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DESCRIPCION

Secuencias de nucleétidos y proteinas de un anticuerpo dirigido frente a un epitopo comuin para ferritinas humanas
acidas y basicas, anticuerpos monoclonales o moléculas semejantes a anticuerpo que comprenden estas
secuencias y uso de éstos.

Campo de lainvencién

La presente solicitud se refiere a anticuerpos monoclonales quiméricos y humanizados, a fragmentos de éstos y a
moléculas semejantes a anticuerpo que reconocen un epitopo comuan para isoferritinas humanas acidas y basicas.
Estos anticuerpos anti-ferritina monoclonales quiméricos y humanizados, fragmentos de éstos y moléculas
semejantes a anticuerpo pueden usarse en composiciones farmacéuticas para terapia para tomar como diana varias
células cancerosas en un mamifero. También se describe un método para administrar anticuerpos anti-ferritina
monoclonales, fragmentos de éstos y moléculas semejantes a anticuerpo a células linfaticas, células pancreaticas,
células del endotelio linfatico, y células hepaticas cancerosas, asi como métodos para tratar cancer pancreatico,
carcinomas hepatocelulares, sarcoma de Kaposi y linfoma de Hodgkin.

Antecedentes de lainvencién

Es muy conocido que el sistema inmune juega un papel en la progresion del cancer. La inmunoterapia es un arma
bastante nueva pero prometedora en el arsenal de tratamientos anticancerosos. La inmunoterapia del cancer tiene
como objetivo aumentar la capacidad natural del cuerpo para defenderse frente a tumores malignos a través de la
estimulacion del sistema inmune del paciente mediante varios agentes farmacoldgicos tales como vacunas,
infusiones de células T, infusiones de citoquinas o anticuerpos. Estos agentes farmacoldgicos pueden actuar
estimulando una respuesta antitumoral incrementando el nimero de células efectoras, produciendo linfoquinas,
disminuyendo mecanismos supresores, mejorando la tolerancia a farmacos citotoxicos o quimioterapia y/o alterando
las células tumorales para incrementar su inmunogenicidad.

Los anticuerpos monoclonales pueden actuar bien indirectamente reclutando células, lo que se conoce como
citotoxicidad mediada por células dependiente de anticuerpo (ADCC), o desencadenando directamente la muerte
celular, lo que se conoce como toxicidad dependiente de complemento (CDC).

Un ejemplo de toxicidad mediada por células dependiente de anticuerpo (ADCC) es la inducida por rituximab, un
anticuerpo quimérico que tiene como diana el antigeno CD20, expresado en un nimero significativo de malignidades
de células B. La parte constante (Fc) del anticuerpo se une a los receptores Fc encontrados en monocitos,
macréfagos y células asesinas naturales, lo que da lugar a la destruccién de las células tumorales. Los monocitos,
macréfagos y células asesinas naturales pueden a su vez engullir las células tumorales unidas y destruirlas. Las
células asesinas naturales también secretan citoquinas lo que da lugar a la muerte celular.

En la citotoxicidad dependiente de complemento (CDC), el anticuerpo monoclonal se une a su receptor en las
células tumorales e inicia el sistema del complemento, que causa la permeacion de la membrana celular dando lugar
inevitablemente a la muerte celular.

En otro escenario mas, los anticuerpos monoclonales pueden matar a las células bloqueando los mecanismos de
crecimiento o desencadenando la apoptosis.

Por lo tanto, los anticuerpos pueden actuar de diferentes maneras para tratar el cancer. Ademas, pueden usarse
bien solos como se ha descrito anteriormente o pueden acoplase a toxinas, agentes citotoxicos, farmacos, células
inmunes asesinas o radioisétopos para administrar una sustancia 0 compuesto citotéxico a los sitios tumorales. Los
ejemplos de radioisétopos que pueden usarse en radioinmunoterapia incluyen radioisétopos que emiten alfa o beta.
Un ejemplo de una toxina conjugada a un anticuerpo para uso en terapia de anticuerpo es la exotoxina de
pseudomonas. Los ejemplos de farmacos que pueden usarse incluyen agentes alquilantes, farmacos de platino,
farmacos de pirimidina y semejantes.

Sin embargo, uno de los problemas encontrados con el uso de terapia de anticuerpo es que los anticuerpos pueden
tomar como diana células que expresan un antigeno que puede estar presente tanto en células normales como
cancerosas y asi existe la posibilidad de reaccionar con células o tejidos normales. La reactividad cruzada con los
tejidos normales o células normales puede dar lugar a resultados perjudiciales. Por lo tanto, se buscan generalmente
los antigenos especificos de tumor o antigenos sobreexpresados en las células tumorales.

Aunque los anticuerpos monoclonales murinos se producen facilmente y son generalmente funcionales, son
reconocidos como antigenos extrafios por un huésped humano y se producen anti-antigenos de ratén humanos
(HAMA). Como se requiere la administracion repetida de anticuerpos murinos, dicha administracién puede causar
efectos inflamatorios sistémicos. Para superar los problemas del uso de anticuerpos monoclonales murinos, se
pueden generar anticuerpos humanos directamente a partir de seres humanos. Sin embargo, este proceso causa
problemas éticos ya que no se puede pulsar a seres humanos con antigenos con el fin de producir anticuerpos.
Ademas, no es facil generar anticuerpos humanos frente a tejido humano. Asi, se prefiere el uso de anticuerpos
quiméricos o humanizados ya que incitan una respuesta menor que la respuesta de anticuerpo anti-ratén humana.
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Los anticuerpos quiméricos son anticuerpos que tienen regiones variables de una especie y regiones constantes de
otra especie. Los ejemplos de anticuerpos quiméricos se describen en W088/04936. Sin embargo, la generacion de
anticuerpos humanizados introduciendo secuencias humanas es muy dificil e impredecible. Esto se debe a la
pérdida significativa de afinidad de union del injerto de las regiones hipervariables y la alteracién de la conformacién
de la region determinante de la complementariedad (CDR) por el marco humano. Ademas, aunque los anticuerpos
quiméricos pueden generarse in vitro, los ensayos funcionales tales como ensayos CDC y ensayos ADCC no
pueden predecir de forma inherente la capacidad in vivo de un anticuerpo quimérico de destruir o deplecionar las
células diana que expresan un antigeno especifico. Asi, en muchos casos, no es predecible si un anticuerpo
quimérico o humanizado puede funcionar de hecho apropiadamente para terapia de anticuerpo.

La ferritina es una proteina de almacenamiento de hierro que tiene un peso molecular de 440.000. Esta
sobreexpresada en algunos tumores tales como cancer de mama (Guner et al., “Cytosol and serum ferritin in breast
carcinoma.” Cancer Lett, 67(2-3):103-112 (1992); Weinstein et al., “Tissue ferritin concentration and prognosis in
carcinoma of the breast.” Breast Cancer Res Treat; 14 (3):349-53 (1989)), linfoma de Hodgkin (Eshhar et al.,
“Ferritin, a Hodkin;s disease Associated Antigen.” PNAS U.S.A.,; 71 (10):3956-60 (1974)) y cancer pancreatico
(Drysdale et al., “Human isoferritins in normal and disease states.” Semin Hematol, 14 (1):71-88 (1977) Marcus et al.,
“Isolation of ferritin from human mammary and pancreatic carcinomas by means of antibody immunoadsorbents.”
Arch Biochem Biophys, 162 (2):493-501 (1974)).

Un suero antiferritina policlonal radiomarcado obtenido por inmunizacién de conejos con ferritina aislada del bazo de
un paciente con enfermedad de Hodgkin mostré actividad antitumoral en pacientes con enfermedad de Hodgkin
(Vriesendorp et al., “Radiolabelled immunoglobulin therapy in patients with Hodgkin's disease.” Cancer Biother
Radiopharm; 15 (5):431-45 (2000). Sin embargo, los anticuerpos policlonales tienen varios inconvenientes en
comparacion con los anticuerpos monoclonales tal como tamafio de lote limitado. De hecho, Vriesendorp y colegas
notaron diferencias en las proporciones de respuesta en dos ensayos en pacientes con linfoma de Hodgkin cuando
usaron dos lotes diferentes del anticuerpo antiferritina policlonal (Vriesendorp et al., “Review of five consecutive
studies of radiolabeled immunoglobulin therapy in Hodgkin's disease.” Cancer Res, 55 (23 Supl): 5888s-92s (1995).
Asi, son preferibles los anticuerpos monoclonales para uso en aplicaciones terapéuticas en lugar de anticuerpos
policlonales por muchas razones.

La Patente U.S. 7.153.506 describe el uso de anticuerpos anti-ferritina monoclonales murinos para tratar algunas
formas de céncer. Sin embargo, como se ha mostrado anteriormente existen problemas asociados con el
tratamiento de seres humanos con anticuerpos monoclonales murinos (tales como produccion de HAMA).

W001/52889 también describe anticuerpos monoclonales y policlonales que se unen a un epitopo comun a ferritinas
acidas y bésicas, y su uso en el tratamiento de células tumorales que sobreexpresan un gen de la familia myc. Sin
embargo, W001/52889 no identifica la estructura y secuencia del dominio de fijacion de dichos anticuerpos
monoclonales y policlonales a su o sus epitopos correspondientes.

Sabbah et al. "In vitro and in vivo comparison of DTPA- and DOTA-conjugated antiferritin monoclonal antibody for
imaging and therapy of pancreatic cancer" (Nuclear Medicine and Biology, 2077, vol. 34, n°3, p 293-304) presentan
resultados obtenidos del desarrollo preclinico de un anticuerpo antiferritina monoclonal IgG1 denominado AMBS8LK,
conjugado con ligandos quelantes bifuncionales y radiomarcado. Sin embargo, Sabbah et al. no identifican la
estructura y secuencia del dominio de fijacion de dicho anticuerpo monoclonal a su epitopo.

El cancer pancreético tiene un pronostico muy malo con menos de un 5% de proporcién de supervivencia a los cinco
afos. Ni la radiacion con haz externo ni la quimioterapia, solas o en con combinacién, han proporcionado resultados
prometedores hasta ahora. Hasta el 95% de los casos de cancer pancreéatico surgen de la parte exocrina del
pancreas, que es esa parte del pancreas que produce enzimas en las células acinares. La mayor parte del cancer
pancreatico se encuentra en las células ductales. Por lo tanto, el término adenocarcinoma (semejante a conducto) se
ha asignado a la causa mas comun de canceres pancreaticos. Mas de 60.000 europeos son diagnosticados con
adenocarcinoma cada afio. El periodo de supervivencia desde el momento del diagndstico hasta el momento de la
muerte es el peor de cualquier cancer y generalmente es de aproximadamente 3 1/2 a 6 meses. La eliminacion
quirtrgica del tumor es una opcién, pero s6lo aproximadamente el 15% a 20% de los pacientes con céncer
pancreatico son elegibles para cirugia.

Ademas del cancer pancreatico, otros canceres tales como linfoma de Hodgkin, cancer de mama y carcinomas
hepatocelulares también son canceres que tienen altas proporciones de muerte y, para algunos de ellos,
oportunidades limitadas de eliminacion quirdrgica. Por ejemplo, en el carcinoma hepatocelular si el tumor es menor
de 5 cm, existe en un solo I6bulo en el higado y no hay invasion de la vasculatura hepatica por el carcinoma, el
tumor puede eliminarse quirdrgicamente. Sin embargo, la eliminacién quirargica es imposible en muchos casos
debido a la progresion no diagnosticada de la enfermedad.

Existe una necesidad de un método para tratar los canceres indicados anteriormente que no implique la intervencion
quirtrgica y que reduciria los efectos secundarios asociados con la quimioterapia.
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Asi, la presente solicitud describe composiciones farmacéuticas que contienen un anticuerpo anti-ferritina quimeérico
o0 humanizado o fragmentos de éste asi como moléculas semejantes a anticuerpo que se unen a la ferritina humana
acida y basica para tratar determinados canceres.

La presente solicitud también describe composiciones farmacéuticas que contienen un anticuerpo anti-ferritina
qguimérico o humanizado o fragmentos de éste asi como moléculas semejantes a anticuerpo que pueden tratar
cancer pancreatico, cancer de mama, carcinomas hepatocelulares, sarcoma de Kaposi y linfoma de Hodgkin.

La presente solicitud también describe anticuerpos monoclonales quiméricos o humanizados que son especificos
para la ferritina humana acida y basica.

La presente solicitud también describe anticuerpos quiméricos o humanizados especificos para la ferritina humana
acida y basica que se unen a la ferritina humana.

La presente solicitud también describe métodos para tratar canceres seleccionados del grupo de cancer pancreatico,
cancer de mama, carcinomas hepatocelulares, sarcoma de Kaposi y linfoma de Hodgkin mediante la administracion
de un anticuerpo anti-ferritina quimérico o humanizado o fragmentos de éste asi como moléculas semejantes a
anticuerpo.

La presente solicitud también describe métodos para tratar caAnceres seleccionados del grupo de cancer pancreatico,
cancer de mama, carcinomas hepatocelulares, sarcoma de Kaposi y linfoma de Hodgkin mediante la administraciéon
de un anticuerpo anti-ferritina quimérico o humanizado radiomarcado o fragmentos de éste asi como moléculas
semejantes a anticuerpo conjugadas con un quelante.

La presente solicitud también describe un método para administrar anticuerpos anti-ferritina humanizados o
quiméricos a células linfaticas, células pancreéticas, células del endotelio linfatico, y células hepaticas cancerosas.

La presente solicitud también describe el uso de un anticuerpo anti-ferritina quimérico o humanizado o fragmentos
de éste asi como moléculas semejantes a anticuerpo para la preparacion de un farmaco para tratar determinados
canceres tales como céncer pancreético, cancer de mama, carcinomas hepatocelulares, sarcoma de Kaposi y
linfoma de Hodgkin.

La presente solicitud también describe el suministro de secuencias de acido nucleico que pueden ponerse en
vectores para producir todo o parte de un anticuerpo anti-ferritina quimérico o humanizado o fragmentos de éste asi
como moléculas semejantes a anticuerpo de la presente invencién mediante la produccion en células.

Estos y otros objetos de la presente solicitud seran evidentes a partir de la descripcion, ejemplos o realizaciones
preferidas siguientes.

Resumen

En un aspecto, la presente solicitud describe un polipéptido de cadena Unica, que comprende desde el extremo N al
extremo C, SEQ ID NO: 30, SEQ ID NO: 28 y SEQ ID NO: 26 (para formar un dominio VH). En otro aspecto, este
polipéptido también comprende, en el extremo C de SEQ ID NO: 26, un dominio CH1 tal como SEQ ID NO: 6, asi
como una region Fc tal como SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 10 o SEQ ID NO: 18, para formar una cadena pesada. En
otro aspecto, la presente solicitud describe un polipéptido de cadena Unica que comprende, desde el extremo N al
extremo C, SEQ ID NO: 20, SEQ ID NO: 22 y SEQ ID NO: 24, para formar un dominio VL. En otro aspecto, este
polipéptido de cadena Unica también comprende, en el extremo C de SEQ ID NO: 24, una cadena kappa o lambda
tal como SEQ ID NO: 12 para formar una cadena ligera.

En otro aspecto, la solicitud describe una molécula, que opcionalmente se une a ferritina humana tanto acida como
béasica, que comprende una cadena ligera como se define en la presente memoria, una cadena pesada como se
define en la presente memoria, o cualquier combinaciéon de éstas. En otro aspecto mas, dicha molécula es un
anticuerpo anti-ferritina monoclonal quimérico que se une a ferritina humana tanto acida como basica. En otro
aspecto mas, el anticuerpo anti-ferritina monoclonal quimérico comprende las secuencias de SEQ ID NOs: 2, 4, 6, 8
y 12,0 SEQID NOs: 2,4, 6, 10y 12.

En otro aspecto, la solicitud se refiere a un anticuerpo anti-ferritina monoclonal quimérico que se une a ferritina
humana tanto acida como basica que comprende las secuencias de aminoacidos de SEQ ID NOs: 2, 4, 6, 12 y 18.

Mas especificamente, la presente invencion se refiere a un anticuerpo anti-ferritina monoclonal quimérico, que se
une a ferritina humana tanto &cida como basica, que comprende: (a) dos polipéptidos de cadena pesada,
comprendiendo cada uno el dominio VH definido en SEQ ID NO: 4; y (b) dos polipéptidos de cadena ligera,
comprendiendo cada uno el dominio VL como se define en SEQ ID NO: 2.

Segun una realizacion particular, cada una de dichas cadenas pesadas comprende ademas una regién constante
CH1, que comprende opcionalmente una region Fc humana o una region Fc murina, y/o un péptido sefial en dicho
anticuerpo anti-ferritina  monoclonal quimérico. En dicha realizaciéon particular, dicho péptido sefial puede
comprender la secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 16.
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En otra realizacion particular, cada una de dichas cadenas ligeras comprende ademas una region constante kappa o
lambda y/o un péptido sefial en dicho anticuerpo anti-ferritina monoclonal quimérico. En dicha otra realizacién
particular, dicha region constante kappa o lambda puede comprender la secuencia de aminoacidos mostrada en
SEQ ID NO: 12 o dicho péptido sefial puede comprender la secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 14.

El anticuerpo anti-ferritina monoclonal quimérico de la invencion puede comprender como una cadena ligera, desde
la parte N-terminal a la parte C-terminal, SEQ ID NO: 2 y SEQ ID NO: 12, y como una cadena pesada, desde la
parte N-terminal a la parte C-terminal, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 6 y una regién Fc humana.

