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DESCRIPCION
Anticuerpo monoclonal humanizado HPAM4
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a un anticuerpo humanizado o fragmento del mismo, que comprende las regiones
determinantes de complementariedad (CDRs) de un anticuerpo monoclonal (MAb) PAM4 murino y secuencias de
una regién marco (FR) y de una region constante del anticuerpo humano; un conjugado que comprende dicho
anticuerpo humanizado; un anticuerpo multivalente y multiespecifico que comprende al menos uno de dichos
anticuerpo o fragmento del mismo; una proteina de fusion de anticuerpo que comprende al menos dos de dichos
anticuerpo y fragmento del mismo; una proteina de fusion de anticuerpo que comprende al menos un primer
anticuerpo o fragmento del mismo, en donde el primer anticuerpo o fragmento del mismo es dicho anticuerpo y
fragmento del mismo, y un segundo anticuerpo o fragmento del mismo, en donde el segundo anticuerpo o fragmento
del mismo es diferente de dichos anticuerpo y fragmento del mismo; una secuencia de ADN que comprende un
acido nucleico que codifica un MAb o fragmento del mismo elegido entre el grupo que consiste en (a) dicho
anticuerpo o fragmento del mismo y (b) dicha proteina de fusion de anticuerpo; un vector de expresion que
comprende dicha secuencia de ADN; una célula hospedadora que comprende dicha secuencia de ADN; el uso de
dicho anticuerpo o fragmento del mismo, dicho anticuerpo multivalente multiespecifico; dicho conjugado o dicha
proteina de fusion en la preparacion de un agente para el tratamiento o el diagndstico de cancer; dicho anticuerpo o
fragmento del mismo, dicho anticuerpo multivalente multiespecifico, dicho conjugado o dicha proteina de fusién para
su uso en un método para suministrar un agente de diagnostico o terapéutico o una combinacién de los mismos con
un objetivo; dicho anticuerpo o fragmento del mismo dicho anticuerpo polivalente multiespecifico, dicho conjugado o
proteina de fusion para su uso en un método para el tratamiento o el diagndstico del cancer; un método de
diagndstico de un tumor maligno en un sujeto, que comprende realizar un ensayo de diagndstico in vitro en una
muestra de dicho sujeto con una composicion que comprende dicho anticuerpo o fragmento o dicho conjugado; el
uso de dicha proteina de fusiéon de anticuerpo en la fabricacién de un preparado para uso en la identificacion
intraoperatoria de cancer de pancreas; y dicha la proteina de fusion de anticuerpo para su uso en la fabricacion de
un preparado para su uso en la identificacion intraoperatoria del cancer de pancreas o para su uso en la
identificacion de cancer de pancreas intraoperatoriamente.

Fundamento de la invencion

El pancreas produce insulina para ayudar al organismo a convertir la glucosa en energia y enzimas para ayudar al
organismo a digerir los alimentos. El cancer de pancreas es un tumor maligno del pancreas que se presenta
principalmente en las células de los conductos pancreaticos. Esta enfermedad es la novena forma de cancer mas
comun, si bien es la cuarta y la quinta causa de muerte por cancer en hombres y mujeres, respectivamente. El
cancer de pancreas es casi siempre fatal, con una tasa de supervivencia de cinco afios que es inferior al 3%.

Los sintomas mas comunes de cancer de pancreas incluyen ictericia, dolor abdominal y pérdida de peso, que, junto
con otros factores que se presentan, no son de naturaleza especifica. Asi pues, es a menudo dificil diagnosticar el
cancer de pancreas en una etapa temprana del crecimiento del tumor y requiere un considerable recelo y una amplia
labor de diagnéstico, incluyendo con frecuencia una cirugia exploratoria. La ultrasonografia endoscoépica y la
tomografia computerizada son los mejores medios no invasivos disponible en la actualidad para el diagnéstico del
cancer de pancreas. Sin embargo, la deteccion fiable de pequefios tumores, asi como la distincion del cancer
pancreatico de una pancreatitis focal, son problematicas. Por desgracia, la amplia mayoria de los pacientes son
diagnosticados en la actualidad en una etapa tardia, cuando el tumor se ha extendido ya fuera de la capsula para
invadir los érganos circundantes o ha metastatizado extensamente. Gold et al., Crit. Rev. Oncology/Hematology,
39:147-54 (2001). La deteccion tardia de la enfermedad es comun, y el diagndstico precoz de cancer de pancreas es
raro en el marco clinico.

Los actuales procedimientos de tratamiento disponibles para el cancer de pancreas no han conducido a una cura, ni
a un tiempo de supervivencia sustancialmente mejorado. La reseccion quirirgica ha sido la unica modalidad que
ofrece una oportunidad de supervivencia. Sin embargo, debido a una carga tumoral grande, solamente del 10% al
25% de los pacientes son candidatos para "reseccion curativa". Para esos pacientes sometidos a tratamiento
quirurgico, la tasa de supervivencia de cinco afios es aun escasa, con un promedio de solo alrededor del 10%.

La deteccion y el diagnéstico tempranos del cancer de pancreas, asi como el apropiado estadiaje de la enfermedad,
proporcionarian una ventaja en el aumento de la supervivencia. Varios laboratorios estan procediendo al desarrollo
de un método de diagndstico basado en la liberacién en el torrente circulatorio de un marcador asociado al tumor,
asi como en la detecciéon de la sustancia marcadora en las muestras de biopsia. EI mejor marcador asociado al
tumor para el cancer de pancreas ha sido el inmunoensayo de CA19.9. Se encontraron niveles elevados de esta
estructura de epitopo sialilada Le® en el 70% de los pacientes de cancer de pancreas, pero no se encontraron en
ninguna de las muestras de pancreatitis focal examinadas. Sin embargo, se encontré que los niveles de CA19.9 eran
elevados en otras varias condiciones benignas y malignas, por lo que actualmente el ensayo no puede usarse para
diagndstico. Sin embargo, el ensayo es util para monitorizacion, siendo indicativo de un mal prondstico el continuo
aumento en los niveles séricos de CA19.9 después de la cirugia. Se han publicado muchos otros anticuerpos
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monoclonales (MAbs) con los inmunoensayos para diagnéstico en etapas de desarrollo variadas. Estos incluyen,
pero no se limitan a ellos, DUPAN2, SPAN1, B72.3, 1a3 y varios anticuerpos anti-CEA.

Se han ensayado ampliamente anticuerpos sintéticos, en particular MAbs y anticuerpos o fragmentos de anticuerpos
construidos por ingenieria genética, y se ha demostrado que son valiosos en la deteccion y el tratamiento del cancer
de pancreas, asi como otros varios trastornos humanos, incluyendo canceres, enfermedades autoinmunitarias,
enfermedades infecciosas, enfermedades inflamatorias y enfermedades cardiovasculares [Filpula y McGuire, Exp.
Opin Ther. Patentes (1999) 9: 231-245]. La utilidad clinica de un anticuerpo o un agente derivado de anticuerpo,
depende principalmente de su capacidad para enlazar con un antigeno dirigido especifico asociado con un trastorno
especifico. Selectividad es valiosa para suministrar un agente de diagndstico o terapéutico, tal como isétopos,
farmacos; toxinas, citocinas, hormonas, antagonistas de hormonas, enzimas, inhibidores de enzimas,
oligonucledtidos, factores de crecimiento, oligonucledtidos, radionucleidos, un inhibidor de la angiogénesis o
metales, a una localizacién diana durante las fases de deteccion y tratamiento de un trastorno humano, en particular
si el agente de diagnostico o terapéutico es toxico para los tejidos normales del organismo. Se han usado con cierto
éxito anticuerpos radiactivos en numerosos tumores malignos, incluyendo cancer de ovario, cancer de colon y
linfoma. Esta tecnologia también puede resultar util para el cancer de pancreas. Sin embargo, aparte de la aplicacion
de anticuerpos anti-CEA y B72.3, hay poca informacién clinica.

Las limitaciones potenciales de tales sistemas de anticuerpos se discuten en Goldenberg, The American Journal of
Medicine, 94: 298-299 (1993). Los parametros importantes en las técnicas de deteccion y tratamiento son la
cantidad de dosis inyectada localizada especificamente en el sitio o los sitios en los que estan presentes las células
diana y la relaciéon de absorcion, es decir, la relacion de la concentracion de anticuerpo unido especificamente a la
de la radiactividad presente en los tejidos circundantes normales. Cuando el anticuerpo es inyectado en el torrente
circulatorio, pasa a través de varios compartimientos a medida que es metabolizado y excretado. El anticuerpo debe
ser capaz de localizar y unirse al antigeno de la célula diana mientras pasa por el resto del organismo. Entre los
factores que controlan la direccion u orientacion del antigeno se incluyen la ubicacion, tamafo, densidad de
antigeno, accesibilidad del antigeno, la composicion celular del tejido patolégico y la farmacocinética de los
anticuerpos objetivos. Otros factores que afectan especificamente al sefialamiento como diana de tumores por
anticuerpos incluyen la expresion de los antigenos diana o de destino, tanto en el tumor como en otros tejidos y la
toxicidad para la médula 6sea que resulta del lento aclaramiento o eliminacion de la sangre de los anticuerpos
radiomarcados. La cantidad de anticuerpos objetivo incorporados por las células tumorales especificas esta
influenciada por la vascularizacion y las barreras contra la penetracion del anticuerpo de tumores, asi como la
presion intratumoral. La absorcion no especifica por 6rganos no diana tales como el higado, los rifiones o la médula
6sea es otra limitacion potencial de la técnica, especialmente para radioinmunoterapia, donde la irradiacién de la
médula ésea causa frecuentemente la toxicidad limitante de la dosis.

Un planteamiento sugerido para el suministro de los agentes a un sitio diana, denominado orientacion directa, es
una técnica disefiada para dirigir antigenos especificos con anticuerpos que son portadores de radiois6topos de
diagndstico o terapéuticos. En el contexto de los tumores, el planteamiento de la orientacion directa utiliza un
anticuerpo radiomarcado anti-tumoral monoespecifico que reconoce el tumor diana por medio de sus antigenos. La
técnica implica inyectar en el paciente el anticuerpo monoespecifico marcado y dejar que el anticuerpo localice el
tumor diana para obtener beneficios diagndsticos o terapéuticos. El anticuerpo no unido se aclara o elimina del
organismo. Este planteamiento puede utilizarse para diagnosticar o tratar trastornos adicionales en los mamiferos.

Otra solucién sugerida, denominada “Sistema de Potenciacion de la Afinidad” (Affinitty Enhancement System: AES),
es una técnica destinada especialmente para superar las deficiencias de la orientacién del tumor por anticuerpos
que portan radioisétopos de diagnostico o terapéuticos [documento US-5.256.395 (1993), Barbet et al., Cancer
Biotherapy & Radiopharmaceuticals 14: 153-166 (1999)]. EI AES utiliza un hapteno divalente radiomarcado y un
anticuerpo biespecifico anti-tumor/anti-hapteno que reconoce tanto el tumor diana como el hapteno radiactivo.
También pueden ser utilizados para este procedimiento haptenos con mayor valencia y anticuerpos con
especificidad mas alta. La técnica implica inyectar el anticuerpo en el paciente y dejar que se localice en el tumor
diana. Después de un tiempo suficiente para que el anticuerpo no enlazado se elimine del torrente circulatorio, se
administra el hapteno radiomarcado. El hapteno se une al complejo antigeno-anticuerpo localizado en el sitio de la
célula diana para obtener beneficios de diagndstico o terapéuticos, mientras que el hapteno no unido se elimina
rapidamente del organismo. Barbet menciona la posibilidad de que un hapteno bivalente se reticule con un
anticuerpo biespecifico, cuando este ultimo se une a la superficie del tumor. Como resultado, el complejo
radiomarcado es mas estable y se queda en el tumor durante un periodo de tiempo mas prolongado. Este sistema
puede ser usado para diagnosticar o tratar trastornos del mamifero.

Mariani G et al. (Mariani G et al., Cancer Research (Suppl) diciembre de 1995, vol. 55, pp. 5911s-5915s) publican
sobre la orientacion tumoral inicial, biodistribucion y evaluacion farmacocinética del anticuerpo monoclonal PAM4 en
pacientes de cancer de pancreas.

Gold D V et al. (Gold D V et al., The International Journal of Cancer, 1997, vol. 71, pags. 660-667) informan sobre
radioinmunoterapia del cancer de pancreas experimental con anticuerpo monoclonal PAM4 marcado con 3,
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Cardillo T M et al. (Cardillo T M et al., Clinical Cancer Research, octubre de 2001, vol. 7, pp. 3186-3192) informan
sobre la ventaja terapéutica del anticuerpo PAM4 marcado con “itrio frente al marcado con 131yodo en el cancer
pancreatico experimental.

Cardillo T M et al. (Cardillo T M et al., International Journal of Cancer, marzo de 2002, vol. 97, pp.386-392) informan
sobre la combinacién de gemcitabina y radioinmunoterapia para el tratamiento del cancer de pancreas.

Gold D V et al (Gold D V et al., Proceedings of the American Association for Cancer Research Annual Meeting, 19-
22 de Mayo, 1993, vol. 34, p. 480 Abstract N° 2866) informan sobre la quimerizacién y humanizacion injertada en
una CDR de PAMA4.

Se mantiene en la técnica la necesidad de la produccién de anticuerpos monoespecificos multivalentes, que son
utiles en un sistema de orientacion directa y para la produccion de anticuerpos multivalentes y multiespecificos que
son utiles en un sistema de potenciacion de la afinidad. Concretamente, sigue habiendo la necesidad de un
anticuerpo que actue como una herramienta de diagnéstico util para el cancer de pancreas que muestre la absorcion
potenciada en los antigenos sefialados, la disminucién de la concentracion en la sangre y la proteccion 6ptima de los
tejidos y células normales frente a los farmacos téxicos.

Sumario de la invenciéon

El problema subyacente en la presente invencion se resuelve mediante el objeto de las reivindicaciones
independientes anexas. Pueden escogerse realizaciones preferidas entre las reivindicaciones dependientes anexas.

Mas especificamente, el problema subyacente de la presente invencidon se resuelve en una primera realizacion
mediante un anticuerpo humanizado o un fragmento del mismo, que comprende las regiones determinantes de
complementariedad (CDRs) de un anticuerpo monoclonal (MAb) PAM4 murino y region de marco (FR) del
anticuerpo humano y secuencias de la regidon constante, en donde las CDRs de la regién variable de la cadena
ligera del anticuerpo humanizado o fragmento del mismo comprenden CDR1 que comprende una secuencia de
aminoacidos SASSSVSSSYLY; CDR2 que comprende una secuencia de aminoacidos STSNLAS y CRD3 que
comprende una secuencia de aminoacidos HQWNRYPYT; y las CDRs de la region variable de la cadena pesada del
anticuerpo humanizado o fragmento del mismo comprenden CDR1 que comprende una secuencia de aminoacidos
SYVLH; CDR2 que comprende una secuencia de aminoacidos YINPYNDGTQYNEKFKG y CDR3 que comprende
una secuencia de aminoacidos GFGGSYGFAY.

En una segunda realizacion que es una realizacion de la primera realizacion, las FRs de las regiones variables de la
cadena ligera y la cadena pesada de dicho anticuerpo humanizado o fragmento del mismo comprenden por lo
menos un aminoacido sustituido a partir de las correspondientes FRs de un Mab PAM4 murino, elegido entre el
grupo formado por los restos de aminoacido 5, 27, 30, 38, 48, 66, 67 y 69 de la region variable de la cadena pesada
murina de la Fig. 1B y restos de aminoacido 21, 47, 59, 60, 85, 87 y 100 de la Fig. 1A.

En una tercera realizacion que es una realizacion de la primera realizacion, dicho anticuerpo o fragmento del mismo
comprende la secuencia de aminoacidos de hPAM4 Vy de la Fig. 4A y la secuencia de aminoacidos de hPAM4 Vi
de la Fig. 4B.

En una cuarta realizacién el problema subyacente a la presente invencion se resuelve mediante un conjugado que
comprende un componente de anticuerpo que comprende un anticuerpo o un fragmento del mismo de una
cualquiera de las realizaciones 12 a 32, en donde dicho componente de anticuerpo esta unido a por lo menos un
agente de diagnostico o terapéutico.

En una quinta realizacion que es una realizacion de la cuarta realizacion, dicho agente de diagndstico se elige entre
el grupo que comprende un radionucleido, un agente de contraste y un agente de diagndstico fotoactivo y en donde
el conjugado se dirige a las células cancerosas.

En una sexta realizacion que es una realizacion de la quinta realizacién, dicho agente de diagnostico es un
radionucleido.

En una séptima realizacion que es una realizacion de la sexta realizacion, dicho radionucleido tiene una energia
entre 20 y 4.000 keV.

En una octava realizacion que es una realizacién de la sexta realizacién, dicho radionucleido es un is6topo emisor
de radiaciones alfa, gamma, beta o de positrones.

En una novena realizacién que es una realizacién de la octava realizacién, dicho radionucleido es un isétopo emisor
de radiaciones alfa, en donde dicho radionucleido tiene una energia de desintegracion de 2.000 a 10.000 keV,
preferiblemente de 3.000 a 8.000 keV y mas preferiblemente de 4.000 a 7.000 keV.
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En una undécima realizacién que es una realizacion de la quinta realizacion, dicho agente de diagndstico es un
agente de contraste radiologico.

En una duodécima realizacion que es una realizacion de la quinta realizacion, dicho agente de contraste es un ion
paramagnético.

En una 132 realizacion que es una realizacion de la duodécima realizacion, dicho ion paramagnético es un metal que
comprende cromo (Ill), manganeso (ll), hierro (), hierro (I1), cobalto (l1), niquel (l1), cobre (l1), neodimio (lll), samario
(1), iterbio (1), gadolinio (l1I), vanadio (Il), terbio (ll1), disprosio (l11), holmio (l11) y erbio (lII).

En una 142 realizacién que es una realizaciéon de la quinta realizacién, dicho agente de contraste es un metal que
comprende lantano (ll1), oro (lll), plomo (Il) y bismuto (ll1).

En una quinta realizacién que es una realizacion de la quinta realizacién, dicho agente de contraste es un agente
potenciador de ultrasonido.

En una 162 realizaciéon que es una realizacion de la 152 realizacion, dicho agente potenciador de ultrasonido es un
liposoma.

En una 172 realizacion que es una realizacion de la 162 realizacion, dicho liposoma esta lleno de gas.

En una 182 realizacion que es una realizacion de la quinta realizacién, dicho agente de contraste es un material
radiopaco elegido entre el grupo formado por compuestos de yodo, compuestos de bario, compuestos de galio y
compuestos de talio.

En una 192 realizacion que es una realizacion de la 182 realizacion, dicho material radiopaco se elige entre el grupo
compuesto por diatrizoato de bario, aceite etiodizado, citrato de galio, acido iocarmico, acido iocetamico, iodamida,
iodipamida, acido iodoxamico, iogulamida meglumina, acido iosemético, iotasul, acido iotétrico, acido iotalamico,
acido iotroxico, acido ioxaglico, acido ioxotrizoico, ipodato, meglumina, metrizamida, metrizoato, propiliodona y
cloruro de talio.

En una 2072 realizacion que es una realizacion de la quinta realizacion, dicho agente de diagnodstico es un agente de
diagndstico fotoactivo.

En una 212 realizacién que es una realizacion de la 202 realizacion, dicho agente de diagndstico fotoactivo es un
compuesto de marcaje fluorescente elegido entre el grupo formado por isotiocianato de fluoresceina, rodamina,
ficoeriterina, ficocianina, alloficocianina, o-ftaldehido y fluorescamina.

En una 222 realizacién que es una realizacion de la 202 realizacion, dicho agente de diagndstico fotoactivo es un
compuesto de marcaje quimioluminiscente elegido entre el grupo que comprende luminol, isoluminol, un éster de
acridinio aromatico, un imidazol, una sal de acridinio y un éster oxalato.

En una 232 realizacién que es una realizacion de la 20? realizacion, dicho agente de diagndstico fotoactivo es un
compuesto bioluminescente elegido entre el grupo formado por luciferina, luciferasa y aequorina.

En una 242 realizacién que es una realizacion de la quinta realizacién, el conjugado es para uso en diagnodstico
intraoperatorio, endoscoépico o intravascular del tumor.

En una 25% realizacion que es una realizacion de la cuarta realizacion, dicho agente terapéutico es elegido entre el
grupo formado por un radionucleido, un inmunomodulador, una hormona, un antagonista de hormonas, un
oligonucledtido, una enzima, un inhibidor de enzimas, un agente terapéutico fotoactivo, un agente citotoxico, un
inhibidor de la angiogénesis y una combinacién de los mismos.

En una 262 realizacién que es una realizacion de la 252 realizacion, dicho oligonucledtido es un oligonucleétido
antisentido.

En una 272 realizacién que es una realizacion de la 262 realizacion, dicho oligonucledtido es un oligonucleétido
antisentido contra un oncogén.

En una 282 realizacion que es una realizacion de la 272 realizacién, dicho oncogén es bcl-2 o p53.

En una 29? realizacion que es una realizacion de la 252 realizacion, dicho el agente terapéutico es un agente
citotoxico.
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En una 302 realizacién que es una realizacion de la 292 realizacién, dicho agente citotéxico es un farmaco o una
toxina,

En una 312 realizacién que es una realizacién de la 302 realizacion, dicho farmaco posee la propiedad farmacéutica
elegida entre el grupo formado por las propiedades antimitdtica, alquilante, antimetabolito, antiangiogénica,
apoptotica, alcaloide y agente antibiotico, y combinaciones de las mismas.

En una 322 realizacién que es una realizacion de la 302 realizacion, dicho farmaco se elige entre el grupo que
consiste en mostazas nitrogenadas, gemcitabina, derivados de etilenimina, alquil sulfonatos, nitrosoureas, triazinas,
analogos del acido félico, antraciclinas, taxanos, SN-38, inhibidores de la COX-2, analogos de pirimidina, analogos
de la purina, antibiéticos, enzimas, inhibidores de enzimas, epipodofilotoxinas, complejos de coordinacion de platino,
alcaloides de la vinca, ureas sustituidos, derivados de metil hidrazina, supresores adrenocorticales, antagonistas de
hormonas, endostatina, taxoles, camptotecinas, doxorubicinas y sus analogos, antimetabolitos, agentes alquilantes,
antimitéticos, agentes antiangiogénicos apoptéticos, metotrexato, CPT-11 y una combinacion de los mismos.

En una 332 realizacién que es una realizacion de la 30? realizacién, dicha toxina se deriva de una fuente elegida
entre el grupo que comprende un animal, una planta y una fuente microbiana.

En una 342 realizacion que es una realizacion de la 302 realizacion, dicha toxina se elige entre el grupo que
comprende ricina, abrina, toxina alfa, saporina, ribonucleasa (RNasa), DNasa, enterotoxina-A estafilocécica,
proteina antiviral de la hierba carmesi, gelonina, toxina diftérica, exotoxina de Pseudomonas y endotoxina de
Pseudomonas.

En una 352 realizaciéon que es una realizaciéon de la 252 realizacion, dicho agente terapéutico es un
inmunomodulador.

En una 36°? realizacidon que es una realizacion de la 352 realizacion, dicho inmunomodulador se elige entre el grupo
que consiste en una citocina, un factor de crecimiento de células madre, una linfotoxina, factor hematopoyético, un
factor estimulador de colonias (CSF), un interferon (IFN), un factor de crecimiento de células madre, eritropoyetina,
trombopoyetina y una combinacién de los mismos.

En una 372 realizaciéon que es una realizacion de la 362 realizacién, dicha linfotoxina es un factor de necrosis tumoral
(TNF), dicho factor hematopoyético es una interleucina (IL), dicho factor estimulante de colonias es el factor
estimulante de colonias de granulocitos (G-CSF) o factor estimulante de colonias de macroéfagos y granulocitos (GM-
CSF), dicho interferon es interferdn a, 8 o vy, y dicho factor de crecimiento de células madre es el factor S1.

En una 382 realizacién que es una realizacion de las realizaciones 352 a 372, dicho inmunomodulador comprende IL-
1, IL-2, IL-3, IL-6, IL-10, IL12, IL-18, IL-21, interferén-y, TNF-a o una combinacién de los mismos.

En una 392 realizacion que es una realizacion de la 252 realizacion, dicho el agente terapéutico es un radionucleido.

En una 4072 realizacién que es una realizacion de la 392 realizacion, dicho radionucleido tiene una energia entre 60 y
700 keV.

En una 412 reallza0|on que es una realizacion de la 392 realizacion, dicho radionucleido se elige entre el7grupo que
33 61 86 90 111 111 125, 131, 142 153 161 166 155 17
ﬁ:8%n3|st1%9en 2I132 212 Cu213 "Cu 211 2ng Y§25 Y, Ag, In, I, I, "Pr, *Sm, "~ 'Tb, Dy, ““Ho, Re
Re, “"Re, “ “Pb, “ “Bi, “ ~ B, Ray ““Ac y combinaciones de los mismos.

En una 422 realizacion que es una realizacion de la 252 realizacion, dicho agente terapéutico es un agente
terapéutico fotoactivo.

En una 432 realizaciéon que es una realizaciéon de la 422 realizacion, dicho agente fotoactivo se elige entre el grupo
que consiste en cromoégenos y colorantes.

En una 442 realizacion que es una realizacion de la 252 realizacion, dicho agente terapéutico es una enzima.

En una 452 realizacion que es una realizacion de la 442 realizacion, dicha enzima se elige entre el grupo que
comprende malato deshidrogenasa, nucleasa estafilococia, delta-V-esteroide isomerasa, alcohol deshidrogenasa de
levadura, a-glicerofosfato deshidrogenasa, triosa fosfato isomerasa, peroxidasa del rabano picante, fosfatasa
alcalina, asparaginasa, glucosa oxidasa, [-galactosidasa, ribonucleasa, ureasa, catalasa, glucosa-6-fosfato
deshidrogenasa, glucoamilasa y acetilcolinesterasa.

En una 462 realizacion el problema subyacente de la invencion se resuelve mediante un anticuerpo multivalente y
multiespecifico que comprende al menos un anticuerpo o un fragmento del mismo como se define en una cualquiera
de las realizaciones 12 a 32.

En una 472 realizaciéon que es una realizacion de la 462 realizacion, el anticuerpo multiespecifico comprende ademas
un agente de diagnostico o terapéutico.
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En una 482 realizacion el problema subyacente de la presente invencion se resuelve mediante una proteina de
fusion de anticuerpo que comprende por lo menos dos anticuerpos o fragmentos de éstos segun una cualquiera de
las realizaciones 12 a 32.

En una 492 realizacién el problema subyacente de la presente invencion se resuelve mediante una proteina de
fusion de anticuerpo que comprende al menos un primer anticuerpo o fragmento del mismo segun una cualquiera de
las realizaciones 12 a 32 y al menos un segundo MAb o fragmento del mismo donde dicho segundo MAb o fragmento
del mismo no es un anticuerpo o fragmento del mismo segun una cualquiera de las realizaciones 12 a 32.

En una 502 realizacidon que es una realizacion de la 492 realizacion, el segundo MAb se une a un antigeno asociado
a un carcinoma.

En una 512 realizacién que es una realizacion de la 502 realizacién, dicho segundo MAb se une a un antigeno del
cancer de pancreas.

En una 522 realizacidon que es una realizacion de la 50?2 realizacion, dicho segundo MAb se elige entre el grupo
formado por CA19.9, DUPAN2, SPAN1, Nd2, B72.3, CC49, CEA, alLeuna, anticuerpos definidos por el antigeno de
Lewis Le(y), CSAp, MUC2, MUC3 y MUC4, TAG-72, EGFR, factor de crecimiento similar a la insulina (IGF),
tenascina, factor de crecimiento derivado de las plaquetas, IL-6, CD40, factores de angiogénesis, VEGF, productos
de oncogenes y HER2/neu.

En una 532 realizacién que es una realizacion de la 482 realizacién, dicha proteina de fusiéon ademas comprende al
menos un agente de diagndstico o terapéutico.

En una 542 realizacion que es una realizacion de una cualquiera de las realizaciones 482 a 532, dicha proteina de
fusién de anticuerpo comprende al menos dos anticuerpos monoclonales segun las realizaciones 12 a 32.

En una 552 realizacion el problema subyacente de la presente invencion se resuelve mediante una secuencia de
ADN que comprende un acido nucleico que codifica un MAb o un fragmento del mismo elegido entre el grupo que
consiste en:

(a) un anticuerpo o fragmento del mismo tal como se define en una cualquiera de las realizaciones 12 a 32, que
es un anticuerpo monoclonal;

(b) una proteina de fusion de anticuerpo como se define en una cualquiera de las realizaciones de 482 a 522 y
542,

En una 562 realizacion el problema subyacente de la presente invencion se resuelve mediante un vector de
expresion que comprende la secuencia de ADN de la realizacion 55°.

En una 57?2 realizacion el problema subyacente de la presente invencidon se resuelve mediante una célula
hospedadora que comprende la secuencia de ADN de la realizacién 552.

En una 582 realizacion el problema subyacente a la presente invencién se resuelve mediante el uso de un anticuerpo
o fragmento del mismo tal como se define en una cualquiera de las realizaciones 12 a 32, un anticuerpo multivalente
y multiespecifico como se define en la realizacién 462, un conjugado como se define en una cualquiera de las
realizaciones 42 a 452 o una proteina de fusion como se define en una cualquiera de realizaciones 48? a 542 en la
preparacion de un agente para el tratamiento o el diagnostico del cancer.

En una 59? realizacion el problema subyacente de la presente invencion se resuelve mediante el anticuerpo o
fragmento del mismo como se define en una cualquiera de las realizaciones 12 a 32, el anticuerpo multivalente y
multiespecifico como se define en la realizacion 462, el conjugado como se define en una cualquiera de las
realizaciones 4?2 a 452 o una proteina de fusién como se define en una cualquiera de las realizaciones 482 a 542, para
su uso en un método para suministrar un agente de diagndstico o terapéutico, o una combinacién de los mismos, a
una diana u objetivo.

En una 60? realizacion el problema subyacente de la presente invencion se resuelve mediante el anticuerpo o
fragmento del mismo definido en una cualquiera de las realizaciones 12 a 32 el anticuerpo multivalente y
multiespecifico, tal como se define en la realizacion 462, el conjugado como se define en una cualquiera de las
realizaciones 42 a 452 o la proteina de fusién como se define en una cualquiera de las realizaciones 482 a 542, para
su uso en un método para el tratamiento o diagndstico del cancer.

En una 612 realizacion que es una realizacion de la 58? realizacion, el uso de acuerdo con la realizacion 582 y el
anticuerpo o fragmento del mismo, el anticuerpo multivalente y multiespecifico, el conjugado y la proteina de fusién
como se define en la realizacion 602, en donde el cancer es cancer de pancreas.

En una 622 realizacion el problema subyacente de la presente invencion se resuelve mediante un método de
diagnéstico de un tumor maligno en un sujeto, que comprende realizar un ensayo de diagndstico in vitro sobre una
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muestra de dicho sujeto con una composicidon que comprende un anticuerpo o fragmento del mismo o un conjugado,
como se define en una cualquiera de las realizaciones 12 a 242,

En una 632 realizacion que es una realizacion de la 622 realizacion, el tumor maligno es cancer de pancreas.
En una 642 realizacion el problema subyacente de la presente invenciéon se resuelve mediante el uso de una
proteina de fusién de anticuerpo tal como se define en una cualquiera de las realizaciones 482 a 542, en donde dicho
segundo MAb o fragmento del mismo se une especificamente a un conjugado orientable; y un conjugado orientable
en la fabricacién de un preparado para su uso en la identificacion intraoperatoriamente del cancer de pancreas y en
donde el conjugado orientable se elige entre el grupo que consiste en:
(i) en DOTA-Phe-Lys (HSG)-D-Tyr-Lys (HSG)-NH;
(ii) DOTA-Phe-Lys(HSG)-Tyr-Lys (HSG)-NH>
(iii) Ac-Lys (HSG)-D-Tyr-Lys (HSG)-Lys (Tscg-Cys)-NH;
(iv)

HOOC—\

N
A
Hooc_/ COOH ‘
uj\ﬂ—-;D-A!a-Lys(HsG)-Tyr-Lys(HSG)-NH,‘

v)
HOOC——\

C2

HOOC"'"/ COooH

&

J

a ﬁ'——-—D-Ala-l-ys(HSG)-D-Tyr-Lys(HSG)—NH,

En una 652 realizacion el problema subyacente de la presente invencion se resuelve mediante la proteina de fusion
de anticuerpo como se define en una cualquiera de las realizaciones 482 a 542, en donde dicho segundo MAb o
fragmento del mismo se une especificamente a un conjugado orientable; y un conjugado orientable para su uso en la
fabricacion de un preparado para ser usado en la identificacion intraoperatoria del cancer de pancreas, o para el uso
para identificar intraoperatoriamente el cancer de pancreas y en donde el conjugado orientable se elige entre el
grupo consistente en:
(i) DOTA-Phe-Lys (HSG)-D-Tyr-Lys (HSG)-NH2
(ii) DOTA-Phe-Lys (HSG)-Tyr- Lys (HSG)-NH;
(iii) Ac-Lys (HSG)-D-Tyr-Lys (HSG)-Lys (Tscg-Cys)-NH;
(iv)

HOOC-L/>

{, «

HQOCJ COOH

N N D-AladysHSGI Tyr-Lys(HSG)-NH,
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y
v)
Hoocm/}
N
HoOL—" COOH

D-Ala-Lys(HSG)-D-Tyr-Lys(HSG)-NH,

)

En una 662 realizacion que es una realizacion de una cualquiera de las realizaciones 642 y 652, el método de
identificacion es la deteccion endoscopica.

