfolipidos aniénicos sobre la laminilla interior y la laminilla exterior
de la membrana plasmdtica. Para detectar fosfolipidos ubicados externamente, fueron inyectados 9D2 y anexina V,
intravenosamente, en ratones que tenian tumores y la localizacion en los vasos de tumores fue determinada por inmu-
nohistoquimica indirecta.

Ratones que tenfan varios tipos de tumores sélidos fueron inyectados intravenosamente con el anticuerpo 9D2
0 anexina V tratada con biotina, y una hora después fueron desangrados y los tumores y tejidos normales fueron
removidos y se prepararon secciones congeladas. Las secciones congeladas de tejidos fueron cortadas y tefiidas con
IgM antirata marcada con HRP o con estreptavidina marcada con HRP, para determinar a qué células se habia enlazado
la anexina V después de la inyeccion. Los vasos sanguineos fueron identificados morfolégicamente, y a partir de su
tefiido positivo por el anticuerpo de la célula pan-endotelial, MECA 32, en secciones en serie.

5. Biodistribucion del Anticuerpo 9D2 y Anexina V en Ratones que tenian Tumores

El anticuerpo 9D2 y la anexina V fueron localizados en vasos de tumores en todos los cinco tumores incluidos
en este estudio (Figura 4; Tabla 10). Los tumores fueron: tumor de mama MDA-MB-231 humano con crecimiento
ortotdpico en los cojines grasos mamarios de ratones SCID; tumor de Hodgkin L540 humano de crecimiento subcu-
tdneo: NCI-H358 NSCLC humano de crecimiento subcutdneo; melanoma B16 de ratén de crecimiento subctitaneo y
fibrosarcoma Meth A de ratén de crecimiento subcttaneo.
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TABLA 10

Tejido Anticuerpo 9D2° Control IgM de Rata Anexina V°

Tumores
MDA-MB-231 406+54 - 45.3+5.6
L540cy 19.3+33 - 16.7+3.9
NCI-H358 156 +4.1 - ND
B16 23445 - 213166
Meth A 25.7+6.8 - ND
Normal
Adrenal - - -
Cerebro - - -
Corazén - - -
Rifién - - -
Intestino - - -

| Higado - - -
Pulmén - - -
Pancreas - - -
Bazo - - -
Testiculo - - -
Localizacion del anticuerpo 9D2 y control de IgM de rata en ratones que tenian tumores, determinada
mediante la inyeccion del anticuerpo (50 pg), la perfusién de la circulacién sanguinea del ratén con
solucién salina y la deteccion del anticuerpo sobre secciones de los tejidos, usando un conjugado de IgM
antiratonperoxidasa. Los resultados se presentan como el porcentaje promedio (+ SE) de vasos positivos
a la PS de vasos tefiidos con MECA 32 por campo de 0.317 mmZ. Se analizaron sels muestras de cada
tipo. El nimero promedio de vasos positivos al MECA 32, por campo de 0.317 mm? fue de 23, 25, 21, 18
y 19 1+ 10 vasos por tumores MDA-MB-231, L540cy, H358, B16 y Meth A, respectivamente.

La localizacién de la anexina V fue determinada inyectando anexina V tratada con biotina, seguido de la

deteccién en secciones congeladas usando conjugado de estreptavidinaperoxidasa.
“Tefiido tubular especifico, no antigénico, fue visible en ambos recipientes de anticuerpos 9D2 y de
control.

E19D2 y la anexina V proporcionaron esencialmente los mismos patrones de tefiido. La localizacién del anticuerpo
9D2 en los vasos de tumores fue especifica dado que no se observé tefiido del endotelio de los tumores, con IgM de
rata de especificidad irrelevante. Supuestamente, la fuga de la IgM de rata de control hacia afuera de los vasos de los
tumores, ocurrié en cierto grado, pero el tefiido de la IgM extravascular fue demasiado difuso o demasiado débil para
discernirlo mediante inmunohistoquimica indirecta.

No se observé localizacién vascular del anticuerpo 9D2 o anexina V en nueve de diez 6rganos normales que fueron
examinados (tabla 10). En el rifién el tefiido de los tibulos fue observado y no pareci6 ser especifico al antigeno. Los
tibulos fueron tefiidos en ambos recipientes de 9D2 e IgM de rata de control, supuestamente por la secrecién de IgM
o sus metabolitos a través de este drgano. Los ovarios, un sitio de la angiogénesis fisioldgica, no fueron examinados.

El porcentaje de vasos positivos a la 9D2 y anexina V vari6é desde 40% en tumores MDA-MB-231 hasta 15%
en tumores H358. Los vasos positivos a fosfolipidos aniénicos estuvieron presentes sobre la superficie luminal de
capilares y vasos en todas las regiones de los tumores pero fueron particularmente prevalecientes en y alrededor de
regiones de necrosis. La mayoria de los vasos positivos o fosfolipidos anidénicos no mostraron anormalidades morfo-
16gicas que fueron evidentes mediante el microscopio 6ptico. Vasos ocasionales, particularmente aquellos localizados
en dreas necroticas, mostraron signos morfolégicos de deterioro. El anticuerpo 9D2 y la anexina V se localizaron tam-
bién en células tumorales necrdticas y apoptéticas mientras que la localizacion de la [gM de control no fue detectable
(Fig. 4).

Estos descubrimientos demuestran que los fosfolipidos aniénicos se encuentran presentes sobre la superficie lumi-
nal de células endoteliales vasculares en varios tumores pero no en tejidos normales.

6. Estudios de Doble Teiiido

También se llevaron a cabo estudios de doble tefiido en los que ratones que tenian tumores de mama MDA-MB-
231, ortotdpicos, fueron inyectados intravenosamente con anticuerpo 9D2 tratado con biotina, IgM de control tratada
con biotina o anexina V tratada con biotina. Una hora después los ratones fueron desangrados y sus tumores fueron
removidos y se cortaron secciones congeladas. Las secciones de tumores fueron tefiidas después con estreptavidina
conjugada a Cy3, para detectar las proteinas tratadas con biotina y con MECA 32 conjugado a FITC, para detectar el
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endotelio vascular. Este método de deteccién marcé las proteinas tratadas con biotina y el endotelio vascular, en rojo
y verde. En donde las proteinas tratadas con biotina se enlazaron al endotelio, la imagen de convergencia aparecid
amarilla.

En estos estudios, el 9D2 y la anexina V, tratados con biotina, aparecieron principalmente enlazados al endotelio
vascular, porque sus patrones de tefiido convergieron con el del MECA 32. Aproximadamente el 40% de los vasos
positivos al MECA 32 se enlazaron al 9D2 y a la anexina V, en estrecho acuerdo con los resultados obtenidos mediante
la inmunohistoquimica indirecta. Sin embargo, la fuga de proteinas tratadas con biotina, hacia el intersticio del tumor,
fue detectada por tefiido doble, mientras que no fue evidente por inmunohistoquimica indirecta.

Proteinas tratadas con biotina fueron visibles afuera del endotelio vascular, alrededor de una minoria (aproxima-
damente de 5%) de vasos. En tumores de ratones que habian sido inyectados con IgM de rata tratada con biotina, de
especificidad irrelevante, la IgM tratada con biotina se habia fugado también hacia el intersticio del tumor alrededor
de un porcentaje similar (aproximadamente de 5%) de vasos, pero principalmente parecié no estar enlazada por el
endotelio vascular. Supuestamente la deteccién de 9D2 y anexina V, extravaciados, por la técnica de doble tefiido,
pero no por la técnica de inmunohistoquimica indirecta, refleja la mayor sensibilidad de la técnica precedente y de la
mayor precision con la cual se pueden comparar dos patrones de tefiido. Los tumores de control no inyectados queda-
ron completamente sin teflir por la estreptavidina-Cy3, indicando que la fluorescencia roja corresponde a una proteina
localizada.

Ejemplo VII
Translocacion de la Membrana de Fosfolipido Anionico en un Ambiente de Tumor

El descubrimiento de los aminofosfolipidos y fosfolipidos anidénicos como marcadores de superficie in vivo, Uni-
cos para las células endoteliales vasculares de tumores, incitaron a los inventores a investigar mds el efecto de un
microambiente de tumor en la translocacién y expresion de la membrana exterior de esas moléculas. El presente ejem-
plo muestra que la exposicién de las células endoteliales in vitro 1, a ciertas condiciones que se asemejen a aquellas
en un tumor, duplica la expresion superficial de aminofosfolipidos y fosfolipidos aniénicos, observada anteriormente,
en células viables intactas.

A. Materiales y Métodos
1. Yodatacion de la Anexina V

La anexina V humana, recombinante, fue purificada a partir de E. coli transformada con plasmido fosfolipido
ET12a-Paniénico (obtenido del Dr J. Tait, Universidad de Washington, Seattle). La pureza de la proteina y el en-
lazamiento a la PS fueron confirmados sobre SDS-PAGE y sobre pldstico recubierto con PS, respectivamente. Se
usaron anticuerpos antianexina V, purificados por afinidad, policlonales, de conejo, para detectar la anexina V enla-
zada a la PS. La anexina V fue radiomarcada con '*I usando Cloramina T como lo describe Bocci (1964). La acti-
vidad especifica fue aproximadamente de 1 x 10° cpm por g de proteina, medida a través de un ensayo de Bradford
(1976).

2. Tratamiento de Células Endoteliales

Células endoteliales fueron tratadas con citocinas o con factores de crecimiento a las concentraciones listadas en
la Tabla 11. Todos los reactivos fueron diluidos en un medio que contenia 10% de suero y fueron incubados con las
células a 37°C por 24 horas.

Para estudiar el efecto de la hipoxia, las células fueron sembradas en placas de 24 pozos y fueron incubadas en una
atmosfera normdxica humidificada (21% de O,, 5% de CO,) por 48 horas antes de ser transferidas a una atmésfera
hipéxica humidificada (1% de O,, 5% de CO,, 94% de N,) en una camara sellada (Billups Rothenberg Inc., Del Mar,
Ca). Las células fueron incubadas en una cdmara hipdxica por 24 horas a 37°C y fueron regresadas después a un
ambiente normoéxico por 4 horas a 37°C. Las células fueron comparadas con un cultivo paralelo de un paso idéntico,
sembradas del mismo dia y mantenidas totalmente bajo condiciones norméxicas. En algunos estudios se adicionaron
IL-1a (10 mg/ml) y TNFe (20 ng/ml) al medio antes de la transferencia de la cdmara hipdxica.

Para examinar el efecto de un microambiente de dcido, las células fueron expuestas al medio de crecimiento que
carecia de bicarbonato, el cual se ajusté a diferentes valores de pH (que variaban entre 7.3 y 6.2) con la cantidad
requerida de HCI. Las células fueron incubadas a 37°C en la ausencia de CO,. Se confirmé que los medios de cultivo
mantuvieron el pH asignado durante el periodo de 24 horas de cultivo. Estas condiciones experimentales no fueron
toxicas para las células endoteliales tanto de bovino como de ratén y no afectaron la morfologia de las células o la
viabilidad de la monocapa unida.
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3. Deteccion de PS de Células Endoteliales Cultivadas, por Anexina V marcada con '**I

Después del tratamiento con los reactivos descritos anteriormente, las células tratadas y de control fueron incubadas
con 7.1 pmoles de anexina V marcada con '*I (200 ul/pozo) en la solucién reguladora de enlazamiento. Después de
la incubacién por 2 horas a temperatura ambiente las células fueron lavadas extensivamente y disueltas en 0.5 M de
NaOH. El volumen total de 0.5 ml fue transferido a tubos plasticos y contado en un contador gama. No se determind
enlazamiento especifico en la presencia de EDTA 5 mM y se substrajo de los valores experimentales. Los resultados
se expresaron como pmoles netos de anexina V enlazada a las células, normalizadas por 1 x 10° células.

El enlazamiento méximo de la anexina V fue determinado en células tratadas simultdneamente con actinomicina
D y TNFa (50 ng/ml de cada componente). Como se habia reportado previamente, estos agentes causan apoptosis y
exposicion a la PS en 90-100% de células endoteliales (Lucas et al., 1998). El enlazamiento basal de la '**I-anexina V
a células no tratadas fue determinado en la presencia del medio con 10% de suero. La cantidad de '*I-anexina V que se
enlaz6 a los cultivos no tratados se substrajo de los cultivos tratados. La exposicidn de la PS fue calculada de acuerdo
con la siguiente férmula: anexina V enlazada a las células (pmoles) bajo condiciones experimentales, dividida entre el
enlazamiento maximo de la Anexina V (pmoles), multiplicado por 100. Cada estudio fue realizado por duplicado y se
llevé a cabo al menos tres veces. Se calcularon valores promedio. La SE de los valores promedio de tres experimentos
separados fue menor que 5%.

B. Resultados
1. Induccion por H, 0,

Células endoteliales bEnd.3 de ratén fueron sembradas con una densidad inicial de 50,000 células/pozo. Veinti-
cuatro horas después las células fueron incubadas con concentraciones crecientes de H,O, (de 10 uM a 500 uM) por
1 hora a 37°C o se dejaron sin tratar. Al final de la incubacién las células fueron lavadas 3 veces con PBS que contenia
0.2% de gelatina y se fijaron con 0.25% del glutaraldehido. Los pozos idénticos fueron, ya sea tefiidos con IgM anti-
PS o fueron tratados con tripsina y evaluados con respecto a la viabilidad mediante la prueba de exclusién de azul de
tripano. Para el tefiido anti-PS, después del bloqueo con 2% de gelatina por 10 minutos, las células fueron incubadas
con 2 pg/ml de anticuerpo anti-PS, seguido de la deteccién con conjugado de IgM antiratén-HRP.

La exposicion de las células endoteliales al H,O,, a elevadas concentraciones, causa la translocacién de la PS
en aproximadamente el 90% de las células. Sin embargo esto estd acompafiado por la desunién de las células del
substrato y la viabilidad de las células se reduce hasta aproximadamente 50-60%. La asociacion de la expresion de
la PS superficial con una reduccién en la viabilidad de las células no es comprensible aunque es todavia interesante
por notar que aproximadamente el 90% de la translocacion de la PS se observa tinicamente con una reduccién de 50 a
60% en la viabilidad de las células.

El uso de menores concentraciones de H,O, dio por resultado una expresion significativa de 1a PS sin una reduccion
apreciable en la viabilidad de las células. Por ejemplo, se detectd PS en la superficie de las células de aproximadamente
el 50% de las células en todos los pozos tratados con H,0,, usando H,0, a concentraciones tan bajas como de 20 uM.
Es importante observar que, bajo estas bajas concentraciones de H,O,, Las células permanecieron firmemente unidas al
plastico y entre si, no mostraron cambios morfolégicos y no tenian signos de citotoxidad. Anélisis detallados revelaron
esencialmente un 100% de contacto célula-célula, conservacién de la forma apropiada de las células y un citoesqueleto
intacto.

El 50% de la expresion superficial de la PS, inducida por bajos niveles de H,0,, fue observada entonces en po-
blaciones de células en las que la viabilidad de las células fue idéntica a la del control, las células sin tratar (es decir,
95%). La expresion de la PS asociada con altas concentraciones de H,O, estuvo acompafiada por dafio celular, y las
células positivas a la PS expuestas a altas concentraciones de H,O, fueron desunidas, flotaron y tenfan citoesqueletos
rotos.

El mantenimiento de la viabilidad celular en la presencia de bajas concentraciones de H,O, es consistente con
datos de otros laboratorios. Por ejemplo, Schorer et al., (1985) mostrd que las células endoteliales de la vena umbilical
humana (HUVEC) tratadas con 15 uM de H,0, promediaron una viabilidad de 90 a 95% (reportada como un dafio
de 5% a 10%), mientras que aquellas expuestas a 1500 uM de H,O, fueron sélo 0%-50% viables (de 50% a 100% de
dafo).

El uso de H,0, para simular el ambiente del tumor in vitro es apropiado también porque el ambiente del tumor
es rico en células inflamatorias, tales como macréfagos, PMNs y granulocitos, que producen H,0, y otras especies
de oxigeno reactivo. Aunque nunca antes fueron relacionadas con marcadores vasculares de tumores, estables, se
sabe que las células inflamatorias median el dafio a las células endoteliales mediante mecanismos que involucran la
especie de oxigeno reactivo que requiere de la presencia de H,O, (Weiss et al., 1981; Yamada et al., 1981; Schorer
et al., 1985). De hecho, estudios han demostrado que la estimulacién de PMNs in vitro produce concentraciones de
H,0, suficientes para causar dafio celular endotelial, subletal, sin causar la muerte celular (medida mediante ensayo
de liberacion de cromo) o desunién celular; y que estas concentraciones de H,O, se pueden conseguir localmente in
vivo (Schorer et al., 1985).
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Los presentes datos de translocacién in vitro se correlacionaron con los resultados previos que muestran que los
anticuerpos anti-PS se localizan especificamente en células endoteliales vasculares de tumores, in vivo, y que no se
enlazan a células en tejidos normales. El descubrimiento de concentraciones de H,O, similares a las concentraciones
in vivo, inducen la translocacién de la PS en la superficie de las células endoteliales, sin romper la integridad de la
célula, tiene importantes implicaciones ademds de validar los datos in vivo originales y los enfoques terapéuticos de
los inventores.

Se sabe que las células endoteliales de humano, bovino y murino, son negativas a la PS bajo condiciones normales.
Cualquier expresion de la PS, previamente documentada, ha sido asociada siempre con dafio celular y/o muerte celular.
Este no es el caso en los presentes estudios, en donde se mantiene la viabilidad normal. Esto muestra que la translo-
cacion de la PS en el endotelio vascular de tumores es mediada por mecanismos bioquimicos no relacionados con el
dafio celular. Se cree que esta es la primera demostracién de la expresion superficial de la PS en células endoteliales
morfolégicamente intactas y el primer indicio de que la expresion de la PS puede ser desconectada de la(s) ruta(s) de
la apoptosis. Regresando a la funcionalidad de la preente invencidn, estas observaciones confirman nuevamente que
la PS es un marcador sostenible, en vez que transitorio, de los vasos sanguineos de tumores y un candidato apropiado
para la intervencion terapéutica.

2. Induccion Mediante Trombina

Se observé también que la trombina incrementa la expresion de la PS, aunque no en el mismo grado que el H,0,.
Estos datos son también una parte integral del modelo de induccién de tumores de la expresion de la PS desarrollado
por los inventores de la presente: la expresion superficial de la PS, inducida por la trombina, en tejidos normales,
produciria también coagulacién adicional ya que la expresion de la PS coordina el ensamble de complejos para el
inicio de la coagulacién.

Se sabe que el ambiente de los tumores es protrombdtico, de manera tal que la vasculatura del tumor se encuentra
predispuesta a la coagulacién (patente US 5,877,289). Como la trombina es un producto de la cascada de la coagula-
cidn, se encuentra presente en la vasculatura del tumor. De hecho, la presencia de la trombina induce la expresion de
la VCAM, contribuyendo a la capacidad de los inventores para explotar la VCAM como un marcador para ser dirigido
a la vasculatura del tumor (patentes US 5,855,866; 5,877,289). Los presentes datos, que muestran que la trombina
induce también la expresién de la PS, son entonces tanto relevantes para la localizacién dirigida de aminofosfolipidos
con anticuerpos desnudos y con conjugados terapéuticos, y explica ademds los efectos benéficos del coaguligando
anti-VCAM que contiene el Factor del Tejido (Ejemplo I).

3. Otros Agentes de Carga Oxidativa

Células bEnd.3 de raton o ABAE de bovino, in vitro, fueron tratadas por 24 horas con varias concentraciones
de factores y condiciones que se encuentran presentes en el microambiente de muchos tumores (Lichtenbeld et al.,
1996; Harris et al., 1996), tales como la hipoxia/reoxigenacion, trotbina, acidez, citocinas inflamatorias y peréxido de
hidrégeno (tabla 11).

La externalizacion de la PS y fosfolipidos aniénicos fue cuantificada midiendo el enlazamiento de la '*I-anexina V.
La cantidad del enlazamiento de la anexina V fue comparada con el de las células en las que la apoptosis de 90-100%
de células habia sido inducida mediante el tratamiento combinado con actinomicina D y TNF-a. La actinomicina D y
TNF-a indujeron el enlazamiento de 6.2 pmoles de anexina V por 10° células (3.8 x 10° moléculas de anexina V por
células) sobre ambos tipos de células, en buena concordancia con los reportes de la literatura (Rao et al., 1992). Este
valor fue tomado como el nivel maximo de fosfolipidos anidnicos externalizados.

(Tabla pasa a pagina siguiente)
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TABLA 11

Induccion de PS Recreando el Ambiente de Tumores

) anexina V

(% de Enlazamiento Maximo)
Tratamiento Concentracion Células ABAE Células bEnd.3
Medio con 10% de suero N/A 0 0
Actinomicina D +TNFa 50 ng/ml cada uno 100 100
VEGF 20 ng/mi 0 0
FGF-2 20 ng/mi 0 0
Factor de dispersion 40 ng/ml 0 0
TGF B4 20 ng/mi 0 0
PDGF-BB 20 ng/ml 0 0
IL-10 20 ng/mi 0 0
IL-8 20 ng/ml 0 0
IL-6 20 ng/ml 0 0
IL-1a 10 ng/ml 64 7.5
IL-1B 10 ng/ml 58 5.5
Interferéon 40 ng/ml 8.6 2.8
TNFa 20 ng/ml 7.4 13.7
Trombina 50 nM 88 17.4
Hipoxia 1% de O, de 15.0a175 22.5
Hipoxia + IL-1a Igual que arriba 26.0 31.0
Hipoxia + TNFa Igual que arriba 33.0 36.0
pH 6.6 N/A 20.2 18.9
Peréxido de hidrégeno 200 pM 956.5 98.4

En la Tabla 11, las concentraciones de citocinas, factores de crecimiento y trombina, usadas, fueron seleccionadas
de valores de la literatura para que tuvieran un efecto estimulante maximo en células endoteliales cultivadas. Estas
concentraciones no causaron toxicidad en un periodo de la prueba (24 horas) juzgado por la apariencia morfol6gi-
ca, una falta de desunidn, y una falta de captacién del azul de tripano. La concentracién de H,O, empleada fue la
concentraciéon maxima que no causé citotoxicidad bajo las condiciones seleccionadas.

