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DESCRIPCION
Anticuerpos anti CD22, sus inmunoconjugados y usos de los mismos
Campo de la invencién

La presente invencion se refiere a anticuerpos anti CD22 e inmunoconjugados de los mismos. La invencién se
refiere ademas a métodos para usar anticuerpos anti CD22 e inmunoconjugados de los mismos.

Antecedentes

Los linfocitos son uno de los muchos tipos de glébulos blancos producidos en la médula ésea durante el proceso de
hematopoyesis. Hay dos poblaciones principales de linfocitos: linfocitos B (células B) y linfocitos T (células T). Los
linfocitos de interés particular en la presente memoria son linfocitos B.

Los linfocitos B maduran dentro de la médula ésea y dejan la médula expresando un anticuerpo de unién a antigeno
en su superficie celular. Cuando un linfocito B virgen se encuentra por primera vez con el antigeno para el que es
especifico su anticuerpo unido a membrana, la célula comienza a dividirse rapidamente y su descendencia se
diferencia en linfocitos B de memoria y células efectoras denominadas “células plasmaticas”. Los linfocitos B de
memoria tienen una vida mas larga y contindan expresando anticuerpo unido a membrana con la misma
especificidad que la célula parental original. Las células plasmaticas no producen anticuerpo unido a membrana sino
que producen en su lugar el anticuerpo en una forma que puede secretarse. Los anticuerpos secretados son la
principal molécula efectora de inmunidad humoral.

Los trastornos relacionados con linfocitos B incluyen, pero sin limitacion, linfoma maligno (linfoma No de Hodgkin,
NHL), mieloma multiple y leucemia linfocitica cronica (CLL, leucemia de linfocitos B (linfocitos B CD5+). Los linfomas
No de Hodgkin (NHL), un grupo heterogéneo de canceres que surgen principalmente de linfocitos B, representan
aproximadamente 4 % de todos los canceres de nuevo diagnéstico (Jemal, A. et al., CA-Cancer J Clin, 52: 23-47,
(2002)). EI NHL agresivo comprende aproximadamente 30-40 % de los NHL de adultos (Harris, N. L. et al., Hematol.
J. 1: 53-66 (2001)) e incluye linfoma de linfocitos B grande difuso (DLBCL), linfoma de células del manto (MCL),
linfoma de linfocitos T periféricos, y linfoma de células grandes anaplasico. La quimioterapia de combinacién de
primera linea cura a menos de la mitad de los pacientes con NHL agresivo, y la mayoria de los pacientes con el
tiempo sucumben a su enfermedad (Fisher, R. I. Semin. Oncol. 27(supl 12): 2-8 (2000)).

Los trastornos relacionados con linfocitos B también incluyen enfermedades autoinmunitarias. Las enfermedades
autoinmunitarias siguen siendo enfermedades clinicamente importantes en seres humanos. Como el nombre
implica, las enfermedades autoinmunitarias actian mediante el sistema inmunitario del propio cuerpo. Aunque los
mecanismos patologicos difieren entre tipos individuales de enfermedades autoinmunitarias, un mecanismo general
implica la unién de ciertos anticuerpos (denominados en la presente memoria anticuerpos autorreactivos o
autoanticuerpos) a las proteinas enddgenas del cuerpo. Los médicos y cientificos han identificado mas de 70
enfermedades autoinmunitarias clinicamente distintas, incluyendo artritis reumatoide, esclerosis multiple, vasculitis,
diabetes mediada por inmunidad, y lupus tal como lupus eritematoso sistémico. Aunque muchas enfermedades
autoinmunitarias son poco comunes, afectando a menos de 200.000 individuos, colectivamente, estas enfermedades
aquejan a millones de americanos, una estimaciéon de cinco por ciento de la poblacién, estando las mujeres
afectadas desproporcionadamente por la mayoria de las enfermedades. La naturaliza crénica de estas
enfermedades conduce a una carga social y financiera enorme.

Los agentes citotoxicos que se dirigen a antigenos de superficie de linfocitos B son un centro importante de terapias
de cancer relacionadas con linfocitos B. Uno de dichos antigenos de superficie de linfocitos B es CD20. Rituximab
(Rituxan; Genentech, Inc. (South San Francisco, CA) e IDEC Pharmaceutical Corp. (San Diego, CA)), un anticuerpo
monoclonal quimérico (raton/humano) anti-CD20 fue el primer anticuerpo terapéutico aprobado por la Administracion
de Alimentos y Farmacos de los Estados Unidos para el tratamiento de NHL recidivante o refractario de grado bajo o
folicular (Leonard, J. P. et al., Clin. Canc. Res. 10: 5327-5334 (2004)).

Otros antigenos de linfocitos B, tales como CD19, CD22 y CD52, representan dianas de potencial terapéutico para el
tratamiento de linfoma (Grillo-Lopez A. J. et al., Curr Pharm Biotechnol, 2: 301-11, (2001)). CD22 es una
sialoglicoproteina restringida a linfocitos B de 135-kDa expresada en la superficie de linfocitos B solamente en los
estadios maduros de diferenciacién (Dorken, B. et al., J. Immunol. 136: 4470-4479 (1986)). La forma predominante
de CD22 en seres humanos es CD22beta que contiene siete dominios de superfamilia de inmunoglobulina en el
dominio extracelular (Figura 1) (Wilson, G. L. et al., J. Exp. Med. 173: 137-146 (1991)). Una forma variante, CD22
alfa, carece de los dominios de superfamilia de inmunoglobulina 3 y 4 (Stamenkovic, |. y Seed, B., Nature 345: 74-77
(1990)). Se ha mostrado que la unién de ligando con CD22 humano esta asociada con los dominios de superfamilia
de inmunoglobulina 1 y 2 (también denominados epitopos unidos) (Engel, P. et al., J. Exp. Med. 181: 1581-1586,
1995).
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En NHL de linfocitos B, la expresion de CD22 varia de 91 % a 99 % en las poblaciones agresivas e indolentes,
respectivamente (Cesano, A. et al., Blood 100: 350a (2002)). CD22 puede actuar como un componente del complejo
de activacion de linfocitos B (Sato, S. et al., Semin. Immunol. 10: 287-296 (1998)) y como una molécula de adhesién
(Engel, Pl et al., J. Immunol. 150: 4719-4732 (1993)). Los linfocitos B de ratones deficientes en CD22 tienen una vida
mas corta y apoptosis potenciada, lo que sugiere un papel clave de este antigeno en la supervivencia de linfocitos B
(Otipoby, K. L. et al., Nature (Lond) 384: 634-637 (1996)). Después de la unién con su ligando o sus ligandos
naturales o anticuerpos, CD22 se internaliza rapidamente, proporcionando una potente sefial coestimuladora en
linfocitos B primarios y sefiales proapoptéticas en linfocitos B neoplasicos (Sato, S. et al., Immunity 5: 551-562
(1996)).

Se han estudiado anticuerpos anti CD22 como terapias potenciales para canceres de linfocitos B y otras
enfermedades proliferativas de linfocitos B. Dichos anticuerpos anti CD22 incluyen RFB4 (Mansfield, E. ef al., Blood
90: 2020-2026 (1997)), WO 2005/117986), CMC-544 (DiJoseph, J. F., Blood 103:1807-1814 (2004)) y LL2 (Pawlak-
Byczkowska, E. J. et al., Cancer Res. 49: 4568-4577 (1989)). El anticuerpo LL2 (anteriormente denominado HPB-2)
es un anticuerpo monoclonal de ratén IgG2a dirigido contra el antigeno CD22 (Pawlak-Byczkowska, E. J. et al.
(1989), mencionado anteriormente). Las evaluaciones inmunohistolégicas in vitro demostraron reactividad del
anticuerpo LL2 con 50 de 51 muestras de ensayo de NHL de linfocitos B ensayadas, pero no con otros tumores
malignos o tejidos no linfoides normales (Pawlak-Byczkowska (1989), mencionado anteriormente; Stein, R. et al.,
Cancer Immunol. Immunother. 37: 293-298 (1993)).

El uso de conjugados de anticuerpo-farmaco para el suministro local de agentes citotoxicos o citostaticos, es decir
farmacos para destruir o inhibir células tumorales en el tratamiento de cancer (Syrigos y Epenetos (1999) Anticancer
Research 19: 605-614; Niculescu-Duvaz y Springer (1997) Adv. Drg Del. Rev. 26: 151-172; patente de Estados
Unidos 4975278) permite el suministro dirigido del resto farmacolégico a tumores, y su acumulacion intracelular en
los mismos, cuando la administracién sistémica de estos agentes farmacologicos no conjugados puede dar como
resultado niveles inaceptables de toxicidad para células normales asi como las células tumorales que se busca
eliminar (Baldwin et al., (1986) Lancet pp. (15 Mar., 1986): 603-05; Thorpe, (1985) “Antibody Carriers Of Cytotoxic
Agents In Cancer Therapy: A Review,” en Monoclonal Antibodies '84: Biological And Clinical Applications, A.
Pinchera et al. (ed.s), pp. 475-506). Se busca de este modo la maxima eficacia con minima toxicidad. Se ha indicado
que tanto los anticuerpos policlonales como los anticuerpos monoclonales son utiles en estas estrategias (Rowland
et al., (1986) Cancer Immunol. Immunother., 21: 183-87). Los farmacos usados en estos métodos incluyen
daunomicina, doxorrubicina, metotrexato y vindesina (Rowland et al., Cancer Immunol. Immunother. 21: 183-87
(1986)). Las toxinas usadas en conjugados de anticuerpo-toxina incluyen toxinas bacterianas tales como toxina
diftérica, toxinas vegetales tales como ricina, toxinas de moléculas pequefias tales como geldanamicina (Kerr et al
(1997) Bioconjugate Chem. 8(6): 781-784; Mandler et al (2000) Journal of the Nat. Cancer Inst. 92(19): 1573-1581;
Mandler et al (2000) Bioorganic & Med. Chem. Letters 10: 1025-1028; Mandler et al (2002) Bioconjugate Chem. 13:
786-791), maitansinoides (documento EP 1391213; Liu ef al., (1996) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 93: 8618-8623), y
caligueamicina (Lode et al (1998) Cancer Res. 58: 2928; Hinman et al (1993) Cancer Res. 53: 3336-3342). Las
toxinas pueden efectuar sus efectos citotdxicos y citostaticos por mecanismos que incluyen la unién de tubulina,
union de ADN o inhibicién de topoisomerasa (Meyer, D. L. y Senter, P. D. “Recent Advances in Antibody Drug
Conjugates for Cancer Therapy” en Annual Reports in Medicinal Chemistry, Vol 38 (2003) Capitulo 23, 229-237).
Algunos farmacos citotoxicos tienden a estar inactivos o ser menos activos cuando estan conjugados con
anticuerpos grandes o ligandos de receptor de proteinas.

ZEVALIN® (tiuxetano de ibritumomab, Biogen/ldec) es un conjugado de anticuerpo-radiois6topo compuesto de un
anticuerpo monoclonal kappa IgG 1 murino dirigido contra el antigeno CD20 hallado en la superficie de linfocitos B
normales y malignos y radioisotopo '"'In o *°Y unido por un quelante de enlazador de tiourea (Wiseman et al (2000)
Eur. Jour. Nucl. Med. 27(7): 766-77; Wiseman et al (2002) Blood 99(12): 4336-42; Witzig et al (2002) J. Clin. Oncol.
20(10): 2453-63; Witzig et al (2002) J. Clin. Oncol. 20(15): 3262-69). Aunque ZEVALIN tiene actividad contra
Linfoma no de Hodgkin de linfocitos B (NHL), su administracion da como resultado citopenias graves y prolongadas
en la mayoria de los pacientes. MYLOTARG™ (gemtuzumab ozogamicina, Wyeth Pharmaceuticals), un conjugado
de farmaco y anticuerpo compuesto de un anticuerpo hu CD33 unido a caliqueamicina, se aprobo en el 2000 para el
tratamiento de leucemia mieloide aguda por inyeccion (Drugs of the Future (2000) 25(7): 686; Patentes de Estados
Unidos N° 4970198; 5079233; 5585089; 5606040; 5693762; 5739116; 5767285; 5773001). La cantuzumab
mertansina (Immunogen, Inc.), un conjugado de farmaco y anticuerpo compuesto del anticuerpo huC242 unido
mediante el enlazador disulfuro SPP con el resto farmacolégico de maitansinoide, DM1, se esta desarrollando para
el tratamiento de canceres que expresan el antigeno CanAg, tales como colon, pancreatico, gastrico y otros. MLN-
2704 (Millennium Pharm., BZL Biologics, Immunogen Inc.), un conjugado de farmaco y anticuerpo compuesto del
anticuerpo monoclonal anti antigeno de membrana especifico de préstata (PSMA) unido con el resto farmacolégico
de maitansinoide, DM1, se esta desarrollando para el tratamiento potencial de tumores prostaticos. El mismo resto
farmacolégico de maitansinoide, DM1, se unié6 mediante un enlazador no de disulfuro, SMCC, con un anticuerpo
monoclonal murino de ratén, TA.1 (Chari et al. (1992) Cancer Research 52: 127-131). Se indicd que este conjugado
era 200 veces menos potente que el conjugado de enlazador disulfuro correspondiente. Se consider6 en el mismo
que el enlazador SMCC era “no escindible”.
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Se han aislado varios compuestos peptidicos cortos del molusco marino, Dolabella auricularia, y se ha descubierto
que tienen actividad biologica (Pettit et al (1993) Tetrahedron 49: 9151; Nakamura et al (1995) Tetrahedron Letters
36: 5059-5062; Sone et al (1995) Journal Org Chem. 60: 4474). También se han preparado analogos de estos
compuestos, y se ha descubierto que algunos tienen actividad biolégica (para una revision, véase Pettit ef al (1998)
Anti-Cancer Drug Design 13: 243-277). Por ejemplo, la auristatina E (documento US 5635483) es un analogo
sintético del producto natural marino Dolastatina 10, un agente que inhibe la polimerizacién de tubulina uniéndose en
el mismo sitio en tubulina que el farmaco anti neoplasico vincristina (G. R. Pettit, (1997) Prog. Chem. Org. Nat. Prod.
70: 1-79). Dolastatina 10, auristatina PE y auristatina E son péptidos lineales que tienen cuatro aminoacidos, tres de
los cuales son unicos de la clase de compuestos de dolastatina, y una amida C terminal.

Los péptidos de auristatina, auristatina E (AE) y monometilauristatina (MMAE), analogos sintéticos de dolastatina, se
conjugaron con: (i) anticuerpos monoclonales quiméricos cBR96 (especificos de Y de Lewis en carcinomas); (ii)
cAC10 que es especifico de CD30 en tumores malignos hematoldgicos (Klussman, et al (2004), Bioconjugate
Chemistry 15(4): 765-773; Doronina et al (2003) Nature Biotechnology 21(7): 778-784; “Monomethylvaline
Compounds Capable of Conjugation to Ligands”; Francisco ef al (2003) Blood 102(4): 1458-1465; documento US
2004/0018194; (i) anticuerpos anti CD20 tales como Rituxan® (rituximab) (documento WO 04/032828) para el
tratamiento de canceres que expresan CD20 y trastornos inmunitarios; (iv) anticuerpos anti-EphB2 2H9 y anti-IL-8
para el tratamiento de cancer colorrectal (Mao, et al. (2004) Cancer Research 64(3): 781-788); (v) anticuerpo de
selectina E (Bhaskar et al. (2003) Cancer Res. 63: 6387-6394); y (vi) otros anticuerpos anti CD30 (documento WO
03/043583). También se ha conjugado monometilauristatina (MMAE) con 2H9, un anticuerpo contra EphB2R que es
un receptor de tirosina quinasa TM de tipo 1 con homologia cercana entre ratén y ser humano, y se sobreexpresa en
células de cancer colorrectal (Mao et al (2004) Cancer Res. 64: 781-788).

Se ha indicado que la monometilauristatina MMAF, una variante de auristatina E (MMAE) con una fenilalanina en el
extremo C terminal (documentos US 5767237; US 6124431), es menos potente que MMAE, pero mas potente
cuando se conjuga con anticuerpos monoclonales (Senter et al, Proceedings of the American Association for Cancer
Research, Volumen 45, Numero de Resumen 623, presentado el 28 de marzo de 2004). La auristatina F fenilen
diamina (AFP); una variante de fenilalanina de MMAE se unié a un mAb anti CD70, 1F6, a través del extremo C
terminal de 1F6 mediante un espaciador de fenilen diamina (Law et al, Proceedings of the American Association for
Cancer Research, Volumen 45, Nimero de Resumen 625, presentado el 28 de marzo de 2004).

También se han estudiado conjugados de toxina-anticuerpo anti CD22 como compuestos terapéuticos potenciales.
Por ejemplo, informes tempranos describian inmunotoxinas que contenian cadena A de ricina dirigidas contra anti
CD22 como agentes antineoplasicos potenciales (May, R.D. et al., Chemical Abstracts 106(21): 168656x paginas 35-
36 (1987); Ghetie, M. A. et al., Cancer Research 48: 2610-2617 (1988); y Amlot, P. L. et al., Blood 82(9): 2624-2633
(1993)). Cuando la toxina fue un radioisétopo, Epratuzumab, la versiéon IgG1 humanizada (con injertos de CDR) de
LL2, ha mostrado pruebas de actividad terapéutica para el radioinmunoconjugado (Juweid, M. E. et al., Clin. Cancer
Res. 5 (Supl 10): 3292s-3303s (1999); Griffiths, G. L. et al., J. Nucl. Med. 44: 77-84 (2003); Linden, O. et al., Clin.
Cancer Res. 5 (supl 10): 3287s-3291s (1999)).

Existe la necesidad en la técnica de farmacos adicionales para tratar diversos canceres relacionados con linfocitos B
tales como linfomas tales como linfoma no de Hodgkin y otros trastornos proliferativos de linfocitos B. Los farmacos
particularmente Utiles para este fin incluyen conjugados de farmaco-anticuerpo anti CD22 dirigidos a linfocitos B que
tienen una toxicidad significativamente menor, pero tienen eficacia terapéutica util. Estas y otras limitaciones y
problemas del pasado se abordan por la presente invencién.

La mencién de cualquier referencia en la presente solicitud no es una admision de que la referencia es técnica
anterior para la presente solicitud.

Sumario
La invencion se refiere a anticuerpos anti CD22 y métodos para usarlos.
La invencion se refiere a un anticuerpo que se une a CD22, en el que el anticuerpo comprende seis HVR:
(1) una HVR-H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID N°: 2;
(2) una HVR-H2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID N°: 4;
(3) una HVR-H3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID N°: 6;
(4) una HVR-L1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID N°: 10;

(5) una HVR-L2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID N° 12; y como se define en las
reivindicaciones;
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(6) una HVR-L3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID N° 14, como se define en las
reivindicaciones.

El anticuerpo anterior comprende ademds un armazén que es de un armazén de consenso de subgrupo Il VH y un
armazoén de consenso de subgrupo | VL, como se define en las reivindicaciones.

El anticuerpo que se une a CD22 comprende un dominio variable de cadena pesada de SEC ID N° 16 como se
define en las reivindicaciones.

El anticuerpo comprende un dominio variable de cadena ligera de SEC ID N° 18 como se define en las
reivindicaciones.

Un polinucleétido que codifica el anticuerpo anterior se describe como un vector que comprende el polinucleétido y
una célula hospedadora que comprende el vector. La célula hospedadora puede ser eucariota, por ejemplo la célula
hospedadora es una célula de ovario de hamster chino (CHO). Se describe un método para preparar un anticuerpo
anti CD22, en el que el método comprende cultivar la célula hospedadora en condiciones adecuadas para la
expresion del polinucleétido que codifica el anticuerpo, y aislar el anticuerpo.

En un aspecto, se proporciona un anticuerpo que se une a CD22 expresado en la superficie de una célula. En una
realizacion, el anticuerpo se une a un epitopo dentro de una region de CD22 humano o de ratén que comprende el
dominio 1 o el dominio 2 o los dominios 1 y 2. En una realizacién, la célula es célula de mamifero. En una
realizacion, la célula es una célula humana. En una realizacién, la célula es una célula cancerosa. En una realizacion
la célula es un linfocito B. En una realizacion la célula cancerosa es un linfocito B.

El anticuerpo anterior es un anticuerpo monoclonal. En una realizacién, el anticuerpo es un fragmento de anticuerpo
seleccionado de un fragmento Fab, Fab’-SH, Fv, scFv, o (Fab’)2.

Se describe un método para detectar la presencia de CD22 en una muestra biolégica, comprendiendo el método
poner en contacto la muestra biologica con cualquiera de los anticuerpos anteriores en condiciones permisivas para
la unién del anticuerpo con CD22, y detectar si se forma un complejo entre el anticuerpo y CD22. La muestra
biolégica puede comprender linfocitos B. La muestra biolégica puede ser de un mamifero que experimenta o se
sospecha que experimenta un trastorno de linfocitos B y/o un trastorno proliferativo de linfocitos B incluyendo, pero
sin limitacién, linfoma, linfoma no de Hodgkin (NHL), NHL agresivo, NHL agresivo recidivante, NHL indolente
recidivante, NHL refractario, NHL indolente refractario, leucemia linfocitica crénica (CLL), linfoma linfocitico pequefio,
leucemia, leucemia por tricoleucitos (HCL), leucemia linfocitica aguda (ALL) y linfoma de células del manto.

En un aspecto, se describe un método para diagnosticar un trastorno proliferativo celular asociado con expresion
aumentada de CD22, comprendiendo el método poner en contacto una célula de ensayo con cualquiera de los
anticuerpos anteriores; determinar el nivel de expresion de CD22 detectando la union del anticuerpo con CD22; y
comparar el nivel de expresién de CD22 por la célula de ensayo con el nivel de expresion de CD22 por una célula de
control, en el que un mayor nivel de expresion de CD22 por la célula de ensayo en comparacion con la célula de
control indica la presencia de un trastorno proliferativo celular asociado con aumento de la expresion de CD22. En
un ejemplo, la célula de ensayo es una célula de un paciente que se sospecha que tiene un trastorno proliferativo
celular, tal como un trastorno proliferativo de linfocitos B. En un ejemplo, el trastorno proliferativo celular se
selecciona de trastornos de linfocitos B incluyendo pero sin limitacion linfoma, linfoma no de Hodgkin (NHL), NHL
agresivo, NHL agresivo recidivante, NHL indolente recidivante, NHL refractario, NHL indolente refractario, leucemia
linfocitica crénica (CLL), linfoma linfocitico pequefio, leucemia, leucemia por tricoleucitos (HCL), leucemia linfocitica
aguda (ALL) y linfoma de células del manto. En un ejemplo, el método comprende determinar el nivel de expresion
de CD22 en la superficie de la célula de ensayo y comparar el nivel de expresion de CD22 en la superficie de la
célula de ensayo con el nivel de expresién de CD22 en la superficie de la célula de control.

En un aspecto, se describe un método para diagnosticar un trastorno proliferativo celular asociado con un aumento
en las células, tales como linfocitos B que expresan CD22, comprendiendo el método poner en contacto una célula
de ensayo en una muestra biolégica con cualquiera de los anticuerpos anteriores; determinar el nivel de anticuerpo
unido a células de ensayo en la muestra detectando la union del anticuerpo con CD22; y comparar el nivel de
anticuerpo unido a células en una muestra de control, en el que el nivel de anticuerpo unido se normaliza para el
numero de células que expresan CD22 en las muestras de ensayo y de control, y en el que un mayor nivel de
anticuerpo unido en la muestra de ensayo en comparacién con la muestra de control indica la presencia de un
trastorno proliferativo celular asociado con células que expresan CD22.

En un aspecto, se describe un método para detectar CD22 soluble en sangre o suero, comprendiendo el método
poner en contacto una muestra de ensayo de sangre o suero de un mamifero que se sospecha que experimenta un
trastorno proliferativo de linfocitos B con un anticuerpo anti CD22 de la invencién y detectar un aumento de CD22
soluble en la muestra de ensayo en relacién con una muestra de control de sangre o suero de un mamifero normal.
En un ejemplo, el método de deteccion es util como un método para diagnosticar un trastorno proliferativo de
linfocitos B asociado con un aumento de CD22 soluble en sangre o suero de un mamifero.
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Los anticuerpos descritos en la presente memoria incluyen anticuerpos modificados por ingenieria genética con
cisteina en los que uno o mas aminoacidos de un anticuerpo parental se reemplazan con un aminoacido cisteina
libre como se desvela en el documento WO02006/034488. Cualquier forma de anticuerpo anti CD22 puede
modificarse por ingenieria genética de este modo, es decir mutarse. Por ejemplo, un fragmento de anticuerpo Fab
parental puede modificarse por ingenieria genética para formar un Fab modificado por ingenieria genética con
cisteina, denominado en la presente memoria “TioFab”. De forma similar, un anticuerpo monoclonal parental puede
modificarse por ingenieria genética para formar un “TioMab”. Deberia observarse que una mutaciéon en un unico sitio
produce un unico resto de cisteina obtenido por ingenieria genética en un TioFab, mientras que una mutacioén en un
unico sitio produce dos restos de cisteina obtenidos por ingenieria genética en un TioMab, debido a la naturaleza
dimérica del anticuerpo de IgG. Los anticuerpos anti CD22 modificados por ingenieria genética con cisteina incluyen
anticuerpos monoclonales, anticuerpos monoclonales humanizados o quiméricos y fragmentos de unién a antigeno
de anticuerpos, polipéptidos de fusién y analogos que se unen preferentemente a polipéptidos CD22 asociados con
células. Un anticuerpo modificado por ingenieria genética con cisteina puede comprender como alternativa un
anticuerpo que comprende una cisteina en una posicién desvelada en la presente memoria en el anticuerpo o Fab,
resultante del disefio de secuencia y/o seleccion del anticuerpo, sin alterar necesariamente un anticuerpo parental,
tal como por disefio y seleccién de anticuerpo por presentacion de fagos o mediante disefio de novo de secuencias
marco conservadas de cadena ligera y/o cadena pesada y regiones constantes. Un anticuerpo modificado por
ingenieria genética con cisteina comprende uno o mas aminoacidos cisteina libres que tienen un valor de reactividad
a tiol en los intervalos de 0,6 a 1,0; 0,7 a 1,0 0 0,8 a 1,0. Un aminoacido cisteina libre es un resto de cisteina que se
ha introducido por ingenieria genética en el anticuerpo parental y no es parte de un enlace disulfuro. Los anticuerpos
modificados por ingenieria genética con cisteina son utiles para la unién de compuestos citotéxicos y/o de formacién
de imagenes en el sitio de la cisteina introducida por ingenieria genética mediante, por ejemplo, una maleimida o
haloacetilo. La reactividad nucledfila de la funcionalidad de tiol de un resto de Cys con un grupo de maleimida es
aproximadamente 1000 veces mayor en comparacion con cualquier otra funcionalidad de aminoacido en una
proteina, tal como un grupo amino de restos de lisina o el grupo amino N terminal. La funcionalidad especifica de tiol
en reactivos de yodoacetilo y maleimida puede reaccionar con grupos amina, pero se requieren mayor pH (>9,0) y
tiempos de reaccion mas largos (Garman, 1997, Non-Radioactive Labelling: A Practical Approach, Academic Press,
Londres).

En un ejemplo, un anticuerpo modificado por ingenieria genética con cisteina anti CD22 comprende una cisteina
introducida por ingenieria genética en una cualquiera de las siguientes posiciones, en las que la posicién se numera
de acuerdo con Kabat et al. en la cadena ligera (véase Kabat et al (1991) Sequences of Proteins of Immunological
Interest, 52 Ed. Public Health Service, National Institutes of Health, Bethesda, MD) y de acuerdo con la numeracion
de EU en la cadena pesada (incluyendo la regién Fc) (véase Kabat et al. (1991), mencionado anteriormente), en el
que la region constante de cadena ligera representada por el subrayado en la Figura 17A comienza en la posicién
108 (numeracién de Kabat) y la regiéon constante de cadena pesada representada por el subrayado en las Figuras
17B y 17C comienza en la posicion 118 (numeracion de EU). La posicion también puede denominarse por su
posicion en la numeracién secuencial de los aminoacidos de la cadena ligera o la cadena pesada de longitud
completa mostradas en las Figuras 17A-17C. De acuerdo con un ejemplo de la invencion, un anticuerpo anti CD22
comprende una cisteina introducida por ingenieria genética en LC-V205C (numero de Kabat: Val 205; namero
secuencial 210 en la Figura 17A modificado por ingenieria genética para que sea Cys en esa posicién). La cisteina
introducida por ingenieria genética en la cadena ligera se muestra en texto doble subrayado en negrita, en la Figura
17A. De acuerdo con el ejemplo, un anticuerpo anti CD22 comprende una cisteina introducida por ingenieria
genética en HC-A118C (numero de EU: Ala 118; nimero secuencial 121 en la Figura 17B modificado por ingenieria
genética para que sea Cys en esa posicion). La cisteina introducida por ingenieria genética en la cadena pesada se
muestra en texto doble subrayado en negrita en la Figura 17B. De acuerdo con un ejemplo, un anticuerpo anti CD22
comprende una cisteina introducida por ingenieria genética en Fc-S400C (nimero de EU: Ser 400; namero
secuencial 403 en la Figura 17C modificado por ingenieria genética para que sea Cys en esa posicion). La cisteina
introducida por ingenieria genética en la region Fc de la cadena pesada se muestra en texto doble subrayado en
negrita, en la Figura 17C. En otros ejemplos, la cisteina introducida por ingenieria genética de la cadena pesada
(incluyendo la region Fc) esta en una cualquiera de las siguientes posiciones (de acuerdo con la numeracion de EU):
41, 88, 116, 118, 120, 171, 282, 375 0 400. Por lo tanto, los cambios en el aminoacido en estas posiciones para un
anticuerpo anti CD22 parental de la invencion son: A41C, A88C, S116C, A118C, T120C, A171C, V282C, S375C o
S400C. En otros ejemplos, la cisteina introducida por ingenieria genética de la cadena ligera esta en una cualquiera
de las siguientes posiciones (de acuerdo con la humeracién de Kabat): 15, 43, 110, 144, 168, 205. Por lo tanto, los
cambios en el aminoacido en estas posiciones para un anticuerpo parental anti CD22 de la invencién son: V15C,
A43C, V110C, A144C, S168C o V205C.

Un anticuerpo anti CD22 modificado por ingenieria genética con cisteina comprende uno o mas aminoacidos de
cisteina libres, en el que anticuerpo anti CD22 modificado por ingenieria genética con cisteina se une a un
polipéptido de CD22 y se prepara por un procedimiento que comprende reemplazar uno o mas restos de
aminoacidos de un anticuerpo parental anti CD22 por cisteina en el que el anticuerpo parental comprende al menos
una secuencia de HVR seleccionada de:

(a) una secuencia de HVR-L1 RSSQSIVHSNGNTFLE (SEC ID N°: 9) o secuencia RSSQSNHSVGNTFLE (SEC
ID N°: 10) (Figura 2B);
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(b) una secuencia de HVR-L2 KVSNRFS (SEC ID N°: 12) (Figura 2B);

(c) una secuencia de HVR-L3 FQGSQFPYT (SEC ID N°: 14) (Figura 2B);

(d) una secuencia de HVR-H1 GYEFSRSWMN (SEC ID N°: 2) (Figura 2A);

(e) una secuencia de HVR-H2 GRIYPGDGDTNYSGKFKG (SEC ID N°: 4) (Figura 2A); y
(f) una secuencia de HVR-H3 DGSSWDWYFDV (SEC ID N°: 6) (Figura 2A).

Un anticuerpo anti CD22 modificado por ingenieria genética con cisteina, puede comprender una secuencia de
aminoacidos que tiene al menos aproximadamente 80 % de identidad de secuencia de aminoacidos, como
alternativa al menos aproximadamente 81 %, 82 %, 83 %, 84 %, 85 %, 86 %, 87 %, 88 %, 89 %, 90 %, 91 %, 92 %,
93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 % de identidad de secuencia de aminoacidos, con un anticuerpo
modificado por ingenieria genética con cisteina que tiene una secuencia de aminoacidos de longitud completa como
se desvela en la presente memoria, 0 una secuencia de aminoacidos de anticuerpo modificado por ingenieria
genética con cisteina que carece del péptido sefial como se desvela en la presente memoria.

También se describe en la presente memoria un anticuerpo anti CD22 modificado por ingenieria genética con
cisteina aislado que comprende una secuencia de aminoacidos que esta codifica por una secuencia de nucleétidos
que hibrida con el complemento de una molécula de ADN que codifica (a) un anticuerpo modificado por ingenieria
genética con cisteina que tiene una secuencia de aminoacidos de longitud completa como se desvela en la presente
memoria, (b) una secuencia de aminoacidos de anticuerpo modificado por ingenieria genética con cisteina que
carece del péptido sefial como se desvela en la presente memoria, (c) un dominio extracelular de una proteina de
anticuerpo modificada para ingenieria genética con cisteina transmembrana, con o sin el péptido sefial, como se
desvela en la presente memoria, (d) una secuencia de aminoacidos codificada por cualquiera de las secuencias de
acido nucleico desveladas en la presente memoria o (e) cualquier otro fragmento especificamente definido de una
secuencia de aminoacidos de anticuerpo modificada por ingenieria genética con cisteina de longitud completa como
se desvela en la presente memoria.

También se describe un anticuerpo anti CD22 modificado por ingenieria genética con cisteina aislado sin la
secuencia sefial N terminal y/o sin la metionina de inicio y se codifica por una secuencia de nucleétidos que codifica
dicha secuencia de aminoacidos como se describe en la presente memoria. También se describen en la presente
memoria procedimientos para producir los mismos, en los que los procedimientos comprenden cultivar una célula
hospedadora que comprende un vector que comprende la molécula de acido nucleico codificante apropiada en
condiciones adecuadas para la expresién del anticuerpo modificado por ingenieria genética con cisteina y recuperar
el anticuerpo modificado por ingenieria genética con cisteina del cultivo celular.

También se describe un anticuerpo anti CD22 modificado por ingenieria genética con cisteina aislado que tiene
dominios transmembrana suprimido o dominio transmembrana inactivado. También se describen en la presente
memoria procedimientos para producir los mismos, en los que estos procedimientos comprenden cultivar una célula
hospedadora que comprende un vector que comprende la molécula de acido nucleico codificante apropiada en
condiciones adecuadas para la expresion del anticuerpo modificado por ingenieria genética con cisteina y recuperar
el anticuerpo modificado por ingenieria genética con cisteina del cultivo celular.

También se describen anticuerpos modificados por ingenieria genética con cisteina quiméricos anti CD22 aislados,
que comprenden cualquiera de los anticuerpos modificados por ingenieria genética con cisteina descritos en la
presente memoria fusionados con un polipéptido heterélogo (no CD22). Los ejemplos de dichas moléculas
quiméricas comprenden cualquiera de los anticuerpos modificados por ingenieria genética con cisteina descritos en
la presente memoria fusionados con un polipéptido heterélogo tal como, por ejemplo una secuencia marcadora
epitépica o una regién Fc de una inmunogloblulina.

El anticuerpo anti CD22 modificado por ingenieria genética con cisteina puede ser un anticuerpo monoclonal,
fragmento de anticuerpo, anticuerpo quimérico, anticuerpo humanizado, anticuerpo monocatenario o anticuerpo que
inhibe de forma competitiva la unién de un anticuerpo polipeptidico anti CD22 con su epitopo antigénico respectivo.
Los anticuerpos pueden conjugarse opcionalmente con un agente inhibidor del crecimiento o agente citotoxico tal
como una toxina, incluyendo, por ejemplo, una auristatina, un antibiético, un isétopo radiactivo, una enzima
nucleolitica, o similares de acuerdo con la invencion. Los anticuerpos pueden producirse opcionalmente en células
CHO o células bacterianas y preferentemente inhiben el crecimiento o proliferacion de o inducen la muerte de una
célula con la que se unen. Para fines de diagndstico, los anticuerpos pueden marcarse de forma detectable, unirse a
un soporte sélido o similares.

También se describen en la presente memoria vectores que comprenden ADN que codifica cualquiera de los
anticuerpos anti CD22 descritos en la presente memoria y anticuerpos modificados por ingenieria genética con
cisteina descritos anti CD22. También se describen células hospedadoras que comprenden cualquiera de dichos
vectores. Como ejemplo, las células hospedadoras pueden ser células CHO, células E. coli o células de levadura.
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Se describe ademas un procedimiento para producir cualquiera de los polipéptidos descritos en la presente memoria
y comprende cultivar células hospedadoras en condiciones adecuadas para la expresion del polipéptido deseado y
recuperar el polipéptido deseado del cultivo celular.

Los anticuerpos modificados por ingenieria genética con cisteina pueden ser utiles en el tratamiento del cancer e
incluyen anticuerpos especificos para receptores de superficie celular y transmembrana, y antigenos asociados con
tumor (TAA). Dichos anticuerpos pueden usarse como anticuerpos desnudos (no conjugados con un farmaco o resto
marcador) o como conjugados de anticuerpo-farmaco (ADC). Los anticuerpos modificados por ingenieria genética
con cisteina pueden estar acoplados de forma especifica de sitio y eficazmente con un reactivo sensible a tiol. El
reactivo sensible a tiol puede ser un reactivo enlazador multifuncional, un reactivo marcador de captura, un reactivo
fluoréforo o un intermedio de enlazador farmacoldgico. El anticuerpo modificado por ingenieria genética con cisteina
puede marcarse con un marcador detectable, inmovilizarse en un soporte de fase sélida y/o conjugarse con un resto
farmacolégico. La reactividad del tiol puede generalizarse a cualquier anticuerpo en el que pueda realizarse
sustitucion de aminoacidos con aminoacidos de cisteina reactivos dentro de los intervalos en la cadena ligera
seleccionados de los intervalos de aminoéacidos: L-10 a L-20; L-38 a L-48; L-105 a L-115; L-139 a L-149; L-163 a L-
173; y dentro de los intervalos en la cadena pesada seleccionados de los intervalos de aminoacidos: H-35 a H-45; H-
83 a H-93; H-114 a H-127; y H-170 a H-184, y en la region Fc dentro de los intervalos seleccionados de H-268 a H-
291; H-319 a H-344; H-370 a H-380; y H-395 a H-405, en los que la numeracion de las posiciones de aminoacidos
comienza en la posicion 1 del sistema de numeracion de Kabat (Kabat ef al. (1991) Sequences of Proteins of
Immunological Interest, 52 Ed. Public Health Service, National Institutes of Health, Bethesda, MD) y contintia
secuencialmente a continuacion como se desvela en el documento W02006034488. La reactividad de tiol también
puede generalizarse a ciertos dominios de un anticuerpo, tales como el dominio constante de cadena ligera (CL) y
los dominios constantes de cadena pesada, CH1, CH2 y CH3. Pueden realizarse reemplazos de cisteina que dan
como resultado valores de reactividad de tiol de 0,6 y mayores en los dominios constantes de cadena pesada a, 9, ¢,
v ¥y u de anticuerpos intactos: IgA, IgD, IgE, IgG e IgM, respectivamente, incluyendo las subclases de IgG: IgG1,
19G2, 1I9G3, 1IgG4, IgA e IgA2. Dichos anticuerpos y sus usos se desvelan en el documento W02006/034488.

Los anticuerpos modificados por ingenieria genética con cisteina preferentemente conservan la capacidad de union
a antigeno de sus homologos de anticuerpo parental, de tipo silvestre. Por lo tanto, los anticuerpos modificados por
ingenieria genética con cisteina son capaces de unirse, preferentemente de forma especifica, con antigenos. Dichos
antigenos incluyen, por ejemplo, antigenos asociados con tumores (TAA), proteinas de receptores de superficie
celular y otras moléculas de superficie celular, proteinas transmembrana, proteinas de sefalizacion, factores
reguladores de la supervivencia celular, factores reguladores de la proliferacién celular, moléculas asociadas con
(por ejemplo, para las que se sabe o se sospecha que contribuyen funcionalmente a) el desarrollo o diferenciacion
tisular, linfocinas, citocinas, moléculas implicadas en la regulaciéon del ciclo celular, moléculas implicadas en la
vasculogénesis y moléculas asociadas con (por ejemplo, para la que se sabe o se sospecha que contribuyen
funcionalmente a) la angiogénesis. El antigeno asociado a tumor puede ser un factor de diferenciacion de grupos (es
decir, una proteina CD, incluyendo pero sin limitacion CD22). Los anticuerpos anti CD22 modificados por ingenieria
genética con cisteina conservan la capacidad de union a antigeno de sus homélogos de anticuerpo anti CD22
parental. Por lo tanto, los anticuerpos anti CD22 modificados por ingenieria genética con cisteina son capaces de
unirse, preferentemente de forma especifica, con antigenos CD22 incluyendo isoformas anti CD22 humanas beta y/o
alfa, incluyendo cuando dichos antigenos se expresan en la superficie de células, incluyendo, sin limitacion, linfocitos
B.

Un anticuerpo puede conjugarse con otros agentes reactivos a tiol en los que el grupo reactivo es, por ejemplo, una
maleimida, una yodoacetamida, un disulfuro de piridilo u otro compariero de conjugacion reactivo a tiol (Haugland,
2003, Molecular Probes Handbook of Fluorescent Probes and Research Chemicals, Molecular Probes, Inc.; Brinkley,
1992, Bioconjugate Chem. 3:2; Garman, 1997, Non-Radioactive Labelling: A Practical Approach, Academic Press,
Londres; Means (1990) Bioconjugate Chem. 1:2; Hermanson, G. in Bioconjugate Techniques (1996) Academic
Press, San Diego, pp. 40-55, 643-671). El compariero puede ser un agente citotoxico (por ejemplo una toxina tal
como doxorrubicina o toxina pertussis), un fluoréforo tal como un colorante fluorescente como fluoresceina o
rodamina, un agente quelante para un metal de formacién de imagenes o radioterapéutico, un marcador peptidilico o
no peptidilico o un marcador de deteccion, o un agente modificador de la eliminacién tal como diversos isémeros de
polietilenglicol, un péptido que se une a un tercer componente, u otro carbohidrato o agente lipofilo.

En un aspecto, los anticuerpos pueden conjugarse con cualquier resto marcador que puede estar unido
covalentemente con el anticuerpo mediante un resto reactivo, un resto activado, o un grupo de tiol de cisteina
reactivo (Singh et al (2002) Anal. Biochem. 304: 147-15; Harlow E. y Lane, D. (1999) Using Antibodies: A Laboratory
Manual, Cold Springs Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY; Lundblad R. L. (1991) Chemical Reagents
for Protein Modification, 22 ed. CRC Press, Boca Raton, FL). El marcador unido puede actuar para: (i) proporcionar
una sefal detectable; (ii) interaccionar con un segundo marcador para modificar la sefial detectable proporcionada
por el primer o segundo marcador, por ejemplo para proporcionar FRET (transferencia de energia por resonancia de
fluorescencia); (iii) estabilizar interacciones o aumentar la afinidad de union con el antigeno o ligando; (iv) afectar a
la movilidad, por ejemplo movilidad electroforética o permeabilidad celular, por carga, hidrofobicidad, forma u otros
parametros fisicos, o (v) proporcionar un resto de captura, para modular la afinidad del ligando, unién de
anticuerpo/antigeno o formacién de complejos i6nicos.
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Los anticuerpos modificados por ingenieria genética con cisteina marcados pueden ser Utiles en ensayos de
diagnostico, por ejemplo, para detectar la expresion de un antigeno de interés en células, tejidos o suero
especificos. Para aplicaciones de diagndstico, el anticuerpo se marcara normalmente con un resto detectable. Esta
disponibles numerosos marcadores que pueden agruparse generalmente en las siguientes categorias:

Radioisétopos (radionuclidos), tales como 2H, ''C, 4C, 18F, 32p, 35S, 64Cy, %8Ga, 80Y, ®9Tc, "I, 23], 124, 125], 131],
133Xe, 177Lu, 2"At o0 2'3Bi. Los anticuerpos maracos con radiois6topo son utiles en experimentos de formacion de
imagenes dirigidos a receptor. El anticuerpo puede marcarse con reactivos de ligando que se unen, se quelan o
forman complejo de otro modo con un metal radioisétopo en el que el reactivo es sensible al tiol con cisteina
introducida por ingenieria genética del anticuerpo, usando las técnicas descritas en Current Protocols in
Immunology, Volumenes 1y 2, Coligen et al, Ed. Wiley-Interscience, Nueva York, NY, Pubs. (1991). Los ligandos
guelantes que pueden formar complejos con un ién metdlico incluyen DOTA, DOTP, DOTMA, DTPA y TETA
(Macrocyclics, Dallas, TX). Los radionuclidos pueden dirigirse mediante formacién de complejos con los
conjugados de anticuerpo-farmaco de la invencion (Wu et al. (2005) Nature Biotechnology 23(9): 1137-1146).

Pueden prepararse reactivos enlazadores tales como DOTA-maleimida (4-maleimidobutiramidobencil-DOTA) por la
reaccion de aminobencil-DOTA con acido 4-maleimidobutirico (Fluka) activado con isopropilcloroformato (Aldrich),
siguiendo el procedimiento de Axworthy et al (2000) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 97(4): 1802-1807). Los reactivos de
DOTA-maleimida reaccionan con los aminoacidos de cisteina libres de los anticuerpos modificados por ingenieria
genética con cisteina y proporcionan un ligando que forma complejo con metal en el anticuerpo (Lewis et al (1998)
Bioconj. Chem. 9: 72-86). Estan disponibles en el mercado reactivos marcadores de enlazadores quelantes tales
como DOTA-NHS (1,4,7,10-tetraazaciclododecan-1,4,7,10-tetraacético mono (N-hidroxisuccinimida éster)
(Macrocyclics, Dallas, TX). La formacion de imagenes dirigida a receptores con anticuerpos marcados con
radionuclidos puede proporcionar un marcador de activacion de la ruta por deteccion y cuantificacion de
acumulacion progresiva de anticuerpos en tejido tumoral (Albert et al (1998) Bioorg. Med. Chem. Lett. 8: 1207-1210).
Los radiometales conjugados pueden permanecer intracelulares después de la degradacion lisosémica.

Se desvelan complejos quelantes metalicos adecuados como marcadores de anticuerpo para experimentos de
formacion de imagenes: documentos US 5342606; US 5428155; US 5316757; US 5480990; US 5462725; US
5428139; US 5385893; US 5739294; US 5750660; US 5834456; Hnatowich et al (1983) J. Immunol. Methods 65:
147-157; Meares et al (1984) Anal. Biochem. 142: 68-78; Mirzadeh et al (1990) Bioconjugate Chem. 1: 59-65;
Meares et al (1990) J. Cancer 1990, Supl. 10: 21-26; Izard et al (1992) Bioconjugate Chem. 3: 346-350; Nikula et a/
(1995) Nucl. Med. Biol. 22: 387-90; Camera et al (1993) Nucl. Med. Biol. 20: 955-62; Kukis et al (1998) J. Nucl. Med.
39: 2105-2110; Verel et al (2003) J. Nucl. Med. 44: 1663-1670; Camera et al (1994) J. Nucl. Med. 21: 640-646;
Ruegg et al (1990) Cancer Res. 50: 4221-4226; Verel et al (2003) J. Nucl. Med. 44: 1663-1670; Lee et al (2001)
Cancer Res. 61: 4474-4482; Mitchell, ef al (2003) J. Nucl. Med. 44: 1105-1112; Kobayashi et al (1999) Bioconjugate
Chem. 10: 103-111; Miederer et al (2004) J. Nucl. Med. 45: 129-137; DeNardo et al (1998) Clinical Cancer Research
4: 2483-90; Blend et al (2003) Cancer Biotherapy & Radiopharmaceuticals 18: 355-363; Nikula et al (1999) J. Nucl.
Med. 40: 166-76; Kobayashi ef al (1998) J. Nucl. Med. 39: 829-36; Mardirossian et al (1993) Nucl. Med. Biol. 20: 65-
74; Roselli et al (1999) Cancer Biotherapy & Radiopharmaceuticals, 14: 209-20.

(b) Marcadores fluorescentes tales como quelados de tierras raras (quelados de europio), tipos de fluoresceina
incluyendo FITC, 5-carboxifluoresceina, 6-carboxifluoresceina; tipos de rodamina incluyendo TAMRA; dansilo;
Lisamina; cianinas; ficoeritrinas; Texas Red; y analogos de los mismos. Los marcadores fluorescentes pueden
conjugarse con anticuerpos usando las técnicas desveladas en Current Protocols in Immunology, mencionado
anteriormente, por ejemplo. Los colorantes fluorescentes y reactivos marcadores fluorescentes incluyen los que
estan disponibles en el mercado de Invitrogen/Molecular Probes (Eugene, OR) y Pierce Biotechnology, Inc.
(Rockford, IL).

(c) Estan disponibles o se desvelan diversos marcadores de sustrato enzimatico (documento US 4275149). La
enzima cataliza en general una alteracidon quimica de un sustrato cromogénico que puede medirse usando
diversas técnicas. Por ejemplo, la enzima puede catalizar un cambio de color en un sustrato, que puede medirse
mediante espectrofotometria. Como alternativa, la enzima puede alterar la fluorescencia o quimioluminiscencia
del sustrato. Se han descrito anteriormente técnicas para cuantificar un cambio en la fluorescencia. El sustrato
quimioluminiscente se excita electrbnicamente mediante una reaccién quimica y puede después emitir luz que
puede medirse (usando por ejemplo un quimioluminédmetro) o dona energia a un aceptor fluorescente. Los
ejemplos de marcadores enzimaticos incluyen luciferasas (por ejemplo, luciferasa de luciérnaga y luciferasa
bacteriana; documento US 4737456), luciferina, 2,3-dihidroftalacinedionas, malato deshidrogenasa, ureasa,
peroxidasa tal como peroxidasa de rabano rusticano (HRP), fosfatasa alcalina (AP), B-galactosidasa,
glucoamilasa, lisozima, oxidasas de sacaridos (por ejemplo, glucosa oxidasa, galactosa oxidasa y glucosa-6-
fosfato deshidrogenasa), oxidasas heterociclicas (tales como uricasa y xantina oxidasas), lactoperoxidasa,
microperoxidasa y similares. Se describen técnicas para conjugar enzimas con anticuerpos en O’Sullivan et al
(1981) “Methods for the Preparation of Enzyme-Antibody Conjugates for use in Enzyme Immunoassay”’, en
Methods in Enzym. (ed J. Langone y H. Van Vunakis), Academic Press, Nueva York, 73: 147-166.

Ejemplos de combinaciones de enzima-sustrato incluyen, por ejemplo:
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(i) Peroxidasa de rabano rusticano (HRP) con peroxidasa de hidrégeno como sustrato, en el que la peroxidasa de
hidrégeno oxida un precursor de colorante (por ejemplo, ortofenilendiamina (OPD) o clorhidrato de 3,3',5,5-
tetrametilbencidina (TMB));

(ii) fosfatasa alcalina (AP) con paranitrofenilfosfato como sustrato cromogénico; y

(iii) B-D-galactosidasa (3-D-Gal) con un sustrato cromogénico (por ejemplo, p-nitrofenil-3-D-galactosidasa) o
sustrato fluorogénico 4-metilumbeliferil-3-D-galactosidasa.

Estan disponibles numerosas otras combinaciones de enzima-sustrato para los expertos en la materia. Para una
revisién general, véase documentos US 4275149 y US 4318980.

Un marcador puede conjugarse indirectamente con una cadena lateral de aminoacidos, una cadena lateral de
aminoacidos activada, un anticuerpo modificado por ingenieria genética con cisteina, y similares. Por ejemplo, el
anticuerpo puede conjugarse con biotina y cualquiera de las tres categorias generales de marcadores mencionadas
anteriormente puede conjugarse con avidina o estreptavidina, o viceversa. La biotina se une selectivamente a
estreptavidina y de este modo el marcador puede conjugarse con el anticuerpo de esta manera indirecta. Como
alternativa, para conseguir conjugacion indirecta del marcador con la variante polipeptidica, la variante polipeptidica
se conjuga con un hapteno pequefo (por ejemplo, digoxina) y uno de los diferentes tipos de marcadores
mencionados anteriormente se conjuga con una variante polipeptidica anti hapteno (por ejemplo, anticuerpo anti
digoxina). Por lo tanto, puede conseguirse conjugacion indirecta del marcador con la variante polipeptidica
(Hermanson, G. (1996) en Bioconjugate Techniques Academic Press, San Diego).

El anticuerpo puede emplearse en cualquier método de ensayo conocido, tal como ELISA, ensayos de unién
competitiva, ensayos de tipo sandwich directos e indirectos, y ensayos de inmunoprecipitacién (Zola, (1987)
Monoclonal Antibodies: A Manual of Techniques, pp.147-158, CRC Press, Inc.).

