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DESCRIPCION
Anticuerpos anti-CD33 y método para el tratamiento de leucemia mieloide aguda usando los mismos
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a anticuerpos que se unen a CD33. Mas particularmente, la invencion se refiere a
anticuerpos anti-CD33, fragmentos y homoélogos de dichos anticuerpos, versiones humanizadas y modificadas en
superficie de dichos anticuerpos, equivalentes funcionales y versiones mejoradas de dichos anticuerpos,
inmunoconjugados y composiciones que comprenden dichos anticuerpos, y los usos de los mismos en aplicaciones
de diagnostico, investigacion y terapéuticas.

En otro aspecto, la invencion se refiere a un polinucleétido que codifica los anticuerpos, vectores que comprenden
los polinucledtidos, células huésped transformadas con polinucleétidos y métodos para producir los anticuerpos.

Antecedentes de la invencion

El antigeno de diferenciacién de leucocitos CD33 es una glicoproteina transmembrana de 364 aminoacidos con
homologia de secuencia con miembros de la familia sialoadhesina, incluyendo la glicoproteina asociada a mielina y
CD22, asi como la sialoadhesina en si misma (S. Peiper, 2002, Leucocyte Typing VII, White Cell Differentiation,
Antigens, Proceedings of the Seventh International Workshop and Conference, Oxford University Press, p. 777).

La expresién de CD33 parece ser altamente especifica para el compartimento hematopoyético, con una fuerte
expresion por las células precursoras mieloides (S. Peiper, 2002). Se expresa por las células progenitoras mieloides
tales como CFU-GEMM, CFU-GM, CFU-G y BFU-E, monocitos/macréfagos, precursores de granulocitos tales como
promielocitos y mielocitos aunque con expresion disminuida después de maduracion y diferenciacion, y granulocitos
maduros aunque con un nivel bajo de expresion (S. Peiper, 2002).

Por el contrario, las células madre hematopoyéticas pluripotentes que dan lugar a "colonias de blastos" in vitro
(Leary, A. G. et al., 1987, Blood 69:953) y que inducen cultivos de médula hematopoyéticos a largo plazo (Andrews
R. G. et al., 1989, J. Exp. Med. 169:1721; Sutherland, H. J. et al., 1989, Blood 74:1563) parecen carecer de
expresion de CD33.

Aunque la funcién especifica de CD33 no se conoce, su homologia con sialoadhesina sugirié6 un papel en la
caracteristica de unién a carbohidrato de la familia lecitina, un papel confirmado posteriormente (S. Peiper, 2002).

De forma importante, los anticuerpos monoclonales anti-CD33 han mostrado que CD33 es expresado por células
clonogénicas de leucemia mielégena aguda (AML) en mas del 80 % de los casos humanos (LaRussa, V. F. et al,,
1992, Exp. Hematol. 20:442-448).

Debido a la expresién selectiva de CD33, los inmunoconjugados que combinan farmacos citotéxicos con anticuerpos
monoclonales que reconocen y se unen especificamente a CD33 se han propuesto para uso en el direccionamiento
selectivo a células AML. Se espera que dichas terapias no afecten a las células madre y progenitores
hematopoyéticos primitivos. Los innmunoconjugados que utilizan anticuerpos anti-CD33 incluyen inmunoconjugados
anti-CD33-ricina que se ha mostrado que son altamente letales para células AML (Roy, D. C. et al., 1991, Blood
77:2404; Lambert, J. M. et al., 1991, Biochemistry 30:3234), y aun asi respeta a las células madre que apoyan la
hematopoyesis normal y la reconstitucion hematopoyética (LaRussa, V. F. et al., 1992, Exp. Hematol. 20:442-448).

Los estudios adicionales usando inmunoconjugados han mostrado un direccionamiento rapido de anticuerpos anti-
CDS33 radiomarcados a células blastos leucémicas en sangre periférica y médula cuando se administran i.v.
(Scheinberg, D. A. et al., 1991, J. Clin. Oncol. 9: 478-490; Schwartz, M. A. et al., 1993, J. Clin. Oncol. 11:294-303).
La rapida internalizacién del anticuerpo por la célula diana también se ha observado en estudios in vitro (Tanimot, M.
et al., 1989, Leukemia 3: 339-348; Divgi, C. R. et al., 1989, Cancer Res. Supl. Vol. 30: 404a). La evaluacién de un
anticuerpo anti-CD33 humanizado conjugado con el potente anticuerpo antitumoral caligueamicina (Gemtuzumab
o0zogamicina) en estudios pre-clinicos demostré la muerte especifica de células de leucemia en cultivos de células
HL-60, xenoinjertos tumorales HL-60 en ratones, y muestras de médula de pacientes con AML (Hamann, P. R. et al.,
2002, Bioconjugate Chem. 13: 47-58).

Lutz et al.: "Eradication of acute myeloid leukemia tumor xenograft by an anti CD33-DM1 immunoconjugate”,
PROCEEDINGS OF THE ANNUAL MEETING OF THE AMERICAN ASSOCIATION FOR CANCER RESEARCH,
NUEVA YORK, NY, vol. 43, 1 marzo 2002 (2002-03-01), pagina 912, describe que el anticuerpo murino My9-6
conjugado con el farmaco maitansinoide DM1 (My9-6-DM1) muestra una potente toxicidad especifica de antigeno
frente a xenoinjertos tumorales de leucemia mieloide.

Tomando como base los resultados positivos de estos estudios pre-clinicos, se evalué Gemtuzumab ozogamicina en
estudios clinicos de fase | y Il. En los estudios de Fase |, la toxicidad principal observada fue mielosupresién debida
a la expresién de CD33 en células progenitoras mieloides (Sievers, E. L. et al. 1999, Blood 93: 3678-3684; Sievers
E. L. et al., 2001, J. Clin. Oncol. 19: 3244-3254.). Los estudios de Fase Il con una dosis de 9 mg/m2 i.v. durante 4
horas, repetida después de 14 dias, rindié una proporcion de respuesta de 30 %. La aprobacion para la
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comercializacién de Gemtuzumab ozogamicina se concedi6 por la FDA en mayo 2000 con indicaciéon para el
tratamiento de pacientes con AML positiva para CD33 en primera recaida que tenian 60 afos de edad o méas y que
no se consideran candidatos para quimioterapia citotdxica. Los informes después de la comercializacion han
indicado el potencial para toxicidad significativa, especialmente enfermedad venooclusiva (VOD), que ha dado lugar
a revisiones de etiquetado e inicio de un programa de vigilancia de los pacientes. Mucha de esta toxicidad puede
estar relacionada con el componente de farmaco caliqueamicina, que se ha mostrado que causa hepatotoxicidad en
modelos pre-clinicos, y por lo tanto puede no ser un resultado directo del direccionamiento de CD33.

Aunque los resultados discutidos anteriormente sugieren que los inmunoconjugados que comprenden un anticuerpo
anti-CD33 y un farmaco citotoxico pueden usarse con éxito en el tratamiento de AML, existe una necesidad de
inmunoconjugados que sean tanto seguros como efectivos. La presente invencion esta dirigida a éstos y otros
objetivos importantes.

Resumen de la invencion

De acuerdo con esto, es un objeto de la presente invencién proporcionar anticuerpos que se unan especificamente a
CD838, y que puedan usarse en el tratamiento de AML, como se define en las reivindicaciones adjuntas.

Asi, en una primera realizacién, se proporciona un anticuerpo, o fragmento de unién a epitopo de éste, que tiene la
capacidad de unirse a CD33, como se define en las reivindicaciones adjuntas.

En una segunda realizacion, la descripcion se refiere al anticuerpo murino My9-6, que se caracteriza completamente
en la presente memoria respecto a las secuencias de aminoacidos de las regiones variables tanto de su cadena
ligera como pesada, las secuencias de ADNc de los genes para las regiones variables de cadena ligera y pesada, la
identificacion de sus CDR (regiones determinantes de la complementariedad), la identificacién de sus aminoacidos
de superficie, y medios para su expresion en forma recombinante.

En una tercera realizacion, se proporcionan versiones humanizadas o modificadas en superficie del anticuerpo My9-
6 en el que los residuos expuestos en la superficie del anticuerpo My9-6 o fragmentos de unién a epitopo de éste se
reemplazan tanto en las cadenas ligeras como pesadas para asemejarse mas a superficies de anticuerpo humano
conocidas, como se define en las reivindicaciones adjuntas. Dichos anticuerpos humanizados pueden tener una
utilidad incrementada, comparados con My9-6 murino, como agentes terapéuticos o de diagnoéstico. Las versiones
humanizadas del anticuerpo My9-6 también se caracterizan completamente en la presente memoria respecto a sus
secuencias de aminoacidos respectivas de las regiones variables tanto de cadena ligera como pesada, las
secuencias de ADN de los genes para las regiones variables de cadena ligera y pesada, la identificacion de las
CDR, la identificacion de sus aminoacidos de superficie, y descripcion de un medio para su expresion en forma
recombinante.

En una cuarta realizacion, se proporcionan anticuerpos, como se define en las reivindicaciones adjuntas, o
fragmentos de unidbn a epitopo de éstos, que comprenden al menos una regidn determinante de la
complementariedad que tiene una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NOs:
1-6:

SYYIH (SEQ ID NO:1),
VIYPGNDDISYNQKFXG (SEQIDNO:2), enlaque XesKoQ,
EVRLRYFDV (SEQ ID NO:3),
KSSQSVFFSSSQKNYLA (SEQ ID NO:4),
WASTRES ' (SEQ ID NO:5),
HQYLSSRT (SEQ ID NO:6),

y que tienen la capacidad de unirse a CD33.

En una realizacién adicional, se proporcionan anticuerpos, como se define en las reivindicaciones adjuntas, o
fragmentos de unién a epitopo de éstos, que comprenden al menos una region variable de cadena pesada y al
menos una regién variable de cadena ligera, en el que dicha region variable de cadena pesada comprende tres
regiones determinantes de la complementariedad que tienen secuencias de aminoacidos representadas por SEQ ID
NOs: 1-3, respectivamente,
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SYYIH (SEQ ID NO:1),
VIYPGNDDISYNQKFXG (SEQIDNO:2), enlaque XesKo Q,
EVRLRYFDV - (SEQ ID NO:3),

y en el que dicha region variable de cadena ligera comprende tres regiones determinantes de la complementariedad
que tienen secuencias de amino4cidos representadas por SEQ ID NOs: 4-6, respectivamente,

KSSQSVFFSSSQKNYLA  (SEQ ID NO:4),
WASTRES (SEQ ID NO:5),
HQYLSSRT (SEQ ID NO:6).

En una realizacién adicional, la presente invencién proporciona inmunoconjugados que comprenden un farmaco o
profarmaco unido covalentemente, directamente o a través de un conector escindible o no escindible, a un
anticuerpo o fragmento de unién a epitopo de éste de la presente invencion. En realizaciones preferidas, el farmaco
o profarmaco es un farmaco o profarmaco citotéxico tal como un maitansinoide, un taxoide, CC-1065, un analogo de
CC-1065, dolastatina y un analogo de dolastatina.

En una realizacion adicional, la presente invencién proporciona una composicion que comprende un anticuerpo o
fragmento de unién a epitopo de éste de la presente invencion y un farmaco o profarmaco.

En una realizacion adicional, la presente invencién comprende composiciones farmacéuticas que comprenden un
anticuerpo, fragmento de unién a epitopo de éste o inmunoconjugado de la presente invencién, bien solo o en
combinacion con un farmaco o profdrmaco u otro agente terapéutico, en presencia de uno o mas agentes
farmacéuticamente aceptables.

En una realizacién adicional, la presente invencién proporciona un anticuerpo o fragmento de unién a epitopo de
éste que esta marcado para uso en aplicaciones de investigacion o diagnéstico. En realizaciones preferidas, el
marcador es un marcador de biotina, un marcador de enzima, un radio-marcador, un fluoréforo, un cromoéforo, un
agente de imagen o un i6n metalico.

En una realizaciéon adicional, la presente invencion proporciona métodos para inhibir el crecimiento de una célula
que expresa CD33 mediante el uso de un anticuerpo, fragmento de unién a epitopo de éste o inmunoconjugado de
la presente invencién, bien solo o en combinacién con un farmaco o profarmaco u otro agente terapéutico, ademas
solo 0 en presencia de uno o mas agentes farmacéuticamente aceptables.

En una realizacién adicional, la presente invencion proporciona usos para el tratamiento de un sujeto que tiene una
enfermedad en la que se expresa CD33 que comprende administrar un anticuerpo, un fragmento de unién a epitopo
de éste o inmunoconjugado de la presente invencion, bien solo o en combinacion con otro farmaco o profarmaco u
otro agente terapéutico, ademas solo o en presencia de uno o mas agentes farmacéuticamente aceptables. La
enfermedad puede ser una o mas de, por ejemplo, sindrome mielodisplasico (MDS), leucemia mieloide aguda
(AML), leucemia mieloide crénica (CML) y leucemia pro-mielocitica (PML), u otra enfermedad todavia por determinar
en la que se expresa CD33.

Los usos incluyen la aplicacion in vivo, ex vivo e in vitro de los anticuerpos, fragmentos de anticuerpo e
inmunoconjugados de la presente invencion, bien solos o en combinacién con un farmaco o profarmaco u otro
agente terapéutico, ademas solo o en presencia de uno 0 mas agentes farmacéuticamente aceptables.

También se describe un método para determinar si una muestra biolégica contiene una célula cancerosa mielégena
se proporciona en el que una muestra bioldgica se pone en contacto con un reactivo de diagnostico, tal como un
anticuerpo marcado o fragmento de unién a epitopo de éste de la presente invencién, y se detecta la distribucion del
reactivo en la muestra. Este método puede usarse para diagnosticar un cancer tal como leucemia mieloide aguda
(AML), leucemia mieloide crénica (CML) y leucemia pro-mielocitica (PML).

En una realizacién adicional, se proporcionan anticuerpos o fragmentos de union a epitopo de éstos de la presente
invencion que tienen propiedades mejoradas. Por ejemplo, los anticuerpos o fragmentos de unién a epitopo de éstos
que tienen afinidad mejorada para CD33 pueden prepararse por técnicas estandar de inmunizacién animal,
formacion de hibridomas y seleccién para anticuerpos con caracteristicas especificas.

Los anticuerpos mejorados también pueden prepararse por maduracién de la afinidad de un anticuerpo o fragmento
de union a epitopo de éste de la presente invencion, a través, por ejemplo, de mutagénesis dirigida a sitio mediada
por oligonucleétido, mutagénesis de casete. PCR tendente a error, intercambio de cadenas de ADN y uso de cepas
mutadoras de E. coli.
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En una realizaciéon adicional, la presente invencién proporciona polinucledtidos que codifican los anticuerpos o
fragmentos de unién a epitopo de éstos de la presente invencion, vectores recombinantes que comprenden los
polinucleétidos, células huésped transformadas con los vectores recombinantes y métodos para producir dichos
anticuerpos y fragmentos de unién a epitopo de éstos mediante el cultivo de dichas células huésped.

En una realizacion final, la presente invencion proporciona un método para obtener CD33 de un material biolégico
usando un anticuerpo o fragmento de unién a epitopo de éste de la presente invencion.

Descripcion breve de los dibujos

La Figura 1 muestra los resultados de un experimento de unién de competicién en el que se ensay6 la unién de
anticuerpo My9-6 marcado con 129) (3 x 10° M) a células U-937 positivas para CD33 en presencia de
concentraciones crecientes bien de anticuerpo My9 o My9-6.

La Figura 2 muestra los cebadores degenerados de My9-6 para la secuencia sefial de la cadena ligera.

La Figura 3 muestra los nombres de archivos de las 127 estructuras de anticuerpo de la base de datos Brookhaven
que se usaron para predecir la superficie de la region variable de muMy9-6.

La Figura 4 muestra los cebadores de PCR usados para construir las 16 versiones modificadas en superficie de
My9-6 asi como anticuerpo My9-6 quimérico.

La Figura 5 muestra los plasmidos usados para construir y expresar los anticuerpos humanizados. (A): el plasmido
de clonacion de la cadena ligera. (B): el plasmido de clonacion de la cadena pesada. (C): el plasmido de expresién
de anticuerpo de mamiferos.

La Figura 6A muestra los resultados de secuenciacion Edman comparados con la secuencia de aminoacidos
derivada de los clones de ADNc generados por RT-PCR para la cadena ligera de muMy9-6.

La Figura 6B muestra los resultados del andlisis de secuencia MS-MS de los fragmentos peptidicos de 1.139 Da y
1.122 Da que contienen secuencias CDR1 y CDR2, respectivamente. Las secuencias de CDR estan en negrita.

La Figura 7 muestra los resultados del andlisis de secuencia MS-MS del péptido de 1.788 Da y la secuencia
correspondiente derivada de dos clones de ADNc.

La Figura 8A muestra la secuencia de ADNc y la secuencia de aminoacidos deducida de la regién variable de
cadena ligera para el anticuerpo murino My9-6. Las tres CDR estan subrayadas.

La Figura 8B muestra la secuencia de ADNc y la secuencia de aminoacidos deducida de la regién variable de
cadena pesada para el anticuerpo murino My9-6. Las tres CDR estan subrayadas.

La Figura 9 muestra las CDR de cadena ligera y pesada segun se determina por las definiciones de Kabat.

La Figura 10 muestra la secuencia de aminoacidos de la cadena ligera y cadena pesada para el anticuerpo murino
My9-6 alineadas con las secuencias de la linea germinal para los genes 8-27 y V102. Los puntos (.) indican
identidad de secuencia.

Las Figuras 11A y B muestran las diez secuencias de cadena ligera (A) y cadena pesada (B) de anticuerpo mas
homologas con las secuencias de muMy9-6 que tienen archivos resueltos en la base de datos Brookhaven. Las
secuencias estan alineadas en orden de mayor a menor homologia.

Las Figuras 12A y B muestran la accesibilidad media para cada posicion Kabat de las cadenas ligera (A) y pesada
(B) del anticuerpo muMy9-6. Las accesibilidades relativas al disolvente para cada posicion Kabat de las diez
secuencias de cadena ligera y pesada mas homologas se promediaron y se presentan a lo largo del eje de las x.

La Figura 13A muestra las accesibilidades de los residuos al disolvente para las diez estructuras de cadena ligera
mas homélogas, calculadas con el software MC, y muestra las medias para cada posicién Kabat, tabuladas con
Excel. Esta tabla presenta los datos para posiciones no CDR con accesibilidades medias al disolvente mayores de
25 %. Un residuo de superficie se define como un residuo con més de un 30 % de accesibilidad media al disolvente.
Las posiciones con 25 %-35 % de accesibilidades medas se analizaron adicionalmente calculando las
accesibilidades medias de estructuras sélo con residuos idénticos en esa posicion asi como en las dos posiciones
flanqueantes a cada lado. NA se refiere a posiciones flanqueantes idénticas no disponibles. Las posiciones 15y 70
requirieron calculos adicionales para llegar a las predicciones de superficie finales proporcionadas en la Ultima
columna.

La Figura 13B muestra las accesibilidades de los residuos al disolvente para las diez estructuras de cadena pesada
mas homdlogas, calculadas con el software MC, y muestra las medias para cada posicién Kabat, tabuladas con
Excel. Esta tabla presenta los datos para posiciones no CDR con accesibilidades medias al disolvente mayores de
25 %. Un residuo de superficie se define como un residuo con méas de un 30 % de accesibilidad media al disolvente.
Las posiciones con 25 %-35 % de accesibilidades medias se analizaron adicionalmente calculando las
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accesibilidades medias de estructuras sélo con residuos idénticos en esa posicion asi como en las dos posiciones
flanqueantes a cada lado. NA se refiere a posiciones flanqueantes idénticas no disponibles.

La Figura 14 muestra los residuos de superficie marco de My9-6 que se encuentran en 5 A de un residuo CDR.

La Figura 15 muestra las cinco secuencias humanas mejores extraidas de la base de datos Kabat. Se generaron
alineamientos por SR (Pedersen, 1993). Los residuos de muMy9-6 que se encuentran en 5 A de una CDR estan
subrayados.

Las Figuras 16A y B muestran las 16 secuencias de region variable de cadena ligera de My9-6 humanizado (A) y las
16 secuencias de region variable de cadena pesada de My9-6 humanizado (B) alineadas con My9-6 murino. Los
puntos (.) representan identidad de secuencia con la version humanizada 1.0. Los residuos de superficie que se
diferencian en My9-6 murino y humano estan subrayados.

La Figura 17 muestra los valores Kp de My9-6 calculados por ensayo de union directa en membranas de HL-60 y
células completas HL-60, asi como ensayo de uniéon competitiva en membranas de HL-60. N= 3 excepto para * en el
que N= 2.

La Figura 18 muestra curvas de unién para huMy9-6 V1.0. (A): uniéon directa en membranas de HL-60. (B): union
directa en células completas HL-60. (C): unién competitiva en membranas de HL-60.

La Figura 19 muestra una comparacion de la union de My9-6-DM1 con anticuerpo My9-6 en células HL-60.

La Figura 20 muestra la citotoxicidad in vitro de My9-6-DM1 frente a células tumorales humanas que expresan
CDg3s.

La Figura 21 muestra los resultados de experimentos de eficacia de My9-6-DM1 en ratones SCID que portan
xenoinjertos HL-60. Se evalud el efecto de My9-6-DM1 (A) y anticuerpo My9-6 no modificado (C) sobre el
crecimiento de tumores HL-60. El peso corporal de los ratones se monitoriz6 como una indicacién de toxicidad (B,
D).

La Figura 22 muestra una comparacion de la eficacia de My9-6-DM1 con el farmaco maitansina libre en ratones
SCID que portan xenoinjertos HL-60 (A). El peso corporal de los ratones se monitoriz6 como una indicacién de
toxicidad (B). Los tumores con recaida en dos ratones tratados se trataron con un segundo curso de My9-6-DM1.

Las Figuras 23A y B muestran una comparacién de la eficacia anti-tumoral de My9-6-DM1 con quimioterapia
estandar en ratones SCID que portan xenoinjertos grandes HL-60 (A). El peso corporal de los ratones se monitorizé
como una indicacion de toxicidad (B). Los tumores con recaida en dos ratones tratados se volvieron a tratar con un
segundo curso de My9-6-DM1.

Las Figuras 24A y B muestran la eficacia anti-tumoral de My9-6-DM1 comparada con Gemtuzumab ozogamicina y
quimioterapia estandar en un modelo de supervivencia HL-60. Las células HL-60 se inyectaron intravenosamente en
ratones SCID. Los tratamientos indicados comenzaron 11 dias después de la inyeccion de las células. Los
tratamientos fueron i.v. diariamente x 5 excepto para Gemtuzumab ozogamicina (Q4Dx3).

Descripcion detallada de la invencion

La presente invencion proporciona un nuevo anticuerpo murino anti-CD33 y versiones humanizadas de este
anticuerpo, como se define en las reivindicaciones adjuntas. Ademas, se proporcionan anticuerpos que comprenden
una o mas CDR del anticuerpo murino anti-CD33 o version humanizada de éste que reconocen y se unen
especificamente a CD33, como se define en las reivindicaciones adjuntas.

Anticuerpo murino My9-6

El anticuerpo murino anti-CD33 de la presente invencién, designado de varias maneras en la presente memoria
como "My9-6", "My9-6 murino" y "muMy9-6", se caracteriza completamente respecto a la secuencia de aminoacidos
de linea germinal posible de las regiones variables tanto de cadena ligera como pesada (Figura 10), secuencias de
aminoacidos de las regiones variables tanto de cadena ligera como pesada (Figuras 8A y B), la identificacién de las
CDR (Figura 9), la identificacién de los aminoacidos de superficie (Figuras 13A y B), y medios para su expresion en
forma recombinante.

El anticuerpo My9-6 se ha caracterizado ademas funcionalmente y se ha mostrado que se une con alta afinidad a
CD33 en la superficie de células U-937 positivas para CD33 (Figura 1). My9-6 marcado con '?°l se une a células U-
937 y se elimina por competicion de las células por My9-6 no marcado y el anticuerpo anti-CD33 My9 caracterizado
previamente (BioGenex, no. cat. 267M).

El término "region variable" se usa en la presente memoria para describir determinadas posiciones de cadenas
pesadas y cadenas ligeras de anticuerpo que se diferencian en secuencia entre anticuerpos y que cooperan en la
unién y especificidad de cada anticuerpo particular para su antigeno. La variabilidad no esta distribuida
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habitualmente de forma uniforme a lo largo de las regiones variables de anticuerpo. Esta concentrada normalmente
en tres segmentos de una regién variable denominados regiones determinantes de la complementariedad (CDR) o
regiones hipervariables, tanto en las regiones variables de cadena ligera como cadena pesada. Las partes mas
altamente conservadas de las regiones variables se denominan las regiones marco. Las regiones variables de las
cadenas pesada y ligera comprenden cuatro regiones marco, que adoptan en gran medida una configuracion de
lamina beta, con cada regidon marco conectada por tres CDR, que forman bucles conectando la estructura de lamina
beta, y en algunos casos formando parte de la estructura de lamina beta. Las CDR en cada cadena se mantienen
muy cerca por las regiones marco y, con las CDR de la otra cadena, contribuyen a la formacién del sitio de unién a
antigeno de los anticuerpos (E. A. Kabat et al. Sequences of Proteins of Immunological Interest, Quinta Edicion,
1991, NIH).