En otro aspecto, la presente invencion se refiere a un fragmento funcional del anticuerpo de la invencioén, en el que
dicho fragmento funcional es un fragmento Fv o un fragmento Fab y en el que dicho fragmento funcional se une
especificamente a las ferritinas humanas tanto acida como basica. En una realizacién particular, dicho fragmento
esta unido a un ligando, tal como citoquina, un receptor o cualquier proteina de interés.

La invencion también se refiere a un anticuerpo monoclonal biespecifico o triespecifico que comprende al menos un
fragmento Fab como se ha definido anteriormente, en el que al menos un fragmento Fab consiste en un polipéptido
gue consiste desde el extremo N al extremo C de SEQ ID NO: 2 directamente unido a SEQ ID NO: 12 y un
polipéptido que consiste desde el extremo N al extremo C de SEQ ID NO: 4 directamente unido a SEQ ID NO: 6.

La invencion también se refiere a una molécula scFv que consiste en un dominio VH como se ha definido en SEQ ID
NO: 4, unido a un dominio VL como se ha definido en SEQ ID NO: 2, en el que dicha molécula scFv se une a las
ferritinas humanas tanto acida como basica. La invencion también se refiere a una molécula de fragmento divalente
gue comprende al menos un dominio VH como se ha definido en SEQ ID NO: 4 y al menos un dominio VL como se
ha definido en SEQ ID NO: 2, en el que dicha molécula de fragmento divalente se une a las ferritinas humanas tanto
acida como basica.

También es parte de la invencion un anticuerpo anti-ferritina monoclonal murino que se une a la ferritina humana
tanto acida como basica que comprende como una cadena ligera, desde la parte N-terminal a la parte C-terminal
SEQ ID NO: 2 y SEQ ID NO: 12, y como una cadena pesada, desde la parte N-terminal a la parte C-terminal, SEQ
ID NO: 4, SEQ ID NO: 6 y una region Fc murina.

La invencion también engloba una molécula seleccionada del grupo que consiste en un anticuerpo anti-ferritina
monoclonal quimérico, un fragmento funcional, un anticuerpo monoclonal biespecifico, un anticuerpo monoclonal
triespecifico y una molécula scFv, un Bis-scFv que comprende al menos un scFv segun la definicion proporcionada
anteriormente y un fragmento divalente segun las definiciones proporcionadas anteriormente, que comprende
ademas un radioisétopo conjugado con él. En una realizacion particular, dicho radioisétopo es un radiois6topo que
emite alfa, beta, gamma, beta-gamma o alfa-beta.

La invencion también engloba una molécula seleccionada del grupo que consiste en un anticuerpo anti-ferritina
monoclonal quimérico, un fragmento funcional, un anticuerpo monoclonal biespecifico, un anticuerpo monoclonal
triespecifico y una molécula scFv, segun las definiciones proporcionadas anteriormente, un Bis-scFv que comprende
al menos un scFv segun las definiciones proporcionadas anteriormente y un fragmento divalente segun las
definiciones proporcionadas anteriormente, que comprende ademdas un farmaco conjugado con él. En una
realizacién particular, dicho farmaco es un farmaco de pirimidina.

Otro aspecto mas de la invencidon es una composicion farmacéutica que comprende una molécula segun la
definicion proporcionada en la presente memoria, especialmente un anticuerpo anti-ferritina monoclonal quimérico o
humanizado que se une a ferritina humana tanto acida como basica, fragmento de éste 0 moléculas semejantes a
anticuerpo como se describe en la presente solicitud que se une a ferritina humana tanto acida como béasica como
se describe en la presente memoria, y especialmente un anticuerpo anti-ferritina monoclonal quimérico que
comprende las secuencias de aminoacidos de SEQ ID NOs: 2, 4, 6, 8 y 12, o SEQ ID NOs: 2, 4, 6, 10 y 12,
comprendiendo dicha composicion ademas un vehiculo farmacéuticamente aceptable y opcionalmente un farmaco
de pirimidina.

La invencién también engloba una composicion farmacéutica que comprende una molécula seleccionada del grupo
gue consiste en un anticuerpo anti-ferritina monoclonal quimérico o humano de la invencion como se ha definido
anteriormente, un fragmento funcional segun las definiciones proporcionadas anteriormente, un anticuerpo
monoclonal biespecifico o triespecifico segln las definiciones proporcionadas anteriormente, una molécula scFv
segun las definiciones proporcionadas anteriormente, un Bis-scFv que comprende una molécula scFv segun las
definiciones proporcionadas anteriormente y un fragmento divalente segun las definiciones proporcionadas
anteriormente, y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

En otro aspecto mas, se describe un método para la administracién de un farmaco, materiales radiactivos, toxinas,
células inmunes asesinas o combinaciones de éstos a células que contienen ferritina basica y acida, comprendiendo
dicho método administrar una composicion que comprende una cadena pesada, una cadena ligera, cualquier
combinacién de éstas, un anticuerpo quimérico o humanizado o un fragmento de éste o una molécula semejante a
anticuerpo de la invencién, y una composicion seleccionada del grupo de un farmaco, materiales radiactivos, toxinas,
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células inmunes asesinas y combinaciones de éstos en el que dicha composicién estd en un vehiculo
farmacéuticamente aceptable.

Otro aspecto mas de la presente descripciéon es un método para tratar un cancer seleccionado del grupo de cancer
pancreatico, linfoma de Hodgkin, sarcoma de Kaposi y carcinoma hepatocelular comprendiendo dicho método
administrar a un mamifero que necesita dicho tratamiento una composicion que comprende una cadena pesada, una
cadena ligera, cualquier combinacion de éstas, un anticuerpo quimérico o humanizado, un fragmento de éste o una
molécula semejante a anticuerpo de la solicitud, especialmente una molécula que comprende SEQ ID Nos: 2, 4, 6, 8
y 12, o SEQ ID Nos: 2, 4, 6, 10 y 12, y opcionalmente una composicidn seleccionada del grupo de un farmaco,
isétopos radiactivos, toxinas, células inmunes asesinas y combinaciones de éstos en el que dicha composicion esta
en un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

También es parte de la invencién la composicién definida anteriormente, en un vehiculo farmacéuticamente
aceptable, en el que un farmaco, materiales radiactivos, toxinas, células inmunes asesinas o combinaciones de
éstos estd unida mediante un agente quelante o conector al anticuerpo anti-ferritina monoclonal quimérico,
fragmento funcional, anticuerpo monoclonal biespecifico o triespecifico, molécula scFv, Bis-scFv o fragmento
divalente, para uso como un agente terapéutico.

También es parte de la invenciéon la composicion definida anteriormente, en un vehiculo farmacéuticamente
aceptable, para uso en combinacién con una composicién seleccionada del grupo de un farmaco, materiales
radiactivos, toxinas, células inmunes asesinas y combinaciones de éstos, en el tratamiento de un cancer
seleccionado del grupo que consiste en cancer pancreatico, linfoma de Hodgkin, sarcoma de Kaposi y carcinoma
hepatocelular. También se describen una secuencia de &cido nucleico que comprende SEQ ID Nos: 1y 11 o un
acido nucleico que comprende SEQ ID Nos: 3,5y 7 0 SEQ ID Nos: 3,5y 9 0 SEQ ID Nos: 3, 5y 17, 0o una
secuencia de acido nucleico que comprende SEQ ID NOs: 1, 3,5, 7y 11 0 SEQ ID Nos: 1, 3,5, 9 y 11, o un &cido
nucleico que comprende SEQ ID Nos: 1, 11, 13 o un &cido nucleico que comprende SEQ ID Nos: 3, 5, 7y 15, o un
acido nucleico que comprende SEQ ID Nos: 3, 5, 9 y 15 o un acido nucleico que comprende SEQ ID Nos: 3,5, 15y
17, asi como vectores que contienen al menos una de estas secuencias de 4cido nucleico y células transformadas
con al menos uno de estos vectores. También son parte de la presente solicitud un &cido nucleico que comprende
SEQ ID NO: 19, 21 y 23 y opcionalmente SEQ ID NO: 11 asi como un acido nucleico que comprende SEQ ID NO:
29, 27 y 25 y opcionalmente SEQ ID NO: 5 y ademas opcionalmente SEQ ID NO: 7, NO: 9 o NO: 17.

La invencion también engloba un vector que comprende un acido nucleico que codifica una cadena pesada como se
ha definido anteriormente y un &cido nucleico que codifica una cadena ligera como se ha definido anteriormente, y
que comprende opcionalmente un promotor para expresion de baculovirus 0 un promotor eucariota. Segun una
realizacién particular de dicho vector, dicho acido nucleico que codifica la cadena pesada comprende SEQ ID NO: 3
y en el que dicho &cido nucleico que codifica la cadena ligera comprende SEQ ID NO: 1.

La invencion también engloba células transformadas con un vector como se ha definido anteriormente, en el que
dichas células se seleccionan del grupo que consiste en células CHO, E. coli, células de levadura, células VERO,
células HELA, células COS, células CR: 1650, W138, BHK, HepG2, 3T3, A549, PC12, K562, células 293, células
Sf9 y células Cv1.

La invencion también engloba células transformadas con un vector que comprende un &cido nucleico que codifica
una cadena pesada como se ha definido anteriormente y con un vector que comprende un &cido nucleico que
codifica una cadena ligera como se ha definido anteriormente, en particular seleccionadas del grupo que consiste en
células CHO, E. coli, células de levadura, células VERO, células HELA, células COS, células CR: 1650, W138, BHK,
HepG2, 3T3, A549, PC12, K562, células 293, células Sf9 y células Cv1.

Segun una realizacion particular, dicho &acido nucleico que codifica la cadena pesada comprende SEQ ID NO: 3, y
dicho acido nucleico que codifica la cadena ligera comprende SEQ ID NO: 1 en dichas células.

Descripcion breve de los dibujos

La Fig. 1 es la secuencia de acido nucleico (SEQ ID NO: 1) y de aminoacidos (SEQ ID NO: 2) de VL del clon
AMBS8LK. El dominio VL esta compuesto por la region FR1 (aminoacidos 1-26), la region CDR1 (aminoacidos 27-31),
la regién FR2 (aminoacidos 32-48), la region CDR2 (aminoacidos 49-51), la regién FR3 (aminoacidos 52-87), la
regiéon CDR3 (aminoacidos 88-95) y la regién FR4/J (aminoacidos 96-106).

La Fig. 2 es la secuencia de acido nucleico (SEQ ID NO: 3) y de aminoacidos (SEQ ID NO: 4) de VH del clon
AMBS8LK. El dominio VH esta compuesto por la region FR1 (aminoacidos 1-25), la regién CDR1 (aminoéacidos 26-
33), la region FR2 (aminoacidos 34-50), la region CDR2 (aminoéacidos 51-58), la region FR3 (aminoacidos 59-95), la
region CDR3 (aminoacidos 96-106) y la regién FR4/J (aminoacidos 107-117).

La Fig. 3 es el acido nucleico de CH1 (SEQ ID NO: 5) para la construccion Fab'2-3 cyst y la secuencia de
aminoéacidos (SEQ ID NO: 6) para la construccion Fab'2-3 cyst. El CH1 se clon6 a partir de una secuencia de acido
nucleico de gamma 1 constante humana, suplementado con una cisteina adicional y un codén de parada.
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La Fig. 4 es la secuencia de acido nucleico de la regiéon constante gamma 1 humana (SEQ ID NO: 7) y la secuencia
de aminoacidos de la region constante gamma 1 humana (SEQ ID No: 8) (nimero de registro Genbank BC073782).
El segundo codon TCC se modific6 a AGC (subrayado) para crear un sitio de clonacién Nhel.

La Fig. 5 es la secuencia de &cido nucleico de la region constante gamma 4 humana (SEQ ID NO: 9) y la secuencia
de aminoacidos de la region constante gamma 4 humana (SEQ ID No: 10) (numero de registro Genbank
BC025985). El segundo coddn TCC se modificd a AGC (subrayado) para crear un sitio de clonacion Nhel.

La Fig. 6 es la secuencia de acido nucleico de la region constante kappa humana (SEQ ID NO: 11) y la secuencia de
aminoacidos de la region constante kappa humana (SEQ ID No: 12).

La Fig. 7 es la secuencia de acido nucleico de la secuencia del péptido sefial de VL humano (SEQ ID NO: 13) y la
secuencia de aminoacidos de la secuencia del péptido sefial de VL humano (SEQ ID No: 14).

La Fig. 8 es la secuencia de acido nucleico de la secuencia del péptido sefial de VH humano (SEQ ID NO: 15) y la
secuencia de aminoacidos de la secuencia del péptido sefial de VH humano (SEQ ID No: 16).

La Fig. 9A es la secuencia de &cido nucleico de la region constante de y 2a murino (SEQ ID NO: 17).
La Fig. 9B es la secuencia de aminoéacidos de la region constante de y 2a murino (SEQ ID NO: 18).

La Fig. 10 es la estructura quimica de los quelatos usados en los ejemplos. A pSCN-Bz-DTPA: acido 2-(4-
isotiocianatobencil)-dietilentriaminapentaacético. B: pSCN-Bz-CHX-A"-DTPA: acido (R)-2-amino-3-(4-
isotiocianatofenil)propil]-trans-(S,S)-ciclohexano-1,2-diamina-pentaacético; C: pSCN-Bz-DOTA: acido  2-
(4,isotiocianatobencil)-1,4,7,10-tetraazaciclodedecano-1,4,7,10-tetraacético.

La Fig. 11 es un gréfico que muestra la inmunoreactividad del anticuerpo conjugado frio por ELISA. Después de la
conjugacién de aproximadamente 3 quelatos por anticuerpo se realizé la evaluacion de la inmunoreactividad de los
inmunoconjugados por ELISA. Se inmovilizé ferritina pura a 5 pg/ml en PBS, después se incubd con varias
concentraciones de los inmunoconjugados. El control fue el AMB8LK no conjugado.

Las Figs. 12A, B y C son graficos que muestran la biodistribucion en ratones que portan tumor CAPAN-1 de M.

DTPA-AMBS8LK y "n-DOTA-AMBSBLK. Se inyectaron intravenosamente 0,2 MBq de Bz-DTPA-AMB8LK o Bz-
DOTA-AMBS8LK marcado con indio a ratones que portan tumor CAPAN-1. Los animales se sacrificaron a diferentes
puntos de tiempo y los érganos se recogieron para recuento de actividad. Los datos se expresan como porcentaje
de la dosis inyectada por drgano (o por gramo de tejido para el tumor, sangre, misculo y hueso. Las barras de error
representan SD, n= 4 por grupo. La abreviatura Intest significa intestino. El Grafico A es la distribucion 24 horas
después de la inyeccion. El Grafico B es la distribucion 48 horas después de la inyeccion. El Grafico C es la
distribucion 72 horas después de la inyeccion.

Las Figs. 13A, B y C son gréaficos que muestran la biodistribucién en ratones que portan tumor CAPAN-1 de 0y.Bz-
DTPA-AMBS8LK y y.Bz-DOTA-AMBS8LK. Se inyectaron intravenosamente 0,4 MBq de Bz-DTPA-AMB8LK o Bz-
DOTA-AMB8LK marcado con itrio a ratones que portan tumor CAPAN-1. Los animales se sacrificaron a diferentes
puntos de tiempo y los érganos se recogieron para recuento de actividad. Los datos se expresan como porcentaje
de la dosis inyectada por érgano (o por gramo de tejido para el tumor, sangre, misculo y hueso). Las barras de error
representan SD, n= 4 por grupo. La abreviatura Intest significa intestino. El Grafico A es la distribucion 24 horas
después de la inyeccion. El Grafico B es la distribucion 48 horas después de la inyeccion. El Grafico C es la
distribucion 120 horas después de la inyeccion.

La Fig. 14 son tres imagenes de un raton que porta tumor CAPAN-1 al que se inyectd *'In-DOTA-AMBSLK. Se
inyecto intravenosamente a un ratén desnudo que porta tumor CAPAN-1 20 MBq de *'In-DTPA-AMBS8LK vy se
obtuvieron imagenes a diferentes puntos de tiempo. Esta figura muestra los escaneos hechos 1, 24 y 72 horas
después de la inyeccién. Se aplico la misma escala de niveles de radiactividad a las tres imagenes pero teniendo en
cuenta la desintegracion del indio, el nivel de radiactividad en el tumor después de 72 horas es superior al de
después de 24 horas.