Un marcador de deteccion puede ser util para localizar, visualizar y cuantificar un acontecimiento de union o
reconocimiento. Los anticuerpos marcados pueden detectar receptores de superficie celular. Otro uso para
anticuerpos marcados de forma detectable es un método de inmunocaptura basado en perlas que comprende
conjugar una perla con un anticuerpo marcador con fluorescencia y detectar una sefial de fluorescencia tras la unién
de un ligando. Metodologias de deteccion de unién similares utilizan el efecto de la resonancia de plasmoén
superficial (SPR) para medir y detectar las interacciones anticuerpo-antigeno.

Marcadores de deteccién tales como colorantes fluorescentes y colorantes quimioluminiscentes (Briggs et al (1997)
“Synthesis of Functionalised Fluorescent Dyes and Their Coupling to Amines and Amino Acids,” J. Chem. Soc.,,
Perkin-Trans. 1: 1051-1058) proporcionan una sefial detectable y son generalmente aplicables para anticuerpos de
marcaje, preferentemente con las siguientes propiedades: (i) el anticuerpo marcado deberia producir una sefial muy
alta con bajo fondo de modo que puedan detectarse sensiblemente cantidades pequefias de anticuerpos en ensayos
tanto sin células como basados en células; y (ii) el anticuerpo marcado deberia ser fotoestable de modo que la sefial
fluorescente pueda observarse, controlarse y registrarse sin fotoblanqueo significativo. Para aplicaciones que
implican la unién en superficie celular de anticuerpo marcado con membranas o superficies celulares, especialmente
células vivas, los marcadores preferentemente (iii) tienen buena solubilidad en agua para conseguir sensibilidad de
deteccién y concentracién conjugada eficaz y (iv) no son toxicos para células vivas de modo que no se alteren los
procesos metabdlicos normales de las células o provoquen muerte celular prematura.

La cuantificacién directa de la intensidad de fluorescencia celular y enumeracién de acontecimientos marcados con
fluorescencia, por ejemplo uniéon en superficie celular de conjugados de péptido-colorante puede realizarse en un
sistema (FMAT® 8100 HTS System, Applied Biosystems, Foster City, Calif.) que automatiza ensayos no reactivos, de
mezcla y lectura con células vivas o perlas (Miraglia, “Homogeneous cell- and bead-based assays for high
throughput screening using fluorometric microvolume assay technology”, (1999) J. of Biomolecular Screening 4: 193-
204). Los usos de anticuerpos marcados también incluyen ensayos de unién de receptor de superficie celular,
ensayos de inmunocaptura, ensayos inmunoabsorbentes ligados a fluorescencia (FLISA), escisidon de caspasa
(Zheng, “Caspase-3 controls both cytoplasmic and nuclear events associated with Fas-mediated apoptosis in vivo”,
(1998) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 95: 618-23; documento US 6372907), apoptosis (Vermes, “A novel assay for
apoptosis. Flow cytometric detection of phosphatidylserine expression on early apoptotic cells using fluorescein
labelled Annexin V” (1995) J. Immunol. Methods 184: 39-51) y ensayos citotdxicos. La tecnologia de ensayo de
microvolimenes fluorométricos puede usarse para identificar la regulacién positiva o negativa por una molécula que
se dirige a la superficie celular (Swartzman, “A homogeneous and multiplexed immunoassay for high-throughput
screening using fluorometric microvolume assay technology”, (1999) Anal. Biochem. 271: 143-51).

Los anticuerpos marcados son utiles como biomarcadores de formacion de imagenes y sondas por los diversos
métodos y técnicas de formacion de imagenes biomédicas y moleculares tales como: (i) IRM (formacion de
imagenes por resonancia magnética); (i) MicroCT (tomografia computarizada); (i) SPECT (tomografia
computarizada de emisién de un unico fotén); (iv) PET (tomografia de emision de positrones) Chen et al (2004)
Bioconjugate Chem. 15: 41-49; (v) bioluminiscencia; (vi) fluorescencia; y (vii) ultrasonidos. La inmunoescintigrafia es
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un procedimiento de formacion de imagenes en el que los anticuerpos marcados con sustancias radiactivas se
administran a un paciente animal o humano y se toma una imagen de sitios en el cuerpo donde se localiza el
anticuerpo (documento US 6528624). Los biomarcadores de formaciéon de imagenes pueden medirse y evaluarse de
forma objetiva como un indicador de procesos biolégicos normales, procesos patdgenos o respuestas
farmacolégicas a una intervencion terapéutica. Los biomarcadores pueden ser de varios tipos: el Tipo 0 son
marcadores de historia natural de una enfermedad y se correlacionan longitudinalmente con indices clinicos
conocidos, por ejemplo evaluacién por IRM de la inflamacién sinovial en artritis reumatoide; los marcadores de Tipo |
capturan el efecto de una intervencion de acuerdo con un mecanismos de accién, incluso aunque el mecanismo
pueda no estar asociado con el resultado clinico; los marcadores de Tipo Il actian como criterios de valoracion
sustitutos en los que el cambio en, o sefal de, el biomarcador predice un beneficio clinico para “validar’ la respuesta
diana, tal como erosiéon del hueso medida en artritis reumatoide por CT. Los biomarcadores de formacion de
imagenes pueden por lo tanto proporcionar informacion terapéutica farmacodinamica (PD) acerca de: (i) la expresion
de una proteina diana, (ii) la unién de un producto terapéutico con la proteina diana, es decir selectividad, y (iii) datos
farmacocinéticos de semivida y eliminacion. Las ventajas de los biomarcadores de formacién de imagenes in vivo en
relacion con biomarcadores basados en el laboratorio incluyen: tratamiento no invasivo, evaluacién de cuerpo
completo, cuantificable, dosificacion repetida y evaluacién, es decir multiples puntos temporales, y potencialmente
efectos transferibles de resultados preclinicos (animales pequefios) a clinicos (seres humanos). Para algunas
aplicaciones, la formacion de bioimagenes reemplaza o minimiza el nimero de experimentos animales en estudios
preclinicos.

Se conocen bien métodos de marcaje de péptidos. Véase Haugland, 2003, Molecular Probes Handbook of
Fluorescent Probes and Research Chemicals, Molecular Probes, Inc.; Brinkley, 1992, Bioconjugate Chem. 3: 2;
Garman, (1997) Non-Radioactive Labelling: A Practical Approach, Academic Press, Londres; Means (1990)
Bioconjugate Chem. 1: 2; Glazer et al (1975) Chemical Modification of Proteins. Laboratory Techniques in
Biochemistry and Molecular Biology (T. S. Work y E. Work, Eds.) American Elsevier Publishing Co., Nueva York;
Lundblad, R. L. y Noyes, C. M. (1984) Chemical Reagents for Protein Modification, Vols. | and I, CRC Press, Nueva
York; Pfleiderer, G. (1985) “Chemical Modification of Proteins”, Modem Methods in Protein Chemistry, H. Tschesche,
Ed., Walter DeGryter, Berlin y Nueva York; y Wong (1991) Chemistry of Protein Conjugation and Cross-linking, CRC
Press, Boca Raton, Fla.); De Leon-Rodriguez et al (2004) Chem. Eur. J. 10: 1149-1155; Lewis et al (2001)
Bioconjugate Chem. 12: 320-324; Li et al (2002) Bioconjugate Chem. 13: 110-115; Mier et al (2005) Bioconjugate
Chem. 16: 240-237.

Se someten a transferencia de energia por resonancia de fluorescencia (FRET) proteinas y péptidos marcados con
dos restos, un indicador fluorescente e interruptor en suficiente proximidad. Los grupos indicadores son
normalmente colorantes fluorescentes que se excitan por luz a una cierta longitud de onda y transfieren energia a un
grupo aceptor, o interruptor, con el desplazamiento de Stokes apropiado para emision a brillo maximo. Los
colorantes fluorescentes incluyen moléculas con aromaticidad prolongada, tales como fluoresceina y rodamina y sus
derivados. El indicador fluorescente puede estar parcial o significativamente inactivado por el resto interruptor en un
péptido intacto. Tras la escisiéon del péptido por una peptidasa o proteasa, puede medirse un aumento detectable de
la fluorescencia (Knight, C. (1995) “Fluorimetric Assays of Proteolytic Enzymes”, Methods in Enzymology, Academic
Press, 248: 18-34).

Los anticuerpos marcados también pueden usarse como un agente de purificacion de afinidad. En este
procedimiento, el anticuerpo marcado se inmoviliza en una fase soélida tal como resina de Sephadex o papel de filtro,
usando métodos bien conocidos en la técnica. El anticuerpo inmovilizado se pone en contacto con una muestra que
contiene el antigeno para purificar, y a continuacion el soporte se lava con un disolvente adecuado que retirara
sustancialmente todo el material en la muestra excepto el antigeno para purificar, que esta unido a la variante
polipeptidica inmovilizada. Finalmente, el soporte se lava con otro disolvente adecuado, tal como tampén de glicina,
pH 5,0, que liberara el antigeno de la variante polipeptidica.

Los reactivos de marcaje normalmente portan funcionalidad reactiva que puede reaccionar (i) directamente con un
tiol de cisteina de un anticuerpo modificado por ingenieria genética con cisteina para formar el anticuerpo marcado,
(i) con un reactivo enlazador para formar un intermedio de enlazador-marcador, o (jiii) con un anticuerpo enlazador
para formar el anticuerpo marcado. La funcionalidad reactiva de reactivos de marcaje incluye: maleimida,
haloacetilo, yodoacetamida succinimidil éster (por ejemplo, NHS, N-hidroxisuccinimida), isotiocianato, cloruro de
sulfonilo, 2,6-diclorotriacinilo, pentafluorofenil éster, y fosforamidita, aunque también pueden usarse otros grupos
funcionales.

Un grupo funcional reactivo ilustrativo es N-hidroxisuccinimidil éster (NHS) de un sustituyente de grupo carboxilo de
un marcador detectable, por ejemplo biotina o un colorante fluorescente. EI NHS éster del marcador puede
preformarse, aislarse, purificarse y/o caracterizarse, o puede formarse in situ y hacerse reaccionar con un grupo
nucleofilo de un anticuerpo. Normalmente, la forma carboxilica del marcador se activa reaccionando con alguna
combinaciéon de un reactivo de carbodiimida, por ejemplo diciclohexilcarbodiimida, diisopropilcarbodiimida o un
reactivo de uronio, por ejemplo TSTU (O-(N-succinimidil)-N,N,N’,N-tetrametiluronio tetrafluoroborato, HBTU (O-
benzotriazol-1-il)-N,N,N’, N’-tetrametiluronio  hexafluorofosfato) o HATU (O-(7-azabenzotriazol-1-il)-N,N,N’,N*-
tetrametiluronio hexafluorofosfato), un activador tal como 1-hidroxibenzotriazol (HOBt) y N-hidroxisuccinimida para
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proporcionar el NHS éster del marcador. En algunos casos el marcador y el anticuerpo puede acoplarse por
activacion in situ del marcador y reaccién con el anticuerpo para formar el conjugado de marcador-anticuerpo en una
etapa. Otros reactivos de activacion y acoplamiento incluyen TBTU (2-(1H-benzotriazo-1-il)-1-1,3,3-tetrametiluronio
hexafluorofosfato), TFFH (N,N’,N”,N”-tetrametiluronio 2-fluoro-hexafluorofosfato), PIBOP (benzotriazol-1-il-oxi-tris-
pirrolidino-fosfonio hexafluorofosfato, EEDQ (2-etoxi-1-etoxicarbonil-1,2-dihidroquinolina), DCC
(diciclohexilcarbodiimida); DIPCDI (diisopropilcarbodiimida), MSNT (1-(mesitilen-2-sulfonil)-3-nitro-1H-1,2,4-triazol, y
aril sulfonil haluros, por ejemplo cloruro de triisopropilbencenosulfonilo.

Compuestos de Fab-péptido de unién a albumina

El anticuerpo puede fusionarse con una proteina de unién a albumina. La union de proteina de plasma puede ser un
medio eficaz para mejorar las propiedades farmacocinéticas de moléculas de vida corta. La albumina es la proteina
mas abundante en plasma. Los péptidos de unién a albumina de suero (ABP) pueden alterar la farmacodinamica de
proteinas de dominio activo fusionadas, incluyendo alteracion de la captacion, penetracion y difusion tisular. Estos
parametros farmacodinamicos pueden modularse por seleccién especifica de la secuencia peptidica de unién a
albumina de suero apropiada (documento US 20040001827). Se ha identificado una serie de péptidos de unidén a
albamina por exploracion de presentacion de fagos (Dennis et al. (2002) “Albumin Binding As A General Strategy For
Improving The Pharmacokinetics Of Proteins” J Biol Chem. 277: 35035-35043; documento WO 01/45746). Los
compuestos de la invencion incluyen secuencias de ABP ensefiadas por: (i) Dennis et al (2002) J Biol Chem. 277:
35035-35043 en las Tablas Il y IV, pagina 35038; (ii) documento US 20040001827 en [0076] SEC ID N°: 9-22; y (jii)
documento WO 01/45746 en las paginas 12-13. Se obtienen por ingenieria genética Fab-Unién a Albumina (ABP)
fusionando un péptido de unién a albumina con el extremo C terminal de cadena pesada de Fab en una relacion
estequiométrica 1:1 (1 ABP / 1 Fab). Se ha mostrado que la asociaciéon de estos ABP-Fab con albumina aument6 la
semivida del anticuerpo en mas de 25 veces en conejos y ratones. Los restos de Cys reactivos descritos
anteriormente pueden por lo tanto introducirse en estos ABP-Fab y usarse para conjugacién especifica de sitio con
farmacos citotéxicos seguido de estudios animales in vivo.

Las secuencias especificas de unién a albumina ilustrativas incluyen, pero sin limitacién, las secuencias de
aminoacidos enumeradas en SEC ID N°: 42-46:

CDKTHTGGGSQRLMEDICLPRWGCLWEDDF SEC ID N°: 42
QRLMEDICLPRWGCLWEDDF SEC ID N°: 43
QRLIEDICLPRWGCLWEDDF SEC ID N°: 44
RLIEDICLPRWGCLWEDD SEC ID N°: 45
DICLPRWGCLW SEC ID N°: 46

Conjugados de anticuerpo-farmaco

En un aspecto, la invencion proporciona inmunoconjugados, o conjugados de anticuerpo-farmaco (ADC), que
comprenden un anticuerpo conjugado con un agente citotéxico tal como un agente quimioterapéutico, un farmaco,
un agente inhibidor del crecimiento, una toxina (por ejemplo, una toxina enzimaticamente activa de origen
bacteriano, fungico, vegetal o animal, o fragmentos de la misma), o un isé6topo radiactivo (es decir, un
radioconjugado) como se define en las reivindicaciones. En otro aspecto, la invencion proporciona ademas métodos
para usar los inmunoconjugados. Un inmunoconjugado comprende un anticuerpo anti CD22 unido covalentemente a
un agente citotéxico como se define en las reivindicaciones.

El uso de conjugados anticuerpo-farmaco para el suministro local de agentes citotoxicos o citostaticos, es decir
farmacos para destruir o inhibir células tumorales en el tratamiento de cancer (Syrigos y Epenetos (1999) Anticancer
Research 19: 605-614; Niculescu-Duvaz y Springer (1997) Adv. Drg Del. Rev. 26: 151-172; patente de Estados
Unidos 4.975.278) permite el suministro dirigido del resto farmacolégico a tumores, y la acumulacién intracelular en
los mismos, donde la administracion sistémica de estos agentes farmacologicos no conjugados puede dar como
resultado niveles inaceptables de toxicidad para células normales asi como las células tumorales que se busca
eliminar (Baldwin ef al., (1986) Lancet pp. (Mar. 15, 1986): 603-05; Thorpe, (1985) “Antibody Carriers Of Cytotoxic
Agents In Cancer Therapy: A Review,” en Monoclonal Antibodies '84: Biological And Clinical Applications, A.
Pinchera et al. (ed.s), pp. 475-506). Se busca de este modo la eficacia maxima con toxicidad minima. Se ha indicado
que tanto los anticuerpos policlonales como los anticuerpos monoclonales son utiles en estas estrategias (Rowland
et al., (1986) Cancer Immunol. Immunother., 21: 183-87). Los farmacos usados en estos métodos incluyen
daunomicina, doxorrubicina, metotrexato y vindesina (Rowland et al., (1986) mencionado anteriormente). Las toxinas
usadas en conjugados de anticuerpo-toxina incluyen toxinas bacterianas tales como toxina diftérica, toxinas
vegetales tales como ricina, toxinas de moléculas pequefas tales como geldanamicina (Mandler et al (2000) Jour. of
the Nat. Cancer Inst. 92(19): 1573-1581; Mandler et al (2000) Bioorganic & Med. Chem. Letters 10: 1025-1028;
Mandler et al (2002) Bioconjugate Chem. 13:786-791), maitansinoides (documento EP 1391213; Liu et al., (1996)
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 93: 8618-8623), y caliqueamicina (Lode et al (1998) Cancer Res. 58: 2928; Hinman et al
(1993) Cancer Res. 53: 3336-3342). Las toxinas pueden efectuar sus efectos citotéxicos y citostaticos por
mecanismos que incluyen la unién a tubulina, unidén a ADN o inhibicion de topoisomerasa. Algunos farmacos
citotoxicos tienden a estar inactivos o menos activos cuando se conjugan con anticuerpos grandes o ligandos de
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receptor de proteinas.

ZEVALIN® (tiuxetano de ibritumomab, Biogen/ldec) es un conjugado de anticuerpo-radioisétopo compuesto de un
anticuerpo monoclonal kappa IgG1 murino dirigido contra el antigeno CD20 hallado en la superficie de linfocitos B
normales y malignos y radioisotopo '"'In o *°Y unido por un quelante de enlazador de tiourea (Wiseman et al (2000)
Eur. Jour. Nucl. Med. 27(7): 766-77; Wiseman et al (2002) Blood 99(12): 4336-42; Witzig et al (2002) J. Clin. Oncol.
20(10): 2453-63; Witzig et al (2002) J. Clin. Oncol. 20(15): 3262-69). Aunque ZEVALIN tiene actividad contra
Linfoma no de Hodgkin de linfocitos B (NHL), su administracion da como resultado citopenias graves y prolongadas
en la mayoria de los pacientes. MYLOTARG™ (gemtuzumab ozogamicina, Wyeth Pharmaceuticals), un conjugado
de farmaco y anticuerpo compuesto de un anticuerpo de hu CD33 unido a caliqueamicina, se aprobo en el 2000 para
el tratamiento de leucemia mieloide aguda por inyeccién (Drugs of the Future (2000) 25(7): 686; Patentes de
Estados Unidos N° 4970198; 5079233; 5585089; 5606040; 5693762; 5739116; 5767285; 5773001). La cantuzumab
mertansina (Immunogen, Inc.), un conjugado de farmaco y anticuerpo compuesto por el anticuerpo de huC242 unido
mediante el enlazador de disulfuro SPP con el resto farmacologico maitansinoide, DM1, estd avanzando hacia
ensayos de Fase Il para el tratamiento de canceres que expresen CanAg, tales como de colon, pancreaticos,
gastricos y otros. MLN-2704 (Millennium Pharm., BZL Biologics, Immunogen Inc.), un conjugado de farmaco y
anticuerpo compuesto del anticuerpo monoclonal anti antigeno de membrana especifico de prostata (PSMA) unido
con el resto farmacolégico maitansinoide, DM1, se esta desarrollando para el tratamiento potencial de tumores de
prostata. Los péptidos de auristatina, auristatina E (AE) y monometilauristatina (MMAE), analogos sintéticos de
dolastatina, se conjugaron con anticuerpo monoclonales quiméricos cBR96 (especificos de Y de Lewis en
carcinomas) y cAC10 (especificos de CD30 en tumores malignos hematologicos) (Doronina et al (2003) Nature
Biotechnology 21(7): 778-784) y estan en desarrollo terapéutico.

Se describen en la presente memoria agentes quimioterapéuticos Uutiles en la generacion de inmunoconjugados. Las
toxinas enzimaticamente activas y fragmentos de las mismas que pueden usarse incluyen cadena A de difteria,
fragmentos activos no de unién de toxina diftérica, cadena A de exotoxina (de Pseudomonas aeruginosa), cadena A
de ricina, cadena A de abrina, cadena A de modeccina, alfa-sarcina, proteinas de Aleurites fordii, proteinas de
diantina, proteinas de Phytolaca americana (PAPI, PAPIl y PAP-S), inhibidor de Momordica charantia, curcina,
crotina, inhibidor de Saponaria officinalis, gelonina, mitogelina, restrictocina, fenomicina, neomicina y los
tricotecenos. Véase, por ejemplo, documento WO 93/21232 publicado el 28 de octubre de 1993. Esta disponible una
diversidad de radionuclidos para la produccion de anticuerpos radioconjugados. Los ejemplos incluyen 2'2Bi, 37|,
31In, °0Y y '®Re. Se realizan conjugados del anticuerpo y el agente citotoxico usando una diversidad de agentes de
acoplamientos de proteinas bifuncionales tales como N-succinimidil-3-(2-piridilditiol) propionato (SPDP), iminotiolano
(IT), derivados bifuncionales de imidoésteres (tales como dimetil adipimidato HCI), ésteres activos (tales como
disuccinimidil suberato), aldehidos (tales como glutaraldehido), compuestos de bis-azido (tales como bis (p-
azidobenzoil) hexanodiamina), derivados de bis-diazonio (tales como bis-(p-diazoniobenzoil)-etilendiamina),
diisocianatos (tales como tolueno 2,6-diisocianato) y compuestos de fluor bis-activos (tales como 1,5-difluoro-2,4-
dinitrobenceno). Por ejemplo puede prepararse una inmunotoxina de ricina como se describe en Vitetta ef al (1987)
Science, 238: 1098. El acido 1-isotiocianatobencil-3-metildietilen triaminpentaacético marcado en el carbono 14 (MX-
DTPA) es un agente quelante ilustrativo para la conjugacion del radionucleétido con el anticuerpo (documento
W094/11026).

También se contemplan en la presente memoria conjugados de un anticuerpo y una o mas toxinas de moléculas
pequenas, tales como una caliqueamicina, maitansinoides, dolastatinas, auristatinas, un tricoteceno y CC1065, y los
derivados de estas toxinas que tienen actividad toxica.

Maitansina y maitansinoides

En algunas realizaciones, el inmunoconjugado de la invencién comprende un anticuerpo (longitud completa o
fragmentos) conjugado con una o mas moléculas maitansinoides.

Los maitansinoides son inhibidores mitéticos que actuan inhibiendo la polimerizacion de tubulina. La maitansina se
aislé en primer lugar del arbusto del este de Africa Maytenus serrata (Patente de Estados Unidos N° 3896111).
Posteriormente, se descubrié que ciertos microbios también producen maitansinoides, tales como maitansinol y
ésteres de C-3 maitansinol (Patente de Estados Unidos N° 4.151.042). Se desvelan maitansinol sintético y derivados
y analogos del mismo, por ejemplo, en las Patentes de Estados Unidos N° 4.137.230; 4.248.870; 4.256.746;
4.260.608; 4.265.814; 4.294.757; 4.307.016; 4.308.268; 4.308.269; 4.309.428; 4.313.946; 4.315.929; 4.317.821;
4.322.348; 4.331.598; 4.361.650; 4.364.866; 4.424.219; 4.450.254; 4.362.663; y 4.371.533.

Los restos farmacolégicos de maitansinoide son restos farmacol6gicos atractivos en conjugados de farmaco y
anticuerpos debido a que son: (i) relativamente accesibles para preparar por fermentacién o modificacion quimica,
derivatizacién de productos de fermentacion, (ii) susceptibles a derivatizaciéon con grupos funcionales adecuados
para conjugacién a través de los enlazadores no disulfuros con anticuerpos, (iii) estables en plasma y (iv) eficaces
contra una diversidad de lineas celulares tumorales.

Se conocen bien en la técnica compuestos de maitansina adecuados para su uso como restos farmacoldgicos
maitansinoides, y pueden aislarse de fuentes naturales de acuerdo con métodos conocidos, producirse usando
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técnicas de ingenieria genética (véase Yu et al (2002) PNAS 99: 7968-7973), o maitansinol y analogos de
maitansinol preparados sintéticamente de acuerdo con métodos conocidos.

Los restos farmacologicos maitansinoides ilustrativos incluyen los que tienen un anillo aromatico modificado tales
como: C-19-decloro (documento US 4256746) (preparado por reduccién con hidruro de aluminio de litio de
ansamitocina P2); C-20-hidroxi (o C-20-demetilo) +/-C-19-decloro (Patentes de Estados Unidos N° 4361650 y
4307016) (preparado por desmetilacion usando Streptomyces o Actinomyces o desfloracion usando LAH); y C-20-
demetoxi, C-20-aciloxi (-OCOR), +/-decloro (Patente de Estados Unidos N° 4.294.757) (preparado por acilacién
usando cloruros de acilo) y los que tienen modificaciones en otras posiciones.

Los restos farmacol6gicos maitansinoides ilustrativos también incluyen los que tienen modificaciones tales como: C-
9-SH (documento US 4424219) (preparado por la reaccion de maitansinol con H2S o P2Ss); C-14-alcoximetilo
(demetoxi/CH2 OR) (documento US 4331598); C-14-hidroximetilo o aciloximetilo (CH20H o CH20Ac) (documento US
4450254) (preparado a partir de Nocardia); C-15-hidroxi/aciloxi (documento US 4364866) (preparado por la
conversion de maitansinol por Streptomyces); C-15-metoxi (Patentes de Estados Unidos N° 4313946 y 4315929)
(aislado de Trewia nudiflora); C-18-N-demetilo (Patentes de Estados Unidos N° 4362663 y 4322348) (preparado por
la desmetilacion de maitansinol por Streptomyces); y 4,5-desoxi (documento US 4371533) (preparado por la
reduccion con tricloruro de titanio/LAH de maitansinol).

Las realizaciones ilustrativas de restos farmacolégicos de maitansinoides incluyen: DM1; DM3; y DM4, que tienen
las estructuras:

CHa
CHaCHC—S—— 3

H

DM3
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CH,
HiG  CHyCHC—S—3

CH,

DM4

en las que la linea ondulada indica la union covalente del atomo de azufre del farmaco con un enlazador (L) de un
conjugado de farmaco y anticuerpo. Se ha presentado HERCEPTIN® (trastuzumab, anticuerpo anti-HER2) unido por
SMCC con DM1 (documento WO 2005/037992). Un conjugado de farmaco y anticuerpo de la presente invencion
puede prepararse de acuerdo con los procedimientos desvelados en la misma.

Otros conjugados de farmaco y anticuerpo de maitansinoides ilustrativos tienen las siguientes estructuras y
abreviaturas, (en las que Ab es anticuerpo y p es de 1 a aproximadamente 8):

O N—};
Ab
i
H

P
Ab -SPP-DM
Q ]
H p
o
Ab-SMCC-DMI
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Los conjugados de farmaco y anticuerpo ilustrativos en los que DM1 esta unido mediante un enlazador BMPEO con
un grupo de tiol del anticuerpo tienen la estructura y abreviatura:

g‘v‘)f”)“"?‘f .

MG CH,CH,S

en la que Ab es anticuerpo; nes 0,1,02;ypes 1,2, 3,04.

Se desvelan inmunoconjugados que contienen maitansinoides, métodos para prepararlos, y su uso terapéutico, por
ejemplo, las Patentes de Estados Unidos N° 5.208.020; 5.416.064; 6.441.163 y Patente Europea EP 0 425 235 B1.
Liu et al, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 93: 8618-8623 (1996) describi6 inmunoconjugados que comprenden un
maitansinoide designado DM1 unido al anticuerpo monoclonal C242 dirigido contra el cancer colorrectal humano. Se
descubri6 que el conjugado era altamente citotoxico para células cancerosas de colon cultivadas, y mostrd actividad
antitumoral en un ensayo de crecimiento de tumores in vivo. Chari et al., Cancer Research 52: 127-131 (1992)
describen inmunoconjugados en los que un maitansinoide se conjug6é mediante un enlace disulfuro con el anticuerpo
murino A7 que se une a un antigeno en lineas celulares de cancer de colon humanas, o con otro anticuerpo
monoclonal murino TA.1 que se une al oncogén HER-2/neu. La citotoxicidad del conjugado de TA.1-maitansinoide
se ensayo0 in vitro en la linea celular de cancer de mama humana SK-BR-3, que expresa 3 x 10° antigenos de
superficie HER-2 por célula. El conjugado farmacolégico siguié un grado de citotoxicidad similar al farmaco de
maitansinoide libre, que podria aumentarse aumentando el nimero de moléculas de maitansinoide por molécula de
anticuerpo. El conjugado de A7-maitansinoide mostré baja citotoxicidad sistémica en ratones.

Se preparan conjugados de maitansinoide-anticuerpo anti CD22 mediante enlace quimico de un anticuerpo con una
molécula maitansinoide sin disminuir significativamente la actividad biolégica ni del anticuerpo ni de la molécula
maitansinoide. Véase, por ejemplo, Patente de Estados Unidos N° 5.208.020. Una media de 3-4 moléculas de
maitansinoide conjugadas por molécula de anticuerpo ha mostrado eficacia en la potenciacion de la citotoxicidad de
células diana sin afectar negativamente a la funciéon o solubilidad del anticuerpo, incluso aunque se esperaria que
una molécula de toxina/anticuerpo potenciara la citotoxicidad sobre el uso del anticuerpo desnudo. Los
maitansinoides se conocen bien en la técnica y pueden sintetizarse por técnicas conocidas o aislarse de fuentes
naturales. Se desvelan maitansinoides adecuados, por ejemplo, en la Patente de Estados Unidos N° 5.208.020 y en
las otras patentes y publicaciones no de patente a las que se ha hecho referencia anteriormente en la presente
memoria. Son maitansinoides preferidos maitansinol y analogos de maitansinol modificados en el anillo aromatico o
en otras posiciones de la molécula de maitansinol, tales como diversos ésteres de maitansinol.

Hay muchos grupos de enlace conocidos en la técnica para preparar conjugados de anticuerpo-maitansinoide,
incluyendo, por ejemplo, los desvelados en las Patentes de Estados Unidos N° 5208020, 6441163, o la Patente EP O
425 235 B1, Chari et al., Cancer Research 52: 127-131 (1992), y documento US 2005/0169933 A1. Pueden
prepararse conjugados de anticuerpo-maitansinoide que comprenden el componente enlazador SMCC como se
desvela en la Solicitud de Patente de Estados Unidos N° 11/141344, presentada el 31 de mayo de 2005, “Antibody
Drug Conjugates and Methods”. Los grupos de enlace incluyen grupos disulfuros, grupos de tioéter, grupos labiles
acidos, grupos fotolabiles, grupos labiles de peptidasa o grupos labiles de esterasa, como se desvela en las patentes
anteriormente identificadas. Se describen y ejemplifican en la presente memoria grupos de enlace adicionales.

Pueden realizarse conjugados del anticuerpo y maitansinoide usando una diversidad de agentes de acoplamiento de
proteinas bifuncionales tales como N-succinimidil-3-(2-piridilditio) propionato (SPDP), succinimidil-4-(N-
maleimidometil) ciclohexano-1-carboxilato (SMCC), iminotiolano (IT), derivados bifuncionales de imidoésteres (tales
como dimetil adipimidato HCI), ésteres activos (tales como disuccinimidil suberato), aldehidos (tales como
glutaraldehido), compuestos de bis-azido (tales como bis (p-azidobenzoil) hexanodiamina), derivados de bis-
diazonio (tales como bis-(p-diazoniobenzoil)-etilendiamina), diisocianatos (tales como tolueno 2,6-diisocianato) y
compuestos de fluor bis activos (tales como 1,5-difluoro-2,4-dinitrobenceno). Los agentes de acoplamiento
particularmente preferidos incluyen N-succinimidil-3-(2-piridilditio) propionato (SPDP) (Carlsson et al., Biochem. J.
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173: 723-737 (1978)) y N-succinimidil-4-(2-piridiltio)pentanoato (SPP) para proporcionar un enlace disulfuro.

El enlazador puede unirse a la molécula maitansinoide en diversas posiciones, dependiendo del tipo del enlace. Por
ejemplo, puede formarse un enlace éster por reacciéon con un grupo hidroxilo usando técnicas de acoplamiento
convencionales. La reaccion puede suceder en la posicion C-3 que tiene un grupo hidroxilo, la posicion C-14
modificada con hidroximetilo, la posicién C-15 modificada con un grupo hidroxilo y la posicion C-20 que tiene un
grupo hidroxilo. En una realizacion preferida, el enlace se forma en la posicion C-3 de maitansinol o un analogo de
maitansinol.

En una realizacion, el anticuerpo (de longitud completa o un fragmento) se conjuga con una o mas moléculas de
maitansinoide. En una realizacién del inmunoconjugado, el agente citotéxico D, es un maitansinoide DM1. En una
realizacién del inmunoconjugado, el enlazador es SMCC. En una realizacién, el conjugado de anticuerpo-enlazador-
farmaco es un anticuerpo anti CD22 como se desvela en la presente memoria al que esta unido covalentemente el
agente citotoxico DM1 mediante el enlazador SMCC.

Auristatinas y dolastatinas

En algunas realizaciones, el inmunoconjugado de la invencion comprende un anticuerpo conjugado con dolastatinas
o analogos peptidicos de dolastatina y derivados, las auristatinas (Patentes de Estados Unidos N° 5635483;
5780588). Se ha mostrado que las dolastatinas y auristatinas interfieren con dinamica de microtibulos, hidrélisis de
GTP y division nuclear y celular (Woyke ef al (2001) Antimicrob. Agents and Chemother. 45(12): 3580-3584) y tienen
actividad antineoplasica (documento US 5663149) y antifungica (Pettit ef al (1998) Antimicrob. Agents Chemother.
42: 2961-2965). El resto farmacolégico de dolastatina o auristatina puede estar unido al anticuerpo mediante el
extremo N (amino) terminal o el extremo C (carboxilo) terminal del resto farmacolégico peptidico (documento WO
02/088172).

Las realizaciones de auristatina ilustrativas incluyen los restos farmacolégicos de monometilauristatina unidos al
extremo N DE y DF, desvelados en “Senter et al, Proceedings of the American Association for Cancer Research,
Volumen 45, Numero de Resumen 623, presentado el 28 de marzo de 2004.

Una realizacion de auristatina ilustrativa es MMAE (en la que la linea ondulada indica la unién covalente con un
enlazador (L) de un conjugado de farmaco y anticuerpo).

Otra realizacién de auristatina ilustrativa es MMAF, en la que la linea ondulada indica la unién covalente con un
enlazador (L) de un conjugado de farmaco y anticuerpo (documento US 2005/0238649):

Realizaciones ilustrativas adicionales que comprenden MMAE o MMAF y diversos componentes enlazadores
(descritos adicionalmente en la presente memoria) tienen las siguientes estructuras y abreviaturas (en las que Ab
significa anticuerpo y p es de 1 a aproximadamente 8):

s BTARC (1
o O N ru QKH,N
NW\/K\Vai-Cii—ﬁ'C(\ ' o t oo O m )
. p

o
o O OH

Ab-MC-vc-PAB-MMAF
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Normalmente, pueden prepararse restos farmacoldgicos basados en péptidos formando un enlace peptidico entre
dos 0 mas aminoacidos y/o fragmentos peptidicos. Dichos enlaces peptidicos pueden prepararse, por ejemplo, de
acuerdo con el método de sintesis de fase liquida (véase E. Schréder y K. Libke, “The Peptides”, volumen 1, pp 76-
136,1965, Academic Press) que se conoce bien en el campo de la quimica peptidica. Los restos farmacologicos de
auristatina/dolastatina pueden prepararse de acuerdo con los métodos de: documentos US 5635483; US 5780588;
Pettit et al (1989) J. Am. Chem. Soc. 111: 5463-5465; Pettit ef al (1998) Anti-Cancer Drug Design 13: 243-277; Pettit,
G. R., et al. Synthesis, 1996, 719-725; Pettit ef al (1996) J. Chem. Soc. Perkin Trans. 1 5: 859-863; y Doronina
(2003) Nat Biotechnol 21(7):778-784.

Caliqueamicina

En otras realizaciones, el inmunoconjugado de la invencion comprende un anticuerpo conjugado con una o mas
moléculas de caliqueamicina. La familia de caliqueamicina de antibiéticos es capaz de producir roturas de ADN
bicatenarias a concentraciones subpicomolares. Para la preparacion de conjugados de la familia de caliqueamicina,
véase Patentes de Estados Unidos 5.712.374, 5.714.586, 5.739.116, 5.767.285, 5.770.701, 5.770.710, 5.773.001,
5.877.296 (todas de American Cyanamid Company). Los analogos estructurales de caliqueamicina que pueden
usarse incluyen, pero sin limitacion, v1', a2, o', N-acetil-y1!, PSAG y 01 (Hinman et al., Cancer Research 53: 3336-
3342 (1993), Lode et al., Cancer Research 58: 2925-2928 (1998) y las patentes de Estados Unidos anteriormente
mencionadas de American Cyanamid). Otro farmaco antitumoral con el que puede conjugarse el anticuerpo es QFA
que es un antifolato. Tanto la caliqueamicina como el QFA tienen sitios intracelulares de accion y no cruzan
faciimente la membrana plasmatica. Por lo tanto, la captacién celular de estos agentes mediante internalizacion
mediada por anticuerpos potencia en gran medida sus efectos citotoxicos.

Otros agentes citotoxicos

Otros agentes antitumorales que pueden conjugarse con los anticuerpos incluyen BCNU, estreptozocina, vincristina
y 5-fluorouracilo, la familia de agentes conocida colectivamente como complejo LL-E33288 descrita en las patentes
de Estados Unidos 5.053.394, 5.770.710, asi como esperamicinas (patente de Estados Unidos 5.877.296).

Las toxinas enzimaticamente activas y fragmentos de las mismas que pueden usarse incluyen cadena A diftérica,
fragmentos activos no de unién de toxina diftérica, cadena A de exotoxina (de Pseudomonas aeruginosa), cadena A
de ricina, cadena A de abrina, cadena A de modeccina, alfa-sarcina, proteinas de Aleurites fordii, proteinas de
diantina, proteinas de Phytolaca americana (PAPI, PAPII y PAP-S), inhibidor de Momordica charantia, curcina,
crotina, inhibidor de Saponaria officinalis, gelonina, mitogelina, restrictocina, fenomicina, neomicina y los
tricotecenos. Véase, por ejemplo, documento WO 93/21232 publicado el 28 de octubre de 1993.
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La presente invencién contempla ademas un inmunoconjugado formado entre un anticuerpo y un compuesto con
actividad nucleolitica (por ejemplo, una ribonucleasa o una endonucleasa de ADN tal como una desoxirribonucleasa;
DNasa).

Para destruccién selectiva del tumor, el anticuerpo puede comprender un atomo altamente radiactivo. Esta
disponible una diversidad de is6topos radiactivos para la produccién de anticuerpos radioconjugados. Los ejemplos
incluyen At2'1, |31 1125 Y90 Re186 Re'88 Sm'%3 Bi212, P32, Ph2'2 e isotopos radiactivos de Lu. Cuando el conjugado
se usa para deteccion, puede comprender un atomo radiactivo para estudios escintigraficos, por ejemplo tc®™ o 1123,
o un marcador de espin para formaciéon de imagenes por resonancia magnética nuclear (RMN) (también conocida
como formacion de imagenes por resonancia magnética, irm), tal como de nuevo yodo-123, yodo-131, iridio-111,
flaor-19, carbono-13, nitrégeno-15, oxigeno-17, gadolinio, manganeso o hierro.

Los marcadores radiactivos u otros pueden incorporarse en el conjugado de maneras conocidas. Por ejemplo, el
péptido puede biosintetizarse o puede sintetizarse por sintesis de aminoacidos quimica usando precursores de
aminoacidos adecuados que implican, por ejemplo, flior-19 en lugar de hidrogeno. Pueden unirse marcadores tales
como tc%™m o 123, Re'8, Re'® e In'"" mediante un resto de cisteina en el péptido. Puede unirse Itrio-90 mediante un
resto de lisina. Puede usarse el método de IODOGEN (Fraker et al (1978) Biochem. Biophys. Res. Commun. 80: 49-
57) para incorporar yodo-123. “Monoclonal Antibodies in Immunoscintigraphy” (Chatal, CRC Press 1989) describe
otros métodos en detalle.

Pueden realizarse conjugados del anticuerpo y agente citotéxico usando una diversidad de agentes de acoplamiento
de proteinas bifuncionales tales como N-succinimidil-3-(2-piridilditio) propionato (SPDP), succinimidil-4-(/N-
maleimidometil) ciclohexano-1-carboxilato (SMCC), iminotiolano (IT), derivados bifuncionales de imidoésteres (tales
como dimetil adipimidato HCI), ésteres activos (tales como disuccinimidil suberato), aldehidos (tales como
glutaraldehido), compuestos de bis-azido (tales como bis (p-azidobenzoil) hexanodiamina), derivados de bis-
diazonio (tales como bis-(p-diazoniobenzoil)-etilendiamina), diisocianatos (tales como tolueno 2,6-diisocianato) y
compuestos de fluor bis-activos (tales como 1,5-difluoro-2,4-dinitrobenceno). Por ejemplo, puede prepararse una
inmunotoxina de ricina como se describe en Vitetta ef al., Science 238: 1098 (1987). El acido 1-isotiocianatobencil-3-
metildietilen triaminpentaacético marcado en el carbono 14 (MX-DTPA) es un agente quelante ilustrativo para
conjugaciéon de radionucleétido con el anticuerpo. Véase documento WO94/11026. El enlazador puede ser un
“enlazador escindible” que facilite la liberacion del farmaco citotéxico en la célula. Por ejemplo, puede usarse un
enlazador labil en acidos, enlazador sensible a peptidasa, enlazador fotolabil, enlazador de dimetilo o enlazador que
contiene disulfuro (Chari et al., Cancer Research 52: 127-131 (1992); Patente de Estados Unidos N° 5.208.020).

Los compuestos de la invencién contemplan expresamente, pero sin limitacion, ADC preparado con reactivos de
reticulacion: BMPS, EMCS, GMBS, HBVS, LC-SMCC, MBS, MPBH, SBAP, SIA, SIAB, SMCC, SMPB, SMPH, sulfo-
EMCS, sulfo-GMBS, sulfo-KMUS, sulfo-MBS, sulfo-SIAB, sulfo-SMCC, y sulfo-SMPB, y SVSB (succinimidil-(4-
vinilsulfona)benzoato) que estan disponibles en el mercado (por ejemplo, de Pierce Biotechnology, Inc., Rockford,
IL., Estados Unidos). Véase paginas 467-498, 2003-2004 Applications Handbook and Catalog.

Preparacion de conjugados de farmaco y anticuerpo:

En los conjugados de farmaco y anticuerpo (ADC) de la invencion, se conjuga un anticuerpo (Ab) con uno o mas
restos farmacologicos (D), por ejemplo de aproximadamente 1 a aproximadamente 20 restos farmacologicos por
anticuerpo, mediante un enlazador (L). EIl ADC de Férmula | puede prepararse por varias rutas, empleando
reacciones de quimica organica, condiciones y reactivos conocidos por los expertos en la materia, incluyendo: (1)
reaccion de un grupo nucledfilo de un anticuerpo con un reactivo enlazador bivalente, para formar Ab-L, mediante un
enlace covalente, seguido de reacciéon con un resto farmacologico D; y (2) reaccioén de un grupo nucledfilo de un
resto farmacoldgico con un reactivo enlazador bivalente, para formar D-L, mediante un enlace covalente, seguido de
reaccion con el grupo nucleéfilo de un anticuerpo. Se describen en la presente memoria métodos adicionales para
preparar ADC.

Ab-(L-D)p Formula |

El enlazador puede estar compuesto de uno o mas componentes enlazadores. Los componentes enlazadores
ilustrativos incluyen 6-maleimidocaproilo (“MC”), maleimidopropanoilo (“MP”), valina-citrulina (“val-cit’), alanina-
fenilalanina (“ala-phe”), p-aminobenciloxicarbonilo (“PAB”), N-succinimidil 4-(2-piridiltio) pentanoato (“SPP”), N-
succinimidil 4-(N-maleimidometil) ciclohexano-1 carboxilato (*SMCC”) y N-succinimidil (4-yodoacetil) aminobenzoato
(“SIAB”). Se conocen en la materia componentes enlazadores adicionales y algunos se describen en la presente
memoria.

En algunas realizaciones, el enlazador puede comprender restos de aminoacidos. Los componentes enlazadores de
aminoacidos ilustrativos incluyen un dipéptido, un tripéptido, un tetrapéptido o un pentapéptido. Los dipéptidos
ilustrativos incluyen: valina-citrulina (vc o val-cit), alanina-fenilalanina (af o ala-phe). Los tripéptidos ilustrativos
incluyen: glicina-valina-citrulina (gly-val-cit) y glicina-glicina-glicina (gly-gly-gly). Los restos de aminoacidos que
comprenden un componente enlazador de aminoacido incluyen los de origen natural, asi como aminoacidos
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menores y analogos de aminoacidos de origen no natural, tales como citrulina. Pueden disefiarse componentes

enlazadores de aminoacidos y optimizarse en su selectividad para escision enzimatica por una enzima particular, por
ejemplo, una proteasa asociada a tumor, catepsina B, C y D, o una proteasa de plasmina.

Se muestran a continuacién estructuras de componentes enlazadores ilustrativas (en las que la linea ondulada
indica sitios de union covalente con otros componentes del ADC):

ey

§ ON/\/?kN/\/O o o,

0

MC

MP

MPEG

Los componentes enlazadores ilustrativos adicionales y abreviaturas incluyen (en los que se representan el
anticuerpo (Ab) y enlazador, y p es de 1 a aproximadamente 8):
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Los grupos nucledfilos en anticuerpos incluyen, pero sin limitacion: (i) grupos amino N terminales, (ii) grupos amino
de cadena lateral, por ejemplo lisina, (iii) grupos tiol de cadena lateral, por ejemplos cisteina, y (iv) grupos amino o
hidroxilo de azlcares en los que el anticuerpo esta glicosilado. Los grupos amino, tiol e hidroxilo son nucleéfilos y
capaces de reaccionar para formar enlaces covalentes con grupos electréfilos en restos enlazadores y reactivos
enlazadores incluyendo: (i) ésteres activos tales como ésteres de NHS, ésteres de HOBt, haloformatos y haluros
acidos; (ii) alquil y bencil haluros tales como haloacetamidas; (iii) aldehidos, cetonas, carboxilo y grupos de
maleimida. Ciertos anticuerpos tienen disulfuros intercatenarios reducibles, es decir enlaces de cisteina. Los
anticuerpos pueden hacerse reactivos para conjugacion con reactivos enlazadores por tratamiento con un agente
reductor tal como DTT (ditiotreitol). Cada enlace de cisteina formara por lo tanto, teéricamente, dos nucledfilos de tiol
reactivos. Pueden introducirse grupos nucleéfilos adicionales en anticuerpos mediante la reaccién de lisinas con 2-
iminotiolano (reactivo de Traut) que da como resultado la conversién de una amina en un tiol. Pueden introducirse
grupos de tiol reactivos en el anticuerpo (o fragmento del mismo) introduciendo uno, dos, tres, cuatro o mas restos
de cisteina (por ejemplo, preparando anticuerpos mutantes que comprenden uno o mas restos de aminoacidos de
cisteina no nativos).

También pueden producirse conjugados farmacolégicos de un anticuerpo de la invencién mediante modificacién del
anticuerpo para introducir restos electroéfilos, que pueden reaccionar con sustituyentes nucledéfilos en el reactivo
enlazador o farmaco. Los azucares de anticuerpos glicosilados pueden oxidarse, por ejemplo con reactivos
oxidantes de peryodato, para formar grupos aldehido o cetona que pueden reaccionar con el grupo amina de
reactivos enlazadores o restos farmacologicos. Los grupos basicos Schiff de imina resultantes pueden formar un
enlace estable, o pueden reducirse, por ejemplo, por reactivos de borohidruro para formar enlaces de amina
estables. En una realizacion, la reaccion de la parte de carbohidrato de un anticuerpo glicosilado con galactosa
oxidasa o metaperyodato sédico puede producir grupos carbonilo (aldehido y cetona) en la proteina que pueden
reaccionar con grupos apropiados en el farmaco (Hermanson, Bioconjugate Techniques). En otra realizacién, las
proteinas que contienen restos de serina o treonina N terminales pueden reaccionar con meta peryodato soédico lo
que da como resultado producciéon de un aldehido en lugar del primer aminoacido (Geoghegan & Stroh, (1992)
Bioconjugate Chem. 3: 138-146; documento US 5362852). Dicho aldehido puede hacerse reaccionar con un resto
farmacolégico o nucleéfilo enlazador.

De forma similar, los grupos nucleéfilos en un resto farmacolégico incluyen, pero sin limitacion: grupos amina, tiol,
hidroxilo, hidracida, oxima, hidracina, tiosemicarbazona, hidracina carboxilato y arilhidracida capaces de reaccionar
para formar enlaces covalentes con grupos electrofilos en restos enlazadores y reactivos enlazadores incluyendo: (i)
ésteres activos tales como ésteres de NHS, ésteres de HOBt, haloformatos y haluros acidos; (ii) alquil y bencil
haluros tales como haloacetamidas; (iii) aldehidos, cetonas, carboxilo y grupos de maleimida.

En otro aspecto mas, el anticuerpo tiene uno o mas restos de lisina que pueden modificarse quimicamente para
introducir uno o mas grupos de sulfihidrilo. La unidad de anticuerpo se enlaza con la unidad de enlazador mediante
el atomo de azufre del grupo de sulfihidrilo. Los reactivos que pueden usarse para maodificar lisinas incluyen, pero sin
limitacién, N-succinimidil S-acetiltioacetato (SATA) y clorhidrato de 2-iminotiolano (Reactivo de Traut).

En otra realizacion, el anticuerpo puede tener uno o mas grupos carbohidrato que pueden modificarse quimicamente
para tener uno o mas grupos sulfihidrilo. La unidad de anticuerpo se une a la Unidad Enlazadora, tal como la Unidad
extensora mediante el atomo de azufre del grupo sulfihidrilo, como se desvela en la presente memoria.

En otra realizacion mas, el anticuerpo puede tener uno o mas grupos carbohidrato que pueden oxidarse para
proporcionar un grupo aldehido (-CHO) (véase, por ejemplo, Laguzza, ef al., J. Med. Chem. 1989, 32(3), 548-55). El
aldehido correspondiente puede formar un enlace con un Sitio Reactivo en un Extensor. Los sitios reactivos en un
Extensor que pueden reaccionar con un grupo carbonilo en un anticuerpo incluyen, pero sin limitacién, hidracina e
hidroxilamina. Otros protocolos para la modificacion de proteinas para la unién o asociacién de Unidades
Farmacolégicas se describen en Coligan et al., Current Protocols in Protein Science, vol. 2, John Wiley & Sons
(2002), incorporada en la presente memoria por referencia.
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Se encuentran métodos para la conjugacion de restos farmacologicos-enlazador con proteinas dirigidas a células
tales como anticuerpos, inmunoglobulinas o fragmentos de los mismos, por ejemplo, en los documentos US
5.208.020; US 6.441.163; W0O2005037992; W02005081711; y WO2006/034488.

Como alternativa, puede realizarse una proteina de fusion que comprenda el anticuerpo y agente citotéxico, por
ejemplo, por técnicas recombinantes o sintesis peptidica. El tramo de ADN puede comprender regiones respectivas
que codifican las dos partes del conjugado adyacentes entre si o separadas por una regién que codifica un péptido
enlazador que no destruye las propiedades deseadas del conjugado.

En otra realizacibn mas el anticuerpo puede conjugarse con un “receptor” (tal como estreptavidina) para su
utilizacién en la predirecciéon tumoral en la que el conjugado anticuerpo-receptor se administra al paciente, seguido
de retirada de conjugado no unido de la circulacién usando un agente de eliminacién y después administracion de un
“ligando” (por ejemplo avidina) que se conjuga con un agente citotoxico (por ejemplo, un radionucleétido).

En una realizacion del inmunoconjugado, el agente citotoxico, D, es una auristatina de formula De o Dr

s w%

y en la que R? y R® son cada una metilo, R® y R* son cada una isopropilo, R” es sec-butilo, cada R® se
selecciona independientemente de CHs, O-CHs, OH y H; R® es H; R'® es arilo; Z es -O- o -NH-; R'" es H,
alquilo C1-Cs, 0 -(CH2)2-O-(CH2)2-O-(CH2)2-O-CHs; y R'8 es -C(R®)2-C(R®)z-arilo; y

(d) p varia de aproximadamente 1 a 8.

