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DESCRIPCION

Anticuerpos anti-CD33 y su aplicacion para el inmunotargeting en el tratamiento de enfermedades asociadas a
CD33.

[0001] La invencion se refiere a anticuerpos contra el antigeno asociado a tumores CD33 y a su aplicacion para el
immunotargeting de células positivas para CD33. Los anticuerpos segun la invencion son adecuados para la
aplicacién en el campo de la medicina, la farmacia y la investigacion biomédica.

[0002] EI cancer (neoplasia maligna) es una clase de enfermedad en la que un grupo de células se distingue por
una division celular incontrolada, por una invasion y destruccién de tejidos contiguos y a veces por una
metastatizacion. Estas caracteristicas malignas del cancer lo diferencian de los tumores benignos, que, si bien
desplazan con su crecimiento el tejido adyacente, no se infiliran en éste y no metastatizan. La mayoria de los tipos
de cancer forman tumores, pero algunos no, como las leucemias, que afectan al sistema hematopoyético. En el
sentido de la invencion, el término 'cancer’ designa tanto tumores malignos como hemoblastosis.

[0003] En las células cancerosas esta inactivada la armonizacion de crecimiento, division y destruccion en el
complejo celular. Surgen cuando se alteran determinados genes y estas alteraciones ya no pueden repararse, lo que
lleva a la falta de funcionalidad de determinadas zonas de los genes, de manera que las células cancerosas se
estimulan a si mismas a dividirse e ignoran las sefales inhibidoras del crecimiento procedentes del entorno de la
célula.

[0004] EI sistema inmunitario intenta fundamentalmente combatir las células que crecen de manera incontrolada.
Un problema para ello es el hecho de que las células cancerosas son en muchos aspectos iguales que las células
normales del cuerpo, ya que proceden de las mismas. Por lo tanto, en la mayoria de los casos las medidas de
defensa del sistema inmunitario son insuficientes para controlar el crecimiento del tumor.

[0005] En la leucemia mieloide aguda (LMA) se ve afectada la mielopoyesis, o sea la parte del sistema
hematopoyético responsable de la formacion de granulocitos y monocitos. En la hematopoyesis, los mieloblastos
representan una etapa previa inmadura de los leucocitos mieloides. En la LMA, diversas alteraciones genéticas que
afectan a los genes relevantes para la division celular tienen como resultado un mieloblasto individual para la
formacion de una célula que permanece en un estado inmaduro y se multiplica masivamente. Esta multiplicacion de
las etapas previas inmaduras en la médula ésea y también en la sangre caracteriza la LMA.

[0006] Las alteraciones pueden producirse en una serie de diferentes puntos del ciclo celular, de manera que la
LMA presenta distintas caracteristicas fenotipicas, genotipicas y clinicas. La clasificacion moderna de la LMA se
basa en la tesis de que las caracteristicas y el comportamiento de las células tumorales dependen de en qué etapa
del ciclo celular se ha detenido la proliferacion. En muchos pacientes de LMA pueden detectarse determinadas
caracteristicas citogenéticas especificas distintivas que, a menudo, son significativas en cuanto al pronéstico. Las
alteraciones genéticas codifican proteinas de fusidon anormales, en la mayoria de los casos factores de transcripcion,
que causan la proliferacién incontrolada.

[0007] Las células tumorales se diferencias de las células sanas en la expresion de antigenos tumorales, o sea de
proteinas que expresan solo las células tumorales. Estas se forman como consecuencia del genoma alterado en las
células cancerosas, o a causa de una expresion genética alterada. Los antigenos tumorales se hallan en la
membrana celular exterior de las células tumorales, en el plasma celular y en el ndcleo celular. Los antigenos
tumorales son, como estructura diana, la base de la mayoria de los conceptos de la inmunoterapia del cancer. Hasta
la fecha se conocen mas de 2.000 antigenos tumorales.

[0008] Como diana para la terapia del cancer resultan ideales los antigenos especificos de tumores (TSA), o sea
antigenos que son producidos sélo por células cancerosas y no por células sanas. Sin embargo, la mayoria de los
antigenos tumorales no son especificos de tumores, sino asociados a tumores (TAA), es decir que son expresados
también por células sanas. No obstante, en muchos tumores los antigenos tumorales estan sobre-expresados.
Debido a mutaciones en el genoma pueden aparecer también alteraciones estructurales en la secuencia de
proteinas. Muchos antigenos tumorales aparecen solo en determinados tipos de tumor y, dentro de éstos,
frecuentemente incluso soélo en determinados casos.

[0009] Los antigenos tumorales presentes en la LMA comprenden, entre otros, TAA asociados a una serie de otras
enfermedades tumorales, como por ejemplo la telomerasa transcriptasa inversa, la proteina del tumor de Wilms 1
(WT1) y la survivina. Ademas se conocen también TAA asociados a otras enfermedades leucémicas, como el
CD168 y la fosfoproteina de fase M. También existen TAA que aparecen especialmente en conexion con la LMA,
como el CD33, el CD45 y los mHAgs (minor histocompatibility antigens).

[0010] EI CD33 es una proteina transmembrana glicosilada compuesta de 364 aminoacidos, que pertenece a la
familia de las lectinas similares a Ig de unién a acido sialico (SIGLECs). Se expresa también en células precursoras
hematopoyéticas en fase temprana, precursores mielomonociticos y células mieloides, mientras que no esta
presente en células madre de la médula 6sea pluripotentes normales. Aproximadamente de un 85 a un 90% de los
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pacientes de LMA dan positivo para CD33. Por lo tanto, el CD33 constituye una diana particularmente atractiva para
una inmunoterapia y se utiliza ya como diana en una inmunoterapia dirigida.

[0011] La terapia convencional de la LMA es una quimioterapia para la induccion de una remision, a la que pueden
seguir otras quimioterapias o el trasplante de células madre hematopoyéticas. En los Estados Unidos se conjugé en
el afio 2000 un anticuerpo monoclonal con un citostatico, gemtuzumab ozogamicina, para pacientes con LMA
recidivante que no son candidatos para la quimioterapia estandar.

[0012] Los anticuerpos son proteinas de la clase de las globulinas, que en los vertebrados se forman como
reaccion a determinadas sustancias, los antigenos. En la lucha contra las células cancerosas, los anticuerpos
policlonales endégenos desempefian s6lo un papel muy pequefio. Esto es debido a que la mayoria de las células
tumorales no presentan antigenos suficientemente alterados que sean reconocidos como extrafios por el propio
sistema inmunitario, de manera que los anticuerpos enddgenos no se enlazan a las células tumorales en cantidad
suficiente. Los anticuerpos monoclonales son completamente idénticos en su estructura y estan dirigidos sélo contra
un epitopo de un antigeno.

[0013] Los anticuerpos monoclonales empleados para la terapia del cancer actian casi exclusivamente a través de
la citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (antibody dependent cellular cytotoxicity, ADCC). En este caso,
los anticuerpos reclutan mediante su parte Fc células efectoras citotoxicas, como por ejemplo células NK,
macroéfagos, linfocitos o granulocitos, que no presentan por si mismas ninguna especificidad antigénica, con
respecto a la célula tumoral. El dafio producido directamente en la célula por anticuerpos monoclonales ligados,
como el desencadenamiento de determinadas cascadas de sefales intracelulares que inician la apoptosis por la
reticulacion cruzada de los antigenos tumorales debido a la union del anticuerpo, es una rara excepcion.

[0014] Para reforzar el efecto de los anticuerpos monoclonales en las enfermedades cancerosas se han
desarrollado distintas estrategias de vectorizacion de medicamentos (drug targeting), con el fin de utilizar los
anticuerpos como portadores de principios activos mas potentes, los asi llamados inmunoconjugados o derivados de
anticuerpos. Para ello se han ligado (conjugado) a los anticuerpos correspondientes principios activos como
radionuclidos, toxinas (por ejemplo la toxina diftérica), citoquinas o también citostaticos.

[0015] En principio es posible ligar a anticuerpos principios activos de gran potencia, que en caso de una
administracion sistémica libre causarian efectos colaterales injustificables debido a su toxicidad. Los derivados de
anticuerpos constan de tres componentes: un anticuerpo o fragmento de anticuerpo, un principio activo y un
elemento de union (linker) entre el anticuerpo y el principio activo.