La Fig. 15 es un diagrama del anticuerpo monoclonal de la presente invencion.
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Descripcion breve de las secuencias

Las secuencias (SEQ ID) usadas en la presente solicitud son las siguientes:

Nombre Nucleétido SEQ ID Proteina SEQ ID
dominio VL del clon AMB8LK 1 2
dominio VH del clon AMB8LK 3 4
dominio CH1 (construccién Fab'2-3 5 6
cyst)

region constante gamma 1 humana 7 8
region constante gamma 4 humana 9 10
region constante kappa humana 11 12
péptido sefial de VL 13 14
péptido sefial de VH 15 16
region constante de y 2a murino 17 18
dominio CDR1 de VL 19 20
dominio CDR2 de VL 21 22
dominio CDR3 de VL 23 24
dominio CDR3 de VH 25 26
dominio CDR2 de VH 27 28
dominio CDR1 de VH 29 30
dominio FR1 de VH 31 32
dominio FR2 de VH 33 34
dominio FR3 de VH 35 36
dominio FR4 de VH 37 38
dominio FR1 de VL 39 40
dominio FR2 de VL 41 42
dominio FR3 de VL 43 44
dominio FR4 de VL 45 46

Descripcion de las realizaciones preferidas

Tal y como se usa en la presente memoria, el término "que consiste esencialmente en" cuando se usa en conexién
con acidos nucleicos o aminoacidos significa que otros ingredientes o moléculas menores pueden estar presentes
con las secuencias de aminoacidos o &cido nucleico. La secuencia de acido nucleico tiene la misma longitud exacta
que la indicada en el nimero de identificacién de secuencia, pero puede tener 3 a 12 nucleétidos mas o menos en
los extremos N y C. Asimismo, la secuencia de aminoacidos tiene la misma longitud exacta que la indicada en el
namero de identificacion de secuencia pero pueden afiadirse o delecionarse 1 a 4 aminoacidos mas o menos en los
extremos N o C. Esos aminoacidos extra o delecionados no madifican la union y/o la actividad del anticuerpo
monoclonal quimérico a ferritina.

Tal y como se usa en la presente memoria, el término "agente quelante” significa cualquier sustancia quimica que
forma un complejo con un metal para formar un quelato. Los agentes quelantes son compuestos organicos que son
capaces de formar enlaces coordinados o i6nicos con metales a través de dos o mas atomos del compuesto
organico.
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El término "mamifero” engloba cualquiera de los diferentes animales vertebrados de sangre caliente de la clase
Mammalia, incluyendo seres humanos, caracterizados por un recubrimiento de pelo en la piel y, en las hembras,
glandulas mamarias productoras de leche para alimentar a los pequefios. En una realizacion particular, la
descripcion se refiere a un mamifero no humano.

El término "anticuerpo quimérico" y "anticuerpo humanizado" se refieren a un anticuerpo cuyas regiones derivan de
dos especies diferentes, generalmente murino y humano. El término "anticuerpo quimérico" se usa especificamente
para hacer referencia a una region variable (compuesta por una VL y VH y responsable de la unién del antigeno) de
una primera especie, tal como un ratén con la regién constante de una segunda especie, tal como un ser humano.
La expresion "anticuerpo humanizado" se refiere al injerto de regiones determinantes de la complementariedad
(CDR) de una primera especie, tal como raton, en regiones marco (FR) humanas.

El término "anticuerpo monoclonal” se refiere a una proteina de unidon a antigeno que tiene cuatro cadenas
polipeptidicas que consisten en dos cadenas pesadas y dos ligeras. Las cadenas, que estan estabilizadas por
enlaces disulfuro intercadena, tienen la capacidad de unirse especificamente al antigeno. Tanto las cadenas pesada
como ligera estan plegadas en dominios, que es la region globular de la cadena pesada o ligera que contiene bucles
peptidicos. Los dominios son bien "constantes” o "variables" dependiendo de la cantidad de variacién en la
secuencia. Los dominios constantes en la cadena ligera se refieren como regiones constantes de cadena ligera o
CL. Los dominios constantes en la cadena pesada se refieren como regiones constantes de cadena pesada o CH.
Los dominios variables en la cadena ligera se refieren como regiones variables de cadena ligera o dominio VL,
mientras los dominios pesados en las cadenas variables se refieren como regiones variables de cadena pesada o
dominio VH. Cada dominio variable (VH o VL) consiste en CDR (region determinante de la complementariedad) y FR
(regién marco), que se unen alternativamente entre si, es decir, desde el extremo N al extremo C: FR1-CDR1-FR2-
CDR2-FR3-CDR3-FRA4.

La expresion "anticuerpo monoclonal" engloba:

(1) anticuerpos monoespecificos, es decir, moléculas en las que los dos sitios de uniéon a antigeno (dominios
formados por la interaccién de las regiones VH y VL como se define en la presente memoria, y que interaccionan
con el antigeno) reconocen y se unen al mismo antigeno (por ejemplo, un antigeno comun a las ferritinas humanas
acida y basica). En este aspecto, las dos cadenas pesadas y dos cadenas ligeras como se define en la presente
memoria (o al menos las dos VH y dos VL como se define en la presente memoria) tienen la misma secuencia de
aminoécidos;

(2) anticuerpos trifuncionales, es decir, moléculas biespecificas como se describe en la presente memoria mas
adelante y que tienen ademas una regién Fc (dominios CH2 y CH3) de cualquier origen, particularmente de origen
humano.

El término "molécula semejante a anticuerpo” se refiere a una molécula que tiene todo o parte de los dominios
variables pesados y ligeros del anticuerpo AMB8LK, y que no tienen la estructura convencional de un anticuerpo de
cuatro cadenas, pero conserva la capacidad de interaccionar y unirse con el antigeno (ferritina). En una realizacion
particular, las moléculas semejantes a anticuerpo descritas en la presente memoria comprenden las regiones CDR1,
CDR2 y CDR3 de los dominios VL y/o VH del anticuerpo AMB8LK. Esto engloba:

(1) scFv, es decir, un dominio VH como se define en la presente memoria genéticamente asociado (opcionalmente
mediante un conector) con un dominio VL como se define en la presente memoria, asi como moléculas que
comprenden al menos un scFv, tal como moléculas Bis ScFv (teniendo dos ScFv la misma unién o diferente a
antigeno unidos entre si (opcionalmente mediante un conector));

(2) moléculas de fragmentos divalentes es decir, el dominio variable de cadena pesada derivado de un primer
anticuerpo (un primer dominio VH (VH1) tal como uno definido en la presente memoria) conectado con el dominio
variable de cadena ligera derivado de un segundo anticuerpo (VL2) en la misma cadena polipeptidica (VH1-VL2)
conectado por un conector peptidico que es demasiado corto para permitir el emparejamiento entre los dos dominios
en la misma cadena, interaccionando con el dominio variable de cadena pesada de derivado de un segundo
anticuerpo (VH2) conectado con el dominio variable de cadena ligera derivado de un primer anticuerpo (un primer
dominio VL (VL1) tal como uno definido en la presente memoria) en la misma cadena polipeptidica (VH2-VL1), en el
que VL1 y VH1 forman un primer sitio de unién a antigeno (que reconoce y/o se une a un antigeno comun a ferritina
humana é&cida y basica) y VL2 y VH2 forman un segundo sitio de unién a antigeno (que reconoce y/o se une a un
antigeno y/o epitopo similar o diferente del primer sitio de unién a antigeno);

(3) moléculas biespecificas, es decir, que los dos sitios de unién a antigeno de un fragmento Fab, (dominios variable
y CH1 de cadenas ligera y pesada) interaccionan con diferentes antigenos (o epitopos). En este aspecto, las dos
cadenas pesadas (0 los dos dominios VH) tienen una secuencia de aminoacidos diferente, y/o las dos cadenas
ligeras (o los dos dominios VL) tienen una secuencia de aminoacidos diferente. En las moléculas biespecificas de la
invencion, al menos uno de los dos sitios de unién a antigeno es un sitio de unién a ferritina que consiste en un
dominio VL o VH como se define en la presente memoria, tal como respectivamente SEQ ID NO: 2 y SEQ ID NO: 4
o0 variantes de éstas;
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(4) moléculas triespecificas, es decir, que los dos sitios de unién a antigeno de un fragmento Fabs (dominios variable
y CH1 de cadenas ligera y pesada) interaccionan con diferentes antigenos (o epitopos). En este aspecto, las tres
cadenas pesadas (o0 a los tres dominios VH) tienen una secuencia de aminoéacidos diferente, y/o las tres cadenas
ligeras (o los tres dominios VL) tienen una secuencia de aminoacidos diferente. En las moléculas tri-especificas de la
invencion, al menos uno de los tres sitios de unién a antigeno es un sitio de unién a ferritina que consiste en un
dominio VL o VH como se define en la presente memoria, tal como respectivamente SEQ ID NO: 2 y SEQ ID NO: 4
o0 variantes de éstas;

(5) Vun (dominio VH desprovisto de cadena ligera), es decir, un dominio VH como se define en la presente memoria
que tiene la capacidad de interaccionar como tal con el antigeno, sin la presencia de un dominio variable ligero (VL).
Estos Vun pueden obtenerse por técnicas recombinantes o por purificacién de animales de la familia de los
camélidos o de tiburones.

Por "regién constante" se quiere decir los dominios CH1, CH2 y CH3 (formando CH2 y CH3 la region Fc). En los
anticuerpos monoclonales de la presente descripcion, el dominio constante murino CH1 y los dominios constantes
murinos CH2 y CH3 estan reemplazados, independientemente uno de otro, con la regién constante humana CH1 y
las regiones constantes humanas CH2 y CH3. Por lo tanto, en una realizacion, los dominios CH2 y CH3 (region Fc)
de un anticuerpo monoclonal murino estan reemplazados por una regiones CH2 y CH3 de origen humano. La region
Fc humana puede ser una cadena mu, gamma, alfa, delta o épsilon, derivada opcionalmente de inmunoglobulinas
humanas. En una realizacion particular, la region Fc humana se selecciona de IgG1 e IgG4. En otra realizacion, el
dominio CH1 de un anticuerpo monoclonal esta reemplazado por una region CH1 humana, tal como cadenas kappa
o lambda, derivadas opcionalmente de inmunoglobulinas humanas,

Por "fragmento funcional" se quiere decir un fragmento de anticuerpo monoclonal, que retiene sus propiedades de
union para unirse especificamente a ferritina humana tanto acida como basica. En otro aspecto, "fragmento
funcional" engloba un anticuerpo monoclonal que presenta la misma o sustancialmente la misma afinidad y avidez
de unién que el anticuerpo anti-ferritina monoclonal quimérico no fragmentado o anticuerpo monoclonal parental. La
afinidad de unidn del fragmento funcional de anticuerpo monoclonal no debe ser menor de 10% del anticuerpo
parental. En otro aspecto, la afinidad de unién del fragmento de anticuerpo monoclonal no debe ser menor de 25%
del anticuerpo parental. En otro aspecto, la afinidad de unién del fragmento de anticuerpo monoclonal no debe ser
menor de 30% o no menor de 50% del anticuerpo parental. Los métodos para medir la afinidad de unién son muy
conocidos en la técnica e incluyen, por ejemplo, ensayos de competicion, andlisis Scatchard y ensayos de unién
mitad de la maxima.

Por el término "variante" cuando se hace referencia a las variantes de secuencia quiere decir secuencias que tienen
un grado de similitud de al menos 90%, 95% 6 98% de similitud con SEQ ID Nos: 2, 4, 6, 8, 10, 12, 16, 18, 20, 22,
24, 26, 28, 30, 32, 34, 36, 38, 40, 42, 44 y 46, usando programas de comparacién de secuencias sensibles y rapidos
tales como BLAST, FASTA, GAP, BESTFIT, clustalW o cualquier otro programa relevante.

Claramente, las secuencias de aminoacidos con una identidad especifica definida anteriormente tienen una mayoria
de sustituciones conservativas de aminoacidos. Las sustituciones conservativas de aminoacidos incluyen
sustituciones de aminoacidos de la misma clase. Estas clases comprenden, por ejemplo, aminoacidos que tienen
cadenas laterales polares no cargadas, tales como Asn, GIn, Ser, Thr o Tyr; aminoacidos que contienen cadenas
laterales bésicas, tales como His, Lys o Arg; aminoacidos que contienen cadenas laterales acidas, tales como Glu o
Asp y aminoacidos que contienen cadenas laterales no polares, tales como Ala, Gly, Leu, Val, lle, Phe, Cys o Trp.

Por ejemplo, respecto a la Figura 4, la Asn en la posicion de aminoacido 42 puede sustituirse con Gin, Ser, Thr o
Tyr; la Lys en la posicién de aminoacido 11 puede modificarse a His o Arg; la Ala en la posicion de aminoacido 7
puede reemplazarse por Gly Leu, Val, lle, Phe, Cys o Trp. Asimismo, las sustituciones conservativas pueden
hacerse a cualquiera de las secuencias de aminoacidos de la presente invencidn de la misma manera. Se apreciara
que el experto en la técnica asegurard que una vez que se hacen estas sustituciones a la secuencia o secuencias de
proteina, se retiene la actividad de unién a ferritina humana. Esto puede conseguirse usando los ensayos RIA y
ELISA descritos en los ejemplos.

El término "epitopo” se refiere al sitio del antigeno al que se une especificamente el anticuerpo. Un epitopo tiene al
menos 3 a 15 aminoacidos en una conformacion Unica (epitopo lineal o conformacional). Puede usarse cristalografia
con rayos X, resonancia magnética nuclear bidimensional o mapeo de epitopos como métodos para determinar la
conformacioén espacial de los epitopos.

Los anticuerpos que reconocen el mismo epitopo pueden identificarse por un ensayo de unién competitiva, que se
conoce en la técnica. Los ejemplos de ensayos de uniéon competitiva incluyen RIA y ELISA.

El término "dosificacion efectiva" o "dosis efectiva" significa la cantidad suficiente para conseguir o al menos
conseguir parcialmente el efecto deseado. El término "dosis terapéuticamente efectiva" es una cantidad que es
suficiente para tratar la enfermedad. Las cantidades de la dosis dependeran del tipo de cancer que se va a tratar, asi
como de los estadios del cancer (I-1V).
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Por "administracion a determinados intervalos" se quiere decir, por ejemplo, que el anticuerpo monoclonal quimérico
0 molécula semejante a anticuerpo de la presente invencién puede administrarse en primer lugar, seguido de la
administracion de los farmacos, radiois6topos, toxinas o células inmunogénicas asesinas a un intervalo posterior; es
decir, 30 minutos, 1 hora, 4 horas, 24 horas después. También incluye una situaciéon en las que los farmacos,
radiois6topos, toxinas o células inmunogénicas asesinas se administran en primer lugar y el anticuerpo monoclonal
guimérico de la presente invencion se administra a un intervalo posterior; es decir, 30 minutos, 1 hora, 4 horas, 24
horas después.

La presente solicitud describe nuevos anticuerpos monoclonales, quiméricos o humanizados, fragmentos de éstos o
moléculas semejantes a anticuerpo que se unen a ferritina humana tanto acida como basica y su uso como agentes
terapéuticos bien solos, o con farmacos, radiois6topos, toxinas, células inmunes asesinas o combinaciones de éstos
simultaneamente o en determinados periodos de tiempo o conjugados con farmacos, radiois6topos, toxinas, células
inmunes asesinas o combinaciones de éstos. La presente solicitud describe ademas secuencias de acido nucleico
gue codifican los anticuerpos monoclonales, quiméricos o humanizados, fragmentos de éstos o moléculas
semejantes a anticuerpo y su expresion en huéspedes recombinantes.

Mas especificamente, la presente invencion esta dirigida a anticuerpos monoclonales, quiméricos o humanizados,
fragmentos de éstos o moléculas semejantes a anticuerpo que se unen especificamente a ferritina humana tanto
acida como bésica y derivan de partes del anticuerpo murino AMB8LK.

El anticuerpo murino AMB8LK es un anticuerpo murino que se obtuvo segun el procedimiento de Kadouche et al
Analysis of various isoferritins with monoclonal antibodies.” CR Seances Acad Sci lll: 295 (6) 443-448 (1982).
Béasicamente, después de inmunizar ratones Balb/c hembras con ferritina extraida de bazo humano, las células del
bazo de los mejores respondedores se fusionaron con células de mieloma murino Sp20 usando polietilen glicol 4000
segun protocolos estandar y los hibridomas seleccionados se clonaron, expandieron y cultivaron in vitro. AMB8LK se
selecciono por su alta afinidad de 5,1 x 10° M, y su especificidad para ferritina humana.

Sin embargo, aunque el anticuerpo murino AMB8LK posee propiedades funcionales que lo hacen adecuado como
un agente terapéutico, también es reconocido como un anticuerpo extrafio en los seres humanos y por lo tanto se
elimina rdpidamente de la circulacion. Por lo tanto, se requieren dosis mas altas del anticuerpo monoclonal murino
para el paciente que se va a tratar. Esto puede resultar en que el paciente tenga efectos inflamatorios sistémicos.

Por lo tanto, la presente invencion resuelve el problema asociado con anticuerpos monoclonales murinos
proporcionando, anticuerpos monoclonales, quiméricos o humanizados, fragmentos de éstos o moléculas
semejantes a anticuerpo que tienen las regiones variables pesadas y variables ligeras del anticuerpo monoclonal
murino AMBB8LK. En una realizacién particular, se describe un anticuerpo monoclonal quimérico que comprende las
regiones variables pesadas y variables ligeras del anticuerpo monoclonal murino AMB8LK, una regién constante
pesada 1 de Fab' 2-3 cisteina humano, una regiéon constante ligera kappa humana y regiones de cadena pesada
constante humana de 1gG1 o IgG4 humana.