D¢

Las siguientes realizaciones se proporcionan ademas para cualquiera de los inmunoconjugados anteriores. En una
realizacién, un inmunoconjugado tiene actividad de destruccion celular in vifro o in vivo. En una realizacion, el
enlazador se une al anticuerpo mediante un grupo tiol en el anticuerpo. En una realizacién, el enlazador es
escindible por una proteasa. En una realizacion, el enlazador comprende un dipéptido val-cit. En una realizacion, el
enlazador comprende una unidad de p-aminobencilo. En una realizacion, la unidad de p-aminobencilo est4 dispuesta
entre el farmaco y un sitio de escision de proteasa en el enlazador. En una realizacién, la unidad de p-aminobencilo
es p-aminobenciloxicarbonilo (PAB). En una realizacion, el enlazador comprende 6-maleimidocaproilo. En una
realizacién, el 6-maleimidocaproilo esta dispuesto entre el anticuerpo y un sitio de escisién de proteasa en el
enlazador. Las realizaciones anteriores pueden realizarse individualmente o en cualquier combinacion entre si.

En una realizacion, el farmaco se selecciona de MMAE y MMAF. En una realizacion, el inmunoconjugado tiene la
formula

I R N )

o

en la que Ab es cualquiera de los anticuerpos anti CD22 anteriores, S es un atomo de azufre y p varia de 2 a 5. En
una realizacion, el inmunoconjugado tiene la férmula
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en la que Ab es cualquiera de los anticuerpos anti CD22 anteriores, S es un atomo de azufre y p varia de
aproximadamente 1 a aproximadamente 6, de aproximadamente 2 a aproximadamente 5, de aproximadamente 2 a
aproximadamente 6, de aproximadamente 2 a aproximadamente 4, de aproximadamente 2 a aproximadamente 3,
de aproximadamente 3 a aproximadamente 4, de aproximadamente 3 a aproximadamente 5, de aproximadamente 3
a aproximadamente 6, o de aproximadamente 4 a aproximadamente 6.

Métodos de formaciéon de imagenes de anticuerpos marcados:

En una realizacion de la invencion, pueden marcarse anticuerpos modificados por ingenieria genética con cisteina
mediante el tiol de cisteina con radionuclidos, colorantes fluorescentes, restos de sustrato desencadenantes de
bioluminiscencia, restos de sustrato desencadenantes de quimioluminiscencia, enzimas y otros marcadores de
deteccién para experimentos de formacion de imagenes con aplicaciones de diagnéstico, farmacodinamicas y
terapéuticas. Generalmente, el anticuerpo modificado por ingenieria genética con cisteina marcado, es decir
“biomarcador” o “sonda” se administra por inyeccién, perfusién o ingestioén oral a un organismo vivo, por ejemplo ser
humano, roedor u otro animal pequefio, un érgano perfundido, o muestra tisular. La distribucion de la sonda se
detecta durante un periodo de tiempo y se representa por una imagen.

Articulos de fabricacién:

Se describe un articulo de fabricacion, o “kit’, que contiene materiales Utiles para el tratamiento de los trastornos
descritos anteriormente. El articulo de fabricacion comprende un recipiente y una etiqueta o prospecto en o asociado
con el recipiente. Los recipientes adecuados incluyen, por ejemplo, frascos, viales, jeringas, paquetes de blister, etc.
Los recipientes pueden estar formados de una diversidad de materiales tales como vidrio o plastico. El recipiente
contiene una composicion de conjugado de anticuerpo-farmaco (ADC) que es eficaz para tratar la afeccion y puede
tener un orifico de acceso estéril (por ejemplo el recipiente puede ser una bolsa de solucion intravenosa o un vial
que tenga un tapén perforable por una aguja de inyeccién hipodérmica. Al menos un agente activo en la
composicion es un ADC. La etiqueta o prospecto indica que la composicion se usa para tratar la afeccion elegida, tal
como cancer. Como alternativa, o adicionalmente, el articulo de fabricacion puede comprender ademas un segundo
(o tercer) recipiente que comprende un tampo6n farmacéuticamente aceptable, tal como agua bacteriostatica para
inyeccion (BWFI), solucién salina tamponada con fosfato, solucion de Ringer y solucién de dextrosa. Puede incluir
ademas otros materiales deseables desde un punto de vista comercial y de usuario, incluyendo otros tampones,
diluyentes, filtros, agujas y jeringas.

Composiciones farmacéuticas:

En un aspecto, se proporciona una composicion farmacéutica que comprende cualquiera de los inmunoconjugados
anteriores y un vehiculo farmacéuticamente aceptable como se define en las reivindicaciones. En un aspecto, la
composicion es para su uso en un método para tratar un trastorno proliferativo de linfocitos B en el que el método
comprende administrar a un individuo la composicion farmacéutica. En una realizacion, el trastorno proliferativo de
linfocitos B se selecciona de linfoma, Linfoma no de Hodgkin (NHL), NHL agresivo, NHL agresivo recidivante, NHL
indolente recidivante, NHL refractario, NHL indolente refractario, leucemia linfocitica cronica (CLL), linfoma linfocitico
pequefio, leucemia, leucemia por tricoleucitos (HCL), leucemia linfocitica aguda (ALL), y linfoma de células del
manto. En una realizacién, el trastorno proliferativo celular se asocia con expresion aumentada de CD22 en la
superficie de una célula.

En un aspecto, se proporciona un inmunoconjugado de la invencién para su uso en un método para inhibir la
proliferaciéon celular, en el que el método comprende exponer una célula a cualquiera de los inmunoconjugados
anteriores en condiciones permisivas para unién del inmunoconjugado con CD22. En una realizacion, el linfocito B
es una célula tumoral. En una realizacion, la célula tumoral es un linfocito B de un mamifero que experimenta o se
sospecha que experimenta un trastorno proliferativo de linfocitos B seleccionado de linfoma, Linfoma no de Hodgkin
(NHL), NHL agresivo, NHL agresivo recidivante, NHL indolente recidivante, NHL refractario, NHL indolente
refractario, leucemia linfocitica crénica (CLL), linfoma linfocitico pequefio, leucemia, leucemia por tricoleucitos (HCL),
leucemia linfocitica aguda (ALL), y linfoma de células del manto. La célula es de un xenoinjerto. En una realizacion,
la exposicion tiene lugar in vitro. En una realizacion, la exposicion tiene lugar in vivo.

Se describe un método para usar el anticuerpo anti CD22 para ensayar CD22 soluble en suero en un mamifero que

experimenta leucemia o linfoma para diagnosticar leucemia de linfocitos B o linfoma de linfocitos B, medir la
progresion o regresion clinica de las enfermedades, o evaluar la carga tumoral o recaida. Dichos métodos se
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desvelan en el documento US 20050244828 (Kreitman, R. J. et al.) usando un conjugado de anticuerpo anti CD22
RFB4 y toxina PE38 (fragmento 38 de exotoxina A de Pseudomonas) (véase R. J. et al., NEJM 345: 241-247
(2001)).

Breve descripcion de las figuras

Figuras 1A-1D: La Figura 1A es un diagrama de CD22 que indica los siete dominios de tipo inmunoglobulina del
dominio extracelular de la isoforma beta. La isoforma alfa carece de los dominios 3 y 4. “TM” se refiere a dominio
transmembrana. La Figura 1B representa la secuencia de aminoacidos de la forma beta de CD22 (SEC ID N°:
27). La forma alfa de CD22 carece de los aminoacidos mostrados en cursiva (que codifica los dominios 3 y 4 del
dominio extracelular). EI dominio extracelular de la forma madura de la proteina esta subrayado (SEC ID N°: 28).
Los aminoacidos 1-21 representan la secuencia sefal escindida de la forma madura. La Figura 1C es la
secuencia de aminoacidos de CD22alfa (SEC ID N°: 29). El ECD de CD22alfa esta subrayado (SEC ID N°: 30).
La Figura 1D es la secuencia de aminoacidos de CD22 de mono cynomolgus (cyno) (SEC ID N° 31). Los
primeros 19 aminoacidos de CD22 de cyno es la secuencia sefial.

Figuras 2A-2B: La Figura 2A representa la secuencia de aminoacidos de la region variable de cadena pesada
de anticuerpo anti CD22 10F4 murino de la invencion (m10F4) alineada con el anticuerpo 10F4 humanizado
version 1 (h10F4v1) y alineada con la secuencia de subgrupo Il humano. Las HVR estan encuadradas (HVR-H1,
HVR-H2, HVR-H3). Las secuencias que flanquean las HVR son las secuencias marco conservadas (FR-H1 a
FR-H4). Las secuencias se enumeran de acuerdo con la numeracion de Kabat. Las CDR de Kabat, Chothia y de
contacto se indican en torno a las HVR encuadradas. La Figura 2B representa la secuencia de aminoacidos de
la region variable de cadena ligera del anticuerpo anti CD22 10F4 murino de la invencion (m10F4) alineada con
el anticuerpo 10F4 humanizado versiéon 1 (h10F4v1) y alineada con la secuencia kappa | humana. Las versiones
2 y 3 del anticuerpo 10F4 humanizado (h10F4v2 y h10F4v3) tienen las mismas secuencias de aminoacidos para
la forma madura secretada. Los anticuerpos h10F4v2 y h10F4v3 difieren de h10F4v1 en el aminoacido 28 de la
HVR-L1 (N28V). Las HVR estan encuadradas. Las secuencias de FR-L1, FR-L2, FR-L3 y FR-L4 flanquean las
HVR (HVR-L1, HVR-L2, HVR-L3). Las secuencias se enumeran de acuerdo con la numeracién de Kabat. Las
CDR de Kabat, Chothia y de contacto se indican en torno a las HVR encuadradas.

Las Figuras 3A y 3B muestran secuencias marco conservadas consenso variables pesadas (VH) humanas de
aceptores ilustrativas para su uso en la practica de la presente invencion con identificadores de secuencia como
los siguientes, en los que la SEC ID N° de FR se enumeran en el orden FR-H1, FR-H2, FR-H3, FR-H4:
- marco consenso de subgrupo | de VH humano “A” menos CDR de Kabat (SEC ID N°: 26, 47, 48, 7).

- marcos consenso de subgrupo | de VH humano “B”, “C”, y “D” menos las regiones hipervariables extendidas
(SEC ID N°: 50, 51, 52, 7; SEC ID N°: 50, 51, 52, 7; y SEC ID N°: 50, 51, 53, 7).

- marco consenso de subgrupo Il de VH humano “A” menos CDR de Kabat (SEC ID N°: 54, 55, 56, 7).

- marcos consenso de subgrupo Il de VH humano “B”, “C”, y “D” menos las regiones hipervariables extendidas
(SEC ID N°: 57, 58, 56, 7; SEC ID N°: 57, 58, 59, 7; y SEC ID N°: 57, 58, 60, 7).

- marco consenso de subgrupo Il de VH humano “A” menos CDR de Kabat (SEC ID N°: 61, 62, 63, 7).

- marcos consenso de subgrupo Ill de VH humano “B”, “C”, y “D” menos las regiones hipervariables extendidas
(SEC ID N°: 64, 65, 63, 7; SEC ID N°: 64, 65, 66, 7; y SEC ID N°: 64, 65, 67, 7).

- marco aceptor 1 de VH humano “A” menos CDR de Kabat (SEC ID N°: 68, 62, 69, 7).

- marcos aceptores de VH humanos “B” y “C” menos las regiones hipervariables extendidas (SEC ID N°: 64,
65, 69, 7; y SEC ID N°: 64, 65, 70, 7).

- marco aceptor 2 de VH humano “A” menos CDR de Kabat (SEC ID N°: 68, 62, 71, 7).

- marco aceptor 2 de VH humano “B”, “C” y “D” menos las regiones hipervariables extendidas (SEC ID N°: 64,
65, 71, 7; SEC ID N°: 64, 65, 72, 7; y SEC ID N°: 64, 65, 73, 7).

Las Figuras 4A y 4B muestran secuencias marco conservadas consenso variables ligeras (VL) humanas
aceptoras ilustrativas para su uso en la practica de la presente invencion con identificadores de secuencia como
los siguientes:

- marco consenso de subgrupo I-1 kappa de VL humano (xkv1-1): SEC ID N°: 74, 75, 76, 77

- marco consenso de subgrupo | kappa de VL humano (xv1): SEC ID N°: 74, 78, 76, 77
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- marco consenso de subgrupo Il kappa de VL humano (xv2): SEC ID N°: 49, 79, 80, 77
- marco consenso de subgrupo Il kappa de VL humano (xv3): SEC ID N°: 81, 82, 83, 77
- marco consenso de subgrupo IV kappa de VL humano (xv4): SEC ID N°: 84, 85, 86, 77

Figuras 5A y 5B: La Figura 5A representa alineamientos de secuencias de regién Fc de IgG humana de
secuencia nativa, humlgG1 (no alotipo A, SEC ID N°: 38; y alotipo A, en el que la secuencia de aminoacidos
SREEM dentro de SEC ID N°: 38 se cambia a SRDEL), humigG2 (SEC ID N°: 39), humigG3 (SEC ID N°: 40) y
humlgG4 (SEC ID N°: 41) con diferencias entre las secuencias marcadas con asteriscos. Los nimeros encima de
las secuencias representan el sistema de numeraciéon EU. También se muestra una regiéon constante kappa
ilustrativa. La Figura 5B representa las secuencias de aminoacidos de longitud completa (regiones variables y
constantes) de las cadenas ligeras y pesadas de anticuerpo anti CD22 humanizado 10F4v2, isotipo IgG1. Las
partes subrayadas representan los dominios constantes.

Las Figuras 6A-6D muestran resultados de ensayos que miden diversos determinantes de la eficacia de ADC
CD22 en lineas celulares de linfoma. La Figura 6A indica que los niveles de CD22 en superficie celular mayores
se correlacionan con una menor CI150 anti CD22-MCC-DM1 (mayor eficacia). La Figura 6B indica que la mayor
internalizacion de anti CD22-MCC-DM1 se correlaciona con menor CI50 anti CD22-MCC-DM1. La Figura 6C
indica que el aumento de la sensibilidad intrinseca de células a farmaco libre se correlaciona con menor CI50 anti
CD22-MCC-DM1. La Figura 6D es una microfotografia que muestra la internalizacion de anticuerpo anti CD22
marcado con fluorescencia después de la uniéon con CD22 en la superficie celular.

Figuras 7A - 7B: La Figura 7A es un grafico de reduccién del volumen tumoral in vivo en un modelo de
xenoinjerto que muestra que la administracién de anticuerpo anti CD22 mu10F4-smcc-DM1 y hu10F4v1-smcc-
DM1 a ratones SCID que tienen tumores de linfocitos B humanos redujo significativamente el volumen tumoral.
La carga farmacolégica fue de aproximadamente 4 y 4,6, véase Tabla 4. La Figura 7B es un grafico de un
estudio similar, pero la carga farmacolégica fue ligeramente menor a aproximadamente 2,9 y 3,0 (véase Tabla 5)
y la eficacia de mu10F4-smcc-DM1 y hu10F4v2-smcc-DM1 se compar6é con anticuerpo de control y mu10F4 no
conjugado. La Figura 7C es un grafico de la reducciéon tumoral in vivo en un modelo de xenoinjerto en el que se
administré anti CD22-spp-DM1 como se indica en la Tabla 6.

Figuras 8A y 8B: La Figura 8A es un grafico de anticuerpos anti CD22 5E8.1.8-smcc-DM1 y RFB4-smcc-DM1
administrados a xenoinjertos de células Ramos. La Figura 8B es un grafico de anticuerpos anti CD22 5E8.1.8-
smcc-DM1 y RFB4-smcc-DM1 administrados a xenoinjertos de BJAB-luc.

La Figura 9 es un grafico que muestra el efecto relativo en el volumen tumoral a lo largo del tiempo después de
la administracion de anti CD22(RFB4)-smcc-DM1 a cargas farmacolégicas bajas, medias y altas.

La Figura 10 es un grafico que muestra el efecto relativo en el volumen tumoral a lo largo del tiempo después de
la administracion de anti CD22 (RFB4)-MC-vcPAB-MMAF o anti CD22 (RFB4)-MC-MMAF en xenoinjertos de
Ramos.

La Figura 11 es un grafico que muestra el efecto relativo en el volumen tumoral a lo largo del tiempo después de
la administracion de anti CD22 (RFB4)-smcc-DM1 o -MCvcPAB-MMAE.

La Figura 12 es un grafico que muestra el efecto relativo en el volumen tumoral a lo largo del tiempo después de
la administracion de variantes anti CD22 10F4 humanizadas como inmunoconjugados de MMAF o DM1 como se
desvela en la Tabla 12.

Las Figuras 13A-13C son graficos que muestran el efecto relativo en el volumen tumoral a lo largo del tiempo
después de la administracion de anti CD22-smcc-DM1 o anti CD22-MC-MMAF en diferentes modelos de
xenoinjerto de linfocitos B: SuDHL-4 (Figura 13A), DoHH2 (Figura 13B) y Granta-519 (Figura 13C).

La Figura 14 muestra diagramas de dominios CD22 suprimidos para mapeo de epitopos como se describe en
los Ejemplos. Los dominios se numeran 1-7. “TM” se refiere a dominio transmembrana.

La Figura 15 muestra representaciones de conjugados de farmaco y anticuerpo anti CD22 modificado por
ingenieria genética con cisteina (ADC) en los que un resto farmacolégico esta unido a un grupo de cisteina
introducido por ingenieria genética en: la cadena ligera (LC-ADC); la cadena pesada (HC-ADC); y la region Fc
(Fc-ADC).

La Figura 16 muestra las etapas de: (i) reducir aductos de disulfuro de cisteina y disulfuros intercatenarios e
intracatenarios en un anticuerpo anti CD22 modificado por ingenieria genética con cisteina (TioMab) con agente
reductor TCEP (clorhidrato de tris(2-carboxietil)fosfina); (ii) oxidar parcialmente, es decir reoxidacién para
reformar los disulfuros intercatenarios e intracatenarios, con dhAA (acido deshidroascérbico); y (iii) conjugacién
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del anticuerpo reoxidado con un intermedio de farmaco-enlazador para formar un conjugado de farmaco de
anticuerpo anti CD22 modificado por ingenieria genética con cisteina (ADC).

Las Figuras 17A-17C representan las secuencias de aminoacidos de los anticuerpos modificados por ingenieria
genética con cisteina anti CD22 de la invencion en los que la cadena ligera o la cadena pesada o la regién Fc
esta alterada para introducir por ingenieria genética una cisteina en posiciones de aminoacidos seleccionadas.
La Figura 17A representa la secuencia de aminoacidos de la cadena ligera de la variante 10F4 anti CD22 en la
que una valina en la posicion de Kabat 205 (posicion secuencial Valina 210) esta alterada a una Cisteina. La
Figura 17B representa la secuencia de aminoacidos de la cadena pesada de variante 10F4 anti CD22 en la que
una Alanina en la posicion EU 118 (posicion secuencial de Alina 121) esta alterada a una Cisteina. La Figura
17C representa la secuencia de aminoacidos de la region Fc de variante 10F4 anti CD22 en la que una Serina en
la posicién EU 400 (posicién secuencial Serina 403) esta alterada a una cisteina. En cada Figura, el aminoacido
alterado se muestra en negrita con doble subrayado. El subrayado individual indica regiones constantes. Las
regiones variables no estan subrayadas.

Las Figuras 18A-18E son representaciones de FACS que indican que la union de conjugados farmacologicos de
TioMab anti CD22 (TDC) de la invencion que se unen a CD22 expresado en la superficie de células BJAB-lucs
es similar para variantes de TioMab LC, HC y Fc asi como para los diferentes conjugados farmacolégicos
mostrados.

La Figura 19 es un grafico que representa cambios en el volumen tumoral medio a lo largo del tiempo en un
modelo de xenoinjerto tratado con diferentes TDC anti CD22, que variaron en posicién de la cisteina introducida
por ingenieria genética (LC, HC o Fc) y/o por conjugado farmacolégico (MMAF o MMAE). Los modelos de
xenoinjerto tratados con TDC anti CD22 10F4-LC-V210C-MCvcPAB-MMAE y anti CD22 10F4-HC-A121C-
MCvcPAB-MMAE mostraron una reduccion en el volumen tumoral durante el estudio.

La Figura 20A es un grafico que representa cambios en el volumen tumoral medio a lo largo del tiempo en un
xenoinjerto de Granta-519 de linfoma de células del manto humano en ratones SCID CB17 tratados con TDC anti
CD22 A118C de cadena pesada conjugados con diferentes restos farmacologicos enlazadores y/o administrados
a diferentes dosis como se muestra. El TDC anti CD22 10F4-HC(A18C)-MCvcPAB-MMAE parecia ser el mas
eficaz de los agentes de ensayo de este experimento. La Figura 20B es un grafico que representa cambios en el
volumen tumoral medio a lo largo del tiempo en un xenoinjerto de DOHH2 de linfoma folicular en ratones SCID
CB 17 tratados con los mismos TDC anti CD22 A118C de cadena pesada, pero a mayores dosis. El TDC anti
CD22 10F4-HC(A118C)-MCvcPAB-MMAE parecia ser el mas eficaz de los agentes de ensayo en este
experimento. La Figura 20C es una representacion del porcentaje de cambio de peso en los ratones del estudio
de xenoinjerto de DOHH2 que muestra que no hubo cambios significativos en el peso durante los primeros 14
dias del estudio.

Las Figuras 21A y 21 B son graficos de barras que muestran cambios en AST (aspartato aminotransferasa) en
suero (Figura 21A) y neutréfilos en suero (Figura 21B) los Dias 0 y 5 en los que se administré6 ADC que
comprendia un enlazador escindible y no escindible.

Las Figuras 22A y 22B son graficos que muestran el agotamiento de linfocitos B periféricos (células CD20*) en
mono cynomolgus dosificados con 10, 20 y 30 mg/kg de MMAF anti CD22 (Figura 22A) y DM1 anti CD22
(Figura 22B).

Las Figuras 23A y 23B son graficos que no muestran cambios significativos en linfocitos CD4* a 10, 20 y 30
mg/kg de MMAF anti CD22 (Figura 23A) y DM1 anti CD22 (Figura 23B).

Las Figuras 24A y 24B muestran muestras histologicas de tejido de amigdalas de mono cynomolgus en las que
el agotamiento de linfocitos B del centro germinal, evidente en el control de vehiculo (Figura 24A), esta agotado
en una muestra de amigdala de un animal al que se dosific6 hu10F4v3-SMCC-DM 1 10 mg/kg.

La Figura 25A es un diagrama que indica las regiones de foliculo del bazo de las que se tomaron muestras
tisulares para un estudio en el que se mostré que los ADC anti CD22 evitan los linfocitos B en tejido en reposo en
monos cynomolgus. Las células en divisién en el centro germinal de foliculo del bazo de cyno se agotaron en
células germinales en division de bazos de cyno de animales dosificados con hu10F4v3-MC-MMAF a 10 mg/kg
(Figuras 25B y 25C). Los linfocitos B virgenes no en division no se agotaron en las mismas condiciones
(Figuras 25D y 25E).

Descripcion detallada de realizaciones de la invencion

Se proporcionan anticuerpos aislados que se unen a CD22. Se proporcionan adicionalmente inmunoconjugados que
comprenden anticuerpos anti CD22. Se proporcionan adicionalmente anticuerpos anti CD22 modificados por
ingenieria genética con cisteina e inmunoconjugados de los mismos. Son utiles anticuerpos e inmunoconjugados de
la invencién, por ejemplo, para el diagnostico o tratamiento de trastornos asociados con expresion alterada, por
ejemplo, expresién aumentada, de CD22. En ciertas realizaciones, los anticuerpos o inmunoconjugados de la
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invencidén son Uutiles para el diagnoéstico o tratamiento de un trastorno proliferativo celular, tal como un tumor o
cancer. En ciertas realizaciones, los anticuerpos o inmunoconjugados de la invencion son Uutiles para la deteccion de
CD22, por ejemplo, CD22 expresado en la superficie celular.

Se proporcionan polinucleétidos que codifican anticuerpos anti CD22. Se proporcionan vectores que comprenden
polinucleétidos que codifican anticuerpos anti CD22, y se proporcionan células hospedadoras que comprenden
dichos vectores. También se proporcionan composiciones, incluyendo formulaciones farmacéuticas, que
comprenden uno cualquiera 0 mas de los polinucleétidos, anticuerpos anti CD22 o inmunoconjugados de la
invencion.

Técnicas generales

Las técnicas y procedimientos descritos o referidos en la presente memoria se entienden generalmente bien y se
emplean habitualmente usando metodologia convencional por los expertos en la materia, tales como, por ejemplo,
las metodologias ampliamente utilizadas descritas en Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual 32
edicion (2001) Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N. Y.; Current Protocols in Molecular
Biology (F. M. Ausubel, et al. eds., (2003)); la serie Methods in Enzymology (Academic Press, Inc.): Pcr 2: A Practical
Approach (M. J. MacPherson, B. D. Hames y G. R. Taylor eds. (1995)), Harlow y Lane, eds. (1988) Antibodies, A
Laboratory Manual, y Animal Cell Culture (R. I. Freshney, ed. (1987)); Oligonucleotide Synthesis (M. J. Gait, ed.,
1984); Methods in Molecular Biology, Humana Press; Cell Biology: A Laboratory Notebook (J. E. Cellis, ed., 1998)
Academic Press; Animal Cell Culture (R. I. Freshney), ed., 1987); Introduction to Cell and Tissue Culture (J. P.
Mather y P. E. Roberts, 1998) Plenum Press; Cell and Tissue Culture: Laboratory Procedures (A. Doyle, J. B.
Griffths, y D. G. Newell, eds., 1993-8) J. Wiley and Sons; Handbook of Experimental Immunology (D. M. Weiry C. C.
Blackwell, eds.); Gene Transfer Vectors for Mammalian Cells (J. M. Miller y M. P. Calos, eds., 1987); PCR: The
Polymerase Chain Reaction, (Mullis et al., eds., 1994); Current Protocols in Immunology (J. E. Coligan ef al., eds.,
1991); Short Protocols in Molecular Biology (Wiley and Sons, 1999); Immunobiology (C. A. Janeway y P. Travers,
1997); Antibodies (P. Finch, 1997); Antibodies: A Practical Approach (D. Catty., ed., IRL Press, 1988-1989);
Monoclonal Antibodies: A Practical Approach (P. Shepherd y C. Dean, eds., Oxford University Press, 2000); Using
Antibodies: A Laboratory Manual (E. Harlow y D. Lane (Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1999); The Antibodies
(M. Zanetti y J. D. Capra, eds., Harwood Academic Publishers, 1995); y Cancer: Principles and Practice of Oncology
(V. T. DeVita et al., eds., J. B. Lippincott Company, 1993).

Definiciones y abreviaturas
Definiciones

Un anticuerpo “aislado” es uno que se ha identificado y separado y/o recuperado de un componente de su ambiente
natural. Los componentes contaminantes de su ambiente natural son materiales que interferirian con los usos de
investigacion, diagnostico o terapéuticos para el anticuerpo, y pueden incluir enzimas, hormonas y otros solutos
proteicos o no proteicos. En algunas realizaciones, un anticuerpo se purifica (1) a mas del 95 % en peso de
anticuerpo como se determina, por ejemplo, por el método de Lowry, y en algunas realizaciones, a mas del 99 % en
peso; (2) en un grado suficiente para obtener al menos 15 restos de la secuencia de aminoacidos N terminal o
interna mediante el uso de, por ejemplo, un secuenciador de copa giratoria, o (3) hasta homogeneidad por SDS-
PAGE en condiciones reductoras o no reductoras, usando, por ejemplo, tincion de azul de Coomassie o plata. El
anticuerpo aislado incluye el anticuerpo in situ dentro de células recombinantes puesto que al menos un componente
del ambiente natural del anticuerpo no estara presente. Habitualmente, sin embargo, se preparara anticuerpo aislado
en al menos una etapa de purificacion.

Una molécula de acido nucleico “aislada” es una molécula de acido nucleico que esta separada de al menos otra
molécula de acido nucleico con la que se asocia habitualmente, por ejemplo, en su ambiente natural. Una molécula
de acido nucleico aislada incluye ademas una molécula de acido nucleico contenida en células que expresan
habitualmente la molécula de &cido nucleico, pero la molécula de acido nucleico esta presente de forma
extracromosémica o en una localizacion cromosémica que es diferente de su localizacién cromosémica natural.

“Purificado” significa que una molécula estd presente en una muestra a una concentracion de al menos 95 % en
peso, o al menos 98 % en peso de la muestra en la que esta contenida.

La expresidon “sustancialmente similar’ o “sustancialmente igual’, como se usa en la presente memoria, indica un
grado de similitud suficientemente alto entre dos valores numéricos (por ejemplo, uno asociado con un anticuerpo de
la invencion y el otro asociado con un anticuerpo de referencia/comparador), de modo que un experto en la materia
consideraria que la diferencia entre los dos valores tiene poca o ninguna significacion biolégica y/o estadistica dentro
del contexto de la caracteristica biolégica medida por dichos valores (por ejemplo, valores Kd). La diferencia entre
dichos dos valores es, por ejemplo, menos de aproximadamente 50 %, menos de aproximadamente 40 %, menos de
aproximadamente 30 %, menos de aproximadamente 20 % y/o menos de aproximadamente 10 % en funcion del
valor de referencia/comparador.
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La frase “sustancialmente reducido” o “sustancialmente diferente”, como se usa en la presente memoria, indica un
grado suficientemente alto de diferencia entre dos valores numéricos (generalmente uno asociado con una molécula
y el otro asociado con una molécula de referencia/comparadora) de modo que un experto en la materia consideraria
que la diferencia entre los dos valores es estadisticamente significativa dentro del contexto de la caracteristica
bioldgica medida por dichos valores (por ejemplo, valores Kd). La diferencia entre dichos dos valores es, por
ejemplo, mayor de aproximadamente 10 %, mayor de aproximadamente 20 %, mayor de aproximadamente 30 %,
mayor de aproximadamente 40 % y/o mayor de aproximadamente 50 % en funcién del valor para la molécula de
referencia/comparadora.

El término “vector”, como se usa en la presente memoria, pretende referirse a una molécula de acido nucleico capaz
de transportar otro acido nucleico con el que se ha unido. Un tipo de vector es un “plasmido”, que se refiere a un
ADN bicatenario circular en el que pueden ligarse segmentos de ADN adicionales. Otro tipo de vector es un vector
de fago. Otro tipo de vector es un vector viral, en el que pueden ligarse segmentos de ADN adicionales en el
genoma viral. Ciertos vectores son capaces de replicacion autbnoma en una célula hospedadora en la que se
introducen (por ejemplo, vectores bacterianos que tienen un origen de replicacién bacteriano y vectores episomicos
de mamifero). Otros vectores (por ejemplo, vectores no episémicos de mamifero) pueden integrarse en el genoma
de una célula hospedadora tras su introduccion en la célula hospedadora, y de este modo se replican junto con el
genoma hospedador. Ademas, ciertos vectores son capaces de dirigir la expresién de genes con los que estan
unidos operativamente. Dichos vectores se denominan en la presente memoria “vectores de expresion
recombinantes” o simplemente “vectores de expresion”. En general, los vectores de expresion Utiles en técnicas de
ADN recombinante estan con frecuencia en forma de plasmidos. En la presente memoria descriptiva, “plasmido” y
“vector” pueden usarse de forma intercambiable ya que el plasmido es la forma mas habitualmente usada de vector.

“Polinucleétido” o “acido nucleico” como se usan en la presente memoria de forma intercambiable, se refieren a
polimeros de nucleétidos de cualquier longitud, e incluyen ADN y ARN. Los nucleétidos pueden ser
desoxirribonucleétidos, ribonucleétidos, nucledtidos modificados o bases y/o sus analogos, o cualquier sustrato que
puede incorporarse en un polimero por ADN o ARN polimerasa o por una reacciéon de sintesis. Un polinucleétido
puede comprender nucleétidos modificados, tales como nucleétidos metilados y sus analogos. Si esta presente, la
modificaciéon de la estructura de nucleétidos puede transmitirse antes o después del ensamblaje del polimero. La
secuencia de nucleétidos puede interrumpirse por componentes no nucleotidicos. Un polinucleétido puede
comprender una modificacion o modificaciones realizadas después de la sintesis, tales como conjugacién con un
marcador. Otros tipos de modificaciones incluyen, por ejemplo, “recubrimientos”, sustitucion de uno o mas de los
nucleétidos de origen natural con un analogo, modificaciones internucleotidicas tales como, por ejemplo, las de
enlaces no cargados (por ejemplo, metil fosfonatos, fosfotriésteres, fosfoamidatos, carbamatos, etc.) y con enlaces
cargados (por ejemplo, fosforotioatos, fosforoditioatos, etc.), los que contienen restos colgantes, tales como, por
ejemplo, proteinas (por ejemplo, nucleasas, toxinas, anticuerpos, péptidos sefal, pli-L-lisina, etc.), los que tienen
intercaladores (por ejemplo, acridina, psoraleno, etc.), los que contienen quelantes (por ejemplo, metales, metales
radiactivos, boro, metales oxidantes, etc.), los que contienen alquilantes, los que tienen enlaces modificados (por
ejemplo, acidos nucleicos anoméricos alfa, etc.), asi como formas no modificadas del polinucleétido o los
polinucleétidos. Ademas, cualquiera de los grupos hidroxilo habitualmente presentes en los azucares puede
reemplazarse, por ejemplo, por grupos fosfonato, grupos fosfato, protegerse por grupos protectores convencionales
0 activarse para preparar enlaces adicionales con nucleétidos adicionales, o pueden conjugarse con soportes
solidos o semisdlidos. EIl OH 5 y 3’ terminal puede fosforilarse o sustituirse con aminas o restos de grupos
protectores organicos de 1 a 20 atomos de carbono. Otros hidroxilos también pueden derivatizarse a grupos
protectores convencionales. Los polinucle6tidos también pueden contener formas analogas de azucares de ribosa o
desoxirribosa que se conocen generalmente en la técnica, incluyendo, por ejemplo, 2’-O-metil-, 2’-O-alil-, 2’-fluoro- o
2’-azido-ribosa, analogos de azucares carbociclicos, azicares o anoméricos, azucares epiméricos tales como
arabinosa, xilosas o lixosas, azUcares de piranosa, azucares de furanosa, sedoheptulosas, analogos aciclicos y
analogos nucleosidicos basicos tales como metil rib6sido. Uno o mas enlaces fosfodiéster pueden reemplazarse por
grupos de enlace alternativos. Estos grupos de enlace alternativos incluyen, pero sin limitacion, realizaciones en las
que el fosfato se reemplaza por P(O)S (“tioato”), P(S)S (“ditioato”), (O)NR:2 (“amidato”), P(O)R, P(O)OR’, CO o CH2
(“formacetal”), en los que cada R o R’ es independientemente H o alquilo sustituido o no sustituido (1-20 C) que
contiene opcionalmente un enlace éter (-O-), arilo, alquenilo, cicloalquilo, cicloalquenilo o araldilo. No todos los
enlaces en un polinucleétido tienen que ser idénticos. La descripcion precedente se aplica a todos los
polinucleétidos a los que se hace referencia en la presente memoria incluyendo ARN y ADN.

“Oligonucleoétido”, como se usa en la presente memoria, generalmente se refiere a polinucledtidos cortos,
generalmente monocatenarios, generalmente sintéticos, que son generalmente, pero no necesariamente, de menos
de aproximadamente 200 nucleétidos de longitud. Los términos “oligonucleétido” y “polinucleétido” no son
mutuamente exclusivos. La descripcion anterior para polinucledtidos es igual y completamente aplicable a
oligonucledétidos.

“Porcentaje (%) de identidad de secuencia de aminoacidos” con respecto a una secuencia polipeptidica de
referencia se define como el porcentaje de restos de aminoacidos en una secuencia candidata que son idénticos a
los restos de aminoacidos en la secuencia polipeptidica de referencia, después de alinear las secuencias e introducir
huecos, si es necesario, para conseguir el maximo porcentaje de identidad de secuencia, y sin considerar ninguna
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sustitucion conservativa como parte de la identidad de secuencia. Puede conseguirse alineamiento para fines de
determinar el porcentaje de identidad de secuencia de aminoacidos de diversas maneras que estan dentro de la
experiencia de la técnica, por ejemplo, usando software informatico disponible publicamente tal como software
BLAST, BLAST-2, ALIGN o Megalign (DNAS-TAR). Los expertos en la materia pueden determinar parametros
apropiados para alinear secuencias, incluyendo cualquier algoritmo necesario para conseguir el maximo
alineamiento sobre la longitud completa de las secuencias que se comparan. Para fines de la presente memoria, sin
embargo, se generan valores de porcentaje de identidad de secuencia de aminoacidos usando el programa
informatico de comparacion de secuencias ALIGN-2. El programa informatico de comparacion de secuencias
ALIGN-2 se autorizd por Genentech, Inc., y el cddigo fuente se ha presentado con la documentacion del usuario en
la Oficina de Derechos de Autor de los Estados Unidos, Washington D. C., 20559, en la que esta registrada con el
N° de Registro de Derechos de Autor de Estados Unidos TXU510087. El programa ALIGN-2 esta publicamente
disponible de Genentech, Inc., South San Francisco, California, o puede compilarse a partir del codigo fuente. El
programa ALIGN-2 deberia compilarse para su uso en un sistema operativo UNIX, preferentemente UNIX V4.0D
digital. Todos los parametros de comparacion de secuencias se establecen por el programa ALIGN-2 y no varian.

En situaciones en las que se emplee ALIGN-2 para comparaciones de secuencias de aminoacidos, el % de
identidad de secuencia de aminoacidos de una secuencia de aminoacidos dada A para, con o frente a una
secuencia de aminoacidos dada B (que puede describirse como alternativa como una secuencia de aminoacidos
dada A que tiene o comprende un cierto % de identidad de secuencia de aminoacidos para, con o frente a una
secuencia de aminoacidos dada B) se calcula como sigue:

100 por la fracciéon X/Y

en la que X es el numero de restos de aminoacidos puntuados como coincidencias idénticas por el programa de
alineamiento de secuencias ALIGN-2 en el alineamiento de ese programa de Ay B, y en la que Y es el numero total
de restos de aminoacidos en B. Se apreciara que cuando la longitud de la secuencia de aminoacidos A no sea igual
a la longitud de la secuencia de aminoacidos B el % de identidad de secuencia de aminoacidos de A y B no sera
igual al % de identidad de secuencia de aminoacidos de B y A. A no ser que se indique especificamente de otro
modo, todos los valores de % de identidad de secuencia de aminoacidos usados en la presente memoria se
obtienen como se ha descrito en el parrafo inmediatamente anterior usando el programa informatico ALIGN-2.

Un “marcador se superficie de linfocitos B” o “antigeno de superficie de linfocitos B” en la presente memoria es un
antigeno expresado en la superficie de un linfocito B al que puede dirigirse un antagonista que se une al mismo,
incluyendo pero sin limitacion, anticuerpos para un antigeno de superficie de linfocitos B o una forma soluble de un
antigeno de superficie de linfocitos B capaz de antagonizar la union de un ligando con el antigeno de linfocitos B de
origen natural. Los marcadores de superficie de linfocitos B ilustrativos incluyen los marcadores de superficie de
leucocitos CD10, CD 19, CD20, CD21, CD22, CD23, CD24, CD37, CD40, CD53, CD72, CD73, CD74, CDw75,
CDw76, CD77, CDw78, CD79a, CD79b, CD80, CD81, CD82, CD83, CDw84, CD85 y CD86 (para descripciones,
véase The Leukocyte Antigen Facts Book, 22 Edicion. 1997, ed. Barclay ef al. Academic Press, Harcourt Brace &
Co., Nueva York). Otros marcadores de superficie de linfocitos B incluyen RP105, FcRH2, CR2 de linfocitos B,
CCR®6, P2X5, HLA-DOB, CXCR5, FCER2, BR3, BAFF, BLyS, Btig, NAG14, SLGC16270, FcRH1, IRTA2, ATWD578,
FcRH3, IRTA1, FcRH6, BCMA y 239287. El marcador de superficie de linfocitos B de interés particular se expresa
preferentemente en linfocitos B en comparacién con otros tejidos distintos de linfocitos B de un mamifero y puede
expresarse tanto en linfocitos B precursores como en linfocitos B maduros.

El término “CD22”, como se usa en la presente memoria, se refiere a cualquier CD22 nativo de cualquier fuente de
vertebrado, incluyendo mamiferos tales como primates (por ejemplo seres humanos, mono cynomolgus (cyno)) y
roedores (por ejemplo, ratones y ratas), a no ser que se indique de otro modo. El término abarca CD22 no
procesados, “de longitud completa” asi como cualquier forma de CD22 que resulte del procesamiento en la célula. El
término también abarca variantes de origen natural de CD22, por ejemplo, variantes de corte y empalme, variantes
alélicas e isoformas. La isoforma principal de CD22 (CD22beta) comprende 847 aminoacidos y siete regiones de tipo
inmunoglobulina en el dominio extracelular (véase Wilson, G. L. et al., J. Exp. Med. 173: 137-146 (1991)). Un
isoforma menor, CD22alfa, comprende 647 aminoacidos y carece de dominios 3 y 4 de tipo inmunoglobulina en el
dominio extracelular (véase Stamenkovic, L y Seed, B., Nature 345: 74-77 (1990)) y Wilson et al. (1991),
mencionado anteriormente). La secuencia de aminoacidos de CD22 beta se representa en la Figura 1B en la que la
parte subrayada es el dominio extracelular (ECD) y la parte en cursiva indica los aminoacidos ausentes de la
secuencia de dominio extracelular de CD22 alfa. La Figura 1C representa la secuencia de aminoacidos de CD22alfa
en la que el ECD esta subrayado. La secuencia de aminoacidos del aminoacido 1 al aminoacido 21 representa la
secuencia sefal escindida de la forma madura de la proteina. En una realizacién, CD22 se expresa en la superficie
celular, tal como la superficie de un linfocito B normal o un linfocito B tumoral. La Figura 1D representa la secuencia
de aminoacidos de CD22 de mono cynomolgus.

Los “Anticuerpos” (Ab) e “inmunoglobulinas” (Ig) son glicoproteinas que tienen caracteristicas estructurales similares.
Aunque los anticuerpos muestran especificidad de unién con un antigeno especifico, las inmunoglobulinas incluyen
tanto anticuerpos como otras moléculas de tipo anticuerpo que generalmente carecen de especificidad antigénica.
Los polipéptidos del ultimo tipo se producen, por ejemplo, a bajos niveles por el sistema linfatico y a mayores niveles
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por mielomas.

Los términos “anticuerpo” e “inmunoglobulina” se usan de forma intercambiable en el sentido mas amplio e incluyen
anticuerpos monoclonales (por ejemplo, anticuerpos monoclonales de longitud completa o intactos), anticuerpos
policlonales, anticuerpos monovalentes, anticuerpos multivalentes, anticuerpos multiespecificos (por ejemplo,
anticuerpos biespecificos siempre que muestren la actividad biolégica deseada) y también pueden incluir ciertos
fragmentos de anticuerpo (como se describe en mas detalle en la presente memoria). Un anticuerpo puede ser
quimérico, humano, humanizado y/o madurado por afinidad.

La expresion “anticuerpo anti CD22” o “un anticuerpo que se une a CD22” se refiere a un anticuerpo que es capaz
de unirse a CD22 con suficiente afinidad de modo que el anticuerpo sea util como un agente de diagnéstico y/o
terapéutico en la direccién a CD22. Preferentemente, el alcance de la unién de un anticuerpo anti CD22 con una
proteina no CD22, no relacionada, es menor de aproximadamente el 10 % de la unién del anticuerpo con CD22
como se mide, por ejemplo, por un radioinmunoensayo (RIA). En ciertas realizaciones, un anticuerpo que se une a
CD22 tiene una constante de disociacion (Kd) de < 1 mM, < 100 nM, < 10 nM, < 1 nM o < 0,1 nM. En ciertas
realizaciones, un anticuerpo anti CD22 se une a un epitopo de CD22 que esta conservado entre CD22 de diferentes
especies.

La “region variable” o “dominio variable” de un anticuerpo se refiere a los dominios amino terminal de la cadena
pesada o ligera del anticuerpo. El dominio variable de la cadena pesada puede denominarse “VH". El dominio
variable de la cadena ligera puede denominarse “VL”. Estos dominios son generalmente las partes mas variables de
un anticuerpo y contienen los sitios de unién a antigeno.

El término “variable” se refiere al hecho de que ciertas partes de los dominios variables difieren en gran medida en
su secuencia entre anticuerpos y se usan en la unién y especificidad de cada anticuerpo particular para su antigeno
particular. Sin embargo, la variabilidad no esta distribuida uniformemente en todos los dominios variables de
anticuerpos. Se concentra en tres segmentos denominados regiones determinantes de complementariedad (CDR) o
regiones hipervariables (HVR) en los dominios variables tanto de cadena ligera como de cadena pesada. Las partes
mas altamente conservadas de dominios variables se denominan las regiones marco conservadas (FR). Los
dominios variables de cadenas pesadas y ligeras nativas comprenden cada uno cuatro regiones FR, que adoptan en
gran medida una configuraciéon de lamina beta, conectada por tres CDR, que forman bucles que conectan, y en
algunos casos que forman parte de, la estructura de lamina beta. Las CDR en cada cadena se mantienen juntas en
proximidad estrecha por regiones FR y, con las CDR de la otra cadena, contribuyen a la formacién del sitio de unién
a antigenos de los anticuerpos (véase Kabat ef al., Sequences of Proteins of Immunological Interest, Quinta Edicién,
National Institute of Health, Bethesda, MD (1991)). Los dominios constantes no estan implicados directamente en la
unién de un anticuerpo con un antigeno, pero muestran diversas funciones efectoras tales como participacion del
anticuerpo en toxicidad celular dependiente de anticuerpo.

Las “cadenas ligeras” de anticuerpos (inmunoglobulinas) de cualquier especie vertebrada pueden asignarse a uno
de dos tipos claramente distintos, denominados kappa (k) y lambda (A), basandose en las secuencias de
aminoacidos de sus dominios constantes.

Dependiendo de las secuencias de aminoacidos de los dominios constantes de sus cadenas pesadas, los
anticuerpos (inmunoglobulinas) pueden asignarse a diferentes clases. Hay cinco clases principales de
inmunoglobulinas: IgA, IgD, IgE, IgG e IgM, y varias de estas pueden dividirse adicionalmente en subclases
(isotipos), por ejemplo, 19G1, 1gGz, 19Gs, 1gGs4, IgA1 e IgA2. Los dominios contantes de cadena pesada que
corresponden a las diferentes clases de inmunoglobulinas se denominan «, 3, €, vy y u, respectivamente. Las
estructuras subunitarias y configuraciones tridimensionales de diferentes clases de inmunoglobulinas se conocen
bien y se describen en general en, por ejemplo, Abbas ef al. Cellular and Mol. Immunology, 4% ed. (2000). Un
anticuerpo puede ser una parte de una molécula de fusién mayor, formada por asociaciéon covalente o no covalente
del anticuerpo con una o mas proteinas o péptidos.

Las expresiones “anticuerpo de longitud completa”, “anticuerpo intacto” y “anticuerpo completo” se usan de forma
intercambiable en la presente memoria para hacer referencia a un anticuerpo en su forma sustancialmente intacta,
no a fragmentos de anticuerpo como se definen posteriormente. Las expresiones se refieren particularmente a un
anticuerpo con cadenas pesadas que contienen la region Fc.

Los “fragmentos de anticuerpo” comprenden solamente una parte de un anticuerpo intacto, en la que la parte
conserva al menos una, y hasta la mayoria o todas, de las funciones normalmente asociadas con esa parte cuando
esta presente en un anticuerpo intacto. En una realizacién, un fragmento de anticuerpo comprende un sitio de unién
a antigeno del anticuerpo intacto y de este modo conserva la capacidad para unirse a antigeno. En otra realizacién,
un fragmento de anticuerpo, por ejemplo uno que comprende la regién Fc, conserva al menos una de las funciones
biolégicas normalmente asociadas con la region Fc cuando esta presente en un anticuerpo intacto, tal como unién
de FcRn, modulacion de la semivida del anticuerpo, funcion de ADCC y unién del complemento. En una realizacién,
un fragmento de anticuerpo es un anticuerpo monovalente que tiene una semivida in vivo sustancialmente similar a
un anticuerpo intacto. Por ejemplo, dicho fragmento de anticuerpo puede comprender una rama de unién a antigeno
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ligada con una secuencia Fc capaz de conferir estabilidad in vivo al fragmento.

La digestion con papaina de anticuerpos produce dos fragmentos de unién a antigeno idénticos, denominados
fragmentos “Fab”, cada uno con un Unico sitio de unién a antigeno, y un fragmento “Fc” residual, cuyo nombre refleja
su capacidad para cristalizar facilmente. El tratamiento con pepsina produce un fragmento F(ab’)2 que tiene dos
sitios de combinacién de antigeno y aun es capaz de entrecruzarse con el antigeno.

“Fv” es el fragmento de anticuerpo minimo que contiene un sitio de uniéon a antigeno completo. En una realizacién,
una especie de Fv de dos cadenas consiste en un dimero de un dominio variable de cadena pesada y uno de ligera
en asociacion estrecha, no covalente. En una especie Fv de cadena sencilla (scFv), un dominio variable de cadena
pesada y uno de ligera puede estar unidos covalentemente por un enlazador peptidico flexible de modo que las
cadenas ligera y pesada pueden asociarse en una estructura “dimérica” analoga de la de una especie de Fv de dos
cadenas. Es en esta configuracion en la que las tres CDR de cada dominio variable interaccionan para definir un
sitio de unién a antigeno en la superficie del dimero VH-VL. Colectivamente, las seis CDR confieren especificidad de
unién a antigeno al anticuerpo. Sin embargo, incluso un unico dominio variable (o la mitad de un Fv que comprende
solamente tres CDR especificas para un antigeno) tiene la capacidad para reconocer y unirse a antigeno, aunque a
una menor afinidad que el sitio de uniéon completo.

El fragmento Fab contiene los dominios variables de cadena pesada y ligera y también contiene el dominio
constante de la cadena ligera y el primer dominio constante (CH1) de la cadena pesada. Los fragmentos Fab’
difieren de los fragmentos Fab por la adicién de algunos restos en el extremo carboxilo terminal del dominio CH1 de
cadena pesada incluyendo una o mas cisteinas de la region bisagra del anticuerpo. Fab’-SH es la designacién en la
presente memoria para Fab’ en el que el resto o los restos de cisteina de los dominios constantes portan un grupo
de tiol libre. Los fragmentos de anticuerpo F(ab’) se produjeron originalmente como pares de fragmentos Fab’ que
tienen cisteinas bisagra entre ellos. También se conocen otros acoplamientos quimicos de fragmentos de
anticuerpo.

Los fragmentos de anticuerpo “Fv de cadena sencilla” o “scFv”’ comprenden los dominios VH y VL del anticuerpo, en
el que estos dominios estan presentes en una cadena polipeptidica sencilla. Generalmente, el polipéptido scFv
comprende ademas un enlazador polipeptidico entre los dominios VH y VL que permite que el scFv forme la
estructura deseada para union a antigeno. Para una revision de scFv véase Pluckthun, en The Pharmacology of
Monoclonal Antibodies, vol. 113, Rosenburg y Moore eds., Springer-Verlag, Nueva York, pp. 269-315 (1994).

El término “diacuerpos” se refiere a fragmentos de anticuerpo pequefios con dos sitios de uniéon a antigeno,
comprendiendo dichos fragmentos un dominio variable de cadena pesada (VH) conectado con un dominio variable
de cadena ligera (VL) en la misma cadena polipeptidica (VH-VL). Usando un enlazador que es demasiado corto para
permitir el emparejamiento entre los dos dominios en la misma cadena, se obliga a los dominios a emparejarse con
los dominios complementarios de otra cadena y crear dos sitios de unién a antigeno. Los diacuerpos pueden ser
bivalentes o biespecificos. Los diacuerpos se describen mas completamente en, por ejemplo, los documentos EP
404.097; WO93/1161; Hudson et al. (2003) Nat. Med. 9: 129-134; y Hollinger et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:
6444-6448 (1993). También se describen triacuerpos y tetracuerpos en Hudson et al. (2003) Nat. Med. 9:129-134.