El enlazamiento basal de la '®I-anexina V fue determinado en la presencia del medio de crecimiento dnicamente.
La exposicién maxima a la PS fue determinada después de la induccién de la apoptosis mediante el tratamiento
combinado con la actinomicina D y TNF a. Se presenta el promedio de duplicados de tres estudios separados. El error
estandar fue menor que 5%.

Las células no tratadas estuvieron desprovistas en gran medida de PS externalizada, lo cual fue juzgado por el en-
lazamiento de la anexina V o del anticuerpo anti-PS (9D2) (tabla 11). El enlazamiento basal en la presencia del medio
de crecimiento sélo fue de 0.44 y 0.68 pmoles de '*I-anexina V para células ABAE y bEnd.3, respectivamente. Esto
corresponde a aproximadamente 7.1% y 10.9% del enlazamiento para las células ABAE y bEnd.3, respectivamente,
lo cual se correlacioné bien con el descubrimiento de que aproximadamente el 10% de las células se enlazaron a la
anexina V tratada con biotina, bajo las mismas condiciones.

El VEGF, HGF, FGF TGFg,, PDGF, IL-6, IL-8 y IL-10 no incrementaron el enlazamiento de la '*I-anexina V
por arriba del nivel basal para células no tratadas. Los mediadores inflamatorios (IL-1a, IL-18, TNFa e interferon)
causaron un incremento pequefio, pero reproducible, en la PS y en la translocacién del fosfolipido aniénico que varid
de 5 a 8% del nivel maximo para las células ABAE y de 3 a 14% para las células bEnd.3.

La hipoxia/reoxigenacién, trombina o condiciones externas dcidas (pH 6.8-6.6) indujeron una externalizacién mo-
deradamente alta de la PS y del fosfolipido aniénico, que varié de 8 a 20% del nivel maximo para células ABAE y de
17 a 22% del nivel méximo para células bEnd.3. El incremento més grande en la PS y en la translocacién del fosfolipi-
do anidnico fue observado después del tratamiento con una cantidad de 100 a 200 uM de perdéxido de hidrégeno. Este
tratamiento causé una externalizacion casi completa (95%) de PS en ambos tipos de células lo cual fue juzgado por el
enlazamiento de la '»I-anexina V (tabla 11). M4s del 70% de las células ABAE y bEnd.3 se enlazaron a la anexina V
tratada con biotina, lo cual fue juzgado inmunohistoquimicamente.

Células endoteliales en las que se generé la translocacién de la PS y del fosfolipido aniénico, mediante el trata-
miento con hipoxia/reoxigenacién, trombina, acidez, TNFa,IL-1 o H,O, permanecieron unidas a la matriz durante
el periodo del ensayo (24 horas), conservaron el contacto célula-célula y conservaron su capacidad para excluir el
colorante azul de tripano. La orientacién normal de PS y del fosfolipido aniénico fue reestablecida de 24 a 48 horas
después, en la mayoria de las células, después de retirar el factor de induccidn, o las condiciones del cultivo se re-
gresaron a las condiciones normales. Estos resultados indican que una carga oxidativa suave, creada por la aplicacién
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directa de H,O, o indirectamente por la hipoxia/reoxigenacion, acidez, trombina, o citocinas inflamatorias, dispara
una translocacién transitoria de la PS y fosfolipidos anidnicos en células endoteliales viables.

4. Efectos Combinados de Citocinas Inflamatorias e Hipoxia/Reoxigenacion

Una exposicién aumentada de PS y fosfolipido anidnico se observé cuando las células ABAE y bEnd.3 fue-
ron sometidas a hipoxia/reoxigenacion en la presencia de IL-1a o TNFa. En la ausencia de las citocinas, la hipo-
xia/reexigenacion incrementd la exposicién a la PS por las células ABAE hasta una cantidad de 15% a 17.5% del nivel
maximo para células tratadas con concentraciones apoptdticas de actinomicina D y TNFa. En la presencia de concen-
traciones subtéxicas de IL-1a o TNFe, la hipoxia/reoxigenacién incrementd la exposicién del fosfolipido aniénico
hasta 26% y 33% respectivamente del maximo (Figura 5; Tabla 11). La comparacién con el efecto de las citocinas
en la ausencia de hipoxia/reoxigenacion indica que la combinacién de citocinas e hipoxia/reoxigenacion tuvo efectos
mayores que aditivos en la exposicion a la PS. Efectos similares fueron observados en las células bEnd.3.

Por lo tanto, en el ambiente del tumor, la exposicién de PS y fosfolipidos anidnicos inducida por hipoxia/reoxigena-
cién puede ser amplificada por citocinas inflamatorias y posiblemente por otros estimulos tales como acidez y trotbina.

Estos estudios in vitro arrojan luz con respecto al mecanismo de la exposicién de la PS en células endoteliales
de tumores in vivo. Muestran que varios factores inducen la exposicién de PS en células endoteliales sin causar ci-
totoxicidad, lo cual simula la situacién en tumores in vivo. La hipoxia seguido de reoxigenacion, acidez, y trombina
incrementaron al maximo la exposicién de PS en células endoteliales viables. Las citocinas inflamatorias (TNFa e IL-
la) causaron también una débil pero definida induccién de la exposicién a la PS.

Estas condiciones son probablemente los estimulos de induccidn principales en tumores in vivo porque: i) el endo-
telio positivo a la PS prevalece en y alrededor de regiones de necrosis en donde se observan comuinmente la hipoxia,
acidez, vasos sanguineos que han sufrido trombosis, y leucocitos huésped de infiltracién; ii) el descubrimiento de que
la hipoxia/reoxigenacién amplifica la débil actividad de exposicién a la PS del TNFa e IL-1 en células endoteliales
in vitro se correlaciona con la situacion in vivo en tumores en donde la hipoxia y tumor que secreta citocina y cé-
lulas huésped existen conjuntamente; iii) se ha reportado que la hipoxia/reoxigenacién y trombina generan especies
de oxigeno reactivo (ROS) en células endoteliales mediante la activacion de la enzima de la membrana similar a la
NADPH oxidasa (Zulueta et al., 1995). La ROS producida por células malignas podria contribuir al dafio de las células
endoteliales (Shaughnessy et al., 1989). El peréxido de hidrégeno fue el inductor mas poderoso de la exposicién de
PS en células endoteliales cultivadas encontradas en el presente estudio, proporcionando un soporte indirecto para el
involucramiento de la ROS.

La PS externalizada proporciona una superficie de fosfolipido negativa en la cual se concentran y se ensamblan
los factores de coagulacion. Esto puede contribuir al estado procoagulante sobre el endotelio del tumor que ha sido
reconocido desde hace mucho tiempo. La PS proporciona también un sitio de unién para macréfagos circulantes
(MaEvoy et al., 1986), linfocitos T (Qu et al., 1996) y células polimorfonucleares que ayudan a la infiltracién de los
leucocitos en tumores. La adherencia de macréfagos activados, células polimorfonucleares y plaquetas a la PS, sobre
el endotelio del tumor, puede conducir a secrecién adicional de la especie de oxigeno reactivo y a la amplificacién
adicional de la exposicién a la PS.

Ejemplo VIII
Efectos Antitumorales de Conjugados de Anexina

El sorprendente descubrimiento de que los aminofosfolipidos y fosfolipidos anidnicos son marcadores estables de
la vasculatura de tumores, significa que se pueden usar constructos de anticuerpo-agente terapéutico, en el tratamiento
contra el cancer. Ademads de usar anticuerpos como agentes para localizacién dirigida, las anexinas y otras proteinas
de enlazamiento especifico pueden ser usadas también para suministrar especificamente agentes terapéuticos a la
vasculatura de tumores. Los siguientes datos muestran los efectos antitumorales que resultan de la administracién in
vivo de constructos de anexina-TF.

A. Métodos

Se prepar6 y administrd un conjugado de anexina V-fTF a ratones nu/nu con tumores sélidos. Los tumores se for-
maron a partir de células de carcinoma colorectal HT29 humano que formaban tumores de aproximadamente 1.2 cm®.
El coaguligando de anexina V-tTF (10 ug) fue administrado intravenosamente y se le dejé circular por 24 horas. Los
ratones tratados con solucién salina se mantuvieron en forma separada como animales de control. Después de un dia
de tratamiento, los ratones fueron sacrificados y desangrados y los tumores y 6érganos principales fueron recolectados
para el andlisis.

B. Resultados

Se encontr6 que el conjugado de anexina V-tTF induce coagulacién en los vasos sanguineos de tumores, especifi-
cos, en ratones que tienen tumores HT29. Aproximadamente el 55% de los vasos sanguineos del tumor, en animales
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tratados con el conjugado de anexina V-tTF, formaron trombos seguido de una inyeccién individual. En contraste hubo
evidencia minima de trombosis en la vasculatura de tumores de los animales de control.

Ejemplo IX
Efectos Antitumorales de los Anticuerpos Anti-PS 3SB

El presente ejemplo muestra los efectos antitumorales de anticuerpos anti-PS usando modelos de tumores singenei-
cos y xenogeneicos. El anticuerpo 3SB usado en este estudio se enlaza a la PS (y PA), pero se encuentra desprovisto
esencialmente de reactividad con la PE. Este anticuerpo anti-PS causé dafio vascular en el tumor, acompafiado de
trotbosis y necrosis del tumor.

Los efectos de los anticuerpos anti-PS fueron examinados primero en modelos de tumores singeneicos y xenoge-
neicos usando el anticuerpo 3SB. Para el modelo singeneico, 1 x 107 células de carcinoma colorectal de murino, Colo
26 (obtenido del Dr. Ian Hart, ICRF, Londres) fueron inyectadas subcutdneamente en el flanco derecho de ratones
BALB/c. En el modelo xenogeneico, se establecié un xenoinjerto de linfoma de Hodgkin humano L540, inyectando 1
x 107 subcutdneamente en el flanco derecho de ratones SCID machos CB17. Los tumores se dejaron crecer hasta un
tamafio de aproximadamente 0.6-0.9 cm? antes del tratamiento.

Los ratones que tenian tumores (4 animales por grupo) fueron inyectados intraperitonealmente con 20 ug de anti-
cuerpo anti-PS, 3SB (IgM), IgM de ratén de control o solucién salina. El tratamiento se repiti6 3 veces con un intervalo
de 48 horas. Los animales fueron monitoreados diariamente para mediciones del tumor y peso corporal. El volumen
del tumor se calculé como se describi6 en el ejemplo 1. Los ratones fueron sacrificados cuando los tumores habian
alcanzado 2 cm?, o antes si los tumores mostraban signos de necrosis o ulceracion.

El crecimiento de tumores tanto singeneicos como xenogeneicos, fue inhibido efectivamente por el tratamiento
con anticuerpos anti-PS, 3SB (figura 6A y figura 6B). Los anticuerpos anti-PS causaron dafio vascular al tumor,
acompaifiado de trombosis y necrosis del tumor. La presencia de codgulos y desintegracion de la masa del tumor que
rodeaba a los vasos sanguineos bloqueados, fue evidente.

Cuantitativamente, el tratamiento con anticuerpo anti-PS, 3SB, inhibi6 el crecimiento del tumor hasta en 60% del
volumen del tumor de control en ratones que tenian tumores grandes Colo 26 (figura 6A) y L540 (figura 6B). No se
encontré retardo del crecimiento del tumor en ratones tratados con solucién salina o IgM de control. No se observé
toxicidad en ratones tratados con anticuerpos anti-PS, y los 6rganos normales conservaron su morfologia inalterada,
en forma no distinguible de los ratones no tratados o tratados con solucién salina.

La regresion del tumor empez6 24 horas después del primer tratamiento y los tumores continuaron reduciendo su
tamafio por los proximos 6 dias. Esto se observé en modelos de tumores tanto singeneicos como inmunocomprome-
tidos, indicando que el efecto fue mediado por el(los) mecanismo(s) independiente(s) del estado inmune. Ademads, la
reduccién de la carga tumoral estuvo asociada con el incremento de atencidn y apariencia en general saludable de los
animales, en comparacién con ratones de control que tenfan tumores mayores que 1,500 mm?®. EI nuevo crecimiento
de los tumores ocurri6 de 7 a 8 dias después del primer tratamiento.

Los resultados obtenidos con el tratamiento anti-PS de tumores L540 son ademds apremiantes por las siguientes
razones. Notablemente la necrosis del tumor observada en el tratamiento del tumor L.540 ocurri6 a pesar del hecho
de que el porcentaje de vasos cuyo tefiido fue positivo para la PS en tumores L540, fue menor en tumores HT29 y
NCI-H358. Esto implica que una necrosis, inclusive mds rapida, hubiese resultado probablemente cuando se llevara
a cabo el tratamiento de otros tipos de tumores. Ademads, los tumores 1.540 se seleccionan generalmente como un
modelo experimental porque pueden proporcionar secciones histolégicas limpias y porque se sabe de hecho que son
resistentes a la necrosis.

Ejemplo X
Efectos Antitumorales del Anticuerpo (9D2) contra Fosfolipidos Anidnicos

Este ejemplo demuestra los efectos del anticuerpo 9D2, el cual se enlaza a la PS y a otros fosfolipidos anidnicos,
en estudios antitumorales in vivo.

Una dosis alta (mayor que 150 ug) del anticuerpo de rata que se enlaza a los fosfolipidos anidnicos, el 9D2,
fue inyectada en ratones desnudos que tenian tumores H358. Los estudios de inmunolocalizacién muestran que se
localizé fuertemente en el endotelio del tumor (4+), aunque cierto nivel bajo de enlazamiento no especifico del 9D2
por vasos normales se observé debido a la alta dosis (como se hubiese observado para un anticuerpo IgM de control
de especificidad irrelevante).

Cuando se inyecté 9D2 intraperitonealmente en un ratén SCID con un tumor L540 para la produccién de ascitas,

el tumor se volvid necrético y colapsd. Con la inyeccion de un anticuerpo de control (MK 2.7, IgG de rata) en un ratén
SCID con un tumor L540, no se observaron efectos similares.
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El efecto del anticuerpo anti-PS, 9D2, en el crecimiento de tumores 1540 in vivo fue determinado entonces en
forma mds precisa. El tratamiento se empezé cuando los tumores alcanzaron de 200 a 250 ul (dia 0). Del dia O al dfa 7,
los ratones fueron inyectados intraperitonealmente con aproximadamente 150 ug de IgM (200 ul de sobrenadante) o
200 ul de DMEM al 10%. Del dia 7 al dia 22 los ratones fueron inyectados intraperitonealmente con aproximadamente
300 ug de IgM (400 ul de sobrenadante) o 400 ul de DMEM al 10%. El dia 22 fue el dltimo dia de tratamiento y los
ratones fueron sacrificados.

Como se muestra en la tabla 12, de los dias 10 al 22, el crecimiento del tumor es inhibido generalmente en
aproximadamente 40% a 50%. Al final del estudio s6lo 4 ratones en el grupo tratado tienen tumores con un volumen
mayor de 2000 ul, en contraste con 9/9 en el grupo de control.

TABLA 12
Efecto de Anticuerpos Anti-PS en Tumores L540 In Vivo

Dia después del | Volumen Promedio del Tumor | % Inhibicion Numero de ratones con un
inicio del (ul) volumen del tumor > 2000 Ul
tratamiento
Control Tratado Control Tratado
0 341 320 6.2 0 0
1 464 325 10.8 0 0
3 412 415 0 0 0
7 687 455 338 0 0
10 904 544 39.9 1/9 0
13 945 545 42.4 1/9 0
15 1373 685 50.1 4/9 1/10
17 1426 842 41.0 4/9 4/10
20 1992 987 50.5 6/9 4/10
22 2560 1365 53.3 9/9 4/10

En otro estudio in vivo, los efectos del anticuerpo anti-PS de rata, en el crecimiento de tumores 1.540 en ratones
SCID CB17, fueron seguidos por 45 dias después de inyecciones de células tumorales. Estos ratones que tenfan tumo-
res fueron tratados con 300 ug de anticuerpo anti-PS diariamente, intraperitonealmente o con 300 ul de DMEM al 10%
diariamente, intraperitonealmente, como un control. Varios pardmetros del tratamiento del tumor fueron notablemente
mejores en el grupo tratado en comparacién con aquellos de los controles (Tabla 13).

TABLA 13
Efectos de Anticuerpos Anti-PS en Tumores L540 In Vivo

Otros parametros Control Tratados

% De tumores que sufrieron regresion’ 0 40%

(60 dias después del tratamiento)

% De tumores que sufrieron regresién’ 0 20%

(90 dias después del tratamiento)

Volumen promedio de tumores secundarios (ul)* 537 £ 30 366 + 56

"Tumores demasiado pequefios para la medicién en ratones tratados en los tiempos indicados (60
versus 90 dias) después del tratamiento

Metastasis en nodos linfaticos

En un estudio adicional, el anticuerpo 9D2 se inyecto intraperitonealmente a una dosis de 100 ug, 3 veces por
semana, a ratones con tumores L.540. El tamafio del tumor se midi6 con calibradores dos veces por semana. Los efectos
antitumorales en comparacién con el grupo de control se presentan en la figura 7. Los nlimeros entre paréntesis indican
el ndmero de ratones con tumores que habian sufrido regresion, por el nimero total de ratones por grupo.

Ejemplo XI
Efectos Antitumorales del Anticuerpo Anti-PS 3G4
El presente ejemplo demuestra efectos antitumorales adicionales usando el anticuerpo anti-PS 3G4 en modelos de

tumores singeneicos y xenogeneicos. El anticuerpo 3G4 usado en este estudio es un anticuerpo IgG que se enlaza a la
PS y a otros fosfolipidos aniénicos (Ejemplo IV).
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A. Protocolos para Estudios de Tumores en Animales

Los efectos del 3G4 fueron examinados en modelos de tumores singeneicos y xenogeneicos. El protocolo general
para los estudios de tratamiento de tumores en animales se lleva a cabo como sigue. Al menos que se especifiquen
diferencias particulares, este es el protocolo usado en todos los estudios de la presente solicitud.

Los animales se obtuvieron de Charles Rivers Laboratories. Los ratones son ratones hembra de 4 a 5 semanas, SCID
C.B-17 o SCID Fox Chase. Los ratones se alojan en jaulas con autoclave, alimento estéril y agua, con manipulacién
estéril. Todos los procedimientos se llevaron a cabo en campanas de flujo laminar. Los ratones se aclimatan una semana
y luego se les marca en la oreja y se toma una muestra de sangre (aproximadamente de 75 a 100 ul), de la vena de
la cola para verificar la falta de fugas por ELISA. Cualquier ratén que no pase la prueba ELISA de falta de fuga no
deberd ser usado para los procedimientos de prueba. Los ratones son inyectados ortotopicamente con células de tumor
en un cojin graso mamario (MFP) o subcutdneamente en el flanco derecho de 2 a 3 dias después del marcado en la
oreja y remocion de la muestra de sangre.

En el modelo ortotépico, 1 x 107 células en 0.1 ml de DMEM son inyectadas tipicamente en el MFP de ratones
anestesiados. Los ratones son anestesiados con 0.075 ml de céctel de ratén inyectado intraperitonealmente. El céctel
de ratén en 5 ml de Ketamina (100 mg/ml); 2.5 ml de Xilazina (20 mg/ml); 1 ml de Acepromazina (10 mg/ml); y 11
ml de agua estéril. La dosificacién es de 0.1 ml por 20-30 gramos de peso corporal a través de la ruta intraperitoneal
por un tiempo de 30 minutos.

Una vez que el raton se encuentra anestesiado, lo cual se mide porque no hay respuesta al pinchado en el dedo/pata,
el rat6n se coloca sobre su lado izquierdo y se frota con etanol al 70% justo detras de la cabeza y alrededor del drea de
la pata derecha/espalda. Se realiza una incision de 2-3 mm justo detrds de la pata derecha (térax lateral), lo cual revela
un cojin graso blancuzco cuando se levanta el colgajo de piel. Se inyectan 0.1 ml de célula en el cojin graso usando
una jeringa de 1 ml y una aguja calibre 27, produciendo un glébulo en el cojin graso. La incisién se cierra usando una
pinza para heridas estéril de 9 mm. El ratén se regresa a su jaula y se observa hasta que ha despertado de la anestesia
y puede moverse. Se determina el estado de salud posterior a la operacidn, y si se observan signos de inquietud se
proporciona al animal acetaminofen (0.24 mg/ml) + codeina (0.024 mg/ml) en el agua de beber. La pinza para herida
se retira después de 1 semana. Este método se usa de manera tal que las células sean colocadas exactamente en el sitio
seleccionado y no en la regién subcutdnea. Los tumores tendran un volumen de aproximadamente 200 ul (LxWxW)
en 14-15 dias y la velocidad de captacién es esencialmente del 100%.

En el modelo subcuténeo los ratones son inyectados tipicamente con 1 x 107 c¢élulas en 0.2 ml. Los ratones no son
anestesiados pero son restringidos usando un sujetador estacionario de la piel del ratén expuesta en el flanco derecho.
Se usa una jeringa de 1 ml con una aguja calibre 23 para inyectar 1 x 107 células en 200 ul, justo debajo de la piel
de los ratones y se observard un glébulo. No es inusual observar una pequefa cantidad de fuga de fluido del sitio de
inyeccion. Se puede usar un movimiento de giro cuando se retire la aguja de la inyeccion subcutdnea para reducir esta
fuga. Se mide el volumen del tumor como LxWxH.

En el protocolo de perfusion, los ratones se inyectan intravenosamente con 1000 U de heparina en 0.2 ml de
solucidn salina. Los ratones son sedados después inyectando al ratén intraperitonealmente 0.1 ml de cdoctel de raton.
Una vez que el ratén se encuentra sedado lo suficiente, lo cual se mide al no haber reflejo cuando se pincha el dedo/pata,
la cavidad torécica se abre para exponer el corazén y los pulmones. Una aguja calibre 30 unida a una tuberia y bomba
de perfusion se inserta en el ventriculo izquierdo. El ventriculo derecho se recorta de manera que pueda gotear sangre.
Se bombea solucién salina a través del sistema por 12 minutos a una velocidad de 1 ml por minuto. Al final de
la perfusidn, se retiran la aguja y la tuberia. Los tejidos se remueven para estudios adicionales, ya sea mediante
inmunohistoquimica o patologia.