En un primer aspecto, se describe un polipéptido que comprende, desde el extremo N al extremo C, SEQ ID NO: 30,
SEQ ID NO: 28 y SEQ ID NO: 26 (para formar un dominio VH) o un polipéptido que comprende, desde el extremo N
al extremo C, SEQ ID NO: 20, SEQ ID NO: 22 y SEQ ID NO: 24 (para formar un dominio VL). En una realizacion
particular, aplicada a ambos, pero independientemente, los dominios VH y VL, las diferentes SEQ ID no son
contiguas, es decir, que cada SEQ ID esté separada de la(s) otra(s) por residuos de aminoacidos adicionales. Estos
residuos de aminoéacidos adicionales pueden ser de origen murino o en el caso del disefio de un anticuerpo
humanizado pueden derivar de una fuente humana, especialmente inmunoglobulina humana. En este Ultimo caso,
las SEQ ID NOs 30, 28 y 26 y/o SEQ ID Nos: 20, 22 y 24 se injertan en un soporte humano (tal como dominios VH o
VL humanos) reemplazando asi sus equivalentes humanos. Por lo tanto, la solicitud esta dirigida a dominios VL y VH
de origen murino asi como dominios VL y VH que tienen CDR de origen murino y marco de origen humano (también
denominado humanizado o injertado con CDR).

En un aspecto particular, el dominio VH tiene la férmula siguiente:
ExtremoN.AAN-SEQ ID NO: 30-AAmM-SEQ ID NO: 28-AAp-SEQ ID NO: 26-AAq.ExtremoC,

en la que "-" representa un enlace peptidico, AA representa cualquier aminoacido, y n es igual a 25 6 26, m es un
numero entero comprendido entre 15 a 19, preferiblemente 17, p es un nimero entero comprendido entre 35y 40 y
g es un numero entero comprendido entre 10 y 12, preferiblemente 11. AAn, AAm, AAp y AAg corresponden
respectivamente a las regiones FR1, FR2, FR3 y FR4 de un dominio variable pesado, y pueden ser de origen murino
0 humano. En una realizacién particular, AAn, AAm, AAp y AAqg son respectivamente, e independientemente una de
otra, SEQ ID NO: 32, SEQ ID NO: 34, SEQ ID NO: 36 y SEQ ID NO: 38.
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Secuencia de nucledtidos (SEQ ID) Secuencia de proteina (SEQ 1D}

AAn caggtgcagctgaaggagtcaggacctggococtggtggeac

cclcacagagectgtcocatcacatgeactgtetet (31) QVQLKESGPGLVAPSQSLSITCTVS (32)

AAM gtacactgggttcgecagectocaggaaagggtotggagt

) VHWVRQPPGKGLEWLGT (34)
ggctgggaacg (33)

gactataactcagttctcaaatccagactgageatcagea
AAp aggacaactccaagagocaagttttgttaaaagtgaacag
tctacaaactgatgacacagocatatattactgt (35)

AAq tggggtcaaggaacctcagtcaccgtctectea (37) WGQGTSVTWVSS (38)

DYNSVLESRLSLSEDNSESQVLLEV
WNSLOTDDTRAIYYC (36)

En una realizacion particular, el dominio VH consiste esencialmente en SEQ ID NO: 4.
En un aspecto particular, el dominio VL tiene la formula siguiente:
ExtremoN.AAr-SEQ ID NO: 20-AAs-SEQ ID NO: 22-AAt-SEQ ID NO: 24-AAv.ExtremoC,

en la que "-" representa un enlace peptidico, AA representa cualquier aminoacido, y r es igual a 25 6 26, s es un
namero entero comprendido entre 15 a 19, preferiblemente 17, t es un numero entero comprendido entre 35y 40y v
es un numero entero comprendido entre 10 y 12, preferiblemente 11. AAr, AAs, AAt y AAv corresponden
respectivamente a las regiones FR1, FR2, FR3 y FR4 de un dominio variable ligero, y pueden ser de origen murino o
humano. En una realizacién particular, AAr, AAs, AAt y AAv son respectivamente, e independientemente una de
otra, SEQ ID NO: 40, SEQ ID NO: 42, SEQ ID NO: 44 y SEQ ID NO: 46:

Secuencia de nucledtidos (SEQ ID) Secuencia de proteina (SEQ 1D}

caaattgtitctcacccagtoctocagcaatcetgtectgeat

AAr cictaggggaggagatcacoctaacctgeoagtgocage CIVLICSPAILIAILGERITLT
(39) CSAS (40)

AAs atgractggtaccagecagaagtecaggeacticticoccaaac

MHWYQQKSGTSPKLLIY (42
tettgatttat (41) 2

aacctggcttoctggagtococettoctegetteagtggocagty
AAt ggtctgggacctittattctectoacaatoageagtgtgga
ggctgaagatgeotgoegattattactge (43)

AAv | ttcggctcggggacaaagttggaaataaaac (45) FGSGTKLEIK (48)

NLASGYVPSREEGSGEGTIFYSLTISS
VEAEDRADYYC (44)

En una realizacién particular, el dominio VL consiste esencialmente en SEQ ID NO: 2.

En una realizacion particular, un polipéptido que comprende un dominio VL como se ha definido anteriormente, tal
como SEQ ID NO: 2 también comprende una cadena kappa o lambda, tal como SEQ ID NO: 12, para formar una
cadena ligera. Asi, la parte C-terminal del dominio VL esta unida genéticamente a la parte N-terminal de SEQ ID NO:
12, posiblemente mediante una secuencia conectora. En un aspecto particular, el dominio VL de la invencion esta
unido en su parte N-terminal a un péptido sefial tal como uno que tiene SEQ ID NO: 14.

En otro aspecto, un polipéptido que comprende un dominio VH de la invencién tal como SEQ ID NO: 4 también
comprende una region constante CH1, tal como SEQ ID NO: 6. Asi, la parte C-terminal del dominio VH esta unida
genéticamente a la parte N-terminal de SEQ ID NO: 6, posiblemente mediante una secuencia conectora. En una
realizacién particular, una secuencia que comprende un dominio VH (tal como SEQ ID No: 4) y SEQ ID NO: 6
también comprende una regién Fc humana, tal como SEQ ID Nos 8 6 10 o una regiéon Fc murina tal como SEQ ID
No: 18, para formar una cadena pesada. En ese caso, la SEQ ID NO: 8, 10 6 18 esta unida genéticamente por su
parte N-terminal a la parte C-terminal de SEQ ID NO: 6. Independientemente o en combinacion con las realizaciones
anteriores, el dominio VH puede estar unido en su parte N-terminal a un péptido sefial tal como uno que tiene SEQ
ID NO: 16.

Las cadenas ligera y pesada particulares descritas en la presente solicitud son:

- un polipéptido de cadena ligera que comprende desde el extremo N al extremo C, un dominio VL de la invencién,
especialmente SEQ ID NO: 2y SEQ ID NO: 12,y
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- un polipéptido de cadena pesada que comprende desde el extremo N al extremo C, un dominio VH, tal como SEQ
ID NO: 4, SEQ ID NO: 6 y una regién Fc humana, tal como una secuencia seleccionada de SEQ ID NO: 8, SEQ ID
NO: 10 y SEQ ID NO: 18.

Por lo tanto, la presente descripcion se refiere a un anticuerpo anti-ferritina monoclonal quimérico de cuatro cadenas
gue comprende dos cadenas ligeras que comprenden al menos un dominio ligero variable (VL) de la invencién, de
origen murino o que tiene CDR de origen murino y marco de origen humano, y particularmente el dominio ligero
variable como se define en SEQ ID NO: 2 o una variante de ésta, y dos cadenas pesadas que comprenden al menos
un dominio pesado variable (VH) de la invencién, de origen murino o que tiene CDR de origen murino y marco de
origen humano, y particularmente el dominio pesado variable como se define en SEQ ID NO: 4 o una variante de
ésta. La combinacion de estos dominios VH y VL forma el sitio de unién a ferritina. En una realizacion particular, el
dominio ligero variable del anticuerpo anti-ferritina monoclonal quimérico es el que se define como SEQ ID NO: 2 y/o
el dominio pesado variable del anticuerpo anti-ferritina monoclonal quimérico es el que se define como SEQ ID NO: 4.

En un aspecto particular de la descripcion, un anticuerpo anti-ferritina monoclonal quimérico comprende, ademas de
dominios ligeros y pesados variables de la invencion (tales como SEQ ID Nos 2 y 4, respectivamente), al menos una
region constante humana CH1, tal como una secuencia de SEQ ID NO: 6 y/o una region lambda o kappa, tal como
SEQ ID NO: 12. Por lo tanto, SEQ ID NO: 6 esta unida genéticamente al dominio pesado variable (tal como SEQ ID
NO: 4) y/o SEQ ID NO: 12 esta unida genéticamente al dominio ligero variable (por ejemplo, SEQ ID NO: 2).

Ademas de los dominios ligero y pesado derivados de la region variable de AMBS8LK, el anticuerpo monoclonal
quimérico de la presente solicitud también puede incluir la regidon pesada constante 1 de Fab'2-3 cyst de SEQ ID NO:
6, asi como la region constante ligera kappa humana de SEQ ID NO: 12 y una regién Fc constante pesada, tal como
la region constante gamma 1 humana (SEQ ID No: 8) o la region constante gamma 4 humana (SEQ ID NO: 10) o la
region constante y2a murina (SEQ ID NO: 18).

La solicitud también se refiere a un anticuerpo monoclonal humanizado en el que las cadenas ligeras son un hibrido
de CDR murina y FR humana, y/o las cadenas pesadas son un hibrido de CDR murina y FR humana. En otro
aspecto, el anticuerpo monoclonal humanizado consiste en:

- dos cadenas ligeras humanas en las que la CDR1, CDR2 y CDR3 se han reemplazado respectivamente por SEQ
ID NO: 20, SEQ ID NO: 22 y SEQ ID NO: 24, y/o

- dos cadenas pesadas humanas en las que la CDR1, CDR2 y CDR3 se han reemplazado respectivamente por SEQ
ID NO: 30, SEQ ID NO: 28 y SEQ ID NO: 26.

Brevemente, una secuencia de inmunoglobulina humana se aisla de bases de datos por su alta similitud de
secuencia con los dominios CDR y/o FR del anticuerpo murino, especialmente los dominios CDR y/o FR como se
define por su SEQ ID en la presente solicitud. Al menos una, preferiblemente todas, CDR del dominio VL y/o el
dominio VH de la secuencia de inmunoglobulina humana se reemplaza(n) por la CDR murina correspondiente, bien
por ingenieria genética o por sintesis quimica de la secuencia de longitud completa. Opcionalmente, puede llevarse
a cabo andlisis in silico tridimensional para modificar (por sustitucion, adicion y/o delecion) uno o mas aminoéacidos
del marco humano por el o los aminoacidos correspondientes encontrados en la o las mismas posiciones en el
marco murino (independientemente en el dominio VL y VH).

También estan englobados, en la invencion, fragmentos funcionales de este anticuerpo monoclonal de cuatro
cadenas, quimérico y humanizado, siempre que estos fragmentos todavia se unan al epitopo de ferritina, como se
ha definido anteriormente. Estos fragmentos incluyen fragmento Fv (asociacién no covalente de los dominios VH y
VL de la invencion) y fragmento Fab, como se ha definido anteriormente.

La invencion también esta dirigida a moléculas basadas en fragmento Fab como se ha definido anteriormente, tal
como anticuerpos biespecificos o triespecificos (véase la definicion anteriormente), o anticuerpos bifuncionales o
trifuncionales. En una realizacion particular, un Fab como se ha definido anteriormente se une a un ligando tal como
una citoquina, un receptor o cualquier proteina de interés, para formar un anticuerpo bifuncional.

La invencién también se refiere a moléculas semejantes a anticuerpo como se ha definido anteriormente y que
comprenden al menos un dominio ligero variable (VL) de la invenciéon, murino o hibrido humano/murino, y
particularmente el dominio ligero variable como se define en SEQ ID NO: 2 o una variante de ésta en combinacién
con al menos un dominio pesado variable (VH) de la invencién, murino o hibrido humano/murino, y particularmente
el dominio pesado variable como se define en SEQ ID NO: 4.

En una realizacién particular, la parte C-terminal del dominio ligero variable (VL) de la invencién esta unida
(directamente o mediante un conector) a la parte N-terminal del dominio pesado variable (VH) de la invencién, para
formar un scFv. En otra realizaciéon de scFv, la parte C-terminal del dominio pesado variable (VH) de la invencion
esta unida (directamente o mediante un conector) a la parte N-terminal del dominio ligero variable (VL) de la
invencién. Estos scFv pueden usarse para formar Bis-scFv o fragmento divalente, con otros scFv que reconocen el
mismo epitopo y/o antigeno o uno diferente. Todas las demas moléculas basadas en estos scFv también se
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consideran por el experto en la técnica, siempre que dicha molécula semejante a anticuerpo retenga la actividad de
union a ferritina.

En otro aspecto, la presente solicitud estd dirigida a un anticuerpo anti-ferritina monoclonal quimérico que
comprende:

- dos cadenas pesadas que comprenden una secuencia de dominio VH codificada por un polinucleétido que
comprende desde 5'a 3' SEQ ID NO: 29, SEQ ID NO: 27 y SEQ ID NO: 25,y

- dos cadenas ligeras que comprenden una secuencia de dominio VL codificada por un polinucleétido que
comprende desde 5'a 3', SEQ ID NO: 19, SEQ ID NO: 21 y SEQ ID NO: 23.

En otro aspecto, el polinucle6tido del dominio VL consiste esencialmente en (SEQ ID NO: 1 y/o el polinucleétido del
dominio VH consiste esencialmente en SEQ ID NO: 3.

Un anticuerpo anti-ferritina monoclonal quimérico particular, por ejemplo, comprende:

- dos cadenas pesadas codificadas por un polinucleétido que comprende desde 5' a 3' SEQ ID NO: 29, SEQ ID NO:
27 y SEQ ID NO: 25 unido a un polinucleétido que codifica una region constante CH1 tal como SEQ ID NO: 5 unido
a un polinucledtido que codifica una region Fc humana como la seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO:
7y SEQIDNO: 9,y

- dos cadenas ligeras codificadas por un polinucleétido que comprende desde 5' a 3' SEQ ID NO: 19, SEQ ID NO: 21
y SEQ ID NO: 23 unido a un polinucleétido que codifica una regién lambda o kappa tal como SEQ ID NO: 11.

En otro aspecto mas, la cadena pesada esta codificada por un polinucleétido que comprende desde 5' a 3', SEQ ID
NO: 3 unido a SEQ ID NO: 5 unido a un polinucleétido que codifica una regién Fc humana tal como la seleccionada
del grupo que consiste en SEQ ID NO: 7 y SEQ ID NO: 9. En otro aspecto, la cadena ligera esta codificada por un
polinucleétido que comprende desde 5' a 3' SEQ ID NO: 1 unido a SEQ ID NO: 11.

En otro aspecto mas, el anticuerpo anti-ferritina monoclonal, quimérico o humanizado, o fragmentos de éste asi
como las moléculas semejantes a anticuerpo de a presente invencion estan acoplados a un agente bioactivo tal
como un farmaco, is6topos radiactivos, toxinas, o células inmunes asesinas tales como células asesinas naturales o
células T asesinas auxiliares. Este acoplamiento puede ser a través de conectores tales como aminodcidos,
conectores B-glucurdnido tales como los descritos en Jeffrey et al “Development and Properties of 3-Glucuronide
linkers for Monoclonal Antibody-Drug conjugates, Bioconjugate Chem. 17 (3) 831-840 (2006) y Patente U.S.
7.098.308.

Los farmacos que pueden bien administrarse con el anticuerpo monoclonal o la molécula semejante a anticuerpo de
la presente invencion o conjugarse con este anticuerpo monoclonal o las moléculas semejantes a anticuerpo
incluyen agentes alquilantes tales como mostazas de nitrégeno, clorambucilo, clorometano, ciclofosfamida
isofamida, melfalén y semejantes; fuentes de nitrdgeno tales como carmustina, fotemustina, lomustina y semejantes;
farmacos de platino tales como cisplatino, oxaliplatino, BBR3464, Busulfan, Tiotepa y semejantes; antimetabolitos
tales como farmacos de acido félico de aminopterina, metotrexato y semejantes; farmacos de purina tales como
cladribina, clofarabina y semejantes; y farmacos de pirimidina tales como fluorouracilo, capecitabina, citarabina,
floxuridina, gemcitabina y semejantes. Las mezclas de estos farmacos también pueden usarse con el anticuerpo
monoclonal o la molécula semejante a anticuerpo de la presente descripcion, dependiendo del tipo de cancer que se
va a tratar. Por ejemplo, gemcitabina y paclitaxel pueden administrarse a pacientes que tienen cancer de mama con
el anticuerpo monoclonal o la molécula semejante a anticuerpo de la presente descripcion.