La expresion “anticuerpo monoclonal” como se usa en la presente memoria se refiere a un anticuerpo obtenido de
una poblacion de anticuerpos sustancialmente homogéneos, es decir, los anticuerpos individuales que comprenden
la poblacion son idénticos excepto por posibles mutaciones, por ejemplo, mutaciones de origen natural, que pueden
estar presentes en cantidades menores. De este modo, el modificador “monoclonal”’ indica que el caracter del
anticuerpo no es una mezcla de anticuerpos discretos. En ciertas realizaciones, dicho anticuerpo monoclonal
normalmente incluye un anticuerpo que comprende una secuencia polipeptidica que se une a una diana, en el que la
secuencia polipeptidica de union a diana se obtuvo por un procedimiento que incluye la seleccién de una secuencia
polipeptidica de unidén a una sola diana de una pluralidad de secuencias polipeptidicas. Por ejemplo, el proceso de
seleccion puede ser la seleccidon de un Unico clon de una pluralidad de clones, tal como un grupo de clones de
hibridoma, clones de fago o clones de ADN recombinantes. Deberia entenderse que un secuencia de union a diana
seleccionada puede alterarse adicionalmente, por ejemplo, para mejorar su afinidad por la diana, para humanizar la
secuencia de union a diana, para mejorar su produccion en cultivo celular, para reducir su inmunogenicidad in vivo,
para crear un anticuerpo multiespecifico, etc. y que un anticuerpo que comprende la secuencia de unién a diana
alterada también es un anticuerpo monoclonal de la presente invencion. A diferencia de preparaciones de
anticuerpos policlonales que normalmente incluyen diferentes anticuerpos dirigidos contra diferentes determinantes
(epitopos), cada anticuerpo monoclonal de una preparacion de anticuerpos monoclonales se dirige contra un unico
determinante en un antigeno. Ademas de su especificidad, las preparaciones de anticuerpos monoclonales son
ventajosas porque normalmente no estan contaminadas por otras inmunoglobulinas.

El modificador “monoclonal” indica que el caracter del anticuerpo se obtiene de una poblacién sustancialmente
homogénea de anticuerpos, y no debe interpretarse que requiere produccion del anticuerpo por ningin método
particular. Por ejemplo, los anticuerpos monoclonales para usar de acuerdo con la presente invencién pueden
realizarse por una diversidad de técnicas, incluyendo, por ejemplo, el método de hibridoma (por ejemplo, Kohler et
al., Nature, 256: 495 (1975); Harlow et al., Antibodies: A Laboratory Manual, (Cold Spring Harbor Laboratory Press,
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22 ed. 1988); Hammerling et al., en: Monoclonal Antibodies and T-Cell Hybridomas 563-681 (Elsevier, N. Y., 1981)),
métodos de ADN recombinante (véase, por ejemplo, Patente de Estados Unidos N° 4.816.567), tecnologia de
presentacion de fagos (véase, por ejemplo, Clackson ef al., Nature, 352: 624-628 (1991); Marks et al., J. Mol. Biol.
222: 581-597 (1992); Sidhu et al., J. Mol. Biol. 338(2): 299-310 (2004); Lee et al., J. Mol. Biol. 340(5): 1073-1093
(2004); Fellouse, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 101 (34): 12467-12472 (2004); y Lee et al., J. Immunol. Methods 284(1-
2): 119-132(2004), y tecnologias para producir anticuerpos humanos o de tipo humano en animales que tienen
partes o todos los loci de inmunoglobulina humana o genes que codifican secuencias de inmunoglobulina humana
(véanse, por ejemplo, los documentos W098/24893; W096/34096; WO096/33735; WO091/10741; Jakobovits et al.,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90: 2551 (1993); Jakobovits et al., Nature 362: 255-258 (1993); Bruggemann et al., Year
in Immunol. 7: 33 (1993); Patentes de Estados Unidos N° 5.545.807; 5.545.806; 5.569.825; 5.625.126; 5.633.425;
5.661.016; Marks et al., Bio. Technology 10: 779-783 (1992); Lonberg et al., Nature 368: 856-859 (1994); Morrison,
Nature 368: 812-813 (1994); Fishwild et al., Nature Biotechnol. 14: 845-851 (1996); Neuberger, Nature Biotechnol.
14: 826 (1996) y Lonberg y Huszar, Intern. Rev. Immunol. 13: 65-93 (1995).

Los anticuerpos monoclonales de la presente memoria incluyen especificamente anticuerpos “quiméricos” en los que
una parte de la cadena pesada y/o ligera es idéntica u homologa a secuencias correspondientes en anticuerpos
derivados de una especie particular o que pertenecen a una clase o subclase de anticuerpo particular, mientras que
el resto de la cadena o las cadenas es idéntico u homologo a secuencias correspondientes en anticuerpos derivados
de otras especies o0 que pertenecen a otra clase o subclase de anticuerpo, asi como fragmentos de dichos
anticuerpos, siempre que muestren la actividad biolégica deseada (Patente de Estados Unidos N° 4.816.567; y
Morrison et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81: 6851-6855 (1984)).

Las formas “humanizadas” de anticuerpos no humanos (por ejemplo, murinos) son anticuerpos quiméricos que
contienen secuencia minima derivada de inmunoglobulina no humana. En una realizacion, un anticuerpo
humanizado es una inmunoglobulina humana (anticuerpo receptor) en la que se reemplazan restos de una region
hipervariable del receptor por restos de una regién hipervariable de una especie no humana (anticuerpo donante) tal
como raton, rata, conejo o primate no humano que tiene la especificidad, afinidad y/o capacidad deseadas. En
algunos casos, los restos de region marco conservada (FR, framework region) de la inmunoglobulina humana se
reemplazan por restos no humanos correspondientes. Ademas, los anticuerpos humanizados pueden comprender
restos que no se encuentran en el anticuerpo receptor o en el anticuerpo donante. Estas modificaciones pueden
realizarse para refinar adicionalmente el rendimiento del anticuerpo. En general, un anticuerpo humanizado
comprendera sustancialmente todos de al menos uno, y normalmente dos, dominios variables, en los que todos o
sustancialmente todos los bucles hipervariables corresponden a los de una inmunoglobulina no humana, y todas o
sustancialmente todas las FR son las de una secuencia de inmunoglobulina humana. Opcionalmente, el anticuerpo
humanizado también comprendera al menos una parte de una regién constante de inmunoglobulina (Fc),
normalmente la de una inmunoglobulina humana. Para mas detalles, véanse Jones et al., Nature 321: 522-525
(1986); Riechmann et al., Nature 332: 323-329 (1988); y Presta, Curr. Op. Struct. Biol. 2: 593-596 (1992). Véanse
también los siguientes articulos de revision y referencias citadas en los mismos: Vaswani y Hamilton, Ann. Allergy,
Asthma & Immunol. 1: 105-115 (1998); Harris, Biochem. Soc. Transactions 23: 1035-1038 (1995); Hurle y Gross,
Curr. Op. Biotech. 5: 428-433 (1994).

Un “anticuerpo humano” es uno que posee una secuencia de aminoacidos que corresponde a la de un anticuerpo
producido por un ser humano y/o que se ha realizado usando cualquiera de las técnicas para realizar anticuerpos
humanos como se desvela en la presente memoria. Esta definicion de un anticuerpo humano excluye
especificamente un anticuerpo humanizado que comprende restos de unién a antigeno no humanos.

La expresion “region hipervariable”, “HVR” o “HV”, cuando se usa en la presente memoria, se refiere a las regiones
de un dominio variable de anticuerpo que son hipervariables en secuencia y/o forman bucles estructuralmente
definidos. Generalmente, los anticuerpos comprenden seis regiones hipervariables; tres en la VH (H1, H2, H3) y tres
en la VL (L1, L2, L3). En anticuerpos nativos, H3 y L3 presentan la mayor diversidad de las seis regiones
hipervariables, y se cree que H3 en particular desempefia un papel exclusivo al conferir excelente especificidad a los
anticuerpos. Xu et al. (2000) Immunity 13: 37-45; Johnson y Wu (2003) en Methods in Molecular Biology 248: 1-25
(Lo, ed., Human Press, Totowa, NJ). De hecho, los anticuerpos de camélidos de origen natural, que constan solo de
una cadena pesada, son funcionales y estables en ausencia de cadena ligera. Hamers-Casterman et al. (1993)
Nature 363: 446-448; Sheriff et al. (1996) Nature Struct. Biol. 3: 733-736.

Varias delineaciones de regiéon hipervariable estan en uso y se incluyen en la presente memoria. Las Regiones
Determinantes de Complementariedad (CDR) de Kabat se basan en la variabilidad de secuencia y son las mas
habitualmente usadas (Kabat et al., Sequences of Proteins of Immunological Interest, 5 Ed. Public Health Service,
National Institutes of Health, Bethesda, MD. (1991)). Chothia se refiere por otro lado a la localizacion de los bucles
estructurales (Chothia y Lesk J. Mol. Biol. 196: 901-917 (1987)). Las regiones hipervariables AbM representan un
compromiso entre las CDR de Kabat y los bucles estructurales de Chothia, y se usan en el software de modelacién
de anticuerpos AbM de Oxford Molecular. Las regiones hipervariables de “contacto” se basan en un andlisis de las
estructuras cristalinas complejas disponibles. A continuaciéon se indican los restos de cada una de estas regiones
hipervariables.
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Bucle Kabat AbM Chothia  Contacto

L1 L24-.34 L24-.34 L26-L32 L30-L36

L2 L50-L56 L50-L56 L50-L52 L46-L55

L3  L89-L97 L89-L97 L91-L96 L89-L96

H1  H31-H35B H26-H35B H26-H32 H30-H35B
(Numeracioén de Kabat)

H1  H31-H35 H26-H35 H26-H32 H30-H35
(Numeracién de Chothia)

H2 H50-H65 H50-H58  H53-H55 H47-H58

H3  H95-H102 H95-H102 H96-H101 H93-H101

Las regiones hipervariables pueden comprender “regiones hipervariables extendidas” como las siguientes: 24-36 o
24-34 (L1), 46-56 o0 50-56 (L2) y 89-97 o0 89-96 (L3) en la VL y 26-35 (H1), 50-65 o 49-65 (H2) y 93-102, 94-102, o
95-102 (H3) en la VH. Los restos de dominio variable se numeran de acuerdo con Kabat et al., mencionado
anteriormente, para cada una de estas definiciones. Las regiones hipervariables HVR-H1 y HVR-H2 de los
anticuerpos anti-CD22 10F4 de la invencion son H26-H35 y H49-H65 usando la numeracion de Kabat.

Los restos “marco” o “FR” son los restos del dominio variable distintos de los restos de regién hipervariable como se
definen en la presente memoria.

La expresion “numeracion de restos de dominio variable como en Kabat” o “numeracion de posicién de aminoacidos
como en Kabat”, y variaciones de la misma, se refiere al sistema de numeracion usado para dominios variables de
cadena pesada o dominios variables de cadena ligera de la recopilaciéon de anticuerpos en Kabat et al., Sequences
of Proteins of Immunological Interest, 52 Ed. Public Health Service, National Institutes of Health, Bethesda, MD
(1991). Usando este sistema de numeracioén, la secuencia de aminoacidos lineal real puede contener pocos o
aminoacidos adicionales correspondientes a un acortamiento de, o insercién en, una FR o HVR del dominio variable.
Por ejemplo, un dominio variable de cadena pesada puede incluir un inserto de un solo aminoacido (resto 52a de
acuerdo con Kabat) después del resto 52 de H2 y restos insertados (por ejemplo restos 82a, 82b y 82c, etc. de
acuerdo con Kabat) después del resto 82 de FR de cadena pesada. La numeracion de restos de Kabat puede
determinarse para un anticuerpo dado por alineamiento en regiones de homologia de la secuencia del anticuerpo
con una secuencia numerada de Kabat “convencional”.

Un “aminoacido de cisteina libre” se refiere a un resto aminoacido de cisteina que se ha modificado por ingenieria
genética en un anticuerpo parental, que tiene un grupo tiol (-SH) funcional, y que no se empareja como, o es parte
de otro modo de, un enlace disulfuro intramolecular o intermolecular.

La expresién “valor de reactividad de tiol” es una caracterizaciéon cuantitativa de la reactividad de aminoacidos de
cisteina libres. El valor de reactividad de tiol es el porcentaje de un aminoacido de cisteina libre en un anticuerpo
modificado por ingenieria genética con cisteina que reacciona con un reactivo sensible a tiol, y convertido a un valor
maximo de 1. Por ejemplo, un aminoacido de cisteina libre en un anticuerpo modificado por ingenieria genética con
cisteina que reacciona en rendimiento del 100% con un reactivo sensible a tiol, tal como un reactivo de biotina-
maleimida, para formar un anticuerpo marcado con biotina, tiene un valor de reactividad de tiol de 1,0. Otro
aminoacido de cisteina modificado por ingenieria genética en el mismo o diferente anticuerpo parental que reacciona
en rendimiento del 80% con un reactivo sensible a tiol tiene un valor de reactividad de tiol de 0,8. Otro aminoacido
de cisteina modificado por ingenieria genética en el mismo o diferente anticuerpo parental que no consigue
reaccionar en absoluto con un reactivo sensible a tiol tiene un valor de reactividad de tiol de 0. La determinacion del
valor de reactividad de tiol de una cisteina particular puede realizarse por un ensayo de ELISA, espectroscopia de
masas, cromatografia liquida, autorradiografia u otros ensayos analiticos cuantitativos. Los reactivos sensibles a tiol
que permiten la captura del anticuerpo modificado por ingenieria genética con cisteina y la comparaciéon y
cuantificacion de la reactividad de cisteina incluyen biotina-PEO-maleimida ((+)-biotinil-3-malcimidopropionamidil-
3,6-dioxaoctaindiamina, Oda et al (2001) Nature Biotechnology 19: 379-382, Pierce Biotechnology, Inc.), Biotina-
BMCC, PEO-Yodoacetil Biotina, Yodoacetil-LC-Biotina y Biotina-HPDP (Pierce Biotechnology, Inc.) y No-(3-
maleimidilpropionil)biocitina (MPB, Molecular Probes, Eugene, OR). Otras fuentes comerciales para biotinilacion,
reactivos enlazadores bifuncionales y multifuncionales incluyen Molecular Probes, Eugene, OR, and Sigma, St.
Louis, MO.

Un “anticuerpo parental” es un anticuerpo que comprende una secuencia de aminoacidos en la que uno 0 mas
restos de aminoacidos se reemplazan por uno o mas restos de cisteina. El anticuerpo parental puede comprender
una secuencia nativa o de tipo silvestre. El anticuerpo parental puede tener modificaciones de secuencia de
aminoacidos preexistentes (tales como adiciones, deleciones y/o sustituciones) en relacion con otras formas nativas,
de tipo silvestre o modificadas de un anticuerpo. Un anticuerpo parental puede dirigirse contra un antigeno diana de
interés, por ejemplo, un polipéptido biolégicamente importante. También se contemplan anticuerpos dirigidos contra

33



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2567402 T3

antigenos no polipeptidicos (tales como antigenos glucolipidos asociados a tumor; véase el documento US
5091178).

En la presente memoria se usan las siguientes abreviaturas y tienen las definiciones indicadas: BME es beta-
mercaptoetanol, Boc es N-(t-butoxicarbonilo), cit es citrulina (dcido 2-amino-5-ureido pentanoico), dap es dolaproina,
DCC es 1,3-diciclohexilcarbodiimida, DCM es diclorometano, DEA es dietilamina, DEAD es dietilazodicarboxilato,
DEPC es dietifosforilcianidato, DIAD es diisopropilazodicarboxilato, DIEA es N,N-diisopropiletilamina, dil es
dolaisoleucina, DMA es dimetilacetamida, DMAP es 4-dimetilaminopiridina, DME es etilenglicol dimetil éter (o 1,2-
dimetoxietano), DMF es N,N-dimetilformamida, DMSO es dimetilsulfoxido, doe es dolafenina, dov es N,N-
dimetilvalina, DTNB es 5,5-ditiobis(acido 2-nitrobenzoico), DTPA es acido dietilentriaminpentaacético, DTT es
ditiotreitol, EDCI es clorhidrato de 1-(3-dimetilaminopropil)-3-etilcarbodiimida, EEDQ es 2-etoxi-1-etoxicarbonil-1,2-
dihidroguinolina, EN-EM es espectrometria de masas por electronebulizacion, EtOAc es etil acetato, Fmoc es N-(9-
fluorenilmetoxicarbonilo), gly es glicina, HATU es O-(7-azabenzotriazol-1-il)-N,N,N’,N*-tetrametiluronio
hexafluorofosfato, HOBt es 1-hidroxibenzotriazol, HPLC es cromatografia liquida a alta presién, ile es isoleucina, lys
es lisina, MeCN (CHsCN) es acetonitrilo, MeOH es metanol, Mtr es 4-anisildifenilmetilo (o 4-metoxitritilo), nor es (1S,
2R)-(+)-norefedrina, PAB es p-aminobencilcarbamoilo, PBS es solucién salina tamponada con fosfato (pH 7), PEG
es polietilenglicol, Ph es fenilo, Pnp es p-nitrofenilo, MC es 6-maleimidocaproilo, phe es L-fenilalanina, PyBrop es
bromo tris-pirrolidin fosfonio hexafluorofosfato, SEC es cromatografia de exclusién por tamafio, Su es succinimida,
TFA es acido trifluoroacético, TLC es cromatografia en capa fina, UV es ultravioleta y val es valina.

Un anticuerpo “madurado por afinidad” es uno con una o mas alteraciones en una o mas HVR del mismo que dan
como resultado una mejora de la afinidad del anticuerpo por el antigeno, en comparacién con un anticuerpo parental
que no posee esa alteracién o alteraciones. En una realizaciéon, un anticuerpo madurado por afinidad tiene
afinidades nanomolares o incluso picomolares por el antigeno diana. Los anticuerpos madurados por afinidad se
producen por procedimientos conocidos en la técnica. Marks et al. Bio/Technology 10: 779-783 (1992) describen la
maduracion de afinidad cambiando de sitio los dominios VH y VL. La mutagénesis aleatoria de HVR y/o restos
marco se describe por: Barbas et al. Proc Nat. Acad. Sci. USA 91: 3809-3813 (1994); Schier et al. Gene 169: 147-
155 (1995); Yelton et al. J. Immunol. 155: 1994-2004 (1995); Jackson et al., J. Immunol. 154(7): 3310-9 (1995); y
Hawkins et al, J. Mol. Biol. 226: 889-896 (1992).

Un anticuerpo “bloqueante” o un anticuerpo “antagonista” es uno que inhibe o reduce la actividad biolégica del
antigeno al que se une. Ciertos anticuerpos bloqueantes o anticuerpos antagonistas inhiben sustancial o
completamente la actividad biolégica del antigeno.

Un “anticuerpo agonista”’, como se usa en la presente memoria, es un anticuerpo que imita al menos una de las
actividades funcionales de un polipéptido de interés.

Las “funciones efectoras” del anticuerpo se refieren a aquellas actividades biologicas atribuibles a la regién Fc (una
region Fc de secuencia nativa o regién Fc de variante de secuencia de aminoéacidos) de un anticuerpo, y varia con el
isotipo del anticuerpo. Como ejemplos de funciones efectoras de anticuerpo se incluyen: unién de Clq y citotoxicidad
dependiente de complemento; unién del receptor de Fc; citotoxicidad mediada por células dependiente de anticuerpo
(ADCC); fagocitosis; regulacién negativa de receptores de superficie celular (por ejemplo receptor de linfocitos B); y
activacion de linfocitos B.

“Receptor de Fc” o “FcR” describe un receptor que se une a la regiéon Fc de un anticuerpo. En algunas realizaciones,
un FcR es un FcR humano nativo. En algunas realizaciones, un FcR es uno que se une a un anticuerpo IgG (un
receptor gamma) e incluye receptores de las subclases FcyRI, FcyRIl y FcyRIIl, incluyendo variantes alélicas y
formas de corte y empalme alternativo de estos receptores. Los receptores FcyRIl incluyen FcyRIIA (un “receptor
activador”) y FcyRIIB (un “receptor inhibidor”), que tienen secuencias de aminoacidos similares que difieren
principalmente en los dominios citoplasmicos de las mismas. El receptor activador FcyRIIA contiene un motivo de
activacion basado en tirosina inmunorreceptor (ITAM) en su dominio citoplasmatico. El receptor inhibidor FcyRIIB
contiene un motivo de inhibicién basado en tirosina inmunorreceptor (ITIM) en su dominio citoplasmatico (véase
Daéron, Annu. Rev. Immunol. 15: 203-234 (1997)). Los FcR se revisan en Ravetch y Kinet, Annu. Rev. Immunol 9:
457-92 (1991); Capel et al., Immunomethods 4: 25-34 (1994); y de Haas ef al., J. Lab. Clin. Med. 126: 330-41 (1995).
Otros FcR, incluyendo los que van a identificarse en el futuro, se incluyen en el término “FcR” de la presente
memoria.

La expresion “receptor de Fc’ o “FcR” también incluye el receptor neonatal, FcRn, que es responsable de la
transferencia de las IgG maternas al feto (Guyer ef al., J. Immunol. 117: 587 (1976) y Kim et al., J. Inmunol. 24: 249
(1994)) y de la regulacion de la homeostasis de las inmunoglobulinas. Se conocen métodos para medir la unién con
FcRn (véase, por ejemplo, Ghetie 1997, Hinton 2004). Puede ensayarse la unién con FcRn humano in vivo y
semivida en suero de polipéptidos de unién de alta afinidad de FcRn humano, por ejemplo, en ratones transgénicos
o en lineas celulares humanas transfectadas que expresan FcRn humano, o en primates a los que se administran
los polipéptidos variantes de Fc.
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El documento WO000/42072 (Presta) describe variantes de anticuerpo con unién mejorada o disminuida a los FcR.
Véase, también, Shields ef al. J. Biol. Chem. 9(2): 6591-6604 (2001).

Las “células efectoras humanas” son leucocitos que expresan uno o mas FcR y realizan funciones efectoras. En
ciertas realizaciones, las células expresan al menos FcyRIll y realizan una funcion o funciones efectoras de ADCC.
Como ejemplos de leucocitos humanos que median en ADCC incluyen células mononucleares de sangre periférica
(PBMC), linfocitos citoliticos naturales (NK), monocitos, linfocitos T citotoxicos y neutréfilos. Las células efectoras
pueden aislarse de una fuente nativa, por ejemplo, de la sangre.

“Citotoxicidad mediada por células dependiente de anticuerpo” o “ADCC” se refiere a una forma de citotoxicidad en
la que la Ig segregada unida a receptores de Fc (FCR) presentes en ciertas células citotdxicas (por ejemplo, linfocitos
Citoliticos Naturales (NK), neutrofilos y macrofagos) permite que estas células efectoras citotoxicas se unan
especificamente a una célula diana portadora de antigeno y posteriormente destruya la célula diana con citotoxinas.
Las células primarias para mediar en ADCC, linfocitos NK, expresan solamente FcyRIll, mientras que los monocitos
expresan FcyRI, FcyRIl y FcyRIIl. La expresion de FcR en células hematopoyéticas se resume en la Tabla 3 en la
pagina 464 de Ravetch y Kinet, Annu. Rev. Immunol 9: 457-92 (1991). Para evaluar la actividad de ADCC de una
molécula de interés, puede realizarse un ensayo de ADCC in vitro, tal como el descrito en la Patente de Estados
Unidos N° 5.500.362 o0 5.821.337 o en la Patente de Estados Unidos de Presta N° 6.737.056. Las células efectoras
utiles para dichos ensayos incluyen células mononucleares de sangre periférica (PBMC) y linfocitos Citoliticos
Naturales (NK). Como alternativa, o adicionalmente, la actividad ADCC de la molécula de interés puede evaluarse in
vivo, por ejemplo, en un modelo animal tal como el desvelado en Clynes et al. PNAS (USA) 95: 652-656 (1998).

La “citotoxicidad dependiente de complemento” o “CDC” se refiere a la lisis de una célula diana en presencia de
complemento. La activacién de la ruta del complemento clasica se inicia por la unién del primer componente del
sistema de complemento (C1q) con anticuerpos (de la subclase apropiada) que se unen a su antigeno afin. Para
evaluar la activacion del complemento, puede realizarse un ensayo de CDC, por ejemplo, como describen Gazzano-
Santoro et al., J. Immunol. Methods 202: 163 (1996).

En la Patente de Estados Unidos N° 6.194.551B1 y en el documento WO099/51642 se describen variantes
polipeptidicas con secuencias de aminoacidos en la region Fc alteradas y con mayor o menor capacidad de unién a
C1q. Véase, también, Idusogie et al. J. Immunol. 164: 4178-4184 (2000).

La expresion “polipéptido que comprende region Fc” se refiere a un polipéptido, tal como un anticuerpo o una
inmunoadhesina, que comprende una region Fc. La lisina C terminal (resto 447 de acuerdo con el sistema de
numeracion EU) de la regién Fc puede eliminarse, por ejemplo, durante la purificaciéon del polipéptido o por
modificacién genética recombinante del acido nucleico que codifica el polipéptido. En consecuencia, una
composicion que comprende un polipéptido que tiene una region Fc de acuerdo con la presente invencién puede
comprender polipéptidos con K447, con todos los K447 eliminados, o una mezcla de polipéptidos con y sin el resto
K447.

Un “marco humano aceptor” para los fines de la presente memoria es un marco que comprende la secuencia de
aminoacidos de un marco VL o VH derivado de un marco de inmunoglobulina humano o un marco consenso
humano. Un marco humano aceptor “derivado de” un marco de inmunoglobulina humano o un marco consenso
humano puede comprender la misma secuencia de aminoacidos del mismo, o puede contener cambios de
secuencia de aminoacidos preexistentes. En algunas realizaciones, el nimero de cambios de aminoacidos
preexistentes son 10 o menos, 9 0 menos, 8 0 menos, 7 0 menos, 6 0 menos, 5 0 menos, 4 0 menos, 3 0 menos, 0 2
o menos. Cuando estan presentes cambios de aminoacidos preexistentes en una VH, preferentemente esos
cambios se producen solamente en tres, dos o una de las posiciones 71H, 73H y 78H; por ejemplo, los restos de
aminoacidos en estas posiciones pueden ser 71A, 73T y/o 78A. En una realizacién, el marco humano aceptor VL es
idéntico en secuencia a la secuencia marco de inmunoglobulina humana VL o secuencia marco consenso humana.

Un “marco consenso humano” es un marco que representa los restos de aminoacidos que aparecen mas
habitualmente en una seleccién de secuencias marco VL o VH de inmunoglobulina humana. Generalmente, la
seccion de secuencias VL o VH de inmunoglobulina humana es de un subgrupo de secuencias de dominio variable.
Generalmente, el subgrupo de secuencias es un subgrupo como en Kabat et al., Sequences of Proteins of
Immunological Interest, 52 Ed. Public Health Service, National Institutes of Health, Bethesda, MD (1991). En una
realizacion, para la VL, el subgrupo es subgrupo kappa | como en Kabat et al., mencionado anteriormente. En una
realizacion, para la VH, el subgrupo es subgrupo Il como en Kabat et al., mencionado anteriormente.

Un “marco consenso de subgrupo lll VH” comprende la secuencia consenso obtenida de las secuencias de
aminoacidos en el subgrupo Il pesado variable de Kabat et al., mencionado anteriormente. En una realizacién, la
secuencia de aminoacidos de marco consenso de subgrupo Ill VH comprende al menos una parte o todas de cada
una de las siguientes secuencias:
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EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAAS (FR-H1, SEC ID N° :1)-HVR-HI1-
WVRQAPGKGLEWYV (FR-H2, SEC ID N° :3)-HVR-H2-
RFTISADTSKNTAYLQMNSLRAEDTAVYYCAR(FR-H3, SEC ID N° :5)-HVR-H3-
WGQGTLVTVSS (FR-H4, SEC ID N° :7),

Un “marco consenso de subgrupo | VL” comprende la secuencia consenso obtenida de las secuencias de
aminoacidos en el subgrupo | kappa ligero variable de Kabat ef al., mencionado anteriormente. En una realizacién, la
secuencia de aminoacidos marco consenso de subgrupo | VH comprende al menos una parte o todas de cada una
de las siguientes secuencias:

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITC (FR-L1, SEC ID N°: 8)-HVR-L1-10 WYQQKPGKAPKLLIY (FR-L2, SEC ID N°: 11)-
HVR-L2-GVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYC (FR-L3, SEC ID N° 13)-HVR-L3-FGQGTKVEIK (FRL4,
SEC ID N°: 15).

La “secuencia sefial de secrecion” o “secuencia sefial” se refiere a una secuencia de acido nucleico que codifica un
péptido sefal corto que puede usarse para dirigir una proteina de nueva sintesis de interés 15 a través de una
membrana celular, habitualmente la membrana interna o las membranas tanto interna como externa de procariotas.
Como tal, la proteina de interés, tal como el polipéptido de cadena ligera o pesada de inmunoglobulina se segrega al
periplasma de las células hospedadoras procariotas o al medio de cultivo. El péptido sefal codificado por la
secuencia sefial de secrecion puede ser endégeno de las células hospedadoras, o puede ser exdgeno, incluyendo
péptidos sefial 20 nativos del polipéptido a expresar. Las secuencias sefial de secrecion estan normalmente
presentes en el extremo amino terminal de un polipéptido a expresar, y hormalmente se eliminan enzimaticamente
entre la biosintesis y la secrecion del polipéptido del citoplasma. Por lo tanto, el péptido sefial habitualmente no esta
presente en un producto de proteina madura.

La “afinidad de uniéon” generalmente se refiere a la fuerza de la suma total de 25 interacciones no covalentes entre
un solo sitio de unién de una molécula (por ejemplo, un anticuerpo) y su comparfero de unién (por ejemplo, un
antigeno). A no ser que se indique de otro modo, como se usa en la presente memoria, “afinidad de unién” se refiere
a afinidad de union intrinseca, que refleja una interaccion 1:1 entre miembros de un par de unién (por ejemplo,
anticuerpo y antigeno). La afinidad de una molécula X por su compafiero Y puede representarse generalmente por la
constante de disociacion (Kd). La afinidad puede medirse por 30 métodos habituales conocidos en la técnica,
incluyendo los descritos en la presente memoria. Los anticuerpos de baja afinidad generalmente se unen al antigeno
lentamente y tienden a disociarse facilmente, mientras que los anticuerpos 73 de alta afinidad generalmente se unen
al antigeno mas rapido y tienden a permanecer unidos mas tiempo. En la técnica se conocen una diversidad de
métodos para medir la afinidad de union, cualquiera de los cuales puede usarse para los fines de la presente
invencién. A continuacion se describen realizaciones ilustrativas especificas.

En una realizacién, la “Kd” o “valor Kd” de acuerdo con la presente invencién se mide por un ensayo de unién a
antigeno radiomarcado (RIA) realizado con la version Fab de un anticuerpo de interés y su antigeno como describe
el siguiente ensayo. La afinidad de unién en solucién de Fab por el antigeno se mide equilibrando Fab con una
concentracion minima de antigeno marcado con (125l) en presencia de una serie de titulacién de antigeno no
marcado, capturando después el antigeno unido con una placa recubierta de anticuerpo anti-Fab (Chen, et al.,
(1999) J. Mol. Biol. 293: 865-881). Para establecer las condiciones para el ensayo, se recubren placas de
microtitulacion (Dynex) durante una noche con 5 pg/ml de un anticuerpo de captura anti-Fab (Cappel Labs) en
carbonato sédico 50 mM (pH 9,6), y posteriormente se bloquea con albumina de suero bovino 2% (p/v) en PBS
durante de dos a cinco horas a temperatura ambiente (aproximadamente 23 °C). En una placa no adsorbente (Nunc
N° 269620), se mezcla ['?l]-antigeno 100 pM o 26 pM con diluciones en serie de un Fab de interés (por ejemplo,
coherente con la evaluacion del anticuerpo anti VEGF, Fab-12, en Presta et al., (1997) Cancer Res. 57: 4593-4599).
El Fab de interés se incuba después durante una noche; sin embargo, la incubacion puede continuar durante un
periodo mas largo (por ejemplo, aproximadamente 65 horas) para asegurar que se alcanza el equilibrio. A
continuacion, las mezclas se transfieren a la placa de captura para incubacién a temperatura ambiente (por ejemplo,
durante una hora). La solucion se retira después y la placa se lava ocho veces con Tween-20 0,1% en PBS. Cuando
las placas se han secado, se afiaden 150 pl/pocillo de producto de centelleo (MicroScint-20; Packard), y las placas
se cuentan en un contador gamma Topcount (Packard) durante diez minutos. Se eligen las concentraciones de cada
Fab que proporcionan menos de o igual a 20% de unién maxima para su uso en ensayos de union competitiva.

De acuerdo con otra realizacion, la Kd o valor Kd se mide usando ensayos de resonancia de plasmoén superficial
usando un BlAcoreTM-2000 o un BlAcoreTM-3000 (BlAcore, Inc., Piscataway, NJ) a 25 °C con microplacas con
antigeno inmovilizado CM5 a ~10 unidades de respuesta (UR). Brevemente, se activan microplacas biosensoras de
dextrano carboximetilado (CM5, BlAcore Inc.) con clorhidrato de N-etil-N'- (3-dimetilaminopropil)-carbodiimida (EDC)
y N-hidroxisuccinimida (NHS) de acuerdo con las instrucciones del proveedor. El antigeno se diluye con acetato
sédico 10 mM, pH 4,8, a 5 pg/ml (~0,2 uM) antes de la inyeccion a un caudal de 5 pl/minuto para conseguir
aproximadamente 10 unidades de respuesta (UR) de proteina acoplada. Después de la inyeccién de antigeno, se
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inyecta etanolamina 1 M para bloquear los grupos que no han reaccionado. Para mediciones cinéticas, se inyectan
diluciones en serie dos veces de Fab (0,78 nM a 500 nM) en PBS con Tween 20 0,05% (PBST) a 25 °C a un caudal
de aproximadamente 25 ul/min. Se calculan las velocidades de asociacién (kon) y velocidades de disociacion (koff)
usando un modelo de unién de Langmuir individual sencillo (BlAcore Evaluation Software version 3.2) ajustando
simultaneamente los sensogramas de asociaciéon y disociacién. La constante de disociacién en equilibrio (Kd) se
calcula como la relacion koff/kon. Véase, por ejemplo, Chen, Y., et al., (1999) J. Mol. Biol. 293: 865-881. Si la
velocidad de asociacion supera 10° M-1 s-1 por el ensayo de resonancia de plasmén superficial anterior, entonces la
velocidad de asociacion puede determinarse usando una técnica de interrupcion fluorescente que mide el aumento o
la disminucion en la intensidad de emision de fluorescencia (excitacion = 295 nm; emision = 340 nm, paso de banda
de 16 nm ) a 25 °C de un anticuerpo antiantigeno 20 nM (forma Fab) en PBS, pH 7,2, en presencia de
concentraciones en aumento de antigeno como se mide en un espectrometro, tal como un espectrofotdmetro
equipado con detencion de flujo (Aviv Instruments) o un espectrofotdmetro SLM-Aminco serie 8000
(ThermoSpectronic) con una cubeta agitada.

También puede determinarse una “velocidad de asociacién”, “tasa de asociacién” o “kon” de acuerdo con la presente
invencién como se ha descrito anteriormente usando un sistema BIAcoreTM-2000 o un BlAcoreTM-3000 (BlAcore,
Inc., Piscataway, NJ).

Un “trastorno” es cualquiera afeccion o enfermedad que se beneficiaria del tratamiento con una sustancia/molécula o
método de la invencion. Esto incluye de trastornos crénicos y agudos incluyendo las afecciones patolégicas que
predisponen al mamifero al trastorno en cuestion. Los ejemplos no limitantes de trastornos para tratar en la presente
memoria incluyen afecciones cancerosas tales como trastornos proliferativos de linfocitos B y/o tumores de linfocitos
B, por ejemplo, linfoma, linfoma no Hodgkin (NHL), NHL agresivo, NHL agresivo reincidente, NHL indolente
reincidente, NHL refractario, NHL indolente refractario, leucemia linfocitica cronica (CLL), linfoma linfocitico pequefio,
leucemia, tricoleucemia (HCL), leucemia linfocitica aguda (ALL) y linfoma de células del manto.

Las expresiones “trastorno proliferativo celular’ y “trastorno proliferativo” se refieren a trastornos que se asocian con
algun grado de proliferacion celular anémala. En una realizacion, el trastorno proliferativo celular es cancer.

“Tumor”, como se usa en la presente memoria, se refiere a todos los crecimientos y proliferaciones celulares
neoplasicos, bien malignos o benignos, y a todas las células y tejidos precancerosos y cancerosos. Las expresiones
“cancer”, “canceroso”, “trastorno proliferativo celular’, “trastorno proliferativo” y “tumor’” no son mutuamente
exclusivas como se indica en la presente memoria.

Los términos “cancer” y “canceroso” se refieren a o describen la afeccion fisiolégica en mamiferos que se caracteriza
normalmente por crecimiento/proliferacion celular mal regulado. Los ejemplos de cancer incluyen, pero sin limitacion,
trastornos proliferativos de linfocitos B. El trastorno proliferativo de linfocitos B se selecciona de linfoma, linfoma no
Hodgkin (NHL), NHL agresivo, NHL agresivo reincidente, NHL indolente reincidente, NHL refractario, NHL indolente
refractario, leucemia linfocitica crénica (CLL), linfoma linfocitico pequefio, leucemia, tricoleucemia (HCL), leucemia
linfocitica aguda (ALL) y linfoma de células del manto. Otras afecciones cancerosas incluyen, por ejemplo,
carcinoma, linfoma (por ejemplo, linfoma de Hodgkin y no Hodgkin), blastoma, sarcoma y leucemia. Mas ejemplos
particulares de dichos canceres incluyen cancer de células escamosas, cancer microcitico pulmonar, cancer no
microcitico pulmonar, adenocarcinoma del pulmén, carcinoma escamoso del pulmén, cancer del peritoneo, cancer
hepatocelular, cancer gastrointestinal, cancer pancreatico, glioma, cancer de cuello uterino, cancer ovarico, cancer
de higado, cancer de vejiga, hepatoma, cancer de mama, cancer de colon, cancer colorrectal, carcinoma
endometrial o uterino, carcinoma de glandulas salivales, cancer de rifidn, cancer de higado, cancer de proéstata,
cancer vulvar, cancer tiroideo, carcinoma hepatico, leucemia y otros trastornos linfoproliferativos, y diversos tipos de
cancer de cabeza y cuello.

Un “tumor maligno de linfocitos B” en la presente memoria incluye linfoma no Hodgkin (NHL), que incluye NHL de
grado bajo/folicular, NHL linfocitico pequefio (SL), NHL de grado intermedio/folicular, NHL difuso de grado
intermedio, NHL inmunoblastico de grado alto, NHL linfoblastico de grado alto, NHL celular no escindido pequefio de
grado alto, NHL de enfermedad voluminosa, linfoma de células del manto, linfoma relacionado con SIDA y
Macroglobulinemia de Waldenstrom, linfoma no Hodgkin (NHL), enfermedad de Hodgkin predominante en linfocitos
(LPHD), linfoma linfocitico pequefio (SLL), leucemia linfocitica cronica (CLL), NHL indolente incluyendo NHL
indolente reincidente y NHL indolente resistente a rituximab; leucemia, incluyendo leucemia linfoblastica aguda
(ALL), leucemia linfocitica cronica (CLL), tricoleucemia, leucemia mieloblastica crénica, linfoma de células del manto;
y otros tumores malignos hematolégicos. Dichos tumores malignos pueden tratarse con anticuerpos dirigidos contra
marcadores de superficie de linfocitos B, tales como CD22. Se contempla en la presente memoria que dichas
enfermedades se tratan por administracion de un anticuerpo dirigido contra un marcador de superficie de linfocitos B,
tal como CD22, e incluye la administracion de un anticuerpo no conjugado (“desnudo”) o un anticuerpo conjugado
con un agente citotoxico como se desvela en la presente memoria. También se contempla en la presente memoria
que dichas enfermedades se tratan por terapia de combinacién incluyendo un anticuerpo anti CD22 o conjugado de
farmaco y anticuerpo anti CD22 de la invencidon en combinacién con otro anticuerpo o conjugado de farmaco y
anticuerpo, otro agente citotoxico, radiacién u otro tratamiento administrado simultdaneamente o en serie. En el
método de tratamiento ilustrativo de la invencion, un anticuerpo anti CD22 de la invencion se administra en
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combinacién con un anticuerpo anti CD20, inmunoglobulina o fragmento de unién a CD20 del mismo, bien juntos o
bien secuencialmente. El anticuerpo anti CD20 puede ser un anticuerpo desnudo o un conjugado de farmaco y
anticuerpo. En una realizacion de la terapia de combinacion, el anticuerpo anti CD22 es un anticuerpo de la presente
invencion y el anticuerpo anti CD20 es Rituxan® (rituximab).

La expresion “linfoma no Hodgkin” o “NHL”, como se usa en la presente memoria, se refiere a un cancer del sistema
linfatico distinto de linfoma de Hodgkin. Los linfomas de Hodgkin pueden distinguirse generalmente de linfomas no
Hodgkin por la presencia de células Reed-Sternberg en linfomas de Hodgkin y la ausencia de dichas células en
linfomas no Hodgkin. Los ejemplos de linfomas no Hodgkin incluidos en la expresion como se usa en la presente
memoria incluyen cualquiera que se identificaria como tal por un experto en la materia (por ejemplo un oncélogo o
patélogo) de acuerdo con los esquemas de clasificacién conocidos en la técnica, tales como el esquema de Linfoma
Europeo-Americano Revisado (REAL) como se describe en Color Atlas of Clinical Hematology (32 edicion), A. Victor
Hoffbrand y John E. Pettit (eds.) (Harcourt Publishers Ltd., 2000). Véase, en particular, las listas en las Figuras
11.57, 11.58 y 11.59. Mas ejemplos especificos incluyen, pero sin limitacién, NHL reincidente o refractario, NHL de
grado bajo de primer linea, NHL de Estados Ill/IV, NHL resistente a quimioterapia, leucemia y/o linfoma linfoblastico
de precursor B, linfoma linfocitico pequefio, leucemia linfocitica cronica de linfocitos B y/o leucemia prolinfocitica y/o
linfoma linfocitico pequerio, linfoma prolinfocitico de linfocitos B, inmunocitoma y/o linfoma linfoplasmacitico, linfoma
linfoplasmacitico, linfoma de linfocitos B de zona marginal, linfoma de zona marginal esplénica, linfoma de MALT
zona marginal extranodal, linfoma de zona marginal nodal, tricoleucemia, plasmacitoma y/o mieloma de células
plasmaticas, linfoma folicular/de grado bajo, NHL folicular/de grado intermedio, linfoma de células del manto, linfoma
de centro folicular (folicular), NHL difuso de grado intermedio, linfoma de linfocitos B grande difuso, NHL agresivo
(incluyendo NHL de primera linea agresivo y NHL reincidente agresivo), NHL reincidente después de o refractario a
trasplante de células madre autdlogas, linfoma de linfocitos B grande mediastinal primario, linfoma de fusion
primaria, NHL inmunoblastico de grado alto, NHL linfoblastico de grado alto, NHL de células no escindidas pequefias
de grado alto, NHL de enfermedad voluminosa, linfoma de Burkitt, leucemia linfocitica granular grande (periférica)
precursora, micosis fungoide y/o sindrome de Sezary, linfomas de piel (cutaneos), linfoma de células grandes
anaplasico, linfoma angiocéntrico.

Una “enfermedad autoinmunitaria” en la presente memoria es una enfermedad o un trastorno que surge de o se
dirige contra los propios tejidos u 6rganos de un individuo o una co-segregacién o manifestacion del mismo o
afeccién resultante del mismo. En muchos de estos trastornos autoinmunitarios e inflamatorios, pueden existir
diversos marcadores clinicos y de laboratorio, incluyendo, pero sin limitacion, hipergammaglobulinemia, altos niveles
de autoanticuerpos, depédsitos de complejo antigeno-anticuerpo en tejidos, beneficio de tratamientos con
corticosteroides o inmunosupresores, y agregados de células linfoides en tejidos afectados. Sin limitarse a ninguna
teoria con respecto a la enfermedad autoinmunitaria mediada por linfocitos B, se cree que los linfocitos B
demuestran un efecto patéogeno en enfermedades autoinmunitarias humanas mediante una multitud de vias
mecanicas, incluyendo produccién de autoanticuerpos, formacion de complejos inmunitarios, activaciéon de linfocitos
T y células dendriticas, sintesis de citocinas, liberaciéon directa de quimiocinas y provision de un nido para
neolinfogénesis ectdpica. Cada una de estas rutas puede participar en diferentes grados en la patologia de
enfermedades autoinmunitarias.

Una “enfermedad autoinmunitaria” puede ser una enfermedad especifica de o6rgano (es decir, la respuesta
inmunitaria se dirige especificamente contra un sistema de 6rganos, tal como el sistema endocrino, el sistema
hematopoyético, la piel, el sistema cardiopulmonar, los sistemas gastrointestinal y hepéatico, el sistema renal, el
tiroides, los oidos, el sistema neuromuscular, el sistema nervioso central, etc.) o una enfermedad sistémica que
puede afectar a multiples sistemas organicos (por ejemplo, lupus eritematoso sistémico (LES), artritis reumatoide,
polimiositis, etc.). Las preferidas de dichas enfermedades incluyen trastornos reumatolégicos autoinmunitarios (tales
como, por ejemplo, artritis reumatoide, sindrome de Sjogren, esclerodermia, lupus tal como LES y nefritis lupica,
polimiositis/dermatomiositis, crioglobulinemia, sindrome de anticuerpos antifosfolipidos y artritis psoriasica),
trastornos gastrointestinales y hepaticos autoinmunitarios (tales como, por ejemplo, enfermedades inflamatorias del
intestino (por ejemplo, colitis ulcerosa y enfermedad de Crohn), gastritis autoinmunitaria y anemia perniciosa,
hepatitis autoinmunitaria, cirrosis biliar primaria, colangiitis esclerosante primaria y enfermedad celiaca), vasculitis
(tal como, por ejemplo, vasculitis negativa para ANCA y vasculitis asociada con ANCA, incluyendo vasculitis de
Churg-Strauss, granulomatosis de Wegener y poliangiitis microscépica), trastornos neurologicos autoinmunitarios
(tales como, por ejemplo, esclerosis multiple, sindrome de mioclono opsoclono, miastenia grave, neuromielitis 6ptica,
enfermedad de Parkinson, enfermedad de Alzheimer y polineuropatias autoinmunitarias), trastornos renales (tales
como, por ejemplo, glomerulonefritis, sindrome de Goodpasture y sindrome de Berger), trastornos dermatologicos
autoinmunitarios (tales como, por ejemplo, psoriasis, urticaria, habones, pénfigo vulgar, penfigoide ampolloso, y
lupus eritematoso cutaneo), trastornos hematologicos (tales como, por ejemplo, purpura trombocitopénica, purpura
trombocitopénica trombética, purpura postransfusion y anemia hemolitica autoinmunitaria), ateroesclerosis, uveitis,
enfermedades de la audicion autoinmunitaria (tales como, por ejemplo, otitis interna y pérdida de audicion),
enfermedad de Behcet, sindrome de Raynaud, trasplante de 6rganos y trastornos endocrinos autoinmunitarios (tales
como, por ejemplo, enfermedades autoinmunitarias relacionadas con diabetes, tales como, diabetes mellitus insulino
dependiente (IDDM), enfermedad de Addison y enfermedad tiroidea autoinmunitaria (por ejemplo, enfermedad de
Graves vy tiroiditis)). Las mas preferidas de dichas enfermedades incluyen, por ejemplo, artritis reumatoide, colitis
ulcerosa, vasculitis asociada con ANCA, lupus, esclerosis multiple, sindrome de Sjogren, enfermedad de Graves,
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IDDM, anemia perniciosa, tiroiditis y glomerulonefritis.