B. Resultados del Tratamiento de Tumores

Para el modelo singeneico, se usaron células de tumor de fibrosarcoma de ratén Meth A. En un modelo xenoge-
neico, se sembraron células de tumor de mama MDA-MB-231 humano en el cojin graso mamario. En otro modelo
xenogeneico, se establecié un xenoinjerto grande L.540 de linfoma de Hodgkin humano, inyectando células y per-
mitiendo que el tumor creciera hasta un tamafio mayor hasta 500 mm?® antes del tratamiento. Los ratones que tenfan
tumores (10 animales por grupo) fueron inyectados intraperitonealmente con 100 ug de anticuerpo anti-PS 3G4 (IgG)
en vez que el control. El tratamiento se repitié 3 veces por semana. Los animales fueron monitoreados dos veces por
semana para realizar mediciones de los tumores.

El crecimiento tanto de tumores singeneicos como xenogeneicos fue inhibido efectivamente mediante el tratamien-
to con anticuerpos anti-PS 3G4. El tratamiento para los primeros 20 a 30 dias se muestra en la figura 8A, figura 8B, y
figura 8C. Los anticuerpos causaron dafio vascular en el tumor, trombosis localizada y necrosis del tumor.

El tratamiento de las células del tumor Meth A, singeneico, fue particularmente exitoso, y el tratamiento de las
células de tumor de mama MDA-MB-231 humano, con crecimiento en el cojin graso mamario, produjo también
regresiones de los tumores (figura 8A y figura 8B). Inclusive en ratones que tenian tumores L.540 grandes, conocidos
por ser resistentes a la necrosis, el tratamiento con el anticuerpo 3G4 inhibi6 el crecimiento del tumor en comparacién
con el control. No se encontré retardo del crecimiento del tumor en los ratones de control. No se observé toxicidad en
ratones tratados con anticuerpos anti-PS.
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También se establecieron tumores usando células MD-MBA-435s y tratadas como se describié anteriormente. El
crecimiento de estos tumores fue inhibido efectivamente mediante el tratamiento con el anticuerpo 3G4. El tratamiento
de tumores L540 grandes, MDA-MB-231 y células de tumor MD-MBA-435s, por 60 dias, se muestra en la figura 8D,
figura 8E y figura 8F. Los anticuerpos causaron un dafio vascular al tumor, trombosis y necrosis y retardaron el
crecimiento del tumor sin evidencia de toxicidad.

Se obtuvieron células de lucerifasa MD-MBA-435s del DR. Angeles Sierra Jiménez, Barcelona, Espafia y se
cultivaron en DMEM al 10%. Los ratones fueron inyectados con células tumorales como se describi6 anteriormente, y
a las 2 semanas después de la inyeccion, los tumores se midieron y se registré el volumen. El tratamiento de ratones con
tumores de volimenes promedio similares (200 mm?) se llevé a cabo usando el anticuerpo 3G4 y el anticuerpo 3G4
quimérico, producido como se describié en el ejemplo XIX, versus el control. El tratamiento fue iniciado mediante
inyeccién IP (800 ug) el dia 15 y se continué con inyecciones de 200 ug cada dos a tres dias hasta la inyeccién
final de 400 ug el dia 35. Los volimenes de los tumores y los pesos corporales de los ratones se midieron en los
dias de inyeccién. Los ratones fueron sacrificados y perfundidos con solucién salina por 12 minutos. Los érganos
y el tumor se removieron, se congelaron bajo presién en nitrégeno liquido y el tumor se secciond para el andlisis
inmunohistoquimico.

Este estudio mostré que tanto el anticuerpo 3G4 como el anticuerpo 3G4 quimérico retardaron efectivamente el
crecimiento del tumor a lo contrario que el control (figura 8G).

Ejemplo XII
Efectos Antivirales y Anticuerpos Anti-PS Contra el CMV

Cambiando sorprendentemente los campos de la vasculatura del tumor en infecciones virales, los inventores razo-
naron después que los anticuerpos para aminofosfolipidos y fosfolipidos ani6énicos hubiesen ejercido también proba-
blemente un efecto antiviral. El presente ejemplo muestra en efecto que esto es cierto, usando primero el anticuerpo
3G4 en el tratamiento de la infeccién por citomegalovirus (CMV).

A. Métodos
1. Tratamiento de Células Infectadas con CMV In Vitro

Monocapas confluentes de fibroblastos de prepucio diploide humano (HHF-R2) en placas de 6 pozos, fueron in-
fectadas con CMV humano AD169 que expresa la proteina fluorescente verde (GFP) con una MOI=0.01 como se
describid previamente (Bresnahan et al., 1996). Brevemente las células fueron incubadas con el virus en un volumen
total de 1 ml por pozo a 37°C por 90 minutos. Durante la infeccidn las placas fueron sometidas a un movimiento osci-
lante suave cada 30 minutos. Después de la infeccidn se removi6 el sobrenadante de células y se adicion6 DMEM/10%
de FBS/pen-estrep (2 ml por pozo) a cada pozo.

Diluciones de 3G4 del anticuerpo de control igualado al isotipo GV39G (100 ug/ml y 50 ug/ml) fueron adicionadas
a los pozos. Las células infectadas fueron incubadas a 37°C durante 19 dias. El medio y anticuerpo en cada pozo fue
reemplazado cada 3 dias. El dia 19 las células y sobrenadantes de cada pozo fueron recolectados y congelados a -80°C
hasta que se llevaron a cabo los ensayos en placas.

2. Microscopia de Fluorescencia

El CMV recombinante expresa la GFP bajo el control del promotor SV40 de aqui que las células infectadas
aparecen verdes bajo un microscopio de fluorescencia. En estos estudios, las células infectadas por CMYV, tratadas con
el anticuerpo, fueron observadas bajo un microscopio de fluorescencia los dias 2, 3 y 9.

3. Ensayos en Placas

Los ensayos en placas se llevaron a cabo usando protocolos estdndares. Brevemente las suspensiones de células
congeladas fueron descongeladas rdpidamente a 37°C y centrifugadas para retirar los desechos a 1000 rpm por 1
minuto. Diferentes diluciones de los sobrenadantes de células fueron adicionadas a monocapas subconfluentes de
células HHF-R2 en placas de 6 pozos y las células fueron incubadas a 37°C por 90 minutos (las placas fueron agitadas
suavemente con movimiento oscilante cada 30 minutos). Seguido a la infeccién los sobrenadantes de células fueron
removidos y reemplazados con 2 ml de DMEM/10% de FBS. El dia 4, el sobrenadante en cada pozo se removid y las
células se colocaron con 0.01% de agarosa de bajo punto de fusion/DMEM/10% de FBS. Las placas se incubaron a
37°C por un total de 14 dias después de la infeccién. El dia 14 las monocapas infectadas fueron fijadas con 10% de
formalina regulada y tefiidas con azul de metileno para visualizar las placas.
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B. Resultados
1. El 3G4 Inhibe la Diseminacion Viral del CMV

Para investigar si el 3G4 tiene un efecto inhibitorio en la infeccion y replicacién por el CMYV, fibroblastos humanos
confluentes fueron pretratados con 3G4 antes de que se adicionara el CMV con una m.o.i. baja. E1l CMV usado en
estos estudios expresa la proteina fluorescente verde (GFP). De aqui que las células afectadas aparecen verdes cuando
se observan bajo el microscopio de fluorescencia.

El dia 3 del tratamiento, tanto con una cantidad de 50 ug/ml como 100 ug/ml de anticuerpo, se presentan células
infectadas individuales en pozos sin tratar y en pozos tratados con 3G4 o con anticuerpo de control igualado al isotipo,
GV309. De esta manera, el tratamiento de los fibroblastos con 3G4 no parece inhibir significativamente la entrada del
virus a las células.

El dia 9, no obstante, existe una dramdtica diferencia en el nimero de células infectadas en los pozos tratados
con 3G4 versus el control, tratados con GV39G (figura 9A y figura 9B; comparar el panel derecho superior con los
paneles derechos central e inferior). Aunque el virus se ha diseminado aproximadamente en 80% de la monocapa en
los pozos de control, el virus se encuentra restringido a la célula infectada individualmente, original, en los pozos
tratados con 3G4. De aqui que el 3G4 limita a la diseminacién del CMV desde la célula infectada original, hacia las
células circundantes. Esta inhibicién de la diseminacidn viral es observada cuando las células son tratadas con 100
pg/ml (figura 9A) y 50 pg/ml (figura 9B).

2. La inhibicion Viral es Dependiente de la Concentracion del Anticuerpo

A fin de determinar qué concentraciéon de 3G4 es necesaria para el efecto antiviral a una m.o.i. baja, las células
infectadas fueron tratadas con diferentes concentraciones de 3G4 y el anticuerpo de control, GV39G. Como se muestra
en la figura 10, la inhibicién completa de la diseminacién de célula a célula se observa con el 3G4 a raz6n de 100 pg/ml
y 50 pg/ml. Cuando las células tratadas con 25, 12.5 y 6.25 ug/ml de 3G4, existen nimeros crecientes de células
infectadas con CMV positivas a la GFP. Aunque el 3G4 no previene totalmente la diseminacion viral a partir de las
células infectadas primarias, a estas concentraciones mds bajas, todavia tiene un efecto antiviral significativo, dado
que menos células infectadas con CMV positivas a la GFP, son observadas en el pozo tratados 3G4, en comparacién
con los pozos de control tratados con GV39G (figura 10).

3. Cuantificacion de la Carga Viral a una M.O.1. Baja

El efecto antiviral del 3G4 fue cuantificado llevando a cabo ensayos en placas para determinar la carga viral
seguido al tratamiento con el anticuerpo. Los controles incluyeron células sin tratar, el anticuerpo GV39G y un control
de anticuerpo adicional usando el anticuerpo C44, un anticuerpo isotipo IgG2a de ratén para la colchicina.

El tratamiento de las células infectadas (m.0.i.=0.01 pfu/célula) con 100 ug/ml de 3G4 dio por resultado un dra-
madtico decremento 6 log,, en la titulacién viral en comparacion con el control, las células tratadas con GV39G (figura
11A). Esta inhibicioén se traduce en una inhibicién de aproximadamente el 99.9999% de replicacion viral. A una con-
centracion de 50 ug/ml, el tratamiento con 3G4 da por resultado un decremento 3.5 log;, en la titulacién viral, en
comparacion con el tratamiento con GV39G. Usando 3G4 a razén de 25 ug/ml y 12.5 ug/ml, los resultados son atn
dramdticos, e inclusive a razén de 6.25 :g/ml se observa todavia un efecto inhibitorio (figura 11A).

4. Cuantificacion de la Carga Viral a una M.O.1. Alta

El tratamiento con 3G4, de fibroblastos infectados a una M.O.I. alta de 3 dio por resultado también una reduccién
dramatica en la titulacién viral. A razén de 100 ug/ml, el tratamiento con 3G4 dio por resultado una reduccién de 5
log, en la titulacion viral en comparacién con el control, las células tratadas con GV39G (figura 11B). A razén de 50
ug/ml, el 3G4 inhibid la replicacién viral por 3 logaritmos cuando se compar6 con el GV39G (figura 11B).

5. Inhibicion de la Replicacion en una Etapa Tardia

Para determinar qué etapa del ciclo replicativo del CMV es bloqueada por el 3G4, se llevé a cabo un estudio de
adicién cronometrado. Para éste, se adicion6 3G4 a fibroblastos infectados con una m.o.i. alta en diferentes puntos
temporales después de la infeccién. La carga viral (tanto en las células como en el sobrenadante) fue cuantificada
usando un ensayo en placa estandar.

La adicién de 3G4 hasta 24 horas después de la infeccién dio por resultado un decremento de 5-6 log;, en la
titulacién viral (figura 11C). Sin embargo, cuando la adicién del 3G4 se retardé hasta 48 horas, el efecto inhibitorio
del 3G4 se redujo a 2 log;, y cuando la adicién se retard6 a tiempos de 72 a 96 horas, el efecto inhibitorio se redujo
adicionalmente. Esto muestra que el 3G4 interfiere con una etapa tardia de la replicaciéon del CMV que ocurre entre
24-48 horas después de la infeccién. De esta manera, el 3G4 no interfiere significativamente con la infeccién o con la
expresion genética temprana o inmediata temprana. Mds bien actda después en el ciclo de replicacion viral, p. ej. en
la expresion genética tardia, en la sintesis del ADN viral, empaquetamiento o egreso viral.
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Ejemplo XIII
Efectos Antivirales de los Anticuerpos Anti-PS contra el RSV

Ademads de los efectos antivirales dramdticos contra el CMV mostrados en el ejemplo XII, el presente ejemplo
demuestra el uso de tres anticuerpos anti-PS diferentes en la inhibicién de la replicacién del Virus Sincitial Respiratorio
(RSV).

A. Métodos
1. Tratamiento de Células Infectadas por RSV In Vitro

Se cultivaron células A-549 hasta el 100% de confluencia en tres placas para cultivo de tejidos de 12 pozos Costar.
A los pozos se adicionaron 200 uL del medio de Eagle esencial minimo. Se adicioné anticuerpo antifosfolipido (Ab)
(100 ug en 100 uL) a 9 pozos de cada placa y 30 minutos después las células en 6 de esos 9 pozos iniciales fueron
infectadas con una MOI de 1 con la cepa larga de RSV en un volumen de 100 pL. Los tres pozos remanentes se dejaron
como pozos no infectados, tratados con el anticuerpo. Los otros tres pozos sin anticuerpo fueron infectados con RSV
a la MOI descrita anteriormente.

Cada placa se usé para probar los tres diferentes anticuerpos. 3G4, 3SB y 1B9 (ejemplo IV). Las células fueron
incubadas en 5% de CO, a 40°C por 2 horas y luego 600 uL del medio fueron adicionados para completar un volumen
de 1 ml en cada pozo. Una placa de células A-549 se mantuvo en las mismas condiciones como control. Los sobre-
nadantes fueron recolectados a las 4, 24 y 72 horas después de la infeccién. En cada punto temporal se muestrearon
cuatro pozos de cada placa: un pozo con sélo células tratadas Ab, dos pozos tenian células tratadas con Ab/infectadas
con RSV y un pozo tenia sélo células infectadas con RSV. Las muestras fueron congeladas a -80°C hasta el ensayo en
placa.

2. Ensayos en Placas

Los ensayos en placas se llevaron a cabo como se describi6 previamente (Kisch et al., 1963; Graham et al., 1988).
Brevemente, las suspensiones de células congeladas fueron descongeladas rdpidamente a 37°C. Tres diluciones de 10
veces fueron realizadas a partir de los sobrenadantes de células no diluidas: 107", 1072, y 107>, 100 uL de cada dilucién
mas la muestra no diluida, fueron inoculados en placas de la linea celular Hep-2 con confluencia del 80%, todas por
triplicado. Las placas fueron colocadas en la incubadora con 5% de CO, y a 40°C, por 5 dias. El dia quinto las placas
fueron reveladas y tefiidas con hematoxilina y eosina para revelar las placas en cada pozo. Las placas se contaron
usando un microscopio de diseccidn para calcular la carga viral de RSV en pfu (udes. formadoras de placa)/ml.

B. Resultados

Como se observa en la figura 12, el tratamiento de células infectadas con RSV, ya sea con 3SB o 1B9, dieron por
resultado una reduccién logaritmica en la replicacion viral. El efecto antiviral fue inclusive mas pronunciado cuando
las células infectadas fueron tratadas con 3G4. El tratamiento con 3G4 dio por resultado una reduccién 2 log;, en
la titulacidén viral (figura 12). La inhibicidén fue menor que la observada con el CMV, lo mds probable porque la
concentracion del 3G4 era baja (25-50 ug/ml).

Ejemplo XIV
Anticuerpos Anti-PS de Cadena Sencilla

Dado los muchos usos de los anticuerpos anti-PS descritos en la presente, incluyendo como agentes antitumorales,
solamente, como agentes de localizacion de objetivos para suministrar agentes terapéuticos unidos a tumores, y como
agentes antivirales, el presente ejemplo describe técnicas apropiadas para generar anticuerpos anti-PS de cadena sen-
cilla (scFv), es decir en donde los dominios Vi y V| se encuentran presentes en una cadena de polipéptido sencilla,
unida generalmente por un enlazante péptido.

A. Preparacion de la Biblioteca de Anticuerpos de Fagos

El conjunto secundario de la biblioteca bacteriana (aproximadamente 1 x 10'° clones) fue inoculado en 100 ml de
2xTY que contenian 100 pg/ml de ampicilina y 1% de glucosa. Se cultivé con agitacién a 37°C hasta que el OD a 600
nm era de 0.5.

El fago auxiliar M13KO7 fue adicionado a razén de 10" pfu y se incubé con agitacién en un bafio de agua a
37°C por 30 minutos. Las células infectadas fueron centrifugadas a 3,500 g por 10 minutos. El sedimento se volvi
a suspender en 200 ml de 2xTY que contenian 100 pug/ml de ampicilina y 75 pug/ml de kanamicina y se incubd con
agitacién a 30°C durante toda la noche.
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El cultivo se centrifugé a 10,800 g por 10 minutos. 1/5 del volumen de PEG/NaCl se adicioné al sobrenadante,
se mezclo bien y se dej6 por 1 hora a 4°C. Posteriormente se centrifugd a 10,800 g por 30 minutos. El sedimento se
volvié a suspender en 40 ml de PBS y se adicionaron 8 ml de PEG/NaCl. Se mezclé y se dejé por 20 minutos a 4°C.
Se centrifugé a 10,800 g por 10 minutos y se aspiré el sobrenadante. El sedimento se volvié a suspender en 2 ml de
suero humano al 10% y se centrifugé a 11,600 g por 10 minutos en una microcentrifuga para remover la mayor parte
del desecho bacteriano remanente.

Previo a la panoramica, la biblioteca de anticuerpos de fagos en suero humano al 10% fue adicionada a la caja
recubierta con PC y se incub6 por 60 minutos a temperatura ambiente.

B. Seleccion de Liposomas Tratados con biotina

20 umol de fosfatidilinositol y 20 umol de fosfatidilserina marcada con biotina se disolvieron en 10 ml de hexano.
Esta solucion se secé hasta producir una delgada capa sobre la superficie de un matraz usando un evaporador rotatorio.
Se adicionaron 2 ml de PBS y se colocé en un bafio de sonicacién a 4°C por 30 minutos.

100 pl del fago scFv y 100 ul de liposomas tratados con biotina, fueron mezclados después en la presencia de
10% de suero humano y se hizo girar suavemente por una hora a temperatura ambiente. El bloqueo se realiz con
100 ul de dinacuentas M-280 de estreptavidina adicionando 600 ul de 2.5% de caseina/0.5% de BSA por 30 minutos
a temperatura ambiente. Las cuentas se separaron de la solucién reguladora de bloqueo con un (Concentrador de
Particulas Magnético de Dynal) por un tiempo de 4 a 5 minutos.

Las cuentas se volvieron a suspender en 100 ul de PBS. Se adicionaron 100 ul de dinacuentas de estreptavidina
bloqueada, al fago enlazado al antigeno marcado con biotina y se hizo girar suavemente por 15 minutos a temperatura
ambiente. La separacién se consiguié con un MPC-E por 5 minutos y sobrenadante se removi6 vertiéndolo. Se lavé 5
veces con 1 ml de PBS. Para cada lavada las cuentas se volvieron a suspender y se volvieron a precipitar con un MPC-
E.

Finalmente el fago se eluyd de las cuentas volviendo a suspenderlo en 300 ul de trietilamina 100 mM por 30
minutos. Para la neutralizacion se adicionaron 150 ul de Tris 1 M, pH = 7.4 las cuentas se separaron nuevamente con
el MPC-E.

Se usaron 150 ul de sobrenadante de fagos para infectar 10 ml de bacterias TG1 en la fase logaritmica. Los 10 ml
del cultivo se agitaron en la presencia de 20 pg/ml de ampicilina a 37°C por una hora. La ampicilina se adiciond a
la concentracion final de 50 ug/ml y se agité por otra hora. 10" pfu del fago auxiliar M13 fueron adicionados a este
cultivo, se transfirieron a 100 ml del medio 2TY que contenian 100 ug/ml de ampicilina y se agitaron a 37°C por una
hora. Se adicion6 kanamicina a la concentracién final de 100 ug/ml y se agité a 30°C durante toda la noche.

El procedimiento de preparacion de los fagos se repitid y el procedimiento de seleccion se repitié otras 3 o 4 veces.
C. ELISA para Anticuerpo Monoclonal de Cadena Sencilla

Colonias HB2151 individuales de las placas (después de 4 rondas de seleccion) se inocularon en 500 ul de 2xTY
que contenia 100 ug/ml de ampicilina 'y 1% de glucosa en placas de 96 pozos y se cultivaron con agitacién (300 rpm)
durante toda la noche a 37°C. 5 ul de esta placa fueron transferidos a una segunda placa de 96 pozos que contenia 500
ulde 2xTY que contenia 100 pg/ml de ampicilina por pozo y se cultivé con agitacién a 37°C por 3 horas (OD600=0.9).

A cada pozo se adicionaron 50 ul de 2xTY que contenia 100 ug/ml de ampicilina, IPTG 10 mM (la concentracién
final es de 1 mM), que se cultivé con agitacién durante toda la noche a 30°C. Se centrifugé a 1,800 g por 10 minutos
y se usaron 100 ul del sobrenadante en el ELISA.

Placas de 96 pozos (DYNEX IMMULON®1B) fueron recubiertas con PS disuelto en etanol a una concentracién
de 10 pg/ml (el solvente P6641 a razén de 10 mg/ml fue Cloroformo: MeOH 95:5). Se recubrieron 10 ug/ml de PC en
la misma forma. Estas placas fueron evaporadas a 4°C en el cuarto frio. Se afiadieron 250 ul de caseina al 2.5% a cada
pozo, y las placas se recubrieron y bloquearon a 37°C por 1 hora.