Los is6topos radiactivos que pueden conjugarse con los anticuerpos monoclonales o moléculas semejantes a
anticuerpo incluyen emisores gamma, beta, alfa, alfa-beta y beta-gamma como se define en la Tabla siguiente:
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Radioiso6topo Radiacién emitida Nota

Mt Alfa

“pj Alfa-Beta-Gamma Uso para radiacién alfa

*Ic Gamma

*Cu Beta-Gamma

py Beta

gy Beta

F Beta-Gamma

®Ga Beta-Gamma

*Ga Beta-Gamma Uso para radiacién gamma
Ho Beta-Gamma Uso para ambos tipos de radiaciones
™in Gamma

23 Gamma

) Beta-Gamma Uso para ambos tipos de radiaciones
BT Beta-Gamma Uso para ambos tipos de radiaciones
) Beta-Gamma

“Fe Beta-Gamma

YL Beta-Gamma

p Beta

K Beta-Gamma

Re Beta-Gamma

Re Beta-Gamma Uso para radiacion beta

35m Beta-Gamma Uso para radiacion beta

™se Gamma

*Na Beta-Gamma

sy Beta

PMTe Gamma

2T Beta-Gamma

xe Beta

Py Beta

Estos is6topos pueden unirse al anticuerpo anti-ferritina monoclonal, quimérico o humanizado o fragmentos de éste
asi como las moléculas semejantes a anticuerpo de la descripcion a través de agentes quelantes tales como
ligandos bifuncionales, acido dietilentriaminopentaacético (DTPA) y cualquiera de sus derivados, acido 1,4,7,10-
tetraazaciclododecano-1,4,7,10-tetraacético (DOTA) y cualquiera de sus derivados, o cualquier ligando macrociclico,
acido 1,3  bis[N-[N-(2-aminoetil)-2-aminoetil]-2-aminoacetamido]-propano-N,N,N’,N”,N"',N"* N""",N""-octaacético
(LiLo), éster etilico de N-(S-acetiimercaptoacetil)(p-NCS) fenilalanilglicilglicina (para marcaje **"TC 6 '*°Re), 5,7-
dioxo-1,11-carboximetil)-1,4,8,11-tetraazaciclotridecano, acido 1,4,7,10-tetraazaciclotridecano-N,N’,N",N""-
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tetraacético (TRITA) acido 1,4,8,11-tetraaxaciclotetra-decano-N,N',N",N"-tetraacético (TETA), acido 1,5,9,13-
tetraazaciclohexa decano-N,N’,N"",N"""-tetraacético (HETA).

Los ejemplos de toxinas incluyen toxinas Coley, cadena A de ricina, PAP (toxina antiviral de fitolaca), bacterias
Staphylococcus aureus (SEB), exotoxina de Pseudomonas, y semejantes. Las toxinas pueden acoplarse al
anticuerpo monoclonal de la presente descripcion o pueden administrarse simultaneamente con éste.

Ademas de los farmacos y radioisétopos, también pueden acoplarse otras moléculas biolégicas al anticuerpo anti-
ferritina monoclonal, quimérico o humanizado o fragmentos de éste asi como las moléculas semejantes a anticuerpo
de la presente descripcion tales como moléculas de enzimas, acidos nucleicos, ARN anti-sentido, ARNSsi, biotina,
estreptavidina o avidina para mejorar la especificidad de unién del anticuerpo, o moléculas biolégicas que pueden
unirse a un tipo de célula especifico y semejantes.

Es destacable que al menos dos anticuerpos monoclonales, quiméricos o humanizados, fragmentos o moléculas
semejantes a anticuerpo de la descripcion pueden combinarse en cualquier combinacién en una Unica composicion.

En otro aspecto, la presente descripcion se refiere a una composicion que comprende (a) un anticuerpo anti-ferritina
monoclonal quimérico, un anticuerpo monoclonal humanizado, un fragmento funcional, un anticuerpo monoclonal
biespecifico, un anticuerpo monoclonal triespecifico, un anticuerpo bifuncional, una molécula scFv, un Bis-scFv o un
fragmento divalente de la invencion, tal como un anticuerpo monoclonal que comprende como una cadena ligera
SEQ ID Nos: 2y 12, y como una cadena pesada SEQ ID Nos. 4, 6 y 8 0 SEQ ID Nos. 4, 6 y 10, y (b) un vehiculo
farmacéuticamente aceptable.

Los vehiculos farmacéuticamente aceptables incluyen transportadores, excipientes y estabilizadores. Las
formulaciones pueden prepararse como se muestra en Remington's Pharmaceutical Sciences 162 edicion, Osol A.
editor (1980). Los ejemplos de transportadores, excipientes y estabilizadores incluyen disolucion salina, PBS,
tampones tales como fosfato, citrato y otros acidos orgéanicos; antioxidantes tales como acido ascérbico, polipéptidos
de bajo peso molecular; proteinas tales como albumina de suero, inmunoglobulinas, gelatinas; polimeros hidrofilicos
tales como PVP; aminoéacidos de glicina, glutamina, arginina, lisina o asparaginas; carbohidratos tales como glucosa,
manosa o dextrinas; alcoholes azucar incluyendo manitol o sorbitol; contraiones que forman sal tales como sodio y/o
tensioactivos no i6nicos tal como Tween®.

La composicion farmacéutica puede administrarse por infusion, intravenosamente, intraperitonealmente,
intramuscularmente, intraarterialmente o por sistemas de liberacion sostenida tal como liposomas o &acido
polilactiico-coglicélico. Los sistemas de liberacion sostenida se describen en la Patente U.S. 5.255.212 y Lewis
“Controlled release of bioactive agents from lactide/glycolide polymer.” En M. Chasin y R. Langer (Eds.)
Biodegradable Polymers as Drug Delivery Systems (Marcel Decker: Nueva York, 1990).

Las dosificaciones y concentraciones de farmaco pueden determinase dependiendo del uso particular pretendido, el
estadio y tipo de cancer que se va a tratar, asi como el peso corporal del mamifero. Pueden usarse procedimientos
farmacéuticos estandar para determinar la toxicidad y eficacia terapéutica usando cultivos celulares o animales
experimentales. Habitualmente, pueden determinarse la DLsp (dosis letal para el 50% de la poblacion) y la DEs (la
dosis terapéuticamente efectiva en el 50% de la poblacion). El indice terapéutico es la dosis entre los efectos toxicos
y terapéuticos.

Los datos obtenidos de los ensayos anteriores pueden usarse en un intervalo de dosificacién para uso humano y
mamifero. Generalmente, se administran dosis de 1 ng/kg a 100 mg/kg.

La presente solicitud también describe un método para administrar un farmaco, materiales radiactivos, toxinas,
células inmunes asesinas o combinaciones de éstos a células que contienen ferritina basica y acida, comprendiendo
dicho método administrar a un mamifero que necesita dicho tratamiento una composicion que comprende (a) un
anticuerpo anti-ferritina monoclonal quimérico, un anticuerpo monoclonal humanizado, un fragmento funcional, un
anticuerpo monoclonal biespecifico, un anticuerpo monoclonal triespecifico, un anticuerpo bifuncional, una molécula
scFv, un Bis-scFv o un fragmento divalente como se describe en la presente memoria, en particular un anticuerpo
que comprende como una cadena ligera SEQ ID Nos: 2y 12, y como una cadena pesada SEQ ID Nos. 4,6y 80
SEQ ID Nos. 4, 6 y 10, y (b) una composicion seleccionada del grupo de farmacos, is6topos radiactivos, toxinas,
células inmunes asesinas o0 combinaciones de éstos, en el que dicha composicion estd en un vehiculo
farmacéuticamente aceptable.

La construccion quimérica que tiene SEQ ID NO: 8 tiene funcién efectora ADCC, para aumentar el rendimiento de
este anticuerpo monoclonal, también puede usarse en la formulacién un is6topo radiactivo o un farmaco
antimetabolito tal como gemcitabina.

Como se ha discutido anteriormente, el farmaco, isétopos radiactivos, toxinas, células inmunes asesinas o
combinaciones de éstos pueden unirse al anticuerpo monoclonal, el fragmento o la molécula semejante a anticuerpo
como se describe en la presente memoria, bien a través de un agente quelante o un conector o pueden
administrarse simultaneamente o a intervalos especificos con el anticuerpo monoclonal, el fragmento o la molécula
semejante a anticuerpo de la presente descripcion.
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En otro aspecto mas, la presente solicitud describe un método para tratar un cancer seleccionado del grupo de
cancer pancreatico, linfoma de Hodgkin, sarcoma de Kaposi y carcinoma hepatocelular, comprendiendo dicho
método administrar a un mamifero que necesita dicho tratamiento (a) un anticuerpo anti-ferritina monoclonal
guimérico, un anticuerpo monoclonal humanizado, un fragmento funcional, un anticuerpo monoclonal biespecifico,
un anticuerpo monoclonal triespecifico, un anticuerpo bifuncional, una molécula scFv, un Bis-scFv o un fragmento
divalente como se describe en la presente memoria, en particular un anticuerpo que comprende como una cadena
ligera SEQ ID Nos: 2 y 12, y como una cadena pesada SEQ ID Nos. 4, 6 y 8 0 SEQ ID Nos. 4, 6 y 10, y (b) un
vehiculo farmacéuticamente aceptable y opcionalmente una composicién seleccionada del grupo de farmacos,
isétopos radiactivos, toxinas, células inmunes asesinas y combinaciones de éstos.

En otro aspecto, la presente solicitud se refiere a acidos nucleicos (o polinucleétidos) que codifican cualquier
dominio ligero variable (VL), cualquier dominio pesado variable (VH), cualquier cadena ligera, cualquier cadena
pesada o cualquier polipéptido como se describe en la presente solicitud.

En otro aspecto, un &cido nucleico que codifica un dominio ligero variable comprende, desde 5' a 3', SEQ ID NO: 19,
SEQ ID NO: 21 y SEQ ID NO: 23. En otro aspecto mas, estas SEQ ID no son contiguas. En otro aspecto, el acido
nucleico consiste esencialmente en o comprende SEQ ID NO: 1 o cualquier variante de polinucleétido de ésta.

En otro aspecto, un &acido nucleico que codifica un dominio pesado variable comprende, desde 5' a 3', SEQ ID NO:
29, SEQ ID NO: 27 y SEQ ID NO: 25. En otro aspecto mas, estas SEQ ID no son contiguas. En otro aspecto, el
acido nucleico consiste esencialmente en o comprende SEQ ID NO: 3 o cualquier variante de polinucle6tido de ésta.

En otro aspecto, un polinucledtido que codifica un dominio ligero variable de la invencion (tal como SEQ ID NO: 1)
también comprende una secuencia de cadena kappa o lambda, tal como SEQ ID NO: 11. Asi, la parte 3' del
polinucleétido de dominio ligero variable esta unida genéticamente a la parte 5' de SEQ ID NO: 11, posiblemente
mediante una secuencia conectora. En otro aspecto, el polinucleétido de dominio ligero variable est4 unido en su
parte 5' a un péptido sefial tal como el que tiene SEQ ID NO: 13.

En otro aspecto méas de la presente descripcién, un polinucledtido que codifica un dominio pesado variable de la
presente solicitud (tal como SEQ ID NO: 3) también comprende una secuencia de region constante CH1 humana, tal
como SEQ ID NO: 5. Asi, la parte 3' del polinucledtido de dominio pesado variable esta unida genéticamente a la
parte 5' de SEQ ID NO: 5, posiblemente mediante una secuencia conectora. En otro aspecto mas, un polinuclettido
gue comprende un polinucleétido que codifica un dominio pesado variable de la presente solicitud (tal como SEQ ID
NO: 3) y SEQ ID NO: 5 también comprende una secuencia que codifica una regién Fc humana, tal como SEQ ID
Nos 7, 9 o una region Fc murina (SEQ ID NO: 17). En ese caso, la SEQ ID NO: 7, 9 6 17 est unida genéticamente
por su parte 5' a la parte 3' de SEQ ID NO: 5. Independientemente 0 en combinacién con las realizaciones
anteriores, un polinucleétido de dominio pesado variable esta unido en su parte 5' a un péptido sefial tal como el que
tiene SEQ ID NO: 15.

Los acidos nucleicos particulares son:

- un polinucledtido que comprende desde 5' a 3' un polinucleétido de dominio ligero variable como se describe en la
presente memoria (tal como SEQ ID NO: 1) y SEQ ID NO: 11,

- una secuencia que comprende desde 5'a 3' SEQ ID NO: 13, un polinucleétido de dominio pesado variable como se
describe en la presente memoriay SEQ ID NO: 11,

- una secuencia que comprende desde 5' a 3' un polinucleétido de dominio pesado variable como se describe en la
presente memoria (tal como SEQ ID NO: 3), SEQ ID NO: 5 y un polinucleétido que codifica una region Fc, tal como
una secuencia seleccionada entre SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 9y SEQ ID NO: 17,y

- una secuencia que comprende desde 5' a 3' SEQ ID NO: 15, un polinucleétido de dominio pesado variable de la
invencion, SEQ ID NO: 5 y un polinucledtido que codifica una regién Fc, tal como una secuencia seleccionada entre
SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 9y SEQ ID NO: 17.

Otra secuencia es la que codifica el ScFv descrito anteriormente y que tiene un polinucleétido de dominio ligero
variable de la invencién (tal como SEQ ID NO: 1) unido genéticamente a un polinucleétido de dominio pesado
variable descrito en la presente memoria (tal como SEQ ID NO: 3), siempre que scFv retenga la actividad de unién a
ferritina.

Los acidos nucleicos aislados que tienen al menos 95% 6 98% 6 99% de identidad de secuencia con los
polinucleétidos de dominio pesado y ligero variable descritos en la presente memoria, y con SEQ ID NOS. 1y 3,
también estan englobados en un aspecto de la presente descripcion. En los acidos nucleicos o polinucleotidos
definidos anteriormente, las varias SEQ ID pueden reemplazarse, individualmente e independientemente entre si,
por una variante que tiene al menos 85%, 90%, 95% 6 99% de identidad de secuencia con SEQ ID NO: 1, 3,5, 7, 9,
11, 13, 15, 17, 19, 21, 23, 25, 27, 29, 31, 33, 35, 37, 39, 41, 43 y 45, con la condicion de que dichos varios dominios
codificados por estas secuencias de nucledtidos permitan que el anticuerpo monoclonal resultante 0 moléculas
semejantes a anticuerpo mantengan la actividad de union de AMB8LK a ferritina humana éacida y basica. Las
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variantes de polinucleétido son variantes que contienen sustituciones conservativas, es decir, una sustitucion de
nucleétido que no modifica la naturaleza del aminoacido codificado. Otra sustitucién de nucle6tido particular son
semi-conservativas, es decir, que el aminoacido codificado es de la misma clase que el aminoéacido original, como se
ha detallado anteriormente.

La solicitud se refiere ademas a acidos nucleicos que codifican el polipéptido o que hibridan, opcionalmente sobre la
secuencia de longitud completa, con una secuencia de ADN que consiste en la secuencia de nucleétido que codifica
dicho polipéptido en condiciones astringentes. Estas condiciones astringentes se describen por Sambrook et al,
Molecular Cloning Manual, 32 edicién (2001), es decir, como un ejemplo las condiciones siguientes: tampones de
hibridacion: 2 X SSC, 10 X disolucion de Denhardts (Ficoll 400 y PEG y BSA, proporcién 1:1:1), 0,1% SDS, 5 mM
EDTA, 50 mM NazHPO,, 250 ug/ml ADN de esperma de arenque, 50 pg/ml de ARNt 6 0,25 M de tampon fosfato de
sodio con un pH de 7,2, 1 mM EDTA, 7% SDS;

Temperatura de hibridacion: 60°C;
Tampon de lavado: 2 X SSC, 0,1% SDS;
Temperatura de lavado: 60°C.

La solicitud se refiere ademas a vectores de &cidos nucleicos recombinantes que comprenden al menos una
secuencia de acido nucleico como se define en la presente solicitud, y en vectores que comprenden un
polinucleétido de dominio pesado variable descrito en la presente memoria y/o un polinucleétido de dominio ligero
variable descrito en la presente memoria, y vectores que comprenden SEQ ID NO: 1 y/o SEQ ID NO: 3.

Por ejemplo, un vector que comprende un acido nucleico que codifica cadenas ligera y pesada como se describe en
la presente memoria comprende los dominios variables pesados y variables ligeros del anticuerpo monoclonal
murino AMBS8LK, una regién pesada constante 1 de Fab' 2-3 cisteina humana, una region ligera constante kappa
humana y una regién constante Fc region de cadena pesada constante de IgG1 o IgG4 humana o un y2a murino.

Los vectores pueden ser vectores de clonacion tales como plasmidos o virus modificados, pero también pueden ser
bacteriéfagos tales como derivados lambda, pBR322, derivados del plasmido pUC del vector Bluescript. En otra
realizacion, los acidos nucleicos se insertan en vectores plasmidicos de baculovirus tales como pVL941.

En otra realizacién mas, el vector comprende un &cido nucleico que codifica la cadena ligera descrita en la presente
memoria. En otro aspecto, el vector comprende un acido nucleico que codifica la cadena pesada descrita en la
presente memoria. En otra realizacion, el vector comprende un &cido nucleico que codifica la cadena pesada y
cadena ligera descrita en la presente memoria.

Los métodos para producir anticuerpos o moléculas semejantes a anticuerpo de la presente descripcion que
comprenden crecer células que contienen los vectores recombinantes anteriores también es un aspecto de la
presente solicitud. A este respecto, las células pueden ser células CHO, E. coli, células de levadura, células VERO,
células HELA, células COS, células CR: 1650, W138, BHK, HepG2, 3T3, A549, PC12, K562, células 293, células de
insecto tales como células Sf9 de Spodotera frugiperda (ATCC 358 CRL 1711), células Cvl y semejantes. Segun el
acido nucleico insertado en los vectores, y el nUmero de vectores transducido en las células, la proteina o el
anticuerpo o molécula semejante a anticuerpo se expresa en la célula y puede recuperarse por métodos conocidos
en la técnica tal como mediante columnas.