La regién "constante" no esta implicada directamente en la unién de un anticuerpo a un antigeno, pero presenta
varias funciones efectoras, tales como participacion del anticuerpo en la toxicidad celular dependiente del
anticuerpo.

Anticuerpo My9-6 humanizado

También se han preparado versiones humanizadas de My9-6, designadas de varias maneras en la presente
memoria como "huMy9-6", y "My9-6 humanizado".

El objetivo de la humanizacion es la reduccién de la inmunogenicidad de un anticuerpo xenogénico, tal como un
anticuerpo murino, para introduccién en un ser humano, mientras se mantiene la afinidad y especificidad completas
para unioén a antigeno del anticuerpo.

Los anticuerpos humanizados pueden producirse usando varias tecnologias tales como modificacién de superficie e
injerto de CDR. Tal y como se usa en la presente memoria, la tecnologia de modificacion de superficie usa una
combinacion de modelado molecular, analisis estadistico y mutagénesis para alterar las superficies no CDR de
regiones variables de anticuerpo para parecerse a las superficies de anticuerpos conocidos del huésped diana.

Las estrategias y métodos para modificar la superficie de anticuerpos, y otros métodos para reducir la
inmunogenicidad de anticuerpos en un huésped diferente, se describen en la Patente US 5.639.641 (Pedersen et
al.). Brevemente, en un método preferido, (1) se generan alineamientos de posicion de un combinado de regiones
variables de cadena pesada y ligera de anticuerpo para proporcionar un conjunto de posiciones expuestas en la
superficie del marco de region variable de cadena pesada y ligera en el que las posiciones de alineamiento para
todas las regiones variables son al menos aproximadamente 98 % idénticas; (2) se define un conjunto de residuos
de aminoacidos expuestos en la superficie del marco de region variable de cadena pesada y ligera para un
anticuerpo de roedor (o fragmento de éste); (3) se identifica un conjunto de residuos de aminoacidos expuestos en la
superficie del marco de region variable de cadena pesada y ligera que es el mas idéntico al conjunto de residuos de
aminoacidos expuestos en la superficie de roedor: (4) el conjunto de residuos de aminoacidos expuestos en la
superficie del marco de region variable de cadena pesada y ligera definidos en la etapa (2) se sustituye con el
conjunto de residuos de aminoacidos expuestos en la superficie del marco de regién variable de cadena pesada y
ligera identificado en la etapa (3), excepto aquellos residuos de aminodcidos que estan en 5 A de cualquier atomo de
cualquier residuo de las regiones determinantes de la complementariedad del anticuerpo de roedor; y (5) se produce
el anticuerpo de roedor humanizado que tiene especificidad de unién.

Los anticuerpos pueden humanizarse usando otras varias técnicas incluyendo injerto de CDR (EP 0 239 400; WO
91/09967; Pat. U.S. Nos. 5.530.101; y 5.585.089), recubrimiento o modificacién de superficie (EP 0 592 106; EP 0
519 596; Padlan E. A., 1991, Molecular Immunology 28(4/5):489-498; Studnicka G. M. et al., 1994, Protein
Engineering 7(6):805-814; Roguska M. A. et al., 1994, PNAS 91:969-973), e intercambio de cadenas (Pat. U.S. No.
5.565.332). Los anticuerpos humanos pueden prepararse por varios métodos conocidos en la técnica incluyendo
métodos de exposicién en fago. Véase también Pat. U.S. Nos. 4.444.887, 4.716.111, 5.545.806, y 5.814.318; y las
publicaciones de solicitud de patente internacional nimeros WO 98/46645, WO 98/50433, WO 98/24893, WO
98/16654, WO 96/34096, WO 96/33735, y WO 91/10741.

Como se describe adicionalmente en la presente memoria, las CDR de My9-6 se identificaron por modelado y se
predijeron sus estructuras moleculares. Los anticuerpos My9-6 humanizados se prepararon y se han caracterizado
completamente. Las secuencias de aminoacidos de las cadenas ligera y pesada de un numero de anticuerpos
huMy9-6 se muestran en la Figura 16A y 16B. Los valores de unién comparativos para anticuerpos My9-6 murinos y
humanizados se proporcionan en la Figura 17. Las curvas de unién para los anticuerpos se muestran en la Figura
18.

Fragmentos de union a epitopo de los anticuerpos My9-6

Aunque los fragmentos de union a epitopo del anticuerpo murino My9-6 y los anticuerpos My9-6 humanizados se
discuten en la presente memoria separadamente del anticuerpo murino My9-6 y las versiones humanizadas de éste,
se entiende que el término "anticuerpo” o "anticuerpos" de la presente invencion puede incluir tanto los anticuerpos
muMy9-6 como huMy9-6 de longitud completa asi como fragmentos de unién a epitopo de estos anticuerpos.
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Tal y como se usa en la presente memoria, "fragmentos de anticuerpo” incluye cualquier parte de un anticuerpo que
retiene la capacidad de unirse a CD33, denominados generalmente "fragmentos de unién a epitopo”. Los ejemplos
de fragmentos de anticuerpo incluyen preferiblemente, pero no estan limitados a, Fab, Fab' y F(ab'),, Fd, Fv de
cadena Unica (scFV), anticuerpos de cadena Unica, Fv unidos por disulfuro (sdFv) y fragmentos que comprenden un
dominio Vi o Vu. Los fragmentos de unién a epitopo, incluyendo anticuerpos de cadena Unica, pueden comprender
solo la o las regiones variables o en combinacién con toda o una parte de lo siguiente: region bisagra, dominios Cn1,
Ch2 y Ch3.

Dichos fragmentos pueden contener uno o ambos fragmentos Fab o el fragmento F(ab').. Preferiblemente, los
fragmentos de anticuerpo contienen todas las seis CDR del anticuerpo completo, aunque también son funcionales
los fragmentos que contienen menos de todas de dichas regiones, tales como tres, cuatro o cinco CDR. Ademas, los
equivalentes funcionales pueden ser o pueden combinar miembros de una cualquiera de las clases de
inmunoglobulina siguientes: IgG, IgM, IgA, IgD, o IgE, y las subclases de éstas.

Los fragmentos Fab y F(ab'). pueden producirse por escision proteolitica, usando enzimas tales como papaina
(fragmentos Fab) o pepsina (fragmentos F(ab')z).

Los fragmentos FV de cadena unica (scFv) son fragmentos de union a epitopo que contienen al menos un fragmento
de una regién variable de cadena pesada de anticuerpo (Vu) unido a al menos un fragmento de una regién variable
de cadena ligera de anticuerpo (V.). El conector puede ser un péptido corto, flexible, seleccionado para asegurar que
se produce el plegamiento tridimensional apropiado de las regiones (V) y (V1) una vez se han unido de manera que
se mantiene la especificidad de union a la molécula diana del anticuerpo completo del que se obtiene el fragmento
de anticuerpo de cadena unica. El extremo carboxilo de la secuencia (VL) o (VH) puede estar unido covalentemente
por un conector al extremo aminoacido de una secuencia (V) y (Vu) complementaria. Los fragmentos de anticuerpo
de cadena unica pueden generarse por clonacion molecular, biblioteca de anticuerpo de exposicién en fago o
técnicas similares muy conocidas para el experto en la técnica. Estas proteinas pueden producirse, por ejemplo, en
células eucariotas o células procariotas, incluyendo bacterias.

Los fragmentos de union a epitopo de la presente invencion también pueden generarse usando varios métodos de
exposicion en fago conocidos en la técnica. En los métodos de exposicion en fago, los dominios funcionales de
anticuerpo se presentan en la superficie de particulas de fago que portan las secuencias de polinucleétidos que los
codifican. En particular, dicho fago puede utilizarse para presentar dominios de unién a epitopo expresados a partir
de un repertorio o biblioteca de anticuerpo combinatoria (por ejemplo, humana o murina). Los fagos que expresan un
dominio de unién a epitopo que se une al antigeno de interés pueden seleccionarse o identificarse con antigeno, por
ejemplo, usando CD33 marcado o CD33 unido o capturado en una superficie sélida o lecho. Los fagos usados en
estos métodos son normalmente fagos filamentosos incluyendo dominios de unién fd y M13 expresados de fagos
con los dominios de anticuerpo Fab, Fv o Fv estabilizados con disulfuro fusionados recombinantemente bien a la
proteina del gen Il o gen VIl del fago.

Los ejemplos de métodos de exposicion en fago que pueden usarse para preparar fragmentos de unién a epitopo de
la presente invencién incluyen los descritos en Brinkman et al., 1995, J. Immunol. Methods 182:41-50; Ames et al.,
1995, J. Immunol. Methods 184:177-186; Kettleborough et al., 1994, Eur. J. Immunol. 24:952-958; Persic et al.,
1997, Gene 187:9-18; Burton et al.,, 1994, Advances in Immunology 57:191-280; solicitud PCT No.
PCT/GB91/01134; publicaciones PCT WO 90/02809; WO 91/10737; WO 92/01047; WO 92/18619; WO 93/11236;
WO 95/15982; WO 95/20401; y Pat. U.S. Nos. 5.698.426; 5.223.409; 5.403.484; 5.580.717; 5.427.908; 5.750.753;
5.821.047; 5.571.698; 5.427.908; 5.516.637; 5.780.225; 5.658.727; 5.733.743 y 5.969.108.

Después de la seleccion de fagos, las regiones del fago que codifican los fragmentos pueden aislarse y usarse para
generar los fragmentos de union a epitopo a través de la expresién en un huésped elegido, incluyendo células de
mamifero, células de insecto, células de planta, levadura, y bacterias, usando tecnologia de ADN recombinante, por
ejemplo, como se describe con detalle mas adelante. Por ejemplo, las técnicas para producir recombinantemente
fragmentos Fab, Fab' y F(ab'). también pueden emplearse usando métodos conocidos en la técnica tales como los
descritos en la publicacion PCT WO 92/22324; Mullinax et al., 1992, BioTechniques 12(6):864-869; Sawai et al.,
1995, AJRI 34:26-34; y Better et al., 1988, Science 240:1041-1043; incorporandose dichas referencias por referencia
en sus totalidades. Los ejemplos de técnicas que pueden usarse para producir Fv de cadena uUnica y anticuerpos
incluyen las descritas en Pat. U.S. Nos. 4.946.778 y 5.258.498; Huston et al., 1991, Methods in Enzymology 203:46-
88; Shu et al., 1993, PNAS 90:7995-7999; Skerra et al., 1988, Science 240:1038-1040.

Equivalentes funcionales

También se incluyen en el alcance de la invencién equivalentes funcionales del anticuerpo My9-6 y los anticuerpos
My9-6 humanizados. El término "equivalentes funcionales" incluye anticuerpos con secuencias homélogas,
anticuerpos quiméricos, anticuerpos modificados y anticuerpos artificiales, por ejemplo, en el que cada equivalente
funcional se define por su capacidad de unirse a CD33. El experto en la técnica entendera que existe una
superposicion en el grupo de moléculas denominadas "fragmentos de anticuerpo” y el grupo denominado
"equivalentes funcionales".
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Los anticuerpos con secuencias homologas son aquellos anticuerpos con secuencias de aminoacidos que tienen
identidad u homologia de secuencia con secuencias de amino&cidos de los anticuerpos My9-6 murino y My9-6
humanizado de la presente invencion. Preferiblemente, la identidad es con la secuencia de aminodcidos de las
regiones variables de los anticuerpos My9-6 murino y My9-6 humanizado de la presente invencion. "ldentidad de
secuencia" y "homologia de secuencia" como se aplican a una secuencia de aminodacidos en la presente memoria se
define como una secuencia con al menos aproximadamente 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 6 94 % de identidad de
secuencia, y mas preferiblemente al menos aproximadamente 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 6 99 % de identidad de
secuencia con otra secuencia de aminodacidos, segun se determina, por ejemplo, por el método de busqueda FASTA
segun Pearson y Lipman, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85, 2444-2448 (1988).

Tal y como se usa en la presente memoria, un anticuerpo quimérico es uno en el que diferentes partes de un
anticuerpo derivan de diferentes especies animales. Por ejemplo, un anticuerpo que tiene una regién variable
derivada de un anticuerpo monoclonal murino emparejada con una region constante de una inmunoglobulina
humana. Los métodos para producir anticuerpos quiméricos se conocen en la técnica. Véase, por ejemplo, Morrison,
1985, Science 229:1202; Oi et al., 1986, BioTechniques 4:214; Gillies et al., 1989, J. Immunol. Methods 125:191-
202; Pat. U.S. Nos. 5.807.715; 4.816.567; y 4.816.397.

Los anticuerpos artificiales incluyen fragmentos scFv, fragmentos divalentes, fragmentos trivalentes, fragmentos
tetravalentes y mru (véanse las revisiones por Winter, G. y Milstein, C., 1991, Nature 349: 293-299; Hudson, P. J.,
1999, Current Opinion in Immunology 11: 548-557), cada uno de los cuales tiene capacidad de unién a antigeno. En
el fragmento Fv de cadena unica (scFv), los dominios Vi y Vi de un anticuerpo se unen por un péptido flexible.
Normalmente, este péptido conector tiene una longitud de aproximadamente 15 aminoacidos. Si el conector es
mucho mas pequefio, por ejemplo 5 aminoacidos, se forman fragmentos divalentes, que son dimeros scFv
divalentes. Si el conector se reduce a menos de tres residuos de aminodcidos, se forman estructuras triméricas y
tetraméricas que se denominan fragmentos trivalentes y fragmentos tetravalentes. La unidad de unién mas pequefna
de un anticuerpo es una CDR, normalmente la CDR2 de la cadena pesada que tiene un reconocimiento y union
especifica suficiente como para usarla separadamente. Dicho fragmento se denomina una unidad de reconocimiento
molecular o mru. Varias de dichas mru pueden unirse entre si con péptidos conectores cortos, formando por lo tanto
una proteina de union artificial con mayor avidez que un Gnico mru.

Los equivalentes funcionales de la presente solicitud también incluyen anticuerpos modificados, por ejemplo,
anticuerpos modificados por la unién covalente de cualquier tipo de molécula al anticuerpo. Por ejemplo, los
anticuerpos modificados incluyen anticuerpos que se han modificado, por ejemplo, por glicosilacién, acetilacién,
pegilacion, fosforilacion, amidacion, derivatizacion por grupos protectores/bloqueantes conocidos, escision
proteolitica, unién a un ligando celular u otra proteina, etc. La unién covalente no evita que el anticuerpo genere una
respuesta anti-idiotipica. Estas modificaciones pueden llevarse a cabo por técnicas conocidas, incluyendo, pero no
limitado a, escisién quimica especifica, acetilacion, formilacion, sintesis metabolica de tunicamicina, etc. Ademas, los
anticuerpos modificados pueden contener uno 0 mas aminoacidos no clasicos.

Los equivalentes funcionales pueden producirse intercambiando diferentes CDR en diferentes cadenas en diferentes
marcos. Asi, por ejemplo, diferentes clases de anticuerpo son posibles para un conjunto dado de CDR por
sustitucion de diferentes cadenas pesadas, mediante lo cual pueden producirse, por ejemplo, los tipos e isotipos de
anticuerpo 1gGi.4, IgM, IgA1.2, IgD, IgE. De manera similar, pueden producirse anticuerpos artificiales en el alcance
de la invencion incluyendo un conjunto dado de CDR en un marco completamente sintético.

Los equivalentes funcionales pueden producirse facilmente por mutacion, delecion y/o insercion en las secuencias
de region variable y/o constante que flanquean un conjunto particular de CDR, usando una amplia variedad de
métodos conocidos en la técnica.

Los fragmentos de anticuerpo y equivalentes funcionales de la presente invencién engloban aquellas moléculas con
un grado detectable de unién a CD33, cuando se comparan con el anticuerpo murino My9-6. Un grado detectable de
unién incluye todos los valores en el intervalo de al menos 10-100 %, preferiblemente al menos 50 %, 60 % 6 70 %,
mas preferiblemente al menos 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 % 6 99 % de la capacidad de unién del anticuerpo
murino My9-6 a CD33.

Anticuerpos mejorados

Las CDR son de gran importancia para el reconocimiento del epitopo y unién del anticuerpo. Sin embargo, pueden
hacerse cambios en los residuos que comprenden las CDR sin interferir con la capacidad del anticuerpo de
reconocer y unirse a su epitopo cognado. Por ejemplo, pueden hacerse cambios que no afectan el reconocimiento
del epitopo, y aun asi incrementan la afinidad de unién del anticuerpo para el epitopo.

Asi, también estan incluidas en el alcance de la presente invencion las versiones mejoradas tanto de los anticuerpos
murinos como humanizados, que también reconocen y se unen especificamente a CD33, preferiblemente con
afinidad incrementada.

Varios estudios han examinado los efectos de introducir uno o0 mas cambios de aminoacidos en varias posiciones en
la secuencia de un anticuerpo, tomando como base el conocimiento de la secuencia del anticuerpo primario y sus
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propiedades tales como unién y nivel de expresién (Yang, W. P. et al., 1995, J. Mol. Biol., 254, 392-403; Rader, C. et
al.,, 1998, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 95, 8910-8915; Vaughan, T. J. et al., 1998, Nature Biotechnology, 16, 535-
539).

En estos estudios, se han generado equivalentes del anticuerpo primario cambiando las secuencias de los genes de
cadena pesada y ligera en las regiones CDR1, CDR2, CDRS3, o marco, usando métodos tales como mutagénesis
dirigida a sitio mediada por oligonucleétido, mutagénesis de casete, PCR tendente a error, intercambio de cadenas
de ADN, o cepas mutadoras de E. coli (Vaughan, T. J. et al., 1998, Nature Biotechnology, 16, 535-539; Adey, N. B.
et al., 1996, Capitulo 16, p. 277-291, en “Phage Display of Peptides and Proteins”, Eds. Kay, B. K. et al., Academic
Press). Estos métodos de cambiar la secuencia del anticuerpo primario han resultado en afinidades mejoradas de
los anticuerpos secundarios (Gram, H. et al., 1992, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 89, 3576-3580; Boder, E. T. et al.,
2000, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 97, 10701-10705; Davies, J. y Riechmann, L., 1996, Immunotechnolgy, 2, 169-
179; Thompson, J. et al., 1996, J. Mol. Biol., 256, 77-88; Short, M. K. et al., 2002, J. Biol. Chem., 277, 16365-16370;
Furukawa, K. et al., 2001, J. Biol. Chem., 276, 27622-27628).

Mediante una estrategia dirigida similar de cambiar uno o mas residuos de aminodcidos del anticuerpo, las
secuencias de anticuerpo descritas en la presente memoria pueden usarse para desarrollar anticuerpos anti-CD33
con funciones mejoradas, incluyendo afinidad mejorada para CD33.

Los anticuerpos mejorados también incluyen aquellos anticuerpos que tienen caracteristicas mejoradas que se
preparan por técnicas estandar de inmunizacion animal, formacion de hibridomas y seleccion para anticuerpos con
caracteristicas especificas.

Inmunoconjugados

La presente invencién también esta dirigida a inmunoconjugados, que comprenden los anticuerpos, fragmentos de
anticuerpo, equivalentes funcionales, anticuerpos mejorados y sus analogos descritos en la presente memoria,
unidos a un farmaco o profarmaco. Los farmacos o profarmacos preferidos son agentes citotdxicos e incluyen, por
ejemplo, maitansinoides y analogos de maitansinoide, taxoides, CC-1065 y analogos de CC-1065, dolastatina y
andlogos de dolastatina.

Los inmunoconjugados pueden prepararse por métodos in vitro. Con el fin de unir un farmaco o profarmaco al
anticuerpo, se usa un grupo conector. Los grupos conectores adecuados son muy conocidos en la técnica e incluyen
grupos disulfuro, grupos tioéter, grupos acido labiles, grupos fotolabiles, grupos peptidasa labiles y grupos esterasa
labiles. Los grupos conectores preferidos son grupos disulfuro y grupos tioéter. Por ejemplo, los conjugados pueden
construirse usando una reaccién de intercambio de disulfuro o formando un enlace tioéter entre el anticuerpo y el
farmaco o profarmaco.

Los maitansinoides y analogos de maitansinoide estan entre los agentes citotéxicos preferidos. Los ejemplos de
maitansinoides adecuados incluyen maitansinol y analogos de maitansinol. Los maitansinoides adecuados se
describen en las Patentes U.S. Nos. 4.424.219; 4.256.746; 4.294.757; 4.307.016; 4.313.946; 4.315.929; 4.331.598;
4.361.650; 4.362.663; 4.364.866; 4.450.254; 4.322.348; 4.371.533; 6.333.410; 5.475.092; 5.585.499; y 5.846.545.

Respecto a los maitansinoides, el grupo conector puede comprender un grupo quimico reactivo. En una realizacion
preferida, el grupo quimico reactivo puede unirse covalentemente al maitansinoide mediante un resto de union de
enlace disulfuro.

Los grupos quimicos reactivos particularmente preferidos son ésteres de N-succinimidilo y ésteres de N-
sulfosuccinimidilo.

Los maitansinoides particularmente preferidos que comprenden un grupo conector que contiene un grupo quimico
reactivo son ésteres C-3 del maitansinol y sus analogos en los que el resto conector contiene un enlace disulfuro y el
grupo quimico reactivo comprende un éster de N-succinimidilo o de N-sulfosuccinimidilo.

Muchas posiciones en los maitansinoides pueden servir como la posicion para unir quimicamente el resto conector.
Por ejemplo, se espera que sean utiles la posicion C-3 que tiene un grupo hidroxilo, la posicién C-14 modificada con
hidroximetilo, la posicién C-15 modificada con hidroxi y la posicion C-20 que tiene un grupo hidroxi. Sin embargo, se
prefiere la posicién C-3 y se prefriere especialmente la posicion C-3 del maitansinol.

Otros enlaces quimicos incluyen enlaces acido labiles, enlaces fotolabiles, enlaces peptidasa labiles y enlaces
esterasa labiles. La descripcion de la Patente U.S. No. 5.208.020, ensefia la produccién de maitansinoides que
portan dichos enlaces.

Como se describe con detalle mas adelante, el inmunoconjugado My9-6-DM1 utiliza maitansinoide que contiene tiol
(DM1). DM1 se representa por la formula estructural siguiente (1):
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MeO ()

Los taxanos también son agentes citotoxicos preferidos. Los taxanos adecuados para uso en la presente invencion
se describen en las Patentes U.S. Nos. 6.372.738 y 6.340.701. Los conjugados de los taxanos de la invencion y un
agente de union a células pueden formarse usando cualesquiera técnicas conocidas actualmente o que se
desarrollen posteriormente. Numerosos métodos de conjugacién se ensefian en USP 5.416.064 y USP 5.475.092.

CC-1065 y sus analogos también son farmacos citotoxicos preferidos para uso en la presente invencion. CC-1065 y
sus analogos se describen en las Patentes U.S. Nos. 6.372.738; 6.340.701; 5.846.545; y 5.585.499. CC-1065 es un
antibiético anti-tumoral potente aislado del caldo de cultivo de Streptomyces zelensis. CC-1065 es aproximadamente
1.000 veces mas potente in vitro que los farmacos anti-cancerosos usados comunmente, tales como doxorrubicina,
metotrexato y vincristina (B. K. Bhuyan et al., Cancer Res., 42, 3532-3537 (1982)).

Los farmacos tales como metotrexato, daunorrubicina, doxorrubicina, vincristina, vinblastina, melfalan, mitomicina C,
clorambucilo, caliqueamicina, dolastatina y analogos de dolastatina también son adecuados para la preparaciéon de
conjugados de la presente invencion. Las moléculas de farmaco también pueden unirse a las moléculas de
anticuerpo a través de una molécula vehicular intermedia tal como albumina de suero.

Inhibicion del crecimiento de células que expresan CD33

También se incluyen en la presente invencion métodos para inhibir el crecimiento de células que expresan CD33.
Estos métodos usan los anticuerpos o inmunoconjugados de la presente invencion, asi como los anticuerpos o
inmunoconjugados de la presente invenciéon conjuntamente con uno o mas agentes terapéuticos adicionales. Los
agentes terapéuticos adecuados incluyen los que inhiben el crecimiento de una célula que expresa CD33
directamente o indirectamente.

Tal y como se usan en la presente memoria, debe entenderse que los términos "inhibe" o "que inhibe" incluyen
cualquier efecto inhibidor en el crecimiento celular, incluyen la muerte celular. Los efectos inhibidores incluyen
efectos temporales, efectos sostenidos y efectos permanentes.

Aplicaciones terapéuticas

La presente invencién también incluye aplicaciones terapéuticas de los anticuerpos o inmunoconjugados de la
presente invencion, en el que los anticuerpos o inmunoconjugados pueden administrarse a un sujeto, en una forma
de dosificacion farmacéuticamente aceptable. Pueden administrarse intravenosamente como un bolo o por infusion
continua durante un periodo de tiempo, por rutas intramuscular, subcutanea, intra-articular, intrasinovial, intratecal,
oral, tépica, o inhalacién. También pueden administrarse por rutas intratumoral, peritumoral, intralesional, o
perilesional, para ejercer efectos terapéuticos locales asi como sistémicos.