Los pozos se enjuagaron 3 veces con PBS, y 100 pl/pozo de suero humano al 10% y 100 ul/pozo de sobrenadante
que contenia scFv soluble se adicionaron e incubaron por 60 minutos a 37°C. La solucién se descartd y se lavé 6 veces
con PBS. 100 ul de 9E10 en 5% de caseina/0.5% de BSA-PBS (dilucién de 1:5000) se adicionaron a cada pozo, se
incubaron a 37°C por 1 hora y se lavaron 6 veces con PBS. 100 ul de anticuerpo de antiratén de cabra HRP (dilucién
de 1:10000) se adicionaron a cada pozo, se incubaron a 37°C por 1 hora y se lavaron 5 veces con PBS. 100 u1 de OPD
al 0.05% se adicionaron a cada pozo y se desarrollaron por 5 minutos. 100 ul de H,SO, 0.18 M se adicionaron para
detener la reaccién y realizar la lectura a O.D. 490.

Clones positivos al antigeno fueron estriados sobre placas 2XTYAG y se cultivaron durante toda la noche a 30°C.
Las colonias individuales positivas fueron capturadas en 3 ml de medios 2xTYAG y fueron cultivadas 12 horas a 37°C.
Los plasmidos fueron extraidos y los insertos de genes scFv fueron verificados mediante digestion enzimética y PCR.
Los insertos con el tamafio correcto fueron secuenciados.
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Las colonias con los insertos del tamafio correcto fueron cultivadas en 100 ml de medio 2xTYAG y se agitaron a
37°C con un OD 600=0.5. Estos fueron transferidos a 900 ml de 2xTYA y se cultivaron hasta que OD 600=0.9. Se
adicion6 IPTG 1 M hasta una concentracién final de ImM y se agit6é a 30°C durante toda la noche. El sobrenadante
se verificé usando el mismo método de ELISA que se cité previamente. La proteina scFv fue purificada a partir de la
fraccién periplasmica usando cromatografia de afinidad de Ni**-agarosa.

A. Resultados

Después de 4 rondas de panordmica, los siguientes clones dieron una sefial de ELISA prometedora en placas de PS
y tenian el inserto con tamafio correcto: 3E5, 3A2, G5, C8, E4 y 4D5. Estos han sido subclonados, en donde E4 dio 5
subclones positivos y 4D5 5 subclones positivos (Tabla 14).

TABLA 14
ELISA Sobre Placa de PS

0099 0107 |0.118 |0.115 {0.100 |0.094 |0.084 [0.086 [0.166 |0.164 |0.102 |0.191
0113 |0.106 |0.127 |0.150 |0.128 [0.097 |0.078 [0.087 |0.190 |0.144 [0.102 |0.154
0122 10115 |0.117 {0.112 |0.105 {0.097 [0.085 [0.088 |0.230 {0.071 [0.168 |[0.150
0107 (0.108 10.121 [0.123 |0.107 |0.101 0.083 |0.085 [0.191 [0.246 |0.186 |0.150
0.138 |0.121 |0.114 |0.131 |0.100 |0.096 |0.082 [0.079 |0.183 |0.187 |0.275 |0.171
0.118 |0.115 |0.116 |0.132 10.099 |0.094 |0.082 [0.086 |0.185 |0.073 |0.208 |0.102
0.111 0.176 [0.126 |0.118 [0.096 [0.087 |0.123 |0.087 |0.144 10.226 !0.112 |0.126
0102 ]0.107 |0.131 |0.125 |0.089 |0.102 |0.082 |0.084 |0.188 |0.073 [0.142 |0.151
3E5 3A2 G5 C8 E4 4D5

Una vez que fueron identificados los clones positivos, estos fueron secuenciados. La secuencia de proteinas y de
acidos nucleicos del ScFv, del clon 3A2, se presenta en la SEQ ID NO: 5 y en la SEQ ID NO: 6, respectivamente.
Los clones positivos fueron cultivados a gran escala y el scFv se purificé usando cromatografia de afinidad de niquel
y agarosa. El scFv purificado se obtuvo usando electroforesis en gel Phast.

Ejemplo XV
Sintesis de Derivados de Péptidos de Enlazamiento a la PE

El presente ejemplo concierne al disefio y sintesis de derivados y conjugados de péptidos de enlazamiento a la PE,
ejemplares, para el uso en el tratamiento de tumores y enfermedades virales. Las estructuras para los derivados de
duramicina ejemplares se presentan en los paneles de la figura 13A a 130, que coinciden con la siguiente descripcion.

A.DLB

0.5 mg (0.25 umol) de duramicina disueltos en 0.387 ml de NaHCO; 0.1 M en agua fueron adicionados a 0.113
mg (0.25 umol) de NHS-LC-Biotina (Sigma). La mezcla de reaccion se incub6 a temperatura ambiente por 1 hora 'y
luego a 4°C durante toda la noche. La muestra se cargé en una columna de silice, se lavo con 4cido trifluoroacético al
0.1% (TFA), se eluy6 con TFA al 0.1% y CH;CN al 70%. El eluyente se recolectd y se concentrd por centrifugacion.
El rendimiento total fue de 0.5 mg (Fig 13A).

B. DIB

0.5 mg (0.25 umol) de duramicina disueltos en 0.286 ml de NaHCO; 0.1 M en agua fueron adicionados a 0.034
mg (0.25 pmol) de clorhidrato de 2-iminotiolano (2-IT). La mezcla se incub6 a temperatura ambiente por 1 hora. 0.13
mg (0.26 umol) de yodoacetil-LC-Biotina (Pierce) fueron adicionados y la reaccién se incubé a temperatura ambiente
por 1 hora y a 4°C durante toda la noche. La muestra fue cargada a una columna de silice, se lavé con 0.1% de TFA,
se eluy6 con 0.1% de TFA y 70% de CH;CN. El eluyente se recolectd y concentrd por centrifugacion. El rendimiento
total fue de 0.5 mg (Fig 13B).

C. (DLB),NA

1.9 mg (0.94 umol) de duramicina fueron disueltos en 0.5 ml de NaHCO; 0.1 M en agua. A esto se adicionaron
0.4 mg (0.88 umol) de NHS-LC-Biotina (Sigma) en 200 ul de dimetilformamida (DMF). La mezcla se incubd a
temperatura ambiente por 4 horas. 10 mg (0.17 umol) de neutravidina (NA) en 1 ml fueron adicionados a la mezcla
de reaccion, la cual se incubé a temperatura ambiente por 2 horas y luego a 4°C durante toda la noche. La mezcla de
reaccion se cargé después sobre una columna G-25 (volumen de 50 ml) en solucién reguladora PBS. Las fracciones
fueron recolectadas y analizadas por SDS PAGE (gel phast). Las fracciones que contenian las proteinas (7-16) fueron
extraidas conjuntamente, esterilizadas por filtracién a través de un filtro de 0.22 ym y la concentracién se determind
midiendo la absorcién a 280 nm. El rendimiento total fue de 5.1 mg.
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La muestra fue fraccionada después por FPLC. Se recolectaron tres picos que correspondieron a los siguientes:
pico 1: [(DLB),NA]; (fracciones 17-23); pico 2: [(DLB),], (fracciones 24-33) y pico 3: (DLB),NA (fracciones 35-
48). Todas las muestras fueron esterilizadas por filtracién a través de un filtro de 0.22 ym. Los rendimientos finales
obtenidos fueron: 0.34 mg de [(DLB),NA];; 0.59 mg de [(DLB),], y 1.41 mg de (DLB),NA (Fig. 13C).

D. (DLB),NA-F

0.61 mg de (DLB),NA en solucién reguladora de PBS fueron adicionados a 0.005 mg de fluoresceina de N-hidro-
xisuccinimidilo (NHS-Fluoresceina) (Sigma) en DMF. La mezcla se incubd a temperatura ambiente por 1 hora. La
mezcla de reaccion se fracciond después sobre una columna PD10 (10 ml). El (DLB),NA-F se eluyé en las fracciones
que contenian las proteinas (3 y 4), que fueron extraidas conjuntamente y esterilizadas por filtracion a través de un
filtro de 0.22 um. El rendimiento total fue de 0.5 mg (Fig. 13D).

E. (DIM), HigG

IgG humana (HIgG) fue purificada primero como sigue: 1.3 ml de HIgG (que inclufan 100 mg/ml de HIgG, 22.5
mg/ml de glicina y 3 mg/ml de albliimina en solucién reguladora de borato con 1 mM de EDTA, pH 9) se aplicé a una
columna FPLC (5200, 250 ml). Las fracciones fueron recolectadas y analizadas por SDS PAGE sobre un gel phast.
Las fracciones que contenian la IgG monomérica (21-32) fueron extraidas conjuntamente y esterilizadas por filtracién
a través de un filtro de 0.22 ym. El rendimiento total determinado por absorcién a 280 nm fue de 111 mg.

HIgG purificada (55 mg en 13 ml de solucién reguladora de borato, pH 9) fue adicionada a 1.003 mg en 0.5 ml de
SMCC (Pierce) en DMF. La mezcla fue incubada a temperatura ambiente por 1 hora. Al mismo tiempo otra mezcla
de reaccion que contenia 6 mg de duramicina (3 umol; se disolvié en 0.5 ml de NaHCO; 0.1 M) y 0.413 mg de 2-IT
(3 umol; en NaCO; 0.1 M) se incubd a temperatura ambiente por 1 hora. Después de finalizar las reacciones las dos
mezclas de reaccion fueron combinadas e incubadas a temperatura ambiente por 2 horas y a 4°C durante toda la noche.
Los productos de reaccién fueron analizados por SDS PAGE sobre un gel phast. Los productos de reaccién fueron
cargados sobre una columna FPLC en solucién reguladora de borato, pH 9. Las fracciones FPLC que correspondian
al trimero (5-14), dimero (15-24), y al monémero (25-37) fueron extraidas y esterilizadas por filtracién a través de
un filtro 0.22 um. El rendimiento total del monémero fue de 54.6 mg. De cinco a siete grupos de duramicina fueron
unidos a cada molécula de HIgG (Fig. 13E).

F. (DIM), HIgG-F

1 mg (0.7 ml) de (DIM),HIgG fue adicionado a 5 ul de NHS-Fluoresceina en DMF. La mezcla de reaccién fue
incubada a temperatura ambiente por 1 hora y desalificada sobre una columna PD-10. Las fracciones que contenian

las proteinas (2-3) fueron extraidas y esterilizadas por filtracion a través de un filtro de 0.22 ym. El rendimiento total
fue de 0.9 mg (Fig. 13F).

G. (DIM), HIgG-B y [(DIM),HIgG],-B

Para sintetizar los derivados tratados con biotina de [(DIM),HIgG],, 0.66 mg (1 ml) de [(DIM),HIgG], se adicio-
naron a 8 ul de 1 mg/ml de NHS-LC-Biotina (Pierce) en DMF. La mezcla se incub6 a temperatura ambiente por 1
hora. La mezcla de reaccidn se desalificé después sobre una columna PD-10. Las fracciones que contenian proteina (3
y 4) fueron extraidas y esterilizadas por filtracién a través de un filtro de 0.22 ym. El rendimiento final fue de 0.46 mg.

El tratamiento con biotina del monémero (DIM), HIgG se realiz6 en la misma manera. Brevemente, 1.06 mg (0.75
ml) de (DIM),HigG fueron adicionados a 12 ul de 1 mg/ml de NHS-LC-Biotina en DMF. Después de la incubacién a
temperatura ambiente por 1 hora, el producto de reaccién fue desalificado sobre una columna PD-10. Las fracciones
que contenian proteinas (3 y 4) fueron extraidas y esterilizadas por filtracion a través de un filtro de 0.22 ym. El
rendimiento final fue de 0.62 mg (Fig. 13G).

H. (DIB),NA

2 mg (0.99 umol) de duramicina fueron disueltos en 0.5 ml de NaHCO; 0.1 M y se adicionaron a 0.136 mg (0.99
umol) de 2-IT. La mezcla de reaccién se incub6 a temperatura ambiente por 1 hora, seguido de esto, se adicionaron
0.483 mg (0.95 umol) de yodoacetil-LC-Biotina (Pierce) y la mezcla de reaccién se incub6 a temperatura ambiente
por 1 hora. 10 mg (0.17 umol) de neutravidina en 1 ml de H,O se adicionaron e incubaron a 4°C durante toda la
noche. La mezcla de reaccién se fraccioné mediante FPLC. Tres picos diferentes se recolectaron y extrajeron: [(DIB)
4NA]; (fracciones 17-23); [(DIB),NA], (fracciones 24-33); y (DIB),NA (fracciones 35-48). Todas las muestras fueron
esterilizadas por filtracién a través de un filtro de 0.22 ym. Los vendimientos totales obtenidos fueron de 0.87 mg de
[(DIB),NA]s; 1.25 mg de [(DIB),NA],; y 1.83 mg de (DIB),NA (Fig.13H).

1. (DIB),NA-B
0.023 mg (0.3 umol) de (DIB),NA se adicionaron a 0.9 ug de NHS-LC-Biotina (Pierce). La reaccién se incub6 a
temperatura ambiente por 1 hora y luego se desalificé sobre una columna PD-10. El rendimiento total fue de 0.04 mg

(Fig. 131).
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J.DS-1

5 mg (2.5 umol) de duramicina disueltos en 0.5 ml de NaHCO; 0.1 M en agua se adicionaron a 0.319 mg (2.6
pmol) de 1,3-propansultona. La mezcla se incub6 a 4°C durante toda la noche. La mezcla se cargé sobre una columna
de silice, se lavo con TFA al 0.1%, se eluy6 con TFA al 0.1% y CH;CN al 70%. El eluyente se recolect6 y se concentrd
por centrifugacion bajo presion reducida. El rendimiento total fue de 5 mg (Fig. 13]).

K. DS-2

1 mg (0.497 umol) de duramicina disuelto en 0.3 ml de NaHCO; 0.1 M en agua se adicioné a 0.072 mg (0.523
umol) de 2-IT. La mezcla de reaccion se incubd a temperatura ambiente por 1 hora. Se adicionaron 0.125 mg (0.49
umol) de cloruro de SBF (Pierce). La mezcla de reaccién se incubd a temperatura ambiente por 1 hora y a 4°C
durante toda la noche. El péptido se purificé sobre una columna de silice. El eluyente se recolectd y se concentrd por
centrifugacién bajo presion reducida. El rendimiento total fue de 1 mg (Fig. 13K).

L. DS-3

1 mg (0.497 umol) de duramicina disuelto en 0.4 ml de NaHCO; 0.1 M en agua se adiciond a 0.109 mg (0.592
pmol) de anhidrido ciclico del 4cido 2-sulfobenzoico. La reaccion se incubd a temperatura ambiente por 1 hora 'y a
4°C durante toda la noche. El péptido se purific6 sobre una columna de silice. El eluyente se recolecté y concentr6 por
centrifugacién bajo presion reducida. El rendimiento total fue de 1 mg (Fig. 13L).

M. DS-4

0.25 mg (0.124 umol)de duramicina disueltos en 0.5 ml de NaHCO; 0.1 M en agua se adicionaron a 0.017 mg
(0.124 umol) de 2-IT. La mezcla de reaccidn se incubd a temperatura ambiente por 1 hora. La mezcla se adiciond
después a 0.049 mg (0.124 umol) de reactivo de Ellman. La mezcla se incub6 a temperatura ambiente por 2 horas y
durante toda la noche a 4°C. 250 ul de 1 mg/ml de hidrato de la sal monosddica del d4cido 4-Amino-5-hidroxi-2,7-
naftalendisulfénico se adicionaron a 100 ul de 1 mg/ml de 2-IT. La reaccién se incubd a temperatura ambiente por
1 hora. 50 ul de esta mezcla de reaccion se adicionaron a la reaccion previa y se incubaron a temperatura ambiente
por 1 hora. El péptido fue purificado sobre una columna de silice. El eluyente fue recolectado y concentrado por
centrifugacion bajo presion reducida (Fig. 13M).

N. DS-5

5 mg (2.5 umol) de duramicina disueltos en 0.5 ml de NaHCO; 0.1 M en agua se adicionaron a 0.356 mg (2.6
pmol) de 1,3-butansultona. La mezcla se incubé a 4°C durante toda la noche. La mezcla se cargd en una columna de
silice, se lavé con TFA al 0.1%, se eluy6 con TFA al 0.1% y CH;CN al 70%. El eluyente se recolectd y concentrd por
centrifugacion bajo presion reducida. El rendimiento total fue de 5 mg (Fig. 13N).

0.DC-1

0.25 mg (0.124 umol) de duramicina disueltos en 0.5 ml de NaHCO; 0.1 M en agua se adicionaron a 0.017 mg
(0.124 pmol) de 2-IT. La mezcla de reaccion se incubd a temperatura ambiente por 1 hora. La mezcla se adicion6
después a 0.049 mg (0.124 umol) de reactivo de Ellman. La mezcla se incubd a temperatura ambiente por 2 horas y
durante toda la noche a 4°C. El péptido se purificé sobre una columna de silice. El eluyente se recolect6 y concentrd
por centrifugacién bajo presion reducida (Fig. 130).

Ejemplo XVI
Derivados de Duramicina que se Enlazan Especificamente a la PE

El presente ejemplo muestra que los derivados de duramicina sintetizados en el ejemplo XV son especificos para
la PE y por lo tanto pueden ser usados como se disefiaron, uniéndolos a agentes antivirales o de localizacién dirigida
impermeables a las células y para el uso en el tratamiento de tumores y enfermedades virales.

Para probar la especificidad de los derivados de duramicina, particularmente el enlazamiento a la PE con prefe-
rencia a otros fosfolipidos, se llevé a cabo una serie de ELISAs de competencia. La capacidad de los derivados de
duramicina para competir ya sea con la DIB o la DLB para el enlazamiento a la PE, fue analizada en el siguiente
método.

PE y PC fueron disueltas separadamente en etanol. La concentracién final fue de 5 ug/ml. 100 ul se adicionaron a
cada pozo de placas para ELISA de 96 pozos (DYNEX IMMULON®1B). Estas placas fueron evaporadas a 4°C en un
cuarto frio. 250 ul de caseina al 2.5% fueron adicionados a cada pozo, cubiertos y bloqueados a 37°C por 1 hora. La
solucién reguladora de bloqueo fue desechada y 100 ul de caseina al 2.5% se adicionaron a cada pozo. El compuesto
de duramicina fue adicionado como una dilucién en serie a través de la placa, tal como (DIM),HIgG, (DIB)4NA,
(DLB)4NA, DS, duramicina y DIB.
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La concentracién inicial de (DIM),HIgG fue de 1.4 mg/ml, la concentracién inicial de (DIB)4NA fue de 800 pg/ml,
y la concentracién inicial de (DLB)4NA fue de 800 ug/ml. Estas se incubaron a 37°C por 1 hora y se lavaron 5 veces
con PBS. 100 1 de HRP-estreptavidina (dilucién de 1:5000) se adicionaron a cada pozo, se incubaron a 37°C por 1
hora y se lavaron 5 veces con PBS. 100 ul de OPD al 0.05% se adicionaron a cada pozo y desarrollaron por 5 minutos.
100 w1 de H,SO, 0.18 M se adicionaron para detener la reaccion y realizar la lectura a 0.D.490.

Los datos resultantes fueron tabulados y luego trazados graficamente. Como lo ejemplifican los datos en la Fig. 14C
y Fig. 14D, concentraciones crecientes de los derivados de duramicina reducen la absorbancia a 490 nm, mostrando
que los derivados de duramicina compiten con el DIB y DLB por el enlazamiento a la fosfatidiletanolamina.

Los perfiles de enlazamiento a fosfolipidos, de los constructos de duramicina, fueron confirmados usando ELISAs
adicionales. Los lipidos de prueba respectivos PS, PE, PI, CL, PC, PG, SM, y colesterol fueron disueltos por separado
en etanol y usados para recubrir placas para ELISA. Se adicionaron compuestos de duramicina como diluciones
en serie a través de las placas. Después de los pasos de incubacidén y lavado, se adiciond un reactivo de deteccién
secundario a cada pozo y se determind la reactividad usando el ensayo colorimétrico como se describi6 anteriormente.

Perfiles de enlazamiento a fosfolipidos, representativos, para los derivados de duramicina/biotina, DIB y DLB se
representan en la Fig. 14A. Se muestra que el DIB y DLB son especificos para la PE, mostrando enlazamiento a
cada uno de PS, PI, CL, PC, PG y SM que son despreciables o no detectables. El (DIM),HIgG-B y [(DIM),HIgG],-
B tuvieron esencialmente el mismo perfil de enlazamiento que el DLB. Aunque se observé un enlazamiento minimo
a la PS, a concentraciones elevadas de DIB (Fig. 14A), esto no es significativo en el contexto de este estudio, ya
que el enlazamiento a la PS no fue detectable a concentraciones de DIB que fueran de saturacién y la mitad del
maximo para el enlazamiento a la PE. Por lo tanto los constructos de duramicina se enlazan especificamente a la
fosfatidiletanolamina.

También se demostrd que el suero no tiene efecto significativo en el enlazamiento a la PE por parte de los derivados
de duramicina. Esto se ejemplifica mediante el enlazamiento del derivado de duramicina-biotina, DLB, a placas para
ELISA recubiertas con PE, en la presencia y ausencia de suero (BSA), en donde los perfiles de enlazamiento no
muestran diferencia significativa (Fig. 14B).

Ejemplo XVII
Efectos Antivirales de los Derivados de Péptidos de Enlazamiento a la PE

Ademais de los efectos antivirales mediados por los anticuerpos anti-PS, como se muestra en el ejemplo XII y ejem-
plo XIII, el presente ejemplo demuestra los efectos antivirales de derivados de péptidos que se enlazan especificamente
a otro aminofosfolipido comin, PE.

A. Métodos
1. Tratamiento de Células Infectadas con CMV In Vitro

Monocapas confluentes de fibroblastos de prepucio diploide humano (HHF-R2) en placas de 6 pozos fueron infec-
tadas con AD169 de CMV humano que expresaban la proteina fluorescente verde (GFP) a razén de MOI = 0.01 como
se describi6 en el ejemplo XII (Bresnahan et al., 1996). Las células fueron incubadas con virus en un volumen total de
1.5 ml por pozo a 37°C por 90 minutos. Durante la infeccién las placas fueron agitadas suavemente con movimiento
oscilante cada 30 minutos. Seguido de la infeccion el sobrenadante de células se retiré y se adiciond a cada pozo
DMEM/FBS al 10%, pen-estrep (2 ml por pozo) se adicionaron a cada pozo.