[0016] EI documento WO 2004/043344 A2 da a conocer el anticuerpo anti-CD33 "My9-6" y procedimientos para el
tratamiento de la leucemia mieloide aguda (LMA) empleando este anticuerpo. Se revela que el anti-CD33 para el uso
terapéutico se halla preferentemente en forma alterada. Asi, se dan a conocer derivados de anticuerpos
humanizados o sélo los fragmentos de unién a epitopo del anticuerpo My9-6. Ademas se revela que el anticuerpo
My9-6 puede estar conjugado con una sustancia terapéuticamente activa.

[0017] EI primer anticuerpo dirigido contra CD33 sometido a estudios clinicos es M195 (US 5.730.982, EP1656950
A1). La variante humanizada de este anticuerpo del isotipo IgG1, también conocida por el nombre de lintuzumab, se
ensayo6 en estudios clinicos, no pudiendo constatarse sin embargo en la fase lll ninguna ventaja del lintuzumab
combinado con quimioterapia en comparacién con la quimioterapia sola (E. J. Feldman et. al., Phase Il Randomized
Multicenter Study of a Humanized Anti-CD33 Monoclonal Antibody, Lintuzumab, in Combination With Chemotherapy,
Versus Chemotherapy Alone in Patients With Refractory or First-Relapsed Acute Myeloid Leukemia. J. Clin. Oncol.
23 (18), 2005, pag. 4110-4116).

[0018] EI gemtuzumab ozogamicina es un inmunoconjugado de un anticuerpo monoclonal dirigido contra CD33 del
tipo 1gG4, que se empled hasta el 2010 en los EE.UU. para el tratamiento de la LMA, pero que entretanto se ha
retirado del mercado. Consta de un anticuerpo monoclonal humanizado contra CD33, que esta conjugado con un
citostatico: calicheamicina. El mecanismo de accién se basa en la endocitosis del derivado de anticuerpo, de manera
que el citostatico acoplado al mismo puede desarrollar su efecto tdxico tras la absorcion en la célula (Walter R et al.
Blood. 105 (3), 2005, pag. 1295-1302). En Europa no se aprobd el gemtuzumab ozogamicina, ya que, en opinion de
las autoridades reguladoras europeas EMEA, la eficacia no esta suficientemente probada.

[0019] La tabla siguiente muestra las secuencias de aminoacidos de las CDR (complementarity determining
regions [regiones determinantes de complementariedad] , los sitios de uniéon a antigeno de un anticuerpo) del
anticuerpo anti-CD33 conocido por los documentos correspondientes:
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[0020] Una problematica general para la eficacia terapéutica de los anticuerpos monoclonales es la capacidad de
enlace de los anticuerpos a las células cancerosas, o sea la afinidad de los anticuerpos. Incluso en las células
cancerosas que presentan suficientes antigenos tumorales, la tasa de enlace es con frecuencia insuficientemente
alta. Con una masa molecular de aproximadamente 150 kDa, los anticuerpos estan ademas por lo general limitados
en su penetracion en los tejidos. En este caso, los fragmentos de anticuerpo, como Fab, F(ab)2 o scFv (single chain
variable fragments [fragmentos variables de cadena sencilla]) tienen considerables ventajas debido a su tamafo
ostensiblemente menor.

[0021] Los anticuerpos biespecificos, o sea derivados de anticuerpos que constan de componentes de dos
anticuerpos monoclonales diferentes, ofrecen nuevas posibilidades para conceptos terapéuticos en la inmunoterapia
del cancer.

[0022] Los quadroma son anticuerpos biespecificos de la primera generacion y constan respectivamente de una
cadena pesada y una cadena ligera de dos anticuerpos monoclonales distintos. Los dos brazos del anticuerpo estan
dirigidos contra, respectivos, antigenos diferentes. La parte Fc se forma conjuntamente a partir de las dos cadenas
pesadas del anticuerpo. Mediante esta estructura es posible, por ejemplo, colocar el paratopo de un anticuerpo
dirigido contra un antigeno tumoral y el paratopo de otro anticuerpo dirigido contra un antigeno linfocitario en,
respectivamente, un brazo del anticuerpo biespecifico. De este modo es posible formar un complejo tricelular, que
resulta de las células enlazadas en cada caso por los distintos paratopos y la célula efectora enlazada a la parte Fc.
Por regla general se logra asi una activacion mejorada de los inmunocitos endégenos frente a las células tumorales.

[0023] Los anticuerpos biespecificos de ultima generacion estan construidos a partir de dos fragmentos scFv
distintos. Estos estan unidos entre si con un conector (linker). De este modo, un anticuerpo biespecifico puede, por
ejemplo, enlazarse con un scFv a células tumorales y con el otro scFv a células efectoras.

[0024] Si se dirige un paratopo contra células T, también pueden activarse estas células. Con los anticuerpos
monoclonales normales esto no es posible, ya que las células T no disponen de receptores Fc. Los anticuerpos
biespecificos presentan ademas un mayor potencial citotéxico. Se enlazan también a antigenos que se expresan de
manera relativamente débil.

[0025] Hasta la fecha no se ha aprobado ninguin anticuerpo biespecifico para la aplicacién clinica en humanos.

[0026] Se conocen anticuerpos biespecificos en los que un scFv se enlaza al complejo CD3 en células T, que se
denominan también BIiTE (bispecific T-cell engager [enlazador de células T biespecifico]) (P. A. Baeuerle et. al.,
BiTE: Teaching antibodies to engage T cells for cancer therapy. Curr Opin Mol Ther 11, 2009, pag. 22-30).

[0027] De momento se hallan en estudio clinico dos anticuerpos BiTE distintos. El blinatumomab, un anticuerpo
dirigido contra CD3 y CD19, se ensaya en pacientes en fases tardias del linfoma no Hodgkiniano y en pacientes con
leucemia linfoblastica aguda de la linea celular B (B-ALL). EI MT110 es un anticuerpo que esta dirigido contra CD3 y
EpCAM (epithelial cell adhesion molecule [molécula de adhesion de célula epitelial]) y se ensaya en pacientes con
carcinoma bronquial y pacientes con enfermedades cancerosas gastrointestinales (R. Bargou en. al., Tumor
regression in cancer patients by very low doses of a T cell-engaging antibody. Science 321, 2008, pag. 974-977; K.
Brischwein et.al., MT110: a novel bispecific single-chain antibody construct with high efficacy in eradicating
established tumors. Mol Immunol 43, 2006, pag. 1129-1143).

[0028] No todos los anticuerpos monoclonales son adecuados en forma de fragmentos scFv o para la construccion
de estructuras biespecificas. Aqui es especialmente decisiva la afinidad de los anticuerpos, que esta determinada
por las regiones variables. Como fragmentos scFv resultan adecuados soélo los anticuerpos de muy alta afinidad, ya
que el enlace al antigeno respectivo se realiza s6lo con un par de regiones variables de las cadenas pesadas y
ligeras, al contrario que en los anticuerpos IgG completos, que tienen dos pares de regiones variables de las
cadenas pesadas y ligeras.

[0029] Existe una necesidad de nuevos conceptos terapéuticos para el tratamiento de la LMA y otros carcinomas.
Los anticuerpos conocidos hasta la fecha tienen una afinidad demasiado baja con respecto a los antigenos
asociados a tumores, como el CD33, para poder emplearse con fines terapéuticos. Por consiguiente, existe la
necesidad de desarrollar anticuerpos especificos para antigenos asociados a tumores, por ejemplo CD33, que
tengan una alta afinidad y por lo tanto sean adecuados para su uso en la terapia del cancer.

[0030] EI objetivo de la invencion es por tanto la puesta a disposicion de nuevos anticuerpos anti-CD33,
especialmente con una gran afinidad con respecto a CD33, que permita utilizar los anticuerpos como fragmentos
recombinantes para el immunotargeting.

[0031] Segun la invencion, el objetivo se consigue mediante nuevos anticuerpos anti-CD33 que contienen regiones
determinantes de complementariedad (complementarity determining regions, CDR) y que estan caracterizados
porque las CDR de la regién variable de la cadena pesada (Vy) comprenden las siguientes secuencias:

CDR1 DYVVH (SEQ ID n° 01),
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CDR2 YINPYNDGTKYNEKFKG (SEQ ID n° 02),
CDR3 DYRYEVYGMDY (SEQ ID n° 03),

y porque las CDR de la region variable de la cadena ligera (Vi) comprenden las siguientes secuencias:

CDR1 TASSSVNYIH (SEQ ID n° 04),
CDR2 TSKVAS (SEQ ID n° 05),
CDR3 QQWRSYPLT (SEQ ID n° 06).

[0032] Los anticuerpos anti-CD33 segun la invencion, también denominados aqui "anti-CD33DRB2", estan
caracterizados en sus secuencias de aminoacidos de las cadenas pesadas y las cadenas ligeras, sus CDR y en
métodos para la expresion del anticuerpo en forma recombinante.