Pueden usarse cualesquiera secuencias reguladoras de la expresion, tales como promotores, en los vectores de la
presente descripcion. Los ejemplos de dichos promotores incluyen promotores tempranos de SV40, el promotor
contenido en la repeticién terminal larga 3' del virus del sarcoma de Rous, el promotor de timidina del herpes, la
secuencia reguladora del gen de metalotioneina, vectores de expresién procariotas tales como el promotor de beta-
lactamasa o el promotor lac y semejantes, asi como promotor de polihedrina (Ph) o promotorl0 (ambos adaptados
para expresion en baculovirus).

Los anticuerpos monoclonales quiméricos, fragmentos o moléculas semejantes a anticuerpo de la presente
descripcion pueden sintetizarse usando métodos quimicos basados en las secuencias descritas en la presente
memoria. Estos métodos son conocidos en la técnica y se describen, por ejemplo, en Hunkapiller et al., Nature 310:
105-111.

Los anticuerpos monoclonales quiméricos, fragmentos o moléculas semejantes a anticuerpo de la presente
descripcion pueden obtenerse por técnicas recombinantes. Por lo tanto, la solicitud también se refiere a anticuerpos
monoclonales, fragmentos o moléculas semejantes a anticuerpo como se ha definido anteriormente, obtenidos por
expresion de al menos un acido nucleico de la invencion. En este caso, la construccion de vectores adecuados que
contienen las secuencias codificadoras y de control deseadas emplean técnicas de ligacion estandar. Los plasmidos
o fragmentos de ADN aislados se escinden a medida y se religan en la forma deseada para formar el plasmido
requerido.
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La escision de las secuencias se completa usando endonucleasas (enzimas de restriccion) apropiadas en un
tampon adecuado. Estas técnicas de escisién son muy conocidas para los expertos en la técnica. Si se requieren
extremos romos, la preparacion se trata a 15°C durante 15 minutos con 10 unidades de ADN Polimerasa de E. coli
(fragmento Klenow), se extrae con fenol-cloroformo y se precipita con etanol.

La separacion por tamafio de los fragmentos puede llevarse a cabo como se describe por Goeddel, D. et al Nucleic
Acid Res. 8: 4057 (1980). Para la ligacién, se tratan aproximadamente cantidades equimolares de los componentes
deseados con extremos a medida adecuados para proporcionar concordancia correcta, con 10 unidades de ADN
ligasa T4 por 0,5 ug de ADN.

Los vectores de expresion construidos se usan para transformar células adecuadas. Las cadenas ligera y pesada se
transforman en una misma célula, bien dos vectores cada uno portando la cadena ligera o la pesada o un Unico
vector que contiene ambos genes y capaz de expresar las cadenas tanto ligera como pesada.

Las células se crecen en condiciones para la produccion de la proteina deseada. La proteina se recupera del cultivo
celular por métodos conocidos en la técnica. El proceso de recuperacion depende del tipo de células usadas para la
produccion de la proteina. Cuando las cadenas ligera y pesada se coexpresan, el procedimiento de aislamiento se
planea para recuperar el anticuerpo constituido. Cuando estan presentes péptidos sefial en la parte N-terminal de los
dominios variables pesado y ligero, se esciden en las células antes del ensamblaje de los dominios variables ligero y
pesado y si es apropiado, las cadenas que los comprenden.

Para construir los anticuerpos monoclonales, fragmentos o moléculas semejantes a anticuerpo, las partes deseadas
de los genes que codifican las cadenas ligera y pesada (o dominios ligeros y pesados variables) de fuentes
adecuadas se religan usando ligasas. Asi, las fuentes del gen de cadena pesada y el gen de cadena ligera (0 VH 'y
VL) que codifican las partes variables producidos por el hibridoma murino AMB8LK se recuperan y se clonan. A
partir de este cultivo y fragmentos génicos que codifican las regiones constantes de las cadenas pesada y ligera de
gamma 1 humano, gamma 4 humano, kappa humano y Fab'2 se recuperan y se clonan de células de mieloma
humano. Se usan enzimas de restricciébn adecuadas para ligar las partes variables a las partes ligeras del gen de
ratén a las partes constantes del gen humano para cada una de las dos cadenas.

Una vez los anticuerpos monoclonales, fragmentos o moléculas semejantes a anticuerpo de la presente descripcion
se fabrican como se ha descrito anteriormente con o sin farmacos, radioisétopos, toxinas, células asesinas naturales
y combinaciones de éstos, pueden ensayarse para inmunoreactividad con ferritina humana usando ensayos ELISA o
RIA como se muestra en los Ejemplos. Esto es especialmente Gtil cuando se usan variantes de las secuencias y/o
fragmentos.

Se han descrito varias realizaciones de la invencién, como se muestra a continuacion.
Ejemplo 1 - Anticuerpo anti-ferritina monoclonal AMB8LK

AMBS8LK es un anticuerpo anti-ferritina IlgG1 monoclonal a 1-10 mg/ml en PBS. Este anticuerpo se obtuvo como se
ha descrito previamente por Kadouche et al "Analysis of various isoferritins with monoclonal antibodies]. C R
Seances Acad Sci Ill 1982: 295 (6) 443-8, después de inmunizar ratones Balb/c hembras con ferritina extraida de
bazo humano. Las células del bazo de los mejores respondedores se fusionaron con células de mieloma Sp2/0
murino (Nimero ATCC: CRL-1581) usando polietilen glicol 4000 seguin protocolos estandar y se clonaron
hibridomas seleccionados, se expandieron y se cultivaron in vitro. AMB8LK se selecciond por su muy alta afinidad de
51X 107 M, y su especificidad para ferritina humana.

Ejemplo 2 - Conjugacién de los quelatos DPTA y DOT A en AMB8LK

Los quelantes bifuncionales pSCN-Bz-DTPA (acido 2-(4-isotiocianatobencil)-dietilentriaminopentaacético), pPSCN-Bz-
CHX-A"-DTPA (acido (R)-2-amino-3-(4-isotiocianantofenil)propil]-trans-(S,S)-ciclohexano-1,2-diamina-pentaacético)
y pSCN-Bz-DOTA (acido 2-(4-isotiocianatobencil)-1,4,7,10-tetraazaciclododecano-1,4,7,10-tetraacético) (Fig. 10) se
adquirieron en Macrocyclics. Estos ligandos se conjugaron con AMB8LK como se ha descrito previamente por
Cooper et al., “Conjugation of chelating agents to proteins and radiolabeling with trivalent metallic isotopes.” Nature
Protocols 2006; 1:314-17. Brevemente, el anticuerpo se preincub6 a temperatura ambiente con EDTA, se transfirio a
HEPES 0,1 M, pH 8,5 y la concentracién se ajustd a 5-10 mg/ml. Se afiadieron gota a gota disoluciones de los
quelantes en etanol a la disolucion de anticuerpo a 50 equivalentes de quelato/anticuerpo, a no ser que se indique
otra cosa. Se dej6 que la reaccién procediera toda la noche a 37°C. El tampdn se cambié en tampdn acetato de
amonio 0,1 M, pH 6 y la eliminacion del quelante no unido se realiz6 usando ultrafiltracién con un punto de corte de
peso molecular de 30 kDa. La concentracion final del anticuerpo se determiné por absorbancia UV a 280 nm. Para
facilitar la descripcion, Bz-DTPA-AMBS8LK se describe a continuacién como DTPA-AMBS8LK; el Bz-CHX-A-DTPA-
AMBS8LK como CHX-DPTA"-AMBB8LK y el Bz-DOTA-AMBS8LK se designa DOTA-AMBS8LK.

El numero de quelatos conjugados con el anticuerpo se determiné usando un ensayo con *’Co como se describe
(Meares et al., “Conjugation of antibodies with bifunctional chelating agents: isothiocyanate and bromoacetamide
reagents, methods of analysis, and subsequent addition of metal ions.” Anal Biochem 1984; 142 (1):68-78). Se
incub6 una cantidad constante de °’CoCl, de actividad especifica conocida (ICN, Basingstoke, Hamps, Londres) con
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cantidades crecientes de anticuerpo conjugado durante 1-2 horas a temperatura ambiente 6 37°C para el conjugado
DOTA. La reaccién se paré afiadiendo 50 mM EDTA en 0,1 acetato de amonio, 2-10% vol/vol. Las disoluciones se
analizaron por cromatografia en capa fina instantanea (ITLC) (PaII Life Sciences, Portsmouth, Reino Unido) usando
la disolucién de EDTA como la fase movil. EI Co no unido migré con el frente de disolvente, mientras el anticuerpo
marcado con *>'Co permanecio en el orlgen de la tira. La actividad en cada parte de la tira se midi6é con un contador
gamma 1282 (LKB, Wallac). La regresion lineal de los resultados usando la ecuacién % de actividad unida -
f(cantidad de Ab) permitié la determinacion del nimero medio de quelatos conjugados a cada molécula de
anticuerpo.

Las condiciones 6ptimas para la conjugacion del quelante se determinaron después de incubar cantidades iguales
de AMBB8LK con cantidades crecientes de pSCN-Bz-DTPA a 4°C, RT 6 37°C durante varios tiempos. Para conseguir
una conjugacion de aproximadamente 3 sustituciones de quelatos por anticuerpo, se us6 una proporcion de reaccion
de quelato por anticuerpo de 50:1, se incubd toda la noche a 37 °C. La incubacion de toda la noche a temperatura
ambiente produjo un rendimiento de aproximadamente 1,7 DTPA/anticuerpo (Ab) y la incubacion a 37°C durante 6
horas, aproximadamente 1,5 DTPA/Ab. La eficiencia de la conjugacion fue similar para los tres quelantes: se
consiguio la conjugacion efectiva de 3 Bz-DTPA por Ab, 3 Bz-CHX-A'-DTPA por Ab y 3,2 Bz-DOTA por Ab. Se form6
menos de 4% de agregados de anticuerpo durante el proceso de conjugacion segin se determina por SE-HPLC.

Ejemplo 3 - Cromatografia de exclusién por tamafio

Se realizé un analisis por cromatografia liquida de alta resolucién para exclusion por tamafio (SE-HPLC) usando un
moédulo de disolvente-bomba Beckman 114M con un modulo de inyecciébn Beckman 340 y un detector de
absorbancia Beckman 160 conectado a un detector de radiactividad gamma Raytest. La fase estacionaria fue una
columna BioSep SEC-S3000 300x7,8 mm (Phenomex, Cheshire, Reino Unido). Se us6 elucién isocréatica con 0,1 M
tampon fosfato (0,06 M Na;HPOQO4, 0,04 M NaH>PO4, 2 mM EDTA, pH 7) a una velocidad de flujo de 0,5 ml/min. Los
cromatogramas se analizaron usando software Galaxie (Novell).

Ejemplo 4 - Radiomarcaje con indio e itrio

111 111

El cloruro de indio [*7In] (emlsor gamma), ~~MBqg en 500 pl de 0,05 HCI se adquiri6 en Mallinckrodt (Petten,
Holanda). El cloruro de itrio [*°Y] (emisor beta puro) 185 MBq, se adquiri6 en MDS Nordion (Fleurs, Bélgica) y se
disolvié en HCI 0,05 M para proporcionar un volumen final de 100 pl.

El pH del indio o itrio se ajusté a 6 afadiendo 0,1 M acetato de amonio, pH 6 (20% del volumen final). Los
anticuerpos conjugados se afiadieron para obtener una actividad especifica de 130 MBg/mg de anticuerpo (a no ser
que se |nd|que otra cosa) y se incubaron durante 30-60 minutos a temperatura ambiente para los conjugados de
DTPA 0 a 37°C para el DOTA. Las reacciones de marcaje se realizaron tipicamente usando 50 ug de anticuerpo con
6,5 MBq de radiondclido. La reaccion se paré afiadiendo 2-10% vol/vol de EDTA 50 mM y se afiadi6 PBS para
producir una concentracion de aproximadamente 10 MBg/ml. La eficiencia del marcaje se determino por TLC usando
50 mM EDTA en 0,1 acetato de amonio, pH 6 como la fase moévil. En estas condiciones, los anticuerpos
radiomarcados tienen un Rf= 0 mientras el radionuclido no unido tiene un Rf= 1. El porcentaje de actividad se midio
después de cortar la tira en dos y contando la actividad en cada parte en un contador gamma 1282 (LKB, Wallac,
Finlandia). La eficiencia del marcaje se expresé como (cpm origen)/cpm origen + cpm frente) X 100. La eficiencia del
marcaje también se determind por HPLC usando una fase mévil isocratica con tampén fosfato e integrando los picos
con el software Galaxie (Novell).

El incremento del tiempo de |ncubaC|on a 1 hora no mejoro S|gn|f|cat|vamente la eficiencia del marcaje mientras el
incremento de la temperatura a 37 °c para los conjugados DTPA mejoro la eficiencia de marcaje s6lo un 1%
comparado con el marcaje a temperatura ambiente. Después de haber ensayado los parametros de tiempo y
temperatura, se ensayaron actividades especificas que variaron de 40-330 MBg/mg de Ab. No se observé una
diferencia significativa en los resultados del marcaje. También se estudi6 el efecto de la concentracion radiactiva
durante la reaccion de marcaje. Los resultados del marcaje con indio usando concentraciones de radiactividad que
variaron de 100 a 330 MBqg/ml demostraron que en este intervalo de concentracion, las eficiencias del marcaje
fueron similares.

Ejemplo 5 - Estabilidad in vitro de los inmunoconjugados radiomarcados

La estabilidad de los inmunoconjugados marcados con *In y Y se evalué en PBS y en plasma, a 4°C y 37°C,

respectivamente. El radiomarcaje se realizO como se ha descrito anteriormente, se afiadieron 4-6 MBq del
anticuerpo monoclonal radiomarcado a PBS o plasma para producir un volumen final de 0,4-0,5 ml. Se analizaron 10
ul (0,05 MBq) del anticuerpo radiomarcado por SE-HPLC y se recogieron 0,5 ml de fracciones de eluato durante 30
minutos. La actividad en cada fraccidon se conté usando un contador gamma y el perfil de elucién se representé a
partir de estos resultados. Se determiné el porcentaje de anticuerpo radiomarcado que permanece con el tiempo.
Para el estudio de estabilidad en PBS, ademas de SE-HPLC, se realizé ITLC usando 50 mM EDTA como la fase
movil.

Los dos inmunoconjugados **'In-DTPA almacenados a 4°C en PBS mostraron mas de 98% de estabilidad durante 7
dias, mientras el conjugado ''In-DOTA mostré 94%. La estabilidad de los anticuerpos marcados con *°Y
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almacenados en las mismas condiciones fue aproximadamente 80%. En plasma a 37°C, los compuestos de indio e
itrio fueron estables durante al menos 7 dias (pérdida de menos de 3% de actividad).

Ejemplo 6 - Inmunoreactividad de estos inmunoconjugados en ferritina pura: ELISA y RIA

La inmunoreactividad de los tres inmunoconjugados se evalué usando un ELISA. Los ensayos preliminares usando
ferritina (ferritina de higado humano, Calbiochem) adsorbida toda la noche a 0,1, 1,5 y 10 ug/ml mostraron que la
concentracion optima de ferritina para el ensayo era 5 pyg/ml de ferritina. Asi, se adsorbieron 5 pg/ml de ferritina en
PBS en una placa de 96 pocillos (Maxisorp, Nunc). Los pocillos se lavaron con PBS-0,4% Tween-20 y se bloquearon
durante 2 horas a temperatura ambiente con PBS-0,5% BSA. Los anticuerpos conjugados y el anticuerpo no
conjugado usado como un control se |ncubaron durante 2 horas a temperatura ambiente en PBS-0,5% BSA, a
concentraciones que variaron de 10%a 10™ mg/ml (50 pl por pocillo). Los pocillos se lavaron con PBS-0,4% Tween-
20 y se afiadi6é el anticuerpo secundario (IgG anti-raton conjugado con fosfatasa alcalina, Sigma) a una dilucién
1:25.000 en PBS durante 1 hora a temperatura ambiente. Después de lavados, se afiadieron pastillas de sustrato
fosfato de p-nitrofenilo, pNPP, Sigma) (1 mg/ml pNPP en 0,2 M tampdn Tris, 5 mM cloruro de magnesio). La
reaccion se par6 después de 30 minutos con 3 M NaOH, 1/1 vol/vol. La absorbancia se leyé a 405 nm en un lector
de placas DTX 880 (Beckman Coulter) y los resultados se analizaron usando el software GraphPad Prism (San
Diego, California). Los resultados mostraron una disminucion ligera en la union de ferritina de los conjugados
comparado con la del anticuerpo nativo (Fig. 11). Sin embargo, no se pudo observar ninguna diferencia entre los tres
compuestos.

Se realiz6 un radioinmunoensayo en fase solida usando anticuerpos marcados con Mn y %Y. Se incubaron tubos

Maxisorp (Nunc) toda la noche a 4°C con 1,5 a 10 pg/ml de ferritina en PBS. Despues de Iavar se bloguearon con
PBS-0,5% BSA durante 2 horas a temperatura ambiente. Se afiadieron 6,25 X 10°, 12,5 X 10% y 25 X 10° CPM (200
ul) de los anticuerpos en los tubos recubiertos. La actividad en cada tubo se conto en el contador gamma, los tubos
se lavaron tres veces con PBS-0,4% Tween-20 y se contd la actividad remanente. La diferencia entre actividades
con y sin las disoluciones de anticuerpo radiomarcado indicé el porcentaje de anticuerpo unido. Para la evaluacion
de la unién no especifica a ferritina, se afiadié un exceso de 100 veces de anticuerpo no conjugado a la disolucion
mas concentrada de anticuerpo radiomarcado. La union no especifica del anticuerpo se evaludé en tubos no
recubiertos. Los resultados mostraron que independientemente del radiondclido (indio o itrio), el compuesto DTPA-
AMBS8LK tenia la mayor reactividad con ferritina de los tres inmunoconjugados mientras el conjugado DOTA tenia la
menor (Tabla 1 a continuacion). Estos porcentajes de unidn se calcularon teniendo en cuenta pequefias diferencias
en las eficiencias de marcaje de los tres compuestos en el dia del experimento.