Diferentes diluciones de derivados de duramicina (DLB),NA, (DIM),HIgG, DS-1, DS-2, DS-3 y DC-1 fueron
adicionadas a los pozos antes de la adicion del virus, y seguido de la infeccion. Las células infectadas fueron incubadas
a 37°C por un total de 14 dias. El medio y derivado de duramicina en cada pozo fue reemplazado cada 3 dias.

2. Microscopia de Fluorescencia

Como en el ejemplo XII, el CMV recombinante expresa la GFP bajo el control del promotor SV40. De aqui que
las células infectadas aparecen verdes bajo un microscopio de fluorescencia. En estos estudios las células infectadas
con CMV, tratadas con derivados de duramicina, fueron observadas bajo un microscopio de fluorescencia los dias 4 y
6.

B. Resultados
El dia 4, existian células verdes positivas a la GFP, infectadas, individuales, en pozos no tratados y en pozos
tratados con (DLB),NA y (DIM),HIgG (Fig. 15, paneles de la izquierda). De esta manera, el tratamiento de las células

HHF-R2 con estos derivados de duramicina no parece inhibir la entrada del virus a las células. Existe cierta evidencia
preliminar de que los derivados de duramicina DS-1, DS-2, DS-3 inhiben la entrada viral a las células.
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El dia 6 después del tratamiento con (DLB),NA y (DIM),HIgG, se presenta una marcada diferencia en el nimero
de células positivas a GFP infectadas, en pozos no tratados en comparacién con pozos tratados con el derivado de
duramicina (Fig. 15, paneles de en medio). El dia 6, el virus se ha diseminado desde la célula individual infectada
observada el dia 4, rodeando células en los pozos no tratados (Fig. 15, parte superior, comparar el panel izquierdo con
el panel central). Sin embargo, el dia 6 en los pozos tratados con (DLB),NA y (DIM),HIgG, el virus se encuentra
limitado a la célula original infectada individualmente (Fig. 15, parte central y parte inferior, comparar los paneles
izquierdos con los paneles centrales).

Por consiguiente, el (DBL),NA y (DIM),HIgG, limitan la diseminacién del CMV de la célula infectada original,
a las células circundantes. Esta inhibicion de diseminacion viral se observa cuando las células fueron tratadas con
diferentes concentraciones de (DLB),NA (100 ug/ml y 50 ug/ml) y (DIM),HIgG (200 pg/ml y 100 pg/ml).

Ejemplo XVIII
Ventajas del Anticuerpo 3G4

El anticuerpo 3G4 desarrollado por el protocolo tnico de los inventores, como se describi6 en el ejemplo IV, tiene
muchas ventajas con respecto a los anticuerpos anti-PS de la literatura, incluyendo el anticuerpo anti-PS prominente,
el 3SB (Rote et al. (1993)). El presente ejemplo describe ciertas de esas ventajas.

A. Clase y Especificidad

El 3G4 es un anticuerpo IgG, mientras que el 3SB es IgM. Los anticuerpos de la clase IgG tienen numerosas
ventajas con respecto a la IgM, incluyendo mayor afinidad, menor velocidad de eliminacién in vivo y simplicidad de
purificacién, modificacién y manipulacién. Una comparacién del enlazamiento a la PS del anticuerpo IgM, 3SB, con
3G4 y otro anticuerpo IgG, se presenta en la Fig. 19A y Fig. 19B.

El 3G4 reacciona fuertemente con los fosfolipidos aniénicos PS, PA, PI, PG y CL, aproximadamente con la misma
intensidad, y se enlaza al aminofosfolipido, PE, en forma menos fuerte. No tiene reactividad con PC y SM y tiene
el perfil de especificidad de enlazamiento siguiente: PS=PA= PI=PG>CL>>PE (ejemplo IV; tabla 4). El 3G4 no se
enlaza detectablemente a la heparina, sulfato de heparano o a ADN de hélice doble o sencilla, ni a las proteinas
celulares extraidas de las células bEnd.3 o en manchados Western. El enlazamiento del 3G4 no es afectado por la
presencia de EDTA 5 mM mostrando que el Ca** no es requerido para el enlazamiento del 3G4 a los fosfolipidos
anidénicos. El 3G4 no se enlazé a placas de ELISA que habian sido recubiertas con fosfolipidos pero lavadas después
con 0.2% de Tween 20 en solucién salina, confirmando que el enlazamiento era al fosfolipido absorbido.

El epitope reconocido por el 3G4 parece quedar dentro del nicleo de fosfoglicerol de los fosfolipidos anidnicos,
el cual es el mismo en los fosfolipidos de todas las especies de mamiferos. El anticuerpo reacciona entonces con
fosfolipidos tanto de ratén como de humano, lo cual es importante para el desarrollo preclinico y clinico. El 3G4 es
mads especifico para fosfolipidos aniénicos que el ligando natural la anexina V. A diferencia del 3G4, la anexina V se
enlaza también fuertemente a fosfolipidos neutros en concentraciones fisiologicas de Ca**.

La especificidad del 3G4 por los fosfolipidos aniénicos fue confirmada mediante ensayos en los cuales liposomas
formados de diferentes fosfolipidos fueron usados para competir por el enlazamiento del 3G4 a PS inmovilizado. Los
liposomas fueron preparados a partir de soluciones de 5 mg de un fosfolipido individual en cloroformo. Las soluciones
fueron secadas bajo nitrégeno para formar una delgada capa en un matraz de vidrio de fondo redondo. Posteriormente
se adicionaron 10 ml de solucién reguladora de Tris (0.1 M, pH 7.4) y el matraz fue sonicado cinco veces por 2 minutos.
El anticuerpo 3G4 (0.1 ug/ml) fue adicionado a cada solucion reguladora o a diferentes liposomas fosfolipidos y fue
preincubado por 30 minutos a temperatura ambiente. La mezcla fue adicionada a placas cubiertas con PS (después del
bloqueo estandar), incubada por 1 hora, lavada y se adicioné el anticuerpo secundario. Después de 1 hora las placas se
lavaron y revelaron por 5 minutos usando OPD.

Como se muestra en el ejemplo IV, el 3G4 se enlaza al PS, PS, PI, PG y CL cuando se encuentran inmovilizados
y se enlaza a la PE inmovilizada en menor grado, pero no se enlaza a PC inmovilizada. La capacidad del 3G4 para
enlazarse a PS inmovilizada, en la presencia o ausencia de los diferentes liposomas, se muestra en la figura 20. Los
resultados de estos estudios de competencia por liposomas muestran que el enlazamiento del 3G4 a PS adsorbida
en placas de ELISA fue bloqueado por liposomas preparados a partir de PS, PA, PG y CL, pero que los liposomas
preparados a partir de PE y PC no dieron por resultado una reduccién detectable en el enlazamiento del 3G4 (Fig. 20).
También, los liposomas SM no fueron inhibitorios.

B. Inhibicion de la Proliferacion Celular
El 3G4 se enlaza a células activadas, en division, dafiadas, apoptéticas y malignas que externalizan PS y otros fos-

folipidos aniénicos. El anticuerpo 3G4 inhibe la proliferacién de células endoteliales in vitro y muestra una inhibicién
selectiva, marcada, de células endoteliales en division, en vez que a células inactivas.
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El efecto de los anticuerpos anti-PS 3G4, 9D2, 3B10, 1B9, 2G7, 7C5 y 3SB en el crecimiento de células bEnd.3 in
vitro fue determinado. Las células bEnd.3 (10000/pozo) fueron sembradas en placas de 48 pozos y se les dejo unirse.
DMEM al 20% s6lo (control) o DMEM al 20% que contenia los anticuerpos (20 ug a 40 ug de IgG total por pozo) se
adicionaron 4 horas después del sembrado. Cada clon fue evaluado en 2 placas separadas por triplicado. Las células
fueron desprendidas 48 y 96 horas después, y se determiné el conteo de células en cada pozo y el nimero promedio
de células por tratamiento fue calculado.

Los anticuerpos 3G4 y 9D2 fueron particularmente efectivos, seguidos por el 3SB y 3B10, con el 1B9, 2G7 y
7C5 tuvieron menores efectos inhibitorios. Cada uno de los anticuerpos mostré una inhibicion selectiva de células
endoteliales en divisidn (subconfluentes) en vez que células inactivas (confluentes). En estudios comparativos, el 3G4
mostré el efecto inhibitorio mayor, seguido del 9D2, cada uno de los cuales fue mds inhibitorio que el 3SB (Fig. 16).

C. Efectos Antitumorales

El 3G4 se enlaza a la superficie de las células endoteliales vasculares de tumores in vivo. Cuando se inyecta
intravenosamente en ratones que tienen varios tumores el 3G4 se localiza especifica y consistentemente en el tumor,
pero no en los érganos normales. Se observo tefiido en el endotelio vascular de tumores (Fig. 22), dreas necréticas y
células malignas individuales. Existen miltiples sitios de enlazamiento para el 3G4 en los tumores, lo cual permite la
localizacion dirigida simultdnea tanto de células de tumores como de células endoteliales de tumores.

El 3G4 suprime la angiogénesis y el crecimiento de tumores in vivo y no muestra toxicidad detectable para los 6r-
ganos, en ratones que tienen tumores. En estudios iniciales, el 3G4 ha mostrado efectos antitumorales impresionantes,
en modelos de tumores singeneicos y xenogeneicos, en donde el anticuerpo causa dafio vascular en el tumor, reduce
la vascularidad y la necrosis del tumor (ejemplo XI). Regresiones de tumores establecidos han sido observadas en una
cantidad de 30% a 50% de los animales tratados.

Efectos de la localizacién dirigida antiangiogenica y vascular, representativos, del anticuerpo 3G4, se presentan en
laFig. 17A y enlaFig. 17B, respectivamente. Andlisis de secciones de tumores de ratones desnudos que tienen tumores
ortotépicos MDA-MB-231, tratados con 3G4, revelaron efectos antiangiogénicos en todos los tumores tratados. La Fig.
17A muestra imdgenes representativas de tumores de ratones tratados con 3G4 en contraparte a anticuerpos de control.
El tumor de control no muestra signos de necrosis y se encuentra altamente vascularizado, lo cual es demostrado por el
marcador de células pan-endoteliales, el CD31, detectado en vasos sanguineos de tumores (Fig 17A, panel izquierdo).
En contraste, tumores de ratones tratados con 3G4 tienen de 80 a 90% de necrosis y casi una desaparicién completa de
estructuras positivas al CD31, indicando que el tratamiento produjo un efecto antiangiogénico substancial (Fig 17A,
panel derecho).

Otro componente de la actividad anticancerosa del 3G4 es la induccién de dafio vascular en el tumor. Esto se ilus-
tra en la Fig. 17B, la cual proporciona imagenes representativas de tumores tefiidos con H&E derivados del mismo
estudio controlado. Los vasos sanguineos en los tumores de control se encuentran todos perfundidos, morfoldgica-
mente intactos y rodeados por células tumorales en divisién, viables (Fig. 17B, panel izquierdo). En contraste, los
vasos sanguineos en los animales tratados con 3G4 tienen, segiin se observa frecuentemente, una capa endotelial en
desintegracién y son bloqueados por las células endoteliales desunidas y, probablemente, por células huésped que son
atraidas a los vasos desnudos (Fig. 17B, panel derecho). El vaso representativo en el tumor tratado con 3G4 muestra
claramente pérdida de funcién, como es indicado por la capa prenecrética de células tumorales circundantes (Fig. 17B,
panel derecho).

En resumen, el examen histolégico seguido al tratamiento de tumores MDA-MB-231 ortotdpicos usando 3G4
muestra: 1) la desintegracion del endotelio vascular en aproximadamente el 50% de vasos en el tumor; 2) la unién
de leucocitos al endotelio del tumor y la infiltracién de células mononucleares hacia el intersticio del tumor; 3) la
oclusién de los vasos del tumor por agregados plaquetarios y glébulos rojos; 4) una reduccién del 70% en la densidad
microvascular en tumores de ratones tratados con 3G4 en comparacion con ratones no tratados; y 5) necrosis central
de los tumores, con sobrevivencia de un reborde periférico de las células tumorales, tipicamente de un VTA. Asi, una
accién antitumoral primaria del anticuerpo 3G4 es ejercida a través de los efectos en la vasculatura del tumor. Otros
mecanismos, particularmente, la citotoxicidad celular dependiente del anticuerpo, dirigida contra las células tumorales
mismas, contribuye probablemente al efecto antitumoral. Esto es importante, y puede permitir la aniquilacién de mas
células tumorales, incluyendo aquellas que se encuentren en el reborde periférico.

En estudios de seguimiento, el efecto del 3G4 ha sido examinado en otros modelos de murino, incluyendo tumores
singeneicos (fibrosarcoma Meth A de ratén), xenoinjertos subcutaneos (limfoma de Hodgkin humano L.540) y tumores
ortotdpicos (cdncer de mama MDA-MB-231 humano y cdncer de mama MDA-MB-435 humano). El tratamiento de
ratones con el anticuerpo 3G4 dio por resultado un 90%, 65% y 50% y 70% de retardo del crecimiento de estos
tumores, respectivamente. Tanto los tumores pequefios (0.1 cm de didmetro) como los tumores bien establecidos (0.3
cm de didmetro, 200 mm?®) fueron inhibidos igualmente. El tratamiento anti-PS indujo remisiones completas a largo
plazo en el 50% de ratones que tenian Meth A y 30% de ratones con tumores MBA-MD-231. El 3G4 tiene el efecto
inhibitorio mds alto en ratones inmunocompetentes. Los modelos ortotdpicos de tumores de mama humano (MDA-
MB-231 y MDA-MB-435), en los cuales se cultivaron tumores de mama humanos en los cojines grasos mamarios de
ratones, son importantes ya que estos son modelos practicos y reales del crecimiento del cancer de mama humano en
las mamas de los humanos.
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D. Perfil de Seguridad

El anticuerpo 3G4 es diferente a los anticuerpos antifosfolipidos descritos en la literatura. Tipicamente los anticuer-
pos antifosfolipidos son considerados como anticuerpos patogénicos que interfieren con la cascada de coa-gulacidn.
Estos inhiben reacciones de coagulacion in vitro y causan trombosis in vivo. En contraste, los anticuerpos 3G4, 9D2 y
similares son anticuerpos terapéuticos sin efectos patogénicos.

1. Coagulacion

Un aspecto importante de los anticuerpos 3G4, 9D2 y similares surge de la comprension de los inventores de que
los anticuerpos deseables deberdn ser seleccionados preferentemente usando un tamiz para identificar anticuerpos que
se enlacen a placas cubiertas con PS, de una manera tan fuerte en la presencia de suero como en la ausencia del mismo.
Este nuevo desarrollo proporciona la capacidad de identificar y excluir anticuerpos que reconozcan complejos de PS 'y
proteinas de suero, ya que se cree que esos complejos causan, o son un factor importante en el sindrome antifosfolipido
y patologias asociadas.

En estudios de coagulacién de la sangre in vitro, una inhibicién débil de la coagulacion inducida por el factor del
tejido (TF) fue observada usando altas dosis del anticuerpo 3G4. En otros estudios usando dosis menores, el plasma
recalcificado de ratones tratados con 3G4 coagul6 a la misma velocidad que el plasma recalcificado de ratones tratados
con BBG3 en la presencia del factor del tejido. También, la adicién de 100 ug/ml de 3G4 a células més el factor del
tejido in vitro no afectaron la velocidad de generacién del factor de coagulacion Xa en el proplex (ruta de coagulacién
extrinseca).

A pesar de la débil inhibicién de la coagulacién inducida por el Tf usando altos niveles de anticuerpos in vitro, el
anticuerpo 3G4 ha sido analizado in vivo y no causa complicaciones trombdticas en ratones normales o ratones que
tienen tumores (p. €j. ver el Ejemplo XI). El anticuerpo 3G4 ha sido analizado también en monos in vivo y no se han
observado efectos secundarios significativos.

2. Otros Indicadores de Baja o Ninguna Toxicidad

La primera evidencia de que el 3G4 no tiene toxicidad o toxicidada baja, en ratones, provino del descubrimiento
de que el 3G4 crece como un hibridoma en ratones sin evidencia de toxicidad. También, cuando se inyecta 1 mg de
3G4 purificado, intraperitonealmente, no se observa toxicidad.

Ahora se han realizado estudios sistemdticos in vivo en los que grupos de tres ratones BALB/c de 8 semanas fueron
inyectados intraperitonealmente con 100 ug de 3G4 purificado o con un control de IgG; igualado al isotipo (BBG3)
tres veces por semana por un tiempo de 2 a 3 semanas. No se han observado signos fisicos de toxicidad, y ni se han
detectado signos histopatoldgicos de toxicidad en los 6rganos o anormalidades morfoldgicas, en secciones removidas
de los 6rganos principales de los ratones tratados con 3G4. Especificamente, se examinaron los siguientes pardmetros.

En términos del peso corporal, los ratones tratados con 3G4 ganaron peso a la misma velocidad que los ratones
tratados con BBG3. No se observé pérdida de peso en los estudios previos. No hubo signos fisicos de toxicidad, p.
ej. pérdida de pelo, pérdida de apetito. No hay cambios en los conteos en las células sanguineas, incluyendo glébulos
rojos, plaquetas, glébulos blancos, conteos absolutos de linfocitos o conteos absolutos de neutréfilos. Para analizar
la celularidad en la médula dsea, secciones de parafina de médula 6sea derivadas del 3G4 o ratones tratados con
BBG3 (seis inyecciones, 100 ug) fueron examinadas con respecto a la celularidad total y la composicién celular. Las
médulas dseas en los animales tratados fueron esencialmente celulares en forma completa (como se esperaria para
un mamifero joven). Progenitores eritroides, granulociticos, linfociticos y megacariocitos se encontraron presentes en
nimeros normales.

En resumen no se observo situacion de citotoxicidad en mas de 200 ratones tratados con altas dosis de 3G4 (0.1
mg) tres veces por semana durante 2-3 semanas. Inclusive cuando se proporcionaron dosis tan altas como de 2 mg, no
se observaron signos de toxicidad. Los ratones conservaron sus signos fisicos normales, la celularidad de la médula
dsea, conteos celulares de globulos blancos de la sangre, histologia y funciones de coagulacion.

El anticuerpo 3G4 ha sido administrado también a monos en estudios seguros y no se ha observado efectos secun-
darios.

También se han realizado en ratones estudios cinéticos de eliminacién en la sangre. El 3G4 fue radioyodado usando
el reactivo de Bolton Hunter y fue inyectado intravenosamente a ratones (25 g). Se removieron muestras de sangre a
través de la vena de la cola en varios puntos temporales posteriores. La velocidad de eliminacién en la sangre del 3G4
fue tipica de una IgG de ratén en el ratén. La vida media en la fase a de la eliminacién fue de 3 horas, mientras que
en la fase 8 fue de 5 dias. El volumen de distribucién fue normal (100 ml/kg). Estos estudios indican que el 3G4 no
interactda con los tejidos normales del huésped, conduciendo a su eliminacién acelerada.
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E. Efectos Antivirales

El anticuerpo 3G4 ejerce también efectos antivirales significativos. Como se muestra en el ejemplo XIII, el trata-
miento de células infectadas con RSV con 3G4 fue superior al efecto observado usando 3SB. Estos resultados resaltan
entonces otra ventaja del anticuerpo 3G4 con respecto al anticuerpo anti-PS provinente en la literatura, 3SB (Rote et
al., (1993)).

También se muestra que el anticuerpo 3G4 es muy efectivo en inhibir el CMYV, tanto in vitro (ejemplo XII) como
en mejorar la sobrevivencia de ratones infectados con mCMYV in vivo (ejemplo XXI). Ademads, se muestra que el
anticuerpo 3G4 inhibe la infeccion del virus Pichinde, el agente infeccioso de la fiebre de Lassa (ejemplo XXIV). La
exposicion de la PS en la superficie celular como se muestra aqui, siguiente a una infeccién viral, y la capacidad del
anticuerpo 3G4 para enlazarse a células infectadas con virus Vaccinia (ejemplo XXIII), muestran que el anticuerpo
3G4 tiene un enorme potencial como un agente antiviral de amplio espectro.

Ejemplo XIX
Anticuerpo 3G4, Secuencias CDR y Quimeras

El anticuerpo 3G4 posee entonces las propiedades combinadas de un agente antiangiogénico, antivasculatura en
tumores y antiviral. Las actividades inhibitorias de 3G4 en la division celular, la angiogénesis, el crecimiento del tumor
y la infectividad, tomadas conjuntamente con falta de toxicidad aparente, muestran amplias indicaciones terapéuticas
para este anticuerpo, incluyendo en el tratamiento de trastornos angiogénicos, cancer, diabetes, e infecciones virales.

Los anticuerpos que reconocen substancialmente el mismo epitope que el anticuerpo 3G4 pueden ser generados
para el uso en una o mds de las terapias antiangiogénicas, antivasculatura de tumores y antivirales, p. €j. por inmu-
nizacion y confirmada por estudios de competencia de anticuerpos. Los anticuerpos que se enlazan esencialmente
al mismo epitope que al anticuerpo 3G4 pueden ser generados también a partir del conocimiento de las secuencias
de anticuerpos 3G4 proporcionadas en la presente. El presente ejemplo proporciona las secuencias de las regiones
determinantes de complementariedad (CDRs) del anticuerpo 3G4 y el uso de la informacién de la secuencia.

A. Secuencias del Anticuerpo 3G4

Las secuencias originales de las regiones variables del anticuerpo fueron obtenidas por RACE a partir del hibridoma
que produce el anticuerpo 3G4 y se verificaron las secuencias. Las secuencias de 4cidos nucleicos y de aminoacidos
de la regién variable de la cadena pesada (Vh) del anticuerpo 3G4 CDRI1-3 se representan por la SEQ ID NO: 1y SEQ
ID NO: 2, respectivamente.

La SEQID NO: 1 ylaSEQ ID NO: 2 incluyen parte de la secuencia lider de ratén y secuencias de cadena constante,
tal como se muestra en la figura 18A. La secuencia lider estd representada por aminodcidos del 1 ala 19 de la SEQ ID
NO: 2, y la proteina madura empieza tal como se muestra mediante la flecha en la figura 18A. Suficiente informacién de
la secuencia de la regién determinante de complementariedad, es incluida por la secuencia de la proteina madura hasta
la porcién de secuencia concluyente VSS, después de lo cual los aminodcidos no son esenciales para el enlazamiento
al antigeno. Como tal, el sitio BstEII en la secuencia de 4cidos nucleicos puede ser usado como un sitio conveniente
para preparar una region variable funcional de ratén, p. ej. para el uso en el injerto en una regién constante humana
(figura 18A).