[0033] Los anticuerpos anti-CD33DRB2 estan ademas caracterizados funcionalmente y se ha demostrado que se
distinguen por una alta afinidad con el CD33 humano (figura 3). Por consiguiente, los anticuerpos segun la invencion
presentan ventajosamente una alta afinidad con el CD33 humano. Las afinidades de los anticuerpos nativos son del
orden de 10"° molesi/l. Las afinidades de los derivados recombinantes alcanzan 10~ a 10® moles/I. Se ha podido
demostrar que, en su mayoria, los anticuerpos no son absorbidos en las células positivas para CD33 a través de una
endocitosis y permanecen en la superficie celular un largo espacio de tiempo. Esto los hace especialmente
adecuados para un uso terapéutico con el fin de un immunotargeting de células efectoras en células positivas para
CD33. Gracias a la alta afinidad, las secuencias CDR segun la invencion resultan particularmente adecuadas para
producir fragmentos recombinantes (como scFv) y para el immunotargeting.

[0034] En el sentido segun la invencion, el término "anticuerpo” comprende todos los anticuerpos, fragmentos de
anticuerpo y derivados de los mismos que son capaces de enlazarse al antigeno, en este caso CD33, y presentan
las CDR segun la invencion completas. Entre éstos se incluyen los anticuerpos monoclonales completos y también
los fragmentos de union a epitopo de estos anticuerpos. Los fragmentos de union a epitopo (también denominados
aqui fragmentos de anticuerpo o derivados de anticuerpos) comprenden todas las partes del anticuerpo capaces de
enlazarse al antigeno, en este caso CD33. Los ejemplos de fragmentos de anticuerpo preferidos segun la invencion
incluyen, pero de modo expreso no estan limitados a, Fab, Fab', F(ab'),, Fd, fragmentos variables de cadena sencilla
(single-chain) (scFv), anticuerpos de cadena sencilla, fragmentos variables con enlace de disulfuro (sdFv) y
fragmentos que contienen bien una regién variable de la cadena ligera (Vi) o bien una regién variable de la cadena
pesada (VH). Se incluyen ademas anticuerpos de produccién recombinante, como diabodies, triabodies y
tetrabodies.

[0035] EI anticuerpo lleva preferentemente una molécula marcadora, como por ejemplo biotina, dioxigenina, un
radionuclido o un colorante fluorescente. Con especial preferencia, el anticuerpo esta conjugado con un grupo
efector.

[0036] Los fragmentos de anticuerpo contienen las regiones variables bien solas o bien en combinacién con otras
regiones, seleccionadas entre la region bisagra y la primera, segunda y tercera zona de la regién constante (Cn1,
Ch2, Cn3). También estan comprendidos en el término "anticuerpo” los anticuerpos quiméricos, en los que distintas
partes del anticuerpo proceden de diferentes especies, como por ejemplo anticuerpos con una region variable
murida combinada con una regién constante humana.

[0037] Los fragmentos de anticuerpo estan en caso dado enlazados entre si mediante un conector (linker). El
conector comprende una secuencia de péptidos flexible y corta (preferentemente de 10 a 20 residuos de aminoacido
de longitud), que se elige de manera que el fragmento de anticuerpo tenga un plegamiento tridimensional de V_ y Vy
tal que presente la especificidad antigénica del anticuerpo completo. Los conectores preferidos, pero no
exclusivamente, son un conector de glicina-serina con la estructura (GlyxSer)y, con x e y seleccionadas entre 1 a 10,
preferentemente 3 a 5. Ademas se prefieren conectores consistentes en una secuencia de péptidos, que pueden
aumentar la resistencia a la proteasa de los derivados de anticuerpos.

[0038] La designacion "region variable" se define segun la invenciéon como las partes de las cadenas pesadas y
ligeras de los anticuerpos que se diferencian en su secuencia entre anticuerpos y que determinan la especificidad
del anticuerpo y el enlace a su antigeno. La variabilidad no esta aqui distribuida uniformemente en la regién variable.
Habitualmente se concentra dentro de tres segmentos definidos de la region variable, que se denominan regiones
determinantes de complementariedad (CDR) o también regiones hipervariables y que estan presentes en las
regiones variables tanto de las cadenas ligeras como de las pesadas. Las partes mas conservadas de las regiones
variables se denominan regiones marco (framework regions). Las regiones variables de las cadenas pesadas y
ligeras contienen cuatro regiones marco, que en su mayoria adoptan una estructura de hoja plegada beta, estando
cada regién marco unida a tres CDR que forman bucles que unen las estructuras de hoja plegada beta y, en algunos
casos, forman parte de la estructura de hoja plegada beta. Las CDR de la cadena respectiva se llevan a una
cercania inmediata mediante las regiones marco vy, junto con las CDR de la otra cadena, contribuyen a la formacion
de la regién de unién a antigeno de los anticuerpos.
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[0039] La regién constante (Fc) de los anticuerpos no participa en la unién a antigeno, sino que en lugar de ello
ofrece multiples funciones de efector que se disparan mediante el enlace a los receptores de uniéon a Fc
correspondientes, como por ejemplo la induccion de la citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (ADCC).

[0040] Los anticuerpos segun la invencion comprenden preferentemente al menos una regién variable de la
cadena pesada (VH) y una region variable de la cadena ligera (V) en forma de un scFv. Al mismo tiempo, la regién
variable de la cadena pesada (Vn) y la region variable de la cadena ligera (V) contienen respectivamente, al menos,
una de las secuencias de CDR segun la invencion.

[0041] Segun la invencidon se prefieren anticuerpos que contienen las siguientes estructuras, en caso dado
humanizadas:

- una region variable de la cadena pesada segun la secuencia SEQ ID n° 13 y una regién variable de la cadena
ligera segun la secuencia SEQ ID n° 14.

[0042] En los anticuerpos, determinados aminoacidos de las secuencias de aminoacidos especificas pueden estar
intercambiados de tal manera que conserven las propiedades de unién del anticuerpo CD33, pero que se diferencien
en su secuencia mediante intercambio, delecion o adicion de uno o varios aminoacidos. Por consiguiente, se
describen también anticuerpos que contienen estructuras cuyas secuencias de aminoacidos presentan, con respecto
a las secuencias de aminoacidos segun la invencion de las regiones variables segun SEQ ID n° 13 y 14, una
identidad de secuencia de preferentemente al menos un 70%, con especial preferencia, al menos, un 80% y
particularmente, al menos, un 90% y que enlazan el antigeno CD33, presentando estas secuencias, al menos, una
de las CDR segun la invencién de acuerdo con SEQ ID n° 1 a 6.

[0043] En configuraciones especiales de la invencion, el anticuerpo comprende las siguientes estructuras:

- una region variable de la cadena pesada con la secuencia segun SEQ ID n° 13 y una region variable de la cadena
ligera con la secuencia segun SEQ ID n° 14;y

- una region constante de una cadena pesada de una IgG humana,

- una region C de la cadena ligera kappa humana

- y una region bisagra IgG3 humana.

[0044] En caso dado, el anticuerpo se presenta en forma de un fragmento F(ab')2.

[0045] En una configuraciéon particularmente preferida de la invencion, se utilizan anticuerpos en forma de
fragmentos scFv que comprenden, al menos, una regién variable de la cadena pesada (V) y una region variable de
la cadena ligera (VL), que contienen las regiones CDR segun la invencion. Ademas se prefieren especialmente los
anticuerpos en forma de fragmentos scFv que comprenden, al menos, una de las regiones variables segun la
invencion de la cadena pesada y de la cadena ligera.

[0046] La invencion comprende anticuerpos anti-CD33 muridos y versiones humanizadas de estos anticuerpos.

[0047] EI objetivo de la humanizacion de anticuerpos consiste en la reduccién de la inmunogenicidad de un
anticuerpo xenégeno, como en este caso del anticuerpo mdurido, para la utilizacion en el sistema humano,
conservandose toda la afinidad de unién y la especificidad antigénica. Los anticuerpos humanizados pueden
producirse por distintos métodos, como por ejemplo mediante resurfacing (remodelacion de superficie) e injerto de
CDR. En el resurfacing se modifican, mediante una combinaciéon de modelizacién molecular (molecular modelling),
analisis estadisticos y mutagénesis, todas las regiones no CDR de la superficie del anticuerpo, de manera que éstas
se asemejen a la superficie de anticuerpos del organismo diana. En el injerto de CDR se introducen las regiones
CDR segun la invencion en regiones variables humanas.