Una dosificacion farmacéuticamente aceptable incluira generalmente un agente farmacéuticamente aceptable tal
como un vehiculo, diluyente, y excipiente. Estos agentes son muy conocidos y el agente mas apropiado puede ser
determinado por los expertos en la técnica como segun exija la situacion clinica. Los ejemplos de vehiculos,
diluyentes y/o excipientes adecuados incluyen: (1) solucién salina tamponada con fosfato de Dulbecco, pH ~7,4, que
contiene aproximadamente 1 mg/ml a 25 mg/ml de albimina de suero humano, (2) 0,9 % solucién salina (0.9 % p/v
NaCl), y (3) 5 % (p/v) dextrosa.

En otras aplicaciones terapéuticas, los anticuerpos o inmunoconjugados de la invencion se co-administran con uno o
mas agentes terapéuticos adicionales. Los agentes terapéuticos son aquellos agentes que buscan matar o limitar el
crecimiento de células cancerosas a la vez que provocan un dafio minimo al huésped. Asi, dichos agentes pueden
explotar cualquier diferencia en las propiedades de la célula cancerosa (por ejemplo, metabolismo, vascularizacion o
presentacién de antigeno en la superficie celular) respecto a las células huésped sanas. Las diferencias en la
morfologia del tumor son sitios potenciales para la intervencion. Por ejemplo, el agente terapéutico puede ser un
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anticuerpo tal como un anticuerpo anti-VEGF que es Util para retrasar la vascularizacion del interior de un tumor
solido, ralentizando de esta manera su velocidad de crecimiento.

Los agentes terapéuticos adecuados incluyen, pero no estan limitados a, agentes citotdéxicos o citostaticos. El taxol
es un agente terapéutico preferido que también es un agente citotoxico. Otros agentes terapéuticos incluyen, pero
no estan limitados a, auxiliares tales como granisetron HCI, inhibidores de andrégeno tales como acetato de
leuprolida, antibidticos tales como doxorrubicina, antiestrogenos tales como tamoxifeno, antimetabolitos tales como
interferén alfa-2a, inhibidores de enzimas tales como inhibidor de ras farnesil-transferasa, inmunomoduladores tales
como aldesleuquina, y derivados de mostaza de nitr6geno tales como melfalan HCI, y semejantes.

Cuando esta presente en una forma de dosificacién acuosa, en lugar de estar liofilizado, el anticuerpo se formulara
normalmente a una concentracion de aproximadamente 0,1 mg/ml a 100 mg/ml, aunque se permite una amplia
variacion fuera de estos intervalos. Para el tratamiento de enfermedad, la dosificacion apropiada del anticuerpo o
conjugado dependera del tipo de enfermedad que se va a tratar, como se ha definido anteriormente, la gravedad y
curso de la enfermedad, si los anticuerpos se administran para prop6sitos preventivos o terapéuticos, el curso de
terapia previa, el historial clinico del paciente y la respuesta al anticuerpo, y el juicio del médico responsable. El
anticuerpo se administra adecuadamente al paciente una vez o durante una serie de tratamientos.

Dependiendo del tipo y gravedad de la enfermedad, aproximadamente 0,015 a 15 mg de anticuerpo/kg de peso del
paciente es una dosificacién inicial candidata para administraciéon al paciente, bien, por ejemplo, por una o mas
administraciones separadas, o por infusién continua. Para administraciones repetidas durante varios dias o mas,
dependiendo de la afeccidn, el tratamiento se repite hasta que se produce una supresién deseada de los sintomas
de la enfermedad. Sin embargo, otros regimenes de dosificacién pueden ser utiles y no se excluyen.

Las aplicaciones terapéuticas de la presente invencién incluyen usos para tratar a un sujeto que tiene una
enfermedad. Las enfermedades tratadas con los métodos de la presente invencion son aquellas caracterizadas por
la expresién de CD33. Dichas enfermedades incluyen sindromes mielodisplasicos (MDS) y canceres tales como
leucemia mieloide aguda (AML), leucemia mieloide crénica (CML) y leucemia pro-mielocitica (PML). El experto en la
técnica entendera que los métodos de la presente invencion también pueden usarse para tratar otras enfermedades
todavia por describir pero caracterizadas por la expresion de CD33.

Las aplicaciones terapéuticas de la presente invencién también pueden llevarse a la practica in vitro o ex vivo.

Los ejemplos de usos in vitro incluyen la purificacién de poblaciones celulares contaminadas con células positivas
para CD33 tales como células del linaje mieloide. EI método comprende cultivar las poblaciones celulares en
presencia de un inmunoconjugado de My9-6 citotdéxico y eliminar las células muertas positivas para CD33. Las
condiciones para uso in vitro no clinico son muy conocidas (véase, por ejemplo, Uckun et al., 1986, J Exp. Med. 163,
347-368; Uckun et al., 1985, J. Immunol. 134, 3504-3515; Ramakrishnan et al., 1985, J. Immunol. 3616-3622).

Los ejemplos de uso clinico ex vivo incluyen el tratamiento de médula ésea autéloga antes de su infusién en el
mismo paciente con el fin de matar las células del linaje mieloide enfermas o malignas (Roy D. C. et al., 1995, J.
Clin. Immunol. 15, 51-57).

Aplicaciones en diagndstico e investigacion

Ademas de los usos terapéuticos de los anticuerpos discutidos en la presente memoria, los anticuerpos de la
presente invencion pueden emplearse en muchas aplicaciones de diagnéstico e investigacién conocidas. Los
anticuerpos de la presente invencion pueden usarse, por ejemplo, en la purificacién, deteccion y direccionamiento de
CD83a3, incluidos en métodos de diagndstico tanto in vitro como in vivo. Por ejemplo, los anticuerpos pueden usarse
en inmunoensayos para medir cualitativamente y cuantitativamente los niveles de CD33 expresados por células en
muestras biologicas. Véase, por ejemplo, Harlow et al., Antibodies: A Laboratory Manual (Cold Spring Harbor
Laboratory Press, 2a ed. 1988).

Los anticuerpos de la presente invencién pueden usarse, por ejemplo, en ensayos de unién competitiva, ensayos en
sandwich directos e indirectos, y ensayos de inmunoprecipitacion (Zola, Monoclonal Antibodies: A Manual of
Techniques, p. 147-158 (CRC Press, Inc., 1987)).

Los anticuerpos de la invencién también son Utiles para la formaciéon de imagenes in vivo, en el que un anticuerpo
marcado con un resto detectable tal como un agente radio-opaco o radiois6topo se administra a un sujeto,
preferiblemente en la corriente sanguinea, y se ensaya la presencia y localizacién del anticuerpo marcado en el
huésped. Esta técnica de formacién de imagenes es util en la estadificacion y tratamiento de malignidades. El
anticuerpo puede marcarse con cualquier resto que sea detectable en un huésped, bien por resonancia magnética
nuclear, radiologia, u otro medio de deteccién conocido en la técnica.

El marcador puede ser cualquier resto detectable que es capaz de producir, bien directamente o indirectamente, una
sefal detectable. Por ejemplo, el marcador puede ser un marcador de biotina, un marcador enzimatico (por e;emplo,
luciferasa, fosfatasa alcalina, beta-galactosidasa y peroxidasa de rabano), un radio-marcador (por ejemplo, “H, ‘c,

p g, y 125I), un fluoroéforo tal como un compuesto fluorescente o quimioluminiscente (por ejemplo, isotiocianato de
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fluoresceina, rodamina), un agente formador de imagenes (por ejemplo, Tc-m99 e indio (*''In)) y un i6n metalico (por
ejemplo, galio y europio).

Puede emplearse cualquier método conocido en la técnica para la conjugacion del anticuerpo al marcador,
incluyendo los métodos descritos por Hunter, et al., 1962, Nature 144:945; David et al., 1974, Biochemistry 13:1014;
Pain et al., 1981, J. Immunol. Meth. 40:219; Nygren, J., 1982, Histochem. and Cytochem. 30:407.

Los anticuerpos de la invencidon también son Gtiles como agentes de purificacion por afinidad. En este proceso, los
anticuerpos se inmovilizan en un soporte adecuado, tal como resina Sefadex o papel de filtro, usando métodos muy
conocidos en la técnica. Asi, CD33 puede aislarse y purificarse de una muestra bioldgica.

Polinucleodtidos, vectores, células huésped y métodos para preparar el anticuerpo

La presente invencion proporciona ademas polinucleétidos que comprenden la secuencia de nucleétidos que
codifica un anticuerpo de la invenciébn o fragmentos de unién a epitopo de éste, como se define en las
reivindicaciones adjuntas.

También se describen polinucleétidos que codifican un polipéptido que puede unirse a CD33 y que hibridan en
condiciones de hibridacion astringentes con polinucleétidos que codifican un anticuerpo de la presente invencion, en
el que dichas condiciones de hibridacion astringentes incluyen: pre-hibridacion durante 2 horas a 60°C en 6x SSC,
0,5 % SDS, 5x solucién de Denhardt, y 100 pg/ml de ADN de esperma de salmén desnaturalizado con calor;
hibridaciéon durante 18 horas a 60°C; lavado dos veces en 4x SSC, 0,5 % SDS, 0,1 % pirofosfato de sodio, durante
30 min a 60°C y dos veces en 2x SSC, 0,1 % SDS durante 30 min a 60°C.

Los polinucleétidos pueden obtenerse, y la secuencia de nucleétidos de los polinucledtidos determinarse, por
cualquier método conocido en la técnica. Por ejemplo, si se conoce la secuencia de nucleotidos del anticuerpo,
puede ensamblarse un polinucledtido que codifica el anticuerpo a partir de oligonucleétidos sintetizados
quimicamente (por ejemplo, como se describe en Kutmeier et al., 1994, BioTechniques 17:242) que, brevemente,
implica la sintesis de oligonucleétidos superpuestos que contienen partes de la secuencia que codifica el anticuerpo,
hibridacion y ligacién de estos oligonucleétidos, y amplificacion de los oligonucleétidos ligados por PCR.

Los métodos para la construccion de vectores recombinantes que contienen secuencias codificadoras del anticuerpo
y las sefales de control de la transcripcion y traduccion apropiadas son muy conocidos en la técnica. Estos métodos
incluyen, por ejemplo, técnicas de ADN recombinante in vitro, técnicas sintéticas, y recombinacion genética in vivo.
La invencién, asi, proporciona vectores replicables que comprenden una secuencia de nucleétidos que codifica una
molécula de anticuerpo de la presente invencion, o una cadena pesada o ligera de ésta, o un dominio variable de
cadena pesada o ligera, o un fragmento de unién a epitopo de cualquiera de éstos, unido de manera operativa a un
promotor.

El vector recombinante se transfiere a una célula huésped por técnicas convencionales y las células transfectadas
se cultivan por técnicas convencionales para producir un anticuerpo de la invencion. Asi, la invencién incluye células
huésped que contienen un polinucleétido que codifica un anticuerpo de la invencién, o un fragmento de unién a
epitopo de éste, unido de manera operativa a un promotor heterélogo. En realizaciones preferidas, los vectores que
codifican las cadenas pesada y ligera pueden co-expresarse en la célula huésped para la expresion de una molécula
completa de inmunoglobulina.

Puede utilizarse varios sistemas de vector de expresion en huésped para expresar las moléculas de anticuerpo de la
invencion. Dichos sistemas de expresién en huésped representan vehiculos mediante los cuales las secuencias
codificadoras de interés pueden producirse y purificarse posteriormente, pero también representan células que
pueden expresar, cuando se transforman o transfectan con las secuencias de nucleétidos codificadoras apropiadas,
una molécula de anticuerpo de la invencién in situ. Estas incluyen, pero no estan limitadas a, microorganismos tales
como bacterias (por ejemplo, E. coli, B. subtilis) transformadas con ADN de bacteriéfago recombinante, vectores de
expresion de ADN plasmidico o ADN de césmido que contienen secuencias codificadoras del anticuerpo; levadura
(por ejemplo, Saccharomyces, Pichia) transformadas con vectores de expresién de levadura recombinantes que
contienen secuencias codificadoras del anticuerpo; sistemas de células de insecto infectadas con vectores de
expresion de virus recombinantes (por ejemplo, baculovirus) que contienen secuencias codificadoras del anticuerpo;
sistemas de células de planta infectadas con vectores de expresion de virus recombinantes (por ejemplo, virus del
mosaico de la coliflor, CaMV; virus del mosaico del tabaco, TMV) o transformadas con vectores de expresién
plasmidicos recombinantes (por ejemplo, plasmido Ti) que contienen secuencias codificadoras del anticuerpo; o
sistemas de células de mamiferos (por ejemplo, células COS, CHO, BHK, 293, 3T3) que portan construcciones de
expresion recombinantes que contienen promotores derivados del genoma de células de mamifero (por ejemplo,
promotor de metalotioneina) o de virus de mamiferos (por ejemplo, el promotor tardio de adenovirus; el promotor
7,5K del virus vaccinia).

Preferiblemente, se usan las células bacterianas tales como Escherichia coli, y méas preferiblemente, células
eucariotas, especialmente para la expresion de la molécula de anticuerpo completa recombinante, para la expresion
de una molécula de anticuerpo recombinante. Por ejemplo, las células de mamifero tales como células de ovario de
hamster chino (CHO), conjuntamente con un vector tal como el elemento promotor del gen temprano intermedio
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principal de citomegalovirus humano es un sistema de expresion efectivo para anticuerpos (Foecking et al., 1986,
Gene 45:101; Cockett et al., 1990, Bio/Technology 8:2).

Para la produccién a largo plazo con alto rendimiento de proteinas recombinantes, se prefiere la expresion estable.
Por ejemplo, pueden prepararse por ingenieria lineas celulares que expresan de manera estable la molécula de
anticuerpo. En lugar de usar vectores de expresion que contienen origenes virales de replicacion, las células
huésped pueden transformarse con ADN controlado por elementos de control de la expresion apropiados (por
ejemplo, promotor, potenciador, secuencias, terminadores de la transcripcion, sitios de poliadenilacion, etc.) y un
marcador seleccionable. Después de la introduccion del ADN extrafio, se puede permitir que las células preparadas
por ingenieria crezcan durante 1-2 dias en un medio enriquecido, y después cambiarlas a medio selectivo. El
marcador seleccionable en el plasmido recombinante confiere resistencia a la seleccién y permite que las células
integren de manera estable el plasmido en sus cromosomas y que crezcan para formar foci que a su vez pueden
clonarse y expandirse en lineas celulares. Este método puede usarse ventajosamente para preparar por ingenieria
lineas celulares que expresan la molécula de anticuerpo. Dichas lineas celulares preparadas por ingenieria pueden
ser particularmente Utiles en el cribado y evaluacion de compuestos que interaccionan directamente o
indirectamente con la molécula de anticuerpo.

Una vez la molécula de anticuerpo de la invencién se ha expresado recombinantemente, puede purificarse por
cualquier método conocido en la técnica para la purificacién de una molécula de inmunoglobulina, por ejemplo, por
cromatografia (por ejemplo, cromatografia de intercambio idnico, afinidad, particularmente por afinidad para el
antigeno especifico después de Proteina A, y en columna de exclusion por tamafo), centrifugacion, solubilidad
diferencial, o por cualquier otra técnica estandar para la purificacion de proteinas.

EJEMPLOS

La invencién se describe ahora por referencia a los ejemplos siguientes, que s6lo son ilustrativos, y no se pretende
que limiten la presente invencion.

Ejemplo 1. Anticuerpo murino My9-6

En este primer ejemplo, se describe la estructura de aminoacidos primaria completa y secuencia de ADNc del
anticuerpo murino My9-6 de la presente invencion, junto con sus propiedades de unidén y medios para su expresion
en forma recombinante. De acuerdo con esto, se proporciona una descripcion total y completa de un anticuerpo de
la invencién y su preparacion, de manera que un experto en la técnica inmunoldgica sera capaz de preparar dicho
anticuerpo sin experimentacion innecesaria.

1.1. Generacion, produccion y caracterizacion del anticuerpo My9-6
Para la inmunizacion se us6 una linea celular de fibroblastos murinos 3T3 transfectada con el antigeno CD33.

Se inmunizaron ratones hembra BABL/c, de 5 meses de edad, intraperitonealmente en el dia 0 con la linea celular
de fibroblastos murinos 3T3 transfectada (2,5 x 10° células, suspendidas en 0,2 mL PBS). Los animales se
reforzaron con 0,2 mL de suspension celular como sigue: dia 13, 5 x 10° células, dia 21 5 x 10° células. En el dia 24,
se sacrificd un ratén y se retird su bazo.

El bazo se tritur6 entre dos portas de vidrio congelados para obtener una suspensién de células Unicas, que se lavé
con medio RPMI sin suero que contenia penicilina y estreptomicina (SFM). El sedimento de células del bazo se
resuspendié en 10 mL de 0,83 % (p/v) solucién de cloruro de amonio en agua durante 10 min en hielo para lisar las
células sanguineas rojas, y se lavé con medio sin suero (SFM). Las células del bazo (1,6 x 108 ) se combinaron con
células de mieloma (5,4 x 10) de la linea celular de mieloma de ratén no secretora P3X63Ag8.653 (ATCC, Rockuville,
MD.; no. de cat. CRL1580) en un tubo, y se lavd con medio RPMI-1640 sin suero (SFM). El sobrenadante se retird y
el sedlmento celular se diluyé hasta 2 x10” células/mL. Las células se plaguearon a 2 x10” células/placa en placas
de cultlvo tisular que se recubrieron con 15 mg/mL de concanavalina A. Las placas se incubaron durante una hora a
37°C. El sobrenadante se retir6 cuidadosamente de las placas. Se afadié lentamente gota a gota un mL de solucion
de polietilen glicol (40 % PEG p/v). Las placas se rotaron y se incubaron durante 30 segundos. El PEG se retird y se
deseché. Las placas se lavaron dos veces afadiendo lentamente 5 mL de SFM y desechando. Después del lavado
final, se anadleron 5 mL de SFM suplementado con 5 % Suero Bovino Fetal (FBS). Las placas se incubaron toda la
noche a 37°C. Después de la incubacion, las células se rasparon de las placas con un raspador celular y se
combinaron. Las placas se lavaron y se combin6 con las células. Las células se sedimentaron por centrifugacion y
se resuspendieron en medio de crecimiento RPMI-1640 suplementado con 5 % FBS, penicilina-estreptomicina e
hipoxantina/aminopterina/timidina (HAT). Las células se plaquearon a 2 x10° células/pocillo en placas de cultivo
tisular de fondo plano de 96 pocillos que contenian una capa de alimentacion de macréfagos. Las condiciones
generales para la inmunizacion y produccion de hibridomas fueron como describen J. Langone y H. Vunakis (Eds.,
Methods in Enzymology, Vol. 121, “lmmunochemical Techniques, Part I’; 1986; Academic Press, Florida) y E. Harlow
y D. Lane (“Antibodies: A Laboratory Manual”; 1988; Cold Spring Harbor Laboratory Press, Nueva York). También
pueden usarse otras técnicas de inmunizacién y produccion de hibridomas, como son conocidas para los expertos
en la técnica.
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Los sobrenadantes de los cultivos de los clones de hibridoma se cribaron para unién a células transfectadas con el
antigeno CD33 vy la linea celular de linfoma histiocitico humano, U-937 (ATCC CRL-1953.2) y para ausencia de
unién a una linea celular de fibroblastos de raton. Estos clones se expandieron y subclonaron. Los sobrenadantes de
los cultivos de los subclones se cribaron adicionalmente con los ensayos de unién anteriores. Mediante este
procedimiento, se seleccioné el subclon 3E7-H2-3D8 (My9-6), y los genes de cadena pesada y ligera se clonaron y
secuenciaron como se describe mas adelante.

El cribado de los sobrenadantes de hibridoma para la unién especifica al antigeno CD33 se llevé a cabo usando
ELISA en las lineas celulares que expresaban este antigeno y en una linea celular negativa para este antigeno. Las
células se recogieron separadamente de los matraces de cultivo celular, se suspendieron en medio de crecimiento
que contenia 10 % FBS, se sedlmentaron por centrifugacién, y se lavaron con PBS. Las células lavadas (100 pL de
aproximadamente 1-3 x 10° células/mL) se afadieron a pocillos de una placa Immulon-2HB recubierta con
fitohemaglutinina (100 puL de 20 ug/mL PHA), se centrifugaron y se dejé que se adhirieran a los pocillos recubiertos

on PHA durante 10 min. La placa con las células se gir6 rapido para eliminar el PBS y se seco toda la noche a
37°C. Los pocillos se bloquearon con 5 mg/mL solucién de BSA en PBS durante 1 h a 37°C y se lavaron
cuidadosamente con PBS. Se afadieron alicuotas de los sobrenadantes de los clones de hibridoma (100 pL; diluido
en tampon de bloqueo) a los pocillos que contenian células que expresaban el antigeno CD33 y a células que no
expresaban CD33, y se incubaron a temperatura ambiente durante 1 h. Los pocillos se lavaron con PBS, se
incubaron con conjugado de anticuerpo de cabra anti-lgG de ratén-peroxidasa de rabano (100 pL; en tampén de
bloqueo) durante 1 h, seguido de lavados y la unién se detecté usando un sustrato ABTS/H2O.. Un sobrenadante
tipico de un subclén de hibridoma 3E7 después de incubacion con células que sobreexpresaban el antigeno CD33
rindi6 una sefal de 0,50 unidades de absorbancia, a diferencia de un valor de 0,10 unidades de absorbancia
obtenido después de incubacién con células negativas para el antigeno CD33.

El hibridoma se creci6 en ascitis en ratones BALB/c. Se descongel6 un vial de células de hibridoma congeladas y las
células se expandieron en matraces de cultivo tisular para obtener el nimero de células necesario para la
produccion de ascitis. Se inyecto a ratones BALB/c ya inoculados (se habia inyectado a los ratones 0,5 mL de
pristano 10-14 dias antes) i.p. 1 x 10° células en 0,5 mL de solucién salina tamponada con fosfato (PBS). Doce a 18
dias después de la inyeccion de las células, se retir el fluido de ascitis de la cavidad peritoneal de los ratones con
una jeringa. El fluido de ascitis combinado se centrifugdé a 1.000 rpm durante 5 min, el sobrenadante se someti6 a
centrifugacién a 12.000 rpm durante 30 minutos. El anticuerpo se purificé del sobrenadante aclarado como sigue:
Etapa 1: precipitacion con sulfato de amonio. El sobrenadante en hielo se diluyd con dos volumenes de PBS frio, se
agité y se tratdé lentamente con un volumen de solucion de sulfato de amonio fria, saturada (100 %). La solucién se
dej6 estar en hielo durante aproximadamente 5 horas, cuando el precipitado se recogié por centrifugacién. El
sedimento se disolvié en una pequeiia cantidad de PBS y la solucion resultante se dializé en el tampdn para la etapa
de purificacion por afinidad con proteina A. Etapa 2: Purificacion por afinidad en Sefarosa-Proteina A. El isotipo de
My9-6 murino es IgG1 con una cadena ligera kappa. Por lo tanto, la columna de afinidad se equilibré en tampén 0,1
M tris.HCI que contenia 3 M NaCl, pH 8,0. La solucién de anticuerpo en el mismo tampdn se pasoé a través de la
columna, la columna se lavo bien con el tampoén de equilibrado y se eluyé con 0,1 M acido acético que contenia 0,15
M NaCl. Se ensayaron fracciones midiendo la absorcion UV a 280 nm. Las fracciones que contenian el anticuerpo
se combinaron, se neutralizaron con 1 M tris y se dializaron en PBS para uso y almacenamiento.

El anticuerpo purificado se caracteriz6 inicialmente para unién a células que expresaban CD33, tales como la linea
celular de fibroblastos murinos 3T3 transfectada y la linea celular humana U-937, y la ausencia de unién a lineas
celulares negativas para el antigeno como se ha descrito anteriormente para el cribado de los sobrenadantes de
hibridoma.

Para averiguar adicionalmente su especificidad para la unién al antigeno CD33, se llevo a cabo un experimento de
unién competitiva entre muMy9-6 marcado y el anticuerpo anti-CD33 My9 disponible comercialmente. El
experimento de unién se llevd a cabo usando el método descrlto por Goldmacher et al. (1989, J. Cell. Physiol. 141,
222-234). El anticuerpo murino My9-6 se radiomarcé con '®| usando la técnica de Yodo- -gen (Fraker P. J. y Speck,
J. C., 1978, B/ochem Biophys. Res. Commun. 80, 849-857). Una cantidad constante (3 x 10°M) de muMy9-6
marcado con '®| se mezclé con concentraciones crecientes de anticuerpo no radiactivo, blen muMy9-6 no marcado
o My9 no marcado, y las mezclas se incubaron con células (1 x 10° células por muestra) a 4°C durante 30 min. Estas
incubaciones se hicieron en 60 pl de un tampén que consistia en Medio Esencial Minimo Modificado para Cultivos
en Suspension (SMEM) suplementado con 2,5 % suero humano. Las células se separaron del medio que contenia
material no unido por centrifugacion a través de una mezcla de aceite de silicona (Aldrich) y aceite de parafina
(Baker) con una densidad de 1,009 g/ml. El sedimento celular se retir6 cortando los tubos de centrifuga en la
interfase de aceite y se usé para medir la radiactividad asociada a células en un contador gamma (modelo
RIAgamma 1274 de LKB). La radiactividad asociada a células medida se represent6 frente a las concentraciones de
anticuerpos competidores no marcados. Los resultados se muestran en la Figura 1: ambos anticuerpos, My9 y My9-
6, proporcionan curvas de union de competicion similares. Esto demuestra que My9 y My9-6 se unen al mismo
antigeno y ademas que ambos anticuerpos tienen avideces de unién muy similares. Como My9 es un anti-CD33
estandar publicado y reconocido se concluyé que My9-6 es un anticuerpo anti-CD33. El anticuerpo My9 esta
disponible comercialmente en BioGenex (San Ramon, Ca 94583; no. de cat. AM267-5M).