En la préctica, la secuencia 3G4-2BVH ha sido injertada en una regién constante humana y1 en el sitio BstEII
usando un vector pEE de Lonza. El producto resultante contiene la secuencia lider de ratén y su VH estd unido a la
secuencia CHI humana en la manera mostrada en la figura 18A, en donde ASTLGPSVFPLAPSSKSTSG (SEQ ID
NO: 7) representa la primera parte de la secuencia CH1 humana.

Las secuencias de dcidos nucleicos y aminodcidos de la regién variable de la cadena ligera (V) del anticuerpo
3G4 CDRI1-3 se representan por la SEQ ID NO: 3 y SEQ ID NO: 4, respectivamente. La SEQ ID NO: 3 y SEQ ID
NO: 4 incluyen nuevamente parte de la secuencia lider de ratén y secuencias de cadena constante, tal como se muestra
en la figura 18B. La secuencia lider es la de los aminodcidos de la 1 a la 22 de la SEQ ID NO: 4, y la proteina madura
se empieza mediante la flecha en la figura 18B. Suficiente informacién de la secuencia de la regién determinante
de complementariedad es incluida por la secuencia de la proteina madura hasta TVF que concluye la porcién de la
secuencia, después de lo cual los aminoédcidos no son esenciales para el enlazamiento al antigeno. Como tal, el sitio
Bbsl en la secuencia de 4cidos nucleicos puede ser usado como un sitio conveniente para preparar una region variable
funcional de ratén, p. ej. para el uso en el injerto en una regién constante humana (figura 18B).

En la préctica, la secuencia 3G4-2BVL ha sido injertada en una regién constante humana « en el sitio BbsI usando
un vector pEE de Lonza. El producto resultante contiene la secuencia lider de ratén y su VL estd unido con la secuencia
CL1 humana en la manera mostrada en la figura 18B, en donde IFPPSDEQLKSGTAS (SEQ ID NO: 8) que representa
la primera parte de la secuencia de region constante humana «.
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B. Generacion y Caracterizacion del Anticuerpo Quimérico 3G4

El constructo quimérico que contiene las regiones determinantes de complementariedad de murino y las regiones
constantes humanas se han producido (ch3G4) y han demostrado comportarse esencialmente igual que el anticuerpo
de murino original.

El anticuerpo 3G4 de murino fue convertido en un anticuerpo quimérico de ratén humano (Avanir (Xenerex)
Biosciences, San Diego, CA). El Vi de murino fue clonado e injertado en la regién constante humana 7y, en el sitio
BstEII del vector 2BVH de Lonza. El Vi de murino fue clonado e injertado en la regién constante K humana en el
sitio BbsI del vector 2BVL de Lonza. Las secuencias fueron verificadas. Todo el constructo fue expresado en células
CHO y purificado.

El ch3G4 resultante se enlazé al menos también como el 3G4 de murino, en placas de ELISA recubiertas con
fosfolipido. El perfil de enlazamiento in vitro del 3G4 quimérico, al panel de fosfolipidos, se muestra en la figura 21,
en donde se muestra que el enlazamiento a PS, PA, CL, Pl y PG es similar. El enlazamiento fue especifico al antigeno
dado que no se observé enlazamiento con anticuerpos de control de especificidad irrelevante. En ciertos estudios se
observé un enlazamiento, aparentemente mayor, del 3G4 quimérico contra el anticuerpo 3G4. Esto puede deberse al
enlazamiento superior del anticuerpo secundario.

In vivo, el ch3G4 se localiza en el endotelio vascular del tumor y ejerce efectos antitumorales. Los efectos an-
titumorales del ch3G4 en células de cancer de mama humano MDA-MB-435, creciendo en ratones, se describe en
el ejemplo XI, y se muestra en la figura 8G. El tratamiento de los ratones con tumores MDA-MB-435 usando el
anticuerpo quimérico, retardé efectivamente el crecimiento del tumor contrario al control.

La localizacion del ch3G4 se examiné en células de cancer de mama humano MDA-MB-435, desarrolladas en
ratones. Los ratones fueron inyectados intravenosamente con ch3G4 biotinilado o IgG de control de especificidad
irrelevante. Una hora después, los ratones fueron desangrados y sus tumores fueron removidos y se cortaron secciones
congeladas. Los reactivos biotinilados se incubaron primero con conjugado de estreptavidina-Cy3 se lavaron en PBS
y luego se incubaron con el anticuerpo MECA 32 seguido del anticuerpo secundario marcado con FITC. Imégenes
individuales, tomadas con filtros apropiados para fluorescencia de Cy3 (roja) y FITC (verde), respectivamente, fueron
capturadas por una cdmara digital y transferidas a una computadora. Las imdgenes en convergencia que demostraron
un color amarillo (un producto de la fusién de la fluorescencia verde y roja) fueron superpuestas con la ayuda del
software Metaview.

En este método de doble tenido, las proteinas biotiniladas y el endotelio vascular se marcan en rojo y verde. En
donde las proteinas biotiniladas se enlacen al endotelio, la imagen en convergencia aparece amarilla. Como se muestra
en la figura 22, el ch3G4 biotinilado se enlaza al endotelio vascular del tumor, porque los patrones de tefiido convergen
con los del MECA 32.

Ejemplo XX
Anticuerpo 3G4 en Terapia de Combinacion con Docetaxel

El presente ejemplo concierne a terapias de combinacion para el tratamiento de tumores usando el anticuerpo 3G4
y el farmaco quimioterapéutico, docetaxel. Estos agentes estdn designados por atacar las células endoteliales de la
vasculatura de los tumores y los compartimientos celulares de los tumores, conduciendo a un tratamiento siner-gistico,
con menor toxicidad. Los resultados mostraron que esta terapia de combinacién aumentd, en efecto, significativamente
la eficacia del tratamiento.

A. Efectos Antitumorales Mediados por el Dominio Fc

El anticuerpo 3G4 fue analizado con respecto a los efectos inhibitorios en células de tumores in vitro. No se ob-
servé efecto inhibitorio directo en las células tumorales. Por lo tanto es probable que los efectos antitumorales del
anticuerpo 3G4 incluyan el aumento mediado por el dominio Fc de funciones efectoras inmunes, tales como la fago-
citosis mediada por el anticuerpo, ADCC, CDC y la estimulacién de la produccién de citocinas, o estos mecanismos
combinados.

Los efectos de la 3G4 en la fagocitosis de células positivas a la PS, por los macréfagos, han sido evaluados. Las
células tumorales fluorescentes fueron tratadas con H,0O, para inducir exposicion a la PS. Las células tratadas y no
tratadas fueron recolectadas después y se pusieron en contacto con el anticuerpo 3G4 o con un anticuerpo de control
(BBG). Se adicionaron macréfagos de médula 6sea de ratén y se analizé la capacidad de los macréfagos para realizar
la fagocitosis de las células de tumor fluorescentes, usando un microscopio de fluorescencia.

Se determind que el 3G4 podria incrementar la fagocitosis de células positivas a la PS por los macréfagos, en
mas de tres veces (figura 23). Este descubrimiento soporta el razonamiento de los inventores de que el dominio Fc
del anticuerpo 3G4 contribuye a los efectos antitumorales del anticuerpo. Es decir, el dominio Fc activa las funciones
efectores inmunes del huésped, que luego ejercen efectos antitumorales. El anticuerpo 3G4 deberd aumentar entonces
la actividad litica de las células NK, conduciendo a una ADCC mas efectiva.
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B. El Docetaxel Induce la Exposicion de la PS en las Células Endoteliales

La induccién de 1a PS en las células endoteliales mediante concentraciones subclinicas de docetaxel fue examinada
in vitro mediante el andlisis FACS. Células endoteliales de vena umbilical humanas (HUVEC) y células endoteliales
de microvasos humanas (HMVEC) fueron tratadas con 10 nM de docetaxel por 24 horas y se examinaron mediante
FACS. Ambas HUVEC y HMVEC tratadas mostraron un incremento significativo en el enlazamiento del 3G4 en
comparacién con las células no tratadas (figura 24A y figura 24B, respectivamente). También se llevaron a cabo
incubaciones con docetaxel por 48 y 72 horas.

C. El Docetaxel Induce la Exposicion de la PS en las Células Tumorales

La induccién in vitro de la exposicién de la PS mediante concentraciones subclinicas de docetaxel fue examinada
también mediante el andlisis FACS usando un panel de lineas celulares de tumores. Carcinoma de pulmén de Lewis de
Ratén 3LL, carcinoma de colon de ratén Colo 26 y células MDA-MB-435 de cancer de mama humanas fueron tratadas
con 10 nM de docetaxel por 24 horas y examinadas mediante FACS. Todas las lineas celulares de tumores, analizadas,
mostraron un incremento significativo en el enlazamiento del 3G4 en comparacion con las células no tratadas (figura
25A, figura 25B y figura 25C, respectivamente). También se llevé a cabo incubaciones con docetaxel por 48 y 72
horas. Lineas celulares de tumores de melanoma B16 de ratén y fibrosarcoma Meth A de ratén fueron examinadas
adicionalmente y mostraron también un enlazamiento significativo en el enlazamiento del 3G4 en comparacién con
las células no tratadas.

Células MDA-MB-231 de cincer de mama humanas fueron tratadas con 10 nM de docetaxel por 24 horas e
incubadas ya sea con el anticuerpo 3G4 quimérico (ch3G4) o con el control, IgG humana y fueron analizadas mediante
FACS. Estos resultados muestran que el incremento significativo en el enlazamiento del anticuerpo es especifico al
antigeno y que el anticuerpo quimérico se comporta como el anticuerpo 3G4 original (figura 26).

D. Tratamiento Sinergistico de Tumores con 3G4 y Docetaxel

Los inventores han demostrado entonces que el tratamiento de células endoteliales y células tumorales con doceta-
xel, a una concentracidén subclinica, incrementa significativamente el enlazamiento del 3G4. También han demostrado
que el anticuerpo 3G4 facilita la fagocitosis de células tumorales, mediada por los macr6fagos, sobre las cuales se
encuentra expuesta la PS en la superficie. El enlazamiento del 3G4, incrementado, mediado por el docetaxel, debera
aumentar entonces la fagocitosis de las células tumorales y otros efectos antitumorales mediados por el dominio Fc
del anticuerpo 3G4, tal como el incremento de la actividad litica de las células NK, conduciendo a una ADCC maés
efectiva. Estudios de otros han demostrado también que el tratamiento de pacientes con cancer de mama, con doceta-
xel, conduce a un incremento de los niveles de citocinas en suero IFN-y, IL-2, IL-6 y GM-CSF y han aumentado la
actividad de las células NK y LAK (Tsavaris et al., 2002).

El efecto antitumoral de la terapia combinada del 3G4 con docetaxel fue examinado entonces en un modelo ortoto-
pico en ratones SCID que tenfan carcinoma de mama MDA-MB-435 humano. Ratones que tenfan tumores de mama,
ortotépicos, MDA-MB-435, humanos, fueron tratados intraperitonealmente sélo con el 3G4 (100 ug/dosis), docetaxel
solo (10 mg/kg), o 3G4 en combinacién con docetaxel (100 pg/dosis y 10 mg/kg, respectivamente), por tres semanas,
con una administracién de 3 veces por semana. El tratamiento empezé 6 dias después de la implantacion de las células
tumorales.

Estos estudios mostraron que la terapia combinada del 3G4 mads el docetaxel, dio por resultado una inhibicién de
90% en el crecimiento. La inhibicion del crecimiento del 3G4 mads el docetaxel, fue significativamente superior al 3G4
solo (p < 0.005) y con el docetaxel solo (p < 0.01).

E. Localizacion dirigida del 3G4 de Células Tumorales Apoptoticas al FcyR en Células Dendriticas

Tumores de ratones tratados con 3G4 mas docetaxel, contenian también una cantidad inusual de linfocitos, en
comparacion con los tumores de control. Aunque este fendmeno podria representar la quimioatraccién tipica de células
inmune por células de tumor en desintegracidn, podria reflejar también la activacion del sistema inmune por el 3G4
mediado a través del enlazamiento del Fc al FcyR en células efectoras inmunes.

Para caracterizar los efectos del 3G4 y administracién de docetaxel en un infiltrado de células inmunes, intratu-
morales, los tipos de células presentes en estos infiltrados pueden ser identificados por inmunotefiido de secciones
congeladas y/o secciones en parafina de tejidos de tumores, usando anticuerpos dirigidos contra marcadores especi-
ficos de macréfagos, neutréfilos, granulocitos, células NK y linfocitos activados (Pharmingen, San Diego, CA). El
grado, fenotipo, y estado de activacién de este infiltrado puede ser calificado. La produccidn de citocinas por células
inmunes infiltrantes, incluyendo IL-2 e INF, puede ser analizada también a través de técnicas de inmunohistoquimi-
ca. Los niveles de citocinas en suero pueden ser evaluados por ELISA vy el tefiido intracelular puede ser usado para
identificar los compartimientos celulares especificos responsables de la produccion de citocina. Los efectos de las
células inmunes infiltrantes, en la proliferacion y apoptosis de las células tumorales, pueden ser entonces evaluados
sistematicamente.
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En vista a los datos precedentes, los inventores contemplan ademds métodos que aumentan la potencia de la inmu-
noterapia del cdncer de mama mediante la localizacion dirigida mediada por el 3G4, de células tumorales apoptdticas,
al receptor gamma Fc (Fc(y)R) sobre células dendriticas. La presentacion al antigeno eficiente, que induce las res-
puestas inmunes celulares y humorales, efectivas, es importante para el desarrollo de vacunas e inmunoterapias contra
tumores. Las células dendriticas (DC) son las células presentadoras de antigeno mas potentes (APC) que ceban lin-
focitos T citotéxicos contra antigenos asociados con tumores. La mejora de la presentacion del antigeno en tumores
mediante las células dendriticas (DCs) conduciria a desarrollar vacunas mas potentes contra tumores.

La presentacion antigénica mediante la internalizacién de las DC mediada por el receptor Fc(y)R, puede ser aumen-
tada hasta 1,000 veces en comparacién con la pinocitosis del antigeno en fase fluida. Las células tumorales apoptéticas
(ATC) son una excelente fuente de antigenos para la carga de células dendriticas, porque multipes antigenos especifi-
cos para el tumor (tanto conocidos como desconocidos) pueden ser presentados eficientemente en células T de naive,
haciendo que la presencia de variantes de escape inmune sea menos probable debido al bloqueo de ciertos epitopes.
En estudios realizados en animales, las DC sometidas a impulsos con ATCs han demostrado producir una potente
inmunidad antitumoral in vitro e in vivo. Sin embargo, datos recientes han demostrado que las ATC solas fueron al-
go ineficientes para activar la inmunidad antitumoral, posiblemente por su insuficiente captacioén e incapacidad para
inducir la maduracién de las DC.

Estudios recientes han demostrado también que el complejo inmune de ATC formado por el enlazamiento del anti-
cuerpo antitumoral a las células tumorales apoptoticas, puede ser dirigido al Fc(y)R sobre la DC. En comparacién con
las ATC solas, los complejos inmunes de ATC fueron internalizados mds eficientes por la DC, fueron mds oficientes
en la induccidn de la activacion y maduracion de las DC, y de manera mds importante, los complejos inmunes de ATC
pueden aumentar significativamente la presentacion del antigeno I-restringido y II-restringido por la MHC, induciendo
entonces una potente inmunidad CTL y célula auxiliar T antitumoral.

Los inventores de la presente contemplan entonces el uso de los anticuerpos anti-PS, de la invencién, para aumentar
la inmunidad antitumoral tanto hormonal como celular, y reforzar la eficacia de las vacunas para tumores en DC
basadas en ATC. Como la PS es un marcador universal, y el mds abundante, de las células tumorales apoptéticas, el
panel de anticuerpo de la invencidn, particularmente el 3G4, puede enlazarse a la PS sobre las ATC. Los inventores
han demostrado ya que el 3G4 puede aumentar la captacién de DC de las células tumorales apoptéticas en un 300%
a través de la internalizacién de complejo de 3G4-ATC, mediada por Fc(y)R. Al aumentar la captacién de ATC por
DC mediada por Fc(y)R, se razona entonces que el 3G4 y anticuerpos similares pueden aumentar en gran medida la
presentacion al antigeno tanto I como II restringida por la MHC, inducir una potente inmunidad antitumoral, tanto
hormonal como celular, y reforzar la eficacia de las vacunas para tumores DC en base a la ATC. Esto puede ser
demostrado al establecer la eficacia de la DC cargada con complejos inmunes 3G4-ATC en la induccién de la respuesta
de la T H1, CTL y del anticuerpo, in vivo, y determinando la potencia de la inmunidad antitumoral inducida por la
inmunizacién de DC cargada con complejos inmunes 3G4-ATC in vivo.

Ejemplo XXI
Los Anticuerpos Anti-PS Tratan Infecciones por CMV In Vivo

Después de los efectos antivirales el CMV in vitro mostrados en el ejemplo XII, el presente ejemplo demuestra la
sobrevivencia aumentada de ratones infectados con la version del virus CMV en murino, el mCMV.

Ratones Balb/C (de 6 semanas, cinco ratones por grupo) fueron infectados intraperitonealmente con 5 x 10° pfu de
mCMYV RVG102. Los ratones fueron tratados intraperitonealmente en el dia 1 con el anticuerpo 3G4 (1 mg/ratén), o el
anticuerpo quimérico de humano-ratén, ch3G4 descrito anteriormente (1 mg/ratén). Los ratones no tratados sirvieron
como el control. Los ratones fueron tratados cada cuatro dias después con 0.5 mg/ratén de anticuerpo o anticuerpo
quimérico hasta el dia 26. Los ratones fueron monitoreados con respecto a su sobrevivencia después de los 90 dias
posteriores a la infeccion.

El tratamiento con las formas tanto originales como quiméricas, del anticuerpo 3G4, dio por resultado una so-
brevivencia de los ratones infectados por mCMV. Los ratones tratados con 3G4 o ch3G4 tuvieron 100% y 80% de
sobrevivencia, respectivamente, en comparacidon con los ratones no tratados, en donde sélo el 25% de los ratones
sobrevivieron a la infeccion (figura 27).

Ejemplo XXII
El Derivado de Péptido de Enlazamiento a la PE Trata la Infeccion por CMV In Vivo

Ademais de los efectos antivirales in vitro contra el CMV, mostrados en el ejemplo XVII, este ejemplo muestra que
el derivado de duramicina-biotina, DLB, increment6 la sobrevivencia de ratones infectados con mCMV.

Ratones Balb/C (de 6 semanas, cinco ratones por grupo) fueron infectados intraperitonealmente con 5 x 10° pfu
de mCMV RVGI102. Los ratones fueron tratados intraperitonealmente el dia 1 y cada cuatro dias con 20 ug/ratén del
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derivado de duramicina, DLB. Los ratones sin tratar sirvieron como el control. Los ratones fueron monitoreados con
respecto a la sobrevivencia después de 90 dias posteriores a la infeccién.

El tratamiento con el derivado de duramicina-biotina, DLB, aument6 la sobrevivencia de los ratones infectados
con mCMV. Los ratones tratados con DLB tuvieron un 100% de sobrevivencia, en comparacién con los ratones no
tratados, en donde sélo el 25% de los ratones sobrevivieron a la infeccion (figura 28).

Ejemplo XXIII
Los Anticuerpo Anti-PS se Enlazan a Células Infectadas Viralmente

El presente ejemplo muestra que la infeccién viral induce la exposicién del a PS en la superficie celular y que los
anticuerpos anti-PS se enlazan a células infectadas viralmente. Las células infectadas con el virus Vaccinia se vuelven
positivas a la PS, tal como lo muestra el enlazamiento incrementado del anticuerpo 3G4 quimérico a la superficie
celular demostrado en los andlisis mediante FACS.

Células U937 fueron infectadas con virus de Vaccinia tratado con tripsina con una m.o.i alta de 2. Brevemente,
el virus Vaccinia fue tratado con un volumen igual de 0.25 mg/ml de tripsina por 30 minutos a 37°C. El virus fue
adicionado a células U937 en un volumen total de 0.5 ml. Después de 1.5 horas se afiadié medio fresco a las células y
se incubaron en un matraz T25 a 37°C por 2 dias. Las células no infectadas sirvieron como los controles.

Las células U937, infectadas y no infectadas, fueron tefiidas con un anticuerpo primario, ya sea con el anticuerpo
3G4 quimérico (ch3G4) o con IgG humano (HIgG) como un control. Las células se lavaron, se bloquearon con suero
de ratén normal y luego se tifieron con el anticuerpo primario por 45 minutos sobre hielo. Después de tres lavadas las
células fueron tefiidas con una dilucién de 1:400 de anticuerpo secundario conjugado a FITC antihumano de cabra y
fueron analizados en un FACScan.

Los resultados de los andlisis de FACS muestran que existe un desplazamiento significativo con el ch3G4 en células
U937 infectadas con el virus Vaccinia (figura 29B, pico derecho(verde)), en comparacién con el obtenido en células
U937 no infectadas (figura 24 A, pico derecho(verde)). Este estudio muestra entonces que la infeccién de células con
el virus Vaccinia conduce a la exposicion de PS en la superficie celular y que la versién quimérica del anticuerpo anti-
PS, el 3G4, puede enlazarse a estas células infectadas viralmente.

Ejemplo XXIV
Efectos Antivirales de Anticuerpos Anti-PS contra el Virus Pichinde

Ademais de los efectos antivirales contra el CMV y RSV, el presente ejemplo muestra ademads que los anticuerpos
anti-PS inhiben la infeccién por el virus Pichinde in vitro. El virus Pichinde es un arenavirus del Nuevo Mundo, el
cual no es patogénico en el hombre y se usa en un modelo animal para la fiebre de Lassa.