[0048] Los anticuerpos humanizados que contienen las regiones CDR segun la invencién forman expresamente
parte de la invencion.

[0049] También forman parte de la invencion anticuerpos conjugados con un grupo efector. Aqui debe entenderse
por conjugacion el acoplamiento de una sustancia a un anticuerpo. La unién del anticuerpo al grupo efector se
produce preferentemente mediante una expresién como proteina de fusibn o mediante métodos in vitro,
enlazandose el grupo efector al anticuerpo preferentemente mediante grupos conectores (por ejemplo mediante
enlaces tioéter o enlaces disulfuro). También pueden estar unidos al anticuerpo mediante una molécula portadora
intermedia, por ejemplo albumina sérica. En caso dado, un anticuerpo contiene también varios grupos efectores.

[0050] Los grupos efectores son aqui preferentemente sustancias farmacolégicamente activas (principios activos).
Los principios activos preferidos comprenden, pero no estan limitados a, toxinas, como citostaticos, por ejemplo
maitansinoides y analogos de maitansinoide, taxoides, CC-1065 y analogos de CC-1065, dolastatina y analogos de
dolastatina, metotrexato, daunorrubicina, doxorrubicina, vincristina, vinblastina, melfalan, mitomicina C, clorambucil y
calicheamicina. La invencidon comprende también anticuerpos conjugados con radionuclidos como grupos efectores
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y su utilizacién para la terapia y la diagnosis, especialmente de tumores. Los radionuclidos adecuados son
prefereng%ment&) Ios1,8i63c'>t0|:1>g)gs racéi}oactivai de tecnecio, renio, itrio, cobre, galio, indio, bismuto y platino, como por
ejemplo "Tc, *Y, "°Re, ""°Re, Gay ' In.

[0051] Los grupos efectores segun la invencion comprenden ademas enzimas (especialmente enzimas adecuadas
para el sistema ADEPT), moléculas co-estimulantes (por ejemplo CpG) o también acidos nucleicos. El anticuerpo
conjugado con un grupo efector puede presentarse en caso dado en forma de una proteina de fusion.

[0052] También forman parte de la invencidon anticuerpos conjugados con otro anticuerpo o fragmento de
anticuerpo, dirigido contra un antigeno distinto de CD33. En este caso, el anticuerpo es un anticuerpo biespecifico.
El anticuerpo es preferentemente un single chain bispecific diabody (scBsDb) (diabody biespecifico de cadena
sencilla). En este caso, dos fragmentos scFv estan unidos entre si mediante un conector corto (preferentemente de
10 a 20 residuos de aminoacido de longitud). El anticuerpo es con especial preferencia un single chain bispecific
tandem antibody (scBsTaFv) (anticuerpo en tandem biespecifico de cadena sencilla). En este caso, los dos
fragmentos scFv estan unidos mediante un conector mas largo (preferentemente de 18 a 50 residuos de aminoacido
de longitud), lo que tiene como resultado una estructura particularmente flexible.

[0053] Estos anticuerpos biespecificos contienen preferentemente, ademas de los anticuerpos CD33 segun la
invencion, un anticuerpo o un fragmento de anticuerpo dirigido contra antigenos de superficie de células efectoras,
como por ejemplo células T, especialmente células T citotdxicas, células NK, monocitos, macréfagos, células
dendriticas o granulocitos. En el sentido segun la invencion, la definicion de células efectoras comprende todas las
células del sistema inmunitario innato y adaptativo que median en respuestas inmunitarias o participan activamente
en las mismas. Con especial preferencia, estos anticuerpos estan dirigidos contra las siguientes estructuras de
superficie en células efectoras: CD3, CD8, CD4, CD25, CD28, CD16, NKG2D, NKp46, NKp44, receptores KIR
activadores (activating Killer Cell Imminoglobulin-like Receptors) (receptores tipo inmunoglobulina de células K
activadores).

[0054] También forman parte de la invencion anticuerpos conjugados con un ligando, que influye en la actividad de
las células efectoras mediante un enlace a la superficie de las células efectoras. El ligando se elige aqui de manera
que se enlace especificamente a estructuras de superficie de las células efectoras y mediante el enlace
desencadene cascadas de sefiales para la activacion de las células efectoras. Como ligando se prefiere una
estructura proteinica o un glucano, que se enlace especificamente a un receptor que se exprese especificamente en
la superficie de las células efectoras, provocando el ligando mediante su enlace al receptor una activacion de la
célula efectora. Se prefieren especialmente las estructuras proteinicas seleccionadas entre ULB-Ps (por ejemplo
ULB-P2), MICA, MICB, asi como citoquinas (como por ejemplo IL2 e IL 15) y sus proteinas de fusion.

[0055] La unioén del anticuerpo al otro anticuerpo o fragmento de anticuerpo o a la estructura proteinica se realiza
preferentemente mediante una expresion como proteina de fusion o mediante métodos in vitro, enlazandose los
otros anticuerpos, anticuerpos o estructuras proteinicas al anticuerpo preferentemente mediante conectores, como
conectores peptidicos.

[0056] La invencién comprende ademas secuencias de acidos nucleicos que codifican para un anticuerpo segun la
invencion, asi como vectores que contienen las secuencias de acidos nucleicos.

[0057] EI vector (vector de expresion) es de manera respectiva, preferentemente, un plasmido, un cromosoma
artificial o también una particula virica u otro vector que contenga un casete de expresiéon que se incorpore de
manera estable al genoma del huésped (célula huésped u organismo huésped).

[0058] Las secuencias de acidos nucleicos que codifican para un anticuerpo segun la invencién contienen
preferentemente las siguientes secuencias, que codifican para las regiones CDR de las regiones variables de las
cadenas pesadas:

-CDR1 SEQID n° 17,

- CDR2 SEQ ID n° 18,

-CDR3SEQIDNn°19y

las siguientes secuencias, que codifican para las regiones CDR de las regiones variables de las cadenas ligeras:
- CDR1 SEQ ID n° 20,

-CDR2SEQIDn°21y

- CDR3 SEQ ID n° 22.

[0059] En otra configuracién preferida de la invencién, las secuencias de acidos nucleicos que codifican para un
anticuerpo segun la invencion contienen la siguiente secuencia, que codifica para la region variable de la cadena
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pesada: SEQ ID n° 29 y/o la siguiente secuencia, que codifica para la region variable de la cadena ligera: SEQ ID n°
30.

[0060] También forman parte de la invencion células huésped u organismos huésped no humanos que contienen
una secuencia de acidos nucleicos segun la invencion.

[0061] Una célula huésped es una célula presente de forma natural o una linea celular transformada o
genéticamente modificada o un organismo huésped no humano (multicelular), que contenga el sistema de expresion
(es decir al menos un vector de expresion) segun la invencién. La invencién comprende al mismo tiempo
transfectantes transitorios (por ejemplo mediante inyeccion de ARNm), o sea huéspedes (células u organismos
huésped) en los que el sistema de expresion esta contenido como plasmido o como cromosoma artificial, asi como
huéspedes en los que el sistema de expresion esta integrado de manera estable en el genoma del huésped (o de
células individuales del huésped). La célula huésped se selecciona preferentemente entre procariotas o eucariotas.
Los procariotas preferidos se seleccionan entre Escherichia coli y Bacillus subtilis. Los eucariotas preferidos son
células de levadura (por ejemplo, Saccharomyces cerevisiae, Pichia pastoris), células de insectos, células de
anfibios o células de mamiferos, como por ejemplo CHO, HelLa, Hek293T, Hek293A. Los organismos huésped
preferidos son plantas, como por ejemplo maiz o tabaco, invertebrados o vertebrados, en particular Bovidae,
Drosophila melanogaster, Caenorhabditis elegans, Xenopus laevis, Medaka, pez cebra o Mus musculus, o células o
embriones de los organismos mencionados.

[0062] La invencion comprende ademas una composicion farmacéutica que contiene uno o varios anticuerpos
segun la invencion en asociacién con un excipiente o diluyente farmacolégicamente aceptable. La composicion
farmacéutica se presenta preferentemente en una forma adecuada para la administracion intravenosa.

[0063] La composicion comprende preferentemente un anticuerpo quimérico o humanizado, con una
inmunogenicidad reducida, que contiene las regiones CDR segun la invencion.