Los ejemplos especificos de otras enfermedades autoinmunitarias como se definen en la presente memoria, que en
algunos casos abarcan las enumeradas anteriormente, incluyen, pero sin limitacién, artritis (aguda y crénica, artritis
reumatoide incluyendo artritis reumatoide de aparicién juvenil y estadios tales como sinovitis reumatoide, gota o
artritis gotosa, artritis inmunolégica aguda, artritis inflamatoria crénica, artritis degenerativa, artritis inducida por
colageno de tipo Il, artritis infecciosa, artritis de Lyme, artritis proliferativa, artritis psoriasica, enfermedad de Still,
artritis vertebral, osteoartritis, artritis cronica progrediente, artritis deformante, poliartritis crénica primaria, artritis
reactiva, artritis menopausica, artritis por reduccion de estrégenos, y espondilitis anquilosante/espondilitis
reumatoide), enfermedad linfoproliferativa autoinmunitaria, enfermedades cutaneas hiperproliferativas inflamatorias,
psoriasis tal como psoriasis de placas, psoriasis gotosa, psoriasis pustular y psoriasis en ufias, atopia incluyendo
enfermedades atépicas tales como fiebre del heno y sindrome de Job, dermatitis, incluyendo dermatitis de contacto,
dermatitis de contacto cronica, dermatitis exfoliante, dermatitis alérgica, dermatitis de contacto alérgica, urticaria,
dermatitis herpetiforme, dermatitis numular, dermatitis seborreica, dermatitis no especifica, dermatitis de contacto
irritante primaria y dermatitis atépica, sindrome de hiper IgM ligado al cromosoma X, enfermedades inflamatorias
intraoculares alérgicas, urticaria tal como urticaria alérgica crénica y urticaria idiopatica crénica, incluyendo urticaria
autoinmunitaria crénica, miositis, polimiositis/dermatomiositis, dermatomiositis juvenil, necrolisis epidérmica toxica,
esclerodermia (incluyendo esclerodermia sistémica), esclerosis tal como esclerosis sistémica, esclerosis multiple
(EM) tal como EM espino 6ptica, EM progresiva primaria (EMPP) y EM remitente reincidente (EMRR), esclerosis
sistémica progresiva, ateroesclerosis, arterioesclerosis, esclerosis diseminada, esclerosis ataxica, neuromielitis
optica (NMO), enfermedad inflamatoria intestinal (IBD) (por ejemplo, enfermedad de Crohn, enfermedades
gastrointestinales mediadas por autoinmunidad, inflamacién gastrointestinal, colitis tal como colitis ulcerosa, colitis
microscopica, colitis colagena, colitis poliposa, enterocolitis necrotizante y colitis transmural, y enfermedad
inflamatoria intestinal), inflamacién del intestino, piodermia gangrenosa, eritema nodoso, colangiitis esclerosante
primaria, sindrome de insuficiencia respiratoria, incluyendo sindrome de insuficiencia respiratoria del adulto o agudo
(SDRA), meningitis, inflamacién de toda o parte de la uUvea, iritis, coroiditis, un trastorno hematologico
autoionmunitario, enfermedad de injerto contra huésped, angioedema, tal como, angioedema hereditario, lesion de
nervios craneales como en meningitis, herpes gestacional, penfigoide gestacional, prurito del escroto, insuficiencia
ovarica prematura autoinmunitaria, pérdida repentina de audicion debido a una afeccion autoinmunitaria,
enfermedades mediadas por IgE tales como anafilaxis y rinitis alérgica y atopica, encefalitis, tal como encefalitis de
Rasmussen y encefalitis limbica y/o del tronco encefalico, uveitis, tal como uveitis anterior, uveitis anterior aguda,
uveitis granulomatosa, uveitis no granulomatosa, uveitis facoantigénica, uveitis posterior o uveitis autoinmunitaria,
glomerulonefritis (GN) con y sin sindrome nefrético tal como glomerulonefritis crénica o aguda tal como GN primaria,
GN mediada por inmunidad, GN membranosa (nefropatia membranosa), GN membranosa idiopatica o nefropatia
membranosa idiopatica, GN proliferativa membranosa o de membrana (MPGN), incluyendo de Tipo | y Tipo Il y GN
rapidamente progresiva (RPGN), nefritis proliferativa, insuficiencia endocrina poliglandular autoinmunitaria, balanitis
incluyendo balanitis circunscrita plasmocelular, balanopostitis, eritema anular centrifugo, eritema discromico
persistente, eritema multiforme, granuloma anular, liquen nitido, liquen escleroso y atrofico, liguen simple croénico,
liquen espinuloso, liquen plano, ictiosis lamelar, hiperqueratosis epidermolitica, queratosis premaligna, piodermia
gangrenosa, afecciones y respuestas alérgicas, alergias alimentarias, alergias farmacoloégicas, alergias a insectos,
trastornos alérgicos poco comunes tales como mastocitosis, reaccion alérgica, eczema incluyendo eczema alérgico
0 atopico, eczema asteatotico, eczema dishidrético, y eczema palmoplantar vesicular, asma tal como asma bronquial
y asma autoinmunitario, afecciones que implican infiltracion de linfocitos B y respuestas inflamatorias crénicas,
reacciones inmunitarias contra antigenos extrafios tales como grupos sanguineos A-B-O fetales durante el
embarazo, enfermedad inflamatoria pulmonar crénica, miocarditis autoinmunitaria, deficiencia en la adhesion de
leucocitos, lupus, incluyendo nefritis lupica, cerebritis lUpica, lupus pediatrico, lupus no renal, lupus extrarrenal, lupus
discoide y lupus eritematoso discoide, lupus de alopecia, LES, tal como LES cutaneo o LES cutaneo subagudo,
sindrome de lupus neonatal (NLE) y lupus eritematoso diseminado, diabetes mellitus de aparicion juvenil (Tipo 1),
incluyendo IDDM pediatrica, diabetes mellitus de aparicion en adultos (diabetes de Tipo II), diabetes autoinmunitaria,
diabetes insipida idiopatica, retinopatia diabética, nefropatia diabética, colitis diabética, trastorno de arterias grandes
diabéticas, respuestas inmunitarias asociadas con hipersensibilidad aguda y retardada mediada por citocinas y
linfocitos T, tuberculosis, sarcoidosis, granulomatosis incluyendo granulomatosis linfomatoide, agranulocitosis,
vasculitis (incluyendo vasculitis de vasos grandes tales como polimialgia reumatica y artritis de células gigantes (de
Takayasu), vasculitis de vaso medio tal como enfermedad de Kawasaki y poliartritis nodosa/periarteritis nodosa,
inmunovasculitis, vasculitis del SNC, vasculitis cutanea, vasculitis de hipersensiblidad, vasculitis necrotizante tal
como vasculitis necrotizante fibrinoide y vasculitis necrotizante sistémica, vasculitis negativas para ANCA y vasculitis
asociada con ANCA tal como sindrome de Churg-Strauss (CSS), granulomatosis de Wegener, y poliangiitis
microscopica), arteritis temporal, anemia aplasica, anemia aplasica autoinmunitaria, anemia positiva de Coombs,
anemia de Diamond Blackfan, anemia hemolitica o anemia hemolitica inmunitaria incluyendo anemia hemolitica
autoinmunitaria (AIHA), anemia perniciosa (anemia perniciosa), enfermedad de Addison, anemia o aplasia de
glébulos rojos pura (PRCA), deficiencia de Factor VIII, hemofilia A, neutropenia o neutropenias autoinmunitarias,
citopenias tales como pancitopenia, leucopenia, enfermedades que implican diapedesis de leucocitos, trastornos
inflamatorios del SNC, enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Parkinson, sindrome de lesiéon organica mdltiple tal
como la secundaria de septicemia, traumatismo o hemorragia, enfermedades mediadas por complejo de antigeno-
anticuerpo, enfermedad de membrana basal antiglomerular, sindrome de anticuerpo antifosfolipidos, mononeuritis,
neuritis alérgica, enfermedad/sindrome de Behget, sindrome de Castleman, sindrome de Goodpasture, sindrome de
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Reynaud, sindrome de Sjogren, sindrome de Stevens-Johnson, penfigoide o pénfigo tal como penfigoide ampolloso,
penfigoide cicatricial (membrana mucosa) penfigoide cutaneo, pénfigo vulgar, pénfigo paraneoplasico, pénfigo
foliaceo, penfigoide de las membranas mucosas y pénfigo eritematoso, epidermolisis ampollosa adquirida,
inflamacién ocular, preferentemente inflamacion ocular alérgica tal como conjuntivitis alérgica, enfermedad
ampollosa de IgA lineal, inflamacién de la conjuntiva inducida por autoinmunidad, poliendocrinopatias
autoinmunitarias, enfermedad o sindrome de Reiter, lesion térmica debido a una afeccién autoinmunitaria,
preeclampsia, una trastorno complejo inmunitario tal como nefritis de complejo inmunitario, nefritis mediada por
anticuerpos, trastornos neuroinflamatorios, polineuropatias, neuropatia crénica tal como polineuropatias de IgM o
neuropatia mediada por IgM, trombocitopenia (como se desarrolla por pacientes con infarto de miocardio, por
ejemplo), incluyendo purpura trombocitopénica trombética (TTP), purpura postransfusion (PTP), trombocitopenia
inducida por heparina y trombocitopenia autoinmunitaria o mediada por inmunidad incluyendo, por ejemplo, purpura
trombocitopénica idiopatica (ITP), incluyendo ITP crénica o aguda, escleritis tal como querato escleritis idiopética,
epiescleritis, enfermedad autoinmunitaria del testiculo y el ovario incluyendo orquitis y ooforitis autoinmunitaria,
hipotiroidismo primario, hipoparatiroidismo, enfermedades endocrinas autoinmunitarias incluyendo tiroiditis tal como
tiroiditis autoinmunitaria, enfermedad de Hashimoto, tiroiditis crénica, (tiroiditis de Hashimoto), o tiroiditis subaguda,
enfermedad tiroidea autoinmunitaria, hipotiroidismo idiopatico, enfermedad de Grave, enfermedad ocular de Grave
(oftalmopatia u oftalmopatia asociada a tiroides), sindromes poliglandulares tales como sindrome poliglandulares
autoinmunitarios, por ejemplo, de tipo | (o sindromes de endocrinopatia poliglandular), sindromes paraneoplasicos,
incluyendo sindromes paraneoplasicos neurologicos tales como sindrome miasténico de Lambert-Eaton o sindrome
de Eaton-Lambert, sindrome del hombre rigido o la persona rigida, encefalomielitis tal como encefalomielitis alérgica
o encefalomielitis alérgica y encefalomielitis alérgica experimental (EAE), miastenia Grave tal como miastenia Grave
asociada a timoma, degeneracion cerebelar, neuromiotonia, opsoclono o sindrome de opsoclono mioclono (OMS), y
neuropatia sensorial, neuropatia motora multifocal, sindrome de Sheehan, hepatitis autoinmunitaria, hepatitis
cronica, hepatitis lupoide, hepatitis de células gigantes, hepatitis activa crénica o hepatitis activa croénica
autoinmunitaria, neumonitis, tal como neumonitis intersticial linfoide (LIP), bronquiolitis obliterante (no de trasplante)
frente a NSIP, sindrome de Guillain-Barré, sindrome de Berger (nefropatia de IgA), nefropatia de IgA idiopatica,
dermatosis de IgA lineal, dermatosis neutrdfila febril aguda, dermatosis pustular subcorneal, dermatosis acantolitica
transitoria, cirrosis tal como cirrosis biliar primaria y neumonocirrosis, sindrome de enteropatia autoinmunitaria,
enfermedad Celiaca, esprue celiaco (enteropatia del gluten), esprie refractario, esprie idiopatico, crioglobulinemia
tal como crioglobulinemia mixta, esclerosis lateral amiotréfica (ALS; enfermedad de Lou Gehrig), enfermedad de las
arterias coronarias, enfermedad ética autoinmunitaria tal como otitis interna autoinmunitaria (AIED), pérdida de
audicion autoinmunitaria, policondritis tal como policondritis refractaria, con recaida o reincidente, proteinosis
alveolar pulmonar, queratitis tal como sindrome de Cogan/queratitis intersticial no sifilitica, paralisis de Bell,
enfermedad/sindrome de Sweet, rosace autoinmunitaria, dolor asociado con zoster, amiloidosis, una linfocitosis no
cancerosa, una linfocitosis primaria, que incluye linfocitosis de linfocitos B monoclonal (por ejemplo, gamopatia
monoclonal benigna y gamopatia monoclonal de importancia indeterminada, MGUS), neuropatia periférica, sindrome
paraneoplasico, canalopatias tales como epilepsia, migrafia, arritmia, trastornos musculares, sordera, ceguera,
paralisis periédica y canalopatias del SNC, autismo, miopatia inflamatoria, glomeruloesclerosis focal o segmental o
focal segmental (FSGS), oftalmopatia endocrina, uveorretinitis, coriorretinitis, trastorno hematolégico
autoinmunitario, fibromialgia, insuficiencia endocrina multiple, sindrome de Schmidt, adrenalitis, atrofia gastrica,
demencia presenil, enfermedad desmielinizantes tales como enfermedades desmielinizantes autoinmunitarias y
polineuropatia desmielinizante inflamatoria crénica, sindrome de Dressler, alopecia areata, alopecia total, sindrome
de CREST (calcinosis, fenomeno de Raynaud, dismotilidad esofagica, esclerodactilia y telangectasia), infertilidad
autoinmunitaria masculina y femenina, por ejemplo, debida a anticuerpos anti espermatozoides, enfermedad del
tejido conectivo mixto, enfermedad de Chagas, fiebre reumatica, aborto recurrente, puimén del granjero, eritema
multiforme, sindrome postcardiotomia, sindrome de Cushing, pulmén del criador de pajaros, angiitis granulomatosa
alérgica, angiitis linfocitica benigna, sindrome de Alport, alveolitis tal como alveolitis alérgica y alveolitis fibrosante,
enfermedad de pulmén intersticial, reacciéon a transfusion, lepra, malaria, enfermedades parasitarias tales como
leishmaniasis, tripanosiomasis, esquistosomiasis, ascariasis, aspergilosis, sindrome de Sampter, sindrome de
Caplan, dengue, endocarditis, fibrosis endomiocardica, fibrosis pulmonar instersticial difusa, fibrosis pulmonar
instersticial, mediastinitis fibrosante, fibrosis pulmonar, fibrosis pulmonar idiopatica, fibrosis quistica, endoftalmitis,
eritema elevado y persistente, eritoblastosis fetal, fascitis eosindfila, sindrome de Shulman, sindrome de Felty,
filariasis, ciclitis tal como ciclitis cronica, ciclitis heterocronica, iridociclitis (aguda o crénica), o ciclitis de Fuch,
purpura de Henoch-Schonlein, infeccion por virus de la inmunodeficiencia humana (VIH), SCID (inmunodeficiencia
combinada severa), sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA), infeccién por ecovirus, septicemia (sindrome
de respuesta inflamatoria sistémica (SIRS)), endotoxemia, pancreatitis, tiroxicosis, infecciéon por parvovirus, infeccién
por virus de la rubéola, sindromes postvacunacion, infeccién por rubéola congénita, infeccion por virus de Epstein-
Barr, paperas, sindrome de Evan, insuficiencia gonadal autoinmunitaria, corea de Sydenham, nefritis
postestreptococica, tromboangiitis obliterante, tirotoxicosis, tabes dorsal, corioiditis, polimialgia de células gigantes,
neumonitis de hipersensibildad crénica, conjuntivitis, tal como catarro vernal, queratoconjuntivitis seca y
gueratoconjuntivitis epidérmica, sindrome nefritico idiopatico, nefropatia de cambio minimo, lesién de reperfusién por
isquemia y familiar benigna, reperfusién de oérgano trasplantado, autoinmunidad retinal, inflamacion de las
articulaciones, bronquitis, enfermedad pulmonar/de las vias respiratorias obstructiva cronica, silicosis, aftas,
estomatitis aftosa, trastornos arterioscleréticos (insuficiencia vascular cerebral) tales como encefalopatia
arteriosclerotica y retinopatia arteriosclerética, aspermiogénesis, hemdlisis autoinmunitaria, enfermedad de Boeck,
crioglobulinemia, contractura de Dupuytren, endoftalmia facoanafilactica, enteritis alérgica, eritema nodoso de lepra,
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paralisis facial idiopatica, sindrome de fatiga croénica, fiebre reumatica, enfermedad de Hamman-Rich, pérdida de
audicion sensoneural, hemoglobinuria paroxismatica, hipogonadismo, ileitis regional, leucopenia, mononucleosis
infecciosa, mielitis transversa, mixedema idiopatico primario, nefrosis, oftalmia simpatica (oftalmitis simpatica),
oftalmitis neonatal, neuritis 6ptica, uveitis granulomatosa, pancreatitis, polirradiculitis aguda, pioderma gangrenosa,
tiroiditis de Quervain, atrofia esplénica adquirida, timoma no maligno, timitis linfofolicular, vitiligo, sindrome de
choque toxico, intoxicacion alimentaria, afecciones que implican la infiltracion de linfocitos T, deficiencia en adhesion
de leucocitos, respuestas inmunitarias asociadas con hipersensibilidad aguda y retardada mediada por citocinas y
linfocitos T, enfermedades que implican diapedesis de leucocitos, sindrome de lesion de mdltiples o6rganos,
enfermedades mediadas por complejo de antigeno-anticuerpo, enfermedad de membrana basal antiglomerular,
poliendocrinopatias autoinmunitarias, ooforitis, mixedema primario, gastritis atréfica autoinmunitaria, enfermedades
reumaticas, enfermedad del tejido conectivo mixto, sindrome nefrético, insulitis, insuficiencia poliendocrina,
sindromes poliglandulares autoinmunitarios, incluyendo sindrome poliglandular de tipo |, hipoparatiroidismo
idiopatico de aparicion en adultos (AOIH), cardiomiopatia, tal como cardiomiopatia dilatada, epidermélisis ampollosa
adquirida (EBA), hemocromatosis, miocarditis, sindrome nefrético, colangitis esclerosante primaria, sinusitis
purulenta o no purulenta, sinusitis aguda o crénica, etmoide, sinusitis frontal, maxilar o esferoide, sinusitis alérgica,
un trastorno relacionado con eosinofilos tal como eosinofilia, eosinofilia de infiltracidn pulmonar, sindrome de
eosinofilia-mialgia, sindrome de Loffler, neumonia eosinoéfila crénica, eosinofilia pulmonar tropical, aspergilosis
bronconeumoénica, aspergiloma o granulomas que contienen eosinofilos, anafilaxis, espondiloartropatias,
espondiloartritis seronegativas, enfermedad autoinmunitaria poliendocrina, colangitis esclerosante, escleritis,
epiescleritis, candidiasis mucocutanea crénica, sindrome de Bruton, hipogammaglobulinemia transitoria de la
infancia, sindrome de Wiskott-Aldrich, sindrome de ataxia telangiectasia, angiectasis, trastornos autoinmunitarios
asociados con la enfermedad del colageno, reumatismo tal como artrorreumatismo crénico, linfadenitis, reduccion de
la respuesta de presién sanguinea, disfuncion vascular, lesién tisular, isquemia cardiovascular, hiperalgesia,
isquemia renal, isquemia cerebral y vascularizacion asociada a enfermedades, trastornos de hipersensibilidad
alérgica, glomerulonefritis, lesion de reperfusién, trastorno de reperfusion isquémica, lesion de reperfusion del
miocardio u otros tejidos, traqueobronquitis linfomatosa, dermatosis inflamatoria, dermatosis con componentes
inflamatorios agudos, insuficiencia organica multiple, enfermedades ampollosas, necrosis cortical renal, meningitis
purulenta aguda u otros trastornos inflamatorios del sistema nervioso central, trastornos inflamatorios oculares y
orbitales, sindromes asociados con transfusion de granulocitos, toxicidad inducida por citocinas, narcolepsia,
inflamacién grave aguda, inflamacién intratable crénica, pielitis, hiperplasia endarterial, Ulcera péptica, valvulitis y
endometriosis. Se contempla en la presente memoria que dichas enfermedades se tratan por la administracion de un
anticuerpo que se une a un marcador de superficie de linfocitos B, tal como CD22, e incluye la administracion de un
anticuerpo no conjugado (“desnudo”) o un anticuerpo conjugado con un agente citotéxico como se desvela en la
presente memoria. También se contempla en la presente memoria que dichas enfermedades se trataran por terapia
de combinacion incluyendo un anticuerpo anti CD22 o conjugado de farmaco y anticuerpo anti CD22 de la invencién
en combinacién con otro anticuerpo o conjugado de farmaco y anticuerpo, otro agente citotéxico, radiaciéon u otro
tratamiento administrado simultaneamente o en serie.

Como se usa en la presente memoria, “tratamiento” (y variaciones tales como “tratar” o “tratando”) se refieren a la
intervencion clinica en un intento de alterar el ciclo natural del individuo o célula que se trata, y puede realizarse para
profilaxis o durante el transcurso de la patologia clinica. Los efectos deseables de tratamiento incluyen evitar la
aparicion o reaparicion de la enfermedad, aliviar los sintomas, reducir cualquier consecuencia patolégica directa o
indirecta de la enfermedad, evitar metastasis, reducir la tasa de progresién de enfermedad, aliviar o paliar la
patologia, y remitir o mejorar el pronéstico. En algunas realizaciones, se usan anticuerpos de la invencién para
retardar el desarrollo de una enfermedad o trastorno o para ralentizar la progresion de una enfermedad o trastorno.

Un “individuo” es un vertebrado. En ciertas realizaciones, el vertebrado es un mamifero. Los mamiferos incluyen,
pero sin limitacion, animales de granja (tales como vacas), animales deportivos, mascotas (tales como gatos, perros
y caballos), primates, ratones y ratas. En ciertas realizaciones, el mamifero es un ser humano.

Una “cantidad eficaz” se refiere a una cantidad eficaz, a dosificaciones y durante periodos de tiempo necesarios,
para conseguir el resultado terapéutico o profilactico deseado.

Una “cantidad terapéuticamente eficaz” de una sustancia/molécula de la invencion puede variar de acuerdo con
factores tales como la patologia, edad, sexo y peso del individuo, y la capacidad de la sustancia/molécula para
inducir una respuesta deseada en el individuo. Una cantidad terapéuticamente eficaz abarca una cantidad en la que
cualquier efecto toxico o perjudicial de la sustancia/molécula se compensa por los efectos terapéuticamente
beneficiosos. Una “cantidad profilacticamente eficaz” se refiere a una cantidad eficaz, a dosificaciones y durante
periodos de tiempo necesarios, para conseguir el resultado profilactico deseado. Normalmente, pero no
necesariamente, puesto la dosis profilactica se usa en los sujetos antes de o en un estadio mas temprano de la
enfermedad, la cantidad profilacticamente eficaz seria menor que la cantidad terapéuticamente eficaz.

La expresion “agente citotoxico” como se usa en la presente memoria se refiere a una sustancia que inhibe o evita
una funcién celular y/o provoca muerte o destrucciéon celular. Se pretende que la expresion incluya is6topos
radiactivos (por ejemplo, At2'!, 1131 125 Y90 Re'8 Re' Sm'53 Bi2'2, P32 Pb?'2 e isotopos radiactivos de Lu),
agentes quimioterapéuticos (por ejemplo, metotrexato, adriamicina, alcaloides de la vinca (vincristina, vinblastina,
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etopodsido), doxorrubicina, melfalan, mitomicina C, clorambucilo, daunorrubicina y otros agentes intercaladores,
enzimas y fragmentos de las mismas tales como enzimas nucleoliticas, antibidticos y toxinas tales como toxinas de
moléculas pequefas o toxinas enzimaticamente activas de origen bacteriano, fungico, vegetal o animal, incluyendo
fragmentos y/o variantes de las mismas, toxinas, agentes inhibidores del crecimiento, restos farmacolégicos y los
diversos agentes antitumorales o antineoplasicos desvelados posteriormente. Se describen posteriormente otros
agentes citotdxicos. Un agente tumoricida provoca destrucciéon de células tumorales.

Una “toxina” es cualquier sustancia capaz de tener un efecto perjudicial en el crecimiento o proliferacion de una
célula.

Un “agente quimioterapéutico” es un compuesto quimico util en el tratamiento de cancer. Los ejemplos de agentes
quimioterapéuticos incluyen agentes alquilantes tales como tiotepa y ciclofosfamida CYTOXAN®; alquil sulfonatos
tales como busulfan, improsulfan y piposulfan; aziridinas tales como benzodopa, carbocuona, meturedopa y
uredopa; etileniminas y metilmelaminas incluyendo altretamina, trietlenmelamina, trietilenfosforamida,
trietilentiofosforamida y trimetilolomelamina; acetogeninas (especialmente bulatacina y bulatacinona); delta-9-
tetrahidrocannabinol (dronabinol, MARINOL®); beta-lapachona; lapachol; colchicinas; &acido botulinico; una
camptotecina (incluyendo el analogo sintético topotecan (HYCAMTIN®), CPT-11 (irinotecan, CAMPTOSAR®),
acetilcamptotecina, escopolectina y 9-aminocamptotecina); briostatina; calistatina; CC-1065 (incluyendo sus
analogos sintéticos adozelesina, carzelesina y bizelesina); podofilotoxina; acido podofilinico; tenipdsido; criptoficinas
(particularmente criptoficina 1 y criptoficina 8); dolastatina; duocarmicina (incluyendo los analogos sintéticos KW-
2189 y CB1-TM1); eleuterobina; pancratistatina; una sarcodictina; espongistatina; mostazas de nitrégeno tales como
clorambucilo, clornafazina, colofosfamida, estramustina, ifosfamida, mecloretamina, clorhidrato de o6xido de
mecloretamina, melfalan, novembiquina, fenesterina, prednimustina, trofosfamida, mostaza de uracilo; nitrosoureas
tales como carmustina, clorozotocina, fotemustina, lomustina, nimustina y ranimustina; antibiéticos tales como los
antibiéticos de enediina (por ejemplo, caliqueamicina, especialmente caliqueamicina gamma 1| y caliqueamicina
omega |1 (véase, por ejemplo, Agnew, Chem Intl. Ed. Engl., 33: 183-186 (1994)); dinemicina, incluyendo dinemicina
A; una esperamicina; asi como cromoforo de neocarcinostatina y cromoforos antibioticos de cromoproteina enediina
relacionados), aclacinomisinas, actinomicina, autramicina, azaserina, bleomicinas, cactinomicina, carabicina,
carminomicina, carcinofilina, cromomicinas, dactinomicina, daunorrubicina, detorrubicina, 6-diazo-5-oxo-L-
norleucina, doxorrubicina ADRIAMYCIN® (incluyendo morfolino-doxorrubicina, cianomorfolino-doxorrubicina, 2-
pirrolino-doxorrubicina y desoxidoxorrubicina), epirrubicina, esorrubicina, idarrubicina, marcelomicina, mitomicinas
tales como mitomicina C, acido micofendlico, nogalamicina, olivomicinas, peplomicina, porfiromicina, puromicina,
quelamicina, rodorrubicina, estreptonigrina, estreptozocina, tubercidina, ubenimex, zinostatina, zorubicina; anti
metabolitios tales como metotrexato y 5-fluorouracilo (5-FU); analogos de acido foélico tales como denopterina,
metotrexato, pteropterina, trimetrexato; analogos de purina tales como fludarabina, 6-mercaptopurina, tiamiprina,
tioguanina; analogos de pirimidina tales como ancitabina, azacitidina, 6-azauridina, carmofur, citarabina,
didesoxiuridina, doxifluridina, enocitabina, floxuridina; andrégenos tales como calusterona, propionato de
dromostanolona, epitiostanol, mepitiostano, testolactona; anti adrenales tales como aminoglutetimida, mitotano,
trilostano; reponedor de acido félico tal como acido frolinico; aceglatona; glicésido de aldofosfamida; acido
aminolevulinico; eniluracilo; amsacrina; bestrabucilo; bisantreno; edatraxato; desfofamina; desmecolcina; diazicuona;
elfornitina; acetato de eliptinio; una epotilona, etoglicido; nitrato de galio; hidroxiurea; lentinano; lonidainina;
maitansinoides tales como maitansina y ansamitocinas; mitoguazona; mitoxantrona; mopidanmol; nitraerina;
pentostatina; fenamet; pirarrubicina; losoxantrona; 2-etilhidrazida; procarbazina; complejo de polisacarido PSK® (JHS
Natural Products, Eugene, OR); razoxano; rizoxina; sizofirano; espirogermanio; acido tenuazénico; triazicuona;
2,2’ 2"-triclorotrietilamina; tricotecenos (especialmente toxina T-2, verracurina A, roridina A y anguidina); uretano;
vindesina (ELDISINE®, FILDESIN®); dacarbazina; manomustina; mitobronitol; mitolactol; pipobroman; gacitosina;
arabindsido (“Ara-C”); tiotepa; taxoides, por ejemplo paclitaxel TAXOL® (Bristol-Myers Squibb Oncology, Princeton,
N.J.), ABRAXANE™ sin Cremophor, formulacién de nanoparticulas de paclitaxel obtenidas industrialmente con
albumina (American Pharmaceutical Partners, Schaumberg, lllinois) y docetaxel TAXOTERE® (Rhéne-Poulenc
Rorer, Antony, Francia); cloranbucilo; gemcitabina (GEMZAR®); 6-tioguanina; mercaptopurina; metotrexato; analogos
de platino tales como cisplatino y carboplatino; vinblastina (VELBAN®); platino; etopésido (VP-16); ifosfamida;
mitoxantrona; vincristina (ONCOVIN®); oxaliplatino; leucovovina; vinorelbina (NAVELBINE®); novantrona; edatrexato;
daunomicina; aminopterina; ibandronato; inhibidor de topoisomerasa RFS 2000; difluorometilornitina (DMFO);
retinoides tales como acido retinoico; capecitabina (XELODA®); sales farmacéuticamente aceptables, acidos o
derivados de cualquiera de los anteriores, asi como combinaciones de dos o mas de los anteriores tales como
CHOP, una abreviatura para una terapia combinada de ciclofosfamida, doxorrubicina, vincristina y prednisolona, y
FOLFOX, una abreviatura para un régimen de tratamiento con oxaliplatino (ELOXATIN™) combinado con 5-FU y
leucovovina.

También se incluyen en esta definicion agentes antihormonales que actian para regular, reducir, bloquear o inhibir
los efectos de hormonas que pueden promover el crecimiento del cancer, y estan con frecuencia en forma de
tratamiento sistémico, o de cuerpo completo. Pueden ser hormonas en si mismos. Los ejemplos incluyen
antiestrégenos y moduladores selectivos de receptores de estrogenos (SERM), incluyendo, por ejemplo, tamoxifeno
(incluyendo tamoxifeno NOLVADEX®), raloxifeno EVISTA®, droloxifeno, 4-hidroxitamoxifeno, trioxifeno, keoxifeno,
LY117018, onapristona y toremifeno FARESTON®; antiprogesteronas; reguladores negativos del receptor de
estrogenos (ERD); agentes que actuan inhibiendo o anulando la funcién de los ovarios, por ejemplo, agonistas de la
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hormona liberadora de hormona leutinizante (LHRH) tal como acetato de leuprolida LUPRON® y ELIGARD®, acetato
de goserelina, acetato de buserelina y ftripterelina; otros antiandrégenos tales como flutamida, nilutamida y
bicalutamida; e inhibidores de aromatasa que inhiben la enzima aromatasa, que regula la produccién de estrogeno
en las glandulas adrenales, tales como, por ejemplo, 4(5)-imidazoles, aminoglutetimida, acetato de megestrol
MEGASE®, exemestano AROMASIN®, formestano, fadrozol, vorozol RIVISOR®, letrozol FEMARA® y anastrozol
ARIMIDEX®. Ademas, dicha definicion de agentes quimioterapéuticos incluye bisfosfonatos tales como clodronato
(por ejemplo, BONEFOS® u OSTAC®), etridonato DIDROCAL®, NE-58095, acido zoledronico/zoledronato ZOMETA®,
alendronato FOSAMAX®, pamidronato AREDIA®, tiludronato SKELID® o risedronato ACTONEL®; asi como
troxacitabina (un analogo nucleosidico de citosina de 1,3-dioxolano); oligonucleétidos antisentido, particularmente
los que inhiben la expresion de genes en rutas de sefializaciéon implicadas en la proliferacion de células aberrante,
tales como, por ejemplo, PKC-alfa, Raf, H-Ras y el receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGF-R); vacunas
tales como vacuna THERATOPE® y vacunas de terapia génica, por ejemplo, vacuna ALLOVECTIN®, vacuna
LEUVECTIN® y vacuna VAXID®; inhibidor de topoisomerasa 1 LURTOTECAN®; rmRH ABARELIX®; ditosilato de
lapatinib (una molécula pequefia tirosina quinasa inhibidora doble de ErbB-2 y EGER también conocido como
GW572016); y sales, acidos o derivados farmacéuticamente aceptables de cualquiera de los anteriores.

Un “agente inhibidor del crecimiento” cuando se usa en la presente memoria se refiere a un compuesto o
composicion que inhibe el crecimiento de una célula (tal como una célula que expresa CD22) in vitro o in vivo. Por lo
tanto, el agente inhibidor del crecimiento puede ser uno que reduzca significativamente el porcentaje de células
(tales como una célula que expresa CD22) en fase S. Los ejemplos de agentes inhibidores del crecimiento incluyen
agentes que bloquean la progresion del ciclo celular (en un lugar distinto de la fase S), tales como agentes que
inducen la detencion en G1 y detencién en fase M. Los bloqueadores en fase M clasicos incluyen las vincas
(vincristina y vinblastina), taxanos, inhibidores de topoisomerasa Il tales como doxorrubicina, epirrubicina,
daunorrubicina, etopoésido y bleomicina. Los agentes que detienen en G1 también pueden detener en fase S, por
ejemplo, agentes alquilantes de ADN tales como tamoxifeno, prednisona, dacarbazina, mecloretamina, cisplatino,
metrotexato, 5-fluorouracilo y ara-C. Puede encontrarse informaciéon adicional en The Molecular Basis of Cancer,
Mendelsohn e Israel, eds., Capitulo 1, titulado “Cell cycle regulation, oncogenes, and antineoplastic drugs” por
Murakami et al. (WB Saunders: Filadelfia, 1995), especialmente la pagina 13. Los taxanos (paclitaxel y docetaxel)
son farmacos antineoplasicos derivados ambos del tejo. Docetaxel (TAXOTERE®, Rhone-Poulenc Rorer), derivado
del tejo Europeo, es un analogo semisintético de paclitaxel (TAXOL®, Bristol-Myers Squibb). Paclitaxel y docetaxel
promueven el ensamblaje de microtubulos de dimeros de tubulina y estabilizan los microtubulos evitando la
despolimerizacién, lo que da como resultado la inhibicion de la mitosis en las células.

La expresién “metabolito intracelular” se refiere a un compuesto que resulta de un proceso metabolico o reaccion
dentro de una célula en un conjugado de anticuerpo-farmaco (ADC). El proceso metabdlico o reaccion puede ser un
proceso enzimatico, tal como escision proteolitica de un enlazador peptidico del ADC, o hidrélisis de un grupo
funcional tal como una hidrazona, éster o amida. Los metabolitos intracelulares incluyen, pero sin limitacion,
anticuerpos y farmacos libres que se han sometido a escision intracelular después de entrada, difusién, captacién o
transporte en una célula.

Las expresiones “escindido intracelularmente” y “escision intracelular” se refieren a un proceso metabdlico o
reaccion dentro de una célula en un conjugado de anticuerpo-farmaco (ADC) por el que la union covalente, es decir
el enlazador, entre el resto farmacoldgico (D) y el anticuerpo (Ab) se rompe, dando como resultado el farmaco libre
disociado del anticuerpo dentro de la célula. Los restos escindidos del ADC son de este modo metabolitos
intracelulares.

El término “biodisponibilidad” se refiere a la disponibilidad sistémica (es decir, niveles en sangre/plasma) de una
cantidad dada de farmaco administrado a un paciente. La biodisponibilidad es un término absoluto que indica la
medicion tanto del tiempo (velocidad) como la cantidad total (alcance) del farmaco que alcanza la circulacion general
desde una forma de dosificacion administrada.

La expresion “actividad citotoxica” se refiere a un efecto de destruccion de células, citostatico o inhibidor del
crecimiento de un conjugado de anticuerpo-farmaco o un metabolito intracelular de un conjugado de anticuerpo-
farmaco. La actividad citotéxica puede expresarse como el valor de Clso, que es la concentracién (molar o en masa)
por unidad de volumen a la que sobreviven la mitad de las células.

“Alquilo” es un hidrocarburo C1-C18 que contiene atomos de carbono normales, secundarios, terciarios o ciclicos.
Son ejemplos el metilo (Me, -CH3), etilo (Et, -CH2CH3), 1-propilo (n-Pr, n-propilo,-CH2CH2CH3), 2-propilo (i-Pr, i-
propilo, -CH(CH3)2), 1-butilo (n-Bu, n-butilo,-CH2CH2CH2CH3), 2-metil-1-propilo (i-Bu, i-butilo, -CH2CH(CH3)2), 2-
butilo (s-Bu, s-butilo, -CH(CH3)CH2CH3), 2-metil-2-propilo (-Bu, t-butilo, -C(CH3)3), 1-pentilo (n-pentilo, -
CH2CH2CH2CH2CH3), 2-pentilo (-CH (CH3)CH2CH2CH3), 3-pentilo (-CH(CH2CH3)2), 2-metil-2-butilo (-
C(CH3)2CH2CH3), 3-metil-2-butilo (-CH(CH3)CH (CH3)2), 3-metil-1-butilo (-CH2CH2CH(CH3)2), 2-metil-1-butilo (-
CH2CH(CH3)CH2CH3), 1-hexilo (-CH2CH2CH2CH2CH2CH3), 2-hexilo (-CH(CH3)CH2CH2CH2CH3), 3-hexilo (-
CH(CH2CH3)(CH2CH2CH3)), 2-metil-2-pentilo (-C(CH3)2CH2CH2CH3), 3-metil-2-pentilo (-
CH(CH3)CH(CH3)CH2CH3), 4-metil-2-pentilo (-CH(CH3) CH2CH(CH3)2), 3-metil-3-pentilo (-C(CH3)(CH2CH3)2), 2-
metil-3-pentilo  (-CH(CH2CH3)CH(CH3)2), 2,3-dimetil-2-butilo  (-C(CH3)2CH(CH3)2), 3,3-dimetil-2-butilo (-

43



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2567402 T3

CH(CH3)C(CH3)3.

La expresion “alquilo C1-Cs”, como se usa en la presente memoria se refiere a un hidrocarburo de cadena lineal o
ramificada, saturado o insaturado que tiene de 1 a 8 atomos de carbono. Los grupos “alquilo C1-Cs” representativos
incluyen, pero sin limitacién, -metilo, -etilo, -n-propilo, -n-butilo,-n-pentilo, -n-hexilo, -n-heptilo, -n-octilo, -n-nonilo y -n-
decilo; mientras que los alquilos C1-Cs ramificados incluyen, pero sin limitacion, -isopropilo, -sec-butilo, -isobutilo, -
terc-butilo, -isopentilo, 2-metilbutilo, los alquilos C1-Cs insaturados incluyen, pero sin limitacion, -vinilo, -alilo,-1-
butenilo, -2-butenilo, -isobutilenilo, -1-pentenilo, -2-pentenilo, -3-metil-1-butenilo,-2-metil-2-butenilo, -2,3-dimetil-2-
butenilo, 1-hexilo, 2-hexilo, 3-hexilo, -acetilenilo, -propinilo, -1-butinilo, -2-butinilo, -1-pentinilo, -2-pentinilo, -3-metil-1
butinilo, metilo, etilo, propilo, isopropilo, n-butilo, isobutilo, sec-butilo, terc-butilo, n-pentilo, isopentilo, neopentilo, n-
hexilo, isohexilo, 2-metilpentilo, 3-metilpentilo, 2,2-dimetilbutilo, 2,3-dimetilbutilo, 2,2-dimetilpentilo, 2,3-dimetilpentilo,
3,3-dimetilpentilo, 2,3,4-trimetilpentilo, 3-metilhexilo, 2,2-dimetilhexilo, 2,4-dimetilhexilo, 2,5-dimetilhexilo, 3,5-
dimetilhexilo, 2,4-dimetilpentilo, 2-metilheptilo, 3-metilheptilo, n-heptilo, isoheptilo, n-octilo e isooctilo. Un grupo
alquilo C1-Cs puede estar sustituido o no sustituido con uno o mas grupos incluyendo, pero sin limitacién, -alquilo C1-
Cs, -O-(alquilo C1-Cs), -arilo, -C(O)R’,-OC(O)R’, -C(O)OR’, -C(O)NHz, -C(O)NHR’, -C(O)N(R’)2 -NHC(O)R’, -SO3R’,-
S(0)2R’, -S(O)R’, -OH, -halégeno, -N3, -NH2, -NH(R’), -N(R’)2 y -CN; en los que cada R’ se selecciona
independientemente de H, -alquilo C1-Cs y arilo.

“Algquenilo” es un hidrocarburo C2-C18 que contiene atomos de carbono normales, secundarios, terciarios o ciclicos
con al menos un sitio de insaturacion, es decir, un enlace doble carbono-carbono, sp?. Los ejemplos incluyen, pero
sin limitacion: etileno o vinilo (-CH=CHz), alilo (-CH2CH=CH.), ciclopentenilo (-CsH7) y 5-hexenilo (-CH2
CH2CH2CH2CH=CHy).

“Alquinilo” es un hidrocarburo C2-C18 que contiene atomos de carbono normales, secundarios, terciarios o ciclicos
con al menos un sitio de insaturacion, es decir, un enlace triple carbono-carbono, sp. Los ejemplos incluyen, pero sin
limitacion: acetilénico (-C=CH) y propargilo (-CH2C=CH),

“Alquileno” se refiere a un radical hidrocarburo saturado, de cadena lineal o ramificada o ciclico de 1-18 atomos de
carbono, y que tiene dos centros radicales monovalentes producidos por la retirada de dos atomos de hidrogeno del
mismo atomo de carbono o de dos atomos de carbono diferentes de un alcano parental. Los radicales alquileno
tipicos incluyen, pero sin limitacion: metileno (-CH2-), 1,2-etilo (-CH2CH2-), 1,3-propilo (-CH2CH2CHz2-), 1,4-butilo (-
CH2CH2CH2CHz2-), y similares.

Un “alquileno C1-C10” es un grupo hidrocarburo de cadena lineal, saturado de la formula -(CH2)1-10-. Los ejemplos de
un alquileno C1-C+o incluyen metileno, etileno, propileno, butileno, pentileno, hexileno, heptileno, octileno, nonileno y
decaleno.

“Alquenileno” se refiere a un radical hidrocarburo insaturado, de cadena lineal o ramificada o ciclico de 2-18 atomos
de carbono, y que tiene dos centros radicales monovalentes producidos por la retirada de dos atomos de hidrégeno
del mismo atomo de carbono o de dos atomos de carbono diferentes de una alqueno parental. Los radicales
alquenileno tipicos incluyen, pero sin limitacién: 1,2-etileno (-CH=CH-).

“Alquinileno” se refiere a un radical hidrocarburo insaturado, de cadena lineal, ramificada o ciclico de 2-18 atomos de
carbono, y que tiene dos centros radicales monovalentes producidos por la retirada de dos atomos de hidrogeno del
mismo atomo de carbono o de dos atomos de carbono diferentes de un alquino parental. Los radicales alquinileno
tipicos incluyen, pero sin limitacion: acetileno (-C=C-), propargilo (-CH2C=C-) y 4-pentinilo (-CH2CH2CH2C=C-).
“Arilo” se refiere a un grupo aromatico carbociclico. Los ejemplos de grupos arilo incluyen, pero sin limitacién, fenilo,
naftilo y antracenilo. Un grupo aromatico carbociclico o un grupo aromatico heterociclico puede estar no sustituido o
sustituido con uno o mas grupos incluyendo, pero sin limitacion, -alquilo C1-Cs, -O-(alquilo C+-Cs), -arilo, -C(O)R’, -
OC(O)R’,-C (O)OR’,- C(O)NHz, -C(O)NHR’, -C(O)N(R’)2 -NHC(O)R’, -S(0O)2R’, -S(O)R’, -OH, -halégeno, -Ns, -NHz, -
NH(R’), -N(R)2y -CN; en los que cada R’ se selecciona independientemente de H, -alquilo C+-Cs y arilo.

Un “arileno” es un grupo arilo que tiene dos enlaces covalentes y puede estar en las configuraciones orto, meta o
para como se muestra en las siguientes estructuras:

P N

H$ §

3 3 *

en las que el grupo fenilo puede estar sustituido o no sustituido con hasta cuatro grupos incluyendo, pero sin
limitacién, -alquilo C1-Cs, -O-(alquilo C1-Cs), -arilo, -C(O)R’, -OC(O)R’,-C(O)OR’, -C(O)NHz, -C(O)NHR’, -C(O)N(R’)2 -
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NHC(O)R’, -S(0)2R’, -S(O)R’, -OH, -halégeno, -Ns, -NHz2, -NH(R’), -N(R’)2 y -CN; en los que cada R’ se selecciona
independientemente de H, -alquilo C1-Cs y arilo.

“Arilalquilo” se refiere a un radical alquilo aciclico en el que uno de los atomos de hidréogeno enlazado con un atomo
de carbono, normalmente un atomo de carbono terminal o sp?, se reemplaza con un radical arilo. Los grupos
arilalquilo tipicos incluyen, pero sin limitacion, bencilo, 2-feniletan-1-ilo, 2-fenileten-1-ilo, naftiimetilo, 2-naftiletan-1-ilo,
2-naftileten-1-ilo, naftobencilo, 2-naftofeniletan-1-ilo y similares. El grupo arilalquilo comprende de 6 a 20 atomos de
carbono, por ejemplo el resto alquilo, incluyendo grupos alcanilo, alquenilo o alquinilo, del grupo arilalquilo es de 1 a
6 atomos de carbono y el resto arilo es de 5 a 15 atomos de carbono.

“Heteroarilalquilo” se refiere a un radical alquilo aciclico en el que uno de los atomos de hidrégeno enlazado con un
atomo de carbono, normalmente un atomo de carbono terminal o sp®, se reemplaza con un radical heteroarilo. Los
grupos heteroarilalquilo tipicos incluyen, pero sin limitacién, 2-bencimidazoliimetilo, 2-furiletilo y similares. El grupo
heteroarilalquilo comprende de 6 a 20 atomos de carbono, por ejemplo el resto alquilo, incluyendo grupos alcanilo,
alquenilo o alquinilo, del grupo heteroarilalquilo es de 1 a 6 4tomos de carbono y el resto heteroarilo es de 5 a 14
atomos de carbono y de 1 a 3 heteroatomos seleccionados de N, O, P y S. El resto heteroarilo del grupo
heteroarilalquilo puede ser un monociclo que tenga de 3 a 7 miembros de anillo (de 2 a 6 atomos de carbono) o un
biciclo que tenga de 7 a 10 miembros de anillo (de 4 a 9 atomos de carbono y de 1 a 3 heteroatomos seleccionados
de N, O, Py S), por ejemplo: un sistema de biciclo [4,5], [5,5], [5,6] o [6,6].

“Alquilo sustituido”, “arilo sustituido” y “arilalquilo sustituido” significa alquilo, arilo y arilalquilo respectivamente, en los
que uno o mas atomos de hidrégeno se reemplazan cada uno independientemente con un sustituyente. Los
sustituyentes tipicos incluyen, pero sin limitacién, -X, -R, -O-, -OR, -SR, -S-, -NR2, -NR3z, =NR, -CXs, -CN, -OCN, -
SCN, -N=C=0, -NCS, -NO, -NO2, =Nz, -N3, NC(=O)R, -C(=0O)R, -C(=O)NR2, -SOs3", -SO3H, -S(=0)2R, -0S(=0)20R-,
S(=0)2NR, -S(=O0)R, -OP(=0)(OR)2, -P(=0)(OR)2, -PO3, -POsHz, -C(=O)R, -C(=0)X, -C(=S)R, -COzR, -COz, -
C(=S)OR, -C(=0)SR, -C(=S)SR, -C(=0O)NRz, -C(=S)NRz, -C(=NR)NRz2, en los que cada X es independientemente un
halégeno: F, Cl, Br o I; y cada R es independientemente -H, alquilo C2-C1s, arilo Ce-C20, heterociclo C3-C14, un grupo
protector o resto de profarmaco. Los grupos alquileno, alquenileno y alquinileno como se han descrito anteriormente
también pueden sustituirse de forma similar.

“Heteroarilo” y “heterociclo” se refieren a un sistema de anillo en el que uno o mas atomos de anillo son un
heteroatomo, por ejemplo nitrogeno, oxigeno y azufre. El radical heterociclo comprende de 1 a 20 atomos de
carbono y de 1 a 3 heteroatomos seleccionados de N, O, P y S. Un heterociclo puede ser un monociclo que tenga de
3 a 7 miembros de anillo (de 2 a 6 atomos de carbono y de 1 a 3 heteroatomos seleccionados de N, O, Py S) o un
biciclo que tenga de 7 a 10 miembros de anillo (de 4 a 9 atomos de carbono y de 1 a 3 heteroatomos seleccionados
de N, O, Py S), por ejemplo: un sistema de biciclo [4,5], [5,5], [5,6] o [6,6].

Se describen heterociclos en Paquette, Leo A.; “Principles of Modem Heterocyclic Chemistry” (W. A. Benjamin,
Nueva York, 1968), particularmente Capitulos 1, 3, 4, 6, 7 y 9; “The Chemistry of Heterocyclic Compounds, A series
of Monographs” (John Wiley & Sons, Nueva York, 1950 hasta el presente), en particular los Voliumenes 13, 14, 16,
19y 28;y J. Am. Chem. Soc. (1960) 82: 5566.

Los ejemplos de heterociclos incluyen como ejemplo y sin limitacién piridilo, dihidropiridilo, tetrahidropiridilo
(piperidilo), tiazolilo, tetrahidrotiofenilo, tetrahidrotiofenilo, azufre oxidado, pirimidinilo, furanilo, tienilo, pirrolilo,
pirazolilo, imidazolilo, tetrazolilo, benzofuranilo, tianaftalenilo, indolilo, indolenilo, quinolinilo, isoquinolinilo,
bencimidazolilo, piperidinilo, 4-piperidonilo, pirrolidinilo, 2-pirrolidonilo, pirrolinilo, tetrahidrofuranilo, bis-
tetrahidrofuranilo, tetrahidropiranilo, bis-tetrahidropiranilo, tetrahidroquinolinilo, tetrahidroisoquinolinilo,
decahidroquinolinilo, octahidroisoquinolinilo, azocinilo, triazinilo, 6H-1,2,5-tiadiazinilo, 2H,6H-1,5,2-ditiazinilo, tienilo,
tiantrenilo, piranilo, isobenzofuranilo, cromenilo, xantenilo, fenoxatinilo, 2H-pirrolilo, isotiazolilo, isoxazolilo, pirazinilo,
piridazinilo, indolizinilo, isoindolilo, 3H-indolilo, 1H-indazolilo, purinilo, 4H-quinolizinilo, ftalazinilo, naftiridinilo,
quinoxalinilo, quinazolinilo, cinnolinilo, pteridinilo, 4aH-carbazolilo, carbazolilo, 3-carbolinilo, fenantridinilo, acridinilo,
pirimidinilo, fenantrolinilo, fenazinilo, fenotiazinilo, furazanilo, fenoxazinilo, isocromanilo, cromanilo, imidazolidinilo,
imidazolinilo, pirazolidinilo, pirazolinilo, piperazinilo, indolinilo, isoindolinilo, quinuclidinilo, morfolinilo, oxazolidinilo,
benzotriazolilo, benzoisoxazolilo, oxindolilo, benzoxazolinilo e isatinoilo.

Como ejemplo y sin limitacion, los heterociclicos enlazados por carbono se enlazan en la posicion 2, 3, 4, 5 0 6 de
una piridina, posicion 3, 4, 5, o 6 de una piridazina, posicion 2, 4, 5 0 6 de una pirimidina, posicién 2, 3, 5 0 6 de una
pirazina, posicién 2, 3, 4 o 5 de un furano, tetrahidrofurano, tiofurano, tiofeno, pirrol o tetrahidropirrol, posicion 2, 4 o
5 de un oxazol, imidazol o tiazol, posicién 3, 4 0 5 de un isoxazol, pirazol o isotiazol, posicién 2 o 3 de una aziridina,
posicion 2, 3 o0 4 de una azetidina, posicion 2, 3, 4, 5, 6, 7 0 8 de una quinolina o posicién 1, 3, 4, 5, 6, 7 0 8 de una
isoquinolina. Aun mas normalmente, los heterociclos enlazados por carbono incluyen 2-piridilo, 3-piridilo, 4-piridilo, 5-
piridilo, 6-piridilo, 3-piridazinilo, 4-piridazinilo, 5-piridazinilo, 6-piridazinilo, 2-pirimidinilo, 4-pirimidinilo, 5-pirimidinilo, 6-
pirimidinilo, 2-pirazinilo, 3-pirazinilo, 5-pirazinilo, 6-pirazinilo, 2-tiazolilo, 4-tiazolilo, o 5-tiazolilo.

Como ejemplo y sin limitacion, los heterociclos enlazados por nitrégeno se enlazan en la posiciéon 1 de una aziridina,
azetidina, pirrol, pirrolidina, 2-pirrolina, 3-pirrolina, imidazol, imidazolidina, 2-imidazolina, 3-imidazolina, pirazol,
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pirazolina, 2-pirazolina, 3-pirazolina, piperidina, piperazina, indol, indolina, | H-indazol, posicién 2 de un isoindol o
isoindolina, posicion 4 de una morfolina, y posicién 9 de un carbazol, o B-carbolina. Ain mas normalmente, los
heterociclos enlazados por nitrégeno incluyen 1-aziridilo, 1-azetedilo, 1-pirrolilo, 1-imidazolilo, 1-pirazolilo y 1-
piperidinilo.

Un “heterociclo C3-Cs” se refiere a un carbociclo C3-Cs aromatico o no aromatico en el que de 1 a 4 de los atomos de
carbono del anillo se reemplazan independientemente con un heteroatomo del grupo que consiste en O, Sy N. Los
ejemplos representativos de un heterociclo Cs-Cs incluyen, pero sin limitacién, benzofuranilo, benzotiofeno, indolilo,
benzopirazolilo, cumarinilo, isoquinolinilo, pirrolilo, tiofenilo, furanilo, tiazolilo, imidazolilo, pirazolilo, triazolilo,
quinolinilo, pirimidinilo, piridinilo, piridonilo, pirazinilo, piridazinilo, isotiazolilo, isoxazolilo y tetrazolilo. Un heterociclo
Cs-Cs puede estar sustituido o no sustituido con hasta siete grupos incluyendo, pero sin limitacion, -alquilo C1-Cs, -O-
(alquilo C1-Cs), -arilo, -C(O)R’, -OC(O)R’, -C(O)OR’, -C(O)NH2, -C(O)NHR’, -C(O)N(R’)2 -NHC(O)R’, -S(O)2R’,-
S(O)R’, -OH, -halégeno, -Ns, -NH2, -NH(R’), -N (R’)2 y -CN; en los que cada R’ se selecciona independientemente de
H, -alquilo C1-Cs y arilo.

“Heterociclo C3-Cs” se refiere a un grupo heterociclo C3-Cs definido anteriormente en el que uno de los atomos de
hidrégeno del grupo heterociclico se reemplaza con un enlace. Un heterociclo Cs-Cs puede estar sustituido o no
sustituido con hasta seis grupos incluyendo, pero sin limitacion, -alquilo C1-Cs, -O-(alquilo C1-Cs), -arilo, -C(O)R’, -
OC(O)R’, -C(O)OR’, -C(O)NHz2, -C(O)NHR’,-C (O)N(R’)2, -NHC(O)R’, -S(0O)2R’, -S(O)R’, -OH, -haldégeno, -N3, -NH2, -
NH(R’), -N(R’)2 y -CN; en los que cada R’ se selecciona independientemente de H, -alquilo C1-Cs y arilo.

“Carbociclo” significa un anillo saturado o insaturado que tiene de 3 a 7 atomos de carbono como un monociclo o de
7 a 12 4tomos de carbono como un biciclo. Los carbociclos monociclicos tienen de 3 a 6 atomos de anillo, ain mas
normalmente de 5 a 6 atomos de anillo. Los carbociclos biciclicos tienen de 7 a 12 4tomos de anillo, por ejemplo
dispuestos como un sistema de biciclo [4,5], [5,5], [5,6] o [6,6], 0 9 0 10 atomos de anillo dispuestos como un
sistema de biciclo [5,6] o [6,6]. Los ejemplos de carbociclos monociclicos incluyen ciclopropilo, ciclobuitilo,
ciclopentilo, 1-ciclopent-1-enilo, 1-ciclopent-2-enilo, 1-ciclopent-3-enilo, ciclohexilo, 1-ciclohex-1-enilo, 1-ciclohex-2-
enilo, 1-ciclohex-3-enilo, cicloheptilo y ciclooctilo.

Un “carbociclo C3-Cs” es un anillo carbociclico no aromatico saturado o insaturado de 3-, 4-, 5-, 6-, 7- u 8 miembros.
Los carbociclos Cs-Cs representativos incluyen, pero sin limitacién, -ciclopropilo, -ciclobutilo, -ciclopentilo, -
ciclopentadienilo, -ciclohexilo, -ciclohexenilo, -1,3-ciclohexadienilo, -1,4-ciclohexadienilo, -cicloheptilo, -1,3-
cicloheptadienilo, -1,3,5-cicloheptatrienilo, -ciclooctilo y -ciclooctadienilo. Un grupo carbociclo C3-Cs puede estar
sustituido o no sustituido con uno o mas grupos incluyendo, pero sin limitacion, -alquilo C1-Cs, -O-(alquilo C4-Cs), -
arilo, -C(O)R’, -OC(O)R’, -C(O)OR’, -C(O)NHz2, -C(O)NHR’, -C(O)N(R’)2, -NHC(O)R’, -S(O)2R’, -S(O)R’, -OH, -
halégeno, -Ns,- NH2, -NH(R’), -N(R’)2 y -CN; en los que cada R’ se selecciona independientemente de H, -alquilo C1-
Cs y arilo.

Un “carbociclo C3-Cs” se refiere a un grupo carbociclo C3-Cs definido anteriormente en el que uno de los atomos de
hidrogeno de los grupos carbociclicos se reemplaza con un enlace.