Monocapas confluentes de células Vero fueron tratadas con el anticuerpo 3G4 o un anticuerpo de control igualado
al isotipo, GV39G, después de la infeccién con el virus Pichinde a una m.o.i. baja de 0.01 pfu/célula. Brevemente
las células fueron incubadas con virus en un volumen total de 1 ml por pozo a 37°C por 90 minutos. Durante la
infeccion las placas fueron agitadas suavemente con movimiento oscilante cada 30 minutos. Seguido de la infeccién el
sobrenadante de las células fue removido y se adicion6 DMEM/10% de FBS/pen-estrep, a cada pozo (2 ml por pozo).
El dia 2 las células fueron recolectadas con tripsina y se les dej6 adherirse a portaobjetos de cdmara Biocoat. Estas
se fijaron y tifieron con suero anti-PIC de conejo policlonal, seguido de un anticuerpo secundario anticonejo de cabra
conjugado con biotina (el anticuerpo secundario solo no produjo tefiido, tal como muestra la figura 30C). Se conté el
nimero de células infectadas por campo de 100 células.

En las células tratadas con 3G4, el virus estd restringido a las células individuales que se tifieron de un color rojo
oscuro, contando aproximadamente una en aproximadamente cien células (figura 30A). Estas son probablemente las
células que estaban originalmente infectadas por el virus, como se observo con el CMV (Ejemplo XII). Sin embargo,
en las células tratadas con el control, el anticuerpo GV39G, el virus se habia diseminado y habia afectado a todas las
células (figura 30B).

Este patrén de inhibicién de la replicacién viral es similar al que se observé cuando se usé 3G4 para tratar fibro-

blastos humanos infectados por el CMV. De esta manera, el anticuerpo anti-PS, el 3G4, previene efectivamente la
diseminacion del virus Pichinde, de célula a célula, como se cuantifica en la figura 30D.
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Ejemplo XXV
Tratamiento de Tumores Usando Derivados de Péptidos de Enlazamiento a la PE

Ademads de los efectos antivirales de los derivados de duramicina, tanto in vitro como en in vivo, el presente ejemplo
muestra la localizacién de los derivados de duramicina en la vasculatura del tumor y efectos antitumorales asociados.

A. Tratamiento de Tumores con el Conjugado de Duramicina-HulgG

IgG humana (HIgG) fue purificada primero como se describi6 en el ejemplo XV. La HIgG purificada fue unida a
duramicina usando el enlazante SIAB, y el conjugado de (D-SIAB),HIgG, resultante, se purificé.

La linea celular de fibrosarcoma de ratén MethA se cultivd, recolectd en la fase logaritmica y se volvié a suspender
en DPBS. Aproximadamente 10° células tumorales MethA fueron inyectadas subcutdneamente en el dorso medio
de ratones BALB/c machos, de 6 a 8 semanas de edad. 5 dias después del implante, los ratones fueron separados
aleatoriamente en dos grupos (n=15). A partir del dia 10, un grupo recibié 150 ug del conjugado de Duramicina-
HulgG, mediante inyeccion intraperitoneal por 2 semanas consecutivas. El otro grupo recibi6 la misma cantidad de
HulgG como un control. Los volimenes de los tumores fueron medidos dos veces por semana y se calcularon usando
la férmula 1/2 ab?, (en donde “a” es el eje longitudinal y “b” el eje transversal corto del tumor). Los ratones fueron
sacrificados cuando los tumores alcanzaron un tamafio de 1400 mm® aprox.

El conjugado de duramicina-HIgG inhibi6 el crecimiento del tumor MethA en ratones BALB/c a una dosis de 150
pugl/dia, en comparacion con la IgG humana de control (fig. 31).

B. El Conjugado de Duramicina HulgG se Localiza en la Vasculatura de Tumores

Usando el mismo modelo de tumor de ratén MethA anterior, cuando el tamafio del tumor alcance 500 mm?, 100 ug
de (D-SIAB),HIgG en 100 ul de PBS, se inyectaron a través de la vena de la cola. La misma cantidad de IgG humana
fue inyectada como un control. Después de 4 horas se practicé la eutanasia a los ratones y se perfundieron con solucién
salina normal por 5 minutos y 1% de paraformaldehido por 10 minutos. El tumor y otros érganos principales fueron
disecados y congelados en nitrégeno liquido. Después de la incrustacién de OCT, el tejido se secciond criogénicamente
en una seccién de 10 um y se colocé sobre portaobjetos tratados con silano. Después de la fijacién en acetona fria por
10 minutos, los portaobjetos fueron tefiidos con IgG antihumana de cabra marcada con peroxidasa para detectar la
biodistribucién de duramicina-HulgG. Se usaron IgG antirata de cabra, marcada con peroxidasa, y MECA 32, para
detectar la vasculatura sanguinea del tejido.

Este estudio mostr6 que el conjugado de duramicina-HIgG se localiz6 en la vasculatura del tumor en los animales
tratados.

Ejemplo XXVI
Biodistribucion y Propiedades de los Conjugados de Duramicina

El presente ejemplo muestra la falta de toxicidad de los derivados de duramicina impermeables a la célula in
vitro, la biodistribucién de los derivados de duramicina administrados in vivo y la capacidad de los conjugados de
duramicina-anticuerpo, para incrementar la fagocitosis de células apoptéticas por parte de los macréfagos.

A. Los conjugados de Duramicina-Biotina no son Citotoxicos

Los derivados y conjugados de duramicina, de la invencién, estan disefiados para minimizar los efectos téxicos no
especificos de la molécula de duramicina relacionada. En muchos ejemplos esto se consigue enlazando la duramicina
a un grupo impermeable a la célula (ejemplo XV).

El constructo de duramicina biotinilado DLB se preparé como se describié en el ejemplo XV. El compuesto de
duramicina no modificado y DLB fueron analizados con respecto a los efectos citotéxicos en HUVEC usando un
ensayo MTT. Aunque la duramicina no modificada mostré una toxicidad dependiente de la dosis, el DLB no fue
téxico, igualando al control no tratado (figura 32).

B. Localizacion del Conjugado de Duramicina-Biotina a Macrdfagos en Pulmon

Se cultivé la linea celular de cdncer de mama humana MDA-MB-435, se recolect en la fase logaritmica, y se
volvi6 a suspender en DPBS. Aproximadamente 107 células fueron inyectadas en el cojin graso mamario de ratones
desnudos atimicos hembra, de 6 a 8 semanas de edad. 100 ug de duramicina-biotina en 100 ul de PBS fueron inyecta-
dos a través de la vena de la cola. Después de 4 horas los ratones fueron sometidos a eutanasia y se perfundieron con
solucién salina normal por 5 minutos y 1% de paraformaldehido por 10 minutos. Los érganos principales, incluyendo
el coraz6n, pulmones, higado, rifiones, cerebro, intestinos, testiculos y bazo se disecaron y se congelaron en nitrégeno
liquido. Después de incrustarse en OCT, el tejido se secciond criogénicamente en secciones de 10 um y se colocaron
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sobre portaobjetos tratados con silano. Después de la fijacion en acetona fria por 10 minutos, los portaobjetos se ti-
fieron con estreptavidina marcada con Cy3 para detectar la biodistribucién del constructo de duramicina-biotina. IgG
antirata de cabra, marcada con MECA 32 y FITC se usaron para detectar la vasculatura sanguinea del tejido.

La inyeccién intravenosa del conjugado de duramicina-biotina a ratones desnudos que tenian tumores MDA-MB-
435 dio por resultado la deposicién del fairmaco en las células tumorales, tibulos renales y en los macréfagos en
el pulmén. Hubo una minima deposicién en el higado y no hubo distribucion detectable en el cerebro, intestinos, y
testiculos. La localizacién de los macréfagos en el pulmén puede ser explotada en los ambientes antivirales de la
invencion.

C. El Conjugado de Duramicina-Anticuerpo Aumenta la Fagocitosis de las Células Apoptoticas

La capacidad del conjugado-anticuerpo (duramicina-C44, DuC44) para incrementar la fagocitosis de células apop-
téticas se investigd después.

Los macréfagos fueron aislados y cultivados a partir de la médula 6sea de ratén. El medio usado para el aislamiento,
cultivo, y estimulacién de los macr6fagos BM fue DMEM que contenia 2 mM de glutamina, 0.37% (p/v) de NaHCO;,
10% (v/v) de FCS inactivado térmicamente, y 0.5 ng/ml de GM/CSF de ratén. Las células de la médula 6sea se lavaron
a chorro asépticamente a partir de los fémures disecados, con un chorro de medio completo dirigido a través de una
aguja calibre 25. Las células se ajustaron después hasta una densidad de aproximadamente 3 x 10° células/ml del
medio completo, y fueron distribuidas en alicuotas de 0.5 ml en portaobjetos de cdmara de 8 pozos.

Las células fueron incubadas por 1 hora a 37°C en 5% CO,, en una cdmara humidificada para permitir que los
macréfagos se adhirieran y diseminaran. Las células no adherentes fueron removidas adicionando 5 ml de PBS caliente
a cada pozo, volviendo a suspender las células no adherentes inundando moderadamente la placa y golpeteando los
portaobjetos para descartar las células no adherentes. Este lavado se realizé un total de tres veces. Las células se
mantuvieron a 37°C bajo una atmésfera de 7.5% (v/v) de CO, por 5 dias. El medio completo fue cambiado cada tercer
dia hasta que se usaran las células.

El método siguiente se usé para marcar células objetivo HL-60 con un trazador de células fluorescentes. Se prepard
una solucién concentrada de CFDA SE, 10 mM, inmediatamente antes del uso, disolviendo el contenido de un vial
de colorante 90 uLL del DMSO y diluyendo en PBS hasta 10 uM. Se usé centrifugacién para obtener el sedimento
de células HL-60 y se aspir6 el sobrenadante. Las células volvieron a suspender en CFDA/PBS y se incubaron a
37°C por 15 minutos. Las muestras se centrifugaron y el sobrenadante se aspird. Las células se volvieron a suspender
en el medio y se incubaron por otros 30 minutos. La viabilidad de las células y fluorescencia de las mismas fueron
confirmadas como mayores del 95%.

En este ensayo de fagocitosis, las células marcadas con HL-60 fueron expuestas a 254 nm de UV por 5 minutos
y se incubaron a 37°C por una hora para inducir apoptosis. 10* células HL-60 apoptdticas, fueron incubadas con
macréfagos por una hora. El conjugado de duramicina-C44 se incluyé a una concentracién de 10 pg/ml. Se uso la
misma concentracion del anticuerpo de ratén BBG3 como un control negativo, y el anticuerpo 3G4 se incluyé también
para comparacion. Se adicioné Hoechst 33342 en el medio en los dltimos 45 minutos a una concentracién de 10 ug/ml.

Los portaobjetos se lavaron con PBS 3 veces y se fijaron en paraformaldehido al 4% por 15 minutos. Los por-
taobjetos fueron tefiidos con anticuerpo CD11 antiratén de rata (CD11 es un marcador de macréfago), se diluyeron
en 0.2% de gelatina una hora, se lavaron y se tifieron con anticuerpo secundario antirata de cabra marcado con rojo
Texas.

Las células fueron analizadas bajo el microscopio de fluorescencia. Los macréfagos se identifican como células
rojas, debido al marcador CD11. Los macréfagos que han realizado la fagocitosis en células apoptoticas son identifica-
dos como células verdes, debido al trazador de fluorescencia que se encuentra en las células objetivo. Las células rojas
y verdes fueron contadas y se cuantificé la fagocitosis como el porcentaje de fagocitos positivos para la captacion.

Este estudio muestra que el conjugado de duramicina-anticuerpo, DuC44, aument? la fagocitosis de células HL-
60 apoptoticas por los macréfagos (figura 33). De esta manera la porcién de duramicina se enlaza a la superficie de
las células apoptdticas, permitiendo que la porcion protuberante de anticuerpo, del conjugado, sea reconocida por los
macréfagos. El conjugado de duramicina-anticuerpo funcion6 entonces de forma similar que el anticuerpo 3G4. Como
se esperaba, un fragmento (Fab), del anticuerpo 3G4, que carecia de la regién Fc, no indujo fagocitosis por arriba de
los niveles de control.

Ya que el estudio anterior mostré que los conjugados de duramicina-biotina se localizan en los macréfagos en el
pulmon seguido a la administracién in vivo, la estimulacion de la fagocitosis de células apoptéticas, mediada por el
macréfago presentada en este estudio, tiene importantes implicaciones para los usos terapéuticos de la invencion, tales
como el tratamiento de infecciones virales pulmonares.

Todas las composiciones y métodos descritos y reivindicados aqui, pueden ser producidos y ejecutados con expe-
rimentacion apropiada, en vista a la presente descripcion.
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REIVINDICACIONES

1. Un compuesto caracterizado porque comprende un inmunoconjugado antiviral que comprende un anticuerpo
purificado o un fragmento de enlazamiento al antigeno del mismo, que se enlaza a un aminofosfolipido unido funcio-
nalmente a un agente antiviral seleccionado del grupo formado por nucledsidos, inhibidores de la transcriptasa inversa
nucledsida, inhibidores de la transcriptasa inversa no nucledsida, inhibidores de proteasa, Amantadina, rimantadina,
zanamivir y oseltamivir.

2. Un compuesto caracterizado porque comprende un primer anticuerpo purificado que se enlaza a un amino-
fosfolipido, o a un fragmento de enlazamiento al antigeno o inmunoconjugado antiviral del mismo; y al menos un
segundo agente antiviral distinto agente antiviral distinto seleccionado del grupo formado por nucledsidos, inhibidores
de la transcriptasa inversa nucledsida, inhibidores de la transcriptasa inversa no nucleésida, inhibidores de proteasa,
Amantadina, rimantadina, zanamivir y oseltamivir.

3. El compuesto de la reivindicacién 1 o 2, caracterizado porque el anticuerpo se enlaza a la fosfatidiletanolamina.
4. El compuesto de la reivindicacién 1 o 2, caracterizado porque el anticuerpo se enlaza a la fosfatidilserina.

5. El compuesto de la reivindicacién 4, caracterizado porque el anticuerpo se enlaza a la fosfatidilserina y com-
pite efectivamente con el anticuerpo monoclonal 3G4 (depositado como ATCC PTA 4545) para el enlazamiento a la
fosfatidilserina.

6. El compuesto de la reivindicacién 5, caracterizado porque el anticuerpo se enlaza ademads al acido fosfatidico,
al fosfatidilinositol, al fosfatidilglicerol y a la cardiolipina, y compite efectivamente con el anticuerpo monoclonal
3G4 (depositado como ATCC PTA 4545) para el enlazamiento a cada uno del dcido fosfatidico, fosfatidilinositol,
fosfatidilglicerol y cardiolipina.

7. El compuesto de la reivindicacion 5, caracterizado porque el anticuerpo se enlaza ademas a la fosfatidiletano-
lamina.

8. El compuesto de la reivindicacién 5, caracterizado porque el anticuerpo tiene substancialmente el mismo perfil
de enlazamiento al fosfolipido que el anticuerpo monoclonal 3G4 (depositado como ATCC PTA 4545) tal como se
presenta en la tabla 4.

9. El compuesto de la reivindicacion 5, caracterizado porque el anticuerpo tiene una afinidad por la fosfatidilserina
al menos igual a la afinidad del anticuerpo monoclonal 3G4 (depositado como ATCC PTA 4545) por la fosfatidilserina,
tal como se presenta en la tabla 3.

10. El compuesto de la reivindicacion 5, caracterizado porque el anticuerpo tiene substancialmente el mismo perfil
de enlazamiento al fosfolipido que el anticuerpo monoclonal 3G4 (depositado como ATCC PTA 4545), tal como se
presenta en la tabla 4, y tiene una afinidad por la fosfatidilserina al menos igual a la afinidad del anticuerpo monoclonal
3G4 (depositado como ATCC PTA 4545) por la fosfatidilserina, tal como se presenta en la tabla 3.

11. El compuesto de la reivindicacidn 5, caracterizado porque el anticuerpo se prepara mediante un proceso que
comprende inmunizar un animal con células endoteliales activadas y seleccionar del animal inmunizado un anticuerpo
que se enlace a la fosfatidilserina y que compita efectivamente con el anticuerpo monoclonal 3G4 (depositado como
ATCC PTA 4545) para el enlazamiento a la fosfatidilserina.

12. El compuesto de cualquiera de las reivindicaciones 4 a 11, caracterizado porque el anticuerpo se enlaza a la
fosfatidilserina tal como se determina por el siguiente protocolo ELISA:

- La placa de 96 pozos se recubre con fosfatidilserina (PS) de la siguiente manera:
- diluir la solucién concentrada PS en n-hexano hasta 10 ug/ul y mezclar bien
- adicionar 50 ul a cada pozo y permitir que éste se evapore durante una hora
- adicionar 200 ul de solucién reguladora de bloqueo a cada pozo, donde dicha solucién reguladora de bloqueo es
1118;7171 esgeioocde bovino disuelto en PBS, cubrir y mantener a temperatura ambiente durante 2 horas o durante toda la

- lavar la placa tres veces con PBS

- adicionar 100 ul/pozos del anticuerpo secundario (cabra, antiratén IgG-HRP u otro anticuerpo secundario apro-
piado) e incubar durante 1 hora a 37°C.

- lavar la placa tres veces con PBS
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- desarrollar el ELISA adicionando 100 pl de solucién reveladora a cada uno de los pozos, revelar durante 10
minutos, luego adicionar 100 ul de solucién de paro a cada placa y leer la OD a 490 nm.

- la solucién reveladora consistente en 10 ml de 0.2 M Na,PO,, 10 ml de &cido citrico 0.1 M y una tableta de 10
mg de OPD, y 10 ul de peréxido de hidrégeno

- la solucién de paro es 0.18 M H,SO,.

13. El compuesto de cualquiera de las reivindicaciones precedentes, caracterizado porque el anticuerpo es un
anticuerpo monoclonal o un fragmento de enlazamiento al antigeno del mismo.

14. El compuesto de cualquiera de las reivindicaciones precedentes, caracterizado porque el anticuerpo es un dia-
cuerpo scFv, Fv, Fab’, Fab, un anticuerpo lineal o un fragmento de enlazamiento al antigeno F(ab’), de un anticuerpo
o una CDR, un fragmento univalente, un anticuerpo camelizado o de dominio sencillo.

15. El compuesto de cualquiera de las reivindicaciones precedentes, caracterizado porque el anticuerpo es un
anticuerpo humano, humanizado, en parte humano, quimérico, biespecifico, recombinante o manipulado por ingenieria
o un fragmento de enlazamiento al antigeno del mismo.

16. El compuesto de cualquiera de las reivindicaciones precedentes, caracterizado porque el anticuerpo compren-
de al menos una primera region variable que incluye una regién de secuencias de aminodcidos que tiene la secuencia
de aminoécidos de la SEQ ID NO: 2 o SEQ ID NO: 4, o una variante o forma mutagenizada de la secuencia de ami-
noécidos de la SEQ ID NO: 2 o SEQ ID NO: 4, en donde esa variante o forma mutagenizada mantiene el enlazamiento
a la fosfatidilserina.

17. El compuesto de la reivindicacién 16, caracterizado porque el anticuerpo comprende una regién variable de
cadena pesada que incluye una region de secuencias de aminodcidos que tiene la secuencia de aminodcidos de la SEQ
ID NO: 2 y una regién variable de cadena ligera que incluye una regién de secuencias de aminoécidos que tiene la
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 4.

18. El compuesto de cualquiera de las reivindicaciones 4 a 15, caracterizado porque el anticuerpo comprende una
region variable de cadena pesada que incluye residuos de aminodcidos de las regiones determinantes de complemen-
tariedad (CDRs) de las posiciones de aminodcidos 31-35 (CDR H1), 50-56 (CDR H2) y 95-102 (CDR H3) de la SEQ
ID NO: 2; 6 una regién variable de cadena ligera que incluye residuos de aminodcidos de las CDRs de las posiciones
de aminoécidos 24-34 (CDR L1), 50-56 (CDR L2) y 89-97 (CDR L3) de la SEQ ID NO: 4.

19. El compuesto de la reivindicacién 18, caracterizado porque el anticuerpo comprende una region variable de
cadena pesada que incluye residuos de aminodcidos de las CDRs de las posiciones de aminoacidos 31-35 (CDR H1),
50-56 (CDR H2) y 95-102 (CDR H3) de la SEQ ID NO: 2; y una regi6n variable de cadena ligera que incluye residuos
de aminoécidos de las CDRs de las posiciones de aminodcidos 24-34 (CDR L1), 50-56 (CDR L2) y 89-97 (CDR L3)
de 1a SEQ ID NO: 4.

20. ElI compuesto de cualquiera de las reivindicaciones precedentes, caracterizado porque el anticuerpo es el
anticuerpo monoclonal 3G4 depositado como ATCC PTA 4545.

21. El compuesto de cualquiera de las reivindicaciones precedentes, caracterizado porque el anticuerpo 6 el frag-
mento de enlazamiento al antigeno del mismo de dicho compuesto recubre un compuesto de liposoma furtivo o PE-
Gilado.

22. El compuesto de la reivindicacién 21, caracterizado porque el liposoma furtivo o PEGilado contiene uno o
mads agentes terapéuticos.

23. El compuesto de cualquiera de las reivindicaciones precedentes, caracterizado porque dicho compuesto es un
compuesto farmacéuticamente aceptable.

24. El compuesto de cualquiera de las reivindicaciones precedentes, caracterizado porque dicho compuesto con-
tiene ademds un agente terapéutico adicional.

25. El compuesto de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 23, caracterizado porque dicho agente antiviral es un
nucledsido, un inhibidor de la transcriptasa inversa o un inhibidor de proteasa.

26. El compuesto de la reivindicacién 25, caracterizado porque dicho agente antiviral es cidofovir o AZT.
27. El compuesto de la reivindicacion 25, caracterizado porque dicho agente antiviral es ribavirina.

28. Uso del compuesto de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 27 para la fabricacién de un medicamento para el
tratamiento o prevencion de una enfermedad o infeccién viral.
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29. El compuesto de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 27, para su uso en terapias.

30. Un anticuerpo purificado que se enlaza a un aminofosfolipido, 6 a un fragmento de enlazamiento al antigeno,
6 a un inmunoconjugado viral de los mismos, 6 compuesto, como se reivindica en la reivindicacion 29, para su uso en
el tratamiento o prevencion de una enfermedad o infeccién viral.

31. Un anticuerpo purificado, fragmento de enlazamiento al antigeno, inmunoconjugado viral, 6 compuesto, para
su uso como se reivindica en la reivindicacién 30, caracterizado porque dicho anticuerpo se enlaza a fosfatidiletano-
lamina.