[0064] Las composiciones farmacéuticas segun la invencion comprenden distintas formas de dosificacion. Las
composiciones farmacéuticas se administran preferentemente por via parenteral y con especial preferencia por via
intravenosa. En una configuracién de la invencion, la composicion farmacéutica parenteral se presenta en una forma
farmacéutica adecuada para la inyeccién. Por lo tanto, las composiciones especialmente preferidas son soluciones,
emulsiones o suspensiones del anticuerpo, que se halla en un excipiente o diluyente farmacolégicamente aceptable.

[0065] Como excipientes se emplean preferentemente agua, agua tamponada, solucién salina al 0,4%, glicina al
0,3% vy disolventes similares. Las soluciones son estériles. Las composiciones farmacéuticas se esterilizan mediante
técnicas usuales, bien conocidas. Las composiciones contienen preferentemente coadyuvantes farmacolégicamente
aceptables, como por ejemplo los necesarios para conseguir condiciones aproximadamente fisiolégicas y/o
aumentar la estabilidad del anticuerpo, como por ejemplo agentes para el ajuste del valor pH y amortiguadores,
agentes para ajustar la toxicidad y similares, preferentemente seleccionados entre acetato sodico, cloruro sédico,
cloruro potasico, cloruro calcico y lactato sddico. Las concentraciones de los anticuerpos segun la invencién en estas
formulaciones pueden variar en funcién de la aplicacion, preferentemente son menores que un 0,01% en peso, con
preferencia son al menos de un 0,1% en peso, con mayor preferencia estan entre un 1 y un 5% en peso, y se
seleccionan principalmente a partir de volumenes de fluido, viscosidad y similares o de acuerdo con el modo de
administracion respectivo.

[0066] Los anticuerpos segun la invencion se recogen preferentemente en una composicion adecuada para una
administracion parenteral. La composicién farmacéutica es preferentemente una soluciéon tamponada inyectable que
contiene entre 0,1 y 500 mg/ml de anticuerpos, con especial preferencia entre 0,1 y 250 mg/ml de anticuerpos, en
particular junto con 1 a 500 mmoles/I (mM) de tampdn. La solucién inyectable puede presentarse tanto en una forma
farmacéutica liquida como en una forma farmacéutica liofilizada. El tampdn puede ser preferentemente histidina
(preferentemente 1 a 50 mM, con especial preferencia 5 a 10 mM), con un valor pH de 5,0 a 7,0 (con especial
preferencia con un valor pH de 6,0).

[0067] Otros tampones adecuados comprenden, pero de modo expreso no estan limitados a, succinato sédico,
citrato sadico, fosfato sédico o fosfato de potasio. Preferentemente se emplea cloruro sédico entre 0 y 300 mM y con
especial preferencia 150 mM para una forma farmacéutica liquida. Para una forma farmacéutica liofilizada, la
composicion farmacéutica contiene preferentemente agentes protectores contra el frio, preferentemente sacarosa al
0 - 10% (con especial preferencia al 0,5 - 1,0%). Otros agentes protectores contra el frio comprenden trealosa y
lactosa. Para una forma farmacéutica liofilizada, la composicidon farmacéutica contiene preferentemente agentes
hinchantes, preferentemente manitol al 1 - 10%. Otros agentes hinchantes comprenden glicina y arginina. Tanto en
las formas farmacoldgicas liquidas como en las liofilizadas se emplean preferentemente estabilizantes, con especial
preferencia L-metionina entre 1 y 50 mM (con especial preferencia entre 5y 10 mM).

[0068] En una forma de realizacion preferida, la composicion farmacéutica comprende el anticuerpo en una
cantidad de dosificacion de 0,1 mg/kg a 10 mg/kg por aplicacion. Las cantidades de dosificacion especialmente
preferidas comprenden 1 mg/kg de peso corporal.
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[0069] Las composiciones farmacéuticas han de ser estériles, y ser estables en las condiciones de preparacion y
conservacion. La composicién puede formularse como una solucién, microemulsién, dispersion, en liposomas o en
otra estructura ordenada adecuada para altas concentraciones de anticuerpos. Pueden prepararse soluciones
inyectables estériles recogiendo el anticuerpo en la cantidad necesaria en un disolvente adecuado, con uno o con
una combinacion de los ingredientes arriba detallados segun sea necesario, y realizando después una esterilizacion
por filtracion. Para polvos liofilizados estériles destinados a la preparacion de soluciones inyectables estériles, los
procedimientos de preparacién preferidos son el secado al vacio y el secado por pulverizacién, lo que da como
resultado un polvo del anticuerpo mas eventuales ingredientes adicionales deseados a partir de una solucion de los
mismos previamente sometida a una filtracion estéril.

[0070] Lainvencion comprende los anticuerpos segun la invencioén para la utilizacion como farmaco.

[0071] La invencion comprende ademas la utilizacion de un anticuerpo segun la invencién para la preparacion de
un farmaco para la aplicacion terapéutica y/o con fines de diagnostico en enfermedades asociadas a la expresion de
CD33, en particular en la leucemia mieloide aguda (LMA).

[0072] Las enfermedades asociadas a la expresion de CD33 comprenden enfermedades cancerosas, como la
leucemia mieloide aguda (LMA), la leucemia mieloide cronica (LMC) y la leucemia promieloide (LPM), y otras
enfermedades, como el sindrome mielodisplasico (SMD). La aplicacion como medicamento comprende también
otras enfermedades no mencionadas explicitamente, asociadas a la expresion de CD33.

[0073] Para las aplicaciones terapéuticas se administra a un paciente una composicion farmacéutica estéril que
contiene una cantidad de dosificacion farmacolégicamente activa de uno o varios anticuerpos segun la invencion,
con el fin de tratar las enfermedades antes descritas.

[0074] Segun la invencion se prefiere especialmente una utilizacion de los anticuerpos que conduzca a un
targeting de células que expresen CD33. Para ello, mediante la administracion del anticuerpo, se logra un enlace a
través de CD33 a las células diana y, mediante la parte Fc o mediante los grupos efectores en los anticuerpos, se
consigue una destruccion de la célula diana. Esto se realiza bien mediante el reclutamiento de células efectoras o
bien mediante el transporte selectivo de principios activos farmacolégicos (por ejemplo toxinas) a la célula positiva
para CD33 y la liberacién en la misma.

[0075] En una configuracion especial de la invencion se utiliza un anticuerpo en forma de un anticuerpo
biespecifico para el tratamiento de enfermedades asociadas a CD33. En una configuracion especialmente preferida
de la invencion, el anticuerpo biespecifico contiene un fragmento scFv segun la invencion y un fragmento scFv que
esta dirigido contra una estructura de superficie en células NK, preferentemente contra ULB-P2. El anticuerpo
biespecifico se utiliza preferentemente para el tratamiento de LMA.

[0076] En otra configuracion especialmente preferida de la invencién, el anticuerpo biespecifico contiene un
fragmento scFv segun la invencién y un fragmento scFv que esta dirigido contra una estructura de superficie en
células T, preferentemente contra CD3 o CD8. El anticuerpo biespecifico se utiliza preferentemente para el
tratamiento de LMA.

[0077] Ademas del empleo en la medicina con fines terapéuticos, los anticuerpos segun la invencion son
adecuados para el diagnostico, la investigacion biolégica y otras aplicaciones en las que resulta interesante detectar
el CD33. Tales aplicaciones son, en particular, la transferencia western, inmunotinciones de células (por ejemplo
para la citometria de flujo y la microscopia) y el ELISA.

[0078] La invencion incluye también un procedimiento para la produccion de un anticuerpo segun la invencion, en
el que se expone una célula huésped o un organismo huésped no humano a unas condiciones beneficiosas para la
expresion y en caso dado la secrecién del anticuerpo y, dado el caso, se depura el anticuerpo al menos
parcialmente. Para ello se cultivan preferentemente células huésped en un medio selectivo que selecciona el
crecimiento de las células que contienen un vector de expresion. La expresion de las secuencias génicas del vector
de expresion tiene como resultado la produccion de los anticuerpos o las proteinas de fusion. A continuacion, los
anticuerpos o las proteinas de fusidn expresados se aislan y se depuran mediante cualquier procedimiento
convencional, incluyendo la extraccidon, precipitacion, cromatografia, electroforesis, o también mediante
cromatografia de afinidad.