Se contempla en la presente invencion un anticuerpo, la proteina de fusion y fragmentos de los mismos como se
definen en las reivindicaciones que se unen a un dominio situado entre el término amino y el comienzo del dominio
de repeticion de MUC1. En una realizacion preferida el anticuerpo, la proteina de fusién o fragmento del mismo es
un anticuerpo PAM4. El anticuerpo PAM4, proteina de fusion o fragmento del mismo de la presente invencion es
preferiblemente reactivo contra la mucina del cancer de pancreas. En consecuencia, el anticuerpo PAM4, la proteina
de fusién y fragmentos de los mismos de la presente invencion preferiblemente se unen a un antigeno asociado a
células del cancer de pancreas.

El anticuerpo PAM4 o fragmento del mismo de la invencion es humanizado y la proteina de fusion de PAM4
comprende un anticuerpo PAM4 humanizado o fragmento del mismo. También preferiblemente el anticuerpo PAM4,
la proteina de fusién y fragmentos de los mismos como se definen en las reivindicaciones pueden ser conjugados
con al menos un agente terapéutico o de diagndstico.

Se contempla en el presente texto un anticuerpo PAM4 humanizado o fragmento del mismo que comprende las
regiones determinantes de complementariedad (CDRs) de un MAb PAM4 murino y las regiones marco (FR) de las
regiones variables de la cadena ligera y pesada de un anticuerpo humano y las regiones constantes de la cadena
ligera y pesada de un anticuerpo humano, en donde las CDRs de la region variable de la cadena ligera del MAb
PAM4 humanizado comprenden CDR1 que comprende una secuencia de aminoacidos de SASSSVSSSYLY; CDR2
que comprende una secuencia de aminoacidos de STSNLAS; y CDR3 que comprende una secuencia de
aminoacidos de HQWNRYPYT; y las CDRs de la region variable de la cadena pesada del MAb PAM4 humanizado
comprenden CDR1 que comprende una secuencia de aminoacidos de SYVLH; CDR2 que comprende una
secuencia de aminoacidos de YINPYNDGTQYNEKFKG y CDR3 que comprende una secuencia de aminoacidos de
GFGGSYGFAY. En una realizacion preferida, las FRs de las regiones variables de la cadena ligera y pesada del
anticuerpo PAM4 humanizado o fragmento del mismo comprenden al menos un aminoacido sustituido a partir de las
correspondientes FRs de un MAb PAM4 murino. Mas preferiblemente, el anticuerpo PAM4 humanizado o fragmento
del mismo comprende al menos un aminoacido elegido entre el grupo que consiste en restos de aminoacidos 5, 27,
30, 38, 48, 66, 67 y 69 de la regidn variable de la cadena pesada murina de la Fig. 1B, secuencia de aminoacidos
PAM4 VH. También preferiblemente, el anticuerpo PAM4 humanizado o fragmento del mismo en donde dicho
aminoacido de dicho MAb murino es al menos un aminoacido elegido entre el grupo formado por los restos de
aminoacidos 21, 47, 59, 60, 85, 87 y 100 de la region variable de la cadena ligera murina Fig.1A, secuencia
PAM4Vx. Lo mas preferiblemente, el anticuerpo PAM4 humanizado o fragmento del mismo comprende la secuencia
de nucledtidos PAM4 Vi de la figura 1A y la secuencia de nucledtidos PAM4 VH de la figura 1B y/o comprende una
secuencia de aminoacidos hPAM4H Vy de la figura 4A y una secuencia de aminoacidos hPAM4 Vi de la figura 4B.

Otra realizacion de la presente invencion es un inmunoconjugado para diagnostico dirigido a células cancerosas que
comprende un componente de anticuerpo que comprende un anticuerpo o fragmento del mismo de uno cualquiera
de los anticuerpos, proteina de fusion o fragmentos de los mismos de la presente invencion, en donde el anticuerpo,
proteina de fusién o fragmento del mismo esta unido a al menos un agente de diagndstico-deteccion.

Preferiblemente, el agente de diagnostico-deteccion se elige entre el grupo formado por un radionucleido, un agente
de contraste y un agente de diagnéstico-deteccién fotoactivo. Es mas preferible si el agente de diagndstico-
deteccion es un radlonucleldo con una energla entre 20 y 4 OOO keV o es un radlonucleldo elegldo entre el grupo
formado In In 177Lu 18F 52p Cu Cu Cu Ga Y Y Zr Tc Tc L 12°I, 123I, 124I, ! 5I,
131) 154 Gd 11C 13N 15O 186 188Re 51Mn 52mMn 55Co 72As 75Br 768 r, 82'“Rb, SSSr, u otros emisores de
rad|a0|ones gamma, beta o de p03|trones. También se prefiere que el agente de diagndstico-deteccion sea un ion
paramagnético, tal como un metal comprendido entre cromo (Ill), manganeso (ll), hierro (lll), hierro (Il), cobalto (II),
niquel (I1), cobre (ll), neodimio (lll), samario (lll), iterbio (lll), gadolinio (lll), vanadio (IlI), terbio (lll), disprosio (lll),
holmio (l11) y erbio (lll) o un material radiopaco, como el diatrizoato de bario, aceite etiodizado, citrato de galio, acido
iocarmico, acido iocetamico, iodamida, iodipamida, acido iodoxamico, iogulamida, iohexol, iopamidol, acido
iopanoico, acido ioprocémico, acido iosefamico, acido iosérico, iosulamida, meglumina, acido iosemético, iotasul,
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acido iotétrico, acido iotalamico, acido iotréxico, acido ioxaglico, acido ioxotrizoico, ipodato, meglumina, metrizamida,
metrizoato, propiliodona y cloruro de talio.

También preferiblemente, el agente de diagndstico-deteccion es un compuesto de marcaje fluorescente elegido
entre el grupo que comprende isotiocianato de fluoresceina, rodamina, ficoeriterina, ficocianina, aloficocianina, o-
fthaldeido y fluorescamina, un compuesto de marcaje quimioluminiscente elegido entre el grupo formado por luminol,
isoluminol, un éster de acridinio aromatico, un imidazol, una sal de acridina y un éster oxalato o un compuesto
bioluminiscente elegido entre el grupo que comprende luciferina, luciferasa y aequorina. En otra realizacion, los
inmunoconjugados de diagnoéstico de la presente invencion se utilizan en el diagnéstico intraoperatorio, intravascular
o endoscopico de un tumor.

Otra realizacion de la presente invenciéon es un inmunoconjugado terapéutico orientado a células cancerosas que
comprende un componente de anticuerpo que comprende un anticuerpo o un fragmento del mismo de uno
cualquiera de los anticuerpos, proteinas de fusion, o fragmentos de los mismos de la presente invencion, en donde
el anticuerpo, la proteina de fusion, o el fragmento de los mismos esta unido a al menos un agente terapéutico.

Preferiblemente, el agente terapéutico se elige entre el grupo que consiste en un radionucleido, un
inmunomodulador, una hormona, un antagonista de hormonas, una enzima, un oligonucleétido, un inhibidor de
enzimas, un agente terapéutico fotoactivo, un agente citotdxico, un inhibidor de la angiogénesis y una combinacion
de los mismos.

En una realizacion, un oligonucleétido tal como una molécula antisentido que inhibe la expresion de bcl-2 como se
describe en la patente de EE. UU. n° 5.734.033 (Reed) puede ser conjugado con, o formar la porcion del agente
terapéutico de un inmunoconjugado o proteina de fusién de anticuerpo de la presente invencion. Alternativamente, el
oligonucledtido puede administrarse al mismo tiempo o secuencialmente con un anticuerpo PAM4 conjugado o
desnudo o fragmento de anticuerpo de la presente invencion. En una realizacion preferida, el oligonucleétido es un
oligonucledtido antisentido que preferiblemente se dirige contra un oncogén o producto de oncogén de un tumor
maligno de células B, como bcl-2.

En una realizacion preferida, el agente terapéutico es un agente citotéxico, como un farmaco o una toxina. También
se prefiere elegir el farmaco entre el grupo que consiste en mostazas nitrogenadas, derivados de etilenimina, alquil
sulfonatos, nitrosoureas, gemcitabina, triazenos, analogos del acido folico, antraciclinas, taxanos, inhibidores de
COX-2, analogos de pirimidina, analogos de purina, antibiéticos, enzimas, inhibidores de enzima, epipodofilotoxinas,
complejos de coordinacion de platino, alcaloides de la vinca, ureas sustituidas, derivados de metilhidrazina,
supresores adrenocorticales, antagonistas de hormonas, endostatina, taxoles, camptotecinas, SN-38, doxorubicinas
y sus analogos, antimetabolitos, agentes alquilantes, antimitéticos, antiangiogénicos, agentes apoptéticos,
metotrexato, CPT-11 y una combinacion de los mismos.

En otra realizacién, el agente terapéutico es un oligonucleétido. Por ejemplo, el oligonucleétido puede ser un
oligonucledtido antisentido tal como un oligonucleétido antisentido contra un oncogén como bcl-2 y p53.

En otra realizacion preferida, el agente terapéutico es una toxina elegida entre el grupo formado por ricina, abrina,
toxina alfa, saporina, ribonucleasa (RNasa), DNasa, enterotoxina-A estafilococica, proteina antiviral de la hierba
carmesi, gelonina, toxina de la difteria, exotoxina de Pseudomonas, y endotoxina de Pseudomonas y combinaciones
de los mismos, un inmunomodulador elegido entre el grupo que consiste en una citocina, un factor de crecimiento de
células madre, una linfotoxina, un factor hematopoyético, un factor estimulador de colonias (CSF), un interferén
(IFN), un factor de crecimiento de células madre, erltropoyetlna trombopoyetlna y combmamones de los mismos, un
radionucleido elegldo entre eI gruPo que ¢ conS|ste enen P, ¥p ¢, ®cu, ¥Cu, ¥Ga, Y, 2y, "'Ag, "In, '¥I, 131I,

42p 538m Tb Dy, " Lu, “"Re, 188Re, 189R me 212B| 213Bi, 211A 223Ra y 225Acy combmamones de
Ios mlsmos o un agente terapeutlco fotoactivo elegido entre el grupo que comprende cromogenos y colorantes.

También preferiblemente, el agente terapéutico es una enzima elegida entre el grupo que comprende malato
deshidrogenasa, nucleasa estafilocécica, delta-V-esteroide isomerasa, alcohol deshidrogenasa de levadura, a-
glicerofosfato deshidrogenasa, triosa fosfato isomerasa, peroxidasa de rabano picante, fosfatasa alcalina,
asparaginasa, glucosa oxidasa, 3-galactosidasa, ribonucleasa, ureasa, catalasa, glucosa-6-fosfato deshidrogenasa,
glucoamilasa y acetilcolinesterasa.

Se contempla en el presente texto un anticuerpo multivalente y multiespecifico o fragmento del mismo como se
define en las reivindicaciones, que comprende mas de un sitio de unién del antigeno que tiene afinidad hacia un
antigeno diana PAM4 y uno o mas sitios de union de hapteno que tienen afinidad hacia las moléculas de hapteno.
Preferiblemente el anticuerpo o fragmento del mismo es un anticuerpo humanizado o totalmente humano o un
fragmento del mismo. También preferiblemente, el anticuerpo multivalente y multiespecifico o fragmento del mismo
comprende un agente de diagndstico-deteccion y/o terapéutico.

La invencion se refiere también a un anticuerpo biespecifico o fragmento del mismo como se define en las
reivindicaciones, que comprende al menos un sitio de unidn de antigeno con afinidad hacia un antigeno diana PAM4
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y al menos un sitio de unién con afinidad hacia una construccion/conjugado orientable elegida en el grupo que
consiste en:

DOTA-D-Asp-D-Lys(HSG)-D-Asp-D-Lys(HSG)-NH; (IMP 271);
DOTA-D-Glu-D-Lys (HSG) -D-Glu-D-Lys (HSG)-NH; (IMP 277);
DOTA-D-Tyr-D-Lys (HSG)-D-Glu-D-Lys (ESG)-NH. (IMP 288);
DOTA-D-Ala-D-Lys (HSG)-D-Glu-D-Lys (HSG)-NH; (IMP 281); y
DOTA-D-D-Phe-Lys (HSG)-D-Tyr-D-Lys (HSG)-NH. (IMP 284),

que es capaz de portar al menos un agente de diagnostico y/o terapéutico. Otras construcciones orientables
adecuadas para ser usadas en la presente invencion se describen en la solicitud aplicacion provisional de EE. UU.
que lleva por titulo "D-Amino Acid Peptides" (McBride), expediente legal numero 018733/1206, presentada el 13 de
junio de 2003.

Otra realizacion de la presente invencién es una proteina de fusion con anticuerpo o fragmento del mismo como se
define en las reivindicaciones que comprende al menos dos MAbs PAM4 o fragmentos de los mismos, en donde los
MADbs o fragmentos comprenden cualquiera de los anticuerpos y fragmentos de los mismos de la presente invencion.
También preferiblemente la proteina de fusion de anticuerpo o fragmento del mismo comprende al menos un primer
MAb PAM4 o fragmento del mismo de uno cualquiera de los anticuerpos y fragmentos de los mismos de la presente
invencion y al menos un segundo MAb o fragmento del mismo, excepto el MAb o fragmento del mismo de los
anticuerpos y fragmentos de los mismos de la presente invencion. Preferiblemente, el segundo MAb es un
anticuerpo asociado a un carcinoma, preferiblemente elegido entre el grupo formado por CA19.9, DUPAN2, SPANT1,
Nd2, B72.3, CC49, CEA, aLe®, definidos por el antigeno de Lewis Le(y), y anticuerpos contra CSAp, factor de
crecimiento similar a la insulina (IGF), tenascina, IL-6, MUC2, MUC3 y MUC4, TAG-72, EGFR, CD40, factor de
crecimiento derivado de las plaquetas, IL-6, factores de angiogénesis (p. ej. VEGF), productos de oncogenes y
HER2/neu. La proteina de fusién de anticuerpo o fragmentos de la presente invencion puede ademas comprender al
menos un agente de diagndstico y/o terapéutico.

La presente invencion se refiere también a una secuencia de ADN que comprende un acido nucleico que codifica un
MADb o fragmento del mismo elegido entre el grupo que consiste en:

(a) un anticuerpo PAM4 o fragmento del mismo de uno cualquiera de los anticuerpos de la presente invencion;

(b) una proteina de fusion de anticuerpo o fragmento del mismo que comprende al menos dos de los MAbs o
fragmentos de éstos descritos en (a);

(c) una proteina de fusion de anticuerpo o fragmento del mismo, que comprende dicho MAb o fragmento del
mismo de los anticuerpos PAM4 o fragmentos de los mismos de la presente invencion y al menos un segundo MAb
o fragmento del mismo, distinto del MAb o fragmento del mismo de uno cualquiera de los anticuerpos o fragmentos
de los mismos de la presente invencion; y

(d) una proteina de fusién de anticuerpo o fragmento del mismo que comprende al menos un primer MAb o
fragmento de uno cualquiera de los anticuerpos o fragmentos de los mismos de la presente invencion y al menos un
segundo MAb o fragmento del mismo, distinto del MAb o fragmento del mismo de uno cualquiera de los anticuerpos
o fragmentos de los mismos de la presente invencion, en donde el segundo MAb es un anticuerpo asociado a un
carcinoma. Preferiblemente, el anticuerpo asociado a un carcinoma se elige entre el grupo formado por CA19.9,
DUPAN2, SPAN1, Nd2, B72.3, CC49, CEA, alLe®, anticuerpos definidos por el antigeno de Lewis Le(y), y
anticuerpos contra CD40, factores de angiogénesis (por ejemplo, VEGF), productos de oncogenes, MUC1, MUC-2,
MUC-3, 4-MUC, TAG-72, EGFR, factor de crecimiento similar a la insulina (IGF), factor de crecimiento derivado de
las plaquetas, tenascina, IL-6 y HER2/neu.

La presente invencion se refiere también a un vector de expresion y una célula hospedadora que conorende la
secuencia de ADN de uno cualquiera de los anticuerpos, proteinas de fusion o fragmentos de los mismos de la
presente invencion.

Otra realizaciéon de la presente invenciéon es una composicion para ser usada en un método de suministro de un
agente de diagnostico o terapéutico o una combinacion de los mismos, a una diana que comprende (i) proporcionar
la composicion que comprende un anticuerpo PAM4 o fragmento del mismo de la invencion conjugado con al menos
un agente de diagnédstico-deteccion y/o terapéutico y (ii) administrar a un sujeto en necesidad del mismo el
conjugado de diagndstico o terapéutico de uno cualquiera de los anticuerpos, proteinas de fusidon o fragmentos de
los mismos de la presente invencion. Preferiblemente el agente de diagndstico-deteccion se elige entre el grupo que
consiste en un radionucleido, un agente de contraste y un agente fotoactivo de diagndstico-deteccion, y el agente
terapéutico se elige preferiblemente entre el grupo que consiste en un farmaco, una toxina, un agente citotéxico, una

11



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2 524767 T3

citosina, un inmunomodulador, una hormona, un antagonista de hormonas, un factor de crecimiento, un
radionucleido, un metal.

También se contempla en la presente invencidon un anticuerpo o fragmento del mismo de uno cualquiera de los
anticuerpos multiespecificos multivalentes o fragmentos de los mismos de la presente invencién que tienen afinidad
hacia un antigeno PAM4 y comprenden uno o mas sitios de unién al hapteno para su uso en un método para
suministrar un agente de diagnostico-deteccion, un agente terapéutico o una combinaciéon de los misomos, a una
diana, que comprende:

(a) administrar a un sujeto el anticuerpo o fragmento del mismo de uno cualquiera de los anticuerpos
multivalentes y multiespecificos o fragmentos de los mismos de la presente invencién que tienen afinidad hacia un
antigeno PAM4 y comprenden uno o mas sitios de union de hapteno; (b) esperar un periodo de tiempo suficiente
para que una cantidad de anticuerpo no unido se elimine del torrente circulatorio del sujeto; y (c) administrar a dicho
sujeto una molécula portadora que comprende un agente de diagnéstico-deteccion, un agente terapéutico o una
combinacion de los mismos, que se une a un sitio de unioén del anticuerpo. Preferiblemente la molécula portadora se
une a mas de un sitio de unién del anticuerpo. También se prefiere que el agente de diagndstico-deteccion o el
agente terapéutico se elijan entre el grupo que comprende is6topos, farmacos, toxinas, citosinas, oligonucledtidos,
hormonas, antagonistas de hormonas, enzimas, inhibidores de enzimas, factores de crecimiento, radionucleidos y
metales.

En una realizacion, un oligonucleétido, tal como una molécula antisentido que inhibe la expresion de bcl-2 como se
describe en el documento US 5.734.033 (Reed), puede ser conjugado con, o forma la porcidon de agente terapéutico
de un inmunoconjugado o proteina de fusion de anticuerpo de la presente invencion. Alternativamente, el
oligonucledtido puede administrarse simultaneamente o secuencialmente con un anticuerpo PAM4 desnudo o
conjugado o fragmento de anticuerpo de la presente invencion. En una realizacion preferida, el oligonucleétido es un
oligonucledtido antisentido que preferentemente se dirige contra un oncogén o producto oncogénico de un tumor
maligno de células B, tal como bcl-2.

Se describe en la presente invencion un anticuerpo o fragmento del mismo de uno cualquiera de los anticuerpos
multivalentes y multiespecificos o fragmentos de los mismos de la presente invencién que tienen afinidad hacia un
antigeno PAM4 y comprenden uno o mas sitios de unién de hapteno para su uso en un método para diagnosticar o
tratar el cancer, que comprende: (a) administrar a un sujeto en necesidad del mismo el anticuerpo o fragmento del
mismo de uno cualquiera de los anticuerpos multivalentes y multiespecificos o fragmentos de los mismos de la
presente invencion que tienen afinidad hacia un antigeno PAM4 y comprenden uno o mas sitios de unién de
hapteno; (b) esperar un periodo de tiempo suficiente para que una cantidad de anticuerpo no unido sea aclarada o
eliminada del torrente circulatorio del sujeto; y (c) administrar a dicho sujeto una molécula portadora que comprende
un agente de diagnostico-deteccion, un agente terapéutico o una combinacion de los mismos, que se une a un sitio
de unién del anticuerpo. En una realizacion preferida el cancer es cancer de pancreas. También preferiblemente, el
método puede utilizarse para la identificacion intraoperatoria de los tejidos enfermos, la identificacion endoscépica
de los tejidos enfermos o la identificacion intravascular de los tejidos enfermos.

Otra realizacion de la presente invencién es un anticuerpo o fragmento del mismo que comprende un MAb PAM4 o
fragmento del mismo o una proteina de fusidon de anticuerpo o fragmento del mismo de uno cualquiera de los
anticuerpos, proteinas de fusion o fragmentos de la presente invencion, en donde dicho MAb PAM4 o fragmento del
mismo o proteina de fusion de anticuerpo o fragmento del mismo se conjuga con al menos un agente terapéutico,
para su uso en un método de tratamiento de un tumor maligno en un sujeto que comprende: (a) administrar a dicho
sujeto una cantidad terapéuticamente efectiva del anticuerpo o fragmento del mismo que comprende un MAb PAM4
o fragmento del mismo o una proteina de fusién de anticuerpo o fragmento del mismo de uno cualquiera de los
anticuerpos, proteinas de fusion o fragmentos de los mismos de la presente invencion, en donde dicho MAb PAM4 o
fragmento del mismo o proteina de fusién de anticuerpo o fragmento del mismo se conjuga con al menos un agente
terapéutico, y (b) formular dicho MAb PAM4 o fragmento del mismo o proteina de fusién de anticuerpo o fragmento
del mismo en un excipiente adecuado farmacéuticamente. Preferiblemente, el método comprende ademas un
segundo MADb o fragmento del mismo, no en uno cualquiera de los anticuerpos, proteinas de fusién o fragmentos de
los mismos de la presente invencidon. Mas preferiblemente, el segundo MAb o fragmento del mismo es un MAb
desnudo o fragmento del mismo. También preferiblemente, el segundo MAb o fragmento del mismo se elige entre el
grupo que consiste en CA 19.9, DUPAN2, SPAN1, Nd2, B72.3, CC49, CEA, alLe®, anticuerpos definidos por el
antigeno Lewis Le(y) y anticuerpos contra CSAp, MUC1, MUC-2, MUC-3, 4-MUC, TAG-72, EGFR, CDA40, factores
de angiogénesis (por ejemplo, VEGF), factor de crecimiento similar a la insulina (IGF), tenascina, factor de
crecimiento derivado de las plaquetas, IL-6, productos oncogénicos y HER2/neu.

La invencion se refiere también a un conjugado para diagnéstico que comprende un MAb PAM4 o un fragmento del
mismo o proteina de fusion de anticuerpo PAM4 o fragmento del mismo de uno cualquiera de los anticuerpos,
proteinas de fusiéon o fragmentos de invencion, en donde dicho MAb PAM4 o fragmento del mismo o proteina de
fusion de anticuerpo PAM4 o fragmento del mismo esta conjugado con por lo menos un agente de diagnoéstico-
deteccion, para su uso en un método de diagnostico de un tumor maligno en un sujeto, que comprende (a)
administrar a dicho sujeto una cantidad efectiva para diagndstico del conjugado de diagnéstico que comprende un
MAb PAM4 o fragmento del mismo o proteina de fusion de anticuerpo PAM4 o fragmento del mismo de uno
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cualquiera de los anticuerpos, proteinas de fusién o fragmentos de los mismos de la presente invencion, en donde
dicho MAb PAM4 o fragmento del mismo o proteina de fusion de anticuerpo PAM4 o fragmento de los mismos se
conjuga con al menos un agente de diagnostico-deteccion y (b) opcionalmente formular dicho MAb PAM4 o
fragmento del mismo o proteina de fusion de anticuerpo o fragmento del mismo en un excipiente farmacéuticamente
adecuado.

Otra realizacion de la presente invencion es un MAb PAM4 desnudo o fragmento del mismo o una proteina de fusion
de anticuerpo desnudo o fragmento del mismo de uno cualquiera de los anticuerpos desnudos, proteinas de fusion o
fragmentos de la presente invencion para su uso en un método de tratamiento de una célula cancerosa en un sujeto,
que comprende (i) administrar a dicho sujeto una cantidad terapéuticamente efectiva de la composicion que
comprende un MAb PAM4 desnudo o fragmento del mismo o una proteina de fusiéon de anticuerpo desnudo o
fragmento del mismo de uno cualquiera de los anticuerpos desnudos, proteinas de fusion o fragmentos de los
mismos de la presente invencion (ii) formular dicho MAb PAM4 desnudo o fragmento del mismo o proteina de fusion
de anticuerpo o fragmento del mismo en un excipiente adecuado farmacéuticamente. Preferiblemente, el método
comprende ademas un segundo anticuerpo desnudo o fragmento del mismo, no uno cualquiera de los anticuerpos
desnudos, proteinas de fusion o fragmentos de los mismos de la presente invencion. Por ejemplo, el segundo
anticuerpo o fragmento del mismo puede ser elegido entre el grupo formado por CA19.9, DUPAN2, SPAN1, Nd2,
B72.3, CC49, CBA, alLe?, anticuerpos definidos por el antigeno de Lewis Le(y) y anticuerpos contra CSAp, MUCA1,
MUC-2, MUC-3, 4-MUC, TAG-72, EGFR, CD40, factores de angiogénesis (por ejemplo, VEGF), factor de
crecimiento similar a la insulina (IGF), tenascina, factor de crecimiento derivado de las plaquetas, IL-6, productos
oncogénicos y HER2/neu.

La presente invencion se refiere también a una composicion que comprende un MAb PAM4 desnudo o fragmento
del mismo o una proteina de fusién de anticuerpo desnudo o fragmento del mismo de uno cualquiera de los
anticuerpos desnudos, proteinas de fusion o fragmentos de los mismos de la presente invencion para su uso en un
método de diagndstico de un tumor maligno en un sujeto, que comprende (i) llevar a cabo un ensayo de diagnoéstico
in vitro en una muestra de dicho sujeto con la composicion que comprende un MAb PAM4 desnudo o fragmento del
mismo o una proteina de fusién de anticuerpo desnudo o fragmento del mismo de uno cualquiera de los anticuerpos
desnudos, proteinas de fusién, o fragmentos de los mismos de la presente invencion. Preferiblemente, el tumor
maligno es un cancer. Mas preferiblemente, el cancer es cancer de pancreas.

Otra realizacion de la presente invencién es un anticuerpo biespecifico o fragmento de anticuerpo que comprende al
menos un brazo que se une especificamente a un tejido especifico que expresa PAM4- antigeno y al menos otro
brazo que se une especificamente a un conjugado orientable, en donde dicho un brazo que se une especificamente
a un tejido objetivo es un anticuerpo hPAM4 o fragmento del mismo de la presente invencion, para su uso en un
método para identificar intraoperatoriamente tejidos enfermos que expresan antigeno PAM4, en un sujeto, que
comprende: (A) administrar una cantidad efectiva del anticuerpo biespecifico o fragmento del anticuerpo que
comprende al menos un brazo que se une especificamente a un tejido objetivo que expresa antigeno-PAM4 y al
menos otro brazo que se une especificamente a un conjugado orientable, en donde dicho un brazo que se une
especificamente a un tejido orientable es un anticuerpo hPAM4 o fragmento del mismo; y (B) administrar un
conjugado orientable elegido entre el grupo que consiste en:

(i) DOTA-Phe-Lys (HSG)-D-Tyr-Lys (HSG)- NH;

(ii) DOTA-Phe-Lys (HSG)-Tyr-Lys (HSG)- NH;

(iii) Ac-Lys (HSG) D-Tyr-Lys (HSG)-Lys (Tscg-Cys) - NHy;

(iv)

HOOC

nooc—""

maan.D-Ala-Lys(HSG)-Tyr-Lys(HSG)-NH 5

(v)
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COH
COH
U
N,
HO,C
S
gJLgnfuv D-Als-Lys(HSG)-D-Tyr-Lys(HSG)-NH,

La presente invencion se refiere también a un anticuerpo biespecifico o fragmento de anticuerpo que comprende al
menos un brazo que se une especificamente a un tejido diana que expresa antigeno-PAM4 y al menos otro brazo
que se une especificamente a un conjugado orientable, en donde dicho un brazo que se une especificamente a un
tejido diana es un anticuerpo hPAM4 o fragmento del mismo de la presente invencion, para su uso en un método
para la identificacién endoscoépica de los tejidos enfermos el antigeno que expresa PAM4, en un sujeto, que
comprende: (A) administrar una cantidad efectiva del anticuerpo biespecifico o fragmento de anticuerpo que
comprende al menos un brazo que se une especificamente a un tejido diana que expresa antigeno-PAM4 y al
menos otro brazo que se une especificamente a un conjugado orientable en donde dicho un brazo que se une
especificamente a un tejido diana es un anticuerpo hPAM4 o fragmento del mismo; y (B) administrar un conjugado
orientable elegido entre el grupo que consiste en:

(i) DOTA-Phe-Lys (HSG)-D-Tyr-Lys (HSG)- NHy;
(ii) DOTA-Phe-Lys (HSG)-Tyr-Lys (HSG)- NH;
(iii) Ac-Lys (HSG) D-Tyr-Lys (HSG)-Lys (Tscg-Cys) - NHy;

(iv)
HOOC

m_/"\m

.

NHwvwn D-Ala-Lys(HSG)-Tyr-Lys(HSG)}NHy °*

glu nvs D-Ala-Lys(HSG)-D-Tyr-Lys(HSG)-NH,

K .
La presente invencion se refiere también a un anticuerpo biespecifico o fragmento de anticuerpo que comprende al
menos un brazo que se une especificamente a un tejido diana que expresa antigeno-PAM4 y al menos otro brazo
que se une especificamente a un conjugado orientable, en donde dicho brazo que se une especificamente a un
tejido diana es un anticuerpo hPAM4 o fragmento del mismo de la presente invencion, para su uso en un método
para la identificacion intravascular de los tejidos enfermos que expresan el antigeno PAM4, en un sujeto, que
comprende: (A) administrar una cantidad efectiva de un anticuerpo biespecifico o fragmento de anticuerpo que
comprende al menos un brazo que se une especificamente a un tejido diana que expresa PAM4-antigeno y al
menos otro brazo que se une especificamente a un conjugado orientable en donde dicho un brazo que se une
especificamente a un tejido diana es un anticuerpo hPAM4 o fragmento del mismo; y (B) administrar un conjugado
orientable elegido entre el grupo que consiste en:
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(i) DOTA-Phe-Lys (HSG)-D-Tyr-Lys (HSG)- NHy;

(ii) DOTA-Phe-Lys (HSG)-Tyr-Lys (HSG)- NHy;

(iii) Ac-Lys (HSG) D-Tyr-Lys (HSG)-Lys (Tscg-Cys)- NHy;

(iv)
HOOC:

we

s D-Ala-Lys(HSG)-Tyr-Lys(HSG)-NH 2

y
(v)
{7~ som
o
no,cJ

ﬁ’“\mvuv D-Ale-Lys(HSG)-D-Tyr-Lys(HSG)-NH,
H L]

Otra realizacion es un anticuerpo biespecifico F(ab), o F(ab'). fragmento del mismo, diacuerpo (diabody), triacuerpo
(triabody) o tetracuerpo (tetrabody), en donde dicho anticuerpo o fragmento del mismo, diacuerpo, triacuerpo o
tetracuerpo tiene un primer sitio de unién de anticuerpo de la presente invenciéon que se une especificamente a un
antigeno PAM4, y tiene un segundo sitio de unién de anticuerpo que se une especificamente a un hapteno y que
permite que el fragmento de anticuerpo se incorpore en el sitio diana, para su uso en un método de deteccion de
lesiones durante un catéter intravascular endoscoépico o procedimiento quirdrgico, en donde el método comprende:
(a) inyectar a un sujeto que esta sometido a tal procedimiento el anticuerpo biespecifico F(ab). o F(ab’),, fragmento
del mismo, diacuerpo, triacuerpo o tetracuerpo, en donde dicho anticuerpo biespecifico o fragmento del mismo,
diacuerpo, triacuerpo o tetracuerpo tiene un primer sitio de unién de anticuerpo que se une especificamente a un
antigeno de PAM4, y tiene un segundo sitio de union de anticuerpo que se une especificamente a un hapteno, y
permitir que el fragmento de anticuerpo se incorpore en los sitios diana; (b) opcionalmente borrar fragmentos de
anticuerpo no diana usando un agente de aclaramiento anti-idiotipo galactosilado si el fragmento biespecifico no es
aclarado o eliminado en gran parte de la circulacion dentro de aproximadamente las 24 horas de la inyeccion e
inyectar un hapteno marcado bivalente, que se localiza rapidamente en el sitio diana y es aclarado a través de los
rifones; (c) detectar la presencia del hapteno por deteccion préoxima de niveles elevados de marcador incorporado
en los sitios diana con medios de deteccion, dentro de las 48 horas de la primera inyeccion, y llevar a cabo tal
procedimiento, en donde dicha deteccion se realiza sin el uso de un agente de contraste o agente de substraccion.

La invencion se refiere también a un inmunoconjugado hPAM4 o fragmento del mismo de la presente invencién para
ser usado en un método para la deteccién de una lesion préoxima, durante un procedimiento operatorio, intravascular
o endoscopico, en donde el método comprende: (a) inyectar a un sujeto sometido a ese procedimiento por via
parenteral una cantidad efectiva del inmunoconjugado hPAM4 o fragmento del mismo, (b) llevar a cabo el
procedimiento dentro de las 48 horas después de la inyeccion; (c) explorar el interior del sujeto al que se accede
muy préximamente con un medio de deteccion para detectar la presencia de dicho anticuerpo marcado o fragmento
del mismo; y (d) localizar los sitios de incorporacion de dicho anticuerpo marcado o fragmento del mismo mediante la
deteccion de niveles elevados de dicho anticuerpo marcado o fragmento del mismo en tales sitios con los medios de
deteccidn, se considera también en la presente invencion.
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Breve descripcion de las figuras.

La Figura 1 muestra los genes V clonados y las secuencias de aminoacidos deducidas del PAM4 murino. La Figura
1A muestra las secuencias de ADN y de aminoacidos de PAM4 Vk. La Figura 1B muestra las secuencias de ADN y
aminoacidos de PAM4VH. Las secuencias de aminoacidos codificadas por las correspondientes secuencias de ADN
se dan como codigos de una letra bajo la secuencia de nucleétidos. La numeracion de la secuencia de nucleétidos
esta al lado derecho. Los restos de aminoacidos en las regiones CDR se muestran en negrita y subrayados. La
numeracion de Kabat de la molécula de Ig se usa para los restos de aminoacidos como se muestra por la
numeracion encima de los restos del aminoacido. Los restos de aminoacido numerados mediante una letra son los
restos de insercion definidos por el esquema de numeracion de Kabat. Los restos de insercién tienen los mismos
digitos precedentes del resto anterior. Por ejemplo, los restos 82, 82A, 82B y 82C en la figura 1B se indican como
82, A, By C, respectivamente.

La Figura 2 muestra las secuencias de aminoacidos de las regiones variables de la cadena pesada y ligera de PAM4
quimérico (cPAM4) expresadas en las células Sp2/0. La Figura 2A muestra la secuencia de aminoacidos de
cPAMA4VKk. La Figura 2B muestra la secuencia de aminoacidos de cPAM4VH. Las secuencias se dan como cédigos
de una letra. Los restos de aminoacido en las regiones CDR se muestran en negrita y subrayados. La numeracion
de los aminoacidos es la misma que en la Figura 1.

La Figura 3 muestra el alineamiento de las secuencias de aminoacidos de las regiones variables de cadena pesada
y ligera de un anticuerpo humano, PAM4 y hPAM4. La Figura 3A muestra el alineamiento de la secuencia de
aminoacidos Vk del anticuerpo humano Walker con PAM4 y hPAM4. Los puntos indican que los restos de PAM4 son
idénticos a los correspondientes restos de los anticuerpos humanos. Regiones enmarcadas representan las regiones
CDR. Ambos restos N- y C-terminales (subrayados) de hPAM4 estan fijados por los vectores utilizados. Se utiliza el
esquema del nimero de molécula de Ig de Kabat para numerar los restos como en la Fig. 1.

La Figura 4 muestra las secuencias de ADN y de aminoacidos de las regiones variables de la cadena pesada y
ligera de PAM4 humanizado (bPAM4) expresadas en las células Sp2/0. Figura 4A muestra las secuencias de ADN y
aminoacidos de hPAM4Vy y la Figura 4B muestra las secuencias de ADN y aminoacidos de hPAM4VH. La
numeracioén de la secuencia de nucleétidos esta en el lado derecho. Las secuencias de aminoacidos codificadas por
las correspondientes secuencias de ADN se dan como cédigos de una letra. Los restos de aminoacido en las
regiones CDR se muestran en negrita y subrayadas. El esquema de numeracion de la molécula de Ig de Kabat se
utiliza para restos de aminoacidos como en la Fig. 1Ay la Fig. 1B.

La Figura 5 muestra la actividad de unién del anticuerpo PAM4 humanizado, hPAM4, en comparacion con el PAM4
quimérico, cPAM4. El hPAM4 se muestra mediante rombos y el cPAM4 se muestra en circulos rellenos. Los
resultados indican actividad de unién comparable de los anticuerpos hPAM4 y cPAM4 cuando compiten con la union
de "®-cPAM4 a CaPan1 Ag. Un anticuerpo quimérico es una proteina recombinante que contiene los dominios
variables incluyendo las regiones determinantes de la complementariedad (CDRs) de un anticuerpo derivado de una
especie mientras que los dominios constantes de la molécula de anticuerpo se derivan de los de un anticuerpo
humano.

Descripcion detallada de las realizaciones preferidas

A menos que se especifique otra cosa, "uno" o "un" significa "uno o mas". Como se describe el presente texto, el
término "anticuerpo PAM4" incluye anticuerpos PAM4 humanizados, humanos y murinos.

La presente invencion se refiere a un anticuerpo monoclonal, PAM4, como se define en las reivindicaciones, que es
util para el diagnostico, la deteccion, el estadiaje y el tratamiento del cancer de pancreas. Los anticuerpos PAM4 y
fragmentos de los mismos de la presente invencion son humanizados. El anticuerpo PAM4 murino (mPAM4) es un
anticuerpo MUC1 desarrollado empleando una mucina de cancer de pancreas derivada del carcinoma de pancreas
humano RIP-1 xenoinjertado como inmundégeno, Gold et al., Int. J. Cancer, 57: 204-210 (1994). El anticuerpo
mPAM4 reconoce un unico y nuevo epitopo en el antigeno del cancer de pancreas diana. Estudios de tincion
inmunohistologica, tales como los descritos en el Ejemplo 1, han indicado que el MAb PAM4 se une al dominio
situado entre el término amino y el comienzo del dominio de repeticion de un antigeno MUC1 expresado por células
del cancer de mama, pancreas y otros, con union al tejido humano normal limitada. Los anticuerpos PAM4 de la
presente invencion son relativamente especificos para el cancer de pancreas y por tanto se unen de un modo
preferente a las células del cancer de pancreas. El anticuerpo PAM4 es reactivo con un epitopo diana, que puede
ser rapidamente internalizado. Este epitopo se expresa principalmente por antigenos asociados con el cancer de
pancreas y no con pancreatitis focal. Los estudios de localizacion y terapia utilizando un MAb PAM4 radiomarcado
en modelos animales han demostrado orientacién al tumor y eficiencia terapéutica.

Los anticuerpos PAM4 de la presente invencion se unen al antigeno PAM4, que es el dominio localizado entre el
término amino y el comienzo del dominio de repeticion de MUC1, un antigeno producido por muchos érganos y tipos
de tumores. Un anticuerpo PAM4 preferido de la presente invencién se une preferiblemente a las células de cancer
de pancreas. Los estudios con un MAb PAM4, tales como el anticuerpo monoclonal PAM4 en el Ejemplo 2, indican
que el anticuerpo muestra varias propiedades importantes, que lo hacen candidato para aplicaciones clinicas de
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diagndstico y terapéuticas. Dado que el antigeno PAM4 proporciona una diana util para el diagndéstico y la terapia, es
deseable obtener un MAb que reconozca un epitopo de un antigeno del cancer de pancreas que es distinto de los
epitopos reconocidos por los anticuerpos no PAM4 (CA19.9, DUPAN2, SPAN1, Nd2, B72.3, aLe® y los antigenos de
Lewis) descritos en los estudios anteriores.

Los anticuerpos adecuados para su uso en combinacién o junto con los anticuerpos PAM4 de la presente invencion
incluyen, por ejemplo, los anticuerpos CA19.9, DUPAN2, SPAN1, Nd2, B72.3, CC49, CEA, alLe® y anticuerpos
definidos por el antigeno de Lewis Le(y), o anticuerpos contra el antigeno carcinoembrionario (CEA), antigeno-p
especifico del colon (CSAp), MUC1, MUC2, MUC3, MUC4, HER2/neu, EGFR, factores de angiogénesis (por
ejemplo, VEGF), factor de crecimiento similar a la insulina (IGF), tenascina, factor de crecimiento derivado de las
plaquetas, y IL-6, asi como productos oncogénicos, y anticuerpos contra sustancias de necrosis tumoral, como se
describe en las patentes de Epstein et al., (documentos U. S. Pat. n° 6.071.491, 6.017.514, 5.019.368 y 5.882.626).
Tales anticuerpos serian Utiles para complementar los métodos actuales de inmunoterapia e inmunodeteccion con
anticuerpo  PAM4. En aplicaciones terapéuticas, los anticuerpos que son agonistas o0 antagonistas de
inmunomoduladores implicados en la funcion de las células efectoras contra células tumorales podrian también ser
Utiles en combinacién con anticuerpos PAM4 solos o en combinaciéon con otros anticuerpos asociados al tumor,
siendo un ejemplo los anticuerpos contra CD40. Todryk et al., J. Immunol. Methods, 248: 139-147 (2001); Turner et
al., J. Immunol, 166: 89-94 (2001). También son utilizables los anticuerpos contra marcadores o productos
oncogénicos, o anticuerpos contra factores de angiogénesis, tales como VEGF. Los anticuerpos VEGF se describen
en Thorpe et al., documento U.S. Pat. n® 6.342.221, 5.965.132 y 6.004.554.

Ademas, la disponibilidad de otro anticuerpo similar a PAM4 es esencial para el desarrollo de un ensayo
inmunoabsorbente ligado a enzima doble determinante (ELISA), que es util para la deteccion de un antigeno PAM4
en muestras clinicas. Los experimentos con ELISA se describen en los Ejemplos 4 y 7.

La presente invencion describe anticuerpos humanizados y fragmentos de los mismos que se unen al dominio
situado entre el término amino y el comienzo del dominio de repeticion de MUC1 y pueden ser utilizados para
métodos de diagndstico y terapéuticos. También preferiblemente, los anticuerpos PAM4 de la presente invencion se
unen de forma preferencial a las células de cancer de pancreas. Dado que los anticuerpos monoclonales no
humanos pueden ser reconocidos por el hospedador humano como una proteina extrafa, e inyecciones repetidas
pueden conducir a reacciones de hipersensibilidad perjudiciales, la humanizaciéon de secuencias PAM4 murinas
puede reducir la respuesta inmunitaria adversa que pueden experimentar los pacientes. Para anticuerpos
monoclonales con base murina, esto suele denominarse respuesta de anticuerpos anti-raton humanos (HAMA).
Preferiblemente algunos restos humanos en las regiones marco del anticuerpo PAM4 humanizado o fragmentos del
mismo son sustituidos por sus contrapartidas murinas. También se prefiere usar una combinacién de secuencias
marco procedentes de dos anticuerpos humanos diferentes para V. Los dominios constantes de la molécula de
anticuerpo se derivan de los de un anticuerpo humano.

También se ha descrito un anticuerpo PAM4 humano. Un anticuerpo humano es un anticuerpo obtenido, por
ejemplo, a partir de ratones transgénicos que han sido "disefiados" para producir anticuerpos humanos especificos
en respuesta a una sensibilizacion antigénica. En esta técnica, elementos del locus de la cadena pesada y ligera
humana son introducidos en cepas de ratones derivadas de lineas de células madre embrionarias que contienen
interrupciones diana de los loci de la cadena pesada y de la cadena ligera enddégenas. Los ratones transgénicos
pueden sintetizar anticuerpos humanos especificos para antigenos humanos y los ratones pueden utilizarse para
producir hibridomas secretores de anticuerpos. Se describen métodos para la obtencién de anticuerpos humanos a
partir de ratones transgénicos en Green et al., Nature Genet. 7:13 (1994), Lonberg et al., Nature 368: 856 (1994), y
Taylor et al., Int. Immun. 6: 579 (1994). También puede construirse un anticuerpo totalmente humano por métodos
de transfeccion genética o cromosémica, asi como por tecnologia de presentacion de fago, todos los cuales son
conocidos en la técnica. Por ejemplo, véase McCafferty et al., Nature 348: 552-553 (1990) para la produccién de
anticuerpos humanos y fragmentos de los mismos in vitro, a partir de repertorios de genes del dominio variable de la
inmunoglobulina de donantes no inmunizados. En esta técnica, genes del dominio variable del anticuerpo se clonan
en marco un gen de proteina de cubierta, bien sea mayor o menor, de un bacteriéfago filamentoso, y se presentan
como fragmentos de anticuerpos funcionales en la superficie de la particula del fago. Dado que la particula
filamentosa contiene una copia de ADN monocatenario del genoma del fago, selecciones basadas en las
propiedades funcionales del anticuerpo también tienen por resultado la seleccion del gen que codifica el anticuerpo
que muestra esas propiedades. De esta forma, el fago imita algunas de las propiedades de la célula B. La
presentacion del fago puede llevarse a cabo en una variedad de formatos; para su revision, véase por ejemplo
Johnson y Chiswell, Current Opinion in Structural Biology 3: 5564-571 (1993).

Los anticuerpos y fragmentos de los mismos de la presente invenciéon se desarrollan preferentemente contra un
preparado de mucina crudo procedente de un tumor de pancreas humano. De una manera relacionada, el
anticuerpo PAM4 puede obtenerse usando un preparado sustancialmente puro del antigeno PAM4. Una proteina
substancialmente pura es una proteina que esta esencialmente libre componentes celulares contaminantes, que
estan asociados con la proteina en la naturaleza.
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Definiciones

En la descripcion que sigue, se utiliza una serie de términos y se proporcionan las definiciones siguientes para
facilitar la comprension de la presente invencion.

Un anticuerpo, como se describe el presente texto, se refiere a una molécula de inmunoglobulina de longitud
completa (es decir, presente en la naturaleza o formada por procesos recombinantes de fragmentos de genes de
inmunoglobulina normales) (por ejemplo, un anticuerpo IgG) o una porcion activa inmunoldgicamente (es decir, de
unién especifica) de una molécula de inmunoglobulina, como un fragmento de anticuerpo.

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

Un anticuerpo desnudo es generalmente un anticuerpo que no esta conjugado con un agente terapéutico o de
diagndstico-deteccion. Sin embargo, también puede ser un fragmento de anticuerpo que no esta conjugado con un
agente terapéutico o de diagnostico-deteccion. Esto es porque la porcion Fc de la molécula de anticuerpo
proporciona funciones efectoras, tal como la fijacion del complemento y ADCC (citotoxicidad celular dependiente de
anticuerpo), que ponen en accion mecanismos que pueden tener como resultado la lisis celular. Sin embargo, es
posible que la porcién Fc no sea precisa para la funciéon terapéutica, entrando en juego otros mecanismos tales
como la apoptosis. Los anticuerpos desnudos incluyen tanto anticuerpos monoclonales como policlonales, asi como
proteinas de fusién y ciertos anticuerpos recombinantes, tales como anticuerpos quiméricos, humanizados o
humanos.

Un anticuerpo quimérico es una proteina recombinante que contiene los dominios variables que incluyen las
regiones determinantes de complementariedad (CDRs) de un anticuerpo derivado de una especie, preferentemente
un anticuerpo de roedor, mientras que los dominios constantes de la molécula del anticuerpo se derivan de los de un
anticuerpo humano. Para aplicaciones veterinarias, los dominios constantes del anticuerpo quimérico pueden
derivarse de los de otras especies, tales como un gato o un perro.

Un anticuerpo humanizado es una proteina recombinante en la que las CDRs de un anticuerpo de una especie, por
ejemplo un anticuerpo de roedor, son transferidas de las cadenas variables pesadas y ligeras del anticuerpo roedor
a dominios variables de cadena ligera y pesada humana. Los dominios constantes de la molécula del anticuerpo son
derivados de los de un anticuerpo humano.

Un anticuerpo humano es un anticuerpo obtenido de ratones transgénicos que han sido "disefiados" para producir
anticuerpos humanos especificos en respuesta a una sensibilizacién antigénica. En esta técnica, se introducen
elementos de los loci de la cadena humana ligera y pesada en cepas de ratones derivadas de las lineas de células
madre embrionarias que contienen interrupciones diana de los loci enddégenos de la cadena pesada y la cadena
ligera. Los ratones transgénicos pueden sintetizar anticuerpos humanos especificos para antigenos humanos, y los
ratones pueden ser utilizados para producir hibridomas secretores de anticuerpos humanos. Se describen métodos
para obtener anticuerpos humanos de ratones transgénicos en Green et al., Nature Genet. 7: 13 (1994), Lonberg et
al., Nature 368: 856(1994) y Taylor et al., Int. Immun. 6: 579 (1994). Un anticuerpo humano completo puede ser
construido también por métodos de transfeccion genética o cromosdmica, asi como tecnologia de presentacion de
fago, todos los cuales son conocidos en la técnica. Véase, por ejemplo, McCafferty et al., Nature 348: 552-553
(1990) para la produccioén de anticuerpos humanos y fragmentos de éstos in vitro, a partir de repertorios de genes de
dominio variable de inmunoglobulina de donantes no inmunizados. En esta técnica, genes del dominio variable del
anticuerpo son clonados en marco en un gen de la proteina de cubierta mayor o menor de un bacteriéfago
filamentoso y mostraron como anticuerpos funcionales fragmentos en la superficie de la particula del fago. Dado que
la particula filamentosa contiene una copia de ADN monocatenario del genoma del fago, las selecciones basadas
en las propiedades funcionales del anticuerpo tienen también por resultado la seleccion del gen que codifica el
anticuerpo que muestra esas propiedades. De esta forma, el fago imita algunas de las propiedades de la célula B. La
presentacion de fago se puede realizar en una diversidad de formatos; para su revision, véase p. ej. Johnson y
Chiswell, Current Opinion en Structural Biology 3: 5564-571 (1993).

También pueden generarse anticuerpos humanos mediante células B activadas in vitro. Véanse las patentes de EE.
UU. n° 5.567.610 y n°® 5.229.275.

Un agente terapéutico es una molécula o atomo que se administra separadamente, simultdneamente o
secuencialmente con un resto de anticuerpo o conjugada con un resto de anticuerpo, es decir, anticuerpo o
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fragmento de anticuerpo, o un subfragmento, y es util en el tratamiento de una enfermedad. Los ejemplos de
agentes terapéuticos incluyen anticuerpos, fragmentos de anticuerpos, farmacos, toxinas, nucleasas, hormonas,
inmunomoduladores, quelantes, compuestos de boro, agentes fotoactivos o colorantes y radioisétopos.

Un agente de diagndstico-deteccion es una molécula o atomo que se administra conjugado con un resto de
anticuerpo, es decir, anticuerpo o fragmento de anticuerpo, o subfragmento, y es util en el diagnostico de una
enfermedad localizando las células que contienen el antigeno. Los agentes de diagndstico-deteccion utiles incluyen,
pero sin limitarse a ellos, radiois6topos, colorantes (como con el complejo biotina-estreptavidina), agentes de
contraste, compuestos o moléculas fluorescentes y agentes potenciadores (p. €j. iones paramagnéticos) para
formacion de imagenes de resonancia magnética (MRI). La patente de EE. UU. n° 6.331.175 describe la técnica de
MRI y la preparacion de anticuerpos conjugados con un agente de potenciaciéon de MRI. Preferentemente, los
agentes de diagndstico- deteccion se eligen entre el grupo formado por radiois6topos, agentes potenciadores para
su uso en formacion de imagenes de resonancia magnética y compuestos fluorescentes. Para cargar un
componente de anticuerpos con metales radiactivos o iones paramagnéticos, puede ser necesario hacer que
reaccione con un reactivo que tiene una larga cola a la cual se une una multiplicidad de grupos quelantes para unir
los iones. Tal cola puede ser un polimero tal como polilisina, un polisacarido u otra cadena derivatizada o
derivatizable que tiene grupos colgantes a los que pueden unirse grupos quelantes tales como, por ejemplo, acido
etilendiaminatetracético (EDTA), acido dietilentriaminapentacético (DTPA), porfirinas, poliaminas, éteres corona, bis-
tiosemicarbazonas, polioximas, y grupos similares conocidos por ser Utiles para este propésito. Los quelatos se
acoplan a los anticuerpos usando reacciones quimicas estandar. El quelato esta normalmente ligado al anticuerpo
mediante un grupo, que permite la formacidon de un enlace con la molécula con pérdida minima de
inmunorreactividad y minima agregacion y/o entrecruzamiento interno. Otros métodos y reactivos, mas inusuales,
para conjugar quelatos con los anticuerpos se describen en la patente de EE. UU. n° 4.824.659 de Hawthorne,
titulada "Antibody Conjugates", expedida el 25 de abril de 1989. Las combinaciones de metal-quelato particularmente
utiles incluyen 2-bencil-DTPA y sus analogos monometilo ¥ ciclohexilo, usados con is6topos de diagnédstico en el
intervalo de energia general de 60 a 4.000 keV, tales como 25I, 131I, 123I, 124I, 62Cu, 64Cu, 18F, 111In, 67Ga, 68Ga, ggmTc,
94'“Tc, 11C, 13N, ! 0, 6Br, para formacién de imagenes. Los mismos quelatos, cuando se complejan con metales no
radioactivos tales como manganeso, hierro y gadolinio, son utiles para MRI cuando se usan junto con los
anticuerpos de la invencion. Quelatos macrociclicos tales como NOTA, DOTA y TETA son Utiles con una variedad
de metales y radiometales, lo mas particularmente con radionucleidos de galio, itrio y cobre, respectivamente. Tales
complejos metal-quelato pueden hacerse muy estables haciendo a la medida el tamario del anillo para el metal de
interés. Otros quelatos de tipo anillo tales como poliéteres macrociclicos, que son de interés para unir nucleidos
establemente, tales como 2Ra para RAIT, estan comprendidos en la invencion.

Un inmunoconjugado es un anticuerpo, proteina de fusion o fragmento del mismo conjugado con al menos un
agente terapéutico y/o de diagnoéstico-deteccion. El agente de diagndstico-deteccion puede comprender un
radionucleido o no-radionucleido, un agente de contraste (tal como para la formacion de imagenes de resonancia
magnética, tomografia computerizada o ultrasonidos), y el radionucleido puede ser un isétopo emisor de radiaciones
gamma, beta, alfa, electrones Auger o positrones.

Un vector de expresion es una molécula de ADN que comprende un gen que se expresa en una célula hospedadora.
Tipicamente, la expresion del gen se pone bajo el control de ciertos elementos reguladores, incluyendo promotores
constitutivos o inducibles, elementos reguladores especificos del tejido y potenciadores. Se dice que tal gen esta
"operablemente unido a" los elementos reguladores.

Un hospedador recombinante puede ser cualquier célula procariota o eucariota que contiene un vector de clonacion
o bien un vector de expresion. Este término incluye también las células procariotas o eucariotas, asi como animales
transgénicos, que han sido modificados genéticamente para que contengan el gen o los genes clonados en el
cromosoma o el genoma de la célula o células hospedadoras. Las células hospedadoras de mamifero adecuadas
incluyen células de mieloma, tales como las células SP2/0 y células NSO, asi como las células de ovario de hamster
chino (CHO), lineas de células de hibridoma y otras células hospedadoras de mamifero Utiles para expresar los
anticuerpos. Particularmente util para expresar mAbs y otras proteinas de fusion, es también una linea de células
humanas, PER.C6, descrita en el documento WO 0063403A2, que produce de 2 a 200 veces mas proteina
recombinante en comparacion con las lineas de células de mamifero convencionales, tales como las células CHO,
COS, Vero, Hela, BHK y SP2. Los animales transgénicos especiales con un sistema inmunolégico modificado son
particularmente Utiles para la elaboracion de anticuerpos totalmente humanos.

Como se usa el presente texto, la expresion proteina de fusién de anticuerpo es una molécula de unién de antigeno
producida por via recombinante en la cual se unen dos o mas del mismo o distinto anticuerpo natural, anticuerpo de
cadena simple o segmentos de fragmentos de anticuerpo con las mismas o diferentes especificidades. La valencia
de la proteina de fusién indica el numero total de brazos o sitios de unién que tiene la proteina de fusién para un
antigeno o epitopo; esto es, monovalente, bivalente, trivalente o multivalente. La multivalencia de la proteina de
fusion de anticuerpo significa que se pueden aprovechar interacciones multiples en la unién a un antigeno,
incrementando asi la avidez de unién con el antigeno. La especificidad indica cuantos antigenos o epitopos es
capaz de unir una proteina de la fusidon de anticuerpo; es decir, monoespecificos, biespecificos, triespecificos,
multiespecificos. Utilizando estas definiciones, un anticuerpo natural, p. €j. una IgG, es bivalente porque tiene dos
brazos de unién pero es monoespecifica porque se une a un antigeno. Las proteinas de fusién multivalentes
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monoespecificas tienen mas de un sitio de unién para un epitopo pero sélo se unen con el mismo o diferente epitopo
en el mismo antigeno, por ejemplo un diacuerpo con dos sitios de union reactivos con el mismo antigeno. La
proteina de fusibn puede comprender una combinacién multivalente o multiespecifica de componentes del
anticuerpo diferentes o copias multiples del mismo componente del anticuerpo. La proteina de fusién puede
comprender adicionalmente un agente terapéutico. Entre los ejemplos de agentes terapéuticos adecuados para tales
proteinas de fusion se incluyen inmunomoduladores ("proteina de fusién anticuerpo-inmunomodulador”) y toxinas
("proteina de fusién anticuerpo-toxina”). Una toxina preferida comprende una ribonucleasa (RNasa), preferiblemente
una RNasa recombinante.

Un anticuerpo multiespecifico es un anticuerpo que se puede unir simultineamente a por lo menos dos dianas que
son de estructura diferente, p. ej. dos antigenos diferentes, dos epitopos diferentes en el mismo antigeno, o un
hapteno y/o un antigeno o epitopo. Una especificidad seria para un antigeno o epitopo de célula B, célula T, célula
mieloide, plasma y mastocitos. Otra especificidad podria ser para un antigeno diferente en el mismo tipo de célula,
tal como CD20, CD19, CD21, CD23, CD46, CD80, HLADR, CD74 y CD22 en células B. Los anticuerpos
multivalentes y multiespecificos son construcciones que tienen mas de un sitio de union, y los sitios de unién son de
especificidad diferente. Por ejemplo, un diacuerpo, donde un sitio de unién reacciona con un antigeno y el otro con el
otro antigeno.

Un anticuerpo biespecifico es un anticuerpo que puede unirse simultdneamente a dos dianas que son de estructura
diferente. Los anticuerpos biespecificos (bsAb) y fragmentos de anticuerpos biespecificos (bsFab) tienen al menos
un brazo que se une especificamente, por ejemplo, a antigeno o epitopo de una célula B, célula T, células mieloides,
de plasma y mastocitos, y al menos otro brazo que se une especificamente a un conjugado orientable que lleva un
agente terapéutico o de diagndstico-deteccion. Pueden producirse una variedad de proteinas de fusién biespecificas
usando ingenieria molecular. En una forma, la proteina de fusidon biespecifica es monovalente, consistiendo, por
ejemplo, en un scFv con un unico sitio de unién para un antigeno y un fragmento Fab con un Unico sitio de unién
para un segundo antigeno. En otra forma, la proteina de fusion biespecifica es divalente, consistente, por ejemplo,
en una IgG con un sitio de unidn para un antigeno y dos scFv con dos sitios de unién para un segundo antigeno.

Preparacion de anticuerpos PAM4 humanos y humanizados.

Pueden obtenerse anticuerpos monoclonales para antigenos especificos por métodos conocidos por los expertos en
la técnica. Véanse, por ejemplo, Kohler y Milstein, Nature 256: 495 (1975) y Coligan et al. (eds.), Current Protocols in
Immunology, Vol. 1, paginas 2.5.1 - 2.6.7 (John Wiley & Sons 1991) (en adelante "Coligan"). Brevemente, los MAbs
PAM4 pueden obtenerse inyectando ratones con una composicion que comprende el antigeno PAM4, verificando la
presencia de produccion de anticuerpo extrayendo una muestra de suero, extirpando el bazo para obtener linfocitos
B, fusionando los linfocitos B con células de mieloma para producir hibridomas, clonando los hibridomas,
seleccionando los clones positivos que producen anticuerpos contra el antigeno PAM4, cultivando los clones que
producen anticuerpos contra el antigeno PAM4, y aislando los anticuerpos PAM4 de los cultivos de hibridoma. Los
anticuerpos PAM4 de la presente invencion se unen al antigeno PAM4, un dominio situado entre el término amino y
el comienzo del dominio de repeticion de MUC 1. Los anticuerpos PAM4 de la presente invencién se unen
preferiblemente a las células de cancer de pancreas.

Después del desarrollo inicial de anticuerpos contra el inmundgeno, los anticuerpos pueden ser secuenciados y
preparados subsiguientemente mediante técnicas recombinantes. La humanizacion de anticuerpos y fragmentos de
anticuerpos murinos es bien conocida por los expertos en la técnica. Por ejemplo, los anticuerpos monoclonales
humanizados son producidos transfiriendo regiones determinantes de la complementariedad murinas de cadenas
variables pesadas y ligeras de la inmunoglobulina del ratén a un dominio variable humano y después sustituyendo
los restos humanos en las regiones marco de los homoélogos murinos. El uso de componentes de anticuerpos
derivados de los anticuerpos monoclonales humanizados soslaya problemas potenciales asociados con la
inmunogenicidad de las regiones constantes murinas.

Un anticuerpo totalmente humano, es decir PAM4 humano, puede obtenerse de un animal transgénico no humano.
Véase, p. €]., Mendez et al., Nature Genetics, 15: 146-156 (1997); patente de EE.UU. n° 5.633.425. Por ejemplo, se
puede recuperar un anticuerpo humano de un ratén transgénico que posee loci de la inmunoglobulina humana. El
sistema inmunitario humoral del ratén es humanizado inactivando los genes enddgenos de la inmunoglobulina e
introduciendo los loci de la inmunoglobulina humana. Los loci de la inmunoglobulina humana son excesivamente
complejos y comprenden un gran numero de segmentos discretos que, juntos, ocupan casi el 0,2% del genoma
humano. Para asegurarse de que los ratones transgénicos son capaces de producir repertorios adecuados de
anticuerpos, deben introducirse grandes porciones de loci de cadena pesada y cadena ligera humanos en el genoma
del raton. Esto se realiza en un proceso por etapas que empieza con la formaciéon de cromosomas artificiales de
levadura (YACs) que contienen los loci de la cadena pesada o bien de la ligera de la inmunoglobulina humana en la
configuracion de la linea germinal. Dado que cada inserto es aproximadamente de 1 Mb de tamafio, la construccion
de los YAC requiere la recombinacién homologa de fragmentos solapantes de los loci de la inmunoglobulina. Los
dos YACs, uno que contiene los loci de cadena pesada y uno que contiene los loci de cadena ligera, son
introducidos separadamente en ratones a través de la fusion de YAC que contienen esferoblastos de levadura con
células madre embrionarias de raton. Los clones de células madre embrionarias son después microinyectados en
blastocistos de ratdén. Los machos quiméricos resultantes son cribados en relaciéon con su capacidad para transmitir
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los YAC a través de su linea germinal y se crian con ratones deficientes en la produccion de anticuerpos murinos. La
cria de las dos cepas transgénicas, una que contiene los loci humanos de cadena pesada y la otra que contiene los
loci humanos de cadena ligera, crea una progenie que produce anticuerpos humanos en respuesta a la
inmunizacion.

Las técnicas generales de clonacion de dominios variables de la inmunoglobulina murina se describen, por ejemplo,
en la publicacion de Orlandi et al., Proc. Nat' | Acad. Sci. USA 86: 3833 (1989). Se describen técnicas para producir
MAbs humanizados, por ejemplo, en Carter et al., Proc. Nat ' | Acad. Sci. USA 89: 4285 (1992), Singer et al., J.
Immun. 150: 2844 (1992), Mountain et al. Biotechnol. Genet. Eng. Rev. 10: 1 (1992) y Coligan en las paginas
10.19.1 2 10.19.11.

En general, las secuencias Vk (cadena ligera variable) y Vi (cadena pesada variable) para los anticuerpos PAM4
pueden obtenerse por una variedad de procedimientos de clonacién molecular, tales como cribado de biblioteca de
RT-PCR, 5-RACE y cADN. Especificamente, los genes de V4 y Vk del MAb PAM4 fueron clonados por amplificacion
por PCR de las células de hibridoma por RT-PCR y 5'-RACE, respectivamente, y sus secuencias se determinaron
mediante secuenciaciéon de ADN. Para confirmar su autenticidad, los genes V. y Vu clonados pueden ser
expresados en cultivo celular como un Ab como se describe en Orlandi et al., (Proc. Natl. Acad. Sci., USA, 86: 3833
(1989)). Basandose en las secuencias de genes V, se puede disefiar entonces un anticuerpo PAM4 humanizado y
construirse como se describe en Leung et al. (Mol. Immunol., 32: 1413 (1995)). EI cDNA puede ser preparado a
partir de cualquier linea de hibridoma o linea de células transfectadas conocidas que produce un anticuerpo PAM4
murino o humanizado por técnicas generales de clonacion molecular (Sambrook et al., Molecular Cloning, A
Laboratory Manual, 22 ed. (1989)). El Ejemplo 7 describe el proceso de humanizacién utilizado para el MAb hPAM4.

Los anticuerpos pueden ser aislados generalmente de los medios de cultivo de células de la forma siguiente. Se
adaptan cultivos de transfectoma a un medio libre de suero. Para la produccién de anticuerpo humanizado, las
células se cultivan como un cultivo de 500 mL en frascos rotatorios usando HSFM. Los cultivos se centrifugan y el
sobrenadante se filtra a través de una membrana de 0,2 . El medio filtrado se hace pasar a través de una columna
de proteina A (1 x 3 cm) a una velocidad de flujo de 1 ml/min. La resina se lava después con aproximadamente 10
volumenes de la columna de PBS y el anticuerpo unido a la proteina A es eluido de la columna con tampon de
glicina 0,1 M (pH 3,5) que contiene EDTA 10 mM. Se recogen fracciones de 1,0 ml en tubos que contienen 10 ul de
Tris 3 M (pH 8,6) y las concentraciones de proteina se determinan a partir de la absorbancia a 280/260 nm. Las
fracciones de pico se agrupan, se dializan frente a PBS, y el anticuerpo se concentra, por ejemplo, con el equipo
Centricon 30 (Amicon, Beverly, MA). La concentracion de anticuerpo se determina mediante un ELISA, como antes,
y su concentraciéon se ajusta a aproximadamente 1 mg/ml con PBS. Se afiade convenientemente azida sdédica,
0,01% (p/v), a la muestra como conservante.

Las secuencias de nucledtidos de los cebadores usados para preparar los anticuerpos PAM4 se discuten en el
Ejemplo 7, mas adelante. En una realizacién preferida, un anticuerpo PAM4 humanizado o fragmento de anticuerpo
comprende las regiones determinantes de complementariedad (CDRs) de un MAb PAM4 murino y las regiones
marco (FR) de las regiones variables de las cadenas ligera y pesada de un anticuerpo humano y las regiones
constantes de la cadena ligera y pesada de un anticuerpo humano, en donde las CDRs de la regién variable de la
cadena ligera del PAM4 humanizado comprende CDR1 que comprende una secuencia del aminoacidos de
SASSSVSSSYLY, CDR2 que comprende una secuencia de aminoacidos de STSNLAS, y CDR3 que comprende una
secuencia de aminoacidos de HQWNRYPYT; y las CDRs de la region variable de la cadena pesada del MAb PAM4
humanizado comprenden CDR1 que comprende una secuencia de aminoacidos de SYVLH, CDR2 que comprende
una secuencia de aminoacidos de YINPYNDGTQYNEKFKG y CDR3 que comprende una secuencia de aminoacidos
de GFGGSYGFAY. También preferiblemente, las FRs de las regiones variables de la cadena ligera y pesada del
anticuerpo humanizado comprenden al menos un aminoacido sustituido a partir de dichas correspondientes FRs del
MAb PAM4 murino.

Los MAbs PAM4 pueden ser aislados y purificados de cultivos de hibridoma mediante una diversidad de técnicas
bien establecidas. Tales técnicas de aislamiento incluyen cromatografia de afinidad con Proteina A-Sefarosa,
cromatografia de exclusion de tamafios y cromatografia de intercambio iénico. Véase, por ejemplo, Coligan en las
paginas 2.7.1 a 2.7.12 y paginas 2.9.1 a 2.9.3. Ademas, véase Baines et al., "Purification of Immunoglobulin G
(IgG)", en Methods in Molecular Biology, Vol. 10, paginas 79 a 104 (The Humana Press, Inc. 1992).

Los MAbs PAM4 pueden ser caracterizados por una diversidad de métodos que son conocidas por los expertos en
la técnica. Por ejemplo, la capacidad de un MAb PAM4 para unirse al antigeno PAM4 puede ser verificada usando
un ensayo inmunoenzimatico indirecto, analisis de citometria de flujo o analisis Western.

Produccion de fragmentos de anticuerpos PAM4.

La presente invencion contempla el uso de fragmentos de anticuerpos PAM4. Pueden generarse por técnicas
conocidas fragmentos de anticuerpos que reconocen epitopos especificos. Los fragmentos de anticuerpo son
porciones de unidn con el antigeno de un anticuerpo, tales como F(ab');, Fab', Fab, Fv, sFv y similares. Pueden ser
producidos fragmentos F(ab'),, por ejemplo, por digestion con pepsina de la molécula de anticuerpo, y pueden
generarse fragmentos Fab' mediante la reduccion de puentes disulfuro de los fragmentos F(ab)'». Estos métodos se
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describen, por ejemplo, en Goldenberg, patentes de EE. UU. n° 4.036.945 y n° 4.331.647 y en las referencias
contenidas en dichos documentos. Véanse también Nisonoff et al., Arch Biochem. Biophys. 89: 230 (1960); Porter,
Biochem. J. 73: 119 (1959), Edelman y col., en Methods of Enzymology Vol. 1, pagina 422 (Academic Press 1967) y
Coligan en las paginas 2.8.1 a 2.8.10 y 2.10. a 2.10.4. Alternativamente, se pueden construir bibliotecas de
expresion de F(ab)', (Huse et al., 1989, Science, 246: 1274 - 1281) para permitir una identificacion rapida y facil de
fragmentos de Fab' monoclonal con la especificidad deseada. La presente invencion abarca los anticuerpos y
fragmentos de anticuerpos.

Una molécula de Fv de cadena simple (scFv) comprende un dominio V. y un dominio V4. Los dominios V. y Vy se
asocian para formar un sitio de unién diana. Estos dos dominios estan ademas unidos covalentemente por un
enlazador de péptido (L). Una molécula de scFv se representa como V -L-Vy si el dominio V. dominio es la parte N-
terminal de la molécula scFv, o bien como Vy-L-V. si el dominio Vi es la parte N-terminal de la molécula de scFv. Se
describen métodos para hacer moléculas de scFv y disefiar enlazadores de péptido adecuados en la patente de EE.
UU. n° 4.704.692, patente de EE. UU. n° 4.946.778, Raag R. y M. Whitlow, "Single Chain Fvs". FASEB Vol 9.73-80
(1995) y R.E. Bird y B.W. Walker, "Single Chain Antibody Variable Regions", TIBTECH, Vol 9: 132-137 (1991).

Puede prepararse un fragmento de anticuerpo por hidrolisis proteolitica del anticuerpo de longitud completa o por
expresion, en E. coli u otro hospedador, del ADN que codifica el fragmento. Un fragmento de anticuerpo puede
obtenerse por digestidon con pepsina o papaina de anticuerpos de longitud completa por métodos convencionales.
Por ejemplo, puede ser producido un fragmento de anticuerpo por segmentacion (clivaje) enzimatica de anticuerpos
con pepsina para proporcionar un fragmento de aproximadamente 100 Kd representado F(ab'),. Este fragmento
puede seguir siendo segmentado utilizando un agente reductor de tiol y opcionalmente un grupo de bloqueo para los
grupos sulfhidrilo que resultan de la segmentacion de los enlaces disulfuro, para producir un fragmento monovalente
Fab' de aproximadamente 50Kd. Alternativamente, una segmentacion enzimatica con papaina produce dos
fragmentos Fab monovalentes y un fragmento Fc directamente. Estos métodos se describen, por ejemplo, en
Goldenberg, patente de EE. UU. n°® 4.036.945 y 4.331.647 y en las referencias contenidas en dichos documentos.
Véanse también Nisonoff et al., Arch Biochem. Biophys. 89: 230 (1960); Porter, Biochem. J. 73: 119 (1959), Edelman
et al., Methods in Enzymology Vol. 1, pagina 422 (Academic Press 1967) y Coligan en las paginas 2.8.1 a 2.8.10 y
2.10.a2.10.4.

Otra forma de un fragmento de anticuerpo es un péptido que codifica una sola region determinante de
complementariedad (CDR). Una CDR es un segmento de la region variable de un anticuerpo que es complementaria
en la estructura a la del epitopo al que se une el anticuerpo y es mas variable que el resto de la regién variable. En
consecuencia, una CDR se denomina a veces como region hipervariable. Una regién variable comprende tres
CDRs. Los péptidos CDR pueden obtenerse construyendo genes que codifican la CDR de un anticuerpo de interés.
Tales genes se preparan, por ejemplo, usando la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) para sintetizar la
region variable a partir del RNA de células productoras de anticuerpos. Véanse, por ejemplo, Larrick et al., Methods:
A Companion to Methods in Enzymology 2: 106 (1991); Courtenay-Luck, "Genetic Manipulation of Monoclonal
Antibodies ", en Monoclonal Antibodies: Production, Engineering and Clinical Application, Ritter et al. (eds.), paginas
166 a179 (Cambridge University Press 1995); y Ward et al., "Genetic Manipulation and Expression of Antibodies", en
Monoclonal Antibodies: Principles and Applications, Birch et al. (eds.), paginas 137 a 185 (Wiley-Liss, Inc. 1995).

Pueden usarse también otros métodos para segmentar anticuerpos, tales como la separacion de cadenas pesadas
para formar fragmentos monovalentes de cadena ligera-pesada, segmentacion mas intensa de los fragmentos, u
otras técnicas genéticas, quimicas o enzimaticas, siempre y cuando los fragmentos se unan al antigeno que es
reconocido por el anticuerpo intacto.

Produccion de proteinas de fusion de anticuerpo PAM4 humanizado y humano.

Las proteinas de fusidon de anticuerpo de la presente invencion pueden ser preparadas por una diversidad de
procedimientos convencionales, que van desde la union de glutaraldehido, a uniones mas especificas entre grupos
funcionales. Los anticuerpos o fragmentos de anticuerpos que comprenden las proteinas de fusion descritas en el
presente texto estan preferiblemente unidas covalentemente entre si, directamente o a través de un resto enlazador,
a través de uno o mas grupos funcionales en el anticuerpo o fragmento, por ejemplo, grupos amino, carboxilo, fenilo,
tiol o hidroxilo. Pueden usarse varios enlazadores convencionales ademas del glutaraldehido, por ejemplo
diisocianatos, diiosotiocianatos, ésteres de bis(hidroxisuccinimida), carbodiimidas, ésteres de
maleimidahidroxisuccinimida y similares.

Un método simple para producir proteinas de fusion de PAM4 humanizado y humano es mezclar los anticuerpos o
fragmentos en presencia de glutaraldehido. Los enlaces de base de Schiff iniciales pueden estabilizarse, por
ejemplo, mediante la reduccion de borohidruro para dar aminas secundarias. Puede usarse un diiosotiocianato o una
carbodiimida en vez de glutaraldehido como enlazador no especifico del sitio. En una realizaciéon de la presente
invencion, una proteina de fusion de anticuerpo comprende un MAb PAM4 humanizado o humano, o fragmento del
mismo, en donde el MAb se une al dominio situado entre el término amino y el principio del dominio de repeticion del
antigeno MUC1. Esta proteina de fusion y fragmentos de la misma se unen preferentemente a las células de cancer
de pancreas. Este MAb monoespecifico monovalente es Util para la orientacion directa de un antigeno, en donde el
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MADb es fijado a un agente terapéutico, un agente de diagnéstico-deteccion o una combinacion de los mismos, y la
proteina es directamente administrada a un paciente en necesidad de la misma.

Las proteinas de fusion de anticuerpo PAM4 y fragmentos del mismo de la presente invencion pueden en vez de ello
comprender al menos dos MAbs PAM4 humanizados o humanos o fragmentos de los mismos, donde al menos dos
de los MAbs o fragmentos de los mismos se unen a epitopos distintos del antigeno PAM4. Por ejemplo, los MAbs
pueden producir diacuerpos, triacuerpos y tetracuerpos especificos del antigeno, que son multivalentes pero
monoespecificos para el antigeno PAM4. La asociacion no covalente de dos o mas moléculas scFv puede formar
diacuerpos, triacuerpos y tetracuerpos funcionales. Los diacuerpos monoespecificos son homodimeros del mismo
scFv, donde cada scFv comprende el dominio V4 del anticuerpo elegido seleccionado conectado por un enlazador
corto al dominio V. del mismo anticuerpo. Un diacuerpo es un dimero bivalente formado por la asociacién no
covalente de dos scFvs, dando dos sitios de unién de Fv. Un triacuerpo es el resultado de la formacién de un trimero
trivalente de tres scFvs, dando tres sitios de unién, y un tetracuerpo es un tetramero tetravalente de cuatro scFvs,
dando por resultado cuatro sitios de unién. Se han hecho algunos diacuerpos monoespecificos usando un vector de
expresion que contiene una construccién de gen recombinante que comprende Vyi-enlazador-V 1. Véanse Holliger
et al.,, Proc. Natl. Acad. Sci USA 90: 6444 a 6448 (1993); Atwell et al., Molecular Immunology 33: 1301 a 1302
(1996); Holliger et al., Nature Biotechnology 15: 632 a 631(1997); Helfrich et al., Int. J. Cancer 76: 232 a 239 (1998);
Kipriyanov et al., Int. J. Cancer 77: 763 a 772 (1998); Holiger et al., Cancer Research 59: 2909 a 2916(1999)). Se
describen métodos de construccion de scFvs en los documentos US 4.946.778 (1990) y US 5.132.405 (1992). Se
describen métodos de produccién de anticuerpos monoespecificos multivalentes, basados en scFv en los
documentos US 5.837.242 (1998), U.S. 5.844.094 (1998) y WO-98/44001 (1998). La proteina de fusion de
anticuerpo monoespecifico polivalente se une a dos o mas del mismo tipo de epitopos que pueden situarse en el
mismo antigeno o en antigenos separados. El aumento de valencia permite una interaccion adicional, mayor afinidad
y tiempos de residencia mas largos. Estas proteinas de fusion de anticuerpo pueden ser utilizadas en sistemas de
orientacion directa, donde la proteina de fusién de anticuerpo se conjuga con un agente terapéutico, un agente de
diagnéstico-deteccion o una combinacion de éstos, y ser administradas directamente a un paciente en necesidad de
ellas.

Una realizacion preferida de la presente invencion es un anticuerpo multivalente y multiespecifico o fragmento del
mismo que comprende mas de un sitio de union del antigeno que tiene afinidad hacia un epitopo diana PAM4 y uno
0 mas epitopos adicionales asociados con los antigenos del cancer de pancreas. Esta proteina de fusion es
multiespecifica porque se une al menos a dos epitopos diferentes, que pueden residir en los mismos o en diferentes
antigenos. Por ejemplo, la proteina de fusidon puede comprender mas de un sitio de unidn al antigeno, el primero con
afinidad hacia un epitopo del antigeno PAM4 y el segundo con afinidad hacia otro antigeno diana como TAG-72 o
CEA. Otro ejemplo es una proteina de fusion con anticuerpo PAM4 biespecifico que puede comprender un MAb
CA19.9 (o fragmento del mismo) y un MAb PAM4 (o fragmento del mismo). Tal proteina de fusion tendra afinidad
hacia CA19.9, asi como el dominio situado entre el término amino y el inicio del dominio de repeticion de MUCA1.
También se contempla en la presente invencion una proteina de fusién que comprende mas de un sitio de unién con
el antigeno que tiene afinidad para al menos dos diferentes epitopos del antigeno PAM4.

Las proteinas de fusion de anticuerpo y fragmentos del mismo de la presente invencidon pueden ser utilizadas en
sistemas de orientacion directa, donde la proteina de fusion de anticuerpo es conjugada con un agente terapéutico,
un agente de diagndstico-deteccion o una combinacion de los mismos y administrada directamente a un paciente en
necesidad de la misma.

Otra realizacion preferida de la presente invencion es un anticuerpo multivalente y multiespecifico y fragmentos del
mismo, que comprende mas de un sitio de union del antigeno que tiene afinidad hacia un epitopo de PAM4 diana y
al menos un sitio de unién de hapteno que tiene afinidad hacia las moléculas de hapteno. Por ejemplo, una proteina
de unién al anticuerpo PAM4 biespecifica puede comprender el MAb 679 (o fragmento del mismo) y el MAb PAM4
(o fragmento del mismo). El anticuerpo monoclonal 679 se une con una elevada afinidad a moléculas que contienen
el resto tripéptido histamina succinil glicilo (HSG). Tal proteina de fusion de anticuerpo PAM4 biespecifica puede ser
preparada, por ejemplo, mediante la obtencién de un fragmento F(ab'), de 679, tal como se describe arriba. Los
puentes disulfuro intercadenas del fragmento F(ab'); de 679 se reducen suavemente con la cistina, teniendo
cuidado para evitar el acoplamiento de cadena ligera-pesada, para formar fragmentos Fab'-SH. El grupo o los
grupos SH son activados con un exceso de enlazador de bis-maleimida (1,1'-(metilendi-4,1-fenilen)bis-maleimida). El
MAb PAM4 se convierte en Fab'-SH y luego se hace reaccionar con el fragmento MR23 Fab’-SH activado para
obtener una proteina de fusién de anticuerpo PAM4 biespecifica. Las proteinas de fusion de anticuerpo biespecificas
como ésta pueden ser utilizadas en sistemas de mejora de la afinidad, donde el antigeno diana es pre-orientado con
la proteina de fusion y es posteriormente orientado con un agente de diagndstico o terapéutico que se une con el
complejo antigeno-anticuerpo formado por preorientacion.

Los anticuerpos biespecificos pueden ser obtenidos por una diversidad de métodos convencionales, por ejemplo
segmentacion de disulfuro y reformado de mezclas de IgG entera o, preferiblemente fragmentos F(ab')z, fusiones de
mas de un hibridoma para formar poliomas que producen anticuerpos que tienen mas de una especificidad, y por
ingenieria genética. Las proteinas de fusion de anticuerpo biespecifico han sido preparadas por segmentacion
oxidante de fragmentos Fab' resultantes de la segmentacion reductora de diferentes anticuerpos. Esto se lleva a
cabo ventajosamente mediante la mezcla de dos fragmentos F(ab'), diferentes por digestion con pepsina de dos
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anticuerpos distintos, segmentacion reductora para formar una mezcla de fragmentos Fab', seguido por reformado
oxidante de los enlaces disulfuro para producir una mezcla de fragmentos F(ab'), que incluye proteinas de fusion de
anticuerpo que contiene una porcidon Fab' especifica para cada uno de los epitopos originales. Pueden encontrarse
técnicas generales para la elaboracion de proteinas de fusion de anticuerpo, por ejemplo, en Nisonoff et al., Arch.
Biochem. Biophys. 93: 470 (1961), Hammerling et al., J. Exp. Med. 128: 1461 (1968), y la patente de EE. UU. n°
4.331.647. Se contempla en la presente invencién una proteina de fusion de anticuerpo o fragmento del mismo que
comprende por lo menos un primer MAb PAM4 o fragmento del mismo y por lo menos un segundo MAb o fragmento
del mismo, distintos de los MAbs PAM4 o fragmentos de los mismos de la presente invencion.

Puede lograrse un enlace mas selectivo mediante el uso de un enlazador heterobifunctional tal como éster de
maleimidahidroxisuccinimida. La reaccion del éster con un anticuerpo o fragmento derivatizara grupos amino en el
anticuerpo o fragmento, y el derivado entonces puede hacerse reaccionar, por ejemplo, con fragmento Fab de
anticuerpo que tiene grupos sulfhidrilo libres (o, un fragmento mayor o anticuerpo intacto con grupos sulfihidrilo
afadidos al mismo, por ejemplo, por el reactivo de Traut). Es menos probable que tal enlazador entrecruce grupos
en el mismo anticuerpo y mejora la selectividad del enlace.

Es ventajoso enlazar los anticuerpos o fragmentos en sitios alejados de los sitios de union del antigeno. Esto puede
lograrse, por ejemplo, por union a grupos sulfhidrilo intercatenarios segmentados, como se indicé anteriormente.
Otro método implica hacer reaccionar un anticuerpo que tiene una porcién oxidada de hidratos de carbono con otro
anticuerpo que tiene al menos una funcién amina libre. Esto tiene como resultado una unién con una base de Schiff
(mime) inicial, que preferiblemente es estabilizada por reduccién a una amina secundaria, por ejemplo, por reduccion
con borohidruro, para formar el compuesto final. Tales enlaces especificos del sitio se describen, para moléculas
pequenfas, en la patente de EE. UU. n° 4.671.958, y para adiciones mas grandes en la patente de EE. UU. n°
4.699.784.

Una proteina de fusion de anticuerpo PAM4 poliespecifico puede obtenerse mediante la adicidon de restos de union
de antigeno PAM4 a una proteina de fusion de anticuerpo PAM4 humanizado o humano biespecifico. Por ejemplo,
una proteina de fusién de anticuerpo biespecifico puede hacerse reaccionar con 2-iminotiolano para introducir uno o
mas grupos sulfhidrilo para su uso en el acoplamiento de la proteina de fusion biespecifica a un tercer MAb PAM4 o
fragmento, utilizando el procedimiento de activacion con bis-maleimida descrito anteriormente. Estas técnicas para la
produccién de proteinas de fusion de anticuerpo son bien conocidas por los expertos en la técnica. Véase, por
ejemplo, la patente de EE. UU. n°. 4.925.648.

ScFvs con enlazadores mayores de 12 restos de aminoacidos de longitud (por ejemplo, enlazadores de 15 o 18
restos) permiten interaccionar entre los dominios Vy y Vi en la misma cadena y generalmente forman una mezcla de
monoémeros, dimeros (denominada diacuerpos) y pequefias cantidades de multimeros de masa mas alta (Kortt et al,
Eur. J. Biochem. (1994) 221: 151-157). Los ScFvs con enlazadores de 5 o menos restos de aminoacidos, sin
embargo, vetan el emparejamiento intramolecular de los dominios V4 y V. en la misma cadena, forzando el
emparejamiento con dominios V4 y VL en una cadena diferente. Los enlazadores entre 3 y 12 restos forman
predominantemente dimeros (Atwell et al., Protein Engineering (1999) 12: 597 a 604). Con enlazadores entre 0 y 2
restos, se forman estructuras oligoméricas trimeras (llamados triacuerpos), tetrameras (llamadas tetracuerpos) o
superiores de scFvs; sin embargo, los patrones exactos de oligomerizacion parecen depender de la composicion, asi
como de la orientacion de los dominios V, ademas de la longitud del enlazador. Por ejemplo, los scFvs del
anticuerpo anti-neuraminidasa NC10 formaron de forma predominante trimeros (orientacién Vy a V) o tetrameros
(orientaciéon Vi a Vy) con enlazadores de O-restos (Dolezal et al., Protein Engineering (2000) 13: 565-574). Para
scFvs construidos a partir de NC10 con enlazadores de 1 y 2 restos, la orientacion Vy a V. formd
predominantemente diacuerpos (Atwell et al., Protein Engineering (1999) 12: 597 a 604); en cambio, la orientacion
V_ a V4 formo una mezcla de tetrameros, trimeros, dimeros y multimeros de masa mas alta (Dolezal et al., Protein
Engineering (2000) 13: 565 a 574). Para scFvs construidos a partir del anticuerpo anti-CD19 HD37 en la orientacion
Vh a Vi, el enlazador de 0 restos formé exclusivamente trimeros y el enlazador de 1 resto formd exclusivamente
tetrameros (Le Gall et al., FEBS Letters (1999) 453: 164-168).

Vectores de expresion y células hospedadoras.

Un vector de expresion es una molécula de ADN que comprende un gen que se expresa en una célula hospedadora.
Tipicamente, la expresion del gen se pone bajo el control de ciertos elementos reguladores, incluyendo promotores
constitutivos o inducibles, elementos reguladores especificos del tejido y potenciadores. Se dice que tal gen esta
"operativamente ligado" a los elementos reguladores. Un promotor es una secuencia de ADN que dirige la
transcripcion de un gen estructural. Un gen estructural es una secuencia de ADN que se transcribe en el ARN
mensajero (ARNm) que después es traducido en una secuencia de aminoacidos caracteristica de un polipéptido
especifico. Tipicamente, un promotor se localiza en la region 5' de un gen, proximal al sitio de inicio transcripcional
de un gen estructural. Si un promotor es un promotor inducible, entonces la tasa de transcripcién aumenta en
respuesta a un agente inductor. En cambio, la tasa de transcripcion no esta regulada por un agente de induccion si
el promotor es un promotor constitutivo. Un potenciador es un elemento regulador de ADN que puede aumentar la
eficiencia de la transcripcion, al margen de la distancia u orientacion del potenciador en relacion con el sitio de inicio
de la transcripcion.
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Una molécula de ADN aislada es un fragmento de ADN que no esta integrado en el ADN gendémico de un
organismo. Por ejemplo, un gen de antigeno PAM4 clonado es un fragmento de ADN que ha sido separado del ADN
genomico de una célula de mamifero. Otro ejemplo de molécula de ADN aislado es una molécula de ADN
sintetizado quimicamente que no esta integrada en el ADN gendmico de un organismo. ADN complementario
(ADNCc) es una molécula de ADN monocatenario que esta formada a partir de una plantilla de ARNm mediante la
enzima transcriptasa inversa. Tipicamente, un oligonucledtido sintético corto complementario a una porcion del
ARNmM se emplea como cebador para la iniciacion de la transcripcion inversa para generar la primera hebra de ADN.
Los expertos en la técnica utilizan también el término "ADNCc" para referirse a una molécula de ADN bicatenario que
consiste en tal molécula de ADN monocatenario y su cadena de ADN complementaria.

Un vector de clonacion es una molécula de ADN, como un plasmido, césmido o bacteriéfago, que tiene la capacidad
de replicarse de forma auténoma en una célula hospedadora. Los vectores de clonacién contienen tipicamente uno
0 unos cuantos sitios de reconocimiento de la endonucleasa de restriccion en donde pueden ser insertadas
secuencias de ADN extrafias de una manera determinable sin perder una funcion biolégica esencial del vector, asi
como un gen marcador que es adecuado para el uso en la identificacion y seleccion transformadas con el vector de
clonacién. Los genes marcadores tipicamente incluyen genes que proporcionan resistencia a la tetraciclina o
resistencia a la ampicilina. Un hospedador recombinante puede ser cualquier célula procariota o eucariota que
contiene un vector de clonacién o bien un vector de expresion. Este término también incluye aquellas células
procariotas o eucariotas que han sido construidas genéticamente para que contengan el gen o los genes clonados
en el cromosoma o genoma de la célula hospedadora. El término expresion se refiere a la biosintesis de un producto
génico. Por ejemplo, en el caso de un gen estructural, expresion implica la transcripcion del gen estructural a ARNm
y la traduccion del ARNm en uno o mas polipéptidos.

Las células hospedadoras adecuadas incluyen células hospedadoras microbianas o de mamiferos. Un hospedador
preferido es la linea de células humanas, PER.C6, que fue desarrollada para la producciéon de MAbs y otras
proteinas de fusion. En consecuencia, una realizacion preferida de la presente invencién es una célula hospedadora
que comprende una secuencia de ADN que codifica el MAb PAM4, conjugado, proteina de fusién o fragmentos de
los mismos. Las células PER.C6 (documento WO 97/00326) fueron generadas por transfeccion de células de la
retina embrionaria humana primarias, usando un plasmido que contenia las secuencias de codificacion E1A y E1B
del Ad serotipo 5 (Ad5) (Ad5 nucledtidos 459 a 3510) bajo el control del promotor humano de fosfoglicerato quinasa
(PGK). E1A y E1B son proteina 1A y 1B, respectivamente, de activacion del gen temprano de adenovirus. Los
métodos y composiciones son particularmente utiles para generar la expresion estable de proteinas recombinantes
humanas de interés que son modificadas de forma postraduccional, p. ej. por glicosilacion. Varias caracteristicas
hacen a PER.C6 particularmente Gtil como hospedador para la producciéon de proteinas recombinantes, tal como
PER. C6 es una linea de células humanas totalmente caracterizada y fue desarrollada cumpliendo las buenas
practicas de laboratorio. Ademas, PER.C6 puede desarrollarse como un cultivo de suspensién en medio libre de
suero definido desprovisto de cualquier proteina derivada de un origen humano o animal, y su crecimiento es
compatible con los frascos rotatorios, frascos removidos, frascos centrifugados y biorreactores con un tiempo de
duplicacion de aproximadamente 35 horas. Finalmente, la presencia de E1A produce una regulacion por exceso de
la expresion de genes que estan bajo el control del potenciador/promotor de CMV y la presencia de E13 previene la
apoptosis dependiente de p53 posiblemente potenciada mediante la sobreexpresion del transgén recombinante. En
una realizacion, la célula es capaz de producir de 2 a 200 veces mas proteina recombinante y/o sustancia proteica
que las lineas de células de mamifero convencionales.

Uso de anticuerpos PAM4 humanizado y humano para tratamiento y diagndstico.

Como se define en las realizaciones, un método de diagndstico o tratamiento de un tumor maligno en un sujeto
comprende administrar al sujeto una cantidad terapéuticamente efectiva de un conjugado terapéutico que
comprende un MAb PAM4 o fragmento del mismo o una proteina de fusion de anticuerpo o fragmento del mismo, en
donde el MAb PAM4 o fragmento del mismo o la proteina de fusion de anticuerpo o fragmento del mismo esta unido
a por lo menos un agente de diagnostico y/o terapéutico, y después es formulado en un excipiente
farmacéuticamente adecuado. También se prefiere un método para diagnosticar o tratar el cancer, que comprende:
administrar un anticuerpo multivalente y multiespecifico o fragmento del mismo que comprende uno o mas sitios de
union del antigeno hacia un antigeno PAM4 y uno o mas sitios de unién de hapteno a un sujeto en necesidad de
ello, esperar un tiempo suficiente para que una cantidad del no anticuerpo se elimine del torrente circulatorio del
sujeto; y luego administrar al sujeto una molécula portadora que comprende un agente de diagnéstico-deteccion, un
agente terapéutico o una combinacion de los mismos, que se une con el sitio de unién del anticuerpo multivalente
multiespecifico o fragmento del mismo. En una realizacion preferida, el cancer es un cancer de pancreas. En ofra
realizacion preferida, el anticuerpo es un anticuerpo monoespecifico multivalente, o fragmento del mismo.

El uso de MAbs para diagnéstico in vitro es bien conocido. Véase, por ejemplo, Carlsson et al., Bio/Technology 7 (6):
567 (1989). Por ejemplo, pueden utilizarse MAbs para detectar la presencia de un antigeno asociado a un tumor en
el tejido muestras de biopsia. Los MAbs también pueden ser utilizados para medir la cantidad de antigeno asociado
a tumor en las muestras clinicas de liquido usando técnicas tales como radioinmunoensayo, ensayo inmunosorbente
ligado a una enzima e inmunoensayo de fluorescencia.
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Pueden usarse conjugados de MAbs orientados al tumor y toxinas para destruir selectivamente las células
cancerosas in vivo (Spalding, Bio/Tecnology 9 (8): 701 (1991); Goldenberg, Scientific American Science & Medicine
1: 64 (1994)). Por ejemplo, estudios terapéuticos en modelos animales experimentales han demostrado la actividad
antitumoral de anticuerpos que portan radionucleidos citotoxicos. Véanse el Ejemplo 3 y el Ejemplo 5 para una
discusion de modelos animales y estudios terapéuticos (Goldenberg et al., Cancer Res. 41: 4354 (1981), Cheung et
al., J. Nat'l Cancer Inst. 77: 739 (1986) y Senekowitsch et al., J. Nucl. Med. 30: 531 (1989)).

Los anticuerpos humanizados y completamente humanos y fragmentos de los mismos son adecuados para uso en
métodos terapéuticos y en métodos de diagndstico. En consecuencia, se contempla en la presente invencion un
método de suministro a una diana de un agente de diagnéstico o terapéutico o una combinacién de los mismos, que
comprende (i) proporcionar una composicion que comprende un anticuerpo PAM4 o fragmento del mismo conjugado
con al menos un agente de diagndstico y/o terapéutico y (ii) administrar a un sujeto en necesidad del mismo el
conjugado de anticuerpo de diagnodstico o terapéutico. Los anticuerpos PAM4 y fragmentos de los mismos son
humanizados. En oftra realizacion, los anticuerpos PAM4 humanizados y fragmentos de la presente invencion son
utilizados en métodos para el tratamiento de tumores malignos.

También se describe el presente texto un conjugado de diagnédstico o terapéutico dirigido a las células de cancer,
que comprende un componente de anticuerpo que comprende un MAb PAM4 o fragmento del mismo de cualquiera
de los anticuerpos de la presente invencion, o una proteina de fusiéon de anticuerpo o fragmento del mismo, en
donde el componente del anticuerpo esta unido a al menos un agente de diagndstico o al menos un agente
terapéutico. Preferiblemente, el conjugado de diagnodstico es un agente fotoactivo de diagndstico-deteccion, un
agente detectable por ultrasonidos o un agente de contraste para MRI. También se prefiere que el agente de
diagnéstico-deteccion sea un radionucleido con una energia entre 20 y 4.000 keV.

Como se define en las reivindicaciones, un método para diagndstico o tratamiento de un tumor maligno comprende
administrar una cantidad eficaz para diagnostico o terapéuticamente de al menos un anticuerpo PAM4 desnudo o
fragmento del mismo y/o proteina de fusién PAM4 o fragmento del mismo y opcionalmente formulando el anticuerpo
PAM4, la proteina de fusion, o fragmentos del mismo en un excipiente farmacéutico.

Las composiciones para tratamiento contienen al menos un anticuerpo PAM4 humanizado o completamente humano
o fragmento del mismo, bien sea solo y sin conjugar, o conjugado o no conjugado y en combinaciéon con otros
anticuerpos o fragmentos de los mismos, como otros anticuerpos humanizados o quiméricos, anticuerpos humanos,
agentes terapéuticos o inmunomoduladores. También pueden combinarse anticuerpos desnudos o conjugados
contra el mismo o distinto epitopo o antigeno con uno o mas de los anticuerpos PAM4 o fragmentos de los mismos
de la presente invencion.

En consecuencia, la presente invencion como se define en las reivindicaciones contempla la administracién de
anticuerpos PAM4 y fragmentos de los mismos, incluyendo proteinas de fusion con PAM4 y fragmentos de los
mismos, solos, como un anticuerpo desnudo o fragmento de anticuerpo, o administrado como terapia multimodal. El
anticuerpo es un anticuerpo PAM4 humanizado o un fragmento del mismo. Las terapias multimodales de la presente
invencion incluyen ademas la inmunoterapia con un anticuerpo PAM4 desnudo suplementado con la administracion
de otros anticuerpos en forma de anticuerpos desnudos, proteinas de fusién, o como immunoconjugados. Por
ejemplo, un anticuerpo PAM4 humanizado puede combinarse con otro PAM4 humanizado desnudo u otro anticuerpo
o un PAM4 humanizado, u otro anticuerpo conjugado con un is6topo, uno o mas agentes quimioterapéuticos,
citocinas, toxinas o una combinacion de los mismos. Por ejemplo, la presente invencién contempla el tratamiento de
un anticuerpo PAM4 desnudo o conjugado o fragmentos del mismo antes, en combinacion con, o después de otros
anticuerpos asociados con el tumor de pancreas, tales como CA19.9, DUPAN2, SPAN1, Nd2, B72.3, CC49, 1a3,
anticuerpos ale® y otros antigenos de Lewis (p. ej., Le(y)), al igual que anticuerpos contra el antigeno
carcinoembrionario (CEA), antigeno-p especifico del colon (CSAp), MUC1, MUC2, MUC3, MUC4, HER2/neu, EGFR,
factores de angiogénesis (por ejemplo, VEGF), factor de crecimiento similar a la insulina (IGF), tenascina, factor de
crecimiento derivado de las plaquetas, y IL-6, asi como productos de oncogenes y anticuerpos contra sustancias de
necrosis tumoral. Estos anticuerpos de tumores solidos pueden ser desnudos o conjugados, entre ofros, con
farmacos, toxinas, isétopos, radiaciéon externa o inmunomoduladores. Una proteina de fusién de un anticuerpo PAM4
humanizado o completamente humano y una toxina, también puede ser utilizada en esta invencion. Pueden ser
construidas muchas combinaciones diferentes de anticuerpos, bien sea como anticuerpos desnudos o bien como
parcialmente desnudos y parcialmente conjugados con un agente terapéutico o inmunomodulador. Alternativamente,
pueden emplearse diferentes combinaciones de anticuerpos desnudos para su administracién en combinacién con
otros agentes terapéuticos, tal como un farmaco citotoxico o con radiaciéon, administrados consecutivamente,
simultaneamente o secuencialmente.

Los anticuerpos monoespecificos descritos en el presente texto que se unen directamente a agentes de diagndstico
o terapéuticos se dirigen directamente a tumores PAM4 positivos. Las moléculas monoespecificas se unen
selectivamente a los antigenos especificos y, a medida que aumenta el nimero de sitios de unién de la molécula,
aumenta la afinidad para la célula diana y se observa un tiempo de residencia mas largo en la localizaciéon deseada.
Ademas, las moléculas no unidas a antigeno son eliminadas (aclaradas) del organismo rapidamente y se minimiza la
exposicion de tejidos normales. Un uso de anticuerpos multiespecificos es en sistemas AES, donde PAM4 pre-
orienta tumores positivos para el subsiguiente suministro especifico de agentes diagnoésticos o terapéuticos. Los
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agentes son portados por péptidos que contienen histamina succinil glicilo (HSG). El anticuerpo monoclonal murino
designado 679 (una IgG1, K) se une con alta afinidad a moléculas que contienen el resto de tri-péptido, HSG (Morel
et al., Molecular Immunology, 27, 995 a 1000, 1990). El MAb 679 puede formar un anticuerpo biespecifico con
hPAM4 que se une con HSG y el antigeno diana. También pueden utilizarse haptenos alternativos. Estos
anticuerpos se unen selectivamente a antigenos orientados permitiendo una mayor afinidad y un tiempo de
residencia mas largo en la localizacion deseada. Ademas, los diacuerpos no unidos a antigeno son eliminados del
organismo rapidamente y se minimiza la exposicién de tejidos normales. Los anticuerpos PAM4 y fragmentos de los
mismos y conjugados pueden utilizarse para diagnosticar y tratar trastornos de los mamiferos, tales como el cancer.

El suministro de un agente de diagndstico o terapéutico a una diana para diagnéstico o tratamiento segun la
presente invencion incluye proporcionar al anticuerpo PAM4 o fragmentos del mismo un agente de diagnostico o
terapéutico y administrarlo a un sujeto en necesidad del mismo con el anticuerpo. El diagnéstico requiere ademas la
etapa de detectar las proteinas unidas con técnicas conocidas.

En el contexto de esta solicitud, los términos "diagnostico" o "deteccion” pueden utilizarse indistintamente. Aunque el
diagndstico se refiere generalmente a la definicion de estado histologico especifico de un tejido, la deteccion
reconoce Y localiza un tejido, lesion u organismo que contiene un antigeno particular.

La administracion de los anticuerpos y sus fragmentos de la presente invencién con agentes diagnosticos o
terapéuticos puede ser efectuada en un mamifero mediante inyeccion intravenosa, intraarterial, intraperitoneal,
intramuscular, subcutanea, intrapleural, intratecal, perfusion a través de un catéter regional o inyeccion intralesional
directa. Cuando se administra el anticuerpo mediante inyeccion, la administracion puede ser por infusion continua o
mediante uno o varios bolos.

El anticuerpo con el agente de diagndstico o terapéutico puede ser proporcionado en forma de kit para uso
terapéutico o diagndstico humano o en mamiferos en un vehiculo para inyeccion farmacéuticamente aceptable,
preferiblemente solucidn salina tamponada con fosfato (PBS) a pH y concentracion fisiolégicos. Preferiblemente el
preparado sera estéril, especialmente si estd destinado para su uso en seres humanos. Los componentes
opcionales de tales kits incluyen estabilizadores, tampones, reactivos de marcaje, radiois6topos, compuestos
paramagnéticos, segundo anticuerpo para aclaramiento potenciado, y jeringas, columnas, viales y similares
convencionales.

Terapia de anticuerpo desnudo.

Una cantidad terapéuticamente efectiva de un anticuerpo PAM4 desnudo humanizado y totalmente humano, o
fragmentos del mismo, o proteinas de fusion de PAM4 o fragmentos del mismo, puede ser formulada en un
excipiente farmacéuticamente aceptable. La eficacia de los anticuerpos PAM4 desnudos humanizados y plenamente
humanos y sus fragmentos puede ser también potenciada suplementando estos anticuerpos desnudos con uno o
mas de otros anticuerpos desnudos, con uno o mas immunoconjugados de anticuerpos PAM4 humanizados y
completamente humanos, conjugados con uno o mas agentes terapéuticos, incluyendo farmacos, toxinas,
inmunomoduladores, hormonas, oligonucleétidos, antagonistas de hormonas, enzimas, inhibidores de enzimas,
radionucleidos terapéuticos, un inhibidor de la angiogénesis, etc., administrados simultaneamente o
secuencialmente o de acuerdo con un régimen de dosificacion prescrito, con los anticuerpos PAM4 o fragmentos de
los mismos. Los anticuerpos desnudos que pueden suplementar los anticuerpos PAM4 desnudos y fragmentos de
los mismos pueden ser dirigidos contra el mismo tipo de tumor o bien contra las células inmunomoduladoras (por
ejemplo, células CD40") que pueden ser reclutadas para mejorar los efectos antitumorales de los anticuerpos
desnudos de eleccion.

Inmunoconjugados de PAM4.

La presente invencion contempla también el uso de anticuerpos PAM4 humanizados y fragmentos de los mismos
conjugados con al menos un agente terapéutico y/o de diagndstico-deteccion para la terapia o el diagnéstico. Para la
inmunoterapia, el objetivo es suministrar dosis citotoxicas de radioactividad, toxina o farmaco a las células diana,
minimizando al mismo tiempo la exposicion a tejidos no diana. Los anticuerpos PAM4 de la presente invencion
pueden utilizarse para diagnosticar y tratar los tumores de pancreas.

Cualquiera de los anticuerpos, proteinas de fusién de anticuerpo y fragmentos de la presente invenciéon puede ser
conjugado con uno o mas agentes terapéuticos o de diagndstico-deteccion. Generalmente, un agente terapéutico o
de diagndstico-deteccion esta unido a cada anticuerpo, proteina de fusiéon o fragmento del mismo pero mas de un
agente terapéutico y/o agente de diagnostico-deteccion puede unirse al mismo anticuerpo o fragmento de
anticuerpo. Si la region Fc esta ausente (por ejemplo cuando el anticuerpo usado como componente de anticuerpo
del inmunoconjugado es un fragmento de anticuerpo), es posible introducir un resto carbohidrato en la regiéon
variable de la cadena ligera de un anticuerpo de longitud completa o fragmento de anticuerpo. Véanse, por ejemplo,
Leung et al., J. Immunol. 154: 5919 (1995); Hansen et al., patente de EE. UU. n° 5.443.953 (1995), Leung et al.,
patente de EE. UU. n°® 6.254.868. El resto carbohidrato construido se utiliza para fijar el agente terapéutico o de
diagndstico-deteccion.
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Los métodos para conjugar péptidos con componentes de anticuerpos mediante un carbohidrato del anticuerpo son
bien conocidos por los expertos en la técnica. Véanse, por ejemplo, Shih et al., Int. J. Cancer 41: 832 (1988); Shih et
al., Int. J. Cancer 46: 1101(1990); y Shih et al., patente de EE. UU. n° 5.057.313. El método general implica hacer
reaccionar un componente de anticuerpo que tiene una porcién de carbohidrato oxidado con un polimero portador
que tiene al menos una funcién amina libre y que esta cargado con una diversidad de péptidos. Esta reaccion da
lugar a un enlace de base de Schiff inicial (imina), que puede ser estabilizado por la reduccion para dar una amina
secundaria para formar el conjugado final.

Las proteinas de fusiéon de anticuerpo y fragmentos del mismo de la presente invencion comprenden dos o mas
anticuerpos o fragmentos de los mismos y cada uno de los anticuerpos que componen esta proteina de fusiéon puede
contener al menos un agente terapéutico y/o un agente de diagndstico-deteccion. Por ejemplo, una proteina de
fusion de anticuerpo puede comprender un anticuerpo (dos sitios de unién de antigeno) y un fragmento de
anticuerpo, dos fragmentos de anticuerpo o dos anticuerpos. La proteina de fusion de anticuerpo puede después ser
conjugada con al menos un agente de diagnoéstico-deteccion y/o terapéutico.

En consecuencia, uno o mas de los anticuerpos o fragmentos de los mismos de la proteina de fusién de anticuerpo
pueden tener unido mas de un agente terapéutico o de diagndstico-deteccion. Ademas, los agentes terapéuticos no
necesitan ser iguales, sino que pueden ser agentes terapéuticos diferentes, por ejemplo, se puede agregar un
farmaco y un radiois6topo a la misma proteina de fusién. En particular, una IgG puede ser radiomarcada con ) y
agregada a un farmaco. El 3 puede ser incorporado en la tirosina de la IgG y el farmaco agregado al grupo amino
epsilon de las lisinas de la IgG. Ambos agentes terapéuticos y de diagndstico-deteccion también pueden agregarse a
grupos SH reducidos y a las cadenas laterales de hidratos de carbono.

Una amplia diversidad de reactivos diagnodsticos y terapéuticos puede ser administrada simultaneamente o
secuencialmente, o ventajosamente conjugada con los anticuerpos de la invencién, por ejemplo, farmacos, toxinas,
oligonucledtidos, inmunomoduladores, hormonas, antagonistas de hormonas, enzimas, inhibidores de enzima,
radionucleidos terapéuticos, un inhibidor de la angiogénesis, etc. Los agentes terapéuticos citados aqui son aquellos
agentes que también son Utiles para la administracion por separado con el anticuerpo desnudo como se describié
anteriormente. Los agentes terapéuticos incluyen, por ejemplo, farmacos quimioterapéuticos tales como alcaloides
de la vinca, antraciclinas, gemcitabina, epidofilotoxinas, taxanos, antimetabolitos, agentes alquilantes, antibidticos,
SN-38, inhibidores de COX-2, antimitéticos, antiangiogénicos y apoptéticos, en particular doxorrubicina, metotrexato,
taxol, CPT-11, camptotecanos y otros de estas y otras clases de agentes anticancerosos y similares. Otros farmacos
quimioterapéuticos para el cancer utiles para administrar simultdneamente o secuencialmente, o para la preparacion
de inmunoconjugados y proteinas de fusién de anticuerpo, incluyen mostazas nitrogenadas, alquil sulfonatos,
nitrosoureas, triazenos, analogos del acido félico, inhibidores de COX-2, analogos de la pirimidina, analogos de la
purina, complejos de coordinacidon de platino, hormonas y similares. Agentes quimioterapéuticos adecuados se
describen en Remington’s Pharmaceutical Sciences, 19?2 ed. (Mack Publishing Co. 1995) y en Goodman and
Gilman’s The Pharmacological Basis of Therapeutics, 72 Ed. (Mac-Millan Publishing Co. 1985), asi como en
ediciones revisadas de estas publicaciones. Otros agentes quimioterapéuticos adecuados, tales como farmacos
experimentales, son conocidos por los expertos en la técnica.

En una realizacion, los anticuerpos PAM4 humanizado y fragmentos de los mismos de la presente invencién estan
conjugados con gemcitabina. En otra realizacion, la gemcitabina se da antes, después o al mismo tiempo que un
anticuerpo  PAM4 humanizado desnudo o conjugado o fragmento del mismo de la presente invencion.
Preferiblemente, el anticuerpo PAM4 humanizado conjugado o fragmento de anticuerpo es conjugado con un
radionucleido.

Una toxina puede ser de origen animal, vegetal o microbiano. Una toxina, tal como la exotoxina de Pseudomonas,
puede también ser complejada con, o formar la porcidon de agente terapéutico de, un inmunoconjugado de los
anticuerpos PAM4 y hPAM4 de la presente invencion. Otras toxinas empleadas adecuadamente en la preparacion
de tales conjugados u ofras proteinas de fusion, incluyen ricina, abrina, ribonucleasa (RNasa), DNasa I,
enterotoxina-A estafilococica, proteina antiviral de la hierba carmesi, gelonina, toxina difterina, exotoxina de
Pseudomonas, y endotoxina de Pseudomonas. Véanse, por ejemplo, Pastan et al., Cell 47: 641 (1986), y
Goldenberg, CA-A Cancer Journal for Clinicians 44: 43 (1994). Otras toxinas adecuadas para su uso en la presente
invencion son conocidas por los expertos en la técnica y se describen en la patente de EE. UU. n® 6.077.499.

Un inmunomodulador, como una citocina, puede ser también conjugado con, o formar la porcion de agente
terapéutico del inmunoconjugado de PAM4 y hPAM4 o puede ser administrado con, pero no conjugado con él, el
anticuerpo PAM4 humanizado o humano o fragmento del mismo, o la proteina de fusién PAM4 o fragmento del
mismo de la presente invencion. La proteina de fusion de PAM4o fragmento del mismo puede componerse de uno o
mas anticuerpos o fragmentos de los mismos que se unen a diferentes antigenos. Por ejemplo, la proteina de fusion
puede unirse al antigeno PAM4 asi como a factores o células inmunomoduladoras. Alternativamente, los sujetos
pueden recibir un anticuerpo PAM4 desnudo, la proteina de fusion, o fragmento del mismo y una citocina
administrada por separado, que puede ser administrada antes, al mismo tiempo o después de la administracién de
los anticuerpos PAM4 desnudos. Como se utiliza el presente texto, el término "inmunomodulador” incluye las
citocinas, factores de crecimiento de células madre, linfotoxinas, tales como factor de necrosis tumoral (TNF) y
factores hematopoyeéticos, tales como las interleucinas (por ejemplo, Interleucina-1 (IL-1), IL-2, IL-3, IL-6, IL-10, IL-12
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y IL-18, IL-21), factores estimuladores de colonias (por ejemplo, factor estimulante de colonias de granulocitos (G-
CSF) y factor estimulador de colonias de macréfagos y granulocitos (GM-CSF)), interferones (p. €j. interferones -a, -
By -y, el factor de crecimiento de células madre designado "factor S1", eritropoyetina y trombopoyetina. Los
ejemplos de restos de inmunomodulador adecuados incluyen IL-2, IL-6, IL-10, IL-12, IL-18, IL-21, interferon-y, TNF-a
y similares.

Alternativamente, los anticuerpos y fragmentos de la presente invencion pueden ser marcados de forma detectable
enlazando el anticuerpo a una enzima. Cuando el conjugado de anticuerpo-enzima se incuba en presencia del
sustrato apropiado, el resto de enzima reacciona con el sustrato para producir un resto quimico que se puede
detectar, por ejemplo, por medios espectrofotométricos, visuales o fluorométricos. Los ejemplos de enzimas que se
pueden utilizar para marcar de forma detectable el anticuerpo incluyen malato deshidrogenasa, nucleasa
estafilococica, delta-V-esteroide isomerasa, alcohol deshidrogenasa de levadura, a-glicerofosfato deshidrogenasa,
triosa fosfato isomerasa, peroxidasa de rabano picante, fosfatasa alcalina, asparaginasa, glucosa oxidasa, -
galactosidasa, ribonucleasa, ureasa, catalasa, glucosa-6-fosfato deshidrogenasa, glucoamilasa y acetilcolinesterasa.

Un agente terapéutico o de diagnoéstico-deteccion puede ser afadido en la regidon bisagra de un componente de
anticuerpo reducido por medio de la formacion de enlaces disulfuro. Como alternativa, estos agentes pueden
afadirse al componente de anticuerpo mediante un reticulante heterobifuncional, tal como N- succinil 3-(2-piridilditio)
propionato (SPDP). Yu et al., Int. J. Cancer 56: 244(1994). Las técnicas generales para tal conjugacion son bien
conocidas en este campo. Véanse, por ejemplo, Wong, Chemistry of Protein Conjugation and Cross-linking (CRC
Press 1991); Upeslacis et al., "Modification of Antibodies by Chemical Methods”, en Monoclonal Antibodies:
Principles and Applicatios”, Birch et al. (eds.), paginas 187 a 230 (Wiley-Liss, Inc. 1995); “Production and
Characterization of Synthetic Peptide-Derived Antibodies”, en Monoclonal Antibodies: Production, Engineering and
Clinical Application, Ritter et al. (eds.), paginas 60 a 84 (Cambridge University Press 1995). Alternativamente, el
agente terapéutico o de diagndstico-deteccion puede ser conjugado mediante un resto de carbohidrato en la regién
Fc del anticuerpo. El grupo carbohidrato puede utilizarse para aumentar la carga del mismo agente que esta unido a
un grupo tiol, o el resto de carbohidrato puede ser usado para unir un péptido diferente.

En los métodos de la invencién, la construccion orientable puede comprender uno o mas isétopos radiactivos utiles

para detectar eI tej]IdO enfermo Los radlonucleldos terapeutlcos partlcularmente utlles |ncIu¥ ero no se limitan a
5 62 67 68 94m 124, 125, 131, 154-

ellos, In In Lu F Cu, C Cu, "Ga, Y Y Z Tc, Tc I, 21, ™1,

158Gd, 2p 11C 13N 15O 186 188Re 51Mn 52mMn 55Co 72As 75Br 76Br 82'“Rb 83Sryotros emlsores de radiaciones

gamma, beta ode posﬂrones preferlblemente con una energia de desintegracion en el intervalo de 20 a 4.000 keV,
mas preferiblemente en el intervalo de 25 a 4.000 keV, e incluso mas preferiblemente en el intervalo de 25 a 1.000
keV y aun mas preferiblemente en el intervalo de 70 a 700 keV. Las energias de desintegracion totales de los
radionucleidos emisores de positrones Utiles son preferiblemente < 2.000 keV, mas preferiblemente inferiores
1.000keV y lo mas preferiblemente < 700 keV. Los radionucleidos utiles como 7gentes de diagndstico-deteccion
utilizando la deteccion de rayos gamma |nclu9¥en pero no se limitan a ellos: °'Cr, *’Co, *®Co, *Fe, ®’Cu, *’Ga, "°Se,
97Ru, 99’“Tc, 111In, 114'"In, 123I, 125I, 131I 169Yb Hg y o'T1. Las energlas de desmtegramon de radionucleidos emisores
de rayos gamma Uutiles son preferiblemente 20 a 2000 keV, mas preferiblemente 60 a 600 keV y lo mas
preferiblemente 100 a 300 keV.

En los métodos de la invencidn, la construccion orientable puede comprender uno o mas isétopos radiactivos utiles
para tratar el tEJIdO enfermo. Entre los radlonucleldos terapeutlcos particularmente utlles se incluyen, pero sin
Ilmltarseaellos In 177L 2128I 213BI 211At 62 CU CU 90 125| 131| 32P 33 47S 67 142Pr 1533m,
161-|-b’ 166Dy, 166HO, 186R 188Re 139Re 212Pb 223Ra, 225Ac, 59 75Se 77AS 893r 99Mo 105Rh 109Pd, 143Pr, 149Pm,
169Er, 194Ir, 198Au, %Ay y 211Pb. El radionucleido terapéutico tlene preferiblemente una energia de desintegracion en
el intervalo de 20 a 6.000 keV, preferiblemente en los intervalos de 60 a 200 keV para un emisor Auger, 100 a 2.500
keV para un emisor beta y 4.000 a 6.000 keV para un emisor alfa. Las energias de desintegracién maximas de los
nucleidos emisores de particulas beta utiles son preferiblemente 20 a 5.000 keV, mas preferiblemente 100 a 4.000 y
lo mas preferiblemente 500 a 2.500 keV. También se prefieren los radionucleidos que se desintegran
sustancialmente con particulas emisoras de electrones Auger. Por ejemplo, Co-58, Ga-67, Br-80m, Tc-99m, Rh-
103m, Pt-109, In-111, Sb-119, 1-125, Ho-161, Os-189m y Ir-192. Las energias de desintegracion del nucleidos
emisores de particulas beta utiles son preferiblemente < 1.000 keV, mas preferiblemente < 100 keV y lo mas
preferiblemente < 70 keV. También se prefieren los radionucleidos que se desintegran sustancialmente con
generacion de particulas alfa. Estos radionucleidos incluyen, pero sin limitarse a ellos: Dy-152, At-211, Bi-212, Ra-
223, Rn-219, Po-215, Bi-211, Ac-225, Fr-221, At-217, Bi-213 y Fm-255. Las energias de desintegracion de
radionucleidos emisores de particulas alfa utiles son preferiblemente 2.000 a 10.000, mas preferiblemente 3.000 a
8.000 keV y lo mas preferentemente 4.000 a 7.000 keV.

Por ejemplo, el ®7Cu, considerado uno de los radiois6topos mas prometedores para radioinmunoterapia debido a su
vida mitad de 61,5 horas y abundante suministro de particulas beta y rayos gamma, puede ser conjugado con un
anticuerpo PAM4 usando el agente quelante acido p-bromoacetamido-bencil-tetraetilaminatetraacético (TETA).
Chase, supra. Alternativamente, el 9y, que emite una particula beta energética, puede acoplarse a un anticuerpo
PAM4, proteina de fusion o fragmento, utilizando acido dietilentriaminapentaacético (DTPA).
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Entre los radioisétogos potenciales adicionales se |ncIu3/en e, BN, 0, ™Br, "Au, #*Ac, "1, %1, 7"Br, "*Mn,

, , RU, 10 , , 203H , 121m , 122m m-l—e 165-|—m 167-|—m 168-|—m 197Pt, 109Pd, 105Rh, 142P 143Pr
161Tb,166Ho, 199Au, 57Co, 5800, 51Cr, ° Fe, 75Se, 201TI 225Ac 76Br 169Yb y similares.

En otra realizacién, puede usarse un radiosensibilizador en combinacién con un anticuerpo PAM4 desnudo o
conjugado o fragmento de anticuerpo de la presente invencion. Por ejemplo, el radiosensibilizador puede usarse en
combinacion con un anticuerpo PAM4 marcado o fragmento de anticuerpo. La adicién del radiosensibilizador puede
producir una mayor eficacia en comparacion con el tratamiento con el anticuerpo radiomarcado o fragmento de
anticuerpo solos. Los radiosensibilizadores se describen en D.M. Goldenberg (ed.), Cancer Therapie with
Radiolabeled Antibodies, CRC Press (1995).

El anticuerpo PAM4 o fragmento del mismo, o la proteina de fusion de PAM4 o fragmento del mismo de la presente
invencion que tiene un portador cargado con sumando de boro para terapia de activacion de neutrones térmicos
sera normalmente efectuado de manera similar. Sin embargo, sera ventajoso esperar hasta que el inmunoconjugado
PAM4 no orientado sea aclarado o eliminado antes de que se haya realizado la irradiacion con neutrones. El
aclaramiento puede acelerarse usando un anticuerpo que se une al anticuerpo PAM4. Véase la patente de EE. UU.
n°® 4.624.846 para obtener una descripcion de este principio general. Por ejemplo, sumandos de boro tales como los
carboranos, pueden ser fijados a anticuerpos PAM4. Pueden prepararse carboranos con funciones carboxilo en
cadenas laterales colgantes, como es bien sabido en la técnica. La fijacion de los carboranos a un portador, tal como
aminodextrano, puede lograrse mediante la activacion de los grupos carboxilo de los carboranos y la condensacion
con aminas en el portador. El conjugado intermedio se conjuga después con el anticuerpo PAM4. Después de la
administracion del conjugado de anticuerpo PAM4, se activa un sumando de boro mediante la irradiacién por
neutrones térmicos y se convierte en atomos radioactivos que se desintegran mediante emisiéon a para producir
efectos altamente téxicos, de corto alcance.

Ademas, la presente invencion incluye métodos de diagndstico de cancer en un sujeto. El diagndstico puede
realizarse mediante la administracion de una cantidad efectiva para diagndstico de un conjugado de diagnéstico,
formulado en un excipiente y la deteccion de dicho marcador. Los anticuerpos PAM4, proteinas de fusion y
fragmentos pueden conjugarse con el agente de diagnostico-deteccion o administrarse sin conjugar al agente de
diagndstico-deteccion, pero antes, al mismo tiempo o después de la administracion del agente de diagndstico-
deteccion. Los agentes radiactivos que pueden ser usados como agentes de diagnodstico-deteccion se discutieron
anteriormente. Un agente de diagndstico-deteccion no radiactivo adecuado es un agente de contraste adecuado
para resonancia magnética, rayos X, tomografia computerizada o ultrasonidos. Los agentes para formacion
magnética de imagenes incluyen, por ejemplo, metales no radiactivos, tales como manganeso, hierro y gadolinio,
complejados con combinaciones de metal-quelato que incluyen 2-bencil-DTPA y sus analogos monometilo y
ciclohexilo, cuando se usa junto con el anticuerpo de la invencion. Véase el documento U.S. Serial No. 09/921.290
presentado el 10 de octubre de 2001.

Los agentes de contraste, tales como los agentes de contraste para MRI, contemplados en la presente invencion
incluyen, por ejemplo, iones de gadolinio, iones de lantano, iones de disprosio, iones de hierro, iones de manganeso
u otro marcador comparable, agentes de contraste de CT, y agentes de contraste de ultrasonidos son adecuados
para ser usados en la presente invencion.

Los iones paramagnéticos adecuados para la presente invencion incluyen cromo (Ill), manganeso (Il), hierro (lll),
hierro (ll), cobalto (ll), niquel (Il), cobre (I1), neodimio (lll), samario (ll1), iterbio (1), gadolinio (lll), vanadio (Il), terbio
(1, disprosio (l11), holmio (l11) y erbio (lll), siendo particularmente preferido el gadolinio.

Los iones utiles en otros contextos, tales como la obtencién de imagenes por rayos X, incluyen, pero sin limitarse a
ellos, lantano (lll), oro (lll), plomo (1) y especialmante bismuto (ll1). Los marcadores fluorescentes incluyen rodamina,
fluoresceina y renografina. La rodamina y la fluoresceina estan frecuentemente unidos mediante un intermedio de
isotiocianato.

Los metales también son Uutiles en agentes de diagnostico-deteccion, incluyendo aquellos que se usan para las
técnicas de resonancia magnética. Estos metales incluyen, pero sin limitarse a ellos: gadolinio, manganeso, hierro,
cromo, cobre, cobalto, niquel, disprosio, renio, europio, terbio, holmio y neodimio. Para cargar un componente de
anticuerpos con metales radioactivos o iones paramagnéticos, puede ser necesario hacerlo reaccionar con un
reactivo que tiene una larga cola a la que se fijan multiples grupos quelantes para la union de los iones. Tal cola
puede ser un polimero tal como polilisina, polisacarido u otra cadena derivatizada o derivatizable que tiene grupos
colgantes a los que pueden unirse grupos quelantes tales como, p. €j., acido etilendiaminotetracético (EDTA), acido
dietilentriaminopentaacético (DTPA), porfirinas, poliaminas, éteres corona, bis-tiosemicarbazonas, polioximas y
grupos similares que se sabe que son Utiles para este proposito. Los quelatos son acoplados al anticuerpo PAM4,
proteina de fusidn o fragmentos de éstos usando procesos quimicos estandar. El quelato es normalmente enlazado
al anticuerpo mediante un grupo que permite la formacion de un enlace a la molécula con una pérdida minima de
inmunoreactividad, minima agregacion y/o reticulacion interna. Otros métodos y reactivos mas inusuales para
conjugar quelatos a anticuerpos se describen en la patente de EE. UU n°® 4.824.659 de Hawthorne, que lleva por
titulo "Antibody Conjugates”, expedida el 25 de abril de 1989. Las combinaciones metal-quelato particularmente
utiles incluyen 2-bencil-DTPA y sus analogos monometilo y ciclohexilo, usados con is6topos de diagndstico en el
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intervalo de energia general de 20 a 2.000 keV. Los mismos quelatos, cuando se complejan con metales no
radiactivos tales como manganeso, hierro y gadolinio, son utiles para MRI, cuando se usan junto con los anticuerpos
de la presente invencion. Los quelatos macrociclicos como NOTA, DOTA y TETA se usan con una diversidad de
metales y radiometales, lo mas particularmente con radionucleidos de galio, itrio y cobre, respectivamente. Tales
complejos de metal-quelato pueden hacerse muy estables ajustando a medida el tamafio del anillo para el metal que
interesa. Otros quelatos de tipo anillo como los poliéteres macrociclicos, que son interesantes para unir nucleidos
establemente, tales como 2Ra para RAIT, estan comprendidos en la invencién.

Los materiales radiopacos y de contraste se utilizan para potenciar los rayos X y la tomografia computerizada, e
incluyen compuestos de yodo, compuestos de bario, compuestos de galio, compuestos de talio, etc. Los compuestos
especificos incluyen bario, diatrizoato, aceite etiodizado, citrato de galio, acido iocarmico, acido iocetamico,
iodamida, iodipamida, acido iodoxamico, iogulamida, iohexol, iopamidol, acido iopanoico, acido ioprocémico, acido
iosefamico, acido iosérico, iosulamida, meglumina, acido iosemético, iotasul, acido iotétrico, acido iotalamico, acido
iotroxico, acido ioxaglico, acido ioxotrizoico, ipodato, meglumina, metrizamida, metrizoato, propiliodona y cloruro de
talio.

Los anticuerpos, proteinas de fusion y fragmentos de los mismos de la presente invencidon pueden también ser
marcados con compuestos fluorescentes. La presencia de un MAb marcado fluorescentemente se determina
exponiendo el anticuerpo a una luz de la longitud de onda adecuada y detectando la fluorescencia resultante. Los
compuestos marcados fluorescentemente incluyen isotiocianato de fluoresceina, rodamina, ficoeritrina, ficocianina,
aloficocianina, o-ftaldehido y fluorescamina. Los anticuerpos marcados fluorescentemente son particularmente utiles
para el analisis de citometria de flujo.

Alternativamente, los anticuerpos, proteinas de fusion y fragmentos de los mismos de esta invencion pueden ser
marcados detectablemente acoplando el anticuerpo a un compuesto quimioluminiscente. La presencia del MAb
etiquetado con quimioluminiscencia se determina detectando la presencia de la quimioluminiscencia que surge en el
curso de una reaccidon quimica. Los ejemplos de compuestos de marcaje quimioluminiscente incluyen luminol,
isoluminol, un éster de acridinio aromatico, un imidazol, una sal de anacridinio y un éster oxalato.

Del mismo modo, puede utilizarse un compuesto bioluminiscente para marcar los anticuerpos y fragmentos de éstos
de la presente invencion. La bioluminiscencia es un tipo de quimioluminiscencia que se encuentra en los sistemas
bioldgicos en los que una proteina catalitica aumenta la eficiencia de la reaccion quimioluminiscente. La presencia
de una proteina bioluminiscente se determina detectando la presencia de luminiscencia. Los compuestos
bioluminiscentes que son utiles para el marcaje incluyen luciferina, luciferasa y aequorina.

En consecuencia, como se define en las reivindicaciones, se describe un método de diagnéstico de un tumor
maligno en un sujeto, que comprende realizar un ensayo de diagndstico in vitro en una muestra de un sujeto (fluidos,
tejidos o células) con una composicion que comprende un MAb PAM4 desnudo o fragmento del mismo o una
proteina de fusidon de anticuerpo desnudo o fragmento del mismo. Puede usarse la inmunohistoquimica para
detectar la presencia de PAM4 en una célula o tejido. Preferiblemente, el tumor maligno que se esta diagnosticando
es un cancer. Mas preferiblemente, el cancer es el cancer de pancreas.

Ademas, puede ser conjugado un quelante como DTPA, DOTA, TETA o NOTA, o un péptido adecuado, al cual
puede conjugarse un marcador detectable, tal como una molécula fluorescente, o un agente citotdxico tal como un
metal pesado o un radionucleido. Por ejemplo, puede obtenerse un inmunoconjugado terapéuticamente Uutil
conjugando un agente o colorante fotoactivo con una proteina de fusién de anticuerpo. Composiciones
fluorescentes, tales como fluorocromo, y otros cromoégenos o colorantes, tales como porfirinas sensibles a la luz
visible, se han usado para detectar y tratar las lesiones dirigiendo la luz adecuada a la lesion. En terapia, esto se ha
denominado fotorradiacion, fototerapia o terapia fotodinamica (Jori et al (eds.), Photodynamic therapy of Tumors and
other Diseases (Libreria Progetto 1985), van den Bergh, Chem. Britain 22: 430 (1986)). Ademas, los anticuerpos
monoclonales han sido acoplados con colorantes fotoactivados para lograr la fototerapia. Mew et al., J. Immunol.
130:1473 (1983); idem., Cancer Res. 45: 4380 (1985); Oseroff et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 83: 8744 (1986);
idem., Photochem. Photobiol. 46: 83 (1987); Hasan et al., Prog. Clin. Biol. Res. 288: 471 (1989); Tatsuta et al.,
Lasers Surg. Med. 9:422 (1989); Pelegrin et al., Cancer 67: 2529 (1991). Sin embargo, estos estudios anteriores no
incluyen el uso de aplicaciones de terapia endoscopica, especialmente con el uso de fragmentos o subfragmentos
de anticuerpos. Asi pues, la presente invencion contempla el uso terapéutico de inmunoconjugados que comprenden
agentes fotoactivos o colorantes.

Con fines terapéuticos, los anticuerpos PAM4 y fragmentos de los mismos de la presente invencion son
administrados a un paciente en una cantidad terapéuticamente efectiva. Se dice que un anticuerpo es administrado
en una "cantidad terapéuticamente efectiva" si la cantidad administrada es fisioldgicamente significativa. Un agente
es fisioldgicamente significativo si su presencia tiene como resultado un cambio detectable en la fisiologia de un
paciente receptor.

Un agente de diagndstico-deteccion es una molécula o atomo, que se puede administrar conjugada con un resto de

anticuerpo, es decir, anticuerpo o fragmento de anticuerpo, o subfragmento, proteina de fusiéon y sus fragmentos, y
es util en el diagnostico-deteccion de una enfermedad localizando las células que contienen el antigeno asociado a
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la enfermedad. Los agentes de diagndstico-deteccion utiles incluyen, pero sin limitarse a ellos, radiois6topos,
colorantes (como con el complejo biotina-estreptavidina), materiales radiopacos (por ejemplo, compuestos de bario,
yodo, galio y talio y similares), agentes de contraste, compuestos o moléculas fluorescentes y agentes potenciadores
(por ejemplo, los iones paramagnéticos) para formacion de imagenes de resonancia magnética (MRI). La patente de
EE. UU. n°® 6.331.175 describe la técnica de MRI y la preparacion de anticuerpos conjugados con un agente de
potenciacion de MRI. Preferiblemente, los agentes de diagndstico-deteccion se eligen entre el grupo que consiste en
radiois6topos para formacion de imagenes nucleares, deteccidon endoscépica e intravascular, agentes potenciadores
para uso en imagenes de resonancia magnética o en ultrasonografia, agentes radiopacos y de contraste para rayos
X'y tomografia computerizada, y compuestos fluorescentes para fluoroscopia, incluyendo fluoroscopia endoscépica.
Los agentes fluorescentes y radiactivos conjugados con anticuerpos o usados en métodos de pre-orientacion
biespecificos, son particularmente Utiles para deteccion endoscépica, intraoperatoria o intravascular de los tejidos
diana asociados con tejidos enfermos o racimos de células, tales como tumores malignos, como se describe en
Goldenberg, patente de EE. UU. n° 5.716.595 y 6.096.289 y el documento de solicitud U.S. Application Serial n°®
09/348.818, en particular con emisores gamma, beta y de positrones. Pueden utilizarse aplicaciones endoscopicas
cuando se extiende a una estructura que permite un endoscopio, tal como el colon. Los radionucleidos utiles para
tomografia de emision de positrones incluyen, pero sin limitarse a ellos: F-18, Mn-51, Mn-52m, Fe-52, Co-55, Cu-62,
Cu-64, Ga-68, As-72, Br-75, Br-76, Rb-82m, Sr-83, Y-86, Zr-89, Tc-94m, 1-110, 1-120 de |-124. Las energias de
desintegracion total de los radionucleidos emisores de positrones Utiles son preferiblemente < 2.000 keV, mas
preferiblemente inferiores a 1.000 keV y lo mas preferiblemente < 700 keV. Los radionucleidos utiles como agentes
de diagndstico-deteccion que utilizan detecciéon de rayos gamma incluyen, pero sin limitarse a ellos: Cr-51, Co-57,
Co-58, Fe-59, Cu-67, Ga-67, Se-75, Ru-97, Tc-99m, In-111, In-114m, 1-123, 1-125, 1-131, Yb-169, Hg-197 y TI-201.
Las energias de desintegracion de radionucleidos emisores de rayos gamma Utiles son preferiblemente 20 a 2000
keV, mas preferiblemente 60 a 600 keV, y lo mas preferiblemente 100 a 300 keV.

Diagnoéstico In Vitro.

La presente invencion contempla el uso de anticuerpos PAM4, incluyendo proteinas de fusion de PAM4 y
fragmentos de los mismos, para cribar muestras bioldgicas in vitro con el fin de detectar la presencia del antigeno
PAMA4. En tales inmunoensayos, el anticuerpo PAM4, la proteina de fusion o fragmento del mismo pueden utilizarse
en la fase liquida o unidos a un portador en fase soélida, como se describe mas adelante. El anticuerpo PAM4 o
fragmento del mismo es humanizado. La proteina de fusion de PAM4 se compone de un anticuerpo PAM4
humanizado.

Un ejemplo de un método de cribado para determinar si una muestra bioldgica contiene el antigeno de PAM4 es el
radioinmunoensayo (RIA). Por ejemplo, en una forma de RIA, la sustancia sometida al ensayo se mezcla con
antigeno PAM4 MAb en presencia de antigeno PAM4 radiomarcado. En este método, la concentracion de la
sustancia de ensayo sera inversamente proporcional a la cantidad de antigeno PAM4 radiomarcado unido al MAb y
se relaciona directamente con la cantidad de antigeno PAM4 marcado libre. Otros métodos de detecciéon adecuados
seran evidentes para los expertos en la técnica.

Alternativamente, pueden llevarse a cabo ensayos in vitro en los cuales un anticuerpo PAM4, proteina de fusion o
fragmento del mismo se une a un portador en fase solida. Por ejemplo, pueden fijarse MAbs a un polimero, tal como
aminodextrano, con el fin de unir el MAb a un soporte insoluble tal como una esfera recubierta de polimero, una
placa o un tubo.

Otros ensayos in vitro adecuados seran evidentes para los expertos en la técnica. La concentraciones especificas de
anticuerpo PAM4 marcado detectablemente y de antigeno PAM4, la temperatura y el tiempo de incubacion, asi
como otras condiciones del ensayo, pueden variar dependiendo de varios factores entre los que se incluyen la
concentracion del antigeno PAM4 en la muestra, la naturaleza de la muestra y similares. La actividad de union de
una muestra de anticuerpo PAM4 puede determinarse de acuerdo con métodos bien conocidos. Los expertos en la
técnica podran establecer las condiciones de ensayo operativas y 6ptimas para cada determinacion, empleando
experimentacion rutinaria.

Otros pasos tales como lavado, agitacion, filtracion y similares pueden afiadirse a los ensayos habituales necesarios
para la situacion en particular.

La presencia del antigeno PAM4 en una muestra biolégica puede ser determinada mediante un ensayo
inmunoabsorbente ligado a un enzima (ELISA). En el ELISA competitivo directo, un preparado del antigeno puro o
semipuro se une a un soporte soélido que es insoluble en el extracto fluido o celular que se esta ensayando y se
afiade una cantidad de anticuerpo soluble marcado detectablemente para permitir la deteccién y/o cuantificacion del
complejo binario formado entre el antigeno de la fase sélida y el anticuerpo marcado.

En cambio, un ELISA "de doble determinante”, también conocido como " ELISA de dos sitios " 0 "ensayo sandwich",
requiere pequefias cantidades de antigeno y el ensayo no requiere purificacion intensa del antigeno. Asi pues, el
ELISA de doble determinante es preferible al ELISA competitivo directo para la deteccién de un antigeno en una
muestra clinica. Véase, por ejemplo, el uso del ELISA de doble determinante para la cuantificacion de la
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oncoproteina c-myc en muestras de biopsia. Field et al., Oncogene 4: 1463 (1989); Spandidos et al., AntiCancer
Res. 9: 821 (1989).

En un ELISA de doble determinante, una cantidad de MAb o fragmento de anticuerpo sin marcar ("anticuerpo de
captura") se une a un soporte sélido, la muestra de ensayo se pone en contacto con el anticuerpo de captura, y se
agrega una cantidad de anticuerpo soluble (o fragmento de anticuerpo) marcado detectablemente para permitir la
deteccion y cuantificacion del complejo ternario formado entre el anticuerpo de captura, el antigeno y el anticuerpo
marcado. Un fragmento de anticuerpo es una porcion de un anticuerpo tal como F(ab'),, F(ab),, Fab', Fab y similar.
En el presente contexto, un fragmento de anticuerpo es una porcién de un MAb PAM4 que se une a un epitopo del
antigeno PAM4. La expresion "fragmento de anticuerpo” incluye también cualquier proteina sintética o preparada por
ingenieria genética que actua igual que un anticuerpo por unién a un antigeno especifico para formar un complejo.
Por ejemplo, los fragmentos de anticuerpo incluyen fragmentos aislados que consisten en la region variable de la
cadena ligera, fragmentos "Fv" que consisten en las regiones variables de las cadenas pesada y ligera, y moléculas
de polipéptido recombinante de cadena simple en donde las regiones variables ligera y pesada estan conectadas
por un enlazador de péptido. Una proteina de fusion de anticuerpo es una molécula de unién del antigeno producida
por via recombinante en donde se unen dos o mas del mismo o diferentes segmentos del anticuerpo de cadena
simple o fragmento de anticuerpo con las mismas o diferentes especificidades. La proteina de fusién puede
comprender adicionalmente un anticuerpo o un fragmento de anticuerpo conjugado con un agente de diagnoéstico-
deteccion y/o terapéutico. El término anticuerpo PAM4 incluye anticuerpos humanizados, humanos y murinos,
fragmentos de anticuerpo, inmunoconjugados y fragmentos de los mismos y proteinas de fusiéon de anticuerpo y
fragmentos de los mismos.

Los métodos para realizar un ELISA de doble determinante son bien conocidos. Véase, por ejemplo, Field et al.,
supra, Spandidos et al., supra, y Moore et al., "Twin-site ELISAs for oncoproteins fos and myc using the AMPAK
System”, en Methods in Molecular Biology, Vol. 10, paginas 273 a 281 (The Humana Press, Inc. 1992).

En el ELISA de doble determinante, el anticuerpo soluble o fragmento de anticuerpo debe unirse a un epitopo de
PAM4 que es distinto del epitopo reconocido por el anticuerpo de captura. El ELISA de doble determinante puede
realizarse para comprobar si el antigeno PAM4 esta presente en una muestra de biopsia. Alternativamente, el
ensayo puede realizarse para cuantificar la cantidad de antigeno PAM4 que esta presente en una muestra clinica de
fluido corporal. El analisis cuantitativo puede ser realizarse incluyendo diluciones de antigeno PAM4 purificado.

Los Mabs PAM4, proteinas de fusion y fragmentos de los mismos de la presente invencién son también adecuados
para la preparacion de un kit de ensayo. Tal kit puede comprender un medio portador que esta compartimentado
para recibir en estrecho confinamiento uno o mas contenedores tales como frascos, tubos y similares,
comprendiendo cada uno de dichos contenedores los elementos del inmunoensayo por separado.

Por ejemplo, puede haber un contenedor que contiene el anticuerpo inmovilizado sobre un soporte de fase sélida, y
otro contenedor adicional que contiene anticuerpos marcados detectablemente en solucién. Otros contenedores
pueden contener soluciones estandar que comprenden diluciones en serie de antigeno PAM4. Las soluciones
estandar de antigeno PAM4 pueden usarse para preparar una curva patrén con la concentracion de antigeno PAM4
representada en abscisas y la sefal de deteccién en ordenadas. Los resultados obtenidos de una muestra que
contiene el antigeno PAM4 pueden ser interpolados de tal representacion grafica para dar la concentracion del
antigeno PAM4 en la muestra bioldgica.

Los anticuerpos PAM4, proteinas de fusion y fragmentos de los mismos de la presente invenciéon pueden utilizarse
también para detectar la presencia del antigeno PAM4 en secciones de tejido preparadas a partir de una muestra
histolégica. Tal deteccion in situ puede ser utilizada para determinar la presencia del antigeno PAM4 y determinar la
distribucion del antigeno PAM4 en el tejido examinado. La deteccién in situ puede conseguirse aplicando un
anticuerpo PAM4 marcado detectablemente a secciones de tejido congelado. Los estudios indican que el antigeno
PAM4 se conserva en secciones embebidas en parafina. Las técnicas generales de deteccion in situ son conocidas
por los expertos en la técnica. Véanse, por ejemplo, Ponder, "Cell Marking Techniques and Their Application”, en
Mammalian Development: a practical Approach 113-38 Monk (ed.) (IRL Press 1987), y Coligan en las paginas 5.8.1
ab5.8.38.

Los anticuerpos PAM4, proteinas de fusién y fragmentos de los mismos pueden ser marcados detectablemente con
cualquier resto marcador apropiado, por ejemplo un radiois6topo, una enzima, un marcador fluorescente, un
colorante, un cromoégeno, un marcador quimioluminiscente, marcadores bioluminescentes o un marcador
paramagnético. Los métodos de preparacion y deteccion de tales anticuerpos PAM4 marcados detectablemente son
bien conocidos por los expertos en la técnica y se describen con mas detalle a continuacion.

El resto marcador puede ser un radioisétopo que es detectado por medios tales como el uso de un contador gamma
o un contador de centelleo o por autorradiografia. En una realizacién preferida, el conjugado de diagndstico es un
isétopo emisor de radiaciones gamma, beta o de positrones. Un resto marcador en la presente memoria descriptiva
se refiere a una molécula que generara una sefial bajo unas condiciones predeterminadas. Los ejemplos de restos
marcadores incluyen radioisétopos, enzimas, marcadores fluorescentes, marcadores quimioluminiscentes,
marcadores bioluminiscentes y marcadores paramagnéticos. Como se usa en el presente texto, un agente de
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diagndstico o terapéutico es una molécula o atomo que se conjuga con un resto de anticuerpo para producir un
conjugado que es util para diagndstico y terapia. Los ejemplos de agentes de diagnostico o terapéuticos incluyen
farmacos, toxinas, oligonucleétidos, inmunomoduladores, citocinas, hormonas, antagonistas de hormonas, enzimas,
inhibidores de enzimas, is6topos, otros anticuerpos, quelantes, colorantes, cromdgenos, compuestos de boro y
restos marcadores.

En una realizacion se describe un oligonucleoétido, tal como una molécula antisentido que inhibe la expresion de bcl-
2 en la patente de EE. UU. n® 5.734.033 (Reed), que puede ser conjugado con, o formar la porcion de agente
terapéutico de un inmunoconjugado o proteina de fusién de anticuerpo de la presente invencion. Alternativamente, el
oligonucledtido se puede administrar al mismo tiempo o secuencialmente con un anticuerpo PAM4 desnudo o
conjugado o fragmento de anticuerpo de la presente invencion. En una realizacion preferida, los oligonucleétidos son
un oligonucleétido antisentido que preferiblemente se dirige contra un oncogén o un producto oncogénico de un
tumor maligno de células B, como bcl-2.

Los expertos en la técnica conoceran otros marcadores adecuados que pueden emplearse de acuerdo con la
presente invencion. La union de restos de marcadores a anticuerpos PAM4 puede lograrse usando las técnicas
estandar conocidas en este campo. La metodologia tipica en este sentido se describe en Kennedy et al., Clin. Chim.
Acta 70: 1 (1976), Schurs et al., Clin. Chim. Acta 81: 1 (1977), Shih et al., Int'l J. Cancer (1990) 46: 1101.

Los métodos de deteccion in vitro e in situ antes descritos pueden utilizarse para ayudar en el diagnéstico o el
estadiaje de una condicién patoldgica. Por ejemplo, tales métodos pueden utilizarse para detectar tumores que
expresan el antigeno PAM4, tal como el cancer de pancreas.

Diagnéstico In Vivo.

La presente invencion contempla también el uso de anticuerpos PAM4 para diagnéstico in vivo como se define en
las reivindicaciones. El método de diagndstico por imagenes con MAbs radiomarcados es bien conocido. En la
técnica de la inmunoescintigrafia, por ejemplo, los anticuerpos son marcados con un radioisétopo emisor de
radiacion gamma e introducidos en un paciente. Se usa una camara gamma para detectar la localizacion y la
distribucion de radioisétopos emisores de radiacion gamma. Véase, por ejemplo, Srivastava (ed.), Radiolabeled
Monoclonal Antibodies for Imaging and Therapy (Plenum Press 1988), Chase, "Medical Applications of
Radioisotopes", en Remington’s Pharmaceutical Sciences, 182 edicion, Gennaro et al (eds.), pags. 624 a 652 (Mack
Publishing Co., 1990) y Brown, "Clinical Use of Monoclonal Antibodies" en Biotechnology and Pharmacy 227 a 49,
Pezzuto et al (eds.) (Chapman & Hall 1993).

Para el diagnostico por imagenes, pueden unirse radioisétopos al anticuerpo PAM4 directamente, o indirectamente
usando un grupo funcional intermediario. Los grupos funcionales intermediarios utiles incluyen quelantes tales como
el acido etilendiaminatetraacético y el acido dietilentriaminapentacético. Por ejemplo, véase Shih et al., supra y
patente de EE. UU. n° 5.057.313.

La dosis de radiacion suministrada al paciente se mantiene a un nivel tan bajo como sea posible por la eleccion de
isétopo para la mejor combinaciéon de vida mitad minima, minima retencion en el cuerpo y minima cantidad de
isétopo que permita la deteccion y medicion exacta. Los ejemplos de radioisétopos que se pueden unir al anticuerpo
PAM4 y son apropiados para el diagndstico por imagen incluyen 9mTe y ",

Los anticuerpos PAM4, proteinas de fusion y fragmentos de los mismos pueden también ser marcados con diversos
iones paramagnéticos y una variedad de agentes de contraste radiolégico para los propositos de diagndstico in vivo.
Los agentes de contraste que son especialmente Utiles para imagenes de resonancia magnética comprenden iones
de gadolinio, manganeso, disprosio, lantano o hierro. Los agentes adicionales incluyen cromo, cobre, cobalto, niquel,
renio, europio, terbio, holmio o neodimio. Los anticuerpos PAM4 y fragmentos de los mismos pueden ser también
conjugados con agentes de contraste-potenciacion de ultrasonidos. Por ejemplo, el agente de contraste de
ultrasonido es un liposoma que comprende una IgG de PAM4 humanizado o fragmento de la misma. También
preferiblemente, el agente de contraste de ultrasonido es un liposoma que se llena de gas.

En una realizacion preferida, puede ser conjugado un anticuerpo biespecifico con un agente de contraste. Por
ejemplo, el anticuerpo biespecifico puede comprender mas de un agente de potenciacion de la imagen para su uso
en imagenes por ultrasonido. En un realizacién preferida, el agente de contraste es un liposoma. Preferiblemente, el
liposoma comprende un DTPA-péptido bivalente unido covalentemente a la superficie exterior del liposoma.
También se prefiere que el liposoma esté lleno de gas.

Excipiente farmacéuticamente adecuado.

Pueden emplearse métodos farmacéuticos adicionales para controlar la duracién de la accién de un anticuerpo
PAM4 en una aplicaciéon terapéutica. También pueden prepararse preparados de liberacién controlada mediante el
uso de polimeros para complejar o adsorber el anticuerpo PAM4, la proteina de fusion y fragmentos de éstos. Por
ejemplo, los polimeros biocompatibles incluyen matrices de poli (etileno-co-acetato de vinilo) y matrices de un
copolimero de polianhidrido de un dimero de acido estearico y acido sebacico. Sherwood et al., Bio/Technology 10:
1446 (1992). La tasa de liberaciéon de un anticuerpo PAM4, proteina de fusion y fragmento del mismo de tal matriz
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depende del peso molecular del anticuerpo PAM4, proteina de fusion y fragmento del mismo, la cantidad de
anticuerpo PAM4 dentro de la matriz, y el tamafo de las particulas dispersas. Saltzman et al., Biophys. J. 55: 163
(1989); Sherwood et al., supra. Otras formas de dosificacion soélida se describen en Ansel et al., Pharmaceutical
Dosage Forms and Drug Delivery Systems, 52 edicién (Lea & Febiger 1990), y Gennaro (ed.), Remington's
Pharmaceutical Sciences, 182 edicion (Mack Publishing Company 1990) y ediciones revisadas los mismos.

Los anticuerpos PAM4 humanizados y humanos y fragmentos de los mismos para ser suministrados a un sujeto
pueden consistir en el anticuerpo, inmunoconjugado, proteina de fusion o fragmentos de los mismos solos, o pueden
comprender uno o mas excipientes adecuados farmacéuticamente, uno o mas ingredientes adicionales o alguna
combinacion de estos.

El inmunoconjugado, anticuerpo desnudo y fragmentos de los mismos de la presente invencién pueden ser
formulados de acuerdo con métodos conocidos para preparar composiciones Utiles farmacéuticamente, con lo que el
inmunoconjugado o el anticuerpo desnudo se combina en una mezcla con un excipiente farmacéuticamente
adecuado. La solucion salina tamponada con fosfato estéril es un ejemplo de excipiente farmacéuticamente
adecuado. Otros excipientes adecuados son conocidos por los expertos en la técnica. Véanse, por ejemplo, Ansel et
al., Pharmaceutical Dosage Forms and Drug Delivery Systems, 52 edicion (Lea & Febiger 1990), y Gennaro (ed.),
Remington's Pharmaceutical Sciences, 182 edicion (Mack Publishing Company 1990), y sus ediciones revisadas.

El inmunoconjugado o anticuerpo desnudo de la presente invencion puede ser formulado para administracion por via
intravenosa, por ejemplo, inyeccion en bolo o infusién continua. Las formulaciones para inyeccion pueden
presentarse en forma de dosis unitaria, por ejemplo en ampollas o en envases multidosis, con un conservante
incorporado. Las composiciones pueden tomar formas tales como suspensiones, soluciones o emulsiones en
vehiculos oleosos o acuosos y pueden contener agentes de formulacion tales como agentes de suspension,
estabilizacion y/o dispersantes. Alternativamente, el ingrediente activo puede ser en forma de polvo para
reconstitucion con un vehiculo adecuado, por ejemplo agua estéril libre de pirégenos, antes de su uso.

El inmunoconjugado, anticuerpo desnudo y fragmentos de los mismos pueden también ser administrados a un
mamifero por via subcutanea o incluso por otras vias parenterales. En una realizacion preferida, el anticuerpo PAM4
o fragmento del mismo es administrado en una dosis de 20 a 2000 mg de proteina por dosis. Ademas, la
administracion puede ser por infusién continua o por bolos simples o multiples. En general, la dosificacion de un
inmunoconjugado, proteina de fusién o anticuerpo desnudo administrados para los seres humanos puede variar
dependiendo de factores tales como la edad del paciente, el peso, la altura, sexo, estado general y antecedentes
médicos. Tipicamente, es deseable proporcionar al receptor una dosis de inmunoconjugado, proteina de fusion de
anticuerpo o anticuerpo desnudo que esté en el intervalo de aproximadamente 1 mg/kg a 20 mg/kg como una
infusién intravenosa Unica, aunque también puede administrarse una dosis mayor o menor como dicten las
circunstancias. Esta dosificacion puede repetirse segun se necesite, por ejemplo una vez por semana durante cuatro
a diez semanas, preferiblemente una vez por semana durante ocho semanas y mas preferiblemente una vez por
semana durante cuatro semanas. También puede ser administrado con menos frecuencia, como cada dos semanas
durante varios meses. La dosis puede administrarse a través de varias rutas parenterales, con los ajustes
necesarios de dosis y programacion.

Los anticuerpos PAM4, proteinas de fusion y fragmentos de los mismos de la presente invenciéon pueden ser
formulados de acuerdo con métodos conocidos para preparar composiciones farmacéuticamente utiles, con lo que
los anticuerpos PAM4, proteinas de fusion y fragmentos de los mismos se combinan en una mezcla con un portador
farmacéuticamente aceptable. Se dice que una composicién es un "portador farmacéuticamente aceptable" si su
administracion puede ser tolerada por un paciente receptor. La soluciéon salina tamponada con fosfato estéril es un
ejemplo de portador farmacéuticamente aceptable. Otros portadores adecuados son conocidos por los expertos en
la técnica. Véase, por ejemplo, Remington's Pharmaceutical Sciences, 182 edicion (1990).

Con fines terapéuticos, el inmunoconjugado o anticuerpo desnudo se administra a un mamifero en una cantidad
terapéuticamente efectiva. Un sujeto adecuado para la presente invencion es normalmente un ser humano, aunque
también se contempla un sujeto animal no humano. Se dice que un preparado de anticuerpo es administrado en una
"cantidad terapéuticamente efectiva" si la cantidad administrada es fisiolégicamente significativa. Un agente es
fisioldgicamente significativo si su presencia tiene como resultado un cambio detectable en la fisiologia de un
mamifero receptor.

Ejemplos

Los ejemplos que siguen son ilustrativos de realizaciones de la actual invencidon y no deben utilizarse, en modo
alguno, para limitar el alcance de las reivindicaciones.

Los siguientes ejemplos discuten estudios experimentales empleando MAb PAM4 y el cancer de pancreas humano
CaPan1. El cancer de pancreas humano CaPan1 se transporta como xenoinjerto en ambos sitios subcutaneo y
ortotépico. EI MAb y agente han dado por resultado un tiempo de supervivencia significativamente mejorado. Se ha
demostrado que altas concentraciones de anticuerpo monoclonal PAM4 se dirigen a modelos tumorales humanos
xenoinjertados para alcanzar a la mayoria de los tumores de pancreass dentro de un grupo inicial de pacientes. El
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empleo de un inmunoensayo in vitro para cuantificar el antigeno reactivo con PAM4 en la sangre de los pacientes
parece prometedor en su capacidad para distinguir el cancer de pancreas de la pancreatitis, asi como otros grupos
de enfermedades y normales.

Estudios clinicos con MAb PAM4 han demostrado que la mayoria de las lesiones fueron dirigidas en pacientes y que
no hay ninguna indicacién de absorcion en los tejidos normales. La dosimetria indicé que era posible suministrar de
10 a 20 cGy/mCi a los tumores, con una relaciéon de dosis de tumor a médula dsea roja de 3:1 a 10:1. Estos datos
sugieren que PAM4 puede ser util para el desarrollo de un experimento en fase-| para el tratamiento del cancer de
pancreas.

Ejemplo 1 - Estudios de tincion inmunohistoquimica.

La inmunohistoquimica en tejidos adultos normales ha demostrado que el epitopo reactivo de PAM4 estaba
restringido al tracto gastrointestinal donde la tincion era débil, pero definitivamente positiva (Tabla 1). El tejido de
pancreas normal, incluyendo los conductos, ductules, acinos y las células del islote, era negativo para la tincion. Un
inmunoensayo enzimatico basado en PAM4 con homogenados tisulares como antigenos apoy6 generalmente los
datos inmunohistolégicos (Tabla 2). El epitopo de PAM4 estaba ausente del pancreas normal y otros tejidos no
gastrointestinales. En los tejidos neoplasicos, el PAM4 era reactivo en veintiuno de veinticinco (85%) de los canceres
de pancreas (Tabla 3). La reactividad de PAM4 parecia correlacionarse con el estadio de la diferenciaciéon tumoral.
Por ejemplo, veinte de veintiuno tumores de pancreas bien y moderadamente diferenciados eran positivos, mientras
que solo uno de cuatro tumores escasamente diferenciado eran positivos. En general, los tumores escasamente
diferenciados representan menos del 10% de todos los canceres de pancreas.

Estos estudios han mostrado que la reactividad de PAM4 y la distribucion del tejido (normal y cancer) son distintas a
la indicada por CA19.9, DUPAN2, SPAN1, Nd2, B72.3 y los antigenos de Lewis. Junto con los estudios de bloqueo
cruzado realizados con algunos de estos MAbs, los datos sugieren que el MAb PAM4 reconoce un epitopo uUnico y
nuevo. En comparacion con CA19.9, DUPAN2 y alLe®, el PAM4 parece ser mas restringido en su distribucion de los
tejidos y es reactivo con un porcentaje mas alto de tumores de pancreas. Ademas, da una mayor intensidad total de
reaccion a las concentraciones equivalentes y es reactivo con un mayor porcentaje de células dentro de los tumores.
Finalmente, se encontré que el PAM4 es tan soélo débilmente reactivo con tres de doce muestras de pancreatitis
cronica, mientras que CA19.9 y DUPAN2 eran fuertemente reactivas con las doce muestras. Aunque se reconoce
que la especificidad es dependiente del tipo de ensayo empleado y la gama y niumero de tejidos examinados, la
capacidad de PAM4 para distinguir entre el tejido pancreatico normal y neoplasico, su capacidad para reaccionar
con un gran porcentaje de las muestras de cancer, asi como la elevada intensidad de las reacciones, fueron razones
importantes para continuar con los estudios de desarrollo de aplicacion clinica.

Tabla 1 - Tinciéon con inmunoperoxidasa de tejidos adultos normales con MAb PAM4.

Tejido Reaccion de tincion
Pancreas (22)°
Ductos --
Acinos --
Islotes --
Glandula submaxilar (2) --
Esofago (2) --

Estémago (3) + células secretoras de mucosidad
Duodeno (3) + células calciformes

Yeyuno (3) + células calciformes

lleon (3) + células calciformes

Colon (5) + células calciformes

Higado (3) --

Vesicula biliar (2) --
Bronquio (3) --
Pulmon (3) --
Corazon (3) --
Bazo (3) --
Rifén (3) -
Vejiga (3) --
Prostata (2) --
Testiculos (2) --
Utero (2) --
Ovario (2) --
a — () numero de muestras individuales examinadas
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Tabla 2 - Reactividad del anticuerpo monoclonal PAM4 con homogenados de tejido adulto normal mediante EIA

Tejido ug/g de tejido®
Pancreas 6,4

Esofago 8,1

Estdbmago 61,3

Duodeno 44,7

Yeyuno 60,6

Colon 74,5

Higado 0,0

Vesicula biliar 5,6

Corazén 3,7

Bazo 3,4

Rifién 6,6

Vejiga 4,9

Tiroides 3,5
Suprarrenales 1,3

Ureter 2,6

Testiculo 3,9

Tumor de pancreas CaPan1 569

a — los valores son medias de dos muestras de autopsia

Tabla 3 - Reactividad inmunohoistoquimica de varios anticuerpos monoclonales tumores de pancreas

Diferenciacion PAM4 CA19.9 aLe® DUPAN2
1 W +++ - - +++
2 M ++ +++ +++ +
3 M + - + +
4 M +++ +++ +++ +
5 M ++ + - -
6 M + ND ND ND
7 M +++ +++ +++ +++
8 M + - - +++
9 M ++ + ++ -
10 M ++ ++ ++ +++
11 M ++ +++ +++ +
12 M ++ + + +++
13 M + +++ +++ +
14 M ++ + + ++
15 M +++ + + ++
16 M + + ++ -
17 M - + + -
18 M ++ ++ ++ ++
19 M +++ + +++ ++
20 M + - - -
21 M +++ +++ + ++
22 P + + + +++
23 P - - - -
24 P - - - -
25 P - - + _
TOTAL 21/25 17/24 18/24 16/24
-: negativo; +: se tifie 5 a 20% de tejido; ++: se tifie 21 a 50% de tejido; +++: se tifie > 50% de tejido;
W, M, P: diferenciacion buena, moderada o escasa; *: tejido metastasico; ND: no hecho
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Tabla 4 - Tincién con inmunoperoxidasa de tejidos neoplasicos con MAb PAM4

Tejido ug/g de tejido®
Pancreas | 21/25
Colon 10/26

Estdbmago | 1/5
Pulmén 1/15
Mama 0/30
Ovario 0/10
Préstata 0/4
Higado 0/10
Rinén 0/4

Ejemplo 2 — Biodistribucion in vivo y orientacion al tumor de PAM4 radiomarcado.

Se realizaron estudios iniciales de biodistribucion de PAM4 en una serie de cuatro tumores distintos de pancreas
humanos xenoinjertados cubriendo la gama de diferenciacion esperada. Cada una de las cuatro lineas tumorales
empleadas, AsPcl, BxPc3, Hs766T y CaPan1, mostraron concentraciones de ¥1_PAM4 dentro de los tumores
(intervalo: 21 - 48% ID/g al tercer dia) que eran significativamente mas altas (p < 0,01 — 0,001) que el anticuerpo Ag8
coincidente con el isotipo, no especifico administrado al mismo tiempo, (margen: 3,6% - 9,3% ID/g al tercer dia). Los
datos de biodistribucion se utilizaron para estimar las dosis de radiacion potencial para el tumor de 12.230, 10.684,
6.835 y 15.843 cGy/mCi de dosis inyectada de AsPcl, BxPc3, Hs766T y CaPanl, respectivamente. Con una dosis
maxima tolerada real (DMT) de 0,7 mCi, PAM4 podia proporcionar una dosis rad sustancial a cada uno de los
modelos de tumor xenoinjertados. En cada linea tumoral los niveles en sangre de PAM4 radiomarcado fueron
significativamente inferiores (p < 0,01 — 0,001) que el Ag8 no especifico. Las dosis de radiacion potencial a la sangre
a partir de PAM4 fueron 1,4 — 4,4 veces mas bajas que a partir de Ag8. Cuando las dosis de radiacion al tumor a
partir de PAM4 se normalizaron en relacion con las dosis en sangre a partir de PAM4, los tumores recibieron dosis
que fueron 2,2; 3,3; 3,4; y 13,1 veces mayores que la sangre, respectivamente. Es importante que las dosis de
radiacion potencial a tejidos no tumorales eran minimas.

La biodistribucion de PAM4 fue comparada con un anticuerpo anti-CEA, MN14, utilizando el modelo tumoral
CaPan1. La concentracion de PAM4 dentro del tumor era mucho mayor que el MN14 en momentos tempranos,
dando relaciones tumor:sangre en el dia tres de 12,7 + 2,3 para PAM4 en comparacion con 2,7 + 1,9 para MN14.
Aunque la absorcién de PAM4 dentro del tumor era significativamente superior a la de MN14 en momentos
tempranos (dia uno - p < 0,001; dia tres - p < 0,01), los analisis de dosimetria indicaron una dosis al tumor
solamente 3,2 veces mayor de PAM4 en comparacion con MN14 durante el periodo de estudio de catorce dias. Esto
era debido a un rapido aclaramiento de PAM4 del tumor, de forma que en momentos mas tardios estaban presentes
dentro de los tumores concentraciones similares de los dos anticuerpos. También se observé un aclaramiento rapido
de PAM4 a partir del tumor en los modelos tumorales BxPc3 y Hs766T pero no en AsPc1. Estas observaciones
fueron diferentes de las publicadas para otros anticuerpos anti-mucina, como por ejemplo G9 y B72.3 en el cancer
colorrectal, donde cada uno mostré tiempos de retencion mas largos en comparacion con el anticuerpo MN14. Los
resultados de estudios sobre el metabolismo de PAM4, indican que tras la unién inicial a la célula tumoral, el
anticuerpo se libera rapidamente, siendo posiblemente catabolizado o perdido como un complejo antigeno:
anticuerpo. Esto podria haber tenido implicaciones desfavorables para el uso del anticuerpo en pacientes excepto
que el aclaramiento de la sangre también es muy rapido. Estos datos sugieren que el 3 puede no ser la eleccién
de is6topo apropiada para aplicaciones terapéuticas. Un isétopo de vida corta, tal como 0y o "BRe, que puede ser
administrado frecuentemente, puede probar que es un reactivo mas eficaz.

El PAM4 no mostrd ninguna evidencia de orientacion a los tejidos normales, excepto en el modelo tumoral CaPan1,
donde se observé una absorcion esplénica pequefia pero estadisticamente significativa (en el intervalo de 3,1 - 7,5
% ID/g en el tercer dia). Este tipo de orientacion esplénica ha sido observado en la aplicacion clinica de los
anticuerpos anti-mucina B72.3 y CC49. Es importante que estos estudios indicaron también que la orientacion
esplénica no afectaba a la absorciéon por el tumor del anticuerpo ni interferia con la interpretacién de los escaneres
nucleares. Estos estudios sugirieron que la orientacion esplénica no era debida a la reactividad cruzada de los
antigenos en el bazo, ni a la unién por receptores Fc, sino mas bien a una o mas de las siguientes posibilidades:
orientacion directa del antigeno atrapado en el bazo, o absorcion indirecta de complejos antigeno:anticuerpo bien
sea formados en la sangre o bien liberados desde el sitio del tumor. Esto ultimo requeriria la presencia de complejos
inmunitarios en la sangre; sin embargo, éstos no se observaron cuando las muestras fueron examinadas al cabo de
un tiempo tan corto como a los cinco minutos y tan largo como a los siete dias mediante filtracion en gel (HPLC,
columna GF-250); el anticuerpo radiomarcado eluyd como material nativo. La explicacion anterior parece mas
probable a la vista del hecho de que el tumor CaPan1 produjo grandes cantidades de antigeno reactivo a PAM4, 100
a 1000 veces mas altas que las de las otras lineas de células tumorales examinadas. La falta de orientacion
esplénica por PAM4 en estas ofras lineas tumorales sugiere que este fendmeno estaba relacionado con la excesiva
produccion del antigeno. En todo caso, la orientacion esplénica puede superarse aumentando la dosis de proteina a
10 ug desde la dosis de 2 ug originales. Una mayor cantidad de antigeno atrapado en el bazo presumiblemente fue
complejada con PAM4 no marcado en vez de anticuerpos radiactivos. El aumento la dosis de proteina no tuvo
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efectos adversos sobre la orientacion de PAM4 a los tejidos tumorales o no tumorales. De hecho, un aumento de la
dosis de proteina a 100 ug produjo mas del doble de la concentracion de PAM4 radiomarcado dentro del tumor
CaPan1.

Ejemplo 3 - Desarrollo del modelo de tumor de pancreas ortotdpico en ratones atimicos desnudos.

Con el fin de obtener un mayor parecido con la presentacion clinica del cancer de pancreas en un modelo animal,
los solicitantes desarrollaron un modelo ortotépico mediante la inyeccién de células tumorales directamente en la
cabeza del pancreas. Los tumores CaPan1 ortotépicos crecieron progresivamente sin sintomas evidentes hasta el
desarrollo de ascitis y la muerte entre las diez y las catorce semanas. A las tres a cuatro semanas después de la
implantacion, los animales desarrollaron un tumor palpable de aproximadamente 0,2 g. Dentro de las ocho semanas
de crecimiento, se observaron tumores primarios de aproximadamente 1,2 g junto con metastasis en el higado y el
bazo (1 — 3 tumores metastasicos por animal; cada tumor < 0,1 g). A las diez a catorce semanas las siembras del
diafragma con desarrollo de ascitis eran evidentes. La formacién de ascitis, € ictericia ocasional, eran generalmente
los primeros indicios evidentes de crecimiento del tumor. La ascitis es una acumulacién de liquido en la cavidad
abdominal y la ictericia es una coloracién amarillenta de la piel y ojos debida a excesivos pigmentos biliares en la
sangre. En este tiempo los tumores eran mas bien grandes, de 1 a 2 g, y como mucho los animales tenian
solamente tres a cuatro semanas hasta que ocurrié la muerte.

El "'l- PAM4 administrado a animales que llevan tumores ortotdépicos de cuatro semanas de edad
(aproximadamente 0,2 g) mostré orientacion especifica al tumor primario con indices de localizacion de 7,9 + 3,0 en
el dia uno aumentando a 22,8 + 15,3 al dia catorce. No se acuso ninguna evidencia de orientacion especifica a otros
tejidos. En un caso en el que se observaron metastasis del tumor en el higado y el bazo, ambas metastasis fueron
sefialadas como diana y tenian altas concentraciones de anticuerpo radiomarcado. Ademas, aproximadamente la
mitad de los animales desarrollaron un tumor subcutaneo en el sitio de la incision. No se acusaron diferencias
significativas en la orientacion de los tumores ortotdpicos y subcutaneos dentro de un mismo animal, y no se
observaron diferencias significativas en la orientacion del tumor ortotopico tanto si el animal tenia un tumor
subcutaneo como si no. Las dosis estimadas de radiacién a partir de PAM4 fueron 6,704 y 1,655 cGy/mCi para el
tumor primario y la sangre, respectivamente.

Ejemplo 4 - Desarrollo de un inmunoensayo enzimatico para la cuantificacion del antigeno tumoral en circulacion.

Los autores de la presente invencion han desarrollado un ensayo inmunoenzimatico empleando PAM4 como
reactivo de captura con una IgG purificada no marcada, derivada de policlonal de conejo anti- mucina pancreatica,
seguido por IgG anti-conejo de burro marcada con peroxidasa como reactivo de deteccion. A través del uso de este
ensayo se obtuvieron los resultados que siguen.

Dentro del margen de antigeno detectado por el ensayo, se obtuvieron valores del coeficiente de variacion inferiores
al 10 %. Los sueros de veinticinco individuos sanos fueron examinados y mostraron una media + S.D. de 4,0 + 3,1
unidades. Se establecié entonces un valor de corte o cut-off para la respuesta positiva en la media + 2 S.D. = 10,2
unidades. De un total de treinta y siete pacientes con cancer de pancreas, treinta y dos o el 86% fueron positivos por
este ensayo, mientras que solo tres de trece pacientes con pancreatitis dieron positivo. El antigeno PAM4 se elevd
en el 55% (18/33) de los pacientes con cancer colorrectal, un ndmero aproximadamente similar al 40% de las
muestras de cancer colorrectal reactivas con PAM4 por inmunohistoquimica. Entre otros canceres, el antigeno
PAM4 fue positivo en cuatro de diez y seis canceres de ovario, y cinco de veinte pacientes de cancer de mama,
todos los cuales tenian la enfermedad extendida. También, como puede observarse en la Tabla 5 que sigue, el valor
de la mediana para el cancer de pancreas (84,5 unidades) es del orden de diez veces mayor que para todos los
otros grupos de cancer (excepto el cancer biliar) aunque la inmensa mayoria de estos casos eran carga tumoral
grande en fase tardia de estadiaje.

Tabla 5 — Reactividad de PAM4 con sueros.

Unidades/ml
n Media | SD Mediana | Intervalo % Positivos®

Normal 25| 4,0 3,1 4,7 0,0-94 0%
Pancreatitis 13 | 14,6 20,3 | 6,8 0,4-66,7 | 23%
CA pancreatico 37 | 317,5 | 4271 | 84,5 0,9-1000 | 86%
CA biliar 8 155,4 | 343,8 | 37,8 6,6 - 1000 | 63%
CA hepatoma 30179 8,0 6,4 0,0-32,8 | 30%
CA colorrectal 33 | 50,0 1716 | 11,8 3,4-1000 | 55%
CA de pulmon 38 | 25,8 446 | 9,3 0,0-196,0 | 39%
CA de mama 20 | 111 18,5 | 5,8 0,0-83,3 | 25%
CA de ovario 16 | 68,9 248,4 | 5,5 0,0-1000 | 25%
Linfoma no-Hodgkin | 14 | 6,6 3,1 75 2,2-12,8 14%
“Valor de corte 10,2 unidades/ml (media + 2 S.D.)
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Ademas de estos resultados, se llevd a cabo un estudio preliminar en el modelo ortotépico para examinar el uso
potencial de este ensayo de PAM4 en el manejo. A las dos semanas después de la implantacion del tumor CaPan1
ortotopico (masa tumoral estimada de 0,15 g), ninguno de los animales tenia antigeno detectable en la sangre. A las
cuatro semanas (masa tumoral estimada de 0,2 g) uno de cinco animales tenia un nivel de antigeno detectable, (72
unidades), y a las seis semanas (volumen estimado del tumor de 0,4 g) cuatro de cinco tenian antigeno cuantificable
(intervalo: 98 - 6080 unidades). Un factor limitante importante en términos de la determinacion del momento mas
temprano en el cual pudo detectarse antigeno en el suero fue la limitada cantidad de sangre que podia obtenerse,
de forma que pudiesen hacerse extracciones repetidas. Asi pues, los sueros fueron diluidos 1:10 antes del ensayo.

Ejemplo 5 - Radioinmunoterapia experimental del cancer de pancreas.

Se llevaron a cabo estudios iniciales acerca del uso de "*'I-PAM4 para terapia con el tumor CaPan1, que fue
desarrollado como xenoinjerto subcutaneo en ratones atimicos. A los animales que tenian un tumor de 0,25 g se les
administraron 350 mCi de "*'I-PAM4 en un experimento que también comparé los efectos terapéuticos de una dosis
similar de Ag8 no especifico. La MTD para administracion de ¥1_PAM4 a los animales que tenian tumores de 1 cm?®
es 700 mCi. A las semanas cinco y seis, los animales tratados con PAM4 mostraron una drastica regresion del
tumor, e incluso a la semana veintisiete cinco de los ocho se mantuvieron libres de tumor. Los animales no tratados,
asi como los tratados con Ag8, mostraron una progresion rapida del crecimiento del tumor aunque se observé una
diferencia significativa entre estos dos grupos de control. A las siete semanas, los tumores del grupo no tratado
habian crecido 20,0 £ 14,6 veces a partir del momento inicial mientras que los tumores tratados con 131I-AgS habian
crecido solamente 4,9 + 1,8 veces. En este momento, los tumores PAM4 habian revertido a 0,1 + 0,1 veces su
tamafio original, una diferencia significativa de los animales tanto no tratados (p < 0,001) como tratados con Ag8 (p <
0,01) no especifico.

Aunqgue los tumores CaPanl eran sensibles al tratamiento con 131I-PAM4, el resultado, es decir, la regresion o el
progreso del tumor, depende de muchos factores entre los que se incluye el tamafio inicial del tumor. Asi, grupos de
animales que tienen cargas de tumor CaPanl de 0,25 g, 0,5 g, 1,0 g 0 2,0 g fueron tratados con una dosis Unica de
350 uCide Y_PAM4. La mayoria de los animales que tienen tumores de un tamafo inicial de 0,25 gy 0,5 g (nueve
de diez animales de cada grupo) mostraron regresion del tumor o inhibicién de crecimiento durante al menos
dieciséis semanas después del tratamiento. En el grupo de tumor de 1,0 g cinco de siete no mostraron crecimiento
del tumor durante el periodo de 16 semanas y en el grupo de tumor de 2,0 g seis de nueve no mostraron crecimiento
del tumor durante un periodo de seis semanas antes de que ocurriese la progresion. Aunque una dosis Unica de 350
MCi no fue tan efectiva contra los tumores mas grandes, una sola dosis muy bien puede no ser el régimen apropiado;
estudios de toxicidad indican la capacidad para dar ciclos multiples de radioinmunoterapia. A los animales que tienen
tumores CaPan1 de 1,0 g de promedio, se les administré bien sea una dosis unica de 350 uCi de 131-PAM4, dos
dosis administradas a tiempo cero y a las cuatro semanas, o se dejaron sin tratar. El grupo no tratado tuvo un tiempo
medio de supervivencia de 3,7 £ 1,0 semanas (la supervivencia se define como tiempo para que el tumor alcance los
5 cm3). Los animales murieron tan pronto como a las tres semanas, no sobreviviendo ningun animal pasadas las
seis semanas. Una dosis Unica de 350 pCi de ¥1_paAM4 produjo un aumento significativo en el tiempo de
supervivencia a 18,8 + 4,2 semanas (p < 0,0001). El intervalo de muertes de animales se extendio de las semanas
trece a veinticinco. Ninguno de los animales estaba vivo al final del periodo de estudio de veintiséis semanas.

Se observo un aumento significativo del tiempo de supervivencia para el grupo de dos dosis en comparacion con el
grupo de dosis Unica. La mitad de los animales estaban vivos en la semana veintiseis con tamafios de tumor de 1,0
az28 cm?® y una tasa de crecimiento medio del tumor de 1,6 + 0,7 veces el tamafio del tumor inicial. Para aquellos
animales que no sobrevivieron a las veintiseis semanas, el tempo medio de supervivencia (17,7 + 5,3 semanas) fue
similar al del grupo de dosis Unica.

Estudios de terapia con PAM4 han utilizado también el modelo de tumor ortotépico. Grupos de animales que tienen
tumores ortotdpicos de cuatro semanas (peso estimado del tumor 0,25 g) o bien se dejaron sin tratar o fueron
tratados con una dosis Unica de 350 uCi de ¥1-PAM4 o 350 uCide 131I-AgS no especifico. Los animales no tratados
tenian una tasa de mortalidad del 50% a la semana diez sin supervivientes a la semana quince. Los animales a los
que se administré 131AgS no especifico a las cuatro semanas de crecimiento del tumor, mostraron una tasa de
mortalidad del 50% en la semana siete sin ningun superviviente en la semana catorce. Aunque estadisticamente
(analisis del rango logaritmico o log rank) no habia diferencias entre estos dos grupos, es posible que la toxicidad de
radiacion se hubiese presentado en aproximadamente la mitad de los animales tratados con Ag8. Sin embargo, el
PAM4 radiomarcado proporciond una ventaja de supervivencia significativa (p < 0,001) en comparacion con los
animales no tratados o tratados con Ag8, con un 70% de supervivencia a las 16 semanas, al final del experimento.
En este tiempo los animales supervivientes fueron sacrificados para determinar el tamafo del tumor. Todos los
animales tenian el tumor con un peso promedio de 1,2 g, asi como una o dos pequefias metastasis (< 0,1 g)
evidentes en cuatro de los siete animales. A las dieciséis semanas de crecimiento, estos tumores eran mas
representativos de un tumor de ocho semanas.

Ejemplo 6 - Modalidad combinada de quimioterapia con Gemzar y radioinmunoterapia con B¥1-PAM4.

Se realizaron estudios iniciales en el uso combinado de gemcitabina (gemzar) y radioinmunoterapia con 31.pAM4
en disposicion de tablero de ajedrez; una dosis Unica de Gemzar (0, 100, 200, 500 mg/kg) frente a una dosis Unica
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de "™'I-PAM4 ([MTD = 700 uCi] 100%, 75%, 50%, 0% de la MTD). Se encontré que la MTD combinada era 500
mg/kg de Gemzar con 350 pCi de 3.pAM4 (50% de la MTD). La toxicidad medida por la pérdida de peso corporal,
fue al maximo considerado como no toxico; esto es el 20% de pérdida de peso corporal. Aunque el protocolo de
tratamiento combinado fue significativamente mas efectivo que el gemzar solo, el tratamiento no fue mas efectivo
que la radioinmunoterapia sola. Los siguientes estudios se llevaron a cabo a una dosis baja de gemzar y
radioinmunoterapia para examinar si se observaba un verdadero efecto terapéutico sinérgico. A los animales con
tumores de aproximadamente 1 cm® (aproximadamente 5% del peso corporal) se les administré gemzar, 100 mg/kg
en los dias cero, tres, seis, nueve y doce, dandose 100 pCi de 311_PAM4 en el dia cero. Se observé un efecto
terapéutico con una regresion estadisticamente significativa (p < 0,0001) (dos de los cinco tumores menores que 0,1
cm3) y/o inhibicién del crecimiento de los tumores en comparacion con gemzar solo. Como nota adicional, no se
observo toxicidad en términos de peso corporal. El protocolo de tratamiento de combinacién puede, si es necesario,
suministrarse en ciclos varios, comenzando el segundo ciclo de tratamiento en la semana cuatro como se hizo con
los estudios de radioinmunoterapia sola descritos anteriormente.

Ejemplo 7 - Mab PAM4 humanizado.

Una realizacion preferida de esta invencion utiliza el anticuerpo monoclonal, MAb hPAM4, que es una IgG
humanizada de PAM4 murino desarrollada de una mucina de cancer de pancreas. La humanizacion de las
secuencias de PAM4 murinas se utiliza para reducir la respuesta del anticuerpo anti-ratébn humano que
experimentan los pacientes. Para producir el PAM4 humanizado, las regiones determinantes de complementariedad
murinas (CDR) se transfieren de las cadenas variables (V) pesada y ligera de la inmunoglobulina de ratéon a un
dominio V humano, seguido por el reemplazo de algunos restos humanos en las regiones marco con sus
contrapartidas murinas. Los anticuerpos monoclonales humanizados de acuerdo con esta invencién son adecuados
para su uso en métodos in vitro e in vivo de diagndstico y terapéuticos.

La comparacion de las secuencias de la region marco (FR) y variable (V) del MAb PAM4 murino (Figura 1A y 1B)
con anticuerpos humanos registrados en la base de datos Kabat demostré que las FRs de PAM4 Vi y Vi mostraban
el mas alto grado de homologia de secuencias con la de los anticuerpos humanos Walker Vk y Wil2 Vy,
respectivamente. Por tanto, las FRs Walker Vk y Wil2 VH fueron seleccionadas como los marcos humanos en los
cuales fueron injertadas las CDRs murinas para PAM4 Vi y Vy, respectivamente (Figura 3). La secuencia de FR4 del
anticuerpo humano, NEWM, sin embargo, fue usada para reemplazar la secuencia Wil2 FR4 para la humanizacion
de la cadena pesada de PAM4. Unos pocos restos de aminoacidos en FRs PAM4 que flanquean las CDRs putativas
se mantuvieron en hPAM4 basandose en la consideracion de que estos restos tienen mas impacto en la unién del
Ag que otros restos de FR. Estos restos son 21M, 47W, 59P, 60A, 85S, 87F y 100G de Vk y 27Y, 30P, 38K, 49I,
66K, 67A y 69L de VH. Las secuencias de ADN y de aminoacidos de hPAM4 Vi VH se muestran en las Figuras 3Ay
3B, respectivamente.

Una estrategia modificada como se describe en Leung et al. (Leung et al., 1994) fue usada para construir los genes
disefiados Vk y VH para hPAM4 usando una combinacion de sintesis de oligonucleétidos largos y PCR como se
ilustra en la Figura 4. Para la construccién del dominio hPAM4 VH, se sintetizaron dos oligonucledtidos largos,
hPAM4VHA (173-mero) y hPAM4VHB (173-mero) en un sintetizador de ADN automatico (Applied Biosystem).

hPAM4VHA representa nt 17 a 189 del dominio hPAM4 V.

5. AGTCTGGGGC TGAGGTGAAG AAGCCTGGGG CCTCAGTGAA
GGTCTCCTGC GAGGCTTCTG GATACACATT CCCTAGCTAT GTTTTGCACT -
GGGTGAAGCA GGCCCCTGGA CAAGGGCTTG AGTGGATTGG ATATATTAAT
CCTTACAATG ATGGTACTCA GTACAATGAG AAG-3*

hPAM4VHB representa la cadena negativa del dominio VH hPAM4 complementario a nt 169 a 341.

5- AGGGTTCCCT GGCCCCAGTA AGCAAATCCG TAGCTACCAC
CGAAGCCTCT TGCACAGTAA TACACGGCCG TGTCGTCAGA TCTCAGCCTG
CTCAGCTCCA TGTAGGCTGT GTTGATGGAC GTGTCCCTGG TCAGTGTGGC
CTTGCCTTTG AACTTCTCAT TGTACTGAGT ACC-3’

Las secuencias 3'-terminales (21 restos de nt) de hPAM4VHA y VHB son complementarias entre si. Bajo
condiciones de PCR definidas, los extremos 3' de hPAM4VHA y VHB se hibridan para formar un ADN corto
bicatenario flanqueado por el resto de los oligonucledétidos largos. Cada extremo hibridado sirve como cebador para
la transcripcion del ADN de cadena simple, de lo que resulta un ADN bicatenario compuesto por el nt 17 a 341 de
hPAM4 VH. Este ADN se amplific6 mas en presencia de dos oligonucledtidos cortos, hPAM4VHBACK y
hPAM4VHFOR para formar el hPAM4 VH de longitud completa. Las partes subrayadas son sitios de restriccion para
subclonar, como se muestra en la Figura 4B.
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hPAM4VHBACK 5-CAG GTG CAG CTG CAG CAG TCT GGG GCT GAG GTG A-3
hPAM4VHFOR 5-TGA GGA GAC GGT GAC CAG GGT TCC CTG GCC CCA-3’

Una cantidad minima de hPAM4VHA y VHB (determinada empiricamente) fue amplificada en presencia de 10 yL de
tampon 10x PCR (KCL 500 mM, Tris100 mM, tampon HCI, pH 8,3, MgCl, 15 mM), 2 ymol de hPAM4VHBACK y
hPAM4VKFOR y 2,5 unidades de ADN polimerasa Taq (Perkin Elmer Cetus, Norwalk, CT). Esta mezcla de reaccion
fue sometida a tres ciclos de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) que consistentes en desnaturalizacion a 94
°C durante 1 minuto, hibridacién a 45 °C durante 1 minuto y polimerizacion a 72 °C durante 1,5 minutos. Este
procedimiento fue seguido por 27 ciclos de reaccion PCR que consiste en desnaturalizacion a 94 °C durante 1
minuto, hibridacion a 55 °C durante 1 minuto y polimerizacion a 72 °C durante 1 minuto. El producto amplificado por
PCR bicatenario para hPAM4 VH fue purificado en gel, se sometié a digestion por restriccion con sitios de restriccion
Pstl y BstEIll y se clond en los sitios de restriccion Pstl/BstEIl complementarios del vector staging de la cadena
pesada, VHpBS2, en donde la secuencia de VH fue totalmente ensamblada con la secuencia de ADN que codifica el
codon de iniciacion de la traduccidon y un péptido sefial de secrecion en marco ligado en el extremo 5' y una
secuencia de intron en el extremo 3'. VHpBS2 es un vector staging modificado de VHpBS (Leung et al., Hybridoma,
13: 469 (1994)), en el que se introdujo un sitio de restriccion Xhol a diez y seis bases aguas arriba del codén de
iniciacion de la traduccidon para facilitar la siguiente etapa de subclonacion. El gen de VH ensamblado fue
subclonado como un fragmento de restriccion Xhol-BamHI en el vector de expresion, pdHL2, que contiene las
casetes de expresion tanto para las cadenas pesadas como las ligeras de IgG humana bajo el control del
potenciador de IgH y promotor MT1, asi como un gen dhfr de ratbn como marcador para la seleccion y la
amplificacion (Figura 4B). Dado que la region de cadena pesada de pdHL2 carece de un sitio de la restriccion
BamHlI, esta ligacion requiere el uso de un enlazador para proporcionar un puente entre el sitio BamHI de la cadena
variable y el sitio Hindlll presente en el vector pdHL2. Los vectores de expresion resultantes fueron designados
como hPAM4VHpdHL2.

Para la construccion del ADN de longitud completa de la secuencia Vk humanizada, se sintetizaron hPAM4VKA
(157-mero) y hPAM4VKB (156-mero) como se describié anteriormente. hPAM4VKA y VKB fueron amplificados por
dos oligonucleétidos cortos PAM4VKBACK y hPAM4VKFOR como se describié anteriormente.

El hPAM4VKA representa los nt 16 a 172 del dominio Vk de hPAM4.

5’-CAGTCTCCAT CCTCCCTGTC TGCATCTGTA GGAGACAGAG
TCACCATGAC CTGCAGTGCC AGCTCAAGTG TAAGTTCCAG CTACTTGTAC
TGGTACCAAC AGAAACCAGG GAAAGCCCCC AAACTCTGGA TTTATAGCAC
ATCCAACCTG GCTTCTG-3"

El hPAM4VKB representa la cadena negativa del dominio Vk de hPAM4 complementario a nt 153 a 308.

5’-GTCCCCCCTC CGAACGTGTA CGGGTACCTA TTCCACTGAT
GGCAGAAATA AGAGGCAGAA TCTTCAGGTT GCAGACTGCT GATGGTGAGA
GTGAAGTCTG TCCCAGATCC ACTGCCACTG AAGCGAGCAG GGACTCCAGA
AGCCAGGTTG GATGTG-3’

Las secuencias 3'-terminales (20 restos de nt) de hPAM4VKA y VKB son complementarias entre si. Bajo condiciones
de PCR definidas, los extremos 3' de hPAM4VKA y VKB se hibridan para formar un ADN bicatenario corto
flanqueado por el resto de los oligonucledtidos largos. Cada extremo hibridado sirve como cebador para la
transcripcién del ADN monocatenario, resultando un ADN bicatenario compuesto por el nt 16 a 308 de hPAM4 V.
Este ADN se amplific6 mas en presencia de dos oligonucledtidos cortos, hPAM4VKBACK y hPAM4VKFOR, para
formar el hPAM4 Vi de longitud completa. Las porciones subrayadas son sitios de restriccion para la subclonacion
como se describe a continuacion.

hPAM4VKBACK 5-GAC ATC CAG CTG ACC CAG TCT CCATCC TCC CTG-3’
hPAM4VKFOR 5- TTAGAT CTC CAG TCG TGT CCC CCC TCC GAA CGT-3’

Los productos de la PCR purificados en gel para Vk de hPAM4 fueron sometidos a digestion por restriccion con Pvull
y Bglll y clonados en los sitios complementarios Pvull/Bcll del vector staging de la cadena ligera, VKpBR2. El
VKpBR2 es un vector staging modificado de VKpBR (Leung et al., Hybridoma, 13: 469 (1994)), en el cual fue
introducido un sitio de restriccion Xbal a diez y seis bases aguas arriba del codén de iniciacion de la traduccion. Los
genes Vk ensamblados fueron subclonados como fragmentos de restriccion Xbal-BamHI en el vector de expresion
que contiene la secuencia de VH, hPAM4VHpdHL2. Los vectores de expresion resultantes fueron designados como
hPAM4pdHL2.