32. Un anticuerpo purificado, fragmento de enlazamiento al antigeno, inmunoconjugado viral, 6 compuesto, para
su uso como se reivindica en la reivindicacion 30, caracterizado porque dicho anticuerpo se enlaza a fosfatidilserina.

33. Un anticuerpo purificado, fragmento de enlazamiento al antigeno, inmunoconjugado viral, 6 compuesto, para
su uso como se reivindica en la reivindicacién 32, caracterizado porque dicho anticuerpo se enlaza a fosfatidilserina
y compite efectivamente con el anticuerpo monoclonal 3G4 (depositado como ATCC PTA 4545) para el enlazamiento
a la fosfatidilserina.

34. Un anticuerpo purificado, fragmento de enlazamiento al antigeno, inmunoconjugado viral, 6 compuesto, para
su uso como se reivindica en la reivindicacion 33, caracterizado porque dicho anticuerpo ademads se enlaza a acido
fosfatidico, fosfatidilinositol; fosfatodilglicerol y cardiolipina y compite efectivamente con el anticuerpo monoclonal
3G4 (depositado como ATCC PTA 4545) para el enlazamiento a cada 4cido fosfatidico, fosfatidilinositol; fosfatodil-
glicerol y cardiolipina.

35. Un anticuerpo purificado, fragmento de enlazamiento al antigeno, inmunoconjugado viral, 6 compuesto, pa-
ra su uso como se reivindica en la reivindicacién 33, caracterizado porque dicho anticuerpo ademds se enlaza a
fosfatidiletanolamina.

36. Un anticuerpo purificado, fragmento de enlazamiento al antigeno, inmunoconjugado viral, 6 compuesto, para
su uso como se reivindica en la reivindicacién 33, caracterizado porque dicho anticuerpo tiene substancialmente el
mismo perfil de enlazamiento al fosfolipido que el anticuerpo monoclonal 3G4 (depositado como ATCC PTA 4545)
tal como se presenta en la tabla 4.

37. Un anticuerpo purificado, fragmento de enlazamiento al antigeno, inmunoconjugado viral, 6 compuesto, para
su uso como se reivindica en la reivindicacién 33, caracterizado porque dicho anticuerpo tiene una afinidad por la
fosfatidilserina al menos igual a la afinidad del anticuerpo monoclonal 3G4 (depositado como ATCC PTA 4545) por
la fosfatidilserina, tal como se presenta en la tabla 3.

38. Un anticuerpo purificado, fragmento de enlazamiento al antigeno, inmunoconjugado viral, 6 compuesto, para
su uso como se reivindica en la reivindicacién 33, caracterizado porque dicho anticuerpo tiene substancialmente el
mismo perfil de enlazamiento al fosfolipido que el anticuerpo monoclonal 3G4 (depositado como ATCC PTA 4545),tal
como se presenta en la tabla 4, y tiene una afinidad por la fosfatidilserina al menos igual a la afinidad del anticuerpo
monoclonal 3G4 (depositado como ATCC PTA 4545) por la fosfatidilserina, tal como se presenta en la tabla 3.

39. Un anticuerpo purificado, fragmento de enlazamiento al antigeno, inmunoconjugado viral, 6 compuesto, para
su uso como se reivindica en la reivindicacién 33, caracterizado porque dicho anticuerpo se prepara mediante un
proceso que comprende inmunizar un animal con células endoteliales activadas y seleccionar del animal inmunizado
un anticuerpo que se enlace a la fosfatidilserina y que compita efectivamente con el anticuerpo monoclonal 3G4
(depositado como ATCC PTA 4545) para el enlazamiento a la fosfatidilserina.

40. Un anticuerpo purificado, fragmento de enlazamiento al antigeno, inmunoconjugado viral, 6 compuesto, para
su uso como se reivindica en cualquiera de las reivindicaciones 32 a 39, caracterizado porque dicho anticuerpo se
enlaza a la fosfatidilserina tal como se determina por el siguiente protocolo ELISA:

- La placa de 96 pozos se recubre con fosfatidilserina (PS) de la siguiente manera:

- diluir la solucién concentrada PS en n-hexano hasta 10 pg/ul y mezclar bien
- adicionar 50 ul a cada pozo y permitir que éste se evapore durante una hora

- adicionar 200 ul de solucién reguladora de bloqueo a cada pozo, donde dicha solucién reguladora de bloqueo es
10% suero de bovino disuelto en PBS, cubrir y mantener a temperatura ambiente durante 2 horas o durante toda la
noche a 4°C

- lavar la placa tres veces con PBS

- adicionar 100 pl/pozos del anticuerpo secundario (cabra, antiratén IgG-HRP u otro anticuerpo secundario apro-
piado) e incubar durante 1 hora a 37°C.
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- lavar la placa tres veces con PBS

- desarrollar el ELISA adicionando 100 pl de solucién reveladora a cada uno de los pozos, revelar durante 10
minutos, luego adicionar 100 ul de solucién de paro a cada placa y leer la OD a 490 nm.

- la solucidn reveladora consistente en 10 ml de 0.2 M Na,PO,, 10 ml de &cido citrico 0.1 M y una tableta de 10
mg de OPD, y 10 ul de peréxido de hidrégeno

- la solucién de paro es 0.18 M H,SO;,.

41. Un anticuerpo purificado, fragmento de enlazamiento al antigeno, inmunoconjugado viral, 6 compuesto, para
su uso como se reivindica en cualquiera de las reivindicaciones 30 a 40, caracterizado porque dicho anticuerpo es un
anticuerpo monoclonal o un fragmento de enlazamiento al antigeno del mismo.

42. Un anticuerpo purificado, fragmento de enlazamiento al antigeno, inmunoconjugado viral, 6 compuesto, para
su uso como se reivindica en cualquiera de las reivindicaciones 30 a 41, caracterizado porque dicho anticuerpo es
un diacuerpo scFv, Fv, Fab’, Fab, un anticuerpo lineal o un fragmento de enlazamiento al antigeno F(ab’), de un
anticuerpo o una CDR, un fragmento univalente, un anticuerpo camelizado o de dominio sencillo.

43. Un anticuerpo purificado, fragmento de enlazamiento al antigeno, inmunoconjugado viral, 6 compuesto, para
su uso como se reivindica en cualquiera de las reivindicaciones 30 a 42, caracterizado porque dicho anticuerpo es un
anticuerpo humano, humanizado, en parte humano, quimérico, biespecifico, recombinante o manipulado por ingenieria
o un fragmento de enlazamiento al antigeno del mismo.

44. Un anticuerpo purificado, fragmento de enlazamiento al antigeno, inmunoconjugado viral, 6 compuesto, para
su uso como se reivindica en cualquiera de las reivindicaciones 30 a 43, caracterizado porque dicho anticuerpo
comprende al menos una primera regioén variable que incluye una regién de secuencias de aminodcidos que tiene la
secuencia de aminodcidos de la SEQ ID NO: 2 o SEQ ID NO: 4, o una variante o forma mutagenizada de la secuencia
de aminoécidos de la SEQ ID NO: 2 o SEQ ID NO: 4, en donde esa variante o forma mutagenizada mantiene el
enlazamiento a la fosfatidilserina.

45. Un anticuerpo purificado, fragmento de enlazamiento al antigeno, inmunoconjugado viral, 6 compuesto, para su
uso como se reivindica en la reivindicacion 44, caracterizado porque dicho anticuerpo comprende una regién variable
de cadena pesada que incluye una region de secuencias de aminodcidos que tiene la secuencia de aminodcidos de la
SEQ ID NO: 2 y una regién variable de cadena ligera que incluye una regién de secuencias de aminoacidos que tiene
la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 4.

46. Un anticuerpo purificado, fragmento de enlazamiento al antigeno, inmunoconjugado viral, 6 compuesto, para
su uso como se reivindica en cualquiera de las reivindicaciones 30 a 43, caracterizado porque dicho anticuerpo
comprende una region variable de cadena pesada que incluye residuos de aminoécidos de las regiones determinantes
de complementariedad (CDRs) de las posiciones de aminoacidos 31-35 (CDR H1), 50-56 (CDR H2) y 95-102 (CDR
H3) de la SEQ ID NO: 2; 6 una regién variable de cadena ligera que incluye residuos de aminoédcidos de las CDRs de
las posiciones de aminoécidos 24-34 (CDR L1), 50-56 (CDR L2) y 89-97 (CDR L3) de la SEQ ID NO: 4.

47. Un anticuerpo purificado, fragmento de enlazamiento al antigeno, inmunoconjugado viral, 6 compuesto, para
su uso como se reivindica en la reivindicacién 46, caracterizado porque dicho anticuerpo comprende una regién
variable de cadena pesada que incluye residuos de aminoécidos de las CDRs de las posiciones de aminodcidos 31-35
(CDR HI), 50-56 (CDR H2) y 95-102 (CDR H3) de la SEQ ID NO: 2; y una regién variable de cadena ligera que
incluye residuos de aminodcidos de las CDRs de las posiciones de aminodcidos 24-34 (CDR L1), 50-56 (CDR L2) y
89-97 (CDR L3) de la SEQ ID NO: 4.

48. Un anticuerpo purificado, fragmento de enlazamiento al antigeno, inmunoconjugado viral, 6 compuesto, para
su uso como se reivindica en cualquiera de las reivindicaciones 30 a 47, caracterizado porque dicho anticuerpo es el
anticuerpo monoclonal 3G4 depositado como ATCC PTA 4545.

49. Un anticuerpo purificado, fragmento de enlazamiento al antigeno, inmunoconjugado viral, 6 compuesto, para
su uso como se reivindica en cualquiera de las reivindicaciones 30 a 48, caracterizado porque dicho anticuerpo 6 el
fragmento de enlazamiento al antigeno del mismo de dicho compuesto recubre un compuesto de liposoma furtivo o
PEGilado.

50. Un anticuerpo purificado, fragmento de enlazamiento al antigeno, inmunoconjugado viral, 6 compuesto, para
su uso como se reivindica en la reivindicacion 49, caracterizado porque dicho liposoma furtivo o PEGilado contiene
uno o mds agentes terapéuticos.

51. Un anticuerpo purificado, fragmento de enlazamiento al antigeno, inmunoconjugado viral, 6 compuesto, como

se reivindica en cualquiera de las reivindicaciones 29 a 50, para su uso en la inhibicién de la replicacién viral.
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52. Un anticuerpo purificado, fragmento de enlazamiento al antigeno, inmunoconjugado viral, 6 compuesto, como
se reivindica en cualquiera de las reivindicaciones 29 a 50, para su uso en la inhibicién de la diseminacién viral.

53. Un anticuerpo purificado, fragmento de enlazamiento al antigeno, inmunoconjugado viral, 6 compuesto, como
se reivindica en cualquiera de las reivindicaciones 29 a 52, para su uso en el tratamiento o prevencién de una infeccién
por CMV, RSV, hepatitis, influenza, VIH, herpes, paramixovirus o arenavirus.

54. Un anticuerpo purificado, fragmento de enlazamiento al antigeno, inmunoconjugado viral, 6 compuesto, como

se reivindica en cualquiera de las reivindicaciones 29 a 52, para su uso en el tratamiento o prevencion de la hepatitis,
influenza, SIDA, neumonia viral o enfermedad respiratoria o fiebre de Lassa.
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constante humana x

{BbsI graft site
T

FRed

ESEDFVDYYC LQYVSSPPTF GAGTKLELKR ADAAPTVF IFPPSDEQLKSGTAS

J proteina madura
195

Ratén lider

MDMRAPAQIL GFLLLLFPGT RCDIQMTQSP SSLSASLGER VSLTCRASQD

IGSSLNWLQQ GPDGTIKRLI YATSSLDSGV PKRFSGSRSG SDYSLTISSL

1
51

sitio BbsI. De esta manera, éste contiene la secuencia del ratén lider y su VL
101

esta unido dentro de la secuencia CL1 humana de la siguiente manera:

El producto RACE 3G4-2BVL es injertado a la regidén constante humana k en el
lider/3G4-VL/TVF-IFP..
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LISTA DE SECUENCIAS

<110> Board of Regents, The University of Texas system

<120> Anticuerpos seleccionados y péptidos de duramicina que se enlazan a fosfolipidos aniénicos y aminofosfolipi-
dos y sus usos en el tratamiento de infecciones virales y del cancer

<130> 9682 EP PAB/PMBC

<140> EP03764600.7
<141> 2003 07 15

<150> 60/396,263
<151>2002 07 15

<160> 9
<170> PatentIn version 3.1

<210> 1

<211> 519

<212> DNA

<213> Mus musculus

<400> 1

atgggatgga
gtccagctge
tgcaaggctt
ggaaagagcc
cagaagttca

cctggatctt
agcagtctgg
ctggttactc
ttgaatggat
ggggcaaggc

tattttaatc ctgtcagtaa
acctgagctg gagaagcctg
attcactggc tacaacatga
tggacatatt gatccttact
cacattgact gtagacaaat

cagctcaaga gcctgacatc tgaggactct gcagtctatt

tacgggcact

acaacaacag

ggtacttcga
ccccatctgt

tgtctggggc gcagggacca
ctatcccttg gtcccggaco

ttcgatatca agcttatcga taccgtcgac ctcgagggg

<210>2
<211> 152
<212> PRT

<213> Mus musculus

ctacaggtgt
gcgettcagt
actgggtgaa
atggtgatac
cctccageac

actgtgtaaa
cggtcaccgt

gatccccegg

ccactctgag
gaagctatcc
acagagccat
ttcctacaac

agcctacatg

ggggggttac
ctcctcaget

gctgcaggaa

60
120
180
240

300

360
420
480

519
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<400> 2

Met
1

val

Pro

Thr

Glu

65

GIn

Thr

Tyr

Trp

Pro
145

<210>3
<211> 435
<212> DNA

Gly

His

Gly

Gly

50

Trp

Lys

Ala

Tyr

G)

13

Ser

Trp Thr
ser Glu

20

Ala ser
35
Tyr Asn
Ile Gly
Phe Arg

r Met
i 100
Cys val

Ala Gly

val Tyr

<213> Mus musculus

<400> 3

atggacatga
agatgtgaca
gtcagtctca
ggaccagatg
cccaaaaggt
gagtctgaag
ggtgcrggga
gggcggatcc

gggctcctge
tccagatgac
cttgtcgggce
gaactattaa
tcagtggcag
attttgtaga
ccaagctgga

cccgg

Trp
5
val
val
Met
His
Gly
85
Gln
Lys

Thr

Pro

Ile

GIn

Lys

ASn

Ile

70

Lys

Leu

Gly

Thr

Leu
150

ES 2358 730 T3

Phe

Leu

Leu

Trp

55

ASp

Ala

Lys

Gly

val

135

val

Ile Leu

Gln GIn
25

ser Cys

40

val Lys

Pro Tyr

Thr Leu

Ser Leu
105

H

Thr val

Pro

acagattttg ggcttcttgt
ccagtctcca tcctccttat
aagtcaggac attggtagta
acgcctgatc tacgccacat
taggtctggg tcagattatt
ctattactgt ctacaatatg
gctgaaacgg gctgatgetg

Ile

10

Ser

LyS

Gln

Tyr

Thr

90

Gly

Ser

Leu

Gly

Ala

Ser

Gly

75

val

Ser

His

Ser

Ser val Thr Thr Gly
15

Pro Glu Leu Glu Lys

30

Ser §}y Tyr Ser Phe

His Gly Lys Ser Leu
60

Asp Thr Ser Tyr Asn

AsSp Lys Ser Ser Ser
95

Glu Asp Ser Ala val

110

Trp r phe Asp val
1 P

Ala Thr Thr Thr Ala
140

tgctcttgtt tccaggtacc
ctgcctctct gggagaaaga
gcttaaactg gcttcagcag
ccagtttaga ttctggtgtc
ctctcaccat cagcagcctt
ttagttctcc tcccacgtte

caccaactgt cttcatcttc

60
120
180
240
300
360
420
435
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<210> 4
<211> 144
<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 4

Met Asp
1

Phe Pro

Leu Ser

Gln Asp

50

Thr Ile

65

Pro Lys

Ile Ser

Tyr val

Met

Gly

Ala

35

Ile

Lys

Arg

Ser

Ser
1158

Arg §1a Pro

Thr

Ar
20 9

cys

ser Leu Gly

Gly Ser Ser

Ile
70

Arg Leu

Phe ser Gly

85

teu Glu Ser

100

Ser Pro Pro

Lys Arg Ala Asp Ala Ala
130

<210>5
<211> 783
<212> DNA

<213> SECUENCIA ARTIFICIAL

<220>

<223> OLIGONUCLEOTIDO SINTETICO

ES 2358 730 T3

Ala

Asp

Glu

Leu

55

Tyr

ser

Glu

Thr phe Gly Ala
120

Pro Thr val Phe
135

Gln

Ile

Arg

40

ASn

Ala

Arg

ASp

Ile

GIn

25

val

Trp

Thr

ser

Phe
105

Leu Gly Phe

10

Met Thr GIn

Ser Leu Thr
Leu GIn Gln

60
Ser

ser Leu
75

Gly

Ser Asp
20

val Asp Tyr

Gly Thr

Leu Leu Leu

15

Leu

ser Pro Ser

30

ser

Arg Ala Ser

v

Gly Pro Asp Gly

val
80

Asp Ser Gly

Ser teu Thr

Tyr
95

Tyr Cys Leu GIn

110

Lgs Leu Glu Leu
1258

Ile Phe Gly Arg Ile Pro
140
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<400> 5

gcccageegg
gggaggtccc
cactgggtcc
ggaagtaata
tccaagaaca
tactgtgcaa
ggtggaggcg
cagccgecte
agctccgaca
aaactcctca
tccaagtctg
gattattact
ctgaccgtcc
ctc

ccatggccga
tgagactctc
gccaggetec
aatactatgc
cgctgtatct
gattgcatgc
gttcaggcgg
cagtgtctgce
tggggaatta
tctatgaaaa
gcacctcage
gcttagcatg

taggtgcgge

<210> 6

<211> 261

<212> PRT

<213> SECUENCIA ARTIFICIAL

<220>
<223> POLIPEPTIDO

ES 2358 730 T3

ggtgcagctg
ctgtgcagcce
aggcaagggg
agactccgtg
gcaaatgaac
tcagacttgg
aggtggctct
ggccccagga
tgcggtatcc
taataagcga
caccctgggce
ggataccagc
cgcacatcat

gtggagtctg
tctggattca
ctggagtggg
aagggccgat
agcctgagag
ggccaaggta
ggcggtagtg
cagaaggtca
tggtaccage
ccctecaggga
atcactggcc
ccgecggaatg
catcaccatc

ggggaggcgt
ccttcagtag
tggcagttat
tcaccatctc
ctgaggacac
ccctggteac
cacttcagtc
ccatctectg
agctcccagg
ttcctgaceg
tctggectga
tattcggcag
acggggecgc

ggtccagcect
ctatggcatg
atcatatgat
cagagacaat
ggccgtgtat
cgtctcgagt
tgtgctgacg
ctctggaage
aacagccecce
attctctgge
ggacgaggec
agggaccaag
agaacaaaaa

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
783
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<400> 6

Ala

1

val

Phe

Lys

Tyr

65

ser

Thr

Gly

Gly

val

145

ser

Gly

Gly

Leu

Leu
225

GIn

val

Thr

Gly

50

Lys

Ala

Thr

Ser
130
Ser
ser

Thr

Ile

Pro

GIn

phe

35

teu

Ala

ASn

val

Leu

115

Gly

Ala

Asp

Ala

Pro
195

Ala

Pro

20

Ser

Glu

Asp

Thr

Tyr

100

val

Gly

Ala

Met

Pro

180

Asp

615 Ile Thr
21

Ala Trp Asp

Gly

ser

Trp

Ser

Leu

85

Tyr

Thr

Ser

Pro

Gl

16

Lys

Arg

Gly

Thr

Ala

Arg

TYr

val

val
70

Tyr

Ccys

val

Ala

Gl

1S

AsSn

Leu

Phe

teu

Ser
230

ES 2358 730 T3

Glu
ser
Gly
Ala
sS

Lys
Leu

Ala

Ser
Leu

135

GlIn

Leu

ser

Tr
21

Pro

val Gin

Leu Ar
ZSg

Met His

40

val Ile

Gly Arg

GIn Met

Arg Leu
9 105

ser Gl
120 y

GIn Ser
Lys val
Ala val
Ile Tyr

185
Gly Ser
2

Pro Glu

Arg Asn

Leu val
10
Leu Ser
Trp val
ser Tyr
Phe Thr
75
ASh Sser
90
His Ala
Gly Gly
val Leu
Thr Ile
155
ser Trp
170
Glu Asn
Lys ser

Asp Glu

val phe
235

Glu Ser Gly Gly
15
Cys Ala Ala ser
30

Arg Gin Ala Pro
45

Asp Gly Ser Asn
60

Ile Ser Arg Asp

Leu Arg Ala Glu
95

GIn Thr Trp &1
116 7

Gly Ser Gly G}
y 125 y Y

Thr Gin Pro Pro
140

Ser Cys Ser Gly

Tyr GIn GlIn Leu
175

Asn Lys ir Pro

Gly Thr Ser Ala

r
205

Ala Asp Tyr Tyr
220 P 4

Gly Gly Gly Thr

Gly

Gly

Gly

Lys

ASn

80

ASp

GIn

Gly

ser

Ser

160

Pro

Ser

Thr

cys
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Leu Thr val Leu Gly Ala Ala Ala His His His His His His G1§ Ala
24¥ 250 25

Ala Glu GIn L%s Leu
260

<210> 7
<211>20
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 7

Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser val phe Pro Leu Ala Pro Ser Ser Lys
1 5 10 15

ser Thr Ser Gly
20

<210> 8
<211> 15
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 8

Ile Phe Pro Pro Ser Asp Glu GIn Leu Lgs Ser Gly Thr Ala Ser
1 S 1 15

<210>9
<211> 19
<212> PRT

<213> Streptomyces cinnamoneus

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (11)..(18)

<223> Xaa = Abu

<400> 9

é1a Lys GIn Ala /s\'la Ala Phe Gly Pro ;ge Xaa phe val Ala ﬁp Gly

Asn Xaa Lys
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