[0079] Los anticuerpos segun la invencion son endocitados sélo lentamente por células positivas para CD33 (figura
7). Esto tiene la ventaja de que, en una aplicacion terapéutica, los anticuerpos o fragmentos de anticuerpo segun la
invencion permanecen un intervalo de tiempo mayor en la superficie de las células positivas para CD33. De este
modo estan mucho tiempo accesibles para las células efectoras, que a su vez median en la respuesta inmune contra
las células positivas para CD33 (células diana). Esto aumenta la eficacia de una terapia. Los anticuerpos que son
endocitados rapidamente no son adecuados para tal aplicaciéon. Los anticuerpos segun la invencion se diferencian
por estas caracteristicas especiales de los anticuerpos ya conocidos en el estado actual de la técnica.
Adicionalmente a su gran afinidad con CD33, ofrecen la posibilidad de una aplicacion terapéutica eficaz, cuyo
mecanismo de accion se basa en el reclutamiento de células efectoras.
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[0080] La invencion se explica mas detalladamente por medio de las figuras y los ejemplos de realizacion
siguientes, sin limitarla a éstas/éstos:

Figuras
[0081]

Figura 1: La figura 1 muestra una comparacion de secuencias de las regiones CDR del anticuerpo anti-CD33DRB2
segun la invencion con las regiones CDR de las regiones variables de las cadenas ligeras y pesadas de anticuerpos
anti-CD33 ya conocidos en el estado actual de la técnica. También esta representada la identidad porcentual de
secuencia (%S]I) de las secuencias de aminoacidos con respecto a las secuencias segun la invencion.

Figura 2: La figura 2 muestra el enlace del anticuerpo anti-CD33DRB del sobrenadante de los hibridomas a células
CD33"-Hek293T. Aqui, la figura 2 muestra el enlace de un anticuerpo con las regiones CDR del anti-CD33DRB2.
Esta representada la intensidad de fluorescencia media (MFI) del analisis por citometria de flujo, mostrandose a la
izquierda el enlace a células Hek293T de tipo salvaje (wt) y a la derecha el enlace a células CD33*-Hek293T
(Hek293T-CD33).

Figura 3: La figura 3 muestra el enlace de anticuerpos anti-CD33 a células HL60. Aqui, (A) muestra el enlace de un
anticuerpo anti-CD33 comercial y (B) muestra el enlace del anticuerpo con las regiones CDR de anti-CD33DRB2.
Esta representada la intensidad de fluorescencia media (MFI) del analisis por citometria de flujo.

Figura 4: La figura 4 muestra la comparacion del enlace de un fragmento scFv con las regiones CDR del anti-
CD33DRB2 a células CD33"-Hek293T. Esta representada la intensidad de fluorescencia media (MF1) del analisis por
citometria de flujo.

Figura 5: La figura 5 muestra la lisis especifica mediada por células T de células CD33"-Hek293T, controlada
mediante dos scBsTaFv diferentes dirigidos contra CD33 (con las regiones CDR del anti-CD33DRB2) y CD3. Esta
representada la proporcion de células CD33"-Hek293T afectadas por la lisis especifica mediada por células T.

Figura 6: La figura 6 muestra la lisis especifica mediada por células NK de células CD33"-P815, controlada mediante
una proteina recombinante biespecifica de ULB-P2 y scFv CD33 (con las regiones CDR del anti-CD33DRB2). Esta
representada la proporcion de células CD33"-Hek293T afectadas por la lisis especifica mediada por células NK. Los
experimentos se realizaron en distintas relaciones entre células efectoras (células NK) y células diana (células
CD33+-P815) (relacion E:T, relacion de células efectoras con respecto a células diana).

Figura 7: La figura 7 muestra el tiempo de permanencia de anticuerpos anti-CD33 segun la invencion en la superficie
de blastos positivos para CD33 de un paciente de leucemia con LMA. Arriba: Enlace de anti-CD33DRB2 (del
ejemplo 1) respectivo 1, 6, 24 y 48 h después de una incubaciéon con blastos positivos para CD33 (negro). La
deteccion se realizé mediante una tincion con anticuerpo IgG antimurido marcado con PE (blanco: control negativo
sin anticuerpo anti-CD33). Abajo: Enlace de scBsTaFv CD3xCD33 (del ejemplo 4) en cada caso 1, 6, 24 y 48 h
después de una incubacion con blastos positivos para CD33 (negro). La deteccién se realizé mediante una tincién
con anticuerpo anti-myc marcado con PE (blanco: control negativo sin scBsTaFv CD3xCD33).

Ejemplo 1: Produccion y caracterizacién de anticuerpos anti-CD33DRB muridos monoclonales

[0082] Para producir nuevos anticuerpos anti-CD33 se sometio la linea celular de fibroblastos muaridos A9 (ATCC
CCL-1.4, American Type Culture Collection, Rockville, Md., USA) a una transduccion estable con CD33 humano.
Con las células asi obtenidas se inmunizaron tres ratones. Tras la inmunizacion se aplicaron sueros de los ratones
inmunizados con células Hek293T (ATCC CRL-11268), que también se habian sometido a una transduccién con
CD33 humano (células CD33*-Hek293T), en distintas diluciones y se realizé una inmunotinciéon de fluorescencia. El
suero del raton #3 mostrd con la dilucion maxima de 1:1.000 significativamente la mayor reactividad, de manera que
para la fusién de hibridoma se emplearon los esplenocitos de este raton. Para ello se fusioné la linea celular de
mieloma murido X63Ag8.653 (ATCC CRL 1580) en la fase de crecimiento logaritmico con esplenocitos del ratén #3
y a continuacioén se cultivd en un medio selectivo (medio HAT). Después de dos semanas de cultivo se ensayo la
produccién de anticuerpos de los hibridomas. Se identific6 un hibridoma que se distinguia por una afinidad
particularmente alta con CD33 (anti-CD33DRB2).

[0083] La secuenciacidon de las regiones variables de las cadenas ligeras y pesadas muestra las siguientes
secuencias:

- anti-CD33DRB2: V4 una secuencia segun SEQ ID n°® 29, V| una secuencia segun SEQ ID n° 30. Las regiones CDR
de las regiones variables de las cadenas ligeras y pesadas presentan las siguientes secuencias génicas:

- anti-CD33DRB2: V4: CDR1 una secuencia segun SEQ ID n° 17, CDR2 una secuencia segun SEQ ID n° 18, CDR3
una secuencia segun SEQ ID n°® 19; V.: CDR1 una secuencia segun SEQ ID n° 20, CDR2 una secuencia segun SEQ
ID n° 21, CDR3 una secuencia segun SEQ ID n° 22.
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[0084] Estas codifican para las siguientes secuencias de aminoacidos, que contienen las regiones CDR
especificas:

- anti-CD33DRB2: V4 una secuencia segun SEQ ID n°® 13, V. una secuencia segun SEQ ID n° 14
- y las regiones CDR de

- antiCD33-DRB2: Vi: CDR1 una secuencia segun SEQ ID n° 1, CDR2 una secuencia segun SEQ ID n° 2, CDR3
una secuencia segun SEQ ID n° 3; V: CDR1 una secuencia segin SEQ ID n° 4, CDR2 una secuencia segun SEQ
ID n° 5, CDR3 una secuencia segun SEQ ID n° 6.

[0085] Las secuencias de aminoacidos de las regiones CDR del anticuerpo segun la invencion se diferencian
ostensiblemente de los anticuerpos anti-CD33 conocidos hasta la fecha (figura 1).

[0086] El enlace de los anticuerpos de los sobrenadantes de hibridoma a células CD33*-Hek293T y a la linea
celular humana de CD33+ HL60 se detectd en analisis por FACS (clasificacion celular activada por fluorescencia)
(figuras 2y 3).

[0087] Para la puesta a disposicion de anticuerpos monoclonales a partir de las células de hibridoma se reclonaron
éstas.

Ejemplo 2: Produccién de una estructura scFv de anti-CD33DRB2

[0088] Las zonas codificantes de las cadenas pesadas y ligeras de las regiones variables del anticuerpo anti-
CD33DRB2 del ejemplo 1 se amplificaron con cebadores especificos y se clonaron en un vector pSecTag2B para la
expresion en células eucariotas. Con el fin de comprobar la fuerza de enlace de los scFv (single chain variable
fragments [fragmentos variable de cadena sencilla]) se expresaron éstos en células Hek293T. Para ello se
transformé el vector (pSecTag2B que contenia las zonas codificantes) en bacterias E. coli ToplOF y se prepararon
los plasmidos. Los vectores de expresion obtenidos, que codifican para los anticuerpos scFv, se introdujeron en
células Hek293T mediante una transfeccion con polietilenimina (PEI). Después de cinco dias de cultivo de las
células transfectadas, se retiré el sobrenadante y se depuraron los anticuerpos.