1.2. Clonacion de los genes de cadena pesada y ligera del anticuerpo My9-6
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El ARN total se purificé de un matraz T175 confluente de células de hibridoma My9-6 como se describe en Molecular
Protocols (NB1455-p173). La integridad del ARN se evalué en un gel 1 % MOPS y se determinaron las
concentraciones por espectrofotometria UV. Las reacciones de RT se hicieron con 4-5 ug ARN total usando el kit
Gibco Superscript Il y bien oligo dT o cebadores hexamero aleatorios.

Las reacciones de PCR se hicieron tanto usando un método RACE descrito en Co et al. (1992, J. Immunol.
148(4):1149-54) como usando cebadores degenerados descritos en Wang et al. (2000, J. Immunol. Methods.
233:167-177). La RACE PCR requirié una etapa intermedia para anadir una cola poli dG en los extremos 3' de los
ADNCc de primera cadena. Las reacciones de RT se purificaron con columnas Qianeasy (Qiagen) y se eluyeron en 50
pl tampdén 1 x NEB 4. Una reaccion de poner cola dG se hizo en el eluato con 0,25 mM CoClz, 1 mM dGTP, y 5
unidades de transferasa terminal (NEB), en tampén 1 x NEB 4. La mezcla se incubé a 37°C durante 30 minutos y se
anadi6 1/5 de la mezcla de reaccion (10 pl) directamente a una mezcla de reaccion de PCR para servir como el ADN
molde.

Las reacciones RACE y PCR degenerada fueron idénticas excepto por las diferencia en cebadores y molde. Como
se ha mencionado anteriormente, la mezcla de reaccién de transferasa terminal se usé directamente para el molde
RACE PCR, mientras la mezcla de reaccion de RT se usé directamente para las reacciones de PCR degenerada. En
ambos conjuntos de reacciones se usaron el mismo cebador de cadena ligera 3', HindKL:

TATAGAGCTCAAGCTTGGATGGTGGGAAGATGGATACAGTTGGTGC (SEQ
ID NO:11)

y cebador de cadena pesada 3', Bgl2lgG1:
GGAAGATCTATAGACAGATGGGGGTGTCGTTTTGGC (SEQ ID NO:12)

En la RACE PCR, se us6 un cebador poli dC 5' tanto para la cadena pesada como ligera, EcoPolydC:
TATATCTAGAATTCCCCCCCCCCCCCCCCC (SEQ ID NO:13), mientras los cebadores de PCR de extremo 5'
degenerados fueron Sac1MK: GGGAGCTCGAYATTGTGMTSACMCARWCTMCA (SEQ ID NO:14) para la cadena
ligera y una mezcla igual de EcoR1MH1: CTTCCGGAATTCSARGTNMAGCTGSAGSAGTC (SEQ ID NO:15) y
EcoR1MH2: CTTCCGGAATTCSARGTNMAGCTGSAGSAGTCWGG (SEQ ID NO:16) para la cadena pesada (bases
mixtas: H= A+T+C, S= G+C, Y= C+T, K= G+T, M= A+C, R= A+G, W= A+T, V= A+C+G, N= A+T+G+C).

Las reacciones de PCR se llevaron a cabo en un termociclador MJ research usando un programa adaptado de
Wang et al. (2000, J. Immunol. Methods. 233:167-177): 1) 94°C., 3 min; 2) 94°C., 15 seg; 3) 45°C., 1 min; 4) 72°C., 2
min; 5) ciclar atras a etapa #2 29 veces; 6) finalizacién con una etapa de extension final a 72°C durante 10 min. Los
productos de PCR se clonaron en pBluescript 1| SK+ (Stratagene) usando enzimas de restriccion creadas por los
cebadores PCR. Los clones de cadena pesada y ligera se secuenciaron por los servicios de secuenciacién de Lark
Technologies o Seqwright.

La RACE PCR nunca tuvo éxito para la cadena ligera de My9-6. Asi, con el fin de confirmar las secuencias de ADNc
de extremo 5', se hizo PCR degenerada y clonacion adicionales. La secuencia de ADNc de cadena ligera de My9-6,
determinada a partir de los clones de PCR degenerada, se introdujeron en el sitio de internet de busqueda Blast de
NCBI (ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) y se salvaron las cinco mejores secuencias de anticuerpo murino con secuencia
sefal enviada. Se disefiaron cebadores de PCR degenerada a partir de estos péptidos sefial usando el software de
internet Codehop (blocks.fhcrc.org/codehop.html). Se anadieron sitios de restriccién EcoRI a tres de los cebadores
degenerados Codehop (Figura 2) y éstos se usaron en reacciones de RT-PCR como se ha descrito anteriormente.

1.3. Preparacion y secuenciacion de las muestras de cadena pesada y ligera

Las cadenas pesada y ligera del anticuerpo muMy9-6 se separaron por SDS-PAGE en condiciones reductoras. El
anticuerpo reducido y desnaturalizado se someti6 a electroforesis en un gel 12 % Tris-glicina (Novex, San Diego,
CA). Después de la electroforesis, los geles se transfirieron a una membrana Immobilon®® usando tampén
CAPS/MeOH. Después de la transferencia, las membranas se tifieron con Ponseau S. Las bandas correspondientes
a las cadenas ligera y pesada se escindieron para la secuenciacion de proteinas.

La cadena ligera del anticuerpo se secuencié directamente de la membrana por quimica de degradacién de Edman
automatizada en un secuenciador ABI 494 Procise.

El extremo N de la cadena pesada se bloqued, asi la proteina se digirid, in situ, con tripsina segun Gharahdaghi, et
al. (1996). La mezcla digerida se analizdé por espectrometria de masas MALDI-TOF en un instrumento Kratos
Kompact SEQ. Los péptidos seleccionados se sometieron a MS/MS para determinar sus secuencias.

Ejemplo 2. Humanizacion de la region variable del anticuerpo por modificacion de superficie
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La modificacion de superficie del anticuerpo My9-6 para proporcionar versiones humanizadas adecuadas como
agentes terapéuticos o de diagndstico se lleva a cabo generalmente segun los principios y métodos descritos en la
Patente U.S. 5.639.641, y como sigue.

2.1. Prediccion de superficie

La accesibilidad al disolvente de los residuos de la region variable para un conjunto de anticuerpos con estructuras
resueltas se usd para predecir los residuos de superficie para la region variable del anticuerpo murino My9-6. La
accesibilidad al disolvente de los aminoacidos para un conjunto de 127 archivos de estructura de anticuerpo Unicos
(Figura 3) se calcul6 con el paquete de software MC (Pedersen et al., 1994, J. Mol. Biol. 235(3): 959-973). Las diez
secuencias de aminoacidos de cadena ligera y cadena pesada mas similares de este conjunto de 127 estructuras se
determinaron usando el software de alineamiento de secuencias en el sitio de internet NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/). La accesibilidad al disolvente media para cada residuo de la regién variable
de estas diez regiones variables de anticuerpo se calculé con una hoja de célculo Excel y las posiciones con mas de
un 30 % de accesibilidad media se consideraron residuos de superficie. Las posiciones con accesibilidades medias
de entre 25 % y 35 % se consideraron adicionalmente calculando la accesibilidad del residuo individual sélo para
aquellas estructuras con dos residuos idénticos flanqueando a cada lado.

2.2. Modelado molecular

Se generd un modelo molecular de la region variable de My9-6 murino usando el paquete de software Oxford
Molecular AbM. El marco del anticuerpo se construy6 a partir de los archivos de estructura para los anticuerpos con
las secuencias de aminoacidos mas similares (1 sbs para la cadena ligera y 1bbj para la cadena pesada) y las CDR
no canonicas se construyeron buscando una base de datos de estructura C-a que contenia estructuras resueltas no
redundantes. Los modelos se vieron con el Visor GlaxoSmithKline Swiss-Pdb y se determinaron los residuos que se
encontraban en 5 ? de una CDR.

2.3. Seleccion de anticuerpo humano

Las posiciones de superficie de la region variable de My9-6 murino se compararon con las posiciones
correspondientes en secuencias de anticuerpos humanos en la base de datos Kabat (Johnson y Wu, 2001, Nucleic
Acids Res. 29(1): 205-6). El software SR de gestion de la base de datos de anticuerpos (Searle, 1998) se usé para
extraer y alinear los residuos de superficie de parejas de cadena pesada y ligera de anticuerpos humanos naturales.
La superficie de regién variable de anticuerpo humano con los residuos de superficie méas idénticos,
proporcionandose una consideracion especial a las posiciones que se encuentran en 5 ? de una CDR, se eligi6 para
reemplazar los residuos de superficie de la regién variable del anticuerpo murino My9-6.

2.4. Construccion de gen de anticuerpo humanizado por mutagénesis por PCR

Se llevo a cabo mutagénesis por PCR en los clones de ADNc de la regién variable de My9-6 murino en primer lugar
para cambiar las secuencias del extremo 5' para que concuerden con la secuencia del péptido, y después construir
el gen My9-6 humano modificado en superficie. Se disefiaron conjuntos de cebadores para crear los residuos
murinos que no se habian secuenciado originalmente en los clones de PCR degenerados iniciales (posiciones de
cadena ligera N1, M3, L4, y S7, y posiciones de cadena pesada Q3 y P7).

Se disefaron conjuntos de cebadores de humanizacién para hacer los 6 cambios de aminoacidos requeridos para
todas las versiones de huMy9-6 y se disefiaron cebadores adicionales para cambiar alternativamente los cuatro
residuos 5 ? (Figura 4). Las reacciones de PCR se llevaron a cabo en un termociclador MJ Research con el
programa siguiente: 1) 94°C., 1 min; 2) 94°C., 15 seg; 3) 55°C., 1 min; 4) 72°C., 1 min; 5) ciclar atras a la etapa #2 29
veces; 6) finalizacion con una etapa de extension final a 72°C durante 4 min. Los productos de PCR se digirieron con
sus enzimas de restriccion correspondientes y se clonaron en los vectores de clonacion pBluescript. Los clones se
secuenciaron para confirmar los cambios de aminoacidos.

2.5. Vector de expresion para los anticuerpos humanizados

Las secuencias emparejadas de cadena ligera y pesada se clonaron en un Unico vector de expresion de mamiferos.
Los cebadores de PCR para las secuencias variables humanas crearon sitios de restriccion que permitieron anadir la
secuencia sefial humana en el vector de clonacién pBluescriptll. Las secuencias variables podian entonces clonarse
en el plasmido de expresion de mamiferos con EcoRI y BsiWIl o Hindlll y Apal para la cadena ligera o cadena
pesada, respectivamente (Figura 5). Las secuencias variables de cadena ligera se clonaron en marco en la region
constante IgKappa humana y las secuencias variables de cadena pesada se clonaron en la secuencia de region
constante IgGammail humana. En los plasmidos de expresién finales, los promotores CMV humanos dirigen la
expresion de las secuencias de ADNc tanto de la cadena ligera como pesada.
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2.6. Expresion temporal de los anticuerpos humanizados

Las células 293T se cultivaron en Medio de Eagle Modificado por Dulbecco (DMEM, BioWhittaker, 12-614F), 10 %
suero bovino fetal inactivado con calor (Hyclone, SH30071.03), 4 mM L-glutamina (BioWhittaker, 17-604E) y 1 %
mezcla penicilina-estreptomicina (BioWhittaker, 17-603E) bajo 6 % COz en un incubador a 37°C. Las células se
subcultivaron tres veces a la semana a una dilucién 1:10 manteniendo una poblacién sub-confluente. 24 horas antes
de la transfeccion, las células se tripsinizaron (BioWhittaker, 17-161E); las células vivas se contaron por el método
de exclusion de azul de tr(ispén y se plaquearon en placas tratadas de cultivo tisular de 10 cm (Corning, 430167) a
una densidad de 2 x 10 células por placa. Inmediatamente antes de la transfeccion, las células se lavaron
cuidadosamente con solucién salina tamponada con fosfato (PBS, diluido de BioWhittaker 10 x PBS, 17-517Q) y las
células se pusieron sobre 7 mL de SFM de Hibridoma (InvitroGen, 12045-076) incluyendo 1 % Ultra Low IgG Serum
(Gibco BRL, 16250-078).

Los métodos de transfecciéon temporal se adaptaron del protocolo estandar de Qiagen Polyfect. Para transfectar una
placa de 10 cm, se combinaron 8 ug de ADN grado CsCl con 300 pL de SFM de Hibridoma y 80 pL de reactivo de
transfeccion Polyfect (Qiagen, 301107). La mezcla de transfeccion se agité con vértex durante aproximadamente 5
segundos a baja velocidad y se incubd durante 5 minutos a temperatura ambiente. Después de la incubacion, se
anadié 1 mL de SFM de Hibridoma, 1 % Ultra Low IgG Serum a la mezcla de transfecién y se combin6 pipeteando
arriba y abajo aproximadamente cinco veces. La mezcla de transfeccién se anadi6 a los 7 mL de SFM de Hibridoma
que cubria las células y las placas se giraron cuidadosamente para asegurar una distribucion homogénea. Las
reacciones de transfeccién se incubaron toda la noche, generalmente 16 horas, en un incubador de cultivo tisular. El
medio de transfeccién se retiré cuidadosamente de las células y se reemplazé con 20 mL de SFM de Hibridoma, 1 %
Ultra Low IgG Serum. Las células transfectadas se volvieron a poner en el incubador durante 72 horas, después de
lo cual los sobrenadantes se recogieron y la produccién de anticuerpo se cuantificd por ELISA. El sobrenadante
recogido se almacen a 4°C hasta la purificacion.

2.7. Purificacion de los anticuerpos humanizados

Se preparé sobrenadante para cromatografia de afinidad de Proteina A por la adicion de 1/10 volumen de tampén 1
M Tris/HCI, pH 8,0. El sobrenadante con pH ajustado se filtr6 a través de una membrana de filtro de 0,22 um y se
carg6 en una columna de Sefarosa de Proteina A (HiTrap Proteina A HP, 1 mL, Amersham Biosciences) equilibrada
con tampén de union (PBS, pH 7,3). Se conect6 una pre-columna de Q-Sefarosa (10 mL) aguas arriba de la
columna de Proteina A durante la carga de la muestra para reducir la contaminacién de material celular tal como
ADN. Después de cargar la muestra, la pre-columna se retird y la orientacion de la columna de Proteina A se revirtié
para lavado y elucién. La columna se lavé con tampdén de union hasta que se obtuvo una linea base estable sin
absorbancia a 280 nm. El anticuerpo se eluyé con tampo6n 0,1 M acido acético que contenia 0,15 M NaCl, pH 2,8,
usando una velocidad de flujo de 0,5 mL/min. Se recogieron fracciones de aproximadamente 0,25 mL y se
neutralizaron por la adicién de 1/10 volumen de 1 M Tris/HCI, pH 8,0. La o las fracciones del pico se dializaron toda
la noche frente a PBS, pH 7,3. La cantidad de anticuerpo se cuantific6 midiendo la absorbancia a 280 nm y la
concentracion de anticuerpo se calculd asumiendo que Ezgo™' *= 1,4. El andlisis de los espectros de absorbancia y
SDS-PGE se realizaron en fracciones de anticuerpo para verificar su pureza.

Ejemplo 3. Ensayo de los anticuerpos humanizados
3.1. Crecimiento de células para los analisis de unién

Las células HL-60 se obtuvieron de la American Type Culture Collection (ATCC# CCL-240). Se mantuvieron en una
atmoésfera de 5 % CO,, incubador con cubierta de agua a 37°C (Napco Scientific Co., Tualitan, Oregén). Las células
se crecieron en medio RPMI suplementado con L-glutamina (BioWhittaker, Walkersville, MD) que contenia 10 %
suero fetal bovino (Hyclone, Logan, Utah), mas 50 ug/mL de sulfato de gentamicina (Life Technologies, Grand
Island, N.Y.).

3.2. Ensayo de union directa en células HL-60

Las células HL-60 se recogieron de matraces T75 (NUNCLONTM, no. de cat. 153732), y se centrifugaron a
aproximadamente 300 x g durante cinco minutos en una centrifuga de mesa Omnifuge RT (Haereus Separations,
Alemania), a 4°C. Las células se resuspendieron a una densidad de 3 x 10° células por mL en tampén FACS,
comprendido por 2 % (v/v) suero de cabra (Sigma Chemical Co., St Louis, MO) en Medio MEM Alfa suplementado
con L-glutamina (Life Technologies, Grand Island, N.Y.). Usando una pipeta multicanal, se afadieron 3 x 10° células
a pocillos de una placa de fondo redondo de 96 pocillos Falcon (no. de cat. 3077) y se puso en hielo. Usando una
placa de ensayo flexible de 96 pocillos Falcon (no. de cat. 353911), se prepararon once diluciones seriadas de dos
veces de cada articulo de ensayo o control en duplicado en tampdn FACS, a partir de una concentracion de partida
de 2 x 10° M. Entonces, se mezclaron 100 pl bien del articulo de ensayo o control con las células. Los pocillos
control s6lo recibieron tampdn FACS. La placa se incubd en hielo durante una hora, y se centrifugd durante cinco
minutos a 300 x g en una centrifuga refrigerada. Los reactivos se retiraron de los pocillos de la placa por una
inversién rapida sobre un vaso de precipitados de desecho que contenia 10 % de lejia. Las células se
resuspendieron por agitacion con vértex suave, se lavaron una vez con tampén FACS frio, se centrifugaron y se
resuspendieron con agitacién con vértex suave. Se diluyeron anti-lgG humana de cabra marcada con FITC (Jackson
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ImmunoResearch Laboratories, West Grove, PA, no. de cat. 109-096-003) y anti-IgG de ratén de cabra marcada con
FITC (Jackson ImmunoResearch Laboratories, West Grove, PA, no. de cat. 109-095-088) 1:100 en tampén FACS, y
se afadieron 100 pl a pocillos apropiados en la placa de ensayo. La placa se incub6 durante una hora adicional en
hielo, protegida de la luz. El anticuerpo secundario no unido se lavé de los pocillos de la misma manera que la
descrita anteriormente. Las células se resuspendieron por agitaciéon con vortex suave, y se fijaron afiadiendo 120
ul/pocillo de 1 % formaldehido en solucién salina tamponada con fosfato (PBS, 10 mM fosfato de potasio, 150 mM
cloruro de sodio, pH 7,2). La placa de ensayo se analizé6 en un citémetro de flujo FACScan conectado con un
dispositivo de muestreo de 96 pocillos automatizado (Becton Dickinson, Mountain View, CA).

3.3. Preparacion de membranas plasmaticas

Se prepararon membranas plasmaticas segun el procedimiento descrito en Vater et al. (1995). Brevemente, las
células HL-60 se crecieron hasta una densidad de 1 x 10° células/mL en RPMI suplementado con L-glutamina, que
contenia 10 % suero fetal bovino, y 50 pg/mL de sulfato de gentamicina. Cuando se obtuvo un total de 1 x 10°
células, las células se recogieron, se centrifugaron a aproximadamente 300 x g en una centrifuga Omnifuge RT, se
lavaron con solucién salina equilibrada de Hanks (Life Technologles no. de cat. 14175-095), y se combinaron en un
tubo de centrifuga conico de 50 mL. El sedimento se congelé a -80°C durante al menos 24 horas, para facilitar |a lisis
celular y la homogeneizacion. Para preparar las membranas plasmaticas, el sedlmento se descongeld rapidamente a
37°C y se almacend en hielo; todas las etapas posteriores se realizaron a 4°C. El sedimento de células HL-60 se
resuspendié en 8 mL de tampén 10 mM Tris-HCI, pH 7,0, que contenia 1 mM EDTA, 0,25 M sacarosa y 1 mM
fenilmetilsulfonil-fluoruro (PMSF). El sedimento celular se transfiri6 a un homogeneizador tisular Dounce de 15 mL
(Wheaton, Millville, NJ) para la disrupcién celular (20 golpes con un émbolo de vidrio de borosilicato con ajuste
firme). El homogenado se centrifugd en una Centrifuga Superspeed Refrigerada Sorval RC-5B, usando un rotor SS-
34 (Wilmington, DE) a 6.000 rpm durante diez minutos, y el sobrenadante se retir6 cuidadosamente del sedimento.
El sedimento se lavd una vez adicional con 8 mL de tampédn y se procesé como se ha descrito anteriormente. Los
sobrenadantes combinados se pusieron como una capa sobre 1 mL de 37 % tampén cojin de sacarosa en 10 mM
Tris-HCI, 1 mM PMSF, 1 mM EDTA, pH 7,0, y se proces6 adicionalmente en una ultracentrifuga pre-enfriada
Beckman L8-M, con un rotor SW55ti (Beckman Instruments, Palo Alto, CA), a 33.000 rpm durante 70 minutos. La
capa de membrana opalescente, situada justo por encima del cojin de sacarosa, se retiré de cada tubo y se diluyo
con cuatro volimenes de 10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, 1 mM PMSF, pH 7,0. Esta solucién se centrifugé durante 30
minutos adicionales a 18.000 rpm en la ultracentrifuga. El sobrenadante se retiré cuidadosamente, y los sedimentos
resultantes se resuspendieron en 10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, 1 mM PMSF, pH 7,0. La preparacién de membrana
de HL-60 se allcuoto en tubos Eppendorf estériles con tapa de rosca de 1,5 mL, se congel6 en nitr6geno liquido y se
almacené a -80°C para uso. La concentracion de proteina total de la preparacién final se determiné usando el
Ensayo BCA de PierceTM (Pierce Chemical Company, Rockford, IL, no. de cat. 23235).

3.4. Ensayo de union directa en membranas HL-60

Las membranas HL-60, preparadas como se ha descrito anteriormente, se secaron a una concentracion de partida
de 10 pyg/mL en agua desionizada en la superficie de poliestireno de placas de ensayo de 96 pocillos Immulon 2
(Dynex Laboratories, Chantilly, VA), usando un desecador de vacio Labconco (Labconco, Corp, Kansas City, MO),
toda la noche a temperatura ambiente. La placa ELISA se bloque6 con una solucion de 1 % fracciéon V albdmina de
suero bovino (Sigma-Aldrich, Inc., St. Louis, MO, no. de cat. A-3294), 0,05 % Tween-20 (Sigma-Aldrich, Inc., St.
Louis, MO, no. de cat. P-2287) en solu0|on salina tamponada con Tris (50 mM Tris-HCI, 150 mM cloruro de sodio,
pH 7,5, TBS), 300 pL por pocillo, a 37°C durante 1 hora. Después de esta etapa de bloqueo, la placa se dren6 de
tampon de bloqueo y se transfirid a toallas de papel. Se prepararon dos diluciones seriadas de tres veces de los
reactivos de ensayo 0 control en tampoén de bloqueo, en cuadriplicado, empezando a 3,13 x 10° M titulada hacia
abajo hasta 5,29 x 10" M en una placa de ensayo flexible de 96 pocillos. Los pocillos de control negativo contenian
tampon de bloqueo solo. Se transfirieron 50 yL de cada d||u0|on a pocillos designados en la placa de ensayo
recubierta de membrana que se incubd toda la noche a 4°C. Los contenidos de los pocillos se aspiraron en un
matraz de desecho que contenia 10 % (v/v) lejia, y la placa se lavo 3 x con TBS que contenia 0,1 % (v/v) Tween-20
(tampon de lavado) y se transfirié a toallas de papel. La cantidad de anticuerpo anti-My9-6 unido se detect6 bien con
anti-lgG de ratén de cabra-HRP o anti-lgG humana de burro-HRP diluido 1:1.000 con tamp6n de bloqueo en los
pocillos apropiados. Estos anticuerpos secundarios se incubaron en la placa de ensayo durante una hora a
temperatura ambiente, protegido de la luz. La placa se lavé y transfiri6 como anteriormente. La placa se reveld
usando TMB (BioFX Laboratories, Randallstown, MD, no. de cat. TMBW-0100-01), y se pard con soluciéon de Parada
(BioFX Laboratories, Randallstown, MD, no. de cat. STPR-0100-01). La placa de ensayo se ley6 a A450nm usando
un lector de placas Titertek® Multiskan Plus MK Il (Huntsville, AL).