Ejemplo 7 - Inmunoreactividad de los inmunoconjugados radiomarcados en células CAPAN-1

La inmunoreactividad de los inmunoconjugados se evalué en células que expresan ferritina usando el método
descrito por Lindmo et al Determination of the immunoreactive fraction of radiolabeled monoclonal antibodies by
linear extrapolation to binding at infinite antigen excess. J Immunol Methods 1984; 72 (1):77-89.

Las células CAPAN-1 son un modelo relevante para cancer pancreatico humano (Kyriazis et al Human pancreatic
adenocarcinoma line Capan-1 in tissue culture and the nude mouse:morphologic, biologic, and biochemical
characteristics. Am J Pathol 1982; 106(2):250-60). Esta linea celular se establecié a partir de una metastasis de
higado de un adenocarcinoma ductal pancreatico humano, es tumorigénica y metastasica en ratones desnudos y
sobre-expresa ferritina. Se habia mostrado que el fragmento F(ab), de AMB8LK se une a CAPAN-1 (Goldstein et al.,
The design and evaluation of a novel targeted drug delivery system using cationic emulsion-antibody conjugates. J
Control Release 2005; 108 (2-3):418-32).

Las células CAPAN-1 se crecieron en RPMI, 10% suero fetal de ternera y 2 mM L-glutamina. Las células se
recogieron a 70-85% de confluencia usando tripsina, se lavaron y se resuspendieron en PBS-0,5% BSA. Se fijaron 'y
se permeabilizaron usando el kit Intrastain (Dako), segun las mstrucmones del fabrlcante Las células se diluyeron en
PBS-0,5% BSA a concentraciones que variaron de 1,25 X 10° hasta 12 X 10° células/ml y se incubaron 500 pl de
estas suspensiones con una cantidad fijada de Ab marcado con Mn (250 pl, 50 ng/ml, aproximadamente 100.000
CPM) durante 2 horas a temperatura ambiente con agitacion. Las suspensiones se centrifugaron a 5.000 X rpm
durante 5 minutos, las células se lavaron con PBS-BSA y se contd la actividad en los sedimentos. La unién no
especifica se determin6 por co-incubacion del anticuerpo radiomarcado con un exceso de 1.000 veces de anticuerpo
frio. Las cuentas radiactivas totales afiadidas a cada tubo se dividieron por las cuentas unidas a células después de
restar las cuentas unidas no especificamente. Estos valores se representaron frente al reciproco de la dilucion de las
células. Después de analisis por regresion lineal, se obtuvo la fraccion inmunoreactiva a partir del reciproco del
intercepto en el eje de las x.

Los ensayos, usando células CAPAN-1 no fijadas no permeabilizadas, no mostraron unién de los conjugados. Sin
embargo, si las células se fijaban y permeabilizaban antes de la incubacion con el anticuerpo, se consiguieron altos
niveles de unién especifica. Los experimentos demostraron que, como la ferritina pura, la reactividad del conjugado
DTPA fue mayor que la del CHX-DTPA mientras el DOTA-AMBS8LK tenia la reactividad menor en las células
CAPAN-1 (Tabla 1 a continuacion).
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Tabla 1: Inmunoreactividad de AMB8LK conjugado en ferritina

Ferritina pura® Células®
lllln 90Y lllln
Bz-DTPA-AMBS8LK 87,0% 100% 52%
Bz-CHX-A"-DTPA AMB8LK 74,8% 98,9% 43%
Bz-DOTA-AMBS8LK 76,8% 73,2% 24%

% Se inmovilizé la ferritina a 5 pg/ml en tubos, se incubaron los anticuerpos conjugados con indio o itrio a tres
diluciones (3,75 a 15 X 10° CPM). Los resultados se expresan como la media del porcentaje de anticuerpo unido
después de lavar los tubos. La unién no especifica de los anticuerpos fue menor de 2%.

® Se incubaron cinco diluciones seriadas de células CAPAN-1 fijadas y permeabilizadas con los tres compuestos
radiomarcados. Después de lavar, se cont6 la actividad unida a las células en un contador gamma. Los resultados
se analizaron usando el software GraphPad; los analisis por regresion lineal de (CPM Totales/CPM Unidas) =
f(dilucién de células) fueron muy exactos con r? > 0,99 para los tres conjugados

Ejemplo 8 - Biodistribucion de los anticuerpos conjugados radiomarcados con indio e itrio en ratones
normales y que portan tumor

Todos los estudios con animales se realizaron de conformidad con el Acta de Animales de Reino Unido
(Procedimientos Cientificos) de 1986 y el Cédigo de Préactica para la Estabulacién y Cuidado de Animales usados en
Procedimientos Cientificos (Home Office, Reino Unido).

A. Biodistribucién en ratones que no portan tumor

Se inyect6 a 12 ratones Balb/c hembra 0,2 MBgq de DTPA-AMB8LK, CHX-DTPA-AMB8LK o DOTA-AMBSLK
marcados con “in (1,5 pg) en 50 pl de PBS. Se sacrificaron grupos de 4 animales por dislocacion cervical después
de 24 horas, 48 horas y 72 horas. Una muestra de su sangre, fémur y muisculo se diseccioné y se pesé. También se
recogieron el higado, pulmén, estdmago, bazo, intestino y rifiones. La actividad en cada muestra se conté en un
contador gamma junto con diluciones del "n-Ab inyectado. La captacion se expres6 como un porcentaje de la
dosis inyectada por gramo de tejido para la sangre, hueso y muasculo, mientras para todos los demas drganos, la
actividad se expres6 como un porcentaje de la dosis inyectada por érgano.

Como puede observarse en la Tabla 2, el higado mostré la mayor captacion de todos los érganos, con una captacion
del CHX-DTPA- y el DOTA-AMBS8LK de 13-15% de la dosis inyectada (DI), mientras que la del DTPA-AMBS8LK fue 7-
8%. Otros Organos que mostraron niveles significativos de captacion fueron los huesos, especialmente por el
conjugado CHX-DTPA (4,5 + 1,5% de la DI después de 24 horas; 6,4 + 2,0% después de 72 horas) y el intestino
(<4% de la DI para los tres conjugados) (Tabla 2). La captaciéon en el musculo, pulmén y rifiones fue menor de 2%; la
del estbmago y bazo menor de 1%. La actividad circulante en la sangre fue la menor para DOTA-AMB8LK (5,7 =
3,9% de la Dl/g después de 24 horas y 3,1 + 2,1% después de 72 horas); las actividades de los dos conjugados
DTPA en la sangre fueron similares después de 24h pero el aclaramiento posterior del CHX-DTPA-AMBS8LK fue mas
rapido que el de DTPA-AMBS8LK (Tabla 2 a continuacién). Tomando como base estos resultados, el DTPA-AMBSLK
parecio ser el mas prometedor de los tres inmunoconjugados a pesar de su aclaramiento de la sangre relativamente
lento (aun asi 12, 6 + 0,8% de la DI/g 72 horas después de la inyeccion).
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Tabla 2: Biodistribuciéon de Bz-DTPA-, Bz-CHX-A'-DTPA y Bz-DOTA-AMBS8LK marcados con ***

normales

In en ratones

Bz-DTPA-AMB8LK Media +* | Bz-CHX-A"-DTPA-AMBSLK Bz-DOTA-AMB8LK Media =+

SD, n=4 Media + SD, n=4 SD, n=4

24h 48h 72h 24h 48h 72h 24h 48h 72h
Sangre 15,8 +| 13,3 +|126 | 16,7 +| 123 +(97+19 |57+39 |56+1,1|31+21

1,2 1,8 0,8 1,6 1,2

Hueso 21+04 | 26+02 |17+14 |45+15 [44+26 |64+20 (16+13 |23+£03 |18=+0,7

Mdsculo 14+0,2 {13+02 |10+04 |14+01 |12+0,2 |11+01 |06+04 |06+01 |05+0,2

Higado 70+05 | 71+10 | 75+05 | 135 +|139 +|129 =+ |136 +|151 +|144 +
1,0 2,1 1,9 7,8 2,5 11

Pulmén 12+02 (13+03|12+03 |17+10 |12+03 |10+05 |0,7+05 |06+01 |04+£0,3

Estémago | 0,4+0,1 | 0,3+0,1 | 0,3+0,1 |03+0,0 | 0,3+00 |02+0,1|01+01 [02+0,1 |0,1£01

Bazo 05+00 |05+01 |05+01 |07+00 [07%£01 |0, 7+01 (04+£02 |05+01 |05%0,2

Intestino 32+02 |37+08 |29+03 |39+01 [35+03|29+03 |(17+06 |23+0,2|16%+05

Rifiones 15+01 (13+01 |11+01 |(18+01 |14+02 |11+01|07+04 |07+01 |[04+£0,1

B. Modelo de tumor in vivo: biodistribucién en ratones que portan tumores CAPAN-1

Los tumores se establecieron inicialmente en ratones donantes por inyeccién sub-cutdnea de 0,5 X 10° células
CAPAN-1 en 100 ul de PBS en el flanco de ratones nu/nu (Cancer Research-Reino Unido, Londres). Después de un
periodo de 5 meses, los tumores se trocearon y se transplantaron en 24 ratones nu/nu y se dejé que crecieran
durante 15 a 21 dias. Se inyecto i.v. a los ratones anticuerpos radiomarcados: 0,2 MBq (1,5 pg) para los anticuerpos
marcados con In y 0,4 MBg (3 pg) para los anticuerpos marcados con Y, 50 pI/PBS. A puntos de tiempo
seleccionados, se mataron grupos de 4 animales por dislocacién cervical y los drganos se reseccionaron: muestras
de sangre, hueso, y muasculo y el tumor completo, higado, pulmén, estémago, bazo, intestino, rifiones y pancreas.
Los datos se procesaron como se ha descrito anteriormente para los ratones que no portan tumor.

La captacion por el tumor de *'In-DTPA-AMBSLK fue 12,8 + 2,4% de la dosis inyectada (DI) por gramo de 6rgano
24 horas después de la inyeccion. Después de 72 horas alcanz6 23,6 + 3,9% (Tabla 3 y Fig. 12). El direccionamiento
tumoral del conjugado DOTA marcado con "n fue inferior al del DTPA: empezando desde 8,9 + 2,0% después de
24 horas, fue solo 11,2 + 1,9% de la DI/g después de tres dias. Como para el conjugado DTPA marcado con A
captacion por el tumor fue 14,0 + 7,5% de la Dl/g después de 24 horas. Tuvo un pico a 18,6 + 1,9% después de 48
horas, después declind hasta 16,2 + 2,9% en el Gltimo punto de tiempo de este experimento, 120 horas (Tabla 4 y
Fig. 13). La captacion por el tumor de y.DOTA-AMBSLK fue 14,1 + 1,2% a las 24 horas y declind hasta 11,2 +
4,5% después de 120h.

La captacion por el higado de ambos compuestos, marcados con indio o itrio, fue muy similar a la obtenida en
ratones que no portan tumor. Mostré de nuevo una captacion por el higado del conjugado DOTA mas de dos veces
tan alta que la de DTPA (Tablas 3y 4y Figs. 12y 13).
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Tabla 3: Biodistribucion de Bz-DTPA- y Bz-DOTA-AMBSLK marcados con *in en ratones que portan
tumores CAPAN-1

Bz-DTPA-AMB8LK Media = SD, n=4 Bz-DOTA-AMB8LK Media + SD, n=4

24h 48h 72h 24h 48h 72h
Sangre 140+1,6 12,7+28 12,7+28 8,634 7,0+3,0 45+1,0
Hueso 20+04 1,8+0,2 1,8+04 23+0,6 22+0,6 1,8+0,3
Musculo 1,705 16+0,2 2007 1,3+£0,2 12+04 09+0,1
Tumor 128+24 176+1,5 23,6 £3,9 8920 12,6 +3,9 11,2+1,9
Higado 72%1.2 8,420 82+21 18,6 +6,3 19,7+ 10,2 18,4+ 4,7
Pulmoén 2,0%£0,9 2,1+£0,7 16+04 15+£1,0 1,4+£05 1,0£04
Estomago 0,4+0,1 0,3+0,1 0,5+0,2 0,401 0,3+0,1 0,3+0,1
Bazo 0,6+0,1 0,401 0,6+0,2 0601 0,6+0,1 12+£1,2
Intestino 2604 25%0,1 2,701 3404 3,1+04 20%£1,0
Rifiones 2,3%£0,2 2,1+£0,2 21+0,3 29%05 2705 2,0+0,3
Pancreas 0,2+0,0 0,1+0,0 0,1+0,0 0,2+0,0 0,1+0,0 0,1+0,0

Los valores se presentan como el porcentaje medio de la dosis inyectada por érgano (o por g de tejido para la
sangre, el hueso, el musculo y el tumor) + desviacion estandar, n=4 para cada grupo.

Tabla 4: Biodistribucion de Bz-DTPA- y Bz-DOTA-AMBS8LK marcados con ¥ en ratones que portan tumores
CAPAN-1

Bz-DTPA-AMBS8LK Media * SD, n=4 Bz-DOTA-AMBSLK Media + SD, n=4

24h 48h 120h 24h 48h 120h
Sangre 223+24 23,6 £5,3 15,4+0,8 18,5+ 10,0 110+11 8,7+3,5
Hueso 51+11 4,4+04 52+0,8 3,805 3,4+0,9 2,7+0,8
Mdsculo 21+04 1,7+0,3 19+04 1,4+0,2 1,2+0,2 11+0,3
Tumor 14075 18,6 £1,9 16,2+2,9 141+1.2 12,9+23 11,2+45
Higado 6,9+0,6 6,7+0,4 6,4+0,3 136+2,8 145+45 11,8+1,8
Pulmén 27+x10 2,1+0,6 2,2+0,6 14+05 1,3+04 1,0+£0,2
Estomago 0,5+0,1 0,6+0,2 0,3+0,1 0,3+0,2 0,3+0,1 0,2+0,1
Bazo 0,8+0,0 0,7+0,1 0,8+0,1 0,7+0,2 0,8+0,1 0,7+0,1
Intestino 29+0,7 1,9+£0,0 16+0,2 1,7+£0,3 1,6+0,3 1,001
Rifiones 3,4+0,2 3,4+0,3 28+0,1 1,8+0,2 16+0,2 12+0,1
Pancreas 0,4+0,3 0,1+0,0 0,1+0,0 0,1+0,0 0,1+01 0,1+0,1

Los valores se presentan como el porcentaje medio de la dosis inyectada por érgano (o por g de tejido para la
sangre, el hueso, el musculo y el tumor) + desviacion estandar, n=4 para cada grupo.

La captacion de los anticuerpos radiomarcados en el estbmago, bazo y pancreas fue muy baja (menos de 1% de la
DI). Aunque la captacion del hueso fue <5% de la DI para los dos conjugados a todos los puntos de tiempo, se
observaron diferencias significativas entre la captacion del DTPA-anticuerpo marcado con indio e itrio: la captacion
en hueso del *°Y-DTPA-AMBSLK fue mayor que la del **In-DTPA-AMBSLK a los puntos de tiempo de 24 horas y 48
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horas (P<0,001). No ocurrié dicha diferencia entre el DOTA-anticuerpo marcado con itrio e indio: P<0,05 a las 24
horas pero sin diferencia significativa a las 48 horas.

C. Formacion de imagenes de *'In-DTPA-AMBSLK en ratén

Se inyectaron i.v. a un ratén que porta tumor CAPAN-1 20 MBq de DTPA-AMB8LK marcado con n. Alos puntos

de tiempo requeridos, el ratdn se anestesio por inyeccion de ketamina/xilazina (2/1) y se formaron imagenes durante
20 minutos con un aparato NanoSPECT/CT (Bioscan). Las reconstrucciones SPECT tenian un tamafio voxel de 0,4
mm, el CT de 0,2 mm.

La Figura 14 muestra algunas imagenes, en las que se indican la escala de los niveles de radiactividad y algunos de
los érganos. Se aplicé correccién por desintegracion para obtener todos los estudios al mismo nivel ya que la vida
media del indio es 67,2 horas. 1 hora después de la inyeccion, la mayoria del compuesto inyectado estaba
localizado en la vejiga y el corazdn con una captacion también importante en el higado y los pulmones. Como puede
observarse y como ya se ha observado en los experimentos de biodistribucion reportados anteriormente, ocurrié una
acumulacion en el tumor significativa 24 horas después de inyectarse la inyeccion del compuesto con alguna
localizacién todavia en el corazon y el higado. La radiactividad en el tumor todavia esta presente después de 72
horas.