[0089] Los anticuerpos scFv obtenidos, en lo que sigue denominados scFv anti-CD33DRB2, se ensayaron en una
inmunotincién de fluorescencia en cuanto a su enlace a células CD33"-Hek293T y se compararon con los anti-
CD33DRB2 monoclonales (figura 4). El anticuerpo monoclonal y los anticuerpos scFv presentaron un enlace a
células CD33+-Hek293T comparable, siendo igual el nimero de células enlazadas y estando la fuerza de enlace,
que se manifiesta en la intensidad de fluorescencia media, ligeramente reducida en el anticuerpo scFv. Esto se
explica porque el anticuerpo scFv se enlaza al antigeno sélo con un par de regiones variables de la cadena ligera y
la cadena pesada.

Ejemplo 3: Produccion de distintos anticuerpos biespecificos CD3xCD33 e inmunotargeting de células T

[0090] Para el empleo como estructura de targeting para el targeting de células CD33" se produjo un anticuerpo
biespecifico (single chain bispecific diabody, scBsDb), que se enlaza con un brazo a CD33 y con el otro brazo a
CD3. El dominio que se enlaza a CD33 contiene la regién variable del anti-CD33DRB2 de los ejemplos 1y 2 y sirve
para el enlace a las células diana, por ejemplo células tumorales. El otro dominio se enlaza a CD3, un componente
del complejo receptor de células T, y sirve para activar células T. De este modo se hace posible el reclutamiento de
células T en las células diana y se permite la lucha contra las células diana por parte de las células T.

[0091] Para producir el anticuerpo se utilizé un casete externo para el primer anticuerpo, que contenia la region
variable de la cadena pesada (Vu) que se hallaba en posicién proximal con respecto a la regién variable de la
cadena ligera (V.), estando V4 y Vi unidas mediante un conector de glicina-serina (GlysSer)s. El casete interno
contenia la sucesion de las regiones variables de la cadena ligera y la cadena pesada del segundo anticuerpo en
forma inversa y un conector de glicina-serina de (GlysSer)s, para garantizar un plegamiento correcto del scBsDb. Asi
se produjeron dos anticuerpos biespecificos distintos, que se diferencian en la disposicion de las regiones variables
de los anticuerpos anti-CD33 y anti-CD3:

scBsDb CD33xCD3 (casete externo CD33 - casete interno CD3):
VHCD33-(GlysSer)_V.CD3_(GlysSer)s-V4CD3-(GlysSer)_V,.CD33
scBsDb CD33xCD3 (casete externo CD3 - casete interno CD33):
VuCD3-(GlysSer)_V.CD33_(GlysSer)s-V4CD33-(GlysSer)_V,.CD3.

[0092] Las secuencias codificantes de los scBsDb CD33xCD3 y scBsDb CD3xCD33 se clonaron en un vector
retrovirico pcz-CFG 5.1. Las dos estructuras se introdujeron en una linea celular de encapsidacion y las particulas
viricas obtenidas se introdujeron en células Hek293T, donde su secuencia codificante se introdujo de manera
estable en el genoma, con lo que se obtuvieron lineas celulares estables que expresan los dos anticuerpos scBsDb
CD33xCD3 y scBsDb CD3xCD33. Estos se depuraron mediante una columna de Ni-NTA.

[0093] Los anticuerpos biespecificos asi obtenidos contenian, ademas de la forma completa, otro producto de 37
kDa de tamafio, que probablemente se habia producido por protedlisis y que influia de manera considerablemente
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negativa en la citotoxicidad. La citotoxicidad se determiné mediante un ensayo de liberacion de *ICr con células °'Cr-
CD33"-Hek293T. ScBsDb CD33xCD3 y scBsDb CD3xCD33 alcanzaron, en cocultivos in vitro de células CD33"-
Hek293T y PBMC, una lisis especifica mediada por células T de las células CD33*-Hek293T de un 27% o un 23%.

Ejemplo 4: Produccion de anticuerpos en tandem (scBsTaFv) CD3xCD33 e immunotargeting de células T

[0094] Con el fin de aumentar aun mas la citotoxicidad mediada por células T, se construyeron anticuerpos en
tdndem con estructuras de conector de mayor tamafio, para evitar la protedlisis. En los anticuerpos en tandem
biespecificos (scBsTaFv), las regiones variables del anticuerpo anti-CD33 y del anticuerpo anti-CD3 estan
dispuestas en una cadena polipeptidica, estando los dos fragmentos scFv ligados con un conector L18 de 18
aminoacidos de longitud para un plegamiento correcto. Otra estructura contenia, ademas de L18, la proteina verde
fluorescente (GFP). Ambas estructuras, CD33-L18-CD3 y CD33-L18-GFP-L18-CD3 se expresaron y depuraron
analogamente al ejemplo 3. La citotoxicidad también se determind analogamente al ejemplo 3 con un ensayo de
liberacion de °'Cr (figura 5). En estas estructuras de anticuerpos, la lisis especifica de las células CD33+-Hek293T
es de hasta un 86% con 20 horas de cultivo in vitro.

Ejemplo 5: Produccion de anticuerpos en tandem (scBsTaFv) ULB-P2xCD33 e immunotargeting de células NK

[0095] Con el fin de lograr un immunotargeting de células NK se construyeron anticuerpos en tandem que
contenian CD33 y ULB-P2. ULB-P2 es el ligando del receptor de células NK activador NKG2D. A través de la
combinaciéon de un ligando activador y un anticuerpo scFv anti-CD33 en un anticuerpo en tdndem se media un
immunotargeting de células NK en células diana CD33". La estructura del anticuerpo en tandem contiene ULB-P2,
un conector corto (GlysSer) y la region Vy y Vi del anti-CD33DRB2, que estan ligados mediante una estructura de
conector larga (GlysSer)s, asi como una etiqueta myc y seis etiquetas his para la depuracién. Los anticuerpos se
introdujeron en un vector de expresion, se expresaron y se depuraron analogamente a los ejemplos 3 y 4.

[00961 La citotoxicidad mediada por células NK se determiné con un ensayo de liberacion de *ICr en células
CD33"-P815 (ATCC TIB-6) (figura 6). En presencia del anticuerpo en tandem se detectd una citotoxicidad mediada
por células NK significativamente elevada.

Ejemplo 6: Los anticuerpos anti-CD33 segun la invencion son endocitados sdlo débilmente por células cancerosas

[0097] Es deseable que, en un tratamiento terapéutico de enfermedades asociadas a CD33, por ejemplo la
leucemia mieloide aguda (LMA), el tiempo de permanencia de los anticuerpos empleados para la terapia en la
superficie celular sea largo. Esto hace que las células efectoras puedan reclutarse eficazmente en las células
cancerosas. En caso de una endocitosis rapida de los anticuerpos por parte de las células cancerosas, después de
poco tiempo ya no estarian accesibles los puntos de enlace para las células efectoras y, por consiguiente, el
targeting de las células efectoras seria menor eficaz.

[0098] Para demostrar que los anticuerpos segun la invencidon son endocitados por las células cancerosas
positivas para CD33 sélo a baja velocidad, se incubaron blastos positivos para CD33 de pacientes de leucemia con
un anticuerpo anti-CD33DRB2 monoclonal (como se describe en el ejemplo de realizacién 1) o con un anticuerpo en
tdndem scBsTaFv CD3xCD33 (como se describe en el ejemplo de realizaciéon 4) a 4 °C durante 1 h. Mediante
analisis por FACS se detectd la presencia de los anticuerpos anti-CD33 en la superficie de los blastos positivos para
CD33, realizando una tincion de los anticuerpos anti-CD33 con un anticuerpo IgG antirraton marcado con PE (para
el anti-CD33DRB2 monoclonal, figura 7 arriba, histograma negro) o con un anticuerpo anti-myc marcado con PE
(para el anticuerpo en tandem, figura 7 abajo, histograma negro). Paralelamente, como control negativo, sin
incubacién con anticuerpos anti-CD33, se tifieron blastos positivos para CD33 del mismo paciente con,
respectivamente, los mismos anticuerpos, (figura 7, en cada caso histograma blanco).