“Enlazador” se refiere a un resto quimico que comprende un enlace covalente o una cadena de atomos que une
covalentemente un anticuerpo con un resto farmacolégico. En diversas realizaciones, los enlazadores incluyen un
radical divalente tal como un alquildiilo, un arildiilo, un heteroarildiilo, restos tales como: -(CR2)nO(CR2)n-, unidades
repetidas de alquiloxi (por ejemplo polietilenoxi, PEG, polimetilenoxi) y alquilamino (por ejemplo, polietilenamino,
Jeffamine™); y éster de diacido y amidas incluyendo succinato, succinamida, diglicolato, malonato y caproamida.

El término “quiral” se refiere a moléculas que tienen la propiedad de imposibilidad de superposiciéon de la imagen
especular, mientras que el término “aquiral” se refiere a moléculas que pueden superponerse en su imagen
especular.

El término “estereoisémeros” se refiere a compuestos que tienen constitucion quimica idéntica, pero difieren con
respecto a la disposicion de los atomos o grupos en el espacio.

“Diasteredmero” se refiere a un estereoisémero con dos o mas centros de quiralidad y cuyas moléculas no son
imagenes especulares la una de la otra. Los diastereémeros tienen diferentes propiedades fisicas, por ejemplo,
puntos de fusién, puntos de ebullicién, propiedades espectrales y reactividades. Las mezclas de diastereémeros
pueden separarse en procedimientos analiticos de alta resolucion tales como electroforesis y cromatografia.

“Enantiémeros” se refiere a dos estereoisémeros de un compuesto que son imagenes especulares no superponibles
la una de la otra.

Las definiciones estereoquimicas y convenciones usadas en la presente memoria generalmente siguen S. P. Parker,
Ed., McGraw-Hill Dictionary of Chemical Terms (1984) McGraw-Hill Book Company, Nueva York; y Eliel, E. y Wilen,
S., Stereochemistry of Organic Compounds (1994) John Wiley & Sons, Inc., Nueva York. Muchos compuestos
organicos existen en formas opticamente activas, es decir, tienen la capacidad de rotar el plano de luz polarizada en
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plano. Al describir un compuesto 6pticamente activo, los prefijos Dy L, o Ry S, se usan para indicar la configuracion
absoluta de la molécula en torno a su centro o centros quirales. Los prefijos dy | o (+) y (-) se emplean para designar
el signo de rotacion de la luz polarizada en plano por el compuesto, significando (-) o 1 que el compuesto es
levégiro. Un compuesto prefijado con (+) o d es dextrogiro. Para una estructura quimica dada, estos
estereoisomeros son idénticos excepto porque son imagenes especulares el uno del otro. Un estereoisbmero
especifico puede también denominarse enantiémero, y una mezcla de dichos isémeros se denomina con frecuencia
una mezcla enantiomérica. Una mezcla 50:50 de enantibmeros se denomina una mezcla racémica o un racemato,
que puede aparecer cuando no hay estereoseleccion o estereoespecificidad en una reaccién o proceso quimico. Las
expresiones “mezcla racémica” y “racemato” se refieren a una mezcla equimolar de dos especies enantioméricas,
desprovista de actividad éptica.
“Grupo saliente” se refiere a un grupo funcional que puede sustituirse por otro grupo funcional. Ciertos grupos
salientes se conocen bien en la técnica, y los ejemplos incluyen, pero sin limitaciéon, un haluro (por ejemplo, cloruro,
bromuro, yoduro), metanosulfonilo (mesilo), p-toluenosulfonilo (tosilo), trifluorometilsulfonilo (triflato) y
trifluorometilsulfonato.
Abreviaturas
Componentes enlazadores:

MC = 6-maleimidocaproilo

Val-Cit o “vc” = valina-citrulina (un dipéptido ilustrativo en un enlazador escindible por proteasa)

Citrulina = acido 2-amino-5-ureido pentanoico

PAB = p-aminobenciloxicarbonilo (un ejemplo de un componente enlazador “autodestructivo”)

Me-Val-Cit = N-metil-valina-citrulina (en la que el enlace peptidico del enlazador se ha modificado para evitar su
escision por catepsina B)

MC(PEG)6-OH = maleimidocaproil-polietilenglicol (puede unirse a cisteinas del anticuerpo).

SPP = N-succinimidil-4-(2-piridiltio)pentanoato

SPDP = N-succinimidil-3-(2-piridilditio)propionato

SMCC = succinimidil-4-(N-maleimidometil)ciclohexano-1-carboxilato

IT = iminotiolano

FARMACOS CITOTOXICOS:

MMAE = mono-metil auristatina E (MW 718)

MMAF = variante de auristatina E (MMAE) con una fenilalanina en el extremo C del farmaco (PM 731,5)

MMAF-DMAEA = MMAF con DMAEA (dimetilaminoetilamina) en un enlace de amida con la fenilalanina C
terminal (PM 801,5)

MMAF-TEG = MMAF con tetraetilenglicol esterificado con la fenilalanina

MMAF-NtBu = N-t-butilo, unido como una amida con el extremo C terminal de MMAF

DM1 = N(2')-desacetil-N(2’)-(3-mercapto-1-oxopropil)-maitansina

DM3 = N(2’)-desacetil-N2-(4-mercapto-1-oxopentil)-maitansina

DM4 = N(2')-desacetil-N2-(4-mercapto-4-metil-1-oxopentil)-maitansina
Son abreviaturas adicionales las siguientes: AE es auristatina E, Boc es N-(t-butoxicarbonilo), cit es citrulina, dap es
dolaproina, DCC es 1,3-diciclohexilcarbodiimida, DCM es diclorometano, DEA es dietilamina, DEAD es
dietilazodicarboxilato, DEPC es dietilfosforilcianidato, DIAD es diisopropilazodicarboxilato, DIEA es N,N-
diisopropiletilamina, dil es dolaisoleucina, DMA es dimetilacetamida, DMAP es 4-dimetilaminopiridina, DME es

etilenglicol dimetil éter (o 1,2-dimetoxietano), DMF es N,N-dimetilformamida, DMSO es dimetilsulfoxido, doe es
dolafenina, dov es N,N-dimetilvalina, DTNB es 5,5 -ditiobis(acido 2-nitrobenzoico), DTPA es acido
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dietilentriaminopentaacético, DTT es ditiotreitol, EDCI es clorhidrato de 1-(3-dimetilaminopropil)-3-etilcarbodiimida,
EEDQ es 2-etoxi-1-etoxicarbonil-1,2-dihidroquinolina, EN-EM es espectrometria de masas por electronebulizacion,
EtOAc es etil acetato, Fmoc es N-(9-fluorenilmetoxicarbonilo), gly es glicina, HATU es O-(7-azabenzotriazol-1-il)-
N,N,N’,N-tetrametiluronio hexafluorofosfato, HOBt es 1-hidroxibenzotriazol, HPLC es cromatografia liquida de alta
presion, ile es isoleucina, lys es lisina, MeCN (CHsCN) es acetonitrilo, MeOH es metanol, Mtr es 4-anisildifenilmetilo
(o 4-metoxitritilo), nor es (1S, 2R)-(+)-norefedrina, PBS es solucién salina tamponada con fosfato (pH 7,4), PEG es
polietilenglicol, Ph es fenilo, Pnp es p-nitrofenilo, MC es 6-maleimidocaproilo, phe es L-fenilalanina, PyBrop es
bromo tris-pirrolidino fosfonio hexafluorofosfato, SEC es cromatografia de exclusién por tamarfio, Su es succinimida,
TFA es acido trifluoroacético, TLC es cromatografia en capa fina, UV es ultravioleta y val es valina.

Composiciones y métodos para prepararlas

Se describen anticuerpos que se unen a CD22. Se proporcionan inmunoconjugados que comprenden anticuerpos
anti CD22. Los anticuerpos e inmunoconjugados de la invencion son utiles, por ejemplo, para el diagnéstico o
tratamiento de trastornos asociados con la expresion alterada, por ejemplo, expresion aumentada, de CD22. Los
anticuerpos o inmunoconjugados de la invencion son utiles para el diagnéstico o tratamiento de un trastorno
proliferativo celular, tal como cancer.

Anticuerpos anti CD22

En un aspecto, la invencion se refiere a anticuerpos que se unen a CD22. Se describen anticuerpos que se unen a
una forma madura de CD22 humano y de mono cynomolgus (cyno). En un ejemplo, una forma madura de CD22
humano tiene una secuencia de aminoacidos de SEC ID N° 27. La isoforma humana principal madura tiene un
dominio extracelular que comprende siete dominios de tipo Ig una secuencia de aminoacidos de SEC ID N°: 28. En
otro ejemplo, una isoforma menor de CD22 humano que carece de los dominios extracelulares 3 y 4 tienen una
secuencia de aminoacidos de SEC ID N°: 29. La secuencia de aminoacidos del dominio extracelular de la isoforma
menor es SEC ID N°: 30. El CD22 de cyno tiene una secuencia de aminoacidos de SEC ID N° 31. En algunos
ejemplos, un anticuerpo para CD22 se une a una forma madura de CD22 expresado en la superficie celular. En
algunos ejemplos, un anticuerpo que se une a una forma madura de CD22 expresado en la superficie celular inhibe
el crecimiento de la célula. En algunos ejemplos, un anticuerpo anti CD22 se une a una forma madura de CD22
expresado en la superficie celular e inhibe la proliferacion celular. En ciertos ejemplos, un anticuerpo anti CD22 se
une a una forma madura de CD22 expresado en la superficie celular e induce muerte celular. En algunos ejemplos,
un anticuerpo anti CD22 se une a una forma madura de CD22 expresado en la superficie de células cancerosas. En
algunos ejemplos, un anticuerpo anti CD22 se une a una forma madura de CD22 que se sobreexpresa en la
superficie de células cancerosas con respecto a las células normales del mismo origen tisular. En algunos ejemplos,
un anticuerpo anti CD22 se conjuga con una citotoxina o un marcador detectable y se une a CD22 en una superficie
celular. El conjugado de anticuerpo-toxina inhibe el crecimiento de la célula. En algunos ejemplos, el conjugado de
anticuerpo-marcador detectable provoca que una célula que expresa CD22 en su superficie sea detectable in vitro o
in vivo.

En un aspecto, un anticuerpo anti CD22 es un anticuerpo monoclonal. En un aspecto, un anticuerpo anti CD22 es un
fragmento de anticuerpo, por ejemplo, un fragmento Fab, Fab’-SH, Fv, scFv o (Fab’).. En un aspecto, un anticuerpo
anti CD22 es un anticuerpo quimérico, humanizado o humano. En un aspecto, cualquiera de los anticuerpos anti
CD22 descritos en la presente memoria esta purificado.

Se proporcionan en la presente memoria anticuerpos monoclonales ilustrativos derivados de una biblioteca de fagos.
El antigeno usado para explorar la biblioteca fue un polipéptido que tenia la secuencia de aminoacidos de SEC ID
N°: 28 o SEC ID N°: 30, correspondiente a los dominios extracelulares (ECD) de CD22 beta y alfa. Los anticuerpos
resultantes de la exploracién de la biblioteca se maduran por afinidad.

En un aspecto, se proporcionan anticuerpos monoclonales que compiten con 10F4.4.1 murino, 10F4v1 y v3
humanizado y 5E8.1.8 murino por la unién con CD22. También se proporcionan anticuerpos monoclonales que se
unen al mismo epitopo que 10F4.4.1 murino, 10F4v1 y v3 humanizado y 5E8.1.8.

Se proporcionan polinucleétidos que codifican anticuerpos anti CD22. Se proporcionan vectores que comprenden
polinucleétidos que codifican anticuerpos anti CD22. Se proporcionan células hospedadoras que comprenden dichos
vectores. Se proporcionan composiciones que comprenden anticuerpos anti CD22 o polinucleétidos que codifican
anticuerpos anti CD22. Una composicién de la invencion es una formulacién farmacéutica para el tratamiento de un
trastorno proliferativo celular, tal como los enumerados en la presente memoria.

Administracién y formulacién de anticuerpos

El anticuerpo anti CD22 o conjugado de farmaco y anticuerpo anti CD22 (incluyendo, pero sin limitaciéon, un
conjugado de farmaco tiomab con anti CD22 de la invencién) puede administrarse en combinaciéon con un
antagonista de un antigeno de superficie de linfocitos B. La administracion “en combinaciéon con” uno o mas agentes
terapéuticos adicionales incluye la administracion simultanea (concurrente) y consecutiva en cualquier orden. En un
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ejemplo, la administracion es consecutiva o secuencial. En otro ejemplo, la administracién es simultanea,
concurrente o conjunta en la misma formulacion. En un ejemplo, el antagonista del antigeno de superficie de
linfocitos B es un anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo. En un ejemplo, el antagonista de superficie
de linfocitos B es un conjugado de farmaco y anticuerpo.

Las formulaciones en la presente memoria pueden contener mas de un compuesto activo segun sea necesario para
la indicacién particular que se trate, preferentemente los que tienen actividades complementarias que no se afectan
de forma adversa entre si. Por ejemplo, ademas de un anticuerpo anti CD22, conjugado de farmaco y anticuerpos
anti CD22 u oligopéptido de uniéon a CD22, puede ser deseable incluir en la formulacion un anticuerpo adicional, por
ejemplo, un segundo anticuerpo anti CD22 que se une a un epitopo diferente en el polipéptido de CD22, o un
segundo anticuerpo que se une a un antigeno de superficie de linfocitos B diferente o un anticuerpo para alguna otra
diana tal como un factor de crecimiento que afecta al crecimiento del cancer particular. Como alternativa, o
adicionalmente, la composicion puede comprender ademas un agente quimioterapéutico, agente citotéxico, citocina,
agente inhibidor del crecimiento, agente antihormonal y/o cardioprotector. Dichas moléculas estan presentes de
forma adecuada en combinacién en cantidades que son eficaces para el fin pretendido.

En la actualidad, dependiendo del estadio del cancer, el tratamiento de cancer implica una o una combinacion de las
siguientes terapias: cirugia para retirar el tejido canceroso, radioterapia y quimioterapia. La terapia de anticuerpo anti
CD22, conjugado de farmaco y anticuerpo anti CD22 u oligopeptidica puede ser especialmente deseable en
pacientes ancianos que no toleren bien la toxicidad y efectos secundarios de la quimioterapia y en enfermedad
metastasica en la que la radioterapia tiene utilidad limitada. Los anticuerpos anti CD22 que se dirigen a tumores,
conjugados farmacoldgicos de anticuerpo anti CD22 u oligopéptidos de la invencién son utiles para aliviar canceres
gue expresan CD22 tras el diagnéstico inicial de la enfermedad o durante la recaida. Para aplicaciones terapéuticas,
el anticuerpo anti CD22, conjugado de farmaco y anticuerpo anti CD22 u oligopéptido pueden usarse en solitario, o
en terapia de combinacion, por ejemplo, con hormonas, antiangiégenos, o compuestos radiomarcados, o con
cirugia, crioterapia y/o radioterapia. Puede administrarse tratamiento con anticuerpo anti CD22, conjugado de
farmaco y anticuerpo anti CD22 u oligopéptido junto con otras formas de terapia convencional, de forma consecutiva
con, antes de o después de la terapia convencional. En el presente método para tratar o aliviar el cancer, puede
administrarse al paciente con cancer anticuerpo anti CD22, conjugado de farmaco y anticuerpo anti CD22 u
oligopéptido junto con el tratamiento con uno o mas agentes quimioterapéuticos precedentes. El anticuerpo anti
CD22, conjugado de farmaco y anticuerpo anti CD22 u oligopéptido se administrara con una dosis terapéuticamente
eficaz del agente quimioterapéutico. En otro ejemplo, el anticuerpo anti CD22, conjugado de farmaco y anticuerpo
anti CD22 u oligopéptido se administra junto con quimioterapia para potenciar la actividad y eficacia del agente
quimioterapéutico. El Physicians’ Desk Reference (PDR) desvela dosificaciones de estos agentes que se han usado
en el tratamiento de diversos canceres. El régimen de dosificacién y las dosificaciones de estos farmacos
quimioterapéuticos anteriormente mencionados que son terapéuticamente eficaces dependeran del cancer particular
que se trate, el alcance de la enfermedad y otros factores con los que estara familiarizado el médico experto en la
materia, y pueden determinarse por el médico.

En un ejemplo particular, se administra al paciente un conjugado que comprende un anticuerpo anti CD22,
conjugado de farmaco y anticuerpo anti CD22 u oligopéptido conjugado con un agente citotéxico. Preferentemente,
el inmunoconjugado unido a la proteina CD22 se internaliza por la célula, dando como resultado un aumento de la
eficacia terapéutica del inmunoconjugado en la destruccién de la célula cancerosa a la que se une. En un ejemplo, el
agente citotdxico se dirige a o interfiere con el acido nucleico en la célula cancerosa. Se han descrito anteriormente
ejemplos de agentes citotoxicos e incluyen auristatinas, maitansinoides, caliqueamicinas, ribonucleasas y ADN
endonucleasas, o derivados biol6gicamente activos de los mismos.

Los anticuerpos anti CD22, conjugados farmacolégicos de anticuerpo anti CD22 u oligopéptidos o conjugados con
toxina de los mismos se administran a un paciente humano, de acuerdo con métodos conocidos, tales como
administracion intravenosa, por ejemplo, como una embolada o por infusién continua durante un periodo de tiempo,
mediante las vias intramuscular, intraperitoneal, intracerebroespinal, subcutanea, intraarticular, intrasinovial,
intratecal, oral, topica o inhalacion. Se prefiere administracion intravenosa o subcutanea del anticuerpo, conjugado
de farmaco y anticuerpo anti CD22 u oligopéptido.

Otros regimenes terapéuticos pueden combinarse con la administracion del anticuerpo anti CD22, conjugado de
farmaco y anticuerpo anti CD22 y oligopéptido. La administracién combinada incluye coadministracion, usando
formulaciones separadas o una unica formulacién farmacéutica, y administracién consecutiva en cualquier orden, en
la que preferentemente hay un periodo de tiempo en el que ambos (o todos los) agentes activos ejercen
simultaneamente sus actividades biologicas. Preferentemente dicha terapia combinada da como resultado un efecto
terapéutico sinérgico.

También puede ser deseable combinar la administracion del anticuerpo o los anticuerpos anti CD22, conjugados

farmacologicos de anticuerpo anti CD22 u oligopéptidos, con la administracién de un anticuerpo dirigido contra otro
antigeno tumoral o antigeno de superficie de linfocitos B asociado con el cancer particular.
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En otro ejemplo, los métodos del tratamiento terapéutico implican la administraciéon combinada de un anticuerpo (o
anticuerpos) anti CD22, conjugado o conjugados farmacologicos de anticuerpo anti CD22 u oligopéptido u
oligopéptidos y uno o mas agentes quimioterapéuticos o agentes inhibidores del crecimiento, incluyendo la
coadministracién de cocteles de diferentes agentes quimioterapéuticos. Los agentes quimioterapéuticos incluyen
fosfato de estramustina, prednimustina, cisplatino, 5-fluorouracilo, melfalan, ciclofosfamida, hidroxiurea e
hidroxiureataxanos (tales como paclitaxel y doxetaxel) y/o antibi6ticos de antraciclina, asi como combinaciones de
agentes tales como, pero sin limitacion, CHOP o FOLFOX. Pueden usarse programas de preparacion y dosificacion
para dichos agentes quimioterapéuticos de acuerdo con las instrucciones de los fabricantes o como se determina de
forma empirica por el experto en la materia. También se describen programas de preparacién de dosificacién para
dicha quimioterapia en Chemotherapy Service Ed., M. C. Perry, Williams y Wilkins, Baltimore, MD (1992).

El anticuerpo se administra por cualquier medio adecuado, incluyendo administracién parenteral, topica, subcutanea,
intraperitoneal, intrapulmonar, intranasal y/o intralesional. Las infusiones parenterales incluyen administracion
intramuscular, intravenosa, intraarterial, intraperitoneal o subcutdnea. También se contempla la administracion
intratecal (véase, por ejemplo, Solicitud de Patente de Estados Unidos N° 2002/0009444, Grillo-Lopez, A, que se
refiere al suministro intratecal de un anticuerpo de CD20). Preferentemente, la dosificacion se proporciona por via
intravenosa o por via subcutanea.

Puede administrarse un segundo medicamento con la exposicion inicial y/o exposiciones posteriores del anticuerpo
terapéutico o inmunoadhesina, dicha administracion combinada incluye coadministracion, usando formulaciones
separadas o una Unica formulacién farmacéutica, y administraciéon consecutiva en cualquier orden, en la que
preferentemente hay un periodo de tiempo en el que ambos (o todos los) agentes activos ejercen simultdneamente
sus actividades biologicas.

Aunque el anticuerpo anti CD22, conjugado de farmaco y anticuerpo anti CD22, inmunoadhesina u otro producto
biolégico terapéutico pueden administrarse como un Unico agente para tratar la enfermedad autoinmunitaria,
generalmente, el anticuerpo terapéutico o inmunoadhesina se combinara con uno o mas segundos medicamentos.
Por ejemplo, para RA, y otras enfermedades autoinmunitarias, el anticuerpo, inmunoadhesina u otro farmaco
biolégico se combina preferentemente con uno cualquiera o mas de los agentes inmunosupresores, agentes
quimioterapéuticos, antagonistas de BAFF, antagonistas o anticuerpos de integrina y/o citocinas enumerados en la
seccion de definiciones anterior; uno cualquiera o mas de farmacos antirreumaticos modificadores de enfermedad
(DMARD), tales como hidroxicloroquina, sulfasalazina, metotrexato, leflunomida, azatioprina, D-penicilamina, Oro
(oral), Oro (intramuscular), minociclina, ciclosporina; inmunoadsorcion de proteina A estafilococica; inmunoglobulina
intravenosa (IVIG); farmacos antiinflamatorios no esteroideos (AINE); glucocorticoides (por ejemplo mediante
inyeccion en las articulaciones); corticosteroides (por ejemplo metilprednisolona y/o prednisona); folato; un
antagonista anti factor de necrosis tumoral (TNF), por ejemplo, etanercept/ENBREL™, infliximab/REMICADE™,
D2E7 (Knoll) o CDP-870 (Celltech); antagonista de IL-1R (por ejemplo Kineret); antagonista de IL-10 (por ejemplo,
llodecakin); un modulador de la coagulacion de la sangre (por ejemplo, WinRho); un antagonista de IL-6/anti-TNF
(CBP 1011); antagonista de CD40 (por ejemplo, IDEC 131); antagonista del receptor de Ig-Fc (MDX33);
inmunomodulador (por ejemplo, talidomida o ImmuDyn); anticuerpo anti-CD5 (por ejemplo, H5g1.1); inhibidor de
macroéfagos (por ejemplo, MDX 33); bloqueador coestimulador (por ejemplo, BMS 188667 o Tolerimab); inhibidor del
complemento (por ejemplo, h5G1.1, 3E10 o un anticuerpo anti factor acelerador de la degradacién (DAF));
antagonista de IL-2 (zxSMART); inhibidor de EGFR (véase la definicion anterior); inhibidor de tirosina quinasa (véase
la definicion anterior); agente antiangiogénico (por ejemplo, anticuerpo de VEGF tal como bevacizumab); anticuerpos
de CD22 tales como LL2 o epratuzumab (LYMPHOCIDE®; Immunomedies), incluyendo epratuzumab Y-90 (Juwcid
et al. Cancer Res 55 (23 Supl): 5899s-5907s (1995)), anticuerpo CD22 de Abiogen (Abiogen, ltalia), CMC 544
(Wyeth/Celltech), combotox (UT Soutwestern), BL22 (NIH) y LympoScan Tc99 (Immunomedics); anticuerpo de
EpCAM tal como 17-1A (PANOREX®); anticuerpo avB3 (por ejemplo, VITAXIN®; Medimmune); anticuerpo de CD37
tal como TRU 016 (Trubion); anticuerpo de IL-21 (Zymogenetics/Novo Nordisk); anticuerpo anti linfocitos B
(Impheron); MAb dirigido a linfocitos B (Immunogen/Aventis); IDO9C3 (Morphosys/GPC): LymphoRad 131 (HGS);
anticuerpo de Lym-1 Y-90 (USC); LIF 226 (Enhanced Lifesci.); anticuerpo de BAFF (por ejemplo, documento WO
03/33658); anticuerpo del receptor de BAFF (por ejemplo, documento WO 02/24909); anticuerpo de BR3, anticuerpo
de Blys tal como belimumab; LYMPHOSCD22 -B™; Oncolym anti Lym-1 (USC/Peregrine); ISF 154 (UCSD/Roche/
Tragen); gomilixima (Idec 152; Biogen ldec); anticuerpo de receptor de IL-6 tal como atlizumab (ACTEMRA™:
Chugai/Roche); anticuerpo de IL-15 tal como HuMax-1I-15 (Genmab/Amgen); anticuerpo del receptor de quimiocinas,
tal como un anticuerpo CCR2 (por ejemplo, MLN 1202; Millieneum); anticuerpo anti complemento, tal como
anticuerpo C5 (por ejemplo, eculizumab, 5G1.1; Alexion); formulacién oral de inmunoglobulina humana (por ejemplo,
IgPO; Protein Therapeutics); anticuerpo de IL-12 tal como ABT-874 (CAT/Abbott); Teneliximab (BMS-224818);
vacuna de linfocitos B; DN-BAFF (Xencor); CRx-119 (CombinatoRx); antagonista de BAFF de Amgen; Pentostatina
(Pfizer); 1C-485 (ICOS); antagonista de quimiocinas tales como T-487 (Tularik) o Reticulosa (AVR-118); SC0O-323
(SCIOS); antagonista de integrina 683699, Tanabe, NGD-2001-1 (Neurogen); SCIO-469 (SCIOS); BIRB-796
(Boehringer Ingelheim); VX702, VX850 (Vertex); antagonista de Leucotrieno B-4 ( tal como amelubunt, BIIL-284; BI);
modulador de microtibulos (Paxceed; Angiotech); inhibidor de proteasa (MBS561392; BMS); AGIX-4207
(Atherogenics); 1SIS-104838 (ISIS/Elan); MFG-IRAP (Univ. Pitt.); IL-1 Trap (RGN-303; Regeneron/Novartis);
oprelvequina (Wyeth); everolimus (Certican; Novartis); Amevive (Biogen Idec); ORG-39141 (Organon); FK-506
(Fujisawa); y antagonista de IL-2 (tacrolimus; Fujisawa).
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A continuacion se proporciona en la presente memoria una descripcién detallada de anticuerpos anti CD22
ilustrativos:

1. Anticuerpos anti CD22 especificos

En la presente memoria se describe un anticuerpo que comprende al menos uno, dos, tres, cuatro, cinco o seis HVR
seleccionadas de (a) una HVR-H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID N° 2; (b) una HVR-H2
que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID N° 4; (c) una HVR-H3 que comprende una secuencia de
aminoacidos seleccionada de SEC ID N° 6; (d) una HVR-L1 que comprende la secuencia de aminoacidos de una
cualquiera de SEC ID N°: 9, 10, 19, 20, 21, 22, 23; (e) una HVR-L2 que comprende la secuencia de aminoacidos de
SEC ID N°: 12; y (f) una HVR-L3 que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada de SEC ID N°: 14.

En la presente memoria se describe un anticuerpo anti CD22 que comprende al menos uno, al menos dos o las tres
secuencias de HVR VH seleccionadas de (a) una HVR-H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID
N° 2; (b) una HVR-H2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID N° 4; (c) una HVR-H3 que
comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada de SEC ID N°: 6. En la presente memoria se describe un
anticuerpo anti CD22 que comprende una HVR-H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID N°: 2;
un anticuerpo anti CD22 que comprende una HVR-H2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID N°:
4; se describe en la presente memoria un anticuerpo anti CD22 que comprende una HVR-H3 que comprende una
secuencia de aminoacidos seleccionada de SEC ID N°: 6;

un anticuerpo anti CD22 que comprende una HVR-H3 que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada
de SEC ID N°: 6 y una HVR-H1 que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada de SEC ID N°: 2;

un anticuerpo anti CD22 que comprende una HVR-H3 que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada
de SEC ID N°: 6 y una HVR-H2 que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada de SEC ID N°: 4;

un anticuerpo anti CD22 que comprende una HVR-H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID N°: 2
y una HVR-H2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID N°: 4;

un anticuerpo anti CD22 que comprende una HVR-H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID N°:
2; una HVR-H2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID N° 4; y una HVR-H3 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEC ID N°: 6.

En la presente memoria se describe un anticuerpo anti CD22 que comprende al menos una, al menos dos o las tres
secuencias de HVR VL seleccionadas de (a) una HVR-L1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID
N°: 9 o SEC ID N°: 10; (b) una HVR-L2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID N° 12; y (c) una
HVR-L3 que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada de SEC ID N° 14; un anticuerpo anti CD22
que comprende una HVR-L1 que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada de SEC ID N° 9; un
anticuerpo anti CD22 que comprende una HVR-L1 que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada de
SEC ID N°: 10; un anticuerpo anti CD22 que comprende una HVR-L1 que comprende una secuencia de aminoacidos
seleccionada de SEC ID N°: 19-23; la HVR-L1 puede comprender la secuencia de aminoacidos de SEC ID N°: 9 en
la que N28 se reemplaza por V (un cambio de aminoacido N28V, que genera SEC ID N° 10); la secuencia de
aminoacidos de SEC ID N° 9 en la que N28 se reemplaza por A (un cambio de aminoacidos N28A, que genera SEC
ID N° 19); la secuencia de aminoacidos de SEC ID N° 9 en la que N28 se reemplaza por Q (un cambio de
aminoacidos N28Q, que genera SEC ID N°: 20); la secuencia de aminoacidos de SEC ID N° 9 en la que N28 se
reemplaza por S (un cambio de aminoacidos N28S, que genera SEC ID N° 21); la secuencia de aminoacidos de
SEC ID N° 9 en la que N28 se reemplaza por D (un cambio de aminoacidos N28D, que genera SEC ID N°: 22); la
secuencia de aminoacidos de SEC ID N° 9 en la que N28 se reemplaza por | (un cambio de aminoacidos N28I, que
genera SEC ID N°: 23). Se describe también en la presente memoria un anticuerpo anti CD22 que comprende una
HVR-L1 que comprende la secuencia de aminoacidos de una cualquiera de SEC ID N°: 9, 10, 19, 20, 21, 22, 23, en
la que la HVR-L1 es una cualquiera de SEC ID N°: 9, 10, 19, 20, 21, 22 o 23 y el aminoacido en la posiciéon N30
(asparagina en la posicion 30) se reemplaza por A (un cambio de aminoacidos N30A); o la HVR-L1 es una
cualquiera de SEC ID N°: 9, 10, 19, 20, 21, 22 o0 23 y el aminoacido en la posicién N30 (asparagina en la posicion
30) se reemplaza por Q (un cambio de aminoacido N30Q).

En la presente memoria se describe un anticuerpo anti CD22 que comprende (a) una HVR-H3 que comprende una
secuencia de aminoacidos de SEC ID N°: 6 and (b) una HVR-L3 que comprende una secuencia de aminoacidos de
SEC ID N°: 14. En algunos casos, el anticuerpo de CD22 comprende ademas (a) una HVR-H1 que comprende SEC
ID N°: 2 y una HVR-H2 que comprende SEC ID N°: 4.

En la presente memoria se describe un anticuerpo anti CD22 que comprende (a) una HVR-H3 que comprende una
secuencia de aminoacidos de SEC ID N° 6 y (b) una HVR-L2 que comprende una secuencia de aminoacidos de
SEC ID N°: 12. En algunos casos, el anticuerpo de CD22 comprende ademas (a) una HVR-H1 que comprende SEC
ID N°: 2 y una HVR-H2 que comprende SEC ID N°: 4.
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En la presente memoria se describe un anticuerpo anti CD22 que comprende (a) una HVR-H3 que comprende una
secuencia de aminoacidos de SEC ID N° 6 y (b) una HVR-L1 que comprende una secuencia de aminoacidos
seleccionada de SEC ID N°: 9, 10, 19, 20, 21, 22 y 23. En algunos casos, el anticuerpo de CD22 comprende ademas
(a) una HVR-H1 1 que comprende SEC ID N°: 2 y una HVR-H2 que comprende SEC ID N° 4. En algunos casos, la
secuencia de aminoacidos de SEC ID N°: 9, 10, 19, 20, 21, 22 o 23 comprende un cambio de aminoacidos N30A o
N30Q. En algunos casos, el anticuerpo de CD22 comprende ademas HVR-L2 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEC ID N° 12. En algunos casos, el anticuerpo de CD22 comprende ademas HVR-L3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID N°: 14.

En la presente memoria se describe un anticuerpo anti CD22 que comprende (a) una HVR-H1 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEC ID N°: 2; (b) una HVR-H2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC
ID N° 4; (c) una HVR-H3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID N° 6; (d) una HVR-L1 que
comprende la secuencia de aminoacidos seleccionada de SEC ID N°: 9, 10, 19, 20, 21, 22, 23; (e) una HVR-L2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID N° 12; y una HVR-L3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEC ID N°: 14. En algunos casos, la secuencia de aminoacidos es SEC ID N°: 9, 10, 19, 20, 21, 22
0 23 seleccionada como HVR-L1 y se modifica por un cambio de aminoacidos N30A o N30Q.

En un aspecto, la invencidon se refiere a un anticuerpo anti CD22 que comprende un dominio variable de cadena
pesada que comprende SEC ID N°: 16 (véase Figura 2A, h10F4v1). Un anticuerpo anti CD22 puede comprender un
dominio variable de cadena ligera que comprende SEC ID N° 17 (véase Figura 2B, h10F4v1). En un aspecto, la
invencion se refiere a un anticuerpo anti CD22 que comprende un dominio variable de cadena ligera que comprende
SEC ID N°: 18 (véase Figura 2B, h10F4v3).

Un anticuerpo anti CD22 puede comprender una cadena pesada que comprende SEC ID N° 34 (véase Figura 2A,
m10F4). Un anticuerpo anti CD22 puede comprender una cadena ligera que comprende SEC ID N° 35 (véase
Figura 2B, m10F4).

En la presente memoria se describe un anticuerpo anti CD22 que comprende 1, 2, 3, 4, 5 0 6 de las secuencias de
HVR del anticuerpo 10F4.4.1 producido por el hibridoma depositado en la ATCC y que tiene el niUmero de referencia
PTA-7621.

Un anticuerpo anti CD22 que comprende 1, 2, 3, 4, 5 0 6 de las secuencias de HVR del anticuerpo 5E8.1.8
producido por el hibridoma depositado en la ATCC y que tiene el nUmero de referencia PTA-7620.

Un anticuerpo anti CD22 puede comprender cualquier secuencia de dominio variable marco conservada, siempre
que el anticuerpo conserve la capacidad para unirse a CD22. Por ejemplo, en algunos casos, los anticuerpos anti
CD22 de la invencion comprenden una secuencia consenso marco conservada de cadena pesada de subgrupo Il
humana. En un ejemplo de estos anticuerpos, la secuencia consenso marco conservada de cadena pesada
comprende una sustituciéon o sustituciones en la posicién 71, 73 y/o 78. En un ejemplo de estos anticuerpos, la
posicion 71 es A, la posicion 73 es T y/o la posicion 78 es A. En un ejemplo, estos anticuerpos comprenden una
secuencia marco conservada de dominio variable de cadena pesada de huMAb4D5-8, por ejemplo, SEC ID N°: 1, 3,
5, 7 (FR-H1, FR-H2, FR-H3, FR-H4, respectivamente). huMAb4D5-8 se conoce comercialmente como anticuerpo
anti HER2 HERCEPTIN®, Genentech, Inc., South San Francisco, CA, Estados Unidos; al que también se hace
referencia en las Patentes de Estados Unidos N ° 6.407.213 y 5.821.337, y Lee ef al., J. Mol. Biol. (2004), 340(5):
1073-93. En uno de dichos ejemplos, estos anticuerpos comprenden ademas una secuencia consenso de marco de
cadena ligera Kl humana. En uno de dichos ejemplos, estos anticuerpos comprenden una secuencia marco de
dominio variable de cadena ligera de huMAb4D5-8, por ejemplo SEC ID N°: 8, 1, 13, 15 (FR-L1, FR-L2, FR-L3, FR-
L4, respectivamente).

En un ejemplo, un anticuerpo anti CD22 comprende un dominio variable de cadena pesada que comprende una
secuencia marco conservada y regiones hipervariables, en el que la secuencia marco conservada comprende las
secuencias de FR-H1-FR-H4 de SEC ID N° 1, 3, 5y 7, respectivamente, la HVR H1 comprende la secuencia de
aminoacidos de SEC ID N°: 2; la HVR-H2 comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID N°: 4; y la HVR-H3
comprende la secuencia de aminoacidos seleccionada de SEC ID N°: 6. En un ejemplo, un anticuerpo anti CD22
comprende un dominio variable de cadena ligera que comprende una secuencia marco conservada y regiones
hipervariables, en el que la secuencia marco conservada comprende las secuencias de FR-L1-FR-L4 de SEC ID N°:
8, 11, 13 y 15, respectivamente; la HVR-L1 comprende la secuencia de aminoacidos seleccionada de SEC ID N°: 9,
10, 19, 20, 21, 22 y 23, en la que una cualquiera de SEC ID N° 9-10 o 19-23 puede comprender un cambio de
aminoacidos N30A o N30Q; la HVR-L2 comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID N° 12; y la HVR-L3
comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada de SEC ID N° 14. En un ejemplo de estos anticuerpos, el
dominio variable de cadena pesada comprende SEC ID N° 16 y el dominio variable de cadena ligera comprende
SEC ID N°: 17 0 18.

En algunos ejemplos, un anticuerpo anti CD22 comprende un dominio variable de cadena pesada que comprende

una secuencia de aminoacidos que tiene una identidad de secuencia de al menos 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%,
96%, 97%, 98% 0 99% con una secuencia de aminoacidos de SEC ID N°: 16. En algunos ejemplos, una secuencia

52



10

15

20

25

30

ES 2567402 T3

de aminoacidos que tiene una identidad de secuencia de al menos 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%,
98% 0 99% contiene sustituciones, inserciones o deleciones en relacion con la secuencia de referencia, pero un
anticuerpo que comprende esa secuencia de aminoacidos conserva la capacidad para unirse a CD22. En algunos
ejemplos, se ha sustituido, insertado o suprimido un total de 1 a 10 aminoacidos en una secuencia SEC ID N°: 16.
En algunos ejemplos, las sustituciones, inserciones o deleciones se realizan en regiones fuera de las HVR (es decir,
en las FR). En algunos ejemplos, un anticuerpo anti CD22 comprende un dominio variable de cadena pesada que
comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada de SEC ID N°: 16.

En algunos ejemplos, la invencién proporciona un anticuerpo anti CD22 comprende un dominio variable de cadena
pesada como se representa a continuacion.

{ Glu Val GIn Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly Ser
Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Tyvr Glu Phe Ser Arg Ser Trp Met Asn
Trp Vat Arg Gla Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val Gly Arg Ite Tyr Pro

Gly Asp Gly Asp The Asn Tyr Ser Gly Lys Phe Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser
Ala Asp Thr.Ser Lys Asn Thr Ala Tyr Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu

Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala Arg Asp Gly Ser Ser Trp Asp Trp Tyr Phe
AspVal Trp Gly Gin Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser 113 (SEC ID N°: 16)

(los restos de HVR estan subrayados).
En algunos ejemplos, las secuencias de HVR y FR de cadena pesada comprenden las siguientes:

HVR-H1 (SEC ID N°: 2)

HVR-H2 (SEC ID N°: 4)

HVR-H3 (SEC ID N°: 6)

FR-H1 (SEC ID N°: 1)

FR-H2 (SEC ID N°: 3) FR-H3 ( SEC ID N°: 5)
FR-H4 (SEC ID N°: 7)

En algunos ejemplos, un anticuerpo anti CD22 comprende un dominio variable de cadena ligera como se representa
a continuacion.

1 Asp Tle Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly

Asp Arg Val Thr Tle Thr Cys Arg Ser Ser Gin Ser Ile Val His Ser Asn

Gly Asn Thr Phe Leu Glu Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro
Lys Leu Leu Tle Tyr Lys Val Ser Asn Arg Phe Ser Gly Val Pro Ser
Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr lle Ser
Ser Leu Gln Pro Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Phe Gln Gly Ser
Gln Phe Pro Tyr Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Tle Lys

108 (SEC ID N%: 17)
(los restos de HVR estan subrayados y la posicion N28 esta en negrita) o
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1 Asp He Glin Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ser Ser Gln Ser He Val His Ser Val
Gly Asn Thr Phe Leu Glu Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro

Lys Leu Leu Ile Tyr Lys Val Ser Asn Arg Phe Ser Gly Val Pro Ser
Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser
Ser Leu Gln Pro Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Phe Gln Gly Ser
Gln Phe Pro Tyr Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu lle Lys

108 (SEC ID N* 18)
(los restos de HVR estan subrayados y la posicion N28V esta en negrita)

En algunas realizaciones, las secuencias de HVR de cadena ligera comprenden las siguientes:

HVR-L1 (Arg Ser Ser GIn Ser lle Val His Ser Asn Gly Asn Thr Phe Leu Glu, SEC ID N°: 9)
HVR-L1 (Arg Ser Ser GIn Ser lle Val His Ser Val Gly Asn Thr Phe Leu Glu, SEC ID N°: 10)
HVR-L1 (Arg Ser GIn Ser lle Val His Ser Ala Gly Asn Thr Phe Leu Glu, SEC ID N°: 19)
HVR-L1 (Arg Ser GIn Ser lle Val His Ser GIn Gly Asn Thr Phe Leu Glu, SEC ID N°: 20)
HVR-L1 (Arg Ser Ser GIn Ser lle Val His Ser Ser Gly Asn Thr Phe Leu Glu, SEC ID N°: 21)
HVR-L1 (Arg Ser Ser GIn Ser lle Val His Ser Asp Gly Asn Thr Phe Leu Glu, SEC ID N°: 22)
HVR-L1 (Arg Ser Ser GIn Ser lle Val His Ser lle Gly Asn Thr Phe Leu Glu, SEC ID N°: 23)
HVR-L1 (Arg Ser Ser GIn Ser lle Val His Ser lle Gly Ala Thr Phe Leu Glu, SEC ID N°: 32)
HVR-L1 (Arg Ser Ser GIn Ser lle Val His Ser lle Gly GIn Thr Phe Leu Glu, SEC ID N°: 33)
HVR-L2 (Lys Val Ser Asn Arg Phe Ser, SEC ID N°: 12)

HVR-L3 (Phe GIn Gly Ser GIn Phe Pro Tyr Thr, SEC ID N°: 14).

En algunas realizaciones, las secuencias de FR de cadena ligera comprenden las siguientes:

FR-L1 (Asp lle GIn Met Thr GIn Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly Asp Arg Val Thr lle Thr Cys, SEC ID N°:
8);

FR-L2 (Trp Tyr GIn GIn Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu Leu lle Tyr, SEC ID N°: 11);

FR-L3 (Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr lle Ser Ser Leu GIn Pro Glu
Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys, SEC ID N°: 13)

FR-L4 (Phe Gly GIn Gly Thr Lys Val Glu lle Lys, SEC ID N°: 15).

Se describe en la presente memoria un anticuerpo anti CD22 que comprende un dominio variable de cadena ligera
gue comprende una secuencia de aminoacidos que tiene una identidad de secuencia de al menos 90%, 91%, 92%,
93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% 0 99% con una secuencia de aminoacidos seleccionada de SEC ID N°: 17 0 18. En
algunos ejemplos, una secuencia de aminoacidos que tiene una identidad de secuencia de al menos 90%, 91%,
92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% o 99% contiene sustituciones, adiciones o deleciones en relaciéon con la
secuencia de referencia, pero un anticuerpo que comprende esa secuencia de aminoacidos conserva la capacidad
para unirse a CD22. En algunos ejemplos, se ha sustituido, insertado o suprimido un total de 1 a 10 aminoacidos en
una secuencia seleccionada de SEC ID N°% 17 o 18. En algunos ejemplos, las sustituciones, inserciones o
deleciones se realizan en regiones fuera de las HVR (es decir, en las FR). En algunos ejemplos, un anticuerpo anti
CD22 comprende un dominio variable de cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada
de SEC ID N°: 17 0 18.

Se describe en la presente memoria un anticuerpo anti CD22 que comprende (a) un dominio variable de cadena
pesada que comprende una secuencia de aminoacidos que tiene al menos 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%,
97%, 98% o0 99% de identidad de secuencia con una secuencia de aminoacidos seleccionada de SEC ID N°: 16; y
(b) un dominio variable de cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos que tiene una identidad de
secuencia de al menos 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% o 99% con una secuencia de
aminoacidos seleccionada de SEC ID N° 17 o 18. En algunos ejemplos, una secuencia de aminoacidos que tiene
una identidad de secuencia de al menos 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% o 99% contiene
sustituciones, adiciones o deleciones en relacién con la secuencia de referencia, pero un anticuerpo que comprende
esa secuencia de aminoacidos conserva la capacidad para unirse a CD22. En algunos ejemplos, se ha sustituido,
insertado o suprimido un total de 1 a 10 aminoacidos en la secuencia de referencia. En algunos ejemplos, las
sustituciones, inserciones o deleciones se realizan en regiones fuera de las HVR (es decir, en las FR). En algunos
ejemplos, un anticuerpo anti CD22 comprende un dominio variable de cadena pesada que comprende una
secuencia de aminoacidos de SEC ID N°: 16 y un dominio variable de cadena ligera que comprende una secuencia
de aminoacidos seleccionada de SEC ID N°: 18.
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En la presente memoria se describe un anticuerpo anti CD22 que comprende (a) una, dos o tres HVR VH
seleccionadas de las mostradas en la Figura 2A y/o (b) una, dos o tres HVR VL seleccionadas de las mostradas en
la Figura 2B; y un anticuerpo anti CD22 que comprende un dominio variable de cadena pesada seleccionado de los
mostrados en la Figura 2A y un dominio variable de cadena ligera seleccionado de los mostrados en la Figura 2B.

Como se describe en la presente memoria, un anticuerpo anti CD22 puede comprender 1, 2, 3, 4, 5 0 6 de las
regiones hipervariables del anticuerpo 5E8.1.8 producido por el hibridoma depositado en la ATCC y que tiene el
numero de referencia PTA-7620.

2. Fragmentos de anticuerpo

La presente invencion también se refiere a fragmentos de anticuerpo. Los fragmentos de anticuerpo pueden
generarse por medios tradicionales, tales como, digestion enzimatica, o por técnicas recombinantes. En ciertas
circunstancias hay ventajas para el uso de fragmentos de anticuerpo, en lugar de anticuerpos completos. EI menor
tamarfo de los fragmentos permite una eliminacién rapida, y puede conducir a un mejor acceso a los tumores
solidos. Para una revision de ciertos fragmentos de anticuerpo, véase Hudson ef al. (2003) Nat. Med. 9: 129-134.

Se han desarrollado diversas técnicas para la produccion de fragmentos de anticuerpo. Tradicionalmente, estos
fragmentos se han derivado mediante digestion proteolitica de anticuerpos intactos (véase, por ejemplo, Morimoto et
al., Journal of Biochemical and Biophysical Methods 24: 107-117 (1992); y Brennan et al., Science, 229: 81 (1985)).
Sin embargo, estos fragmentos pueden producirse ahora directamente por células hospedadoras recombinantes.
Los fragmentos de anticuerpo Fab, Fv y scFv pueden expresarse todos en y secretarse de E. coli, permitiendo de
este modo la produccion facil de grandes cantidades de estos fragmentos. Pueden aislarse fragmentos de
anticuerpo de las bibliotecas de fagos de anticuerpo analizadas anteriormente. Como alternativa, pueden
recuperarse fragmentos Fab’-SH directamente de E. coli y acoplarse quimicamente para formar fragmentos F(ab’)2
(Carter et al., Bio/Technology 10: 163-167 (1992)). De acuerdo con otro enfoque, pueden aislarse fragmentos F(ab’)2
directamente de cultivos de células hospedadoras recombinantes. Se describen fragmentos Fab y F(ab’)2 con
semivida in vivo aumentada que comprenden restos epitopicos de union a receptor de recuperacion en la Patente de
Estados Unidos N° 5.869.046. Otras técnicas para la produccion de fragmentos de anticuerpo resultan obvias para el
experto en la materia. En ciertas realizaciones, un anticuerpo es un fragmento Fv de cadena sencilla (scFv). Véase
documento WO 93/16185; Patente de Estados Unidos N° 5.571.894; y 5.587.458. Fv y scFv son las Unicas especies
con sitios de combinacion intactos que estan desprovistos de regiones constantes; por lo tanto, pueden ser
adecuados para reducir la unién no especifica durante su uso in vivo. Pueden construirse proteinas de fusién scFv
para conseguir fusién de una proteina efectora en el extremo amino o carboxilo de un scFv. Véase Antibody
Engineering, ed. Borrebaeck, mencionado anteriormente. El fragmento de anticuerpo también puede ser un
“anticuerpo lineal”’, por ejemplo, como se describe en la Patente de Estados Unidos N° 5.641.870, por ejemplo.
Dichos anticuerpos lineales pueden ser monoespecificos o biespecificos.

3. Anticuerpos humanizados

La invencion se refiere a anticuerpos humanizados. En la técnica se conocen diversos métodos para humanizar
anticuerpos no humanos. Por ejemplo, un anticuerpo humanizado puede tener uno o mas restos de aminoacidos
introducidos en el de una fuente que no es humana. Estos restos de aminoacidos no humanos se denominan con
frecuencia restos “importados”, que normalmente se extraen de un dominio variable “importado”. La humanizacién
puede realizarse esencialmente siguiendo el método de Winter y colaboradores (Jones et al. (1986) Nature 321:
522-525; Riechmann et al. (1988) Nature 332: 323-327; Verhoeyen et al. (1988) Science 239: 1534-1536),
sustituyendo secuencias de regiones hipervariables con las secuencias correspondientes de un anticuerpo humano.
En consecuencia, dichos anticuerpos “humanizados” son anticuerpo quiméricos (Patente de Estados Unidos N°
4.816.567) en los que se ha sustituido sustancialmente menos de un dominio variable humano intacto por la
secuencia correspondiente de una especie no humana. En la practica, los anticuerpos humanizados son
normalmente anticuerpos humanos en los que algunos restos de region hipervariable y posiblemente algunos restos
de FR se sustituyen por restos de sitios analogos en anticuerpos de roedores.

La eleccion de dominios variables humanos, tanto ligeros como pesados, para usar en la preparacion de los
anticuerpos humanizados puede ser importante para reducir la antigenicidad. De acuerdo con el método
denominado de “mejor ajuste”, la secuencia del dominio variable de un anticuerpo de roedor se explora frente a la
biblioteca completa de secuencias de dominio variable humanas conocidas. La secuencia humana, que es mas
cercana a la del roedor, se acepta después como la secuencia marco conservada humana para el anticuerpo
humanizado (Sims et al. (1993) J. Immunol. 151: 2296; Chothia et al. (1987) J. Mol. Biol. 196: 901. Otro método usa
un marco particular derivado de la secuencia consenso de todos los anticuerpos humanos de un subgrupo particular
de cadenas ligeras o pesadas. El mismo marco puede usarse para varios anticuerpos humanizados diferentes
(Carter et al. (1992) Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 89: 4285; Presta et al. (1993) J. Immunol., 151: 2623.

Es en general ademas deseable que los anticuerpos se humanicen con conservacién de alta afinidad por el antigeno

y otras propiedades biologicas favorables. Para conseguir este objetivo, de acuerdo con un método, se preparan
anticuerpos humanizados por un procedimiento de analisis de las secuencias parentales y diversos productos
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humanizados conceptuales usando modelos tridimensionales de las secuencias parentales y humanizadas. Los
modelos de inmunoglobulina tridimensionales estan disponibles habitualmente y los expertos en la materia estan
familiarizados con ellos. Se dispone de programas informaticos que ilustran y presentan estructuras
conformacionales tridimensionales probables de secuencias de inmunoglobulina candidata seleccionadas. La
inspeccion de estas presentaciones permite el andlisis del papel probable de los restos en el funcionamiento de la
secuencia de inmunoglobulina candidata, es decir, el andlisis de los restos que influyen en la capacidad de la
inmunoglobulina candidata para unirse con su antigeno. De esta manera, pueden seleccionarse restos de FR y
combinarse de la secuencia receptora importada de modo que se consiga la caracteristica de anticuerpo deseada,
tal como aumento de la afinidad por el antigeno o los antigenos diana. En general, los restos de region hipervariable
estan implicados directamente y mas sustancialmente en la influencia sobre la uniéon de antigeno.