3.5. Ensayo de union de competicion en membranas HL-60

Las membranas HL-60, preparadas como se ha descrito anteriormente, se secaron desde una concentracion de
partida de 10 pyg/mL en agua desionizada en la superficie de de poliestireno de placas de ensayo de 96 pocillos
Immulon 2 (Dynex Laboratories, Chantilly, VA), usando un desecado de vacio Labconco (Labconco, Corp, Kansas
City, MO), toda la noche a temperatura ambiente. La placa ELISA se bloque6 con una solucién de 1 % fraccion V
albumina de suero bovino (Sigma-Aldrich, Inc., St. Louis, Mo., no. de cat. A-3294), 0,05 % Tween-20 (Sigma-Aldrich,
Inc., St. Louis, MO, no. de cat. P-2287) en solucién salina tamponada con Tris (50 mM tris, 150 mM cloruro de sodio,

19



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2539627 T3

pH 7,5, TBS), 300 ul por pocillo a 37°C durante 1 hora. Después de esta etapa de bloqueo, la placa se drend de
tampon de bloqueo y se transfirié a toallas de papel. Se prepararon dos diluciones seriadas de dos veces de los
reactivos de ensayo o control en tampodn de bloqueo, en cuadriplicado, empezando a 1,25 x 10® M titulada hacia
abajo hasta 2,44 x 10" M (2x la concentracién final necesaria) en una placa de ensayo flexible de 96 pocillos. Estos
reactivos de competidores no marcados se mezclaron con un volumen igual de 2,5 x 10"® M anti-My9-6 murino
biotinilado (ImmunoGen, Inc., Cambridge, MA); el control positivo no contenia reactivo de competidor, mientras el
control negativo contenia tampén de bloqueo solo. Se transfirieron 50 pL de estas mezclas a pocillos designados en
la placa de ensayo recubierta de membrana que se incubé toda la noche a 4°C. Los contenidos de los pocillos se
aspiraron en un matraz de desecho que contenia 10 % (v/v) lejia, y la placa se lav6 3 x con TBS que contenia 0,1 %
(v/v) Tween-20 (tampdn de lavado). La placa se transfirié a toallas de papel y la cantidad de anticuerpo anti-My9-6
murino biotinilado unido se detect6 con 100 uL por pocillo de estreptavidina-fosfatasa alcalina (Jackson
ImmunoResearch Laboratories, West Grove, PA, no. de cat. 016-050-084), diluida 1:5.000 en tamp6n de bloqueo.
Después de una incubacién de una hora a temperatura ambiente y protegido de la luz, el reactivo anticuerpo
secundario no unido se lavé de los pocillos, y la placa se revelé usando TMB (BioFX Laboratories, Randallstown,
MD, no. de cat. TMBW-0100-01), y se pard con soluciéon de Parada (BioFX Laboratories, Randallstown, MD, no. de
cat. STPR-0100-01). La placa de ensayo se ley6 a A450 nm usando un lector de placas Titertek® Multiskan Plus MK
Il (Huntsville, AL).

3.6. Clonacion de regiones variables del anticuerpo murino My9-6

Las regiones variables del anticuerpo murino My9-6 se clonaron por los métodos de RT-PCR descritos
anteriormente. Varios clones individuales de cadena ligera y pesada se secuenciaron para identificar y evitar
posibles errores de secuencia generados por la polimerasa. Sélo se obtuvo una Unica secuencia de la cadena ligera,
pero se extrajeron dos secuencia separadas de los clones de RT-PCR de cadena pesada.

Para confirmar la secuencia real de la regién variable de la cadena ligera de My9-6 murino, se analizaron secuencias
de péptidos por degradacion de Edman, Desorcién/lonizacion por Léser Asistida por Matriz (MALDI) vy
Espectrometria de Masas en Tandem (MS-MS). Los 22 residuos en el extremo amino de la cadena ligera de My9-6
se secuenciaron por degradacién de Edman y se proporcionan en la Figura 6A. La secuencia de ADNc inicial
derivada de los clones de RT-PCR degenerados concordd en todos excepto cuatro residuos que se generaron
probablemente por los cebadores degenerados. La secuencia peptidica determinada por la degradacién de Edman
se confirmd posteriormente por los clones de RT-PCR generados por cebadores degenerados en la secuencia del
péptido senal del extremo 5'. El andlisis por MS-MS de los fragmentos con digestion triptica también confirmé la
secuencia de las CDR 1 y 2 de cadena ligera (Figura 6B). Conjuntamente, estos analisis peptidicos confirman la
secuencia de aminoacidos predicha de la cadena ligera de My9-6 murino derivada de los clones de ADNc generados
por RT-PCR.

Como es comun con las secuencias de cadena pesada, el extremo amino de la cadena pesada de muMy9-6 estaba
blogueado por un residuo de piroglutamina y por lo tanto no pudo secuenciarse por la degradacion de Edman N-
terminal. En lugar de esto, se generaron datos de secuencia interna por digeridos tripticos y analisis por
Desorcién/ionizacién por Laser Asistida por Matriz (MALDI) y Espectrometria de Masas en Tandem (MS-MS). Se
identificé un fragmento de 1.788 daltons con una secuencia predicha idéntica a una parte del clon de ADNc 2 (Figura
7). Esta secuencia incluye cinco residuos de CDR3 para el clon de ADNc 2, y por lo tanto es un péptido ideal para
hacer una identificacién positiva para la cadena pesada de muMy9-6. Mdltiples clones de RACE PCR que producian
so6lo la secuencia obtenida originalmente del clon 2 de RT-PCR degenerada también confirmaron esta secuencia
peptidica.

Los resultados acumulativos de los distintos clones de ADNc y el andlisis de la secuencia peptidica proporcionaron
las secuencias finales de cadena ligera y pesada de My9-6 murino presentadas en la Figura 8. Usando las
definiciones Kabat y AbM, se identificaron las tres CDR de cadena ligera y cadena pesada (Figuras 8 y 9). Una
blsqueda en la base de datos NCBI IgBlast indica que la regién variable de cadena ligera del anticuerpo muMy9-6
deriva lo mas probablemente del gen de la linea germinal de raton IgV? 8-27 mientras la region variable de cadena
pesada deriva lo mas probablemente del gen de la linea germinal IgVh V102 (Figura 10).

3.7 Determinacion de los residuos de superficie de la region variable del anticuerpo My9-6

Las técnicas de modificacién de superficie de anticuerpos descritas por Pedersen et al. (1994, J. Mol. Biol. 235:959-
973) y Roguska et al. (1996, Protein Eng. 9:895-904) empiezan prediciendo los residuos de superficie de las
secuencias variables de anticuerpo murino. Un residuo de superficie se define como un aminoacido que tiene al
menos 30 % de su area superficial total accesible a una molécula de agua. En ausencia de una estructura resuelta
para encontrar los residuos de superficie para muMy9-6, se alinearon los diez anticuerpos con las secuencias mas
homologas en el conjunto de 127 archivos de estructura de anticuerpo (Figura 11A y B). La accesibilidad al
disolvente para cada posiciébn Kabat se promedié para estas secuencias alineadas y la distribucién de las
accesibilidades relativas para cada residuo se presenta en la Figura 12.

Varias posiciones de superficie tenian accesibilidades medias de entre 25 % y 35 %. Estas se observaron méas de
cerca promediando solo los anticuerpos con dos residuos idénticos flanqueando en cada lado (Figuras 13A y B). Los
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25 residuos de superficie predichos para la cadena pesada de muMy9-6 no estaban cambiados después del analisis
adicional, pero las posiciones Kabat 15y 70 en la cadena ligera requirieron una consideracion adicional. La alanina
en la posicion de cadena ligera 15 tenia una accesibilidad media de 34,4 % en las diez estructuras, pero s6lo una
Unica estructura, 1mcp, tenia residuos flanqueantes idénticos a los de muMy9-6. En esta estructura, Ala15 tenia una
accesibilidad relativa de so6lo 18,2 %. Como en esta Unica estructura Ala15 era dramaticamente menos accesible
que el residuo promedio para la posicién 15, las tres estructuras con sélo una Unica diferencia en los residuos
flanqueantes (1ap2, 1frg, y 1hil) también se promediaron conjuntamente. La accesibilidad media para estas tres
estructuras fue de nuevo 33,3 %, haciendo que Ala15 sea un residuo de superficie predicho. Finalmente, el anti-B4,
C242, modificado en superficie, y la patente de modificacion en superficie en si misma predicen que la posicién 15
de cadena ligera es un residuo de superficie. Tomados conjuntamente, la estrategia conservadora es asumir que la
posicion 15 de cadena ligera de muMy9-6 es un residuo de superficie.

La posicién 70 de cadena ligera de muMy9-6 también requirié consideraciones especiales que finalmente resultaron
en una prediccion conservadora de que es un residuo de superficie. El trabajo de prediccién inicial de superficie para
la cadena ligera se hizo con datos MC sélo de las cinco estructuras de cadena ligera mas homologas y en este
grupo Asp70 fue un residuo de superficie predicho. Posteriormente, con las cinco estructuras mas homélogas
adicionales, se encontr6 que la posicién 70 tiene una accesibilidad media de 29,1 % como se muestra en la Figura
13A. Ademads, nueve de las diez estructuras tenian los residuos flanqueantes idénticos y el promedio de este
conjunto fue 29,2 % accesible. Como este residuo parecia estar tan cercano al punto de corte de 30 % y la patente
de modificacion de superficie denomina la posicion 70 una posicion de superficie, los datos de accesibilidad se
escrutaron adicionalmente. La posicion 70 para la estructura 1lve tiene una accesibilidad relativa de 22,5 % que es
cinco puntos de porcentaje menor que la siguiente accesibilidad mas baja de 27,2 %. Como 1lve es la octava
estructura mas homdloga y era un valor atipico bajo, se tomd un promedio para las ocho estructuras con residuos
flanqueantes idénticos ademas de 1lve y este conjunto tenia una accesibilidad media de 30,1 %. Esto, junto con el
hecho de que el andlisis inicial de cadena ligera de muMy9-6 y la patente de modificacién de superficie denomina la
posicion 70 de cadena ligera una posicién de superficie, dio lugar a la prediccién conservadora de que Asp70 de
cadena ligera de muMy9-6 es un residuo de superficie.

3.8. Modelado molecular para determinar qué residuos se encuentran en 5 A de una CDR

El modelo molecular, generado con el paquete de software AbM, se analiz6 para determinar qué residuos de
superficie de muMy9-6 se encuentran en 5 A de una CDR. Con el fin de modificar la superficie del anticuerpo, todos
los residuos de superficie fuera de una CDR deben cambiarse a su equivalente humano, pero los residuos que se
encuentran en 5 A de una CDR también pueden contribuir a la unién y especificidad del antigeno. Por lo tanto, estos
residuos 5 A deben identificarse y considerarse a lo largo del proceso de humanizacion. Las definiciones de CDR
usadas para la modificacion de superficie combinan la definicion AbM para CDR2 de cadena pesada y las
definiciones Kabat para las cinco CDR restantes (Figura 9). El modelo murino se analiz6 con el Software Swiss
Viewer y la Figura 14 muestra los residuos que estan en 5 A de cualquier residuo CDR en la secuencia de cadena
ligera o pesada.

3.9. Seleccion de la superficie humana mas homologa

Las superficies de anticuerpo humano candidatas para modificar la superficie de muMy9-6 se extrajeron de la base
de datos de secuencia de anticuerpos Kabat usando software SR. Este software proporciona una interface para
buscar sélo posiciones especificadas de residuos frente a la base de datos de anticuerpos. Para conservar las
parejas naturales, los residuos de superficie tanto de las cadenas ligera como pesada se compararon entre si. Las
superficies humanas mas homologas de la base de datos Kabat se alinearon con el fin de clasificar la identidad de
secuencia. Las cinco superficies mejores segun se alinea por el software SR de la base de datos Kabat se
proporcionan en la Figura 15. Las superficies se compararon para identificar qué superficies humanas requeririan
menos cambios en 5 A de una CDR. El anticuerpo anti-Virus de la Hepatitis C, LC3bPB (lvanovski M. et al., 1998,
Blood 91(7):2433-42), requiere el menor numero de cambios de residuos de superficie (10 en total) y s6lo cuatro de
estos residuos se encuentran en 5 A de una CDR. La secuencia de la region variable de longitud completa para
muMy9-6 también se alineé frente a la base de datos de anticuerpos humanos Kabat con SR y LC3bPB se identificd
como la 142 secuencia de regién variable humana més similar (datos no mostrados). Como el anticuerpo LC3bPB
proporciona la superficie mas homologa y requiere el menor nimero de cambios en residuos 5 A es el mejor
candidato para modificar la superficie de muMy9-6.

3.10. Construccion de los genes My9-6 para los anticuerpos My9-6 humanizados

Los diez cambios en residuos de superficie para huMy9-6 se hicieron usando técnicas de mutagénesis por PCR
como se ha descrito anteriormente. Como seis de los residuos de superficie para LC3bPB estaban a mas de 5 Ade
una CDR, estos residuos se cambiaron de murino a humano en todas las versiones para My9-6 humanizado
(Figuras 16A y B). Los cuatro residuos de superficie que si se encontraban en 5 A de una CDR, posiciones de
cadena ligera Kabat 1, 3 y 45 y la posicion de cadena pesada 64, bien se cambiaron a humano o se retuvieron como
murino para preparar las 16 versiones humanizadas de My9-6. De éstas, la mas humana es la version 1.0 ya que
tiene los diez residuos de superficie humana. La version mas conservadora en términos de asegurar la maxima
afinidad de unién es la versién 1.1 que retiene los cuatro residuos de superficie murinos que estan en 5 A de una
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CDR. Cada uno de los genes de anticuerpo My9-6 humanizado se clonaron en el plasmido de expresion de
anticuerpo (Figura 5) para transfecciones temporales y estables.

3.11. Datos de union

La fuerza clave de la humanizacién por modificacién de superficie es que reteniendo los residuos marco murinos que
no son de superficie, My9-6 humanizado debe continuar uniéndose a CD33 con afinidad inalterada. Sin embargo, los
cuatro residuos de superficie que se encuentran en 5 A de una CDR pueden contribuir a la union al antigeno vy, por
lo tanto, el cambio de estos residuos podria tener un efecto negativo en la unién. Para abordar este problema, las 16
versiones de My9-6 humanizado incluyen todas las combinaciones de residuos bien humanos o murinos en cada
una de las cuatro posiciones de residuos 5 A. Estas varian de la version optima o mas humana, 1.0, con residuos
humanos en cada posicién de superficie que no es CDR, a la version mas conservadora, 1.1, que retiene los
residuos murinos en cada una de las cuatro posiciones de superficie 5 A y, por lo tanto, deberia retener la unién de
tipo salvaje. Comparando la afinidad de union de las versiones de My9-6 humanizado con My9-6 murino, la versién
mas humana que retiene la unién de tipo salvaje puede seleccionarse como el My9-6 modificado en superficie,
humanizado.

Se hicieron experimentos de unidn directa y competitiva con las versiones humanizadas de My9-6 murino y con
muMy9-6 en la linea celular leucémica humana que expresa CD33, HL-60. Las tres versiones mas humanas (V1.0,
V1.3, V1.6) asi como la versién mas conservadora (V1.1) se ensayaron bien en membranas de HL-60 o células
completas. La Figura 17 proporciona los valores KD para cada condicion y la Figura 18 muestra curvas de unién
ejemplo para huMy9-6, V1.0, frente a muMy9-6. Los valores KD calculados para las versiones humanizadas de My9-
6 incluyendo la mas humana, version 1.0, es encuentran en el error experimental del valor KD de My9-6 murino. Los
resultados de uniéon competitiva también demuestran que los anticuerpos huMy9-6 pueden competir igual de bien
para la unién a CD33 que muMy9-6 en si mismo. Con estos datos demostrando afinidades de unién cerca del tipo
salvaje para el My9-6 completamente humanizado, V1.0, en membranas HL-60 y células completas, no hubo
necesidad de ensayar versiones adicionales, ya que la version 1.0 es el anticuerpo My9-6 humanizado 6ptimo.

El anticuerpo My9-6 murino se ha humanizado completamente sin pérdida de actividad de union. Ninguno de los
cambios de residuos de superficie de ratdbn a humano resulté en una pérdida de afinidad de unién, ain cuando
cuatro de estos residuos de superficie estaban en 5 A de una CDR. Se piensa que los residuos en 5 A de una CDR
hacen contactos de van der Waal potencialmente criticos que pueden afectar la estructura de estas CDR.

Los resultados de la humanizacion de My9-6 sugieren que al crecer los nimeros de anticuerpos modificados en

superficie, un analisis de posicion de los residuos exhaustivo basado en datos de union reales podria ser una forma

Eés efectiva de tomar como diana residuos cuestionables en lugar de observar simplemente cualquier residuo en 5
de una CDR.

My9-6 V1.0 humanizado (huMy9-6) es el cuarto anticuerpo que se ha humanizado usando el procedimiento descrito
en la presente memoria. La humanizacién por modificacion de superficie del marco de regién variable de un
anticuerpo murino se desarroll6 como una mejora sobre los métodos estandar de humanizacién, incluyendo injerto
de CDR, que pueden requerir un desarrollo extenso y reingenieria para mantener la actividad de unién. Esto
contrasta con el anticuerpo huMy9-6 modificado en superficie, que implico cambiar sélo diez residuos de superficie
para crear un anticuerpo completamente activo con una superficie completamente humana.

Ejemplo 4. Inmunoconjugado My9-6-DM1

Se llevaron a cabo estudios pre-clinicos de eficacia con xenoinjertos de tumor humano en ratones usando el
anticuerpo My9-6 conjugado con el farmaco maitansinoide DM1.

Como se discute mas adelante, My9-6-DM1 mantuvo la especificidad y afinidad de union del anticuerpo no
modificado para CD33, y mostr6 una citotoxicidad potente especifica de antigeno frente a células tumorales positivas
para CD33 in vitro. El tratamiento de ratones SCID que portan xenoinjertos de tumor HL-60 subcutaneos
establecidos con My9-6-DM1, result6 en la erradicacién completa de los tumores a dosis (20 mg de anticuerpo
conjugado/kg/dia i.v. x 5 dias) que no mostraron toxicidad y que estaban muy por debajo de la maxima dosis
tolerada. Por el contrario, el tratamiento con el anticuerpo My9-6 solo no tuvo efecto en el crecimiento del tumor HL-
60 comparado con el control de vehiculo. Se observé una eficacia curativa similar con My9-6-DM1 después de
tratamiento de ratones que portan xenoinjertos THP-1 subcutaneos.

4.1. Reactivos
El anticuerpo fue el anticuerpo murino monoclonal My9-6 dirigido frente a CD33 humano descrito anteriormente.

El agente modificador del anticuerpo fue 4-(2-piridilditio)pentanoato de N-succinimidilo (SPP):
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El farmaco citotéxico fue el andlogo de maitansina DM1, que se sintetiza a partir de un producto de fermentacion
microbiano, Ansamitocina P3. DM1 es un inhibidor potente de la polimerizacion de la tubulina.

HS »#CHs

4.2. Preparacion de My9-6-DM1

My9-6-DM1 se preparé modificando el anticuerpo My9-6 con SPP para introducir 3-5 grupos piridilditio por molécula
de anticuerpo. El intercambio de disulfuro entre el sustituyente tiol en el DM1 y la funcionalidad disulfuro activa en el
anticuerpo proporcion6 el conjugado de anticuerpo que contiene DM1.
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(n puede ser cualquier nimero entero)
4.3. Analisis de la union del anticuerpo y conjugado de anticuerpo por citometria de flujo

Las células HL-60 se incubaron con varias concentraciones bien de anticuerpo My9-6 o My9-6-DM1. Las células se
lavaron y se incubaron con un anticuerpo secundario anti-lgG murino marcado con FITC. Después de un lavado
adicional, las células se fijaron con 2 % formaldehido y la fluorescencia asociada a células se cuantificé6 usando un
citometro de flujo BD FACScan. My9-6-DM1 mantiene una union especifica a CD33 comparable con el anticuerpo no
modificado (Figura 19).

4.4. Ensayo de citotoxicidad in vitro

La citotoxicidad de My9-6-DM1 se midi6 usando la célula THP-1 que expresa CD33 y la linea celular negativa para
CD33 Namalwa. Las células se plaguearon en placas de 96 pocillos en medio que contenia el conjugado y se incubd
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a 37°C hasta que se formaron colonias (2-3 semanas). Las colonias se evaluaron, y las fracciones supervivientes se
determinaron usando la distribucién de Poisson en los célculos.

4.5. Estudios de xenoinjerto de tumor en ratoén in vivo

Modelo de tumor subcutaneo- Se inocularon subcutaneamente células de leucemia promielocitica humana HL-60 (5
x 10° células en 0,1 mL) en el flanco derecho de ratones hembra SCID. Los ratones se trataron por myecmon
mtravenosa en una vena lateral de la cola empezando cuando los tumores alcanzaron un tamafio de 100 mm?® (400
mm? en el modelo de tumor grande), El tamafio tumoral y el peso corporal de los ratones se midieron dos veces a la
semana. Modelo de supervivencia - Se inyectaron intravenosamente células HL-60 (5 x 10° células en 0,1 mL) en la
vena lateral de la cola de ratones hembra SCID. Once dias después de la inyeccion de células tumorales empezé el
tratamiento. Los ratones se evaluaron cada dia para moribundos, masa tumoral, o muerte. El peso corporal se midié
dos veces a la semana.

4.6. Especificidad y eficacia in vitro de My9-6-DM1

La citotoxicidad de My9-6-DM1 frente a células que expresan CD33 (THP-1) comparada con una linea celular
negativa para CD33 (Namalwa) se ensay6 usando un ensayo clonogénico, en el que la actividad de muerte celular
se determina cuantificando el nimero de colonias que pueden crecer después del tratamiento. My9-6-DM1 presenta
una potente actividad de muerte celular frente a células de tumor humano positivas para CD33 (Figura 20). No se
observo toxicidad significativa frente a células negativas para CD33, indicando que la citotoxicidad dependiente de
CD833 se debia a un direccionamiento especifico del anticuerpo anti-CD33, My9-6.

4.7. Eficacia de My9-6-DM1 frente a xenoinjertos de tumor humano en ratones

La eficacia de My9-6-DM1 in vivo se determind usando ratones SCID que portan xenoinjertos de células tumorales
HL-60 humanas. Las celulas HL-60 se inyectaron subcutdneamente y se dej6 que los tumores crecieran hasta un
tamafio medio de 100 mm®. El conjugado My9-6-DM1 se administré i.v. una vez al dia durante 5 dias a las dosis
indicadas en la Figura 21. La dosificacion se expresa como mg de anticuerpo en el conjugado, que corresponde a
una dosis de DM1 de aproximadamente 15 ug de DM1 por mg de anticuerpo. El volumen tumoral se midié6 como una
indicacion de la eficacia del tratamiento y el peso corporal de los ratones se monitorizé para indicar toxicidad debida
al tratamiento. My9-6-DM1 induce curas a largo plazo de ratones que portan xenoinjertos de células HL-60 humanas
a dosis que causan poca toxicidad (Figura 21). A las dos dosis mas altas ensayadas (19 y 26 mg/kg), se observo
una regresion completa de los tumores con una pérdida maxima de peso corporal de menos del 10 % (Figuras 21Ay
B). Incluso a la dosis mas baja ensayada (13 mg/kg), 2 de 5 ratones mostraron curas completas, mientras los otros 3
ratones mostraron regresion tumoral con un retraso en el crecimiento tumoral de aproximadamente 20 dias.
También se observaron resultados similares usando la linea celular leucémica THP-1 en la que My9-6-DM1 indujo
curas a largo plazo de ratones que portan xenoinjertos de tumor THP-1 humano (datos no mostrados).

Estos resultados son profundamente contrarios a los obtenidos por tratamiento con anticuerpo My9-6 solo. El
anticuerpo solo no tiene efecto en el crecimiento de las células tumorales incluso a 50 mg/kg (Figura 21C).

La actividad de My9-6-DM1 se comparé con el conjugado aprobado anticuerpo anti-CD33-caliqueamicina,
Gemtuzumab ozogamicina. Gemtuzumab ozogamicina se administré6 cada 4 dias para 3 dosis. Un experimento
preliminar demostr6 que Gemtuzumab ozogamicina a la MTD publicada para ratones desnudos (0,3 mg/kg) fue
demasiado téxico para ratones SCID (datos no mostrados). También se observo una toxicidad significativa a la dosis
de 100 y 200 pg/kg en este experimento (Figura 21F). Gemtuzumab ozogamicina s6lo mostré una regresién tumoral
y retraso del crecimiento modesto en este modelo (aproximadamente 25 dias) a la maxima dosis tolerada (100
pg/kg) (Figura 21E).

En un experimento separado, la actividad anti-tumoral del conjugado My9-6-DM1 se compar6 con la actividad del
farmaco parental no conjugado, maitansina. Se trataron ratones que portan xenoinjertos de tumor HL-60 diariamente
durante 5 dias con el conjugado a 23 mg de anticuerpo/kg ¢ 350 pg DM1/kg; farmaco no conjugado a 350 pg/kg; o
anticuerpo no conjugado a 23 mg/kg. Tres de 6 ratones tratados con maitansina solo murieron dos dias después del
tratamiento indicando que este nivel de farmaco es bastante téxico. Sin embargo, el farmaco mostré un impacto
significativo en el crecimiento tumoral en los 3 ratones restantes, con un retraso en el crecimiento de
aproximadamente 10 dias (Figura 22).