[0099] Los anticuerpos pudieron detectarse en la superficie incluso 48 h después de la puesta en contacto con los
blastos positivos para CD33. Durante este tiempo, la mayor parte de los anticuerpos — tanto de los anticuerpos
monoclonales como del derivado de anticuerpo biespecifico — no fueron endocitados por los blastos positivos para
CD33. Asi pues, durante 48 h esta asegurado que los anticuerpos se hallaran durante 48 h en la superficie de las
células a destruir y, por lo tanto, estan durante un largo intervalo de tiempo en situacidon de servir para un
reclutamiento y un enlace de células efectoras (en el caso de los anticuerpos monoclonales por ejemplo mediante
receptores Fc; en el caso de los derivados de anticuerpos biespecificos mediante un enlace especifico de los demas
anticuerpos).
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atgtctgcat
tacatacact
tecaaactgg
tctctcacaa
actagtcacc

gcaccaactg

ctggggtctc

tacactgggt
ataatggtga
aatccteccag
attactgtgce

cttcagtcac

ctececagggga
ggtaccagca
cttetggagt
tcagcacecat
cactcacgtt

tatcc

10

10

22

agtgaagatc
gaagcagagt
cgttaggtac
cacagcctat
aagagactat

cgtctectea

gaaggtcacc
gaagtcaggc
ccectgetege
ggaggctgaa

cggtactggg

15

15

60

120

180

240

300

360

60

120

180

240

300

345
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<211> 19
<212> PRT
<213> Mus musculus

<400> 35

Gly Leu Ile Asn Thr Tyr Asn Gly Asp Val Arg Tyr Asn Gln Lys Phe
1 5 10 15

Met Gly Lys

<210> 36

<211>7

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 36
Asp Thr Ser Lys Leu Ala Ser
1 5

<210> 37

<211>5

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 37
Ser Tyr Tyr Ile His
1 5
<210> 38
<211> 17
<212> PRT

<213> Mus musculus

<220>

<221> misc_feature

<222> (16)..(16)

<223> Xaa can be any naturally occurring amino acid

<400> 38

Val Ile Tyr Pro Gly Asn Asp Asp Ile Ser Tyr Asn Gln Lys Phe Xaa
1 5 10 15

Gly
<210> 39
<211>9
<212> PRT
<213> Mus musculus

<400> 39

23
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Glu Val Arg Leu Arg Tyr Phe Asp Val
1 5

<210> 40

<211> 17

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 40

Lys Ser Ser Gln Ser Val Phe Phe Ser Ser Ser Gln Lys Asn Tyr Leu
1 5 10 15

Ala

<210> 41

<211>7

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 41
Trp Ala Ser Thr Arg Glu Ser
1 5

<210> 42

<211>8

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 42
His Gln Tyr Leu Ser Ser Arg Thr
1 5

<210> 43

<211>5

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 43
Asp Tyr Asn Met His
1 5
<210> 44
<211> 17
<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 44

Tyr Ile Tyr Pro Tyr Asn Gly Gly Thr Gly Tyr Asn Gln Lys Phe Lys
1 5 10 15
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Ser

<210> 45

<211>7

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 45
Gly Arg Pro Ala Met Asp Tyr
1 5

<210> 46

<211> 15

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 46
Arg Ala Ser Glu Ser Val Asp Asn Tyr Gly Ile Ser Phe Met Asn
1 5 10 15
<210> 47
<211> 6
<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 47
Ala Ser Asn Gln Gly Ser
1 5

<210> 48

<211> 9

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 48
Gln Gln Ser Lys Glu Val Pro Trp Thr
1 5

<210> 49

<211>5

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 49
Asp Tyr Asn Met Tyr
1 5
<210> 50
<211> 17
<212> PRT

<213> Mus musculus

25



ES 2 523502 T3

<400> 50

Tyr Ile Asp Pro Tyr Lys Gly Gly Thr Ile Tyr Asn Gln Lys Phe Lys
1 5 10 15

Gly

<210> 51

<211> 10

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 51
Gln Met Ile Thr Ala Tyr Tyr Phe Asp Tyr
1 5 10
<210> 52
<211> 11
<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 52
Lys Ala Ser Gln Asp Ile Asn Lys Tyr Ile Ala
1 5 10

<210> 53

<211>6

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 53
Thr Ser Thr Leu Gln Pro
1 5

<210> 54

<211> 8

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 54

Leu Gln Tyr Asp Asn Leu Leu Thr
1 5
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REIVINDICACIONES

1. Anticuerpo anti-CD33 que contiene regiones determinantes de complementariedad (complementarity determining
regions, CDR), caracterizado porque las CDR comprenden las siguientes secuencias:

a) region variable de la cadena pesada (V)

CDR1 DYVVH,

CDR2 YINPYNDGTKYNEKFKG,

CDR3 DYRYEVYGMDY, y

b) region variable de la cadena ligera (V\)

CDR1 TASSSVNYIH,

CDR2 TSKVAS,

CDR3 QQWRSYPLT.

2. Anticuerpo segun la reivindicacion 1, que contiene la siguiente estructura, en caso dado humanizada:
- una region variable de la cadena pesada con la secuencia segun SEQ ID n° 13
- y una region variable de la cadena ligera con la secuencia segun SEQ ID n° 14.

3. Anticuerpo segun la reivindicacion 1 o 2, que contiene adicionalmente, al menos, una de las siguientes
estructuras:

- una regioén constante de una cadena pesada de una IgG humana,
- una region C de la cadena ligera kappa humana y/o

- una region bisagra IgG3 humana,

en caso dado en forma de un fragmento F(ab')..

4. Anticuerpo segun una de las reivindicaciones 1 a 3 en forma de un fragmento scFv o en forma de un fragmento
F(ab'),.

5. Anticuerpo segun una de las reivindicaciones 1 a 4, caracterizado porque esta conjugado con un grupo efector u
otro anticuerpo o fragmento de anticuerpo dirigido contra un antigeno distinto de CD33.

6. Anticuerpo segun la reivindicacién 5, estando el grupo efector seleccionado entre toxinas, enzimas, moléculas co-
estimulantes, radiontclidos y acidos nucleicos, en caso dado en forma de una proteina de fusion.

7. Anticuerpo segun una de las reivindicaciones 1 a 6, caracterizado porque estd conjugado con un ligando que se
enlaza especificamente a células efectoras y con ello influye en su actividad.

8. Secuencia de acidos nucleicos que codifica para un anticuerpo segun la reivindicacion 1 a 7.
9. Vector que contiene una secuencia de acidos nucleicos segun la reivindicacion 8.

10. Célula huésped u organismo huésped no humano que contiene una secuencia de acidos nucleicos segun la
reivindicacion 8 o un vector segun la reivindicacion 9.

11. Composicion farmacéutica que contiene un anticuerpo segun una de las reivindicaciones 1 a 7 en asociacion con
un excipiente o diluyente farmacolégicamente aceptable, en caso dado en una forma adecuada para la
administracion intravenosa.

12. Anticuerpo segun una de las reivindicaciones 1 a 7 para la utilizacién como farmaco.
13. Procedimiento para la produccion de un anticuerpo segun una de las reivindicaciones 1 a 7, en el que:

a. se expone una célula huésped o un organismo huésped no humano segun la reivindicacion 10 a unas condiciones
en las que tiene lugar una expresion y en caso dado una secrecion del anticuerpo y, dado el caso,

b. se depura el anticuerpo al menos parcialmente.
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REFERENCIAS CITADAS EN LA DESCRIPCION

La lista de referencias citada por el solicitante lo es solamente para utilidad del lector, no formando parte de los
documentos de patente europeos. Aun cuando las referencias han sido cuidadosamente recopiladas, no pueden
excluirse errores u omisiones y la OEP rechaza toda responsabilidad a este respecto.

Documentos de patente citado en la descripcién

* WO 2004043344 A2 [0016] * US 7557189 B [0019]
* US 5730982 A [0017] [0019] * CN 101210048 [0019]
* EP 1656950 A1 [0017]

Bibliografia de patentes citada en la descripcion

¢ E. J. FELDMAN. Phase lll Randomized * P. A. BAEUERLE. BiTE: Teaching antibodies
Multicenter Study of a Humanized Anti-CD33 to engage T cells for cancer therapy. Curr Opin
Monoclonal Antibody, Lintuzumab, in Mol Ther, 2009, vol. 11, 22-30 [0026]

Combination With Chemotherapy, Versus o
Chemotherapy Alone in Patients With Refractory ¢ R- BARGOU. Tumor regression in cancer

or First-Relapsed Acute Myeloid Leukemia. patients by very low doses of a T cell-engaging
antibody. Science, 2008, vol. 321, 974-977

J. Clin. Oncol., 2005, vol. 23 (18), 4110-4116 [0027]

[0017] * K. BRISCHWEIN. MT110: a novel bispecific
single-chain antibody construct with high
* WALTER R et al. Blood, 2005, vol. 105 (3), efficacy in eradicating established tumors. Mol

| l, 2 1. 43, 1129-1143 [0027
1295-1302 [0018] mmunol, 2006, vol. 43, 1129-1143 [0027]
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