4. Anticuerpos humanos

Pueden construirse anticuerpos anti CD22 humanos combinando una secuencia o secuencias de dominio variable
de clon Fv seleccionadas de bibliotecas de presentacion de fagos derivadas de seres humanos con secuencia o
secuencias de dominio constante humanas conocidas como se ha descrito anteriormente. Como alternativa, pueden
prepararse anticuerpos anti CD22 monoclonales humanos por el método de hibridoma. Se han descrito lineas
celulares de mieloma humano y heteromieloma de ratén-humano para la produccién de anticuerpos monoclonales
humanos, por ejemplo, por Kozbor J. Immunol., 133: 3001 (1984); Brodeur et al., Monoclonal Antibody Production
Techniques and Applications, pp. 51-63 (Marcel Dekker, Inc., Nueva York, 1987); y Boerner et al., J. Immunol., 147:
86 (1991).

Es ahora posible producir animales transgénicos (por ejemplo ratones) que sea capaces, tras su inmunizacion, de
producir un repertorio completo de anticuerpos humanos en ausencia de produccién de inmunoglobulina enddgena.
Por ejemplo, se ha descrito que la delecién homocigota del gen de regiéon de union de cadena pesada de anticuerpo
(JH) en ratones mutantes quiméricos y de linea germinal da como resultado la inhibicién completa de la produccion
de anticuerpo endogeno. La transferencia de la serie de gen de inmunoglobulina de linea germinal humana en
dichos ratones mutantes de linea germinal dard como resultado la producciéon de anticuerpos humanos tras la
exposicion a antigeno. Véase, por ejemplo, Jakobovits et al., Proc. Natl. Acad. Sci USA, 90: 2551 (1993); Jakobovits
et al., Nature, 362: 255 (1993); Bruggermann et al., Year in Immunol., 7: 33 (1993).

También puede usarse la combinacién de genes para derivar anticuerpos humanos de anticuerpos no humanos, por
ejemplo, de roedores, en la que el anticuerpo humano tiene afinidades y especificidades similares al anticuerpo no
humano de partida. De acuerdo con este método, que también se denomina “impronta epitépica”, la regiéon variable
de cadena pesada o ligera de un fragmento de anticuerpo no humano obtenido por técnicas de presentacion de
fagos como se describen en la presente memoria se reemplaza con un repertorio de genes de dominio V humanos,
creando una poblacién de quimeras de scFv o Fab de cadena humana/cadena no humana. La seleccién con
antigeno da como resultado el aislamiento de un scFv o Fab quimérico de cadena humana/cadena no humana en el
que la cadena humana restaura el sitio de unién a antigeno destruido tras la retirada de la cadena no humana
correspondiente en el clon de presentacion de fago primario, es decir el epitopo domina (marca la impronta) de la
eleccion del compariero de cadena humano. Cuando se repite el procedimiento para reemplazar la cadena no
humana restante, se obtiene un anticuerpo humano (véase documento PCT WO 93/06213 publicado el 1 de abril de
1993). A diferencia de la humanizacion tradicional de anticuerpos no humanos por injerto de CDR, esta técnica
proporciona anticuerpos completamente humanos. Que no tienen restos de FR o CDR de origen no humano.

5. Anticuerpos biespecificos

Los anticuerpos biespecificos son anticuerpos monoclonales que tienen especificidades de uniéon por al menos dos
antigenos diferentes. En ciertos ejemplos, los anticuerpos biespecificos son anticuerpos humanos o humanizados.
En ciertos ejemplos, una de las especificidades de union es por CD22 y la otra es por cualquier otro antigeno. En
ciertos ejemplos, los anticuerpos biespecificos pueden unirse a dos epitopos diferentes de CD22. También pueden
usarse anticuerpos biespecificos para localizar agentes citotoxicos en células que expresan CD22. Estos
anticuerpos poseen una rama de unién a CD22 y una rama que se une a un agente citotoxico, tal como, por ejemplo,
saporina, anti interferéon o, alcaloide de la vinca, cadena A de ricina, metotrexato o is6topo radioactivo hapteno.
Pueden prepararse anticuerpos biespecificos como anticuerpos de longitud completa o fragmentos de anticuerpo
(por ejemplo anticuerpos biespecificos F(ab’)2).

En la técnica se conocen métodos para preparar anticuerpos biespecificos. Tradicionalmente, la produccion
recombinante de anticuerpos biespecificos se basa en la coexpresion de dos pares de cadena pesada-cadena ligera
de inmunoglobulina, en la que las dos cadenas pesadas tienen especificidades diferentes (Milstein y Cuello, Nature,
305: 537 (1983)). Debido al ordenamiento aleatorio de las cadenas pesada y ligera de inmunoglobulina, estos
hibridomas (cuadromas) producen una posible mezcla de 10 moléculas de anticuerpo diferentes, de las cuales solo
una tiene la estructura biespecifica correcta. La purificacion de la molécula correcta, que habitualmente se realiza
por etapas de cromatografia de afinidad, es mas bien incomoda, y los rendimientos de producto son bajos. Se
desvelan procedimientos similares en el documento WO 93/08829 publicado el 13 de mayo de 1993, y en
Traunecker et al., EMBO J., 10: 3655 (1991).
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De acuerdo con un enfoque diferente, dominios variables de anticuerpo con las especificidades de uniéon deseadas
(sitios de combinacién de anticuerpo-antigeno) se fusionan con secuencias de dominio constante de
inmunoglobulina. La fusién, por ejemplo, es con un dominio constante de cadena pesada de inmunoglobulina, que
comprende al menos parte de las regiones bisagra, CH2 y CH3. En ciertas realizaciones, la primera regiéon constante
de cadena pesada (CH1), que contiene el sitio necesario para union de cadena ligera, esta presente en al menos
una de las fusiones. Los ADN que codifican las fusiones de cadena pesada de inmunoglobulina y, si se desea, la
cadena ligera de inmunoglobulina, se insertan en distintos vectores de expresion, y se cotransfectan en un
organismo hospedador adecuado. Esto proporciona gran flexibilidad en el ajuste de las proporciones mutuas de los
tres fragmentos polipeptidicos en realizaciones cuando relaciones desiguales de las tres cadenas polipeptidicas
usadas en la construccion proporcionan los rendimientos 6ptimos. Es posible, sin embargo, insertar las secuencias
codificantes de dos o las tres cadenas polipeptidicas en un vector de expresion cuando la expresién de al menos
dos cadenas polipeptidicas en relaciones iguales da como resultado altos rendimientos o cuando las relaciones no
son de importancia particular.

En un ejemplo de este enfoque, los anticuerpos biespecificos estdn compuestos de una cadena pesada de
inmunoglobulina hibrida con una primera especificidad de unién en una rama, y un par de cadena pesada-cadena
ligera de inmunoglobulina hibrido (que proporciona una segunda especificidad de unidén) en la otra rama. Se
descubri6 que esta estructura asimétrica facilita la separacion del compuesto biespecifico deseado de
combinaciones de cadena de inmunoglobulina no deseadas, ya que la presencia de una cadena ligera de
inmunoglobulina en solamente una mitad de la molécula biespecifica proporciona un modo de separacion facil. Este
enfoque se desvela en el documento WO 94/04690. Para detalles adicionales para generar anticuerpos
biespecificos véase, por ejemplo, Suresh et al., Methods in Enzymology, 121: 210 (1986).

De acuerdo con otro enfoque, la interfaz entre un par de moléculas de anticuerpo puede modificarse por ingenieria
genética para maximizar el porcentaje de heterodimeros que se recupera de cultivo celular recombinante. La interfaz
comprende al menos una parte del dominio Cn3 de un dominio constante de anticuerpo. En este método, se
reemplazan una o mas cadenas laterales de aminoacidos pequefias de la interfaz de la primera molécula de
anticuerpo con cadenas laterales mayores (por ejemplo tirosina o triptéfano). Se crean “cavidades” compensatorias
de tamafo idéntico o similar a la cadena o las cadenas laterales grandes en la interfaz de la segunda molécula de
anticuerpo reemplazando cadenas laterales de aminoacidos grandes con mas pequefias (por ejemplo alanina o
treonina). Esto proporciona un mecanismo para aumentar el rendimiento del heterodimero sobre otros productos
finales no deseados tales como homodimeros.

Los anticuerpos biespecificos incluyen anticuerpos entrecruzados o “heteroconjugados”. Por ejemplo, uno de los
anticuerpos en el heteroconjugado puede acoplarse con avidina, el otro con biotina. Se ha propuesto que dichos
anticuerpos, por ejemplo, dirigen células del sistema inmunitario a células no deseadas (Patente de Estados Unidos
N° 4.676.980) y para el tratamiento de infeccion por VIH (documentos WO 91/00360, WO 92/00373 y EP 03089).
Pueden prepararse anticuerpos heteroconjugados usando cualquier método de entrecruzamiento conveniente. Se
conocen bien en la técnica agentes de entrecruzamiento adecuados, y se desvelan en la Patente de Estados Unidos
N° 4.676.980, junto con varias técnicas de entrecruzamiento.

También se han descrito técnicas para generar anticuerpos biespecificos de fragmentos de anticuerpo en la
bibliografia. Por ejemplo, pueden prepararse anticuerpos biespecificos usando enlace quimico. Brennan et al.,
Science, 229: 81 (1985) describe un procedimiento en el que se escinden proteoliticamente anticuerpos intactos
para generar fragmentos F(ab’).. Estos fragmentos se reducen en presencia del agente formador de complejos de
ditiol arsenita sodica para estabilizar ditioles vecinos y evitar la formacion de disulfuro intermolecular. Los fragmentos
Fab’ generados se convierten después a derivados de tionitrobenzoato (TNB). Uno de los derivados de Fab’-TNB se
reconvierte después al Fab’-tiol por reduccion con mercaptoetilamina y se mezcla con una cantidad equimolar del
otro derivado de Fab’-TNB para formar el anticuerpo biespecifico. Los anticuerpos biespecificos producidos pueden
usarse como agentes para la inmovilizacién selectiva de enzimas.

El progreso reciente ha facilitado la recuperacién directa de fragmentos Fab’-SH de E. coli, que pueden acoplarse
quimicamente para formar anticuerpos biespecificos. Shalaby et al., J. Exp. Med., 175: 217-225 (1992) describe la
produccién de una molécula de anticuerpo biespecifica completamente humanizada F(ab’).. Cada fragmento Fab’ se
secretd por separado de E. coli y se someti6 a acoplamiento quimico dirigido in vitro para formar el anticuerpo
biespecifico. El anticuerpo biespecifico formado de este modo fue capaz de unirse a células que sobreexpresaban el
receptor HER2 vy linfocitos T humanos normales, asi como desencadenar la actividad litica de linfocitos citotoxicos
humanos contra dianas de tumor de mama humano.

También se han descrito diversas técnicas para preparar y aislar fragmentos de anticuerpo biespecificos
directamente de cultivo celular recombinante. Por ejemplo, se han producido anticuerpos biespecificos usando
cremalleras de leucina. Kostelny et al., J. Immunol., 148(5): 1547-1553 (1992). Los péptidos de cremallera de leucina
de las proteinas Fos y Jun se ligaron a las partes Fab’ de dos anticuerpos diferentes por fusién génica. Los
homodimeros de anticuerpo se redujeron en la regién bisagra para formar monémeros y después se volvieron a
oxidar para formar los heterodimeros de anticuerpo. Este método también puede utilizarse para la produccion de
homodimeros de anticuerpo. La tecnologia de “diacuerpo” descrita por Hollinger et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA,
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90: 6444-6448 (1993) ha proporcionado un mecanismo alternativo para preparar fragmentos de anticuerpo
biespecificos. Los fragmentos comprenden un dominio variable de cadena pesada (VH) conectado a un dominio
variable de cadena ligera (VL) por un enlazador que es demasiado corto para permitir el emparejamiento entre los
dos dominios en la misma cadena. En consecuencia, se obliga a los dominios VH y VL de un fragmento a
emparejarse con los dominios VL y VH complementarios de otro fragmento, formando de este modo dos sitios de
unién a antigeno. También se ha presentado otra estrategia para preparar fragmentos de anticuerpo biespecificos
mediante el uso de dimeros de Fv de cadena sencilla (sFv). Véase Gruber et al., J. Immunol., 152: 5368 (1994).

Se contemplan anticuerpos con mas de dos valencias. Por ejemplo, pueden prepararse anticuerpos triespecificos
Tutt ef al. J. Immunol. 147: 60 (1991).

6. Anticuerpos multivalentes

Un anticuerpo multivalente puede internalizarse (y/o catabolizarse) mas rapidamente que un anticuerpo bivalente por
una célula que expresa un antigeno al que se unen los anticuerpos. Los anticuerpos pueden ser anticuerpos
multivalentes (que son de una clase distinta de IgM) con tres o mas sitios de uniéon a antigeno (por ejemplo
anticuerpos tetravalentes), que pueden producirse facilmente por la expresién recombinante de acido nucleico que
codifica las cadenas polipeptidicas del anticuerpo. El anticuerpo multivalente puede comprender un dominio de
dimerizacion y tres o mas sitios de unién a antigeno. En ciertos ejemplos, el dominio de dimerizacién comprende (o
consiste en) una regiéon Fc o una regién bisagra. En este escenario, el anticuerpo comprendera una regién Fc y tres
0 mas sitios de unidén a antigeno amino terminales de la regiéon Fc. En ciertos ejemplos, un anticuerpo multivalente
comprende (o consiste en) de tres a ocho sitios de unién a antigeno. En dicho ejemplo, un anticuerpo multivalente
comprende (o consiste en) cuatro sitios de unién a antigeno. El anticuerpo multivalente comprende al menos una
cadena polipeptidica (por ejemplo, dos cadenas polipeptidicas), en la que la cadena o las cadenas polipeptidicas
comprenden dos o mas dominios variables. Por ejemplo, la cadena o las cadenas polipeptidicas pueden comprender
VD1-(X1)n -VD2-(X2)n -Fc, en la que VD1 es un primer dominio variable, VD2 es un segundo dominio variable, Fc
es una cadena polipeptidica de una region Fc, X1 y X2 representan un aminoacido o polipéptido, y n es 0 o 1. Por
ejemplo, la cadena o las cadenas polipeptidicas pueden comprender: cadena de VH-CH1-enlazador flexible-VH-
CH1-region Fc; o cadena de VH-CH1-VH-CH1-regién Fc. El anticuerpo multivalente de la presente memoria puede
comprender ademas al menos dos (por ejemplo, cuatro) polipéptidos de dominio variable de cadena ligera. El
anticuerpo multivalente de la presente memoria puede, por ejemplo, comprender de aproximadamente dos a
aproximadamente ocho polipéptidos de dominio variable de cadena ligera. Los polipéptidos de dominio variable de
cadena ligera contemplados aqui comprenden un dominio variable de cadena ligera y, opcionalmente, comprenden
ademas un dominio CL.

7. Anticuerpos de un solo dominio

Un anticuerpo puede ser un anticuerpo de un solo dominio. Un anticuerpo de un solo dominio es una cadena
polipeptidica sencilla que comprende todo o una parte del dominio variable de cadena pesada o todo o una parte del
dominio variable de cadena ligera de un anticuerpo. En ciertos ejemplos, un anticuerpo de un solo dominio es un
anticuerpo de un solo dominio humano. (Domantis, Inc., Waltham, MA; véase, por ejemplo, Patente de Estados
Unidos N° 6.248.516 B1). En un ejemplo, un anticuerpo de un solo dominio consiste en todo o una parte del dominio
variable de cadena pesada de un anticuerpo.

8. Variantes de anticuerpo

En algunos ejemplos, se contempla una o mas modificaciones de la secuencia de aminoacidos de los anticuerpos
descritos en la presente memoria. Por ejemplo, puede ser deseable mejorar la afinidad de unién y/u otras
propiedades biolégicas del anticuerpo. Pueden prepararse variantes de secuencia de aminoacidos del anticuerpo
introduciendo cambios apropiados en la secuencia de nucleétidos que codifica el anticuerpo, o por sintesis peptidica.
Dichas modificaciones incluyen, por ejemplo, deleciones de y/o inserciones en y/o sustituciones de restos dentro de
las secuencias de aminoacidos del anticuerpo. Puede realizarse cualquier combinacién de delecién, insercion y
sustitucion para llegar a la construccion final, siempre que la construccion final posea las caracteristicas deseadas.
Las alteraciones de aminoacidos pueden introducirse en la secuencia de aminoacidos de anticuerpo del sujeto en el
momento en el que se realiza esa secuencia.

Un método util para identificacion de ciertos restos o regiones del anticuerpo que son localizaciones preferidas para
mutagénesis se denomina “mutagénesis de exploracion de alanina” como se describe en Cunningham y Wells
(1989) Science, 244: 1081-1085. Aqui, se identifica un resto o grupo de restos diana (por ejemplo, restos cargados
tales como arg, asp, his, lys, y glu) y se reemplazan por un aminoacido cargado negativamente o neutro (por
ejemplo, alanina o polialanina) para afectar a la interaccion de los aminoacidos con el antigeno. Las localizaciones
de aminoacidos que demuestren sensibilidad funcional a las sustituciones se refinan después introduciendo
variantes adicionales o distintas en, o para, los sitios de sustitucion. Por lo tanto, aunque el sitio para introducir una
variacion de secuencia de aminoacidos esta predeterminado, no es necesario que esté predeterminada la naturaleza
de la mutacién en si misma. Por ejemplo, para analizar el comportamiento de una mutaciéon en un sitio dado, se
realiza mutagénesis de exploracion de alanina o aleatoria en el codon o region diana y se exploran las
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inmunoglobulinas expresadas con respecto a la actividad deseada.

Las inserciones de secuencia de aminoacidos incluyen fusiones amino y/o carboxilo terminales que varian en
longitud de un resto a polipéptidos que contienen cien o mas restos, asi como inserciones intrasecuencia de restos
de aminoécidos individuales o multiples. Los ejemplos de inserciones terminales incluyen un anticuerpo con un resto
metionilo N terminal. Otras variantes de insercién de la molécula de anticuerpo incluyen la fusién con el extremo N o
C terminal del anticuerpo con una enzima (por ejemplo para ADEPT) o un polipéptido que aumenta la semivida en
suero del anticuerpo.

En algunos casos, un anticuerpo se altera para aumentar o reducir el grado en que se glicosila un anticuerpo. La
glucosilacién de polipéptidos es normalmente ligada a N o ligada a O. Ligada a N se refiere a la unién de un resto de
carbohidrato con la cadena lateral de un resto de asparagina. Las secuencias tripeptidicas asparagina-X-serina y
asparagina-X-treonina, en las que X es cualquier aminoacido excepto prolina, son las secuencias de reconocimiento
para union enzimatica del resto de carbohidrato con la cadena lateral de asparagina. Por lo tanto, la presencia de
cualquiera de estas secuencias tripeptidicas en un polipéptido crea un sitio de glucosilacion potencial. La
glucosilacién ligada a O se refiere a la union de uno de los azucares N-acetilgalactosamina, galactosa o xilosa con
un hidroxiaminoacido, mas habitualmente serina o treonina, aunque también puede usarse 5-hidroxiprolina o 5-
hidroxilisina.

La adicion o delecién de sitios de glucosilacion al anticuerpo se consigue convenientemente alterando la secuencia
de aminoacidos de modo que se cree o retire una o mas de las secuencias tripeptidicas anteriormente descritas
(para sitios de glucosilacién ligados a N). La alteracién también puede realizarse mediante la adicion, delecion o
sustitucion de uno o mas restos de serina o treonina con la secuencia del anticuerpo original (para sitios de
glucosilacién ligados a O).

Cuando el anticuerpo comprende una region Fc, el carbohidrato unido a la misma puede alterarse. Por ejemplo, en
la Solicitud de Patente de Estados Unidos N° US 2003/0157108 (Presta, L.) se describen anticuerpos con una
estructura de carbohidratos madura que carece de fucosa unida a una region Fc del anticuerpo. Véase también el
documento US 2004/0093621 (Kyowa Hakko Kogyo Co., Ltd). Se hace referencia a anticuerpos con una N-
acetilglucosamina (GIcNAc) de biseccion en el carbohidrato unido a una regién Fc del anticuerpo en el documento
WO 2003/011878, Jean-Mairet et al. y Patente de Estados Unidos N° 6.602.684, Umana et al. Se presentan
anticuerpos con al menos un resto de galactosa en el oligosacarido unido a una regiéon Fc del anticuerpo en el
documento WO 1997/30087, Patel et al. Véanse también los documentos WO 1998/58964 (Raju, S.) y WO
1999/22764 (Raju, S.) que se refieren a anticuerpos con carbohidrato alterado unido a la regién Fc del mismo. Véase
también el documento US 2005/0123546 (Umana et al.) que trata de moléculas de unién a antigeno con
glucosilacién modificada.

En algunos ejemplos, una variante de glucosilacibn comprende una regiéon Fc, en la que una estructura de
carbohidrato unida a la regién Fc carece de fucosa. Dichas variantes tienen funcién de ADCC (citotoxicidad celular
dependiente de anticuerpos) mejorada. Opcionalmente, la region Fc comprende ademas una o mas sustituciones de
aminoacidos en la misma que mejoran adicionalmente la funcién de ADCC, por ejemplo, sustituciones en las
posiciones 298, 333 y/o 334 de la region Fc (numeracion Eu de restos). Los ejemplos de publicaciones relacionadas
con anticuerpos “desfucosilados” o “deficientes en fucosa” incluyen: documentos US 2003/0157108; WO
2000/61739; WO 2001/29246; US 2003/0115614; US 2002/0164328; US 2004/0093621; US 2004/0132140; US
2004/0110704; US 2004/0110282; US 2004/0109865; WO 2003/085119; WO 2003/084570; WO 2005/035586; WO
2005/035778; W02005/053742; Okazaki et al. J. Mol. Biol. 336: 1239-1249 (2004); Yamane-Ohnuki et al. Biotech.
Bioeng. 87: 614 (2004). Los ejemplos de lineas celulares que producen anticuerpos desfucosilados incluyen células
CHO Lec13 deficientes en fucosilacién de proteinas (Ripka et al. Arch. Biochem. Biophys. 249: 533-545 (1986);
Solicitud de Patente de Estados Unidos N° US 2003/0157108 A1, Presta, L; y documento WO 2004/056312 A1,
Adams et al., especialmente en el Ejemplo 11) y lineas celulares con anulacién, tales como células CHO con
anulacion del gen de alfa-1,6-fucosiltransferasa, FUT8, (Yamane-Ohnuki et al. Biotech. Bioeng. 87: 614 (2004)).

En un caso, el anticuerpo esta alterado para mejorar su semivida en suero. Para aumentar la semivida en suero del
anticuerpo, se puede incorporar un epitopo de union al receptor de recuperacion en el anticuerpo (especialmente un
fragmento de anticuerpo) como se describe en el documento US 5739277, por ejemplo. Como se usa en la presente
memoria, la expresion “epitopo de unidn al receptor de recuperacion” se refiere a un epitopo de la region Fc de una
molécula de IgG (por ejemplo, IgG1, 19G2, IgG3 o IgG4) que es responsable de aumentar la semivida en suero in
vivo de la molécula de IgG (documentos US 2003/0190311, US6821505; US 6165745; US 5624821; US 5648260;
US 6165745; US 5834 597).

Otro tipo de variante es una variante de sustitucion de aminoacidos. Estas variantes tienen al menos un resto de
aminoacido en la molécula de anticuerpo reemplazada por un resto diferente. Los sitios de interés para mutagénesis
de sustitucién incluyen las regiones hipervariables, pero también se contemplan alteraciones de FR. Se muestran
sustituciones conservativas en la Tabla 1 bajo el encabezamiento de “sustituciones preferidas”. Si dichas
sustituciones dan como resultado un cambio deseable en la actividad biolégica, entonces pueden introducirse
cambios mas sustanciales, denominados “sustituciones ilustrativas” en la Tabla 1, o como se describe
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adicionalmente posteriormente en referencia a clases de aminoacidos, y explorarse los productos.

TABLA 1

Resto Original Sustituciones llustrativas Sustituciones Preferidas
Ala (A) Val; Leu; lle Val
Arg (R) Lys; Gln; Asn Lys
Asn (N) GIn; His; Asp, Lys; Arg GIn
Asp (D) Glu; Asn Glu
Cys (C) Ser; Ala Ser
GIn (Q) Asn; Glu Asn
Glu (E) Asp; GIn Asp
Gly (G) Ala Ala
His (H) Asn; Gin; Lys; Arg Arg
lle (1) Leu; Val; Met; Ala; Phe; Norleucina (Leu
Leu (L) Norleucina; lle; Val; Met; Ala; Phe |lle
Lys (K) Arg; GIn; Asn Arg
Met (M) Leu; Phe; lle Leu
Phe (F) Trp; Leu; Val; lle; Ala; Tyr Tyr
Pro (P) Ala Ala
Ser (S) Thr Thr
Thr (T) Val; Ser Ser
Trp (W) Tyr; Phe Tyr
Tyr (Y) Trp; Phe; Thr; Ser Phe
Val (V) lle; Leu; Met; Phe; Ala; Norleucina |Leu

Se consiguen modificaciones sustanciales en las propiedades biologicas del anticuerpo seleccionando sustituciones
que difieren significativamente en su efecto sobre el mantenimiento de (a) la estructura de la cadena principal
polipeptidica en el area de la sustitucién, por ejemplo, como una conformacién en lamina o helicoidal, (b) la carga o
hidrofobicidad de la molécula en el sitio diana o (c) el volumen de la cadena lateral. Los aminoacidos pueden
agruparse de acuerdo con similitudes en las propiedades de sus cadenas laterales (en A. L. Lehninger, in

Biochemistry, segunda ed., pp. 73-75, Worth Publishers, Nueva York (1975)):

(1) no polares: Ala (A), Val (V), Leu (L), lle (1), Pro (P), Phe (F), Trp (W), Met (M)

(2) polares no cargados: Gly (G), Ser (S), Thr (T), Cys (C), Tyr (Y), Asn (N), GIn (Q)

(3) acidos: Asp (D), Glu (E)

(4) basicos: Lys (K), Arg (R), His (H)

Como alternativa, los restos de origen natural pueden dividirse en grupos basandose en sus propiedades de cadena

lateral comunes:

(1) hidréfobos: Norleucina, Met, Ala, Val, Leu, lle;

(2) hidréfilos neutros: Cys, Ser, Thr, Asn, Gln;

(3) acidos: Asp, Glu;

(4) basicos: His, Lys, Arg;
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(5) restos que influyen en la orientacion de la cadena: Gly, Pro;
(6) arométicos: Trp, Tyr, Phe.

Las sustituciones no conservativas implicaran intercambiar un miembro de una de estas clases por otra clase.
Dichos restos sustituidos también pueden introducirse en los sitios de sustitucion conservativa o en los sitios
restantes (no conservados).

Un tipo de variante de sustitucion implica sustituir uno o mas restos de region hipervariable de un anticuerpo parental
(por ejemplo, un anticuerpo humanizado o humano). En general, la variante o las variantes resultantes
seleccionadas para desarrollo adicional tendran propiedades biolégicas modificadas (por ejemplo, mejoradas) en
relacion con el anticuerpo parental a partir del cual se generan. Una forma conveniente para generar dichas
variantes de sustitucién implica maduracion de afinidad usando presentacion de fagos. En resumen, se mutan varios
sitios de region hipervariable (por ejemplo, 6-7 sitios) para generar todas las sustituciones de aminoacidos posibles
en cada sitio. Los anticuerpos generados de este modo se presentan a partir de particulas de fago filamentoso como
fusiones con al menos parte de una proteina de cubierta de fago (por ejemplo, el producto del gen Ill de M 13)
empaquetada dentro de cada particula. Las variantes presentadas en fagos se exploran después con respecto a su
actividad biolégica (por ejemplo, afinidad de unién). Para identificar sitios de regién hipervariable candidatos para
modificacion, puede realizarse mutagénesis de exploracion (por ejemplo, exploracién de alanina) para identificar
restos de regién hipervariable que contribuyen significativamente a la unién con antigenos. Como alternativa, o
adicionalmente, puede ser beneficioso analizar una estructura cristalina del complejo de antigeno-anticuerpo para
identificar puntos de contacto entre el anticuerpo y el antigeno. Dichos restos de contacto y restos cercanos son
candidatos para sustitucién de acuerdo con técnicas conocidas en este campo, incluyendo las desarrolladas en la
presente memoria. Una vez que se han generado dichas variantes, el panel de variante se somete a exploracion
usando técnicas conocidas en este campo, incluyendo las descritas en la presente memoria, y pueden seleccionarse
anticuerpos con propiedades superiores en uno 0 mas ensayos relevantes para desarrollo adicional.

Se preparan moléculas de acido nucleico que codifican variantes de secuencia de aminoacidos del anticuerpo por
una diversidad de métodos conocidos en la técnica. Estos métodos incluyen, pero sin limitacién, aislamiento de una
fuente natural (en el caso de variantes de secuencia de aminoacidos de origen natural) o preparacién por
mutagénesis mediada por oligonucleétidos (o dirigida), mutagénesis por PCR, y mutagénesis de casete de una
variante preparada anteriormente o una version no variante del anticuerpo.

Puede ser deseable introducir una o0 mas modificaciones de aminoacidos en una regién Fc de anticuerpos,
generando de este modo una variante de region Fc. La variante de region Fc puede comprender una secuencia de
region Fc humana (por ejemplo, una regién Fc de IgG1, 1gG2, IgG3 o IgG4 humana) que comprende una
modificacién de aminoacidos (por ejemplo una sustituciéon) en una o mas posiciones de aminoacidos incluyendo la
de una cisteina bisagra.

De acuerdo con esta descripcidn y las ensefianzas de la técnica, se contempla que en algunos casos, un anticuerpo
puede comprender una o mas alteraciones en comparacién con el anticuerpo homoélogo de tipo silvestre, por
ejemplo, en la regiéon Fc. Estos anticuerpos conservarian no obstante sustancialmente las mismas caracteristicas
requeridas para utilidad terapéutica en comparacion con su homélogo de tipo silvestre. Por ejemplo, se cree que
pueden realizarse ciertas alteraciones en la region Fc que daria como resultado alteracién (es decir, mejora o
reduccion) de la unién de C1q y/o Citotoxicidad Dependiente de Complemento (CDC), por ejemplo, como se
describe en el documento W099/51642. VVéase también Duncan & Winter Nature 322: 738-40 (1988); Patente de
Estados Unidos N° 5.648.260; Patente de Estados Unidos N° 5.624.821; y documento W094/29351 con respecto a
otros ejemplos de variantes de regiéon Fc. Los documentos WO00/42072 (Presta) y WO 2004/056312 (Lowman)
describen variantes de anticuerpo con unién mejorada o reducida con FcR. Véase, también, Shields et al. J. Biol.
Chem. 9(2): 6591-6604 (2001). Se describen anticuerpos con semividas aumentadas y unidon mejorada con el
receptor de Fc neonatal (FcRn), que es responsable de la transferencia de IgG materna al feto (Guyer et al., J.
Immunol. 117: 587 (1976) y Kim et al., J. Immunol. 24: 249 (1994)), en el documento US2005/0014934A1 (Hinton et
al.). Estos anticuerpos comprenden una region Fc con una o mas sustituciones en la misma que mejoran la uniéon de
la region Fc con FcRn. Se describen variantes polipeptidicas con secuencias de aminoacidos de region Fc alteradas
y aumento o reduccién de la capacidad de unién de C1q en la patente de Estados Unidos N° 6.194.551B1,
documento W099/51642. Véase, también, Idusogie ef al. J. Immunol. 164: 4178-4184 (2000).

En la presente memoria se describen anticuerpos que comprenden modificaciones en la superficie de contacto de
polipéptidos de Fc que comprenden la region Fc, donde las modificaciones facilitan y/o promueven la
heterodimerizacion. Estas modificaciones comprenden introduccién de una protuberancia en un primer polipéptido
de Fc y una cavidad en un segundo polipéptido de Fc, pudiendo situarse la protuberancia en la cavidad de modo que
promueva la formacion de complejos del primer y segundo polipéptidos de Fc. Se conocen en la técnica métodos
para generar anticuerpos con estas modificaciones, por ejemplo, como se describe en la Patente de Estados Unidos
N° 5.731.168.
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9. Derivados de anticuerpo

Los anticuerpos pueden modificarse adicionalmente para contener restos no proteicos adicionales que se conocen
en la técnica y estan facilmente disponibles. Preferentemente, los restos adecuados para derivatizacién del
anticuerpo son polimeros solubles en agua. Los ejemplos no limitantes de polimeros solubles en agua incluyen, pero
sin limitacién, polietilenglicol (PEG), copolimeros de etilenglicol/propilenglicol, carboximetilcelulosa, dextrano, polivinil
alcohol, polivinil pirrolidona, poli-1,3-dioxolano, poli-1,3,6-trioxano, copolimero de etileno/anhidrido maleico;
poliaminoacidos (homopolimeros o copolimeros aleatorios) y dextrano o poli(n-vinil pirrolidona)polietilenglicol,
homopolimeros de propropilenglicol, copolimeros de 6xido de prolipropileno/éxido de etileno, polioles polioxietilados
(por ejemplo, glicerol), polivinil alcohol y mezclas de los mismos. El propionaldehido de polietilenglicol puede tener
ventajas en la fabricacion debido a su estabilidad en agua. El polimero puede ser de cualquier peso molecular, y
puede ser ramificado o no ramificado. El nimero de polimeros unidos al anticuerpo puede variar, y si mas de un
polimero esta unido, este puede ser de la misma o de diferentes moléculas. En general, el numero y/o tipo de
polimeros usados para derivatizacién puede determinarse basandose en consideraciones que incluyen, pero sin
limitacion, las propiedades o funciones particulares del anticuerpo para mejorar, si el derivado de anticuerpo se
usara en una terapia en condiciones definidas, etc.

En otro ejemplo, se proporcionan conjugados de un anticuerpo y resto no proteico que pueden calentarse
selectivamente por exposiciéon a radiacién. En un ejemplo, el resto no proteico es un nanotubo de carbono (Kam et
al., Proc. Natl. Acad. Sci. 102: 11600-11605 (2005)). La radiacion puede ser de cualquier longitud de onda e incluye,
pero sin limitacién, longitudes de onda que no dafian a las células normales, pero que calientan el resto no proteico
a una temperatura a la que se destruyen las células proximas al resto no proteico de anticuerpo.

Algunos métodos para preparar anticuerpos
1. Algunos métodos basados en hibridoma

Los anticuerpos monoclonales anti CD22 pueden prepararse usando el método de hibridoma descrito por primera
vez por Kohler et al., Nature, 256: 495 (1975), o pueden prepararse por métodos de ADN recombinante (Patente de
Estados Unidos N° 4.816.567).

En el método de hibridoma, se inmuniza un ratén u otro animal hospedador apropiado, tal como un hamster, para
inducir linfocitos que produzcan o sean capaces de producir anticuerpos que se unan especificamente con la
proteina usada para inmunizacion. Se inducen anticuerpos para CD22 generalmente en animales por multiples
inyecciones subcutaneas (sc) o intraperitoneales (ip) de CD22 y un adyuvante. Puede prepararse CD22 usando
métodos bien conocidos en la técnica, algunos de los cuales se describen adicionalmente en la presente memoria.
Por ejemplo, puede producirse CD22 de forma recombinante. En una realizacién, los animales se inmunizan con un
derivado de CD22 que contiene una parte extracelular de CD22 fusionada con la parte Fc de una cadena pesada de
inmunoglobulina. En una realizaciéon, los animales se inmunizan con una proteina de fusion CD22-IgG1. En una
realizacién, los animales se inmunizan con derivados inmunogénicos de CD22 en una solucion con monofosforil
lipido A (MPL)/dicrinomicolato de trehalosa (TDM) (Ribi Immunochem. Research, Inc., Hamilton, MT), y la solucién
se inyecta por via intradérmica en multiples sitios. Dos semanas después los animales reciben una dosis de
refuerzo. De siete a catorce dias después se extraen muestras de sangre de los animales y se ensaya el suero con
respecto al titulo del anti CD22. Los animales se reciben una dosis de refuerzo hasta conseguir que el titulo se
nivele.

Como alternativa, los linfocitos pueden inmunizarse in vitro. Los linfocitos se fusionan después con células de
mieloma usando un agente de fusion adecuado, tal como polietilenglicol, para formar una célula de hibridoma
(Goding, Monoclonal Antibodies: Principles and Practice, pp.59-103 (Academic Press, 1986)).

Las células de hibridoma preparadas de este modo se siembran en placas y se cultivan en un medio de cultivo
adecuado, por ejemplo, un medio que contiene una 0 mas sustancias que inhiben el crecimiento o la supervivencia
de las células de mieloma parentales, no fusionadas. Por ejemplo, si la célula de mieloma parental carece de la
enzima hipoxantina guanina fosforribosil transferasa (HGPRT o HPRT), el medio de cultivo para los hibridomas
normalmente incluird hipoxantina, aminopterina y timidina (medio HAT), sustancias que impiden el crecimiento de
células deficientes en HGPRT.

En algunas realizaciones, las células de mieloma son las que se fusionan eficazmente, soportan la produccién a alto
nivel estable de anticuerpo por las células productoras de anticuerpo seleccionadas, y son sensibles a un medio tal
como medio HAT. Las células de mieloma ilustrativas incluyen, pero sin limitacién, lineas de mieloma murino, tales
como las derivadas de tumores de raton MOPC-21 y MPC-11 disponibles en Salk Institute Cell Distribution Center,
San Diego, California Estados Unidos, y células SP-2 o X63-Ag8-653 disponibles en la Coleccién Americana de
Cultivos Tipo, Rockville, Maryland Estados Unidos. También se han descrito lineas celulares de mieloma humano y
heteromieloma de raton-humano para la producciéon de anticuerpos monoclonales humanos (Kozbor, J. Immunol.,
133: 3001 (1984); Brodeur et al., Monoclonal Antibody Production Techniques and Applications, pags. 51-63 (Marcel
Dekker, Inc., Nueva York, 1987)).
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El medio de cultivo en el que estan creciendo las células de hibridoma se ensaya con respecto a produccién de
anticuerpos monoclonales que se unen a CD22. Preferentemente, la especificidad de uniéon de los anticuerpos
monoclonales producidos por células de hibridoma se determina por inmunoprecipitacién o por un ensayo de unién
in vitro, tal como radioinmunoensayo (RIA) o el ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA). La afinidad de
unién del anticuerpo monoclonal puede determinarse, por ejemplo, por el analisis de Scatchard de Munson et al.,
Anal. Biochem., 107: 220 (1980).

Después de identificarse las células de hibridoma que producen anticuerpos de la especificidad, afinidad y/o
actividad deseadas, los clones pueden subclonarse por procedimientos de dilucion limitante y cultivarse por métodos
convencionales (Goding, Monoclonal Antibodies: Principles and Practice, pags.59-103 (Academic Press, 1986)). Los
medios de cultivo adecuados para este fin incluyen, por ejemplo, medio D-MEM o RPMI-1640. Ademas, las células
de hibridoma pueden cultivarse in vivo como tumores asciticos en un animal. Los anticuerpos monoclonales
secretados por los subclones se separan adecuadamente del medio de cultivo, liquido ascitico o suero por
procedimientos de purificacion de inmunoglobulinas convencionales, tales como, por ejemplo, proteina A-Sepharose,
cromatografia de hidroxilapatita, electroforesis en gel, didlisis o cromatografia de afinidad.

2. Algunos métodos de exploracion de bibliotecas

Usando bibliotecas combinatorias pueden prepararse anticuerpos anti CD22 para explorar anticuerpos con la
actividad o actividades deseadas. Por ejemplo, en la técnica se conoce una diversidad de métodos para generar
bibliotecas de presentacién de fagos y explorar dichas bibliotecas con respecto a anticuerpos que posean las
caracteristicas de union deseadas. Dichos métodos se describen en general en Hoogenboom et al. (2001) en
Methods in Molecular Biology 178: 1-37 (O’Brien et al., ed., Human Press, Totowa, NJ) y en ciertas realizaciones, en
Lee et al. (2004) J. Mol. Biol. 340: 1073-1093.

En principio, los clones de anticuerpos sintéticos se seleccionan explorando bibliotecas de fagos que contienen
fagos que presentan diversos fragmentos de region variable de anticuerpo (Fv) fusionados con proteina de cubierta
de fago. Dichas bibliotecas de fagos se seleccionan por cromatografia de afinidad frente al antigeno deseado. Los
clones que expresan fragmentos Fv capaces de unirse con el antigeno deseado se adsorben al antigeno y de este
modo se separan de los clones no de union en la biblioteca. Los clones de unién se eluyen después del antigeno, y
pueden enriquecerse adicionalmente por ciclos adicionales de adsorcidon/elucién de antigeno. Puede obtenerse
cualquiera de los anticuerpos anti CD22 de la invencion disefiando un procedimiento de exploraciéon de antigenos
adecuado para seleccionar el clon de fago de interés seguido de la construccién de un clon de anticuerpo anti CD22
de longitud completa usando las secuencias Fv del clon de fago de interés y secuencias de region constante
adecuadas (Fc) descritas en Kabat et al., Sequences of Proteins of Immunological Interest, Quinta Edicién, NIH
Publication 91-3242, Bethesda MD (1991), vols. 1-3.

En ciertas realizaciones, el dominio de union a antigeno de un anticuerpo se forma a partir de dos regiones variables
(V) de aproximadamente 110 aminoacidos, una de cada una de las cadenas ligera (VL) y pesada (VH), que
presentan ambas tres bucles hipervariables (HVR) o regiones determinantes de complementariedad (CDR). Pueden
presentarse dominios variables funcionalmente en fagos, bien como fragmentos Fv de cadena sencilla (scFv), en los
que la VH y VL estan unidas por enlace covalente mediante un péptido corto, flexible, o bien como fragmentos Fab,
en los que cada uno estan fusionados con un dominio constante e interaccionan de forma no covalente, como se
describe en Winter et al., Ann. Rev. Immunol., 12: 433-455 (1994). Como se usa en la presente memoria, los clones
de fagos que codifican scFv y clones de fagos que codifican Fab se denominan conjuntamente “clones de fagos Fv”
o “clones Fv”.

Pueden clonarse por separado repertorios de genes VH y VL por reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) y
recombinarse aleatoriamente en bibliotecas de fagos, que después pueden explorarse con respecto a clones de
unién a antigeno como se describe en Winter et al., Ann. Rev. Immunol., 12: 433-455 (1994). Las bibliotecas de
fuentes inmunizadas proporcionan anticuerpos de alta afinidad para el inmunoégeno sin la necesidad de construir
hibridomas. Como alternativa, el repertorio sin tratamiento previo puede clonarse para proporcionar una unica fuente
de anticuerpos humanos contra una amplia serie de antigenos no propios y también propios sin ninguna
inmunizacién como se describe en Griffiths et al., EMBO J, 12: 725-734 (1993). Finalmente, también pueden
prepararse bibliotecas sin tratamiento previo sintéticamente clonando los segmentos de gen V no reordenados de
células madre, y usando cebadores de PCR que contienen secuencias aleatorias para codificar las regiones CDR3
altamente variables y para conseguir el reordenamiento in vitro como se describe en Hoogenboom y Winter, J. Mol.
Biol., 227: 381-388 (1992).

En ciertas realizaciones, se usa fago filamentoso para presentar fragmentos de anticuerpo mediante fusion con la
proteina de cubierta menor plll. Los fragmentos de anticuerpo pueden presentarse como fragmentos Fv de cadena
sencilla, en los que los dominios VH y VL estan conectados en la misma cadena polipeptidica por un espaciador
polipeptidico flexible, por ejemplo, como se describe en Marks ef al., J. Mol. Biol., 222: 581-597 (1991), o como
fragmentos Fab, en los que una cadena se fusiona con plll y la otra se segrega al periplasma de la célula
hospedadora bacteriana donde el ensamblaje de una estructura de proteina de cubierta-Fab comienza a presentarse
en la superficie del fago desplazando algunas de las proteinas de cubierta de tipo silvestre, como se describe, por
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ejemplo, en Hoogenboom et al., Nucl. Acids Res., 19: 4133-4137 (1991).

En general, se obtienen acidos nucleicos que codifican fragmentos de genes de anticuerpos de células inmunitarias
recogidas de seres humanos o animales. Si se desea una biblioteca con preferencia en favor de clones anti CD22, el
sujeto se inmuniza con CD22 para generar una respuesta a anticuerpo y se recuperan células del bazo y/o linfocitos
B en circulacién, otros linfocitos de sangre periférica (PBL) para construccion de bibliotecas. En una realizacion
preferida, se obtiene una biblioteca de fragmentos génicos de anticuerpos humanos con preferencia en favor de
clones anti CD22 generando una respuesta de anticuerpo anti CD22 en ratones transgénicos que portan una matriz
de genes de inmunoglobulina humana funcionales (y que carecen de un sistema de producciéon de anticuerpos
endadgenos funcionales) de modo que la inmunizacion con CD22 de lugar a linfocitos B que producen anticuerpos
humanos contra CD22. La generacion de ratones transgénicos productores de anticuerpos humanos se describe
posteriormente.

Puede obtenerse enriquecimiento adicional con respecto a poblaciones de células reactivas anti CD22 usando un
procedimiento de exploracion adecuado para aislar linfocitos B que expresan anticuerpo unido a membrana
especifico de CD22, por ejemplo, mediante separacion celular usando cromatografia de afinidad de CD22 o
adsorcion de células con CD22 marcado con fluorocromo seguido de separacion de células activada por
fluorescencia (FACS).

Como alternativa, el uso de células del bazo y/o linfocitos B u otras PBL de un donante no inmunizado proporciona
una mejor presentacion del posible repertorio de anticuerpos, y también permite la construccién de una biblioteca de
anticuerpos usando cualquier especie animal (humana o no humana) en la que CD22 no sea antigénico. Para
bibliotecas que incorporen una construccion génica de anticuerpos in vitro, se recogen células madre del sujeto para
proporcionar acidos nucleicos que codifican segmentos génicos de anticuerpo no reordenados. Las células
inmunitarias de interés pueden obtenerse de una diversidad de especies animales, tales como especies humana, de
raton, de rata, de lagomorfos, lupinas, caninas, felinas, porcinas, bovinas, equinas y aviares, etc.

Se recuperan acidos nucleicos que codifican segmentos génicos variables de anticuerpo (incluyendo segmentos VH
y VL) de las células de interés y se amplifican. En el caso de bibliotecas génicas de VH y VL reordenadas, el ADN
deseado puede obtenerse aislando ADN genémico o ARNm de linfocitos seguido de reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) con cebadores que coinciden con los extremos 5 y 3' de genes VH y VL reordenados como se
describe en Orlandi et al., Proc. Natl. Acad. Sci. (USA), 86: 3833-3837 (1989), realizando de este modo diversos
repertorios de genes V para expresion. Los genes V pueden amplificarse a partir de ADNc y ADN genémico, con
cebadores inversos en el extremo 5 del exdn que codifica el dominio V maduro y cebadores directos basados dentro
del segmento J como se describe en Orlandi et al. (1989) y en Ward et al., Nature, 341: 544-546 (1989). Sin
embargo, para amplificar a partir de ADNc, los cebadores inversos también pueden basarse en el exén lider como
se describe en Jones et al., Biotechnol., 9: 88-89 (1991), y los cebadores directos dentro de la region constante
como se describe en Sastry et al., Proc. Natl. Acad. Sci. (USA), 86: 5728-5732 (1989). Para maximizar la
complementariedad, puede incorporarse degeneracion en los cebadores como se describe en Orlandi ef al. (1989) o
Sastry et al. (1989). En ciertas realizaciones, la diversidad de la biblioteca se maximiza usando cebadores de PCR
dirigidos a cada familia génica V para amplificar todos los ordenamientos VH y VL disponibles presentes en la
muestra de acido nucleico de células inmunitarias, por ejemplo como se describe en el método de Marks et al., J.
Mol. Biol., 222: 581-597 (1991) o como se describe en el método de Orum et al., Nucleic Acids Res., 21: 4491-4498
(1993). Para la clonacion del ADN amplificado en vectores de expresion, pueden introducirse sitios de restriccion
poco comunes dentro del cebador de PCR como un marcador en un extremo como se describe en Orlandi et al.
(1989), o por amplificacion por PCR adicional con un cebador marcado como se describe en Clackson et al., Nature,
352: 624-628 (1991).

Los repertorios de genes V reordenados sintéticamente pueden derivar in vitro de segmentos génicos V. La mayoria
de los segmentos génicos de VH humanos se han clonado y secuenciado (presentado en Tomlinson et al., J. Mol.
Biol., 227: 776-798 (1992)), y mapeado (presentado en Matsuda et al., Nature Genet., 3: 88-94 (1993)); estos
segmentos clonados (incluyendo todas las conformaciones principales del bucle H1 y H2) puede usarse para
generar diversos repertorios génicos de VH con cebadores de PCR que codifican bucles de H3 de diversa secuencia
y longitud como se describe en Hoogenboom y Winter, J. Mol. Biol., 227: 381-388 (1992). También pueden
prepararse repertorios de VH con toda la diversidad de secuencia centrada en un bucle H3 largo de una unica
longitud como se describe en Barbas et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 89: 4457-4461 (1992). Se han clonado y
secuenciado segmentos Vk y VA humanos (presentado en Williams y Winter, Eur. J. Immunol., 23: 1456-1461
(1993)) y pueden usarse para preparar repertorios de cadena ligera sintéticos. Los repertorios de genes V sintéticos,
basandose en una serie de pliegues VH y VL, y longitudes de L3 y H3, codificaran anticuerpos de diversidad
estructural considerable. Después de la amplificacién de ADN que codifican genes V, los segmentos de gen V de
linea germinal pueden reordenarse in vitro de acuerdo con los métodos de Hoogenboom y Winter, J. Mol. Biol., 227:
381-388 (1992).

Pueden construirse repertorios de fragmentos de anticuerpo combinando repertorios de genes VH y VL juntos de

varias maneras. Cada repertorio puede crearse en diferentes vectores, y los vectores recombinarse in vitro, por
ejemplo, como se describe en Hogrefe et al., Gene, 128: 119-126 (1993), o in vivo por infeccidon combinatoria, por
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ejemplo, el sistema loxP descrito en Waterhouse et al., Nucl. Acids Res., 21: 2265-2266 (1993). El enfoque de
recomendacion in vivo aprovecha la naturaleza bicatenaria de fragmentos Fab para superar la limitacién del tamafio
de la biblioteca impuesto por la eficacia de transformacién de E. coli. Se clonan por separado repertorios VH y VL sin
tratamiento previo, uno en un fagémido y el otro en un vector de fago. Las dos bibliotecas se combinan después por
infeccion por fago de bacterias que contienen fagémidos de modo que cada célula contenga una combinacion
diferente y el tamario de la biblioteca se limita solamente por el nimero de células presentes (aproximadamente 102
clones). Ambos vectores contienen sefiales de recombinacion in vivo de modo que los genes VH y VL se
recombinan en un unico replicon y se empaquetan juntos en viriones de fagos. Estas enormes bibliotecas
proporcionan grandes numeros de anticuerpos diversos de buena afinidad (K«! de aproximadamente 108 M).

Como alternativa, los repertorios pueden clonarse secuencialmente en el mismo vector, por ejemplo como se
describe en Barbas et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 88: 7978-7982 (1991), o ensamblarse juntos por PCR y
después clonarse, por ejemplo como se describe en Clackson et al., Nature, 352: 624-628 (1991). El ensamblaje de
PCR también puede usarse para unir ADN VH y VL con ADN que codifica un espaciador peptidico flexible para
formar repertorios de Fv de cadena sencilla (scFv). En otra técnica mas, se usa “ensamblaje por PCR en célula”
para combinar genes VH y VL dentro del linfocitos por PCR y después clonar repertorios de genes unidos como se
describe en Embleton et al., Nucl. Acids Res., 20: 3831-3837 (1992).

Los anticuerpos producidos por bibliotecas sin tratamiento previo (naturales o sintéticas) pueden ser de afinidad
moderada (K4 de aproximadamente 10° a 107 M-"), pero la maduracion de afinidad también puede imitarse in vitro
construyendo y volviendo a seleccionar a partir de bibliotecas secundarias como se describe en Winter et al. (1994),
mencionado anteriormente. Por ejemplo, pueden introducirse mutaciones aleatoriamente in vitro usando polimerasa
propensa a errores (presentada en Leung ef al., Technique, 1: 11-15 (1989)) en el método de Hawkins et al., J. Mol.
Biol., 226: 889-896 (1992) o en el método de Gram et al., Proc. Natl. Acad. Sci Estados Unidos, 89: 3576-3580
(1992). Adicionalmente, puede realizarse maduraciéon de afinidad mutando aleatoriamente una o mas CDR, por
ejemplo, usando PCR con cebadores que portan una secuencia aleatoria que abarca la CDR de interés, en clones
Fv individuales seleccionados y explorando con respecto a clones de mayor afinidad. El documento WO 9607754
(publicado el 14 de marzo de 1996) describié un método para inducir mutagénesis en una region determinante de
complementariedad de una cadena ligera de inmunoglobulina para crear una biblioteca de genes de cadena ligera.
Otro enfoque eficaz es recombinar los dominios VH o VL seleccionados por presentacion de fagos con repertorios
de variantes de dominio V de origen natural obtenidas de donantes no inmunizados y explorar con respecto a mayor
afinidad en varios ciclos de redistribucion de cadena como se describe en Marks et al., Biotechnol., 10: 779-783
(1992). Esta técnica permite la produccién de anticuerpos y fragmentos de anticuerpo con afinidades de
aproximadamente 10°° M o menos.