El anticuerpo My9-6 solo no tuvo efecto en el crecimiento tumoral, mientras el conjugado My9-6-DM1 causé la
regresion completa de los tumores. El efecto del tratamiento con conjugado en el peso corporal de los ratones
(disminucion del 12 %) fue ligeramente mayor que en el experimento previo y puede reflejar variaciones entre lotes
en la sintesis del conjugado. Se observ6 recrecimiento de los tumores en dos de los seis ratones tratados con
conjugado empezando en el dia 70. Estos animales se sometieron a un segundo tratamiento de My9-6-DM1 idéntico
al primer tratamiento. El segundo tratamiento resultd en la regresion completa de los tumores "de recaida" sin
observarse toxicidad adversa, sugiriendo que el recrecimiento del tumor no era debido al crecimiento de células
resistentes al conjugado.
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La potente eficacia de My9-6-DM1 en este modelo de xenoinjerto sugirié que el conjugado puede ser efectivo incluso
frente a tumores HL-60 grandes. Se dejé que los tumores crecieran hasta un volumen tumoral de > 400 mm?® antes
del inicio del tratamiento. Ademas, se llevd a cabo una comparacién de la actividad de My9-6-DM1 con farmacos
quimioterapéuticos estandar. My9-6-DM1 causo la regresién completa de tumores grandes en ratones SCID (Figuras
23A y B). De nuevo, los tumores de recaida (2 de 6 ratones) fueron sensibles a un segundo tratamiento de My9-6-
DM1. El tratamiento con agentes quimioterapéuticos estandar (Ara-C e idarrubicina) tuvo un efecto pequefio en el
crecimiento tumoral. Las dosis mayores de farmaco fueron profundamente téxicas para los ratones (no mostrado).

4.8. Eficacia de My9-6-DM1 en un modelo de supervivencia de ratones con células HL-60

Aunque la eficacia de My9-6-DM1 en el modelo de xenoinjerto tumoral es sorprendente, también es interesante
observar la actividad del conjugado en un modelo de supervivencia de ratén en el que las células HL-60 se inyectan
directamente en una vena de la cola del raton. En este modelo, los ratones control murieron entre 30 y 50 dias
después de la inyeccién de células. Los ratones tratados con My9-6-DM1 empezando 11 dias después de la
inyeccion de células mostraron un incremento dramatico en la supervivencia, con 7 de 8 ratones vivos a los 70 dias
(Figura 24A). La maitansina sola también mostré un impacto significativo en la supervivencia de los ratones en este
modelo, aunque 2 de 8 ratones murieron poco después del inicio del tratamiento indicando toxicidad del farmaco. La
eficacia relativa de la maitansina en este modelo comparada con el modelo de xenoinjerto subcutaneo sugiere que
los tumores HL-60 pueden ser mas sensibles a la accién del farmaco en este entorno. Un retraso adicional en el
inicio del tratamiento puede demostrar una diferencia mas aguda entre el farmaco dirigido y no dirigido. Sin
embargo, incluso en este modelo, la quimioterapia estandar no proporcion6 un aumento significativo de la
supervivencia (Figura 24B). La dosis mas alta de combinacion mostré una toxicidad aparente del farmaco
significativa. Tanto el anticuerpo My9-6 solo como Gemtuzumab ozogamicina mostraron un incremento modesto en
la supervivencia.

Declaracion de deposito

El hibridoma que produce anticuerpos My9-6 murinos se deposité en la American Type Culture Collection, PO Box
1549, Manassas, VA 20108, el 7 de noviembre, 2002, bajo los Términos del Tratado de Budapest y se le asigno el
numero de depdsito PTA-4786.
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17

Asn Ile Met Leu Thr

1

<210>

<211>-

5
Glu Lys Val Thr Met
20
48
17
FET

<212>
<213>

<400

Mus musculus

iV

48

Lys Ser Ser Gln Ser

1

5

10 15

Cys Met Cys Ala Arg Trp Cys Thr Met Cys Ala
: 25 30

Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ala Val Ser Ala Gly
10 ' 15

Ser Cys

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

38
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Ala

<210> 49

<211> 12

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 49

Ser Ser Gln Ser Val Phe Phe Ser Ser Ser Gln Lys
1 5 10
<210> 50

<21l> 12

<Z212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 5O

Lys Leu Leu Ile Tyr Trp Ala Ser Thr Arg Glu Ser
1 5 _ 10

<210= 51

<211> 11

€212»> PRT

<213> Mus musculus

<400> 51

Lys Leu Leu Ile Tyr Trp Ala Ser Thr Arg Glu
1 : 5 10
<210> 52

<211> 18

<212> PRT

<213> Mus musculnus

<400> 52

Arg Tyr Phe Asp Val Trp Gly Ala Gly Thr Thr Val Thr Val Ser Ser
1 5 10 15

Ala Lys Thr

<210> 53
<211> 20
<212> PRT

£213> Mus masculus

<400> 53
39
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Glu Val Arg Leu Arg Tyr Phe Asp Val Trp Gly Bla Gly Thr Thr Val

1

5

Thr Val Ser Ser

<210> 54
<211> 15
<212> PRT
=213> Mus
<d400> 54

Met Gly Glu Asp Ala

1

Val Ser Ser

<210>
<211
£212>
£213>

55

338
ADN
Mus

<400> 55
aacattatgc

anagctqta
tggtaccaac
gaatctggta
atcagcagtg
cgéacgttcg
<210>
<211>

<212>
<213>

56

354
ADN
Mus

<400> 56
caggtgcaac

tcctgoaagg
cctggacagg
aatcagaagt
atgcaactca

cgtetacggt

20

musculus

5

musculus

tgacacagtc
agtccagtca
agataccagyg
tcecctgateg
tacaatctga

gtggaggcac

musculus

tgeagcageo
cttctggcta
gococtggaatg
tcaaaggcaa
gcagcecctgac

acttegatgt

Met Asp Tyr Trp

gocatcatot
aagtgttttt
geagtetect
cttcacaggce
agacctggca

caaactggaa

tggggetgag
cacatttacec
ggttggagtt
ggccacattyg

atctgaggac

ctggggcgcea

10

10

ctggetgtgt
ttcagttcaa
aaacttctga
agbtggatctg

atttattact

atcaaacga

gtggtgaage
agttactata
atttatccag
actgecagaca
tectgecggtet

gggaccacgg
40

ctgcagéaga
gtcagaagaa
tctactggge
ggacagattt

gtcatcaata

ctgggaccte
tacactggat
gaaatgatga
aatcctecac
attactgtgc

tcaccgtcte

15

Gly Gln Gly Thr Ser Val Thr

15

aaaggtcact
ctéctthCC
atccactagg
tactcttace

cctctocteg

agtgaagatg
aaagcagaca
tatttcctac
cacagcctac
aagagaggtt

cteca

a0

120

180

240

300

338

[N

120

180

240

300

354



ES 2539627 T3

<210> &7
<211> 17
<212> PRT

<213> Mus musculus

Val Ile Tyr Pro Gly Asn Asp Asp Ile Ser Tyr Asn Gln Lys Phe Lys

10

10

<400> 57

1 5
Gly

<210> 58

<211> 10

<212> PRT

<213> Mus musculus
<400> 5B

Gly Tyr Thr Phe Thr Ser Tyr Tyr Ile His
1 5
<210> 59

<211> 10

<212> PRT

<213> Dpus musculus

10

<400> 59

Val Ile Tyr Pro Gly Asn Asp Asp Ile Ser
1 5

<210> &0

<211> 99

<212> PRT

<213> Mus musculis
<400> &0
Asn Ile Met Met Thr Gln Ser Pro

1 5

Glu Lys Val Thr Met Ser Cys Lys
20

Ser Asn Gln Lys Asn Tyr Leu Ala
' 35 40

Ser Pro Lys Leu Leu Ile Tyr Trp
50 55

Ser

Ser
25

Trp

ARla

Ser
i0

Ser

Tyr

41

Leu

Ala

Gln Ser

Gln

Thr

Gln

Rrg

Val

Val

Lys

45

Glu

15 -

Ser Ala Gly
15

Leu Tyr Ser
30

Pro Gly Gln

Ser Gly Val
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Pro Asp Arg Phe Thr Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr

65

70

75

80

Ile Ser Ser Val Gln Ala Glu Asp Leu Ala Val Tyr Tyr Cys His Gln

Tyr Leu

<210>
<211
<212>
<213>

<400

val Gln Leu

1

Val Lys

Met His

Arg Ile
30

Gly Lys
65

Gln Leu

™

<210>
<2ll>
<21l2=>
<213

<400>

Ser

61
96
PRET

85

Mus musculus

61

Val

Lla

Ser

62
114
PRT

Gln
Ser
20

Val
Pro

Thr

Ser

Gln

Cys

Lys

Ser

Leu

Leu
85

Mus musculus

62

Asn Ile M=t Leu Thr

1

5

Glu Lys Val Thr Met

20

Ser Ser Gln Lys Asn

Fro

Lys

Gln

Asp

Thr

0

Thr

Gly
Ala
xg
Ser
55

Val

Ser

Ala

Ser

Fro

40

Asp

Asp

Glu

Gln Ser Pro

Ser Cys Lys

Tyr Leu Ala

20

Glu Leu Val Lys Pro
10

Gly Tyr Thr Phe Thr.

25

Gly Gln Gly Leu Glu
45

Thr Aﬁn Tyr Asn Gln
&0

Lys Ser Ser Ser Thr
75

Bsp Ser Ala Val Tyr
50

Ser Ser Leu Ala Val
10

Ser Ser Gln Ser Val
25

Gly
Ser
30

Trp
Lys

Zla

Tyr

Ser

Fhe
30

95

Ala Ser
15

Tyr Trp

Ile Gly

Phe Lys

Tyr Met
80

Cys Ala
85

Ala Gly
15

Phe Ser

Trp Tyr Gln Gln Ile Pro Gly Gln

42
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35 . ' 40 45

Ser Pro Lys Leu Leu Ile Tyr Trp Ala Ser Thr Arg Glu Ser Gly Val
50 55 a0

Fro Asp Arg Phe Thr Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr
B3 70 : 75 80

Ile Ser Ser Val Gln Ser Glu Asp Leu Ala Tle Tyr Tyr Cys His Gln
85 . 90 95

Tyr Leu Ser Ser Arg Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys

100 105 110
Arg Ala
<210> g3
<211> 115
=<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 63

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

Glu Lys Val Thr Met Thr Cys Lys Ser Ser Gln Ser Leu Leu Tyr Ser

Ser Asn Gln Met Rsn Tyr Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln
35 40 45 :

Ser Pro Lys Leu Leu Ile Tyr Trp Ala Ser Thr Arg Glu Ser Gly Val
50 55 0]

Pro Asp Arg Phe Thr Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr
65 70 75 - BO.

Ile Ser Ser Val Glu Ala Glu Asp Leu Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Gln
BS 90 a5

Tyr His Ser Tyr Pro Phe Thr Phe Gly Ser Gly Thr Lys Leu Glu Ile
100 105 : 110

Lys Arg Ala
115
43



<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

1

Glu

Pro
Pro

65

Ile

Lys

Lys

Lys

Pro

50

Asp

Ser

Tyr

Arg

<210>
<211>
<212>
<213>

<400

64
115
BRT

64

Asp Ile Val

Val

Gln
35

Lys

Arg

Ser

‘Ser

Ala

115

65
115
FRT

Met

Thr

20

Lys

Val

Phe

Val

Azsn
100

Mus musculus

Thr

Met

Rsn

Gln
85

Pro

Mus musculus

65

Asp Ile Val Met Thr

1

5

Glu Lys Val Thr Met

20

Gly Ala Gln Lys Asn

35

Gln

Ser

Tyr

Ile

Gly

70

Ala

Leu

GEln
Thr

Tyr

ES 2539627 T3

Ser

Cys

Leu

Tyr

53

Ser

Glu

Thr

Ser

Cys

Len

Fro

Thr

Thr
40

Trp

Asp

Phe

Pro

Lys

Ser

Ser

25

Trp

Leu

Gly
105

Ser
10

Ser

Tyr

Gly

Ala
90

Gly

Leu

Gln

Gln G

Thr

Thr

15

Val

Gly

Thr

Ser

Arg

&0

Asp

Tyx

Thr

Ser Ser Leu Thr

10

Ser Ser Gln Ser

25

Thr Trp Tyr Gln Gln

40

44

Val

Leu

Lys

45

Glu

Phe

Tyr

Lys

Val

Thr
Phe
30

Pro
Ser
Thr

Cys

Leu
110

Thr

Ala
15

Asn

Gly

Gly

Leu

Gln

95

Glu

Thr
15

Leu Leu Asn

30

Lys'Pro Gly

45

Gly

Ser

Gln

Val

Thr

80

Asn

Leu

Ser

Gln



Ser Pro Lys Leu Leu

50

Fro Asp
65

Arg Fhe Thr

" Ile Ser Gly Val Gln

Asn Tyr

Lys Arg

<Z10>
<Z211>
<212>
<213>»
<400>
Asp Ile
1

Glu Lys

Arg Thr

85

Asn Tyr Pro
100

Ala
115

66
115
BRT
Mus musculus

66
Val Met Thr

g

Val Thr Met
20

Gln Lys Asn
35 :

Ser Pro Lys Leu Leu

20

Pro Asp
65

Ile Ser

Asn Tyr

Arg Phe Thr

Gly Val Gln
85

Asn Tyr Pro
100

Lys Arg Ala

<210>

115

67

Ile
Gly
70

Ala

Leu

Gln

Thr

Tyr

Gly
70

Ala

Leu

Tyr
55
Ser

Glu

Thr

Ser

Cyé

Leu

Tyr

55

Ser

Glu

Thr

ES 2539627 T3

Trp

Gly

Asp

Fhe

Pro

Lys

Thr

40

Trp

Gly

Asp

Phe

ala

Sar

Leu

Gly
105

Ser

Ser

25

Trp

Ala

Ser

Leu

Gly
105

Ser

Gly

Ala

90

Ala

Ser
10

Ser

Ser

Gly

Rla

90

Ala

45

Thr

Thr
75

Val

Gly

Lan

Gln

Gln

Thr

Thr

75

Val

Gly

Arg
60

Asp

Tyr

Thr

Thr

Ser

Gln

Arg

60

Asp

Tyr

Thr

Glu

Phe

Tyr

Lys

Val

Leu

Lys

45

Elu

Phe

Tyr

Lys

Ser

Thr

Cys

Leu
110

Thr

Leu

30

Pro

Ser

Thr

Cys

Leu
110

Gly

Leu

Gln
95

Glu

Thr
15

Asn

Gly

Leau

Gln

95

Glu

Val

Ser

80

Asn

Leu

Gly

Ser

Gln

Val

Ser

80

Asn

Leu



211>
212>
<213>

115
PRT

<400> 67

Asp Ile Val Met

1

Thr
20

Glu Lys Val

Gly Lys

Pro Len

50

Pro

Pro Phe

65

Asp

Ile Thr Ser Val

His
100

Asp Tyr Ser

Ala
115

Lys Arg

68
115
FRT

<210>
<211>
<212>
<Z13>
<400> &8
Asp

Tle Val Met
'l .

Arg Val Thr
20

Gly Asn Gln Lys

35

Pro Pro Lys Leun

30

Lys

Mus musculus

Thr

Met

Asn

Leu

Ser

Gln

B5

Fro

Mus musculus

Thr

Met

Asn

Leu

Ser

Fhe

Ile

Gly

70

Ala

Leu

Gln

Ser

Fhe

Ile

Ser

Cys

Leu

Ser

Glu

Thr

Ser

Cys

Leu

Tyr
55

ES 2539627 T3

Ser Leun

10

Pro Ser

Ser Ser

25

Lys

Thr
40

Trp Tyr

Trp Ala Ser Thr

Thr
75

Gly Ser Gly

Ala TIle

90

Asp Leu

Phe Gly Ala

105

Gly

Ser Leu

10

Fro Ser

Ser Ser Gln

25

Lys

Ala
40

Trp Tyr Gln

Gly Ala Ser Thr

46

Gln.

His

Thr

Ser

Gln

Arg

60

Asp

Tyr

Thr

Ser

Ser

.Gln

Arg
14

Val

Leun

Lys

45

Glu

Fhe

Tyr

Lys

Val

Leu

L?s

45

Glu

Thr

Fhe

30

Pro

Ser

Thr

Cys

Leu
110

Ser

Ala

15

Asn

Gly

Gly

Leu

Gln

95

Glu

Ala

' 15

Leu
30

Fro

Ser

Asn

Gly

Gly

Gly

Ser

Gln

Val

Thr

gO

Asn

Leun

Gly

Ser

Gln

Val



Pro Asp Arg
65
Ile Ser Ser

Asp His Ser

Lys Arg Ala

115
<210> &9
<Z211> 113
<212> PRT

Phe

Val

Ty
100

Thr

Gln
85

Pro

<213> Mus musculus

<400> &89
Asp Val Val
1

Gln Lys Val

Ser Asn Gln
35

Ser Pro Lys
50

Fro Asp Arg
65

Ile Ser Ser

His Tyr Arg
Lys

<210> 70
<211> 114
<212> PRT

Met
Thr
20

Lys
Leu
Fhe

Val

Ala

100

Thr

Mat

Asn

Leu

Ile

Gln

Pro

<213> Mus musculus

ES 2539627 T3

Gly Ser Gly Ser

70

Ala Glu Asp Leu

Leu Thr Phe 'Gly Ala

Gln

Ser

Tyr

Val

Gly

70

Ala

Arg

Thr Pro
Cys Lys

Leu Ala
40

105

Ser

Ser
25

Tyr Phe RZla

55

Ser Gly
Glu Asp

Thr Phe

Ser

zln

Gly
105

Gly Thr Asp Phe Thr

75

Ala Val Tyr Tyr Cys

20

Ser Leu Ala
10

Ser Gln Ser

Tyr Gln Gln

Ser Thr Arg

Gly Thr Asp

75

Ala Asp Tyr
a0

Gly Gly Thr

47

Met

Leu

Lys

45

Glu

Phe

Phe

Lys

Gly Thr Lys Leu G

110

Ser

L2l

30

Pro

Ser

Thr

Cys

Leu
110

LEU_-

Thr
80

Glnlﬂsn

85

Asn

Gly

Gly

Leu

Gln

85

Glu

Ile

Gly
Ile
Gln
va;
Thr
g0

GEln

Ile



ES 2539627 T3

<400 70

Asp Ile Val Met Thr Gln Ser Pro Asp Ser Leu Ala Val Ser Leu Gly
1 3 ' i 15

Glu Arg Ala Thr Ile Asn Cys Lys Ser Ser Gln Ser Val Leu Tyr Ser
20 25 30

Ser Asn Ser Lys Asn Tyr Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln
35 40 - 45 '

Pro Pro Lys Leu Leu Ile Tyr Trp Ala Ser Thr Arg Glu Ser Gly Val
50 55 60

Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thx
65 70 . 75 BO

Ile Ser Ser Leu Gln Ala Glu Asp Val Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Gln
B5 a0 © 85

Tyr Tyr Ser Thr Pro Tyr Ser Phe Gly Gln Gly Thr Lys Leu Glu Ile

100 - 105 110
Lys Arg
<210> 71
<211> 113
<212> PRT

<213> Mus musculus
<400> 71

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

Glu Lys Val Thr Met Ser Cys Lys Ser Ser Gln Ser Leu Leu Asn Ser
20 25 30

Gly Asn Gln Lys Asn Tyr Leu Thr Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly.Gln
35 ' 40 45

Pro Pro Lys Leu Leu IleITyr Trp Rla Ser Thr Arg Glu Ser Gly Val
50 55 . : 60

Pro Asp Arg Phe Thr Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr
65 _ 70 _ 75 80

48
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Tle Ser Ser Val Gln Ala Glu Asp Leu Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Asn

85

20

85

Asp Tyr Ser Tyr Pro Leu Thr Phe.Gly Ala Gly Thr Lys Leu Glu Pro

Gly

<210>

<211>

w2dl2>
<213>

<400

100

12

109

PRT
Mus musculus

T2

Asp Ile Val Met Thr

1

Asp

Val

Tyr

Ser

B5

Glu

Thr

Val

Tro

50

Gly

Asp

Fhe

<210=
<211>
<212>
<213>

<400

Val Thr Ile

20

Trp Tyr Gln

Ala Ser Thr

Ser.Gly Thr

Leu Ala Leu
g5

Gly Gly Gly
100

73
117
FRT
Mus musculus

73

zln Val GIin Leu Gln

1

5

105

Gln Ser Pro Lys Phe
10

Thr Cys Lys Ala Ser
25

Gln Lys Pro Gly Gln
40

Arg His Tle Gly Val
55

‘Asp Tyr Thr Leu Thr

70

Tyr Tyr Cys Gln Gln
50

Thr Lys Leu Glu Ile
105

Met

Gln

Ser

Pro

Ile

75

His

Lys

Ser

Pro

Asp

60

Ser

Tyr

Arg

Thr

Val

Lys

45

Arg

‘Ser

Bla

110

Ser

Ser

30

Leu

Val

Pro

Val Gly

15

Thr Ala

Leu Ile

Ala Gly

Gln Ala

80

Pro Trp
95

Gln Pro Gly Ala Glu Val Val Lys Pro Gly Ala

10
49

15



Ser Val

Tyr Ile

Gly Val

50

Lys Gly
&5

Met Gln
Ala Arg
Thr Val

<210>
<211=
<212>
<213>

<400%=

Lys

His
35

Ile

Lys

Leu

Glu

Thr

115

T4
1lle
PRT

Met
20

Trp

Tyr

Ala

Ser

Val

100

Val

Ser

Pro

Thr

Ser

85

Arg

Ser

Mus musculus

74

Gln Ile Gln Len

Ser val

Tyr Ile

Gly Trp
50

Lys Gly
65

Met Gln

Ala Arg

Lys

Ile

" 20

His
s

Ile

Lys

Leu-

Gly

Trp

Tyr

Ala

Ser

Gly

Gln

Ser

Val

Pl'.t'.‘l

Thr

Ser

85

Lys

Cys
Lys
Gly
Leu
70

Leu

Leu

Gln

Cys

Lys

Gly

Leu

T0

Leu

FPhe

ES 2539627 T3

Lys Ala
Gln Thr

40

Asn Asp
55
Thr Ala

Thr Ser

Arg Tyr

Ser Gly

Lys Rla

Gln Arg
40

Ser Gly
35
Thr Val

Thr Ser

Ala Met

Ser

25

Fro

Asp

Asp

Glu

Phe
105

Pro

Ser

25

Pro

Asn

Asp

Glu

Asp

Gly

Gly

Ile

Lys

Asp

20

Lsp

Glu
10

Gly
Gly
Thr
Thr

Asp

Tyr
50

Tyr

Gln

Ser

Ser

75

Ser

Val

Leun

Tyr

Glu

Lys

Ser

15

Ser

Trp

Thr
Gly
Tyr
&0

Ser
Ala

Trp

Val
Thr
Gly
Tyr
60

Ser

Bla

Gly

Fhe

Leu
45

Asn

Thr

Val

Gly

Phe

Leu

45

Asn

Sef

Val

Gln

Thr

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Ala

110

Pro

Thr

30

Glu

Glu

Thr

Tyr

Gly

Ser
Trp
Lyé
Ala
Tyr

a5

Gly

Gly
15

Asp
Trp
Lys
Ala
Phe
85

Thr

Tyr

Val

Phe

Tyxr
BOD

Cys

Thr

Ala
Tyr
Ile
Phe-
Tyr
80

Cys

Ser



100

Val Thr Val Ser

<210>
<211>
<212>
<213=

<400

Gln Ile Gln Len

1

Ser Val

Tyr Ile

Gly Trp
50

115

75
1159
PRT
Mus musculus

75

Gl
=
=

Lys Ile Ser
20

Asn Trp Met
35

Ile BAsp Pro

Lys Gly Lys Ala Thr

. 65

Met Gln

Alz Arg

Gly Thr

<210>
<211>
<212>
<213=

<4 00>

Gln Gly Gln

1

Leu Ser Ser
85

zlu Lys Thr
100

Ser Val Thr
115

76
1118
PRT
Mus musculus

76

o]

Ser Val Lys Ile Ser

20

ES 2539627 T3

Gln Ser

Cys Lys

Lys Gln

Gly Ser

55

Lau Thr

70

Leu Thr

Thi Tyr

Val Ser

Gly
Ala
Lys
40

Gly

Val

Ser

Tyr

105

Pro Glu.Leu
10

Ser Gly Tyrx
25 -

Pro Gly Gln
Asn Thr Lys

Asp Thr Ser
75

Glu Asp Thr
a0

Tyr &la Met
105

10

Val

Thr

Gly

Tyr

&0

Ser

Aia

Asp

Lys

Phe

Leu

45

Asn

Ser.