D. Analisis estadistico

Los datos de biodistribucion se analizaron con el software GraphPad Prism (San Diego, CA). Los datos se expresan
como media + SD y se evallan para significancia estadistica con ANOVA de dos vias seguido de un post ensayo
Bonferroni. Los criterios de significancia se ajustaron como *P<0,05, **P<0,01 y ***P<0,001.

Ejemplo 9 - Evaluacién in vitro del ADCC de AMBS8LK quimérico

La actividad ADCC del anticuerpo AMB8LK quimérico se midié en el anticuerpo no marcado mostrado
anteriormente, usando el protocolo siguiente: se tifieron células CAPAN-1 con carboxifluoresceina diacetato
succinimidil éster, que es un reactivo para el andlisis de la proliferacion celular. Basicamente, se aislaron células
mononucleares de sangre periférica de sangre heparinizada segin el Método Consenso ACTG PBMC. Las células
se recogieron de la interfase de una capa de ficoll y se lavaron dos veces con medio RPMI 1640. Después del tltimo
lavado, las células se transfirieron a un tubo de ensayo y se tomd un recuento de células viables. Las células se
centrifugaron 800 X g durante 10 minutos y el medio RPMI se retird. Las células se resuspendieron en 2,5 ml de una
disolucion 0,1% BSA/PBS a temperatura ambiente, se centrifugaron a 800 X g durante 10 minutos y el sobrenadante
se decantd. Se afadieron 250 ul de una 0,1% a 0,5% BSA en PBS al sedimento celular y las células se
suspendieron.

Las celulas Capan-1 se tifieron con CFSE diluido (CarboxiFluoresceina diacetato Succinimidil Ester) durante 15 min
a 37°C. Se afiadié medio en un gran exceso para que el CFSE no unido forme complejos. Después, las células se
lavaron 3 veces con PBS y se resuspendieron en medio completo (1 ml/10° células) que es RPMI, 10% suero AB
humano, 1% L-Glutamina, 1% tampdn Hepes y 1% penicilina/estreptomicina. Se usé 1 ml de células por pocillo de
una placa de 24 pocillos. Se hizo la adicion de PBMC a una proporciéon PBMC:células que varié de 5:1 a 50:1 y del
anticuerpo AMB8LK (1 a 10 ug/pocillo por ejemplo). Las células se centrifugaron a velocidad baja (1.000 rpm) y se
dejaron incubando durante 30 min a 37 °C. Se afiadi6 la tincién 7AAD (7-amino-actinomicina D) y las células se
analizaron en un citémetro celular. Los resultados mostraron que el anticuerpo AMBS8LK tiene actividad ADCC en
células Capan-1.

Los mismos experimentos pueden llevarse a cabo con otro anticuerpo monoclonal quimérico o con moléculas
semejantes a anticuerpo descritas en la presente especificacion, para evaluar actividad ADCC in vitro.

Ejemplo 10 - Efectos terapéuticos en el crecimiento tumoral usando anticuerpos AMB8LK monoclonales
guimérico radiomarcados.

Los anticuerpos AMB8LK monoclonales se produjeron como se muestra anteriormente en el Ejemplo |, se
conjugaron como en el Ejemplo Il y se radiomarcaron como en el Ejemplo IV anterior.

Determinacién de DL50

En primer lugar, se hizo un estudio de escalada de la dosis radiactiva para determinar la DLso usando 6 grupos de 4
ratones: el anticuerpo AMB8LK quimérico se radiomarca usando itrio-90 a varlas actividades especificas, de manera
gue se inyecta en cada raton Ia misma cantidad de anticuerpo: 49 MBq de Y/mg de anticuerpo, 86 MBq de Y/mg
de anticuerpo, 123 MBq de Y/mg de anticuerpo, 185 MBq de Y/mg de anticuerpo y 246 MBq de Y/mg de
anticuerpo. Después, se inyectaron al grupo | de ratones 30 ug de antlcuerpo frio, al grupo Il de ratones 30 ug de
AMBS8LK quimérico radiomarcado a una actividad especifica de 49 MBq de ° Y/mg de anticuerpo (40 pCl/raton) al
grupo Il de ratones 30 ug de AMB8LK quimérico radiomarcado a una actividad especifica de 86 MBq de ° Y/mg de
anticuerpo (70 pCi/ratén), al grupo IV de ratones 30 ug de AMB8LK quimérico radiomarcado a una actividad
especifica de 123 MBq de 90Y/mg de anticuerpo (100 uCi/ratén), al grupo V de ratones 30 ug de AMB8LK quimérico
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radiomarcado a una actividad especifica de 185 MBq de 90Y/mg de anticuerpo (150 uCi/raton) y al grupo VI 30 ug de
AMBS8LK quimérico radiomarcado a una actividad especifica de 246 MBq de 90Y/mg de anticuerpo (200 uCi/ratén).
Los ratones se pesaron dos veces a la semana, durante 8 semanas después de la inyeccién y el tamafio tumoral se
registré dos veces a la semana. Si un ratén muere durante el periodo de observacion, se realiza una autopsia para
determinar si la muerte se debe a radiotoxicidad.

Reduccién del volumen tumoral

Una vez se establece la DLso, puede estudiarse la eficacia terapéutica del anticuerpo AMB8LK quimérico usando
cuatro actividades especificas, todas debajo de la DLso. Se inyectan 5 X 10° células CAPAN-1 en ratones
Balb/c/nu/nu como se describe en un e'gemplo previo para establecer tumores en ratones Balb/c/nu/nu. Una vez el
tumor alcanza el volumen de 200 mm®, pueden empezar los experimentos. Se monitorizan cuatro grupos de 6
ratones durante 84 dias y se sacrifican, si el tumor tiene un volumen de > 1.000 mm?®.

Grupo I-se administran a los ratones 30 pg del anticuerpo monoclonal quimérico de AMB8LK de la presente
invencion, radiomarcado con itrio a una actividad especifica n°1.

Grupo lI-se inyectan a los ratones 30 ug del anticuerpo monoclonal quimérico de AMB8LK de la presente invencion,
radiomarcado con itrio a una actividad especifica n°2.

Grupo lllI-se inyectan a los ratones 30 ug del anticuerpo monoclonal quimérico de AMBS8LK de la presente invencién,
radiomarcado con itrio a una actividad especifica n°3.

Grupo IV-se inyectan a los ratones 30 pg del anticuerpo monoclonal quimérico de AMB8LK de la presente invencion,
radiomarcado con itrio a una actividad especifica n°4.

El experimento anterior muestra que existe una reduccion tumoral efectiva usando los anticuerpos radiomarcados de
la presente invencion y actividad ADCC in vitro del anticuerpo AMBS8LK.

Los mismos experimentos pueden llevarse a cabo con otro anticuerpo monoclonal quimérico o con moléculas
semejantes a anticuerpo como se describe en la presente especificacion.
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REIVINDICACIONES

1. Un anticuerpo anti-ferritina monoclonal quimérico, que se une a ferritina humana tanto acida como basica, que
comprende:

(a) dos polipéptidos de cadena pesada, comprendiendo cada uno el dominio VH definido en SEQ ID NO: 4;y
(b) dos polipéptidos de cadena ligera, comprendiendo cada uno el dominio VL como se define en SEQ ID NO: 2.

2. El anticuerpo anti-ferritina monoclonal quimérico segun la reivindicacion 1, en el que cada una de dichas cadenas
pesadas comprende ademds una regioén constante CH1, que comprende opcionalmente una region Fc humana o
una region Fc murina, y/o un péptido sefial.

3. El anticuerpo anti-ferritina monoclonal quimérico segun la reivindicacion 2, en el que dicho péptido sefial
comprende la secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 16.

4. El anticuerpo anti-ferritina monoclonal quimérico segun la reivindicacion 1, en el que cada una de dichas cadenas
ligeras comprende ademas una region constante kappa o lambda y/o un péptido sefial.

5. El anticuerpo anti-ferritina monoclonal quimérico segun la reivindicacion 4, en el que dicha region constante kappa
o lambda comprende la secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 12.

6. El anticuerpo anti-ferritina monoclonal quimérico segun la reivindicacion 4, en el que dicho péptido sefial
comprende la secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 14.

7. El anticuerpo anti-ferritina monoclonal quimérico segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, que
comprende como una cadena ligera, desde la parte N-terminal a la parte C-terminal, SEQ ID NO: 2 y SEQ ID NO:
12, y como una cadena pesada, desde la parte N-terminal a la parte C-terminal, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 6 y una
region Fc humana.

8. Un fragmento funcional del anticuerpo segin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en el que dicho
fragmento funcional es un fragmento Fv o un fragmento Fab y en el que dicho fragmento funcional se une
especificamente a ferritinas humanas tanto acidas como bésicas.

9. Un anticuerpo monoclonal biespecifico o triespecifico que comprende al menos un fragmento Fab segun la
reivindicacion 8, en el que al menos un fragmento Fab consiste en un polipéptido que consiste desde el extremo N al
extremo C en SEQ ID NO: 2 unida directamente a SEQ ID NO: 12 y un polipéptido que consiste desde el extremo N
al extremo C en SEQ ID NO: 4 directamente unida a SEQ ID NO: 6.

10. El fragmento funcional segun la reivindicacién 8, en el que dicho fragmento esta unido a un ligando.

11. El fragmento funcional segun la reivindicacion 10, en el que dicho ligando es una citoquina, un receptor o
cualquier proteina de interés.

12. Una molécula scFv que consiste en un dominio VH como se define en SEQ ID NO: 4, unido a un dominio VL
como se define en SEQ ID NO: 2, en el que dicha molécula scFv se une a ferritinas humanas tanto acidas como
basicas.

13. Una molécula que es un fragmento divalente que comprende al menos un dominio VH como se define en SEQ
ID NO: 4 y al menos un dominio VL como se define en SEQ ID NO: 2, en el que dicha molécula que es un fragmento
divalente se une a ferritinas humanas tanto acidas como basicas.

14. Un anticuerpo anti-ferritina monoclonal murino que se une a ferritina humana tanto acida como basica que
comprende como una cadena ligera, desde la parte N-terminal a la parte C-terminal, SEQ ID NO: 2 y SEQ ID NO:
12, y como una cadena pesada, desde la parte N-terminal a la parte C-terminal, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 6 y una
region Fc murina.

15. Una molécula seleccionada del grupo que consiste en un anticuerpo anti-ferritina monoclonal quimérico, un
fragmento funcional, un anticuerpo monoclonal biespecifico, un anticuerpo monoclonal triespecifico y una molécula
scFv segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 13, un Bis-scFv que comprende al menos un scFv segun la
reivindicacion 12 y un fragmento divalente segun la reivindicacion 13, que comprende ademdas un radiois6topo
conjugado con él.

16. La molécula segun la reivindicacién 14, en la que dicho radioisétopo es un radioisétopo que emite alfa, beta,
gamma, beta-gamma o alfa-beta.

17. Una molécula seleccionada del grupo que consiste en un anticuerpo anti-ferritina monoclonal quimérico, un
fragmento funcional, un anticuerpo monoclonal biespecifico, un anticuerpo monoclonal triespecifico y una molécula
scFv segln una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 13, un Bis-scFv que comprende al menos un scFv segun la
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reivindicacion 12 y un fragmento divalente segun la reivindicacién 13, que comprende ademas un farmaco
conjugado con él.

18. La molécula segun la reivindicacion 17, en la que dicho farmaco es un farmaco de pirimidina.

19. Una composicion farmacéutica que comprende una molécula seleccionada del grupo que consiste en un
anticuerpo anti-ferritina monoclonal quimérico o humano segin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, un
fragmento funcional segun la reivindicacion 8, un anticuerpo monoclonal biespecifico o triespecifico segun la
reivindicacion 9, una molécula scFv segun la reivindicacion 12, un Bis-scFv que comprende una molécula scFv
segun la reivindicacién 12 y un fragmento divalente segin la reivindicacién 13, y un vehiculo farmacéuticamente
aceptable.

20. La composicién segun la reivindicacion 19, en un vehiculo farmacéuticamente aceptable, en la que un farmaco,
materiales radiactivos, toxinas, células inmunes asesinas o combinaciones de éstos se une a través de un agente
guelante o un conector a dicho anticuerpo anti-ferritina monoclonal quimérico, fragmento funcional, anticuerpo
monoclonal biespecifico o triespecifico, molécula scFv, Bis-scFv o fragmento divalente, para uso como un agente
terapéutico.

21. La composicion segun la reivindicacion 19, en un vehiculo farmacéuticamente aceptable, para administracion
simultdneamente o a intervalos especificos con una composicion seleccionada del grupo de un farmaco, materiales
radiactivos, toxinas, células inmunes asesinas y combinaciones de éstos, en el tratamiento de un cancer
seleccionado del grupo que consiste en cancer pancreatico, linfoma de Hodgkins, sarcoma de Kaposi y carcinoma
hepatocelular.

22. Un vector que comprende un &cido nucleico que codifica una cadena pesada segun una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 7 y un &cido nucleico que codifica una cadena ligera segin una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 7, y que comprende opcionalmente un promotor de expresién de baculovirus o un promotor
eucariota.

23. El vector segun la reivindicacion 22, en el que dicho acido nucleico que codifica la cadena pesada comprende
SEQ ID NO: 3y en el que dicho acido nucleico que codifica la cadena ligera comprende SEQ ID NO: 1.

24. Células transformadas con un vector segin una cualquiera de las reivindicaciones 22 6 23 en el que dichas
células se seleccionan del grupo que consiste en células CHO, E. coli, células de levadura, células VERO, células
HELA, células COS, células CR: 1650, W138, BHK, HepG2, 3T3, A549, PC12, K562, células 293, células Sf9 y
células Cv1.

25. Células transformadas con un vector que comprende un &cido nucleico que codifica una cadena pesada segun
una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7 y con un vector que comprende un &cido nucleico que codifica una
cadena ligera seguin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, seleccionadas en particular del grupo que consiste
en células CHO, E. coli, células de levadura, células VERO, células HELA, células COS, células CR: 1650, W138,
BHK, HepG2, 3T3, A549, PC12, K562, células 293, células Sf9 y células Cv1.

26. Las células segun una cualquiera de las reivindicaciones 24 a 25, en las que dicho acido nucleico que codifica la
cadena pesada comprende SEQ ID NO: 3, y en las que dicho acido nucleico que codifica la cadena ligera
comprende SEQ ID NO: 1.
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GCCRARRCAACAGCCCCATCGGTCTATCCACTGECCCCTGTGTGTEGAGATACARCTGELTCCTCGETGA
CTCTAGGATGCCTGETCAAGGETTATTTCCCTGAGCCACGTGACCTTGACCTGGAACTCTGGATCCCTGTC
CAGTGGYGTGCACACCTTCCCAGCTETCC T GCACGTCTGACCTCTACACCCTCAGCAGCTCAGTGACTGTA
ACCICGAGCACCTGGCCCAGCCAGTCCATCACCTGCAATGTGECCCACCCGGCRAAGCAGCACCAAGGETGE
ACARGARARTTGAGCCCAGRGGGCCCRCAATCARGOCCTETCCTCCATGCARARTGCCCAGCACCTARCCT
CTTGEGTEGACCATCCGTCTTCATCTICCCT CCARAGATCARGCATCTACTCATGATCTCCCTGAGOCCC
ATAGTCACATETGTGGTGETGEATCT ECAGCEAGCEATGACCCAGRT GTCCAGATCAGCTEETTTGTGAACE
ACGETGGRAGTACACACARGCTCAGRCACARACCCATAGRGRGEATTACAACAGTACTCTCCGGETGETCAG
TGECCCTCCCCATCCAGCACCAGGRACTEEAT GAGTGGCARGCACT 'CARAT GCARCGTCANCARCARAGAC
CTCCCAGCGOCCATCERAGAGARCCATCTCARRACCCAARMGEGGTCAGTAAGAGCTCCACAGGTATATGTCT
TECCTCCACCAGARGAAGRGATCACT ARGAARACAGETCACTCTGACCTGCATGGTCACACGACTTCATGCC
TEAAGACATTTRCCTECACTGEACCARCAACGEGEARAACRGACCTAARCTACAAGAACRC TEGRACCAGTC
CTECARCTCTGATGET TCTTACT TCATCTACAGCAACCT GRGRACTGEARMAGCARCARCTCEGTEEARRCAR
ATAGCTACTCCTET L CAGTEGTCCACGAGGGTCTGCACARTCACCACACGACTAAGAGCTTCTCCCGEAC
TCCGEETARATCAGCTCAGCACCCACARRRCTCTCAGGTCCARAGAGACACCCACACTCATCTCCATGET
TCCCTTETATARATARACCACCCAGCRATGCCTEEEACCATGTAR

Fig. 9A

ARTTAPSVYPLAPVCGDTTGSSVILGULVEGYFPEPVILTWHSGELS SGVHTFPAVLOSD
LYTLSSSVIVTSSTWPSQSITCNVAHPASSTEYDEKIEPRGPTIKFCPPCECPAPNLLGG
FSVFIFPPEIKDVLMIELSPIVTCVVVDVSEDDEDVOISWEVHHVEVHETAOTOTHREDYHN
STLRVVSALFIQHODWMS GHKEFECEVNNECLPAPLERTI ISKPKGSVRAPOQVYVLPEFPEEE
MTEEQVTLTCMVTDFMPED I YVEWTHNNGETELNYENTEPVLDSDGSYFMYSELRVEEKENW
VERNSYSCEVVHEGLHNHHATTKSFSRTEGHE

Fig. 9B
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