Puede conseguirse exploracion de las bibliotecas por diversas técnicas conocidas en este campo. Por ejemplo,
puede usarse CD22 para recubrir los pocillos de placas de adsorcién, expresarse en células hospedadoras fijadas
en placas de adsorcion o usarse en separacién de células, o conjugarse con biotina para captura con perlas
recubiertas de estreptavidina, o usarse en cualquier otro método para seleccion en bibliotecas de presentacion de
fagos.

Las muestras de biblioteca de fagos se ponen en contacto con CD22 inmovilizado en condiciones adecuadas para
unir al menos una parte de las particulas de fago con el adsorbente. Normalmente, las condiciones, incluyendo pH,
fuerza ionica, temperatura y similares se seleccionan para imitar las condiciones fisiolégicas. Los fagos unidos a la
fase solida se lavan y después se eluyen por acido, por ejemplo como se describe en Barbas et al., Proc. Natl. Acad.
Sci USA, 88: 7978-7982 (1991), o por alcali, por ejemplo como se describe en Marks et al., J. Mol. Biol., 222: 581-
597 (1991), o por competicion de antigeno de CD22, por ejemplo en un procedimiento similar al método de
competicion de antigenos de Clackson et al., Nature, 352: 624-628 (1991). Los fagos pueden enriquecerse 20-1.000
veces en un unico ciclo de seleccion. Ademas, los fagos enriquecidos pueden cultivarse en cultivo bacteriano y
someterse a ciclos adicionales de seleccion.

La eficacia de seleccion depende de muchos factores, incluyendo la cinética de disociacion durante el lavado, y si
multiples fragmentos de anticuerpo en un Unico fago pueden interaccionar simultdneamente con el antigeno. Pueden
conservarse anticuerpos con cinética de disociacion rapida (y afinidades de unién débiles) mediante el uso de
lavados cortos, presentacion de fagos multivalente y alta densidad de recubrimiento de antigeno en fase sélida. LA
alta densidad no solamente estabiliza el fago mediante interacciones multivalentes, sino que favorece la nueva unién
del fago que se ha disociado. La seleccion de anticuerpos con cinética de disociacion lenta (y buenas afinidades de
unién) puede promoverse mediante el uso de lavados largos y presentacion de fago monovalente como se describe
en Bass et al., Proteins, 8: 309-314 (1990) y en el documento WO 92/09690, y una baja densidad de recubrimiento
de antigeno como se describe en Marks et al., Biotechnol., 10: 779-783 (1992).

Es posible seleccionar entre anticuerpos de fago de diferentes afinidades, incluso con afinidades que difieren
ligeramente, por CD22. Sin embargo, la mutacion aleatoria de un anticuerpo seleccionado (por ejemplo como se
realiza en algunas técnicas de maduracion de afinidad) probablemente dé lugar a muchos mutantes, la mayoria que
se unen al antigeno, y algunos con mayor afinidad. Con CD22 limitante, puede ganarse por competencia a fagos de
afinidad alta poco comunes. Para conservar todos los mutantes de mayor afinidad, los fagos pueden incubarse con
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exceso de CD22 biotinilado, pero con el CD22 biotinilado a una concentraciéon de menor molaridad que la constante
de afinidad molar diana para CD22. Los fagos de union de alta afinidad pueden después capturarse por perlas
paramagnéticas recubiertas con estreptavidina. Dicha “captura de equilibrioc” muestra que los anticuerpos se
seleccionan de acuerdo con sus afinidades de unién, con sensibilidad que permite el aislamiento de clones mutantes
con afinidad tan poco como dos veces mayor de un gran exceso de fagos con menor afinidad. Las condiciones
usadas en el lavado de los fagos unidos con una fase soélida también pueden manipularse para diferenciar
basandose en la cinética de disociacion.

Pueden seleccionarse clones anti CD22 basandose en la actividad. En ciertos casos, los anticuerpos anti CD22 se
unen a células vivas que expresan de forma natural CD22, o bloquean la unién entre un ligando de CD22 y CD22,
pero no bloquean la unién entre un ligando de CD22 y una segunda proteina. Los clones de Fv correspondientes a
dichos anticuerpos anti CD22 pueden seleccionarse (1) aislando clones anti CD22 de una biblioteca de fagos como
se ha descrito anteriormente, y opcionalmente amplificando la poblacion aislada de clones de fagos cultivando la
poblacién en un hospedador bacteriano adecuado; (2) seleccionando CD22 y una segunda proteina contra la que se
desea actividad de bloqueo y no de bloqueo, respectivamente; (3) adsorbiendo los clones de fago anti CD22 con
CD22 inmovilizado; (4) usando un exceso de la segunda proteina para eluir cualquier clon no deseado que
reconozca determinantes de unién con CD22 que solapan o se comparten con los determinantes de uniéon de la
segunda proteina; y (5) eluir los clones que permanecen adsorbidos después de la etapa (4). Opcionalmente,
pueden enriquecerse adicionalmente clones con las propiedades de bloqueo/no bloqueo deseadas repitiendo los
procedimientos de seleccién descritos en la presente memoria una o mas veces.

El ADN que codifica anticuerpos monoclonales derivados de hibridoma o clones Fv de presentacién de fagos se
aisla facilmente y se secuencia usando procedimientos convencionales (por ejemplo usando cebadores
oligonucleotidicos disefiados para amplificar especificamente las regiones codificantes de cadena pesada y ligera de
interés de molde de ADN de hibridoma o fago). Una vez aislado, el ADN puede colocarse en vectores de expresion,
que después se transfectan en células hospedadoras tales como células E. coli, células COS de simio, células de
ovario de hamster Chino (CHO), o células de mieloma que no producen de otro modo proteina de inmunoglobulina,
para obtener la sintesis de los anticuerpos monoclonales deseados en las células hospedadoras recombinantes. Los
articulos de revision sobre la expresion recombinante en bacterias de ADN codificante de anticuerpos incluyen
Skerra et al., Curr. Opinion in Immunol., 5: 256 (1993) y Pluckthun, Immunol. Revs, 130: 151 (1992).

El ADN que codifica los clones Fv de la invencién puede combinarse con secuencias de ADN conocidas que
codifican regiones constantes de cadena pesada y/o cadena ligera (por ejemplo las secuencias de ADN apropiadas
pueden obtenerse de Kabat et al., mencionado anteriormente) para formar clones que codifican cadenas pesadas
y/o ligeras de longitud completa o parcial. Se apreciara que pueden usarse regiones constantes de cualquier isotipo
para este fin, incluyendo regiones constantes IgG, IgM, IgA, IgD e IgE, y que dichas regiones constantes pueden
obtenerse de cualquier especie humana o animal. Un clon de Fv derivado del ADN de dominio variable de una
especie animal (tal como ser humano) y después fusionado con el ADN de regiéon constante de otra especie animal
para formar secuencia o secuencias codificantes para cadena pesada y/o cadena ligera de longitud completa,
“hibrida” se incluye en la definicién de anticuerpo “quimérico” e “hibrido” como se usa en la presente memoria. En
ciertas realizaciones, un clon Fv derivado de ADN variable humano se fusiona con ADN de regién constante humana
para formar secuencia o secuencias codificantes para cadenas pesadas y/o ligeras o humanas de longitud completa
o parcial.

El ADN que codifica el anticuerpo anti CD22 derivado de un hibridoma también puede modificarse, por ejemplo,
sustituyendo con la secuencia codificante de dominios constantes de cadena pesada y ligera humanos en lugar de
secuencias murinas homologas derivadas del clon de hibridoma (por ejemplo como en el método de Morrison et al.,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 81: 6851-6855 (1984)). El ADN que codifica un anticuerpo o fragmento derivado de clon
Fv o hibridoma puede modificarse adicionalmente mediante unién covalente con la secuencia codificante de
inmunoglobulina, toda o parte de la secuencia codificante para un polipéptido no de inmunoglobulina. De esta
manera, se preparan anticuerpos “quiméricos” o “hibridos” que tienen la especificidad de unién del clon Fv o
anticuerpos derivados del clon de hibridoma.

3. Vectores, células hospedadoras y métodos recombinantes

Para la produccién recombinante de un anticuerpo, el acido nucleico que lo codifica se aisla y se inserta en un vector
replicable para clonacion adicional (amplificacion del ADN) o para expresion. EI ADN que codifica el anticuerpo se
aisla y secuencia facilmente usando procedimientos convencionales (por ejemplo, usando sondas oligonucleotidicas
que son capaces de unirse especificamente con genes que codifican las cadenas pesada y ligera del anticuerpo).
Estan disponibles muchos vectores. La eleccion de vector depende en parte de la célula hospedadora que se use.
Generalmente, las células hospedadoras son de origen procariota o eucariota (generalmente de mamifero). Se
apreciara que pueden usarse regiones constantes de cualquier isotipo para este fin, incluyendo regiones constantes
de 1gG, IgM, IgA, IgD e IgE, y que dichas regiones constantes pueden obtenerse de cualquier especie humana o
animal.
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Generacion de anticuerpos usando células hospedadoras procariotas:

Construccién de vector

Pueden obtenerse secuencias polinucleotidicas que codifican componentes polipeptidicos del anticuerpo usando
técnicas recombinantes convencionales. Las secuencias polinucleotidicas deseadas pueden aislarse y secuenciarse
de células productoras de anticuerpos tales como células de hibridoma. Como alternativa, los polinucleétidos pueden
sintetizarse usando técnicas de PCR o sintetizador de nucleétidos. Una vez obtenidas, las secuencias que codifican
los polipéptidos se insertan en un vector recombinante capaz de replicar y expresar polinucleétidos heterélogos en
hospedadores procariotas. Muchos vectores que estan disponibles y se conocen en la técnica pueden usarse para
este fin. La seleccion de un vector apropiado dependera principalmente del tamafio de los acidos nucleicos para
insertar en el vector y la célula hospedadora particular para transformar con el vector. Cada vector contiene diversos
componentes, dependiendo de su funcién (amplificacién o expresion de polinucleétido heterélogo, o ambas) y su
compatibilidad con la célula hospedadora particular en la que reside. Los componentes del vector generalmente
incluyen, pero sin limitacion: un origen de replicaciéon, un gen marcador de seleccion, un promotor, un sitio de union
a ribosoma (RBS), una secuencia sefal, el inserto de acido nucleico heterélogo y una secuencia de terminacion de
la transcripcion.

En general, se usan vectores plasmidicos que contienen replicon y secuencias de control que derivan de especies
compatibles con la célula hospedadora en relacion con estos hospedadores. El vector porta habitualmente un sitio
de replicacion, asi como secuencias marcadoras que son capaces de proporcionar seleccién fenotipica en células
transformadas. Por ejemplo, E. coli se transforma normalmente usando pBR322, un plasmido derivado de una
especie de E. coli. pBR322 contiene genes que codifican resistencia a ampicilina (Amp) y tetraciclina (Tet) y de este
modo proporciona medios faciles para identificar células transformadas. pBR322, sus derivados, u otros plasmidos
microbianos o bacteriéfagos también pueden contener, o modificarse para contener, promotores que pueden usarse
por el organismo microbiano para expresion de proteinas enddgenas. Se describen ejemplos de derivados de
pBR322 usados para expresion de anticuerpos particulares en detalle en Carter ef al., Patente de Estados Unidos N°
5.648.237.

Ademas, pueden usarse vectores de fagos que contienen replicén y secuencias de control que son compatibles con
el microorganismo hospedador como vectores transformantes en relacién con estos hospedadores. Por ejemplo,
puede utilizarse un bacteriéfago tal como A\GEM.TM.-11 en la preparacion de un vector recombinante que puede
usare para transformar células hospedadoras susceptibles tales como E. coli LE392.

El vector de expresién puede comprender dos o mas pares de promotor-cistron, que codifican cada uno los
componentes del polipéptido. Un promotor es una secuencia reguladora no traducida localizada corriente arriba (5’)
de un cistrobn que modula su expresion. Los promotores procariotas normalmente quedan en dos clases, inducibles y
constitutivos. El promotor inducible es un promotor que inicia niveles aumentados de transcripcidn del cistron bajo su
control en respuesta a cambios en las condiciones de cultivo, por ejemplo la presencia o ausencia de un nutriente o
un cambio en la temperatura.

Se conoce bien un gran numero de promotores reconocidos por una diversidad de células hospedadoras
potenciales. El promotor seleccionado puede unirse operativamente con ADN de cistron que codifica la cadena
ligera o pesada retirando el promotor del ADN fuente mediante digestion con enzimas de restriccion e insertando la
secuencia promotora aislada en el vector. Tanto la secuencia promotora nativa como muchos promotores
heterélogos pueden usarse para amplificacion y/o expresion directa de los genes diana. En algunas realizaciones, se
utilizan promotores heterdlogos, ya que generalmente permiten mayor transcripcion y mayores rendimientos de gen
diana expresado en comparacién con el promotor polipeptidico diana nativo.

Los promotores adecuados para su uso con huéspedes procariotas incluyen el promotor PhoA, los sistemas
promotores de pB-galactamasa y lactosa, un sistema promotor de triptéfano (trp) y promotores hibridos tales como el
promotor tac o el trc. Sin embargo, otros promotores que son funcionales en bacterias (tales como otros promotores
bacterianos o de fago) también son adecuados. Sus secuencias de nucleétidos se han publicado, permitiendo de
este modo a un trabajador cualificado unirlas operativamente a cistrones que codifiquen las cadenas ligeras y
pesadas (Siebenlist et al. (1980) Cell 20: 269) usando enlazadores o adaptadores para proporcionar cualquier sitio
de restriccién requerido.

En un aspecto, cada cistrén dentro del vector recombinante comprende un componente de secuencia sefial de
secrecion que dirige la translocacién de los polipéptidos expresados a través de una membrana. En general, la
secuencia sefal puede ser un componente del vector, o puede ser una parte del ADN polipeptidico diana que se
inserta en el vector. La secuencia sefial seleccionada para el fin deberia ser una que se reconozca y procese (es
decir se escinda por una peptidasa sefial) por la célula hospedadora. Para células hospedadoras procariotas que no
reconocen y procesan las secuencias sefial nativas de los polipéptidos heterélogos, la secuencia sefial se sustituye
por una secuencia sefial procariota seleccionada, por ejemplo, del grupo que consiste en fosfatasa alcalina,
penicilinasa, Ipp, o lideres de enterotoxina estable frente al calor Il (STIl), LamB, PhoE, PelB, OmpA y MBP. En un
caso, las secuencias sefial usadas en ambos cistrones del sistema de expresion son secuencias sefial de STII o
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variantes de las mismas.

En otro aspecto, la produccién de las inmunoglobulinas puede realizarse en el citoplasma de la célula hospedadora,
y por lo tanto no requiere la presencia de secuencias sefial de secrecion dentro de cada cistrén. A este respecto, las
cadenas ligeras y pesadas de inmunoglobulina se expresan, pliegan y ensamblan para formar inmunoglobulinas
funcionales dentro del citoplasma. Ciertas cepas de hospedadores (por ejemplo, las cepas trxB- de E. coli)
proporcionan condiciones de citoplasma que son favorables para formacién de enlaces disulfuro, permitiendo de
este modo el plegamiento y ensamblaje apropiado de subunidades proteicas expresadas. Proba y Pluckthun Gene,
159:203 (1995).

También pueden producirse anticuerpos usando un sistema de expresion en el que la relacidon cuantitativa de
componentes polipeptidicos expresados puede modularse para maximizar el rendimiento de anticuerpos secretados
y ensamblados de forma apropiada. Dicha modulaciéon de consigue al menos en parte modulando simultaneamente
las fuerzas de traduccion para los componentes polipeptidicos.

Se desvela una técnica para modular la fuerza de traduccion en Simmons et al., Patente de Estados Unidos N°
5.840.523. Utiliza variantes de la regién de inicio de la traduccién (TIR) dentro de un cistrén. Para una TIR dada,
puede crearse una serie de variantes de secuencia de aminoacidos o acido nucleico con una serie de fuerzas de
traduccién, proporcionando de este modo un medio conveniente por el que ajustar este factor para el nivel de
expresion deseado de la cadena especifica. Pueden generarse variantes de TIR por técnicas de mutagénesis
convencionales que dan como resultado cambios codoénicos que pueden alterar la secuencia de aminoacidos. En
ciertas realizaciones, los cambios en la secuencia de nucleétidos son silenciosos. Las alteraciones en la TIR pueden
incluir, por ejemplo, alteraciones en el numero o espaciado de secuencias Shine-Dalgarno, junto con alteraciones en
la secuencia sefial. Un método para generar secuencias sefial mutantes es la generaciéon de un “banco codénico” al
comienzo de una secuencia codificante que no cambia la secuencia de aminoacidos de la secuencia sefial (es decir,
los cambios son silenciosos). Esto puede conseguirse cambiando la tercera posicion de nucleétido en cada codon;
adicionalmente, algunos aminoacidos, tales como leucina, serina y arginina, tienen multiples primeras y segundas
posiciones que pueden afiadir complejidad en la realizacion del banco. Este método de mutagénesis se describe en
detalle en Yansura et al. (1992) METHODS: A Companion to Methods in Enzymol. 4: 151-158.

En una realizacién, se genera un conjunto de vectores con un intervalo de fuerzas de TIR para cada cistrén en los
mismos. Este conjunto limitado proporciona una comparacion de niveles de expresion de cada cadena asi como el
rendimiento de los productos del anticuerpo deseados en diversas combinaciones de fuerzas de TIR. Las fuerzas de
TIR pueden determinarse cuantificando el nivel de expresién de un gen indicador como se describe en detalle en
Simmons et al. Patente de Estados Unidos N° 5.840.523. Basandose en la comparacién de fuerzas de traduccion,
las TIR individuales deseadas se seleccionan para combinarse en las construcciones de vectores de expresion.

Las células hospedadoras procariotas adecuadas para expresar anticuerpos incluyen Arqueobacterias y
Eubacterias, tales como organismos Gram negativos o Gram positivos. Los ejemplos de bacterias utiles incluyen
Escherichia (por ejemplo, E. coli), Bacilos (por ejemplo, B. subtilis), Enterobacterias, especies de Pseudomonas (por
ejemplo, P. aeruginosa), Salmonella typhimurium, Serratia marcescens, Klebsiella, Proteus, Shigella, Rhizobia,
Vitreoscilla o Paracoccus. En una realizacion, se usan células gram negativas. En una realizacién, se usan células
E. coli como hospedadores. Los ejemplos de cepas de E. coli incluyen cepa W3110 (Bachmann, Cellular and
Molecular Biology, vol. 2 (Washington, D.C.: American Society for Microbiology, 1987), pp. 1190-1219; N° de
Deposito de ATCC 27.325) y derivados de la misma, incluyendo la cepa 33D3 que tiene genotipo W3110 AfhuA
(AtonA) ptr3 lac Iq lacL8 AompTA(nmpc-fepE) degP41 kanR (Patente de Estados Unidos N° 5.639.635). También
son adecuadas otras cepas y derivados de las mismas, tales como E. coli 294 (ATCC 31.446), E. coli B, E. coli.
1776 (ATCC 31.537) y E. coli RV308 (ATCC 31.608). Estos ejemplos son ilustrativos en lugar de limitantes. Se
conocen en la técnica métodos para construir derivados de cualquiera de las bacterias anteriormente mencionadas
que tienen genotipos definidos y se describen, por ejemplo, en Bass et al., Proteins, 8: 309-314 (1990).
Generalmente es necesario seleccionar las bacterias apropiadas teniendo en cuenta la capacidad de replicacién del
replicén en las células de una bacteria. Por ejemplo, pueden usarse de forma adecuada especies de E. coli, Serratia
o Salmonella como el hospedador cuando se usan plasmidos bien conocidos tales como pBR322, pBR325,
PpACYC177 o pKN410 para proporcionar el replicon. Normalmente la célula hospedadora deberia secretar
cantidades minimas de enzimas proteoliticas, y pueden incorporarse idealmente inhibidores de proteasa adicionales
en el cultivo celular.

Produccion de anticuerpos

Se transforman células hospedadoras con los vectores de expresién anteriormente descritos y se cultivan en medios
nutrientes convencionales modificados segun sea apropiado para inducir promotores, seleccionar transformantes o
amplificar los genes que codifican las secuencias deseadas.

La transformacion significa introducir ADN en el hospedador procariota de modo que el ADN sea replicable, bien

como un elemento extracromosémico o bien por integrante cromosémico. Dependiendo de la célula hospedadora
usada, la transformacion se realiza usando técnicas convencionales apropiadas para dichas células. Generalmente
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se usa el tratamiento de calcio que emplea cloruro calcico para células bacterianas que contengan barreras de pared
celular sustanciosas. Otro método para la transformacion emplea polietilenglicol/DMSO. Otra técnica mas usada es
la electroporacion.

Las células procariotas usadas para producir los polipéptidos se cultivan en medios conocidos en la técnica y
adecuados para cultivo de las células hospedadoras seleccionadas. Los ejemplos de medios adecuados incluyen
caldo de cultivo luria (LB) mas complementos nutrientes necesarios. En algunas realizaciones, los medios también
contienen un agente de seleccion, seleccionado basandose en la construccién del vector de expresion, para permitir
de forma selectiva el crecimiento de células procariotas que contienen el vector de expresiéon. Por ejemplo, se afiade
ampicilina a medios para el cultivo de células que expresan gen resistente a ampicilina.

También puede incluirse cualquier complemento necesario ademas de fuentes de carbono, nitrégeno y fosfato
inorganico a concentraciones apropiadas introducidas solas 0 como una mezcla con otro complemento o medio tal
como una fuente de nitrbgeno compleja. Opcionalmente el medio de cultivo puede contener uno o mas agentes
reductores seleccionados del grupo consistente en glutatién, cisteina, cistamina, tioglicolato, ditioeritriol y ditiotreitol.

Las células hospedadoras procariotas se cultivan a temperaturas adecuadas. En ciertas realizaciones, para el cultivo
de E. coli, las temperaturas de cultivo varian de aproximadamente 20 °C a aproximadamente 39 °C; de
aproximadamente 25 °C a aproximadamente 37 °C; o aproximadamente 30 °C. El pH del medio puede ser cualquier
pH que varia de aproximadamente 5 a aproximadamente 9, dependiendo principalmente del organismo hospedador.
En ciertas realizaciones, para E. coli, el pH es de aproximadamente 6,8, aproximadamente 7,4 o aproximadamente
7,0.

Si se usa un promotor inducible en el vector de expresion, la expresién proteica se induce en condiciones adecuadas
para la activacién del promotor. En un aspecto, se usan promotores de PhoA para controlar la transcripcion de los
polipéptidos. En consecuencia, las células hospedadoras transformadas se cultivan en un medio limitante para
fosfato para inducciéon. En ciertas realizaciones, el medio limitante para fosfato es medio C.R.A.P. (véase, por
ejemplo, Simmons et al., J. Immunol. Methods (2002), 263): 133-147). Puede usarse una diversidad de inductores
adicionales, segun la construccién de vector empleada, como se conoce en la técnica.

En una realizacion, los polipéptidos expresados se secretan en y se recuperan del periplasma de las células
hospedadoras. La recuperacion de proteinas normalmente implica romper el microorganismo, generalmente por
medios tales como choque osmoético, sonicacion o lisis. Una vez que se han roto las células, los residuos celulares o
células completas pueden retirarse por centrifugacion o filtracion. Las proteinas pueden purificarse adicionalmente,
por ejemplo, por cromatografia en resina de afinidad. Como alternativa, las proteinas pueden transportarse al medio
de cultivo y aislarse en el mismo. Las células pueden retirarse del cultivo y el sobrenadante de cultivo filtrarse y
concentrarse para purificacion adicional de las proteinas producidas. Los polipéptidos expresados pueden aislarse
adicionalmente e identificarse usando métodos habitualmente conocidos tales como electroforesis en gel de
poliacrilamida (PAGE) y ensayo de transferencia de Western.

En un aspecto, la produccién de anticuerpos se realiza en grandes cantidades por un procedimiento de
fermentacién. Estan disponibles diversos procedimientos de fermentacidon semicontinuos a gran escala para la
produccién de proteinas recombinantes. Las fermentaciones a gran escala tienen al menos 1.000 litros de
capacidad, y en ciertas realizaciones, de aproximadamente 1.000 a 100.000 litros de capacidad. Estos
fermentadores usan impulsores agitadores para distribuir el oxigeno y los nutrientes, especialmente glucosa (la
fuente de carbono/energia preferida). La fermentacion a pequefa escala se refiere en general a fermentacién en un
fermentador que es de no mas de aproximadamente 100 litros en capacidad volumétrica, y puede variar de
aproximadamente 1 litro a aproximadamente 100 litros.

En un procedimiento de fermentacion, la induccion de expresion proteica se inicia normalmente después de haberse
cultivado las células en condiciones adecuadas hasta una densidad deseada, por ejemplo, una DO550 de
aproximadamente 180-220, en cuyo estadio las células estan en la fase estacionaria temprana. Puede usarse una
diversidad de inductores, segun la construccién de vector empleada, como se conoce en la técnica y se ha descrito
anteriormente. Las células pueden cultivarse durante periodos méas cortos antes de la induccién. Las células se
inducen habitualmente durante aproximadamente 12-50 horas, aunque pueden usarse tiempos de induccién mas
largos o mas cortos.

Para mejorar el rendimiento de produccién y la calidad de los polipéptidos, pueden modificarse diversas condiciones
de fermentacion. Por ejemplo, para mejorar el ensamblaje y plegamiento apropiado de los polipéptidos de anticuerpo
secretados, pueden usarse vectores adicionales que sobreexpresan proteinas chaperonas, tales como proteinas
Dsb (DsbA, DsbB, DsbC, DsbD y/o DsbG) o FkpA (una peptidilprolil cis, trans-isomerasa con actividad chaperona)
para cotransformar las células procariotas hospedadoras. Se ha demostrado que las proteinas chaperonas facilitan
el plegamiento y solubilidad apropiados de proteinas heterélogas producidas en células hospedadoras bacterianas.
Chen et al. (1999) J. Biol. Chem. 274: 19601-19605; Georgiou et al., Patente de Estados Unidos N° 6.083.715;
Georgiou et al., Patente de Estados Unidos N° 6.027.888; Bothmann y Pluckthun (2000) J. Biol. Chem. 275: 17100-
17105; Ramm y Pluckthun (2000) J. Biol. Chem. 275: 17106-17113; Arie et al. (2001) Mol. Microbiol. 39: 199-210.
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Para minimizar la protedlisis de proteinas heterdlogas expresadas (especialmente las que son proteoliticamente
sensibles), pueden usarse ciertas cepas hospedadoras deficientes para enzimas proteoliticas. Por ejemplo, pueden
modificarse cepas de células hospedadoras para efectuar una mutacién o mutaciones genéticas en los genes que
codifican proteasas bacterianas conocidas tales como Proteasa Ill, OmpT, DegP, Tsp, Proteasa I, Proteasa Mi,
Proteasa V, Proteasa VI y combinaciones de las mismas. Algunas cepas de E. coli deficientes en proteasa estan
disponibles y se describen en, por ejemplo, Joly ef al. (1998), mencionado anteriormente; Georgiou et al., Patente de
Estados Unidos N° 5.264.365; Georgiou et al., Patente de Estados Unidos N° 5.508.192; Hara et al., Microbial Drug
Resistance, 2: 63-72 (1996).

En una realizacién, se usan cepas de E. coli deficientes para enzimas proteoliticas y transformadas con plasmidos
que sobreexpresan una o mas proteinas chaperonas como células hospedadoras en el sistema de expresién de la
invencion.

Purificacién de anticuerpos

En una realizacion, la proteina de anticuerpo producida en la presente memoria se purifica adicionalmente para
obtener preparaciones que son sustancialmente homogéneas para ensayos y usos adicionales. Pueden emplearse
métodos de purificacion de proteinas conocidos en la técnica. Los siguientes procedimientos son ilustrativos de
procedimientos de purificacion adecuados: fraccionamiento en columnas de inmunoafinidad o intercambio i6nico,
precipitacion con etanol, HPLC de fase inversa, cromatografia en silice o en una resina de intercambio cati6nico tal
como DEAE, cromatoenfoque, SDS-PAGE, precipitacion con sulfato de amonio y filtracion en gel usando, por
ejemplo, Sephadex G-75.

En un aspecto, se usa Proteina A inmovilizada en una fase sélida para purificaciéon de inmunoafinidad de los
productos de anticuerpo. La Proteina A es una proteina de pared celular de 41 kD de Staphylococcus aurea que se
une con una alta afinidad a la regién Fc de anticuerpos. Lindmark ef al (1983) J. Immunol. Meth. 62: 1-13. La fase
sélida en la que se inmoviliza la Proteina A puede ser una columna que comprende una superficie de vidrio o silice,
0 una columna de vidrio poroso controlada o una columna de acido silicico. En algunas aplicaciones, la columna se
recubre con un reactivo, tal como glicerol, para evitar posiblemente la adherencia no especifica de contaminantes.

Como la primera etapa de purificacién, como se ha descrito anteriormente puede aplicarse una preparacién derivada
del cultivo celular en una fase solida con Proteina A inmovilizada para permitir la unién especifica del anticuerpo de
interés con la Proteina A. La fase soélida se lavaria después para retirar contaminantes no unidos especificamente
con la fase solida. Finalmente se recupera el anticuerpo de interés de la fase sélida por elucion.

Generacién de anticuerpos usando células hospedadoras eucariotas:

Un vector para su uso en una célula hospedadora eucariota generalmente incluye uno o mas de los siguientes
componentes no limitantes: una secuencia sefial, un origen de replicaciéon, uno o mas genes marcadores, un
elemento potenciador, un promotor, y una secuencia de terminacién de la transcripcion.

Componente de secuencia seial

Un vector para su uso en una célula hospedadora eucariota también puede contener una secuencia sefal u otro
polipéptido que tenga un sitio de escision especifico en el extremo N-terminal de la proteina madura o polipéptido de
interés. La secuencia sefal heter6loga seleccionada puede ser una que se reconozca y procese (es decir, se
escinda por una peptidasa sefial) por la célula hospedadora. En la expresién celular de mamifero, estan disponibles
secuencias sefial de mamiferos asi como lideres secretores virales, por ejemplo, la sefial gD del herpes simple. El
ADN para dicha region precursora se liga en fase de lectura con ADN que codifica el anticuerpo.

Origen de replicaciéon

Generalmente, no es necesario un componente de origen de replicaciéon para vectores de expresion de mamiferos.
Por ejemplo, el origen SV40 puede usarse normalmente solamente porque contiene el promotor temprano.

Componente de gen de seleccién

Los vectores de expresion y clonacion pueden contener un gen de seleccion, también denominado un marcador
seleccionable. Los genes de seleccion tipicos codifican proteinas que (a) confieren resistencia a antibiéticos u otras
toxinas, por ejemplo, ampicilina, neomicina, metotrexato o tetraciclina, (b) complementan las deficiencias
auxotréficas, cuando sean relevantes, o (c) proporcionan nutrientes criticos no disponibles de los medios complejos.

Un ejemplo de un esquema de seleccion utiliza un farmaco para detener el crecimiento de una célula hospedadora.
Las células que se transforman con éxito con un gen heterélogo producen una proteina que confiere resistencia a
farmacos y de este modo sobreviven al régimen de seleccion. Ejemplos de dicha seleccion dominante usan los
farmacos neomicina, acido micofenolico e higromicina.
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Otro ejemplo de marcadores seleccionables adecuados para células de mamifero son los que permiten la
identificacion de células competentes para captar el acido nucleico del anticuerpo, tal como DHFR, timidina quinasa,
metalotioneina-1 y Il, preferentemente genes de metalotioneina de primate, adenosina desaminasa, ornitina
descarboxilasa, etc.

Por ejemplo, en algunas realizaciones, se identifican en primer lugar células transformadas con el gen de seleccién
de DHFR cultivando todos los transformantes en un medio de cultivo que contiene metotrexato (Mtx), un antagonista
competitivo de DHFR. En algunas realizaciones, una célula hospedadora apropiada cuando se emplea DHFR de tipo
silvestre es la linea celular de ovario de hamster Chino (CHQO) deficiente en actividad de DHFR (por ejemplo, ATCC
CRL-9096).

Como alternativa, pueden seleccionarse células hospedadoras (particularmente huéspedes de tipo silvestre que
contienen DHFR endo6geno) transformadas o co-transformadas con secuencias de ADN que codifican un anticuerpo,
proteina de DHFR de tipo silvestre, y otro marcador seleccionable tal como aminoglicésido 3'-fosfotransferasa (APH)
por cultivo celular en medio que contiene un agente de seleccion para el marcador seleccionable tal como un
antibiético aminoglicosidico; por ejemplo, kanamicina, neomicina o G418. Véase, Patente de Estados Unidos N°
4.965.199.

Componente de promotor

Los vectores de expresion y clonacién habitualmente contienen un promotor que se reconoce el organismo
hospedador y esta unido operativamente con el acido nucleico que codifica un polipéptido de interés (por ejemplo,
un anticuerpo). Se conocen secuencias promotoras para eucariotas. Por ejemplo, practicamente todos los genes
eucariotas tienen una region rica en AT localizada aproximadamente 25 a 30 bases cadena arriba del sitio en el que
se inicia la transcripcién. Otra secuencia hallada de 70 a 80 bases cadena arriba del inicio de la transcripcion de
muchos genes es una regién CNCAAT en la que N puede ser cualquier nucleétido. En el extremo 3’ de la mayoria
de los genes eucariotas hay una secuencia AATAAA que puede ser la sefial para adicion de la cola de poli A en el
extremo 3’ de la secuencia codificante. En ciertas realizaciones, cualquiera o todas de estas secuencias pueden
insertarse de forma adecuada en vectores de expresion eucariotas.

La transcripcion de vectores en células hospedadoras de mamifero se controla, por ejemplo, por promotores
obtenidos de los genomas de virus tales como virus de polioma, virus de la viruela aviar, adenovirus (tal como
Adenovirus 2), virus del papiloma bovino, virus del sarcoma aviar, citomegalovirus, un retrovirus, virus de la hepatitis
B y Virus de Simio 40 (SV40), de promotores de mamifero heterélogos, por ejemplo, el promotor de actina o un
promotor de inmunoglobulina, de promotores de choque térmico, siempre que dichos promotores sean compatibles
con los sistemas de células hospedadoras.

Los promotores temprano y tardio del virus SV40 se obtienen convenientemente como un fragmento de restriccion
de SV40 que también contiene el origen de replicacién viral de SV40. El promotor temprano inmediato del
citomegalovirus humano se obtiene convenientemente como un fragmento de restriccién de Hindlll E. Se desvela un
sistema para expresar ADN en huéspedes mamiferos usando el virus del papiloma bovino como un vector en la
Patente de Estados Unidos N° 4.419.446. Se describe una modificacion de ese sistema en la Patente de Estados
Unidos N° 4.601.978. Véase también Reyes ef al., Nature 297: 598-601 (1982), que describe la expresion de ADNc
de interferon B humano en células de ratdn bajo el control de un promotor de timidina quinasa del virus del herpes
simple. Como alternativa, puede usarse la repeticion terminal larga del Virus del Sarcoma de Rous como el
promotor.

Componente de elemento potenciador

La transcripcién de ADN que codifica un anticuerpo por eucariotas superiores se aumenta con frecuencia insertando
una secuencia potenciadora en el vector. Se conocen ahora muchas secuencias potenciadoras de genes de
mamifero (globina, elastasa, albumina, a-fetoproteina e insulina). Normalmente, sin embargo, se usard un
potenciador de un virus de células eucariotas. Los ejemplos incluyen el potenciador de SV40 en el lado tardio del
origen de replicacion (pb 100-270), el potenciador del promotor temprano de citomegalovirus, el potenciador de
polioma en el lado tardio del origen de replicacién y potenciadores de adenovirus. Véase también Yaniv, Nature 297:
17-18 (1982) que describe elementos potenciadores para activacion de promotores eucariotas. El potenciador puede
cortarse y empalmarse en el vector en una posiciéon 5 o 3’ de la secuencia codificante del polipéptido de anticuerpo,
pero generalmente se localizan en un sitio 5’ del promotor.

Componente de terminacién de la transcripcion

Los vectores de expresion usados en células hospedadoras eucariotas también pueden contener secuencias
necesarias para la terminacion de la transcripcion y para estabilizar el ARNm. Dichas secuencias estan disponibles
habitualmente de las regiones no traducidas 5’ y ocasionalmente 3’, de ADN o ADNc eucariota o viral. Estas
regiones contienen segmentos de nucleétidos transcritos como fragmentos poliadenilados en la parte no traducida
del ARNm que codifica un anticuerpo. Un componente de terminacién de la transcripcion atil es la region de

71



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2567402 T3

poliadenilacion de la hormona del crecimiento bovina. Véase el documento W094/11026 y el vector de expresion
desvelado en el mismo.

Seleccion y transformacion de células hospedadoras

Las células hospedadoras adecuadas para clonar o expresar el ADN en los vectores de la presente memoria
incluyen células eucariotas superiores descritas en la presente memoria, incluyendo células hospedadoras de
vertebrados. La propagacién de células de vertebrados en cultivo (cultivo tisular) se ha convertido en un
procedimiento rutinario. Son ejemplos de lineas celulares hospedadoras de mamifero utiles la linea CV1 de rifién de
mono transformada por SV40 (COS-7, ATCC CRL 1651); linea de rifiobn embrionario humano (293 o células 293
subclonadas para crecimiento en cultivo en suspension, Graham et al., J. Gen Virol. 36: 59 (1977)); células de rifidén
de cria de hamster (BHK, ATCC CCL 10); células de ovario de hamster chino/-DHFR (CHO, Urlaub et al., Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 77: 4216 (1980)); células de sertoli de raton (TM4, Mather, Biol. Reprod. 23: 243-251 (1980)); células
de rifion de mono (CV1 ATCC CCL 70); células de rifion de cercopiteco verde africano (VERO-76, ATCC CRL-1587);
células de carcinoma de cuello uterino humano (HELA, ATCC CCL 2); células de rifidén canino (MDCK, ATCC CCL
34); células de higado de rata bufalo (BRL 3A, ATCC CRL 1442); células de pulmén humano (W138, ATCC CCL
75); células de higado humano (Hep G2, HB 8065); tumor mamario de raton (MMT 060562, ATCC CCL51); células
TRI (Mather et al., Annals N.Y. Acad. Sci. 383: 44-68 (1982)); células MRC 5; células FS4; y una linea de hepatoma
humano (Hep G2).

Las células hospedadoras se transforman con los vectores de expresion o clonacién anteriormente descritos para
produccién de anticuerpos y se cultivan en medios nutrientes convencionales modificados segun sea apropiado para
inducir promotores, seleccionar transformantes o amplificar los genes que codifican las secuencias deseadas.

Cultivo de células hospedadoras

Las células hospedadoras usadas para producir un anticuerpo pueden cultivarse en una diversidad de medios.
Medios disponibles en el mercado tales como F10 de Ham (Sigma), Medio Esencial Minimo (MEM), (Sigma), RPMI-
1640 (Sigma) y Medio de Eagle Modificado por Dulbecco (DMEM), Sigma) son adecuados para cultivar las células
hospedadoras. Ademas, puede usarse cualquiera de los medios descritos en Ham et al., Meth. Enz. 58: 44 (1979),
Barnes et al., Anal. Biochem. 102: 255 (1980), Patentes de Estados Unidos N° 4.767.704; 4.657.866; 4.927.762;
4.560.655; 0 5.122.469; documentos WO 90/03430; WO 87/00195; o Patente de Estados Unidos Re. 30.985 como
medios de cultivo para las células hospedadoras. Cualquiera de estos medios puede complementarse seguin sea
necesario con hormonas y/u otros factores de crecimiento (tales como insulina, transferrina o factor de crecimiento
epidérmico), sales (tales como cloruro sodico, calcio, magnesio y fosfato), tampones (tales como HEPES),
nucleoétidos (tales como adenosina y timidina), antibidticos (tales como farmaco GENTAMYCIN™), oligoelementos
(definidos como compuestos inorganicos habitualmente presentes a concentraciones finales en el intervalo
micromolar) y glucosa o una fuente de energia equivalente. También puede incluirse cualquier otro complemento a
concentraciones apropiadas que se conocerian por los expertos en la materia. Las condiciones de cultivo, tales
como temperatura, pH y similares, son las usadas previamente con la célula hospedadora seleccionada para
expresion, y resultaran evidentes para el experto habitual en la materia.

Purificacién de anticuerpos

Cuando se usan técnicas recombinantes, el anticuerpo puede producirse de forma intracelular, o secretarse
directamente al medio. Si el anticuerpo se produce de forma intracelular, como una primera etapa, pueden retirarse
los residuos de particulas, bien células hospedadoras o fragmentos lisados, por ejemplo, por centrifugacion o
ultrafiltracién. Cuando el anticuerpo se secreta al medio, los sobrenadantes de dichos sistemas de expresiéon pueden
en primer lugar concentrarse usando un filiro de concentracion de proteinas disponible en el mercado, por ejemplo,
una unidad de ultrafiltracion Amicon o Millipore Pellicon. Puede incluirse un inhibidor de proteasa tal como PMSF en
cualquiera de las etapas anteriores para inhibir la protedlisis, y pueden incluirse antibiéticos para evitar el
crecimiento de contaminantes adventicios.

La composicion de anticuerpos preparada a partir de las células puede purificarse usando, por ejemplo,
cromatografia de hidroxilapatita, electroforesis en gel, dialisis y cromatografia de afinidad, siendo la cromatografia de
afinidad una técnica conveniente. La idoneidad de la proteina A como un ligando de afinidad depende de la especie
e isotipo de cualquier dominio Fc de inmunoglobulina que esté presente en el anticuerpo. Puede usarse proteina A
para purificar anticuerpos que se basen en las cadenas pesadas y1, y2 o0 y4 humanas (Lindmark et al., J. Immunol.
Methods 62: 1-13 (1983)). La proteina G se recomienda para todos los isotipos de ratén y para y3 humana (Guss et
al.,, EMBO J. 5: 156671575 (1986)). La matriz a la que se une el ligando de afinidad puede ser agarosa, pero estan
disponibles otras matrices. Las matrices mecanicamente estables tales como vidrio poroso controlado o
poli(estirenodivinil)benceno permiten caudales mas rapidos y tiempos de procesamiento mas cortos que los que
pueden conseguirse con agarosa. Cuando el anticuerpo comprende un dominio CH3, la resina Bakerbond ABX™ (J.
T. Baker, Phillipsburg, NJ) es util para purificacién. También estan disponibles otras técnicas para purificacion de
proteinas tales como fraccionamiento en una columna de intercambio i6nico, precipitaciéon con etanol, HPLC de Fase
Inversa, cromatografia en silice, cromatografia en heparin SEPHAROSE™, cromatografia en una resina de
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intercambio aniénico o catidonico (tal como una columna de acido poliaspartico), cromatoenfoque, SDS-PAGE y
precipitacion de sulfato de amonio dependiendo del anticuerpo para recuperar.

Después de cualquier etapa o etapas de purificaciéon preliminares, la mezcla que comprende el anticuerpo de interés
y contaminantes puede someterse a purificacion adicional, por ejemplo, por cromatografia de interacciéon hidréfoba
de pH bajo usando un tampén de eluciéon a un pH entre aproximadamente 2,5-4,5, preferentemente realizada a
concentraciones salinas bajas (por ejemplo, de sal aproximadamente 0-0,25 M).

En general, estan bien establecidas en la técnica diversas metodologias para preparar anticuerpos para su uso en
investigacion, ensayos y uso clinico, coherentes con las metodologias anteriormente descritas y/o segun se
consideren apropiadas por un experto en la materia para un anticuerpo particular de interés.

Inmunoconjugados

La invencion proporciona inmunoconjugados (denominados de forma intercambiable “conjugados de anticuerpo-
farmaco” o “AD-C”) que comprenden cualquiera de los anticuerpos anti-CD22 conjugados con uno o mas agentes
citotdxicos, tales como un agente quimioterapéutico, un farmaco, un agente inhibidor del crecimiento, una toxina (por
ejemplo, una toxina enzimaticamente activa de origen bacteriano, fungico, vegetal o animal, o fragmentos de los
mismos), o un isétopo radiactivo (es decir, un radioconjugado).

En ciertas realizaciones, un inmunoconjugado comprende un anticuerpo anti-CD22 y un agente quimioterapéutico u
otra toxina. Se describen en la presente memoria (por ejemplo, anteriormente), agentes quimioterapéuticos utiles en
la generacién de inmunoconjugados. También pueden usarse toxinas enzimaticamente activas y fragmentos de las
mismas y se describen en la presente memoria.

En ciertas realizaciones, un inmunoconjugado comprende un anticuerpo anti-CD22 y una o mas toxinas de
moléculas pequerias, incluyendo, pero sin limitacion, farmacos de moléculas pequefias tales como caliqueamicina,
maitansinoide, dolastatina, auristatina, tricoteceno y CC 1065 y los derivados de estos farmacos que tienen actividad
citotoxica. Se analizan ejemplos de dichos inmunoconjugados en mas detalle posteriormente.

1. Inmunoconjugados ilustrativos - Conjugados de farmaco y anticuerpo
Un inmunoconjugado (o “conjugado de anticuerpo-farmaco” (“ADC”)) de la invencién puede ser de Férmula I,
posterior, en la que un anticuerpo anti-CD22 esta conjugado (es decir, unido covalentemente) con uno o mas restos
farmacoldgicos (D) mediante un enlazador opcional (L).

Ab-(L-D)p Formula |
En consecuencia, el anticuerpo anti-CD22 puede estar conjugado con el farmaco directamente o mediante un
enlazador. En la Férmula |, p es el nimero medio de restos farmacologicos por anticuerpo, que puede variar, por
ejemplo, de aproximadamente 1 a aproximadamente 20 restos farmacolégicos por anticuerpo, y en ciertas
realizaciones, de 1 a aproximadamente 8 restos farmacolégicos por anticuerpo.

Enlazadores ilustrativos

Se desvelan en la presente memoria enlazadores y restos farmacologicos ilustrativos. Un enlazador puede
comprender uno o mas componentes enlazadores. Los componentes enlazadores ilustrativos incluyen 6-
maleimidocaproilo (“MC”), maleimidopropanoilo (“MP”), valina-citrulina (“val-cit” o “vc”), alanina-fenilalanina (“ala-
phe”), p-aminobenciloxicarbonilo (un “PAB”), N-Succinimidil 4-(2-piridiltio) pentanoato (“SPP”), N-succinimidil 4-(N-
maleimidometil) ciclohexano-1 carboxilato (“SMCC”) y N-Succinimidil (4-yodo-acetil) aminobenzoato (“SIAB”). Se
conocen en la técnica diversos componentes enlazadores, algunos de los cuales se describen a continuacion.

Un enlazador puede ser un “enlazador escindible”, que facilita la liberacion de un farmaco en la célula. Por ejemplo,
puede usarse un enlazador labil por acido (por ejemplo, hidrazona), enlazador sensible a proteasa (por ejemplo,
sensible a peptidasa), enlazador fotolabil, enlazador de dimetilo o enlazador que contiene disulfuro (Chari et al.,
Cancer Research 52: 127-131 (1992); Patente de Estados Unidos N° 5.208.020).

En algunas realizaciones, un componente enlazador puede comprender una “unidad extensora” que une un

anticuerpo con otro componente enlazador o con un resto farmacoldgico. Se muestran a continuacién unidades
extensoras ilustrativas (en las que la linea ondulada indica sitios de union covalente con un anticuerpo):
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En algunas realizaciones, un componente enlazador puede comprender una unidad de aminoacidos. En una
realizacioén tal, la unidad de aminoacidos permite la escision del enlazador por una proteasa, facilitando de este
modo la liberacién de farmaco del inmunoconjugado tras su exposicidn a proteasas intracelulares, tales como
enzimas lisosémicas. Véase, por ejemplo, Doronina et al. (2003) Nat. Biotechnol. 21: 778-784. Las unidades de
aminoacidos ilustrativas incluyen, pero sin limitacion, un dipéptido, un tripéptido, un tetrapéptido y un pentapéptido.
Los dipéptidos ilustrativos incluyen: valina-citrulina (vc o val-cit), alanina-fenilalanina (af o ala-phe); fenilalanina-lisina
(fk o phe-lys); o N-metilo-valina-citrulina (Me-val-cit). Los tripéptidos ilustrativos incluyen: glicina-valina-citrulina (gly-
val-cit) y glicina-glicina-glicina (gly-gly-gly). Una unidad de aminoacidos puede comprender restos de aminoacidos
que son de origen natural, asi como aminoacidos menores y analogos de aminoacidos de origen no natural, tales
como citrulina. Las unidades de aminoacidos pueden disefiarse y optimizarse en su selectividad para escisiéon
enzimatica por una enzima particular, por ejemplo, una proteasa asociada a tumor, catepsina B, C y D o una
plasmina proteasa.

En algunas realizaciones, un componente enlazador puede comprender una unidad “espaciadora” que une el
anticuerpo con un resto farmacolégico, directamente o por medio de una unidad extensora y/o una unidad de
aminoacidos. Una unidad espaciadora puede ser “autoinmoladora” o una “no autoinmoladora”. Una unidad
espaciadora “no autoinmoladora” es una en la que parte de o toda la unidad espaciadora permanece unida al resto
farmacologico tras la escision enzimatica (por ejemplo, proteolitica) del ADC. Los ejemplos de unidades
espaciadoras no autoinmoladoras incluyen, pero sin limitacion, una unidad espaciadora de glicina y una unidad
espaciadora de glicina-glicina. También se contemplan otras combinaciones de espaciadores peptidicos
susceptibles de escision enzimatica especifica de secuencia. Por ejemplo, la escisidon enzimatica de un ADC que
contiene una unidad espaciadora de glicina-glicina por una proteasa asociada a célula tumoral daria como resultado
la liberacion de un resto farmacolégico-glicina-glicina del resto del ADC. En una realizacion tal, el resto
farmacolégico-glicina-glicina se somete después a una etapa de hidrélisis separada en la célula tumoral, escindiendo
de este modo la unidad espaciadora de glicina-glicina del resto farmacolégico.

Una unidad espaciadora “autoinmoladora” permite la liberacion del resto farmacolégico sin una etapa de hidrdlisis
separada. En ciertas realizaciones, una unidad espaciadora de un enlazador comprende una unidad de p-
aminobencilo. En una de dichas realizaciones, se une un alcohol p-aminobencilico a una unidad de aminoacidos
mediante un enlace amida, y se realiza un carbamato, metilcarbamato o carbonato entre el alcohol bencilico y un
agente citotoxico. Véase, por ejemplo, Hamann et al. (2005) Expert Opin. Ther. Patents (2005) 15: 1087-1103. En
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una realizacion, la unidad espaciadora es p-aminobenciloxicarbonilo (PAB). En ciertas realizaciones, la parte de
fenileno de una unidad de p-aminobencilo se sustituye con Qm, en la que Q es —alquilo C1-Cs, -O-(alquilo C1-Cs), -
hal6geno,- nitro o —ciano; y m es un numero entero que varia de 0 a 4. Los ejemplos de unidades espaciadoras
autoinmoladoras incluyen ademas, pero sin limitacién, compuestos aromaticos que son electrébnicamente similares al
alcohol p-aminobencilico (véase, por ejemplo, documento US 2005/0256030 A1), tales como derivados de 2-
aminoimidazol-5-metanol (Hay ef al. (1999) Bioorg. Med. Chem. Lett. 9: 2237) y orto- o para-aminobenzilacetales.
Pueden usarse espaciadores que experimentan ciclacién tras la hidrolisis de su enlace amida, tales como amidas de
acido 4-aminobutirico sustituido y no sustituido (Rodrigues et al., Chemistry Biology, 1995, 2, 223); sistemas de anillo
biciclo [2.2.1] y biciclo [2.2.2] sustituidos de forma apropiada (Storm, et al., J. Amer. Chem. Soc., 1972, 94, 5815); y
amidas de acido 2-aminofenilpropionico (Amsberry, et al, J. Org. Chem., 1990, 55, 5867). La eliminacién de
farmacos que contienen amina que se sustituyen en la posicion a de glicina (Kingsbury, et al., J. Med. Chem., 1984,
27, 1447) también son ejemplos de espaciadores autoinmoladores utiles en ADC.

En una realizacién, una unidad espaciadora es una unidad de bis(hidroximetil)estireno (BHMS) ramificada como se
representa a continuacion, que puede usarse para incorporar y liberar multiples farmacos.

O
CHZ(OC)n

—w. —NH= |\ e
b‘{Aa W,, NH‘O_/kCH (OC)