Val

Tyr

110

Pro

Thr

30

Glu

Thr

Tyr

Trp

1y

15

Asp

Trp

Lys

Ala

Phe
a5

Gly

110 .

15

Bla

Tyr

Ile

Phe

Tyr

Cys

Gln

Leu ?ln Gln Ser Gly Ala Glu Leu Val Arg Pro Gly Ser

Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Ala Phe Ser Ser Phe

25
51

30



Trp Val

Asn Trp Val
35

Gly Gln Ile Tyr Pro

Lys Gly Lys ARla Thr

&5

Met Gln Leu Tyr Ser

85

Ala Arg Ser Gly Asn

Thr Ser

<210>
<211>-
<212>
<213>

<400>

Val Lys

1

Val Lys

Ile His

Tyr Ile

50

Asp Lys

His Leu

Arg Glu

100

Val Thr Val
115

77

113

FET

Mus musculus
77

Leu Gln Glu

Met Ser Cys
20

Trp Ile Lys
35

Asn Pro Ser

Ala Thr Leu

Ser Ser Leu
g5

Gly Glu Vval
100

Lys
Gly
Leu
70

Len

Tyr

Ser
Lys
Gln
Ser
Thr
70

Thr

Fro

ES 2539627 T3

Gln

Asp

55

Thr

Thr

Ala

Arg

Val

55

Ser

Tyr

Arg

Gly

bla

Ser

Tyr

Ala

Ser

Pro
40

Tyr

Asp

Asp

Trp

Asp

Asp

Glu

Ala
105

Glu

Gly

Gly

Thr

Asp

Gly
105

Asn
Lys
Asp
a0

Met

Leu
10

Tyr

Gln

Asn

Ser
=14

Gln

52

Gln Gly Leu Glua

Lys Tyr
60

Ser Ser
75

Ser Ala

Asp Tyrx

BRla Arg

Thr Phe

Ely Leu

Tyr &Asn

Ser Asn

75

Ala Val

Gly Thr

45

Asn

"Thr

Val

Trp

FPro

Thr

Glu

45

Gln

Thr

Thr

Gly

Thr

Tyr

Gly
110

Gly

Thr
30

Trp

Arg

Ala

Tyr

Val
110

Trp

Lys

Ala

Phe
a5

Gln

Ala

15

Tyr

Ile

Phe

Asn

Cys
45

Thr

FPhe

Tyr
80

Cys

Gly

Ser

Thr

Gly

Lys

Ile

80

Val

Val
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Ser

<210> 78
<211> 113
212>  PRT

<213> Mus musculus

<220>

<221> CARACTERISTICA_MISC

<222>  (1)..(1)

<223>  "X" puede ser cualquier aminoacido

<400> 78
Xaa Val Gln Leu Gln Gln Ser Asp Ala Glu Leu Val Lys Pro Gly Rla
1 5 10 15

Ser Val Lys Ile Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Asp His
20 25 30

Ala Ile His Trp Ala Lys Gln Lys Pro Glu Gln Gly Leu Glu Trp Ile
35 ' 40 45

Gly Tyr Ile Ser Pro Gly Asn Asp ARsp Ile Lys Tyr Asn Glu Lys Fhe
50 55 60

Lys Gly Lys Ala Thr Leu Thr Ala Asp Lys Ser Ser Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80

Met Gln Leu Asn Ser Leu Thr Ser Glu Asp Ser Ala Val Tyr Phe Cys
85 a0 95

Lys Arg Ser Tyr Tyr Gly His Trp Gly Gln Gly Thr Thr Leu Thr Val
100 105 110

Ser

<210> 79
<211> 118
<212 PRT

<213> Mus musculus
<d400> 79

Val Gln Leu Gln Gln Ser Gly Ala Glu Leu Val Lys Pro Gly Ala Ser
1 5 10 15
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Val Lys Leu Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Ser Tyr Trp

Met His Trp Val Lys Gln Arg Pro Gly Arg Gly Leu Glu Trp Ile Gly
35 _ 40 45

Arg Ile Asp Pro Asn Ser Gly Gly Thr Lys Tyr Asn Glu Lys Phe Lys
50 55 60

Ser Lys Ala Thr Leu Thr Val Asp Lys Pro Ser Ser Thr Ala Tyr Met
€5 . 70 15 g0

Gln Leu Ser Ser Leu Thr Ser Glu Asp Ser Ala Val Tyr Tyr Cys Ala
85 =11 a5

Arg Tyr Asp Tyr Tyr Gly Ser Ser Tyr Phe Asp Tyr Trp Gly Gln Gly
. 100 105 110

Thr Thr Wal Thr Val Ser
115

<210> 8D
<211 114
212> PBRT

£213> Mus musculus

<400> 80

Gln Leu Gln Gln Ser Gly Thr Val Leu Ala Arg Pro Gly Ala Ser Val
1~ 5 o ig 15

Lys Met Ser Cys Lys Rla Ser Gly Tvr Ser Fhe Thr Arg Tyr Trp Met
20 25 30

His Trp Ile Lys Gln Arg Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Ile Gly Ala
35 40 45

Ile Tyr Pre Gly Asn Ser Asp Thr Ser Tyr Asn Gln Lys Phe Glu Gly
50 55 60

Lys Ala Lys Leu Thr Ala Val Thr Ser Ala Ser Thr Ala Tyr Met Glu
65 . 70 75 - 80

Leu Ser Ser lLeu Thr His Glu Asp Ser Rla Val Tyr Tyr Cys $er RArg
' 85 a0 95

Asp Tyr Gly Tyr Tyr Phe Asp Phe Trp Gly Gln Gly Thr Thr Leu Thr
' 54



Val

Ser

<210
<211>
<212>
<213>

<400>

B1
116
PRT

100

Mus musculus

Bl

Glu Val Gln

1

Ser

Tyr

Gly

Lys

65

Met

Ala

Leu

Val

Met

Arg

50

Gly

Glu

Arg

Thr

<210
<211>
<212>
<213>

<400>

Lys

His
35

Val

Lys

Leu

Arg

Val

115

g2
1139
ERT

Leu

Ile

20

Trp

Asp

Ala

Gly

Asp

100

Ser

Gln

Ser

Val I

Pro

Ile

Ser

B85

Lsp

Mus musculus

82

Cys

Asp

Leu

10

Leu

Tyr

Ser

Lys

Gln

Asn

55

Thr

Thr

Iyr
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Gly
Ala
Ser
40

Gly
Val

Ser

Phe

105

Pro
Ser

25

His

Asp

Glu

Asp
105

GEly

Gly

Thr

Lys

Asp

80

Phe

Leu

Tyr

Ser

Se;

75

Ser

Trp

Val Lys

Ser Phe

Ser Leu
45

Phe RAsn
&0
Ser Ser

Ala Val

Gly Gln

110

Pro

Ser

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Gly
110

Gly
15

Thr

Trp

Lys

Ala

Tyr

85

Thr

Ala

Tyr

Ile

Phe

Tyr

g0

Cys

Ser

Gln Val Gln Leu Gln Gln Ser Gly Ala Glu Leu Met Lys Pro Gly Ala

1

5

10

15

Ser Val Lys Ile Ser Cys Lys ARla Thr Gly Tyr Thr Phe Ser Ser Phe

20

23

55

30



Trp Ile

Gly Glu
50

Glu Trp Val
35

Ile Leu Pro

Lys Gly Lys Rla Thr

65

Met Gln
Ala Arg
Gly Thr

<210
<211>
<212>
<213>
<400>
Gln Val
1

Ser Val
Gly Val

Gly Tyr
50

Lys Gly
65

Met Gln

Ala Arg

Leu Ser Ser

Gly His Ser
100

Ser Val Thr
115

g3
123
PRT
Mus musculus
g3

Gln Leu Gln

Lys Met Ser
20

Asn Trp Val
35

Ile Asn Pro

Lys Thr Thr

Leu Arg Ser
85

Ser Fhe Tyr
100

Lys

Gly

Fhe

70

Leu

Tyr

Val

Cys

Lys

Gly

Leu

70

Leu

ES 2539627 T3

Gln

Ser

55

Thr

Thr

Tyr

Ser

Ser

Lys

Gln

Lys

55

Thr

Thr

Gly

Arg
Gly
Ala
Ser

Phe

Gly
Ala

Ar

Gly

Val

Ser

Ser

Pro

Gly

Asp

Glu

Tyr
105

Ala

Ser

25

Pro

Tyr

Asp

Glu

Asp
105

Gly

Thr

Lys

Asp

Asp

Glu
10

Ely

Gly

Leu

Arg

Asp

a0

Leu

56

His

His

Ser

75

Ser

Gly

Leu

Tyr

Gln

Ser

Ser
75

Ala

Ala

Gly
Tyr
60

Ser

ﬁla

Val
Thr
Gly

Tyr

60

Ser

Ala

vVal

Leu

45

Asn

Asn

Val

Tyr

Arg

Fhe

Leu

45

Asn

Ser

Val

Tyr

Glu

Glu

Thr

Tyr

Trp
110

Ala

Thr

30

Glu

Glu

Thr

Tyr

Tyr
110

Trp

Lys

Ala

Tyr

95

Gly

Gly

15

Ser

Trp

Lys

Ala

Fhe
a5

Phe

Ile

Fhe

Tyxr

g0

Cys

Gln

Ser

Tyr

Ile

Phe

Tyr

ao

Cys

Asp



Ser Trzp Gly
115
<210> &4
<211> 21
<212> PRT
<213> Homo
<400> &4

Asn Met Thr
1 .

Gly Lys Lys
<210> 85
211> 21
<212> PRT
<213> Homo
<400> 85

Asp Gln Thr
1

Gly Lys Lys
<210> 86
<211> 20
<212> PRT
<213> Homo
<400> 86

Asp Val Thr
1

Gly Lys Lys

<210> 87
<211> 21
<212> PBRT
<213> Homo
<400> &7
Asp Gln Thr
1

ES 2539627 T3

Gln Gly Thr Thr Leu Thr Val Ser
120

sapien

Ser Ala Lys Pro Gly Gln Lys Gly Asp Ser Asp Ser Glu
5 10 15

Arg Rla

sapien
Ser Val Arg Pro Gly Glu Lys Gly Ser Ser Asp Pro Glu

5 : 10 15

Arg Thr
20

sapien

Ser Val Arg Pro Gly Lys Lys Gly Ser Ser Asp Pro Glu

5 10 15

Arg

20

sapien

Ser Val Arg Pro Gly Lys Lys Gly Ser Ser Asp Pro Glu
5 10 15

57



Giln Lys Lys
<210> 88§
<211> 20
<212> FRT
<213> Homo
<400> B8

Glu Val Thr
1

Gln Lys Lys
<210> 8%
<211> 20
<212> PRT
<213> Homo
<400> 83
Asp Val Thr
1

Gln Lys Lys
<210> 80
<211> 24
<212> PRT
<213> Homo
<400> 80

Gln Gln Ala
1

Gly Lys Ser

<210> 91
<21l>= 24
<212> PRT
<213> Homo
<400> 91

Gln Gln Ala
1

ES 2539627 T3

Arg Thr

20

sapien

Gly Pro Arg Pro Gly Gln Arg Gly Asp

Ser Asp Pro Glu
5 10 . 15
Arg
20
sapien

Leu Leu Pro Pro Gly Gln Arg Gly Asp Ala BRsp Ala Glu
5 - 10 15

Arg
20

sapien

l

Val Lys Pro Gly Lys Gly Thr Pro Gly Gln Gln Lys Lys
5 10 15

der Ser Glu Ala Ser
20

sapien

Val Lys Pro Gly Lys Gly Thr Pro Gly Gln Gln Lys Gln
5 10 15

58



Gly Thr Pro

<210> g2
<211> 24
<212> PRT.
<213> Homo
<400> 92
Gln Gln Ala
1

Gly Gly Ser
<210> 93
<211> 24
<212> PRT
<213> Homo
<400> 83

Gln Gln Ala

1

Gly Thr Ser

<210>
<2l1=>
<212>
<213

<400>

894
23
PRT
Homo

94

Gln Ala Val

1

Lys Ser Ser

1724

ES 2539627 T3

Ser Ser Glu Lys Ser
20

sapien

Ala Lys Pro Gly Lys Gly Thr Pro Gly Gln Gln Lys Gln
5 10 : 15

Ser Ser Glu Gln Ser
20

sapien

Val Lys Pro Gly Lys Gly Thr Pro Gly Gln Gln Lys Gln
5 10 15 '

Ser Ser Glu Gln Ser
20

sapien

Lys Pro Gly Lys Gly Thr Pro Gly Gln Gln Lys Gln Gly
5 10 15

Ser Glu Gln Ser
20

59
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REIVINDICACIONES
1. Un anticuerpo especifico de CD33, que comprende:

(i) una region variable de cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos representada por:

QVALQQPGAEVVKPGASVKMSCKASGYTFTSYYIHWIKQTPGQGLEWVGVIYPGNDDISYNQ
KFQGKATLTADKSSTTAYMQLSSLTSEDSAVYYCAREVRLRYFDVWGQGTTVTVSS;

y

una region variable de cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos representada por:

EIVLTQSPGSLAVSPGERVTMSCKSSQSVFFSSSQKNYLAWYQQIPGQSPRLLIYWASTRESG
VPDRFTGSGSGTDFTLTISSVQPEDLAIYYCHQYLSSRTFGQGTKLEIKR;

(i) una region variable de cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos representada por:

QVQLQQPGAEVVKPGASVKMSCKASGYTFTSYYIHWIKQTPGQGLEWVGVIYPGNDDISYNQ
KFQGKATLTADKSSTTAYMQLSSLTSEDSAVYYCAREVRLRYFDVWGQGTTVTVSS;

y

una regién variable de cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos representada por:
NIMLTQSPGSLAVSPGERVTMSCKSSQSVFFSSSQKNYLAWYQQIPGQSPKLLIYWASTRESG
VPODRFTGSGSGTDFTLTISSVQPEDLAIYYCHQYLSSRTFGQGTKLEIKR;

(iii) una region variable de cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos representada por:

QVALQQPGAEVVKPGASVKMSCKASGYTFTSYYIHWIKQTPGQGLEWVGVIYPGNDDISYNQ
KFKGKATLTADKSSTTAYMQLSSLTSEDSAVYYCAREVRLRYFDVWGQGTTVTVSS;

y

una region variable de cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos representada por:

EIVLTQSPGSLAVSPGERVTMSCKSSQSVFFSSSQKNYLAWYQQIPGQSPRLLIYWASTRESG
VPDRFTGSGSGTDFTLTISSVQPEDLAIYYCHQYLSSRTFGQGTKLEIKR;

(iv) una region variable de cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos representada por:

QVALQQPGAEVVKPGASVYKMSCKASGYTFTSYYIHWIKQTPGQGLEWVGVIYPGNDDISYNQ
KFQGKATLTADKSSTTAYMQLSSLTSEDSAVYYCAREVRLRYFDVWGQGTTVTVSS;

y

una region variable de cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos representada por:

NIMLTQSPGSLAVSPGERVTMSCKSSQSVFFSSSQKNYLAWYQQIPGQSPRLLIYWASTRESG
VPDRFTGSGSGTDFTLTISSVQPEDLAIYYCHQYLSSRTFGQGTKLEIKR;

(v) una region variable de cadena pesada que comprende una secuencia de aminodcidos representada por:
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QVQLQQPGAEVVKPGASVKMSCKASGYTFTSYYIHWIKQTPGQGLEWVGVIYPGNDDISYNQ
KFKGKATLTADKSSTTAYMQLSSLTSEDSAVYYCAREVRLRYFDVWGQGTTVTVSS;

y

una region variable de cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos representada por:

NIMLTQSPGSLAVSPGERVTMSCKSSQSVFFSSSQKNYLAWYQQIPGQSPRLLIYWASTRESG
VPDRFTGSGSGTDFTLTISSVQPEDLAIYYCHQYLSSRTFGQGTKLEIKR;

(vi) una region variable de cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos representada por:

QVQLQQPGAEVVKPGASVKMSCKASGYTFTSYYIHWIKQTPGQGLEWVGVIYPGNDDISYNQ
KFQGKATLTADKSSTTAYMQLSSLTSEDSAVYYCAREVRLRYFDVWGQGTTVTVSS;

y

una region variable de cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos representada por:

EIVLTQSPGSLAVSPGERVTMSCKSSQSVFFSSSQKNYLAWYQQIPGQSPKLLIYWASTRESG
VPDRFTGSGSGTDFTLTISSVQPEDLAIYYCHQYLSSRTFGQGTKLEIKR;

(vii) una region variable de cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos representada por:

QVQLQQPGAEVVKPGASVKMSCKASGYTFTSYYIHWIKQTPGQGLEWVGVIYPGNDDISYNQ
KFKGKATLTADKSSTTAYMQLSSLTSEDSAVYYCAREVRLRYFDVWGQGTTVTVSS;

y

una region variable de cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos representada por:
EIVLTQSPGSLAVSPGERVTMSCKSSQSVFFSSSQKNYLAWYQQIPGQSPKLLIYWASTRESG
VPDRFTGSGSGTDFTLTISSVQPEDLAIYYCHQYLSSRTFGQGTKLEIKR;

(viii) una regién variable de cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos representada por:

QVALQQPGAEVVKPGASVKMSCKASGYTFTSYYIHWIKQTPGQGLEWVGVIYPGNDDISYNQ

KFQGKATLTADKSSTTAYMQLSSLTSEDSAVYYCAREVRLRYFDVWGQGTTVTVSS;

y

una region variable de cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos representada por:

EIMLTQSPGSLAVSPGERVTMSCKSSQSVFFSSSQKNYLAWYQQIPGQSPRLLIYWASTRESG
VPDRFTGSGSGTDFTLTISSVQPEDLAIYYCHQYLSSRTFGQGTKLEIKR;

(ix) una region variable de cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos representada por:

QVQLQAPGAEVVKPGASVKMSCKASGYTFTSYYIHWIKQTPGQGLEWVGVIYPGNDDISYNQ

KFKGKATLTADKSSTTAYMQLSSLTSEDSAVYYCAREVRLRYFDVWGQGTTVTVSS;
y
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una region variable de cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos representada por:

EIMLTQSPGSLAVSPGERVTMSCKSSQSVFFSSSQKNYLAWYQQIPGQSPRLLIYWASTRESG
VPDRFTGSGSGTDFTLTISSVQPEDLAIYYCHQYLSSRTFGQGTKLEIKR;

(x) una regioén variable de cadena pesada que comprende una secuencia de aminodacidos representada por:
QVQLQQPGAEVVKPGASYKMSCKASGYTFTSYYIHWIKQTPGQGLEWYGVIYPGNDDISYNQ
KFQGKATLTADKSSTTAYMQLSSLTSEDSAVYYCAREVRLRYFDVWGQGTTVTVSS;

y

una region variable de cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos representada por:

EIMLTQSPGSLAVSPGERVTMSCKSSQSVFFSSSQKNYLAWYQQIPGQSPKLLIYWASTRESG
VPDRFTGSGSGTDFTLTISSVQPEDLAIYYCHQYLSSRTFGQGTKLEIKR;

(xi) una region variable de cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos representada por:
QVQLQQAPGAEVVKPGASVKMSCKASGYTFTSYYIHWIKQTPGQGLEWVGVIYPGNDDISYNQ
KFKGKATLTADKSSTTAYMQLSSLTSEDSAVYYCAREVRLRYFDVWGQGTTVTVSS;

y

una region variable de cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos representada por:

EIMLTQSPGSLAVSPGERVTMSCKSSQSVFFSSSQKNYLAWYQQIPGQSPKLLIYWASTRESG

VPDRFTGSGSGTDFTLTISSVQPEDLAIYYCHQYLSSRTFGQGTKLEIKR;

(xii) una region variable de cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos representada por:

QVALQQPGAEVVKPGASVKMSCKASGYTFTSYYIHWIKQTPGQGLEWVGVIYPGNDDISYNQ
KFQGKATLTADKSSTTAYMQLSSLTSEDSAVYYCAREVRLRYFDVWGQGTTVTVSS:

y

una region variable de cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos representada por:

NIVLTQSPGSLAVSPGERVTMSCKSSQSVFFSSSQKNYLAWYQQIPGQSPRLLIYWASTRESG
VPDRFTGSGSGTDFTLTISSVQPEDLAIYYCHQYLSSRTFGQGTKLEIKR;

(xiii) una regién variable de cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos representada por:

QVQLQQPGAEVVKPGASVKMSCKASGYTFTSYYIHWIKQTPGQGLEWVGVIYPGNDDI
SYNQKFKGKATLTADKSSTTAYMQLSSLTSEDSAVYYCAREVRLRYFDVWGQGTTVTVSS;

y

una region variable de cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos representada por:

NIVLTQSPGSLAVSPGERVTMSCKSSQSVFFSSSQKNYLAWYQQIPGQSPRLLIYWASTRESG
VPDRFTGSGSGTDFTLTISSVQPEDLAIYYCHQYLSSRTFGQGTKLEIKR:
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(xiv) una region variable de cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos representada por:

QVQLQQPGAEVVKPGASVKMSCKASGYTFTSYYIHWIKQTPGQGLEWVGVIYPGNDDISYNQ
KFQGKATLTADKSSTTAYMQLSSLTSEDSAVYYCAREVRLRYFDVWGQGTTVTVSS;

y

una region variable de cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos representada por:

NIVLTQSPGSLAVSPGERVTMSCKSSQSVFFSSSQKNYLAWYQQIPGQSPKLLIYWASTRESG
VPDRFTGSGSGTDFTLTISSVQPEDLAIYYCHQYLSSRTFGQGTKLEIKR: o

(xv) una region variable de cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos representada por:

QVQLQQAPGAEVVKPGASVKMSCKASGYTFTSYYIHWIKQTPGQGLEWVGYIYPGNDDISYNQ
KFKGKATLTADKSSTTAYMQLSSLTSEDSAVYYCAREVRLRYFDVWGQGTTVTVSS;

y

una region variable de cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos representada por:

NIVLTQSPGSLAVSPGERVTMSCKSSQSVFFSSSQKNYLAWYQQIPGQSPKLLIYWASTRESG
VPDRFTGSGSGTDFTLTISSVQPEDLAIYYCHQYLSSRTFGQGTKLEIKR.

2. El anticuerpo especifico de CD33 de la reivindicacién 1, que comprende una region variable de cadena pesada
que comprende una secuencia de aminoacidos representada por:

QVOLAQQPGAEVVKPGASYEMSCKASGYTFTSYYIHWIKQTPGQGLEWVGVIYPGNDDISYNG
KFQGKATLTADKSSTTAYMQLSSLTSEDSAVYYCAREVRLRYFDVWGQGTTVTVSS (S EQID
NQO: 9},

y una region variable de cadena ligera que comprende una secuencia de aminodacidos representada por:

ENVLTQSPGSLAVSPGERVTMSCKSSQSVFFSSSQKNYLAWYQQIPGQSPRLLIYWASTRESG

VPDRFTGSGSGTDFTLTISSVQPEDLAIYYCHQYLSSRTFGQGTKLEIKR (SEQ ID NO: 10).

3. Un inmunoconjugado que comprende el anticuerpo de las reivindicaciones 1 6 2 unido a un farmaco o un
profarmaco.

4. El inmunoconjugado de la reivindicacion 3, en el que dichos farmaco o profarmaco se seleccionan del grupo que
consiste en un maitansinoide, un taxoide, CC-1065, un anélogo de CC-1065, dolastatina, un anélogo de dolastatina,
metotrexato, daunorrubicina, doxorrubicina, vincristina, vinblastina, melfalan, mitomicina C, clorambucilo,
caligueamicina y derivados de éstos.

5. Una composicién que comprende el anticuerpo de las reivindicaciones 1 é 2 y un farmaco o un profarmaco.

6. Una composicién farmacéutica que comprende el anticuerpo de las reivindicaciones 1 6 2, o el inmunoconjugado
o la composicion de las reivindicaciones 3-5, y un agente farmacéuticamente aceptable.

7. Un método in vitro para inhibir el crecimiento de una célula que expresa CD33, comprendiendo el método poner
en contacto dicha célula con el anticuerpo de las reivindicaciones 1 6 2, el inmunoconjugado de las reivindicaciones
3 6 4, la composicion de la reivindicacion 5 o una composicion farmacéutica de la reivindicacion 6.

8. El anticuerpo de las reivindicaciones 1 6 2, el inmunoconjugado de las reivindicaciones 3 6 4, la composicion de la
reivindicacién 5 o la composicion farmacéutica de la reivindicaciéon 6 para uso como medicamento.
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9. El uso del anticuerpo de las reivindicaciones 1 é 2, el inmunoconjugado de las reivindicaciones 3 6 4, la
composicion de la reivindicaciéon 5 o la composicion farmacéutica de la reivindicacion 6 en la fabricacion de un
medicamento para tratar un cancer.

10. El anticuerpo de las reivindicaciones 1 6 2, el inmunoconjugado de las reivindicaciones 3 6 4, la composicion de
la reivindicacion 5 o la composicion farmacéutica de la reivindicacion 6, para uso en el tratamiento de cancer.