Aproximadamente 30 pg de hPAM4pdHL2 fueron linealizados por digestion con Sall y transfectados en células
Sp2/0-Agl4 por electroporacion a 450 V y 25 pF. Las células transfectadas fueron cultivadas en placas de 96 pocillos
y se incubaron en un incubador de cultivo de células con CO, durante dos dias, y luego se seleccionaron en relacion
con la resistencia de MTX. Las colonias supervivientes de la seleccion emergieron en dos a tres semanas y fueron
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cribadas en cuanto a la secreciéon de anticuerpo humano por el ensayo ELISA. De forma breve, los sobrenadantes
(~100 pl) de las colonias supervivientes fueron agregados a los pocillos de una microplaca de ELISA previamente
recubierta con Ab especifico para el fragmento IgG F(ab'); anti-humano de cabra. La placa se incubd durante una
hora a temperatura ambiente. Las proteinas no unidas fueron eliminadas lavando tres veces con tampdn de lavado
(PBS que contiene Tween-20 al 0,05%). Se afadi6 a los pocillos Ab especifico para el fragmento IgG F(ab'), anti-
humano de cabra conjugado con peroxidasa de rabano picante. Después de incubacion durante una hora, se afiadio
a los pocillos una solucién de sustrato (100 yL/pocillo) que contiene dihidrocloruro de o-fenilendiamina (OPD) 4 mM
y 0,04% de H,O; en PBS tras el lavado. Se permitié que se desarrollase el color en la oscuridad durante 30 minutos
y la reaccion se detuvo por la adicion de 50 pL de solucién de H.SO4 4 N. La IgG humana unida se midio leyendo la
absorbancia a 490 nm en un lector de ELISA. Los clones de las células positivas fueron expandidos y el hPAM4 se
purificé del sobrenadante del cultivo celular por cromatografia de afinidad en una columna de Proteina A.

La actividad de unién de Ag de hPAM4 fue confirmada por el ensayo ELISA en placa de microtitulo recubierta de
extractos de células de cancer de pancreas. Se desarrollé un ensayo de uniéon competitiva ELISA usando placas
cubiertas con antigeno-PAM4 para evaluar la afinidad de uniéon de Ag de hPAM4 en comparacion con la de un PAM4
quimérico compuesto de dominios V murino y C humano C. Cantidades constantes del cPAM4 conjugado con HRP
mezcladas con concentraciones variables de cPAM4 o hPAM4 fueron afadidas a los pocillos recubiertos y se
incubaron a temperatura ambiente durante 1 a 2 h. La cantidad de cPAM4 conjugado con HRP unido al Ag CaPanl
fue revelada mediante la lectura de la absorbancia a 490 nm después de la adicidon de una solucién de sustrato que
contiene dihidrocloruro de o-fenilendiamina (OPD) 4 mM y 0,04% de H>O,. Como muestran los ensayos de
competencia en la Figura 4, los anticuerpos hPAM4 y cPAM4 exhibieron actividades de union similares.

Las células hospedadoras adecuadas incluyen células hospedadoras microbianas o de mamifero. Un hospedador
preferido es la linea celular humana, PER.C6, que fue desarrollada para la produccion de MAbs y otras proteinas de
fusion. En consecuencia, una realizacion preferida de la presente invencién es una célula hospedadora que
comprende una secuencia de ADN que codifica un MAb PAM4, conjugado, proteina de fusion o fragmentos de los
mismos. Las células PER.C6 (documento WO 97/00326) fueron generadas por transfeccion de células de la retina
embrionaria humana primarias, utilizando un plasmido que contenia las secuencias codificadoras E1A y E1B del
serotipo Ad 5 (Ad5) (Ad5 nucledtidos 459 a 3510) bajo control del promotor fosfoglicerato cinasa humano (PGK).
E1A y E1B son respectivamente proteina 1A y 1B de activacion del gen temprano de adenovirus. Los métodos y
composiciones son particularmente Utiles para generar expresion estable de proteinas recombinantes humanas de
interés que son modificadas postraduccionalmente, p. ej. mediante glicosilaciéon. Varias caracteristicas hacen a
PER.C6 particularmente utiles como hospedador para la produccion de proteinas recombinantes, tal como PER. C6
es una linea celular humana completamente caracterizada y fue desarrollada de acuerdo con buenas practicas de
laboratorio. Ademas, PER.C6 puede ser desarrollado como cultivo en suspensién en un medio libre de suero
definido desprovisto de cualquier proteina de origen humano o animal y su desarrollo es compatible con botellas
rotatorias, frascos agitadores, frascos de centrifugacion y biorreactores con tiempos de duplicacion de
aproximadamente 35 horas. Finalmente, la presencia de E1A causa una regulacion por exceso de la expresion de
genes que estan bajo el control del potenciador/promotor CMV y la presencia de E1B previene la apoptosis
dependiente de p53 posiblemente potenciada a través de la sobreexpresion del transgén recombinante. En una
realizacion, la célula es capaz de producir de 2 a 200 veces mas proteina recombinante y/o sustancia proteica que
las lineas de células de mamifero convencionales. Otra célula preferida es la célula Sp210-Ag14.

Ejemplo 8 - Terapia de un paciente con carcinoma de pancreas inoperable.

A un varén de 56 afios de edad con adenocarcinoma de pancreas extendido, inoperable, pérdida de peso sustancial
(30 libras de peso o mas), letargo y debilidad, se le administra anticuerpo humanizado radiomarcado OY_PAM4 en
una dosis de 30 mCi de 90-Y y 50 mg de proteina de anticuerpo en una infusién i.v. de dos horas. Cinco dias
después, se administra al paciente un ciclo de quimioterapia de gemcitabina estandar. Si pocos meses después no
hay ninguna evidencia de efectos secundarios de la terapia, se repite el régimen terapéutico. Durante un examen de
seguimiento unas semanas mas tarde, esta previsto que el paciente parezca mas activo y se reduzca la pérdida de
peso. Se espera que el escaner de TC del pancreas sugiera una enfermedad estable o una ligera reduccioén de la
masa tumoral. Un examen repetido unos meses mas tarde debe mostrar, por tomografia computerizada, una
reduccion substancial de la masa del tumor, y por lo tanto el paciente puede ser considerado para la reseccion de la
masa del tumor de pancreas.

99 111
T I

Ejemplo 9. Preorientacion con PAM4 x 734 biespecifico y haptenos de péptido marcados con co In.
Para la obtencién de imagenes del cancer de pancreas usando un planteamiento de preorientacion los autores de la
presente invencion prepararon un anticuerpo F(ab'), biespecifico (bsMAb) que consta de un Fab’ de PAM4
quimérica (cPAM4) y un Fab' de 734 murino (m734). El anticuerpo m734 reconoce un complejo In-DTPA. Este
bsMAb fue marcado con '?| e inyectado (7uCi; 15 ug) en ratones desnudos atimicos que llevan un xenoinjerto de
cancer de pancreas humano (CaPan1). Un bsMAb F(ab'), no orientado hecho de rituximab quimérico (anticuerpo
monoclonal anti-CD20) y m734, fue marcado con 3 y co-inyectado como control. En varios momentos (4, 24, 36,
48 y 72 horas después de la inyeccion) los ratones fueron sometidos a autopsia, se extirparon los tejidos y se hizo
recuento para determinar el porcentaje de dosis inyectada por gramo (% ID/g). Hubo una captacion de tumor
significativamente mayor de bsPAM4 en cada momento en comparacion con los bsRituximab de control (p < 0,032 o
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mejor). La experiencia pasada con este tipo de sistema de preorientacion habia sugerido que era necesario un nivel
en sangre de menos del 1% ID/g para obtener buenas relaciones de tumor:no tumor. A las 36 horas después de la
administracion de bsPAM4 habia 1,10 + 0,40% de ID/g en la sangre, que cayo hasta 0,56 + 0,08% de ID/g a las 48
horas de la inyeccion. La absorcion del tumor en estos dos momentos fue 6,43 + 1,50% de ID/gy 5,37 + 2,38% de
ID/g, respectivamente. Estos valores fueron significativamente mas altos que el bsRituximab de control que tenia
0,65 + 0,33% de ID/g y 0,47 £ 0,19% de ID/g en el tumor a las 36 y 48 horas, respectivamente (p < 0,018 y p<
0,0098). Las velocidades de aclaramiento de la sangre, sin embargo, eran muy similares y no eran
significativamente distintas.

Basandose en estos datos, se realizé un experimento de pre-orientacion en ratones que tienen un tumor CaPan1 en
los que se inyectaron haptenos de péptido radiomarcados 40 horas después de la administracion de bsMAb. Se
utilizaron dos péptidos, IMP-192 y IMP-156, cada uno de los cuales contenia DTPA divalente para el reconocimiento
por el MAb 734, pero uno tiene un grupo adicional especifico para unir 9™T¢c establemente (IMP-192). A los ratones

que tienen tumor (volumen del tumor ~0,30 cm®) se les administro ?°I-bsPAM4 (6 uCi; 15 ug) seguido 40 horas mas

tarde por un hapteno-péptido radiomarcado (34,5 pCi; 1,5 x 10" moles; bsMAb:péptido = 10:1). Un grupo de
ratones recibié IMP192 marcado con *™Tc mientras que un segundo grupo de ratones recibio ""In marcado con
IMP156. Los controles para orientacion no especifica incluyeron dos grupos que recibieron 2% _psRituximab antes de
la administracion de péptido radiomarcado y otros dos grupos que recibieron péptidos marcados con "In 0 ¥ ™Tc
solamente.

Los ratones fueron sacrificados a las 3 y a las 24 horas después de la administracion de los péptidos y se determind
el % de ID/g para el tumor y diversos tejidos. En concordancia con los resultados anteriores, habia bsPAM4
significativamente mayor en los tumores en comparacién con el control no orientado bsRituximab, 8,2 + 3,4% y 0,3 +
0,08% de ID/g, respectivamente (p< 0,0001). Esto se tradujo en una absorcion del tumor significativamente grande
de ""In-IMP156 (20,2 + 5,5% de ID/g frente a 0,9 + 0,1% de ID/g, p < 0,0001).También hubo una absorcién por el
tumor de *"Tc-IMP192 en los ratones pre-orientados con bsPAM4 significativamente mayor que en los pre-
orientados con bsRituximab (16,8 + 4,8% de ID/g frente a 1,1 + 0,2% de ID/g, p < 0,0005). La absorcién por el tumor
de cada péptido, cuando se administra solo, fue significativamente menor en los ratones que recibieron bsPAM4 (0,2
+ 0,05% de ID/g y 0,1 + 0,03% de ID/g para ®"Tc-IMP192 y ""In-IMP156, p < 0,0004 y p < 0,0001,
respectivamente).

Como con el tiempo de 3 horas, hubo significativamente mas bsPAM4 en los tumores a las 24 horas después de la
inyeccion de péptido (64 horas después de la administracion de bsMADb) que bsRituximab (6,4 £ 2,2% de ID/g frente
a 0,2 £ 0,09% de ID/g, respectivamente; p < 0,0001). En este momento hubo 11,1 + 3,5% de ID/g de "In-IMP156 y
12,9 + 4,2% de ID/g de 9MT¢c-IMP192 en los tumores de los ratones pre-orientados con bsPAM4 frente a 0,5 £ 0,2%
de ID/gy 0,4 £ 0,03% de ID/g en los tumores pre-orientados con bsRIT (p < 0,0008 y p < 0,0002, respectivamente).
En los ratones que recibieron solo péptido, hubo significativamente menos 9MTc-IMP192 en los tumores (0,06 +
0,02% de ID/g, p < 0,0007) y ""'In-IMP156 (0,09 + 0,02% de ID/g, p < 0,.0002) en comparacion con los péptidos
preorientados con bsPAM4.

Tabla 6. Relaciones tumor:no tumor en los tejidos en valores del tiempo iniciales.

Pre-orientado con ""'In- | Pre-orientado con > " Tc-péptido | F(ab’), '2°I-bsPAM4

péptido (3 horas) (4 horas)

(3 horas)
Tejido Media (x STD) Media (x STD) Media (x STD)
Tumor 1,00 0,00 1,00 0,00 1,00 0,00
Higado 36,7 11,74 16,66 7,19 2,34 0,61
Bazo 33,40 20,62 14,62 9,12 2,15 0,74
Rifion 7,79 2,81 8,13 3,33 1,10 0,20
Pulmon 44,55 12,99 15,75 5,85 1,58 0,37
Sangre 36,47 8,28 9,93 5,21 0,47 0,11
Médula 123,24 40,00 -- -- -- --
Médula blanca 378,00 124,57 - - - -
Pancreas 155,55 30,07 73,29 32,85 4,65 1,23
Peso del tumor (g) (+ STD) | 0,189 (0,070) 0,174 (0,050) 0,179 | (0,139)

La tabla anterior presenta las relaciones tumor:no tumor (T:NT) de varios tejidos para estos grupos, cada uno en un
momento temprano después de la administraciéon de producto radiomarcado. Es importante indicar que 4 horas
después de la administracion de bsPAM4 x m734 Fgab)z, la relacion tumor:sangre fue menor que 2:1. Sin embargo,
a las 3 horas después de la administracion, el "In-IMP156 y M Te-IMP192 preorientados tenian relaciones
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tumor:no tumor significativamente mayores para todos los tejidos examinados y en particular las relaciones
tumor:sangre eran igual a 36:1 y 9:1, (p < 0,001 y p < 0,011, respectivamente). Cuando se examinaron las
relaciones tumor:sangre al tiempo de 24 horas, "Mn-IMP156 y 9T e IMP192 preorientados tuvieron valores
significativamente mas altos, 274:1 y 80:1, respectivamente, frente a 4:1 para 125_hsPAM4 solo (p < 0,0002). Estos
datos sugieren fuertemente la capacidad para utilizar este enfoque de bsPAM4 preorientado con vida media corta,
radiois6topos de alta energia que después suministrarian altas dosis de radiacién al tumor con dosis minima de
radiacion a los tejidos no tumorales.

Resultara evidente para los expertos en la técnica que se pueden hacer varias modificaciones y variaciones en los
productos, composiciones, métodos y procesos de esta invencion. Asi pues, se entiende que la presente invencion
cubre tales modificaciones y variaciones, siempre y cuando estén en el alcance de las reivindicaciones anexas y sus
equivalentes.
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REIVINDICACIONES

1. Un anticuerpo humanizado o fragmento del mismo que comprende las regiones determinantes de
complementariedad (CDRs) de un anticuerpo monoclonal PAM4 murino (MADb) y las secuencias de una regién marco
(FR) vy de una region constante de un anticuerpo humano, en donde las CDRs de la region variable de la cadena
ligera del anticuerpo humanizado o fragmento del mismo comprenden CDR1 que comprende una secuencia de
aminoacidos SASSSVSSSYLY, CDR2 que comprende una secuencia de aminoacidos STSNLAS, y CDR3 que
comprende una secuencia de aminoacidos HQWNRYPYT; y las CDRs de la region variable de la cadena pesada del
anticuerpo humanizado o fragmento del mismo que comprenden CDR1 que comprende una secuencia de
aminoacidos SYVLH, CDR2 que comprende una secuencia de aminoacidos YINPYNDGTQYNEKFKG y CDR3 que
comprende una secuencia de aminoacidos GFGGSYGFAY.

2. El anticuerpo humanizado o fragmento del mismo segun la reivindicacion 1, en donde las FRs de las
regiones variables de las cadenas ligera y pesada de dicho anticuerpo humanizado o fragmento del mismo
comprenden al menos un aminoacido sustituido a partir de las correspondientes FRs de un MAb PAM4 murino,
elegido entre el grupo formado por los restos de aminoacidos 5, 27, 30, 38, 48, 66, 67 y 69 de la region variable de la
cadena pesada murina de la Fig. 1B y los restos de aminoacidos 21, 47, 59, 60, 85, 87 y 100 de la Fig. 1A.

3. El anticuerpo o fragmento del mismo segun la reivindicacion 1, en donde dicho anticuerpo o fragmento del
mismo comprende la secuencia de aminoacidos PAM4hVy de la Fig. 4B y la secuencia de aminoacidos PAM4hVk de
la figura 4A.

4, Un conjugado que comprende un componente de anticuerpo que comprende un anticuerpo o un fragmento
del mismo segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en donde dicho componente de dicho anticuerpo esta
unido por lo menos a un agente de diagnéstico y/o terapéutico.

5. El conjugado segun la reivindicacion 4, en donde dicho agente de diagndstico se elige entre el grupo
formado por un radionucleido, un agente de contraste y un agente de diagndstico fotoactivo y en donde el conjugado
se dirige a células cancerosas.

6. El conjugado segun la reivindicacion 5, en donde dicho agente de diagnéstico es un radionucleido.

7. El conjugado segun la reivindicacion 6, en donde dicho radionucleido tiene una energia entre 20 y 4.000
keV.

8. El conjugado segun la reivindicacion 6, en donde dicho radionucleido es un isétopo emisor de radiaciones

alfa, gamma, beta o positrones.

9. El conjugado segun la reivindicacion 8, en donde dicho radionucleido es un isétopo emisor de radiacion alfa,
en donde dicho radionucleido tiene una energia de desintegracion de 2.000 a 10.000 keV, preferiblemente de 3.000
a 8.000 keV y mas preferiblemente de 4.000 a 7.000 keV.

10. El conjugado segun la reivindicacion 6, en donde dicho radionucleido se elige entre el gruPo consistente en
110|n 111|n 177LU, 18F 52Fe, 62CU, 64CU, 67CLI 68Ga 86Y, QOY, SQZr 94m-|—c, 94TC, 99mLC, 120|, 123|, 12: |, 25|’ 131|, 154-158Gd,

2p ’11C, 1§N,15O, 186R;e, 18Re. SIMn, 2"Mn. 55C0, 7’2AS, 75y 76Br,, 8g2mpy y 83g,

11. El conjugado segun la reivindicacion 5, en donde dicho agente de diagndstico es un agente de contraste
radioldgico.

12. El conjugado segun la reivindicacion 5, en donde dicho agente de contraste es un ion paramagnético.

13. El conjugado segun la reivindicacion 12, en donde dicho ion paramagnético es un metal que comprende

cromo (lll), manganeso (Il), hierro (ll1), hierro (Il), cobalto (I1), niquel (1), cobre (ll), neodimio (Ill), samario (ll1), iterbio
(1, gadolinio (l11), vanadio (l1), terbio (), disprosio (Ill), holmio (Ill) y erbio (l11).

14. El conjugado segun la reivindicacion 5, en donde dicho agente de contraste es un metal que comprende
lantano (lll), oro (Ill), plomo (ll), y bismuto (l11).

15. El conjugado segun la reivindicacion 5, en donde dicho agente de contraste es un agente potenciador de
ultrasonido.

16. El conjugado segun la reivindicaciéon 15, en donde dicho agente de potenciacion del ultrasonido es un
liposoma.

17. El conjugado segun la reivindicacion 16, en donde dicho liposoma esta lleno de gas.
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18. El conjugado segun la reivindicacion 5, en donde dicho agente de contraste es un material radiopaco
elegido entre el grupo que comprende compuestos de yodo, compuestos de bario, compuestos de galio y
compuestos de talio.

19. El conjugado segun la reivindicacion 18, en donde dicho material radiopaco se elige entre el grupo que
comprende diatrizoato de bario, aceite etiodizado, citrato de galio, acido iocarmico, acido iocetamico, iodamida,
iodipamida, acido iodoxamico, iogulamida meglumina, acido iosemético, iotasul, acido iotétrico, acido iotalamico,
acido iotroxico, acido ioxaglico, acido ioxotrizoico, ipodato, meglumina, metrizamida, metrizoato, propiliodona y
cloruro de talio.

20. El conjugado segun la reivindicacién 5, en donde dicho agente de diagnostico es un agente de diagnéstico
fotoactivo.
21. El conjugado segun la reivindicacion 20, en donde dicho agente de diagndstico fotoactivo es un compuesto

marcado fluorescente del grupo que comprende isotiocianato de fluoresceina, rodamina, ficoeriterina, ficocianina,
alloficocianina, o-ftaldehido y fluorescamina.

22. El conjugado segun la reivindicacion 20, en donde dicho agente de diagndstico fotoactivo es un compuesto
de marcaje quimioluminiscente elegido entre el grupo formado por luminol, isoluminol, un éster de acridinio
aromatico, un imidazol, una sal de acridinio y un éster oxalato.

23. El conjugado segun la reivindicacion 20, en donde dicho agente de diagndstico fotoactivo es un compuesto
bioluminiscente elegido entre el grupo formado por luciferina, luciferasa y aequorina.

24. El conjugado segun la reivindicacion 5, para su uso intraoperatorio, endoscopico o intravascular en el
diagndstico de tumores.

25. El conjugado segun la reivindicacion 4, en donde dicho agente terapéutico se elige entre el grupo que
consiste en un radionucleido, un inmunomodulador, una hormona, un antagonista de hormona, un oligonucleoétido,
una enzima, un inhibidor de la enzima, un agente terapéutico fotoactivo, un agente citotdxico, un inhibidor de la
angiogénesis y una combinacion de los mismos.

26. El conjugado segun la reivindicacion 25, en donde dicho oligonucleétido es un oligonucleétido antisentido.

27. El conjugado segun la reivindicacion 26, en donde dicho oligonucledtido es un oligonucledtido antisentido
contra un oncogeén.

28. El conjugado segun la reivindicacion 27, en donde dicho oncogén es bcl-2 o p53.

29. El conjugado segun la reivindicacion 25, en donde dicho agente terapéutico es un agente citotdxico.

30. El conjugado segun la reivindicacion 29, en donde dicho agente citotdxico es un farmaco o una toxina.

31. El conjugado segun la reivindicacion 30, en donde dicho farmaco posee la propiedad farmacéutica elegida

entre el grupo que consiste en antimitética, alquilante, antimetabolito, antiangiogénica, apoptotica, agentes
alcaloides y antibiéticos y combinaciones de las mismas.

32. El conjugado segun la reivindicacion 30, en donde dicho farmaco se elige entre el grupo que consiste en
mostazas nitrogenadas, gemcitabina, derivados de etilenimina, alquil sulfonatos, nitrosoureas, triazinas, analogos del
acido fdlico, antraciclinas, taxanos, SN-38, inhibidores COX-2, analogos de pirimidina, analogos de purina,
antibioticos, enzimas, inhibidores de enzimas, epipodofilotoxinas, complejos de coordinaciéon de platino, alcaloides
de la vinca, ureas sustituidas, derivados de metil hidrazina, supresores adrenocorticales, antagonistas de hormonas,
endostatina, taxoles, camptotecinas, doxorrubicinas y sus analogos, antimetabolitos, agentes alquilantes,
antimitéticos, agentes antiangiogénicos apoptéticos, metotrexato, CPT-11 y una combinacion de los mismos.

33. El conjugado segun la reivindicacion 30, en donde dicha toxina se deriva de una fuente elegida entre el
grupo formado por un animal, una planta y una fuente microbiana.

34. El conjugado segun la reivindicacion 30, en donde dicha toxina es elegida entre el grupo formado por ricina,
abrina, toxina alfa, saporina, ribonucleasa (RNasa), DNasa |, enterotoxina-A estafilocécica, proteina antiviral de la
hierba carmin, gelonina, toxina de la difteria, exotoxina de Pseudomonas y endotoxina de Pseudomonas.

35. El conjugado segun la reivindicacion 25, en donde dicho agente terapéutico es un inmunomodulador.
36. El conjugado segun la reivindicacion 35, en donde dicho inmunomodulador se elige entre el grupo que
consiste en una citocina, un factor de crecimiento de células madre, una linfotoxina, un factor hematopoyético, un

factor estimulador de colonias (CSF), un interferon (IFN), un factor de crecimiento de células madre, eritropoyetina,
trombopoyetina y una combinacién de los mismos.
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37. El conjugado segun la reivindicacion 36, en donde dicha linfotoxina es el factor de necrosis tumoral (TNF),
dicho factor hematopoyético es una interleucina (IL), dicho factor estimulador de colonias es el factor estimulador de
granulocitos (G-CSF) o el factor estimulador de colonias de granulocitos y macréfagos (GM-CSF), dicho interferon es
interferon a, B o y y dicho factor de crecimiento de células madre es el factor S 1.

38. El conjugado segun una cualquiera de las reivindicaciones 35 a 37, en donde dicho inmunomodulador
comprende IL-1, IL-2, IL-3, IL-6, IL-10, IL-12, IL-18, IL-21, interferén—y, TNF-a o una combinacién de los mismos.

39. El conjugado segun la reivindicacion 25, en donde dicho agente terapéutico es un radionucleido.

40. El conjugado segun la reivindicacion 39, en donde dicho radionucleido tiene una energia entre 60 y 700
keV.

41. EI conjugado segun la re|V|nd|caC|on 39, en donde dicho radlonucleldo se ellge entre eI %rupo une conS|ste
en p Bp Sy Oy Figy Sy 0y Tiag T, 125 13 142p 183Gy, 16Ty, Te6p, 15 "Lu, ®°Re, "Re,

'*Re, me 212B 213 gj, 1At 223Ra y é25Ac y combinaciones de Ios mismos.

42. El conjugado segun la reivindicacion 25, en donde dicho agente terapéutico es un agente terapéutico
fotoactivo.
43. El conjugado segun la reivindicacion 42, en donde dicho agente fotoactivo se elige entre el grupo que

consiste en cromogenos y colorantes.
44. El conjugado segun la reivindicacion 25, en donde dicho agente terapéutico es una enzima.

45. El conjugado segun la reivindicacion 44, en donde dicha enzima se elige entre el grupo que comprende
malato deshidrogenasa, nucleasa estafilococica, delta-V-esteroide isomerasa, alcohol deshidrogenasa de levadura,
a-glicerofosfato deshidrogenasa, triosa fosfato isomerasa, peroxidasa de rabano picante, fosfatasa alcalina,
asparaginasa, glucosa oxidasa, 3-galactosidasa, ribonucleasa, ureasa, catalasa, glucosa-6-fosfato deshidrogenasa,
glucoamilasa y acetilcolinesterasa.

46. Un anticuerpo multivalente, multiespecifico compuesto por al menos un anticuerpo o fragmento del mismo
segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3.

47. El anticuerpo multiespecifico segun la reivindicacion 46, que comprende ademas un agente de diagndstico
o terapéutico.

48. Una proteina de fusién de anticuerpo que comprende al menos dos anticuerpos o fragmentos de los
mismos segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3.

49, Una proteina de fusidn de anticuerpo que comprende al menos un primer anticuerpo o fragmento del mismo
segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 y al menos un segundo MAb o fragmento del mismo en donde
dicho segundo MAb o fragmento del mismo no es un anticuerpo o fragmento del mismo segun una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 3.

50. La proteina de fusién de anticuerpo segun la reivindicacion 49, en donde el segundo MAb se une a un
antigeno asociado a un carcinoma.

51. La proteina de fusion de anticuerpo segun la reivindicacion 50, en donde dicho segundo MAb se une a un
antigeno de cancer de pancreas.

52. La proteina de fusidn de anticuerpo segun la reivindicacion 50, en donde dicho segundo MAD se elige entre
el grupo formado por CA19.9, DUPAN2, SPAN1, Nd2, B72.3, CC49, CEA, alLe®, anticuerpos definidos por el
antigeno de Lewis Le(y), CSAp, MUC2, MUC3, MUC4, TAG-72, EGFR, factor de crecimiento similar a la insulina
(IGF), tenascina, factor de crecimiento derivado de las plaquetas, IL-6, CD40, factores de angiogénesis, VEGF,
productos de oncogenes y HER2/neu.

53. La proteina de fusién de anticuerpo segun la reivindicacion 48, en donde dicha proteina de fusion
comprende ademas al menos un agente de diagndstico o terapéutico.

54. La proteina de fusion de anticuerpo segun una cualquiera de las reivindicaciones 48 a 53, en donde dicha
proteina de fusién de anticuerpo comprende al menos dos anticuerpos monoclonales segun las reivindicaciones 1 a
3.

55. Una secuencia de ADN que comprende un acido nucleico que codifica un MAb o un fragmento del mismo
elegido entre el grupo que consiste en:
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(a) un anticuerpo o fragmento del mismo segun una cualquiera de las reivindicaciones de 1 a 3, que es un
anticuerpo monoclonal; y

(b) una proteina de fusion de anticuerpo segun una cualquiera de las reivindicaciones 48 a 52 y 54.

56. Un vector de expresion que comprende la secuencia de ADN segun la reivindicacion 55.
57. Una célula hospedadora que comprende la secuencia de ADN segun la reivindicacion 55.
58. El uso de un anticuerpo o fragmento del mismo segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, un

anticuerpo multivalente multiespecifico segun la reivindicacion 46, un conjugado segin una cualquiera de las
reivindicaciones 4 a 45 o una proteina de fusiéon segin una cualquiera de las reivindicaciones 48 a 54, en la
preparacion de un agente para el tratamiento o diagnéstico de cancer.

59. El anticuerpo o fragmento del mismo segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, el anticuerpo
multivalente multiespecifico segun la reivindicacion 46, el conjugado segun una cualquiera de las reivindicaciones 4
a 45 o la proteina de fusion segun una cualquiera de las reivindicaciones 48 a 54, para su uso en un método para el
suministro de un agente de diagndstico o terapéutico o una combinacién de los mismos, a una diana.

60. El anticuerpo o fragmento del mismo segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, el anticuerpo
multiespecifico multivalente segun la reivindicacion 46, el conjugado segun una cualquiera de las reivindicaciones 4
a 45 o la proteina de fusién segun una cualquiera de las reivindicaciones 48 a 54, para su uso en un método para el
tratamiento o el diagnodstico del cancer.
61. El uso segun la reivindicacion 58 y el anticuerpo o fragmento del mismo, el anticuerpo multiespecifico
multivalente, el conjugado y la proteina de fusién segun la reivindicacion 60, en la que el cancer es cancer de
pancreas.
62. Un método de diagndstico de un tumor maligno en un sujeto, que comprende realizar un analisis
diagnéstico in vitro en una muestra de dicho sujeto con una composiciéon que comprende un anticuerpo o un
fragmento del mismo o un conjugado segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 24.
63. El método segun la reivindicacion 62, en donde el tumor maligno es cancer de pancreas.
64. El uso de una proteina de fusidon de anticuerpo segun una cualquiera de las reivindicaciones 48 a 54, en
donde dicho segundo MAb o fragmento del mismo se une especificamente a un conjugado orientable; y un
conjugado orientable en la fabricacion de un preparado para ser usado en identificar intraoperatoriamente el cancer
de pancreas y en donde el conjugado orientable se elige entre el grupo que consiste en
(i) DOTA-Phe-Lys (HSG)-D-Tyr-Lys (HSG)-NH2
(ii) DOTA-Phe-Lys (HSG)-Tyr-Lys (HSG)-NH;
(iii) Ac-Lys (HSG)-D-Tyr-Lys (HSG)-Lys (Tscg-Cys)-NH;
(iv)

HOOC—\
C'e

Hooc—" —.\°°°“

X

N N DAla-LysHSGITyrLys(HSG)}-NH;

49



ES 2 524767 T3

HOOC-"\

C i

Hooc—" COQH

s

M

ﬁ ﬁ———DvAla'Lysa-lSG)—D-Tyr-Lys(l-lse)-NH,

65. La proteina de fusion de anticuerpo segun una cualquiera de las reivindicaciones 48 a 54, en donde dicho
segundo MAb o fragmento del mismo se une especificamente a un conjugado orientable; y un conjugado orientable
para su uso en la fabricacion de un preparado para ser usado en identificar intraoperatoriamente el cancer de

5 pancreas, o para ser usado para identificar intraoperatoriamente el cancer de pancreas, y en donde el conjugado
orientable se elige entre el grupo que consiste en:

(i) DOTA-Phe-Lys (HSG)-D-Tyr-Lys (HSG)-NH2
(ii) DOTA-Phe-Lys (HSG)-Tyr-Lys (HSG)-NH;

(iii) Ac-Lys(HSG)-D-Tyr-Lys (HSG)-Lys (Tscg-Cys)-NH;

10 (iv)
HOOC
o
Hooc__/ —\COOH
ﬂj\ﬂ D-Ala-Lys(HSG)-Tyr-Lys(HSG)-NH, |
y

(v)

HOOCE\,/}—\

HoOE—" COOH

X

N R

D-Ala-Lys(HSG)-D-Tyr-Lys(HSG)-NH,

15

66. La proteina de fusion de anticuerpo y el uso seguin una cualquiera de las reivindicaciones 64 y 65, en donde
el método de identificacidon es deteccidon endoscépica.
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