11. El uso o el anticuerpo, el inmunoconjugado, la composicién o la composicion farmacéutica para uso de las
reivindicaciones 9 6 10 en donde dicho cancer se selecciona del grupo que consiste en leucemia mieloide aguda
(AML), leucemia mieloide crénica (CML) y leucemia pro-mielocitica (PML).

12. Un polinucleoétido aislado que codifica el anticuerpo de las reivindicaciones 1 6 2.

13. Un polinucleétido aislado que codifica una cadena ligera y una pesada del anticuerpo de las reivindicaciones 1 6
2.

14. Un vector recombinante que comprende el polinucledtido de las reivindicaciones 12 6 13.
15. Una célula huésped transformada con el vector recombinante de la reivindicacién 14.

16. Un método para producir un anticuerpo especifico de CD33, comprendiendo dicho método (a) cultivar una célula
huésped segun se reivindica en la reivindicacién 15 en condiciones tales que dicha célula huésped expresa el
anticuerpo, y (b) recoger el anticuerpo asi expresado.
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Figura 1
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Figura 2

Nombre

Leaddegl
Leaddeg?2
Leaddeg3
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Cebadores Degenerados de Secuencia Senal de Cadena Ligera de My3-6

Secuencia

TTTTGATTCTGCTGTGGGTGTCCGGNACNTGYGG
TTTTGATTCGCTGCTGCTGCTGTGGGTNWSNGG
TTTTGATTCCCAGGTGTTCATGCTGCTGYTNYTNTGGGT

Bases mixtas: S=G+C, Y =C+T, W = A+T, N = A+T+G+C.

SEQ ID NO:
17
18

19

Figura 3

127 Archivos de Estructura Brookhaven Usados para Predicciones de Superficie

- 2res 3hfl 3hfm 1aif Ta3r 1bbj 43¢9  4fab 6fab 7fab
2gfb Z2hip 2hfl 1a6t Taxt Tbog 2hrp  2jel 2mcp  2pcp
lyuh  2bfv  2cgr 8fab lae6 " 1bvl 2dbl 2f19 2fb4  2fbj
1sm3 ltet 1vfa glb2 1a4j 1cly Tvge lvyec lyed 1yee
Tnsn lopg losp 1aj7 Tayl lclz 1plg 1psk  1rmf 1sbs
Tncd 1nfd Ingp lacy Tafv Tcbv  1nid Inma Inmb 1ngb
Tmcp Imfb  Imim 15¢8  1a5f laxs Imblbh Impa 1nbv 1nch
1jrh - 1kb5  Tkel lap2 1b2w ladq 1kip 1kir Tlve Tmam
ligi ligm ligt lad0 1baf Jcfv ligy Tikf 1jel 1jhl
1gpo  Thil lhyx  1a0g 1bjm iclo Tiai libg Tige ligf
1fpt 1frg  1fvc jagk 1bln  1dSb 1gaf 1ggi 1ghf 1gig
ai 1fbi 1fdl 1ad9 1bbd 1f58 1fgv 1fig 1fir 1for

1dbl - 1dfb  1a3l 1bfo - leap 1dsf 1dvf
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Figura 5 : -

LTI &N

LLLLI

pbluescripti HC
3.383 pb

pbluescriptiiLC
3.671 pb

s

Plasmido de expresion Ab
11.353 pb

A
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Figura 8A
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Cadena Ligera (numeracion secuencial) (SEQ ID NO:55):

1 aacattatgctgacacagtcgecatcatctetggetgtgtetgea

1

46
16

91
31

136
46

181
61

226
76

271
91

316
106

N I M L T Q S8 P S S L A V S5 A

ggagaaaaggtcactatgagctgtaagtccagtcaaagtgttttt
G E K VvV T M s C K § 8§ Q &5 V F
CDR1

ttcagttcaagtcagaagaactacttggcctggtaccaacagata
F 8§ 8§ § § K N ¥ L A W_ ¥ Q @9 I
CDR1

ccagggcagtcetectaaacttetgatctactgggeatecactagg
P G O & P K L L I ¥ W A S T R
CDR2

gaatctggtgtccctgatcgcttcacaﬁgcagtggatctgggaca
E § ¢ v P DR F TG S G S G T

gattttactcttaccatcagcagtgtacaatctgaagacctggca
D F T L T I 8 8 WV @ S8 E D L A

atttattactgtecatcaatacctcectectecgeggacgttcggtgga
I Y Y ¢ H Q0 Y L 8§ 8 R T F G G
CDR3

ggcaccaaactggaaatcaaacga
¢ T K L E I K R

71



Figura 8B
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Cadena Pesada (numeracion secuencial) (SEQ ID NO:56):

1 caggtgcaactgcagcagectggggetgaggtggtgaagectggg

1

46
16

91

31

136
46

181
61

226
76

271
91

316
106

QO v Q L ¢ Q P G A E V V K P G

gocctcagtgaagatgtecctgecaaggettectggetacacatttace
A S V XK M 8 C KA S G Y T F T

agttactatatacactggataaagcagacacctggacagggccty
S ¥ ¥y T H w I X Q T P G Q G L
CDR1

gaatgggttggagttatttatccaggaaatgatgatatttcecctac
E W V G V_I ¥ P G N D D I S ¥
CDR2 '

aatcagaagttcaaaggcaaggccacattgactgcagacaaatce
M O XK F K @ K A T L T A D K S
CDR2 - '

tccaccacagecctacatgecaactcagecagectgacatctgaggac
s T T A Y M Q L 8 8§ L T S E D

tctgcggtcﬁattactgtgcaagagaggttcgtctacggtacttc
s A V ¥ ¥ C A R E V R LLh R ¥ F
CDR3 .

gatgtctggggegcagggaccacggtcaccgtcectcecctea
D VvV W 6 A G T T V T WV S5 8§
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Figura 9
CDRs de My9-6 Murino
Cadena Ligera | SEQ ID NO:
CDRI: KSSQSVFESSSQKNYLA 4
CDR2:. WA STRES _ 5
COR3:: HQYLSSRT _ 6

Cadena Pesada

CDRI: SYYIH 1
CDRZ VIYPGNDDISYNQKFKG 57
CDR:» EVRLRYFDYV 3

Cadena Pesada AbM

CORI: G YTFTSYYIH 58
.CDR2:2 VIYPGNDDIS 59

COR: EVRLRYFDYV 3
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Figura 10
Comparaciones de Secuencia de Linea Germinal

Cadena Ligera ' 50

8-2'}" NIDMTQSPSSLA?SAGEWTMSCKSSQSVLYS SHOENYLAWYQQKPGQOSPE

muMy9-6 R TR FF..S........ LT

9%

8-27 KLLIYWASTRESGVPDRFTGSGSGTDFTLTISSVOAEDLAVYYCHQYLS

ml.lM}'g—ﬁ 8 B o B B ®momomo®ow o ® s o® s o5 & & ® B B o5 & 8 ¥ 5 & om s oww =R S - e & @ I |-. -------

Cadena Pesada . 50

v102* —VQLQQPGAELUKPGASRFKVSCKASGYTFTSYIM{WKQRPGQGLEWIGR

muMy9-6 ) Ve n o v nnnn ¥r..I..7T.......V.V
o8

V102 IHPSDSDTNYNQKFKGKATLMKSSSTAYMQLSSLTSEDSAVYYCA—

muMy9-6  .Y.GND.IS............ - S L T R

* SEQ ID NO:60 Mumeracion de residucs secuencial

# SEQ ID NO:61
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Diez Secuencias de Cadena Ligera Mas Homélogas con Estructuras

Figura 11A
1
My 96 NIMLTQSPSS
lsbs DIVMSQSPSS
1hil DIVMTQSFSES
lasf DIVMTQEPES
la3r DIVMTOSPSS
lfxrg DIVMTQSPSS
Imce DIVMTQEERES
4329 DVVMTQTPSS
1lve DIVMTQSPEDS
lap2 ‘DIVMTQSPSS
1nck DIVMTQSPEF
MyoE KLLIYWASTR
lshs KLLIYWASTR
1hil EVLIYWASTR
labf KLLIYWASTR
la3r KLLIYWASTR
1frg KLLIYWASTR
1lmep KLLIYGASTR
43cH KLLVYFASTR
1lve RLLIYWASTR
lap2 KLLIYWASTR
1nch ELLIYWASTER
My96 . RTFGGEGTEL
lsbs PFTFGSGTEL
lhil PLTFGGGTEL
lasf PLTFGAGTEL
la3r PLTFGAGTEL
1frg PLTFGAGTEL
lmep PLTFGAGTKL
43c9 PRTFGGGTEL
1llve PYSFGQGTKL
lap2 PLTFGAGTEL
lnch PWITFGGGETEL

LAVSAGEEVT
LAVSVGERVT
LTVTAGEEVT
LTVTTCEKUT
LTVTTGEKVT
LTVTAGEKVT
LEVSAGERVT
LAMSVGOKVT
LAVSLGERAT
LTVTAGEENT
MSTSVGDRVT

ESGVPDREFTC
ESGVPDRFTG
ESGVPDRFTG
ESGVPDRFTG
ESGVPDRFTG
ESGVPDRFSG
ESGVPDRFTG
ESGVPDRFIG
ESGVPDRFSG
ESGVPDRFTG
HIGVEDRFAG

115
EIKRA
EIKEA
ELERA
ELKRA
ELKEA -
ELKRA
ETKRA
EIK
EIKR
EPG
EIERA

La numeracion de residuos es secuencial

(SEQ
(SEQ
(SEQ
(SEQ
(SEQ
(SEQ
(SEQ
(SEQ
(SEQ
(SEQ
(SEQ

MSCKSSQSVF
MTCKSSQSLL
MSCTSSQSLF
MTCKSSQSLL
MTCKSSQSLL
MSCKSSQSLF
MSCKSSQSLL
MSCKSSQSLL
INCKSSQSVL
MSCKSSQSLL
TITCKASQDVS

SGSGTDFTLT
SGSGTDFTLT
SGSGTDFTLT
SGSGTDFTLS
SGSGTDETLS
SGSETDFTLT
SG5GTDFTLT
SGSGTDFTLT
SGSGTDFTLT
SGSGTDFTLT
SGSGTDYTLT

1D
1D
ID
iD
ID
ID
ID
ID
ID
ID
ID

MNO:
NO:
NO:
NO:
NO:
NO:
NO:
NO:
NO:
NO:
NO:

62)
63)
64d)
65)
66)
67)
68)
6€9)
70}
71)
72)

75

FSSSQFWNYLA
YSSNOMNY L&
NSGEQENYLT
NSGAQEKNYLT
NSRTOKNYLT
NSGERENFLT
NSGNQENFLA
NISNOQENYLA
YSSHSKNYLA
NSGNOQENYLT

ISSVQSEDLA
ISSVEAEDLA
ISSVQAEDLA
ISGVQAEDLA
ISGVQAEDLA
ITSVQAEDLA
ISSVQAEDLA
ISSVQAEDQA
ISSLOAEDVA
ISSVOAEDLA
ISSVQAEDLA

50
WYQQIPGQSE
WYQQKPGQSP
WYQOQEPGQFPP
WYQQEPGQSE
WYQQKPGQSP
WYHQRPGQFEE
WYQQEPGQPP
WYDQKPGQSP
WYQOKPGQPP
WYQQKPGQPP
WYQQKPGQSP

100
TYYCHQYLSS
VYYCQQYHSY
VYYCONDYSN
VYYCONNYNY
VYYCONNYNY
TYYCONDYSH
VYYCQONDHSY
DYFCQQHYRA
VYYCQQYYST
VYYCQNDYSY
LYYCQQHYSP



Figura 11B

My96
1plg
laeé
lfor
ligy
1bb3j
1ngb
Imim
laét
1d5b
1fai

My86
1plg
laet
1for
ligy
1bbi

lngb

1mim
lagt
1d5b
1fai

Myo9e
iplg
laeé
lfor
ligy
1bbi
lngb
Imim
last
145b
1fai
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Diez Secuencias de Cadena Pesada Mas Homologas con Estructuras

1

QUOLOQPGAE
QIOLOQSGPE
QIQLOQSGPE
QGOLQQSGAE
.VKLQESGAE
XVQLQQSDAE
. VOLOQSGAE
. .QLOOSGTV
EVQLOQSGED
QVQLQQSGAE
OVOLOQSGAE

IYPGNDDISY"

TYPGSGNTKY
TIDPGSGNTKY
TYPGDGDNKY
TNPSSVYTNY
ISPGNDDIKY
IDPNSGGTKY
IYPGNSDTSY
VDPDNGGTSF
TLPGSGGTHY
TNPGKGYLSY

SYYFY....D
YGGSDLAVYY

VVEPGASVEM
LVRPGASVKI
LVEPGASVEI
LVRPGESSVEIL
LARPGASVEM
LVEPGASVEI
LVEPGASVEL
LARPGASVEM
LVEPGASVEIL
LMEPGASVET
LVRAGSSVEM

NORKFKGEATL
NEKFKGEKATL
NEKFEGEATL
NGEFKGEATL
NQRFKDKATL
NEKFEGHEATL
NEEKFEKSEATL
NQEFEGKAKL
NOQEFKGEAIL
NEKFKGKATF
NEEFKGETTL

FOVWGAGTTV
MOYWGQGETSV
MDYWGQGTSV
MDYWGQGTSV
VPYWGQGTTV
....GQGTTL
FDYWGQGTTV
. DFWGEQGTTL
FDFWGOGTSL
GDYWCEQGTSV
FDSWGQGTTL

La numeracion de residuos es secuencial

SCKASGYTFT
SCKASGYTFT
SCKASGYTFT
SCKASGYAFS
SCKASGYTFT
SCEASGYTFT
SCEASGYTFT
SCKASGYSFT
SCKASGYSFS
SCKATGYTFS
SCKASGYTFT

TADKSSTTAY
TVDTSS5STAY
TVDTSS5TAY
TADKSSTTAY
TRDRSSNTAN
TADKSSSTAY
TVDEPSSTAY
TAVTSASTAY
TVDKSSSTAY
TADESSNTAY
TVDRSSSTAY

124

SYYTHWIKQT
DYYTHWVKQR
DY Y TNWMEQE
SFWVNWVEQR
TYTIHWIKQR
DHATHWAEKQE
SYWMHWVEQE
RYWMHWIKQR
TYYMHWVKQS
SFWIEWVEQR

SYGVNWVEQR -

MQLSSLTSED
MQLSSLTSED
MQLSSLTSED
MQLYSLTSED
THLSSLTSDD
MQLNSLTSED
MOLSSLTSED
MELSSLTHED
MELGSLTSED
MQLSSLTSED
MQLRSLTSED

TVSS
TVSS
TVSS
TVSS
TVSS
TVES
TVSS
TVSS
TVSS
TVES
TVES

76

(SEQ
(SEQ
(SEQ
(SEQ
(SEQ
(SEQ
(SEQ
(SEQ
(SEQ
(SEQ
(SEQ

ID
ID
ID
1D
ID
ID
D
ID
1D
iD
ID

MO
NO:
NO:
MNO:
NO:
NO:
NG :
NO:
NO:
MO
NO:

T3)
74)
75)
76)
77)
78)
79)
80)
81)
82)
83)

50
PGQGLEWVGVY
PGEGLEWIGW
PGQGLEWIGW
PGQGLEWIGQ
PGOGLEWIGY
PEQGLEWIGY
PGRGLEWIGR
PGQGLEWIGA
HGKSLEWIGR
PGHGLEWIGE
PGQGLEWIGY

100

SAVYYCAREV
SAVYFCARGG
TAVYFCAREK
SAVYFCARSG
SAVYYCVREG
SAVYFCERSY
SAVYYCARYD
SAVYYCSRDY
SAVYYCARRD
SAVYYCARGH
AAVYFCARSF
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Figura 12A

Accesibilidad Relativa de la Cadena Ligera de mulMy9-6

Porcentaje Accesible al Disohente
[ 3]
o
|

ceromecde8 5883 e33R EEEd58888¢ Y

- o m = T

Hamero de Posicion Kabat

Figura 12B

-Accesibilidad Relativa de la Cadena Pesada de mulMy9-6

Porcentaje Accesible al Disolvente

rae 2 R BBBT YRGB RE 885888 Cg28

- o T v o owm T

Hiamero de Posicion Kabat
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Figura 13A
Residuos de Superficie de la Cadena Ligera de mulMy9-6

Posicion Accesibilidad =30% Acc| 25%-35% Flanco Superficie

Kabat = media media | Acc media | idéntico muly9-6
1 51.46 1 N1
3 35.42 3 M3
5 31.82 3 3 NA TS5
7 28.04 7 26.17
9 40.08 0 59
10 29.04 10 27.76
12 29.63 12 22,32 otros A's
15 34.39 15 15 18.20 33.36 Al5
16 25.61 16 NA
17 26.21 17 25.11
18 44.83 18 K18
20 2891 20 20.11
40 45.25 40 P40
41 44.52 41 G4l
42 35.34 42 . Q42
435 32.68 45 45 32.58 K45
57 39.81 57 G57
60 46.07 60 D60
63 25.60 63 26.87
65 25.28 65 24.07
67 32.05 67 67 Llve excluido 567
70 20.16 70 29,28 30.13 D70
76 26.02 76 24.29
79 26.83 79 NA

~ 30 32.78 30 80 NA S80

8l 39.95 81 ' E§1
100 33.79 100 100 34.05 G100
103 30.30 103 103 30.30 K103
105 2642 105 26.96
107 41.06 107 K107
108 49.29 108 R108
109 41.85 109 A109
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Figura 13B
Residuos de Superficie de |la Cadena Pesada de muMy2-6
Posicion Accesibilidad =30% Acc 25%-35% Flanco Superficie
Kabat # media media Acc media identico muhy9-6
1 40.08 1 Ql
3 38.62 3 Q3
5 28.06 5 NA
9 35.98 9 A9
11 A8.07 11 V1l
13 49.75 13 - K13
14 32.39 14 14 32.20 Pl4
15 30.69 15 15 31.84 G15
- 17 26.01 17 26.67
19 | 3764 19 K19
23 290.92 23 30.11 K23
26 29.48 26 31.43 G26
28 33.67 28 28 35.59 T28
41 44.46 4] P4l
42 46.28 42 G42
43 42.00 43 Q43
52B 25.21 o 52B 25.21
53 28.84 53 28.84
56 29.08 56 29.08
61 43.12 61 : Q61
62 44.46 62 K62
64 38.56 64 K64
65 41.85 65 G635
68 28.38 68 28.30
70 25.14 70 28.21
73 32.97 73 73 35.71 K73
74 47.68 74 574
75 26.67 75 27.22
82B 32.62 828 328 30.58 S82B
83 26.03 83 26.52
84 35.34 84 S84
85 37.78 85 E85
105 36.29 105 A105
108 25.74 108 28.73
110 26.94 110 23.38 _
112 41.61 112 S112
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Figura 16A

Kabat #
muMyS-6
huMy9-8
huMyS-6
huMyS-6
hubMy9-6
huMyS-6
huMyS-6
huMyo-6
huMy9-6
huMy8=-6
huMy9-6
huMy9-6&
huky9-6
huMy3=-6
huMy -6
huMy9-6
huMy9-6

Kabat #
muMy9 -6
huMyS-6
huMiy9-6
huMy9-&
JhuMy 8 -6
huMy9 -6
hubMy9-6
huby9-6
huMyS-6
huMya-6
huky 9 -6
huMys-6
hukyS -6
huty9 -6
huMy9-6
huMy9-6
hury9-6

¥zbat #
muMyS-6
huMy9-6
ThuMyS-6
huMy2-6
huMy S -6
hubyS-a
hutly9-6
huMy9-6
huMy9 -6
hulMy9-6
hutlys-8
hulys5-6
huMy9-8
huMy9-5
huMy9-6
huMy9-6
huMy9-6

v1l.0
vi.1l
V1.2
Vl.3
vi.4
V1.5
Vi.e
V1.7
V1.8
V1.9
v1.10
vi.ll
v1i.1l2
v1i.13
vV1l.14
Vl1.15

v1i.0
vi.1
Vl.2
V1.3
vi.4
V1.5
V1l.8
V1.7
V1.8
vi.9
v1.10
vi.11
vi.12
v1.13
vi.l4
v1.15

v1i.0
vi.1l
vli.2
V1.3
Vl.4
V1.3
V1.6
V1.7
V1.8
Vv1i.9
V1.10
vi.1i1
vi,.l2
Vi.13
vl.1l4
V1.15

EEELLLELLEEE
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Versiones de Cadena Ligera de My9-6 Humanizado

10
NIMLTQSPSS
ELVLTQSPGS

RecmkakE

4

<<<S<EREER

¥
]
*
*

RTFGQGTKLE

EREER e owow
......... *
......... -
" * - -

------- # 8
R IR
'R e ow b
IR
BE s w oo

g4

ESGVPDRFTG

81

27b
MSCKSSQSVF
MSCKSSQSVF

e s Eow

T4
SGSGTDFTLT
SGSETDFTLT

(SEQ ID NO:8}
(SEQ ID NMO:10)

34
FESSSQKNYLA
FSSSQENYLA

& s ow e ow s

84
ISSVQSEDLA

]

44
WY¥QQIPGEQSPE
WYQRIPGQSE

94

IYYCHQYLSS



Figura 16B

Kabat #
muly S -6
huMyS-6
huMyo-6
huky9-6
huMy9-6
huMyS-6
Ty 9 -6
huMy9-6
huMy9-6
huthy9-6
huMy9-6
huMy2-§
huMy3-6
huMys-6
huMy9-6
huMys-6
huMy9-6

Kabat #
mukMyS -6
hubMy9-6
huMy9-6
huMyS-o
huMy8-6
huMy9-6
huriy9 -6
huMy9-6
“huMyS-6
huMy9 -6
huMyS-6
huMys-6
huMvy9-86
huMy 9 -6
huMye-6
huMy9-6
huMye-6

Kabat #
muMy S -6
huMy9-6
huMy9-6
huMy9-6
huMy9-6
T huMy8-6
huMy9-6
huMy9-6
huMy9-6
huMyd-6
huMy9-6
hudMy9=-6
huMyS=6
hudtyS=-6
huMya-6
huMyS-6
huMyo-o

V1.0
vil.1l
v1l.2
vi.3 -
Vi.d
vi.5
V1.6
vi.7
V1.8
vi.5s
vi.1i0
v1i.11
V1,12
v1.13
V1i.l4
v1.15

vi.o
vi.1
vi.2
V1.3
Vi.4
V1.5
V1.6
V1.7
vi.8
V31.%
V1.10
v1i.11
v1.12
v1.13
V1.l4
Vi.15

V1.0
vi.1
Vi.2
v1i.3
vi.d
V1.5
V1.6
V1.7
V1.8
V1.8
V1,10
v1.11
vi.12
v1.13
vi.14
v1.15

ES 2539627 T3

Versiones de Cadena Pesada de My9-6 Humanizado

10
QVOLOQEGAE

. 53
IYPGNDDISY
IYPGNDDISY

..........

..........

20
VVEPGASVEM

69
NOXFEGRATL
NQKFQGHKATL

RS -,

30
SCEASGYTFT
ECKASGYTFT

79
TADKSSTTRY
TADKSSTTAY

40 50

SYYTHWIKQT PCOGLEWVEV
SYYTHWIKQT PGQGLEWVGEY

B6 96
MOLSSLTSED SAVYYCAREV
MOQLSSLTSED SAVYYCAREV

(SEQ ID NO:7)
(SEQ ID MO:9)
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Figura17
Valores de Kp de My9-6
Directo en Membranas | Competitivo en Membranas Directo en Células

pM pM oM
murino 51.34+/-8.74 . 173.64+/-39.29 1.10+4/-0.13
V1.0 66.53+/-17.83 209.00+/-52.37 1.02+/-0.04
V1.1 83.57+/-13.82 279.50+/-152.03* 1..ﬂ?+f-ﬂ,11*
V1.3 63.95+/-0.64* 203.054/-153.83% 1.16+/-0.39%
V1.6 56.10-+/-15.13* - 216+5ﬁ+f-?ﬂ.00* 0.97-+-0.08*
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Figura 18
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Figura 19
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Figura 21

>

Volumen Tumoral (mm3)

@

Yolumen Tumaoral (mm3)
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Eficacia anti-tumoral de

conirol

My9-6-DM1

Lv. diariamente x 5

13 mg/kg (n=3)

g 40 806 BO 100 120 140 160 180 200
Dias después de Inocular el Tumor
El anticuerpo My9-6 solo no tiene
actividad anti-tumoral
a0
a=00 iwv. diariamente x 5
000 contrel
2500
20002 )
1500 = 20 movkg, 35 mg'ko, 50 mp'kg
1000
500
T Ta ga Ba e 120 190 18D 180 200

Dias después de Inocular el Tumor
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Peso Corporal (g}

13 mglkg (n=2), 19 mo/kg, 26 mglkg

D

Peso Corporal {g)

Peso Corporal del Raton

3 ab  AB Em  AD§ 36 ies MG UED  DOO

Dias después de Inocular el Tumor

Peso Corporal del Ratdn

%

20, 35, 50 mp'kg

110 ooy

20 40 B0 &) 400 020 14D 16D NEO ZOD

Dias después de Inocular el Tumor
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Figura 22
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Figura 23A
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Figura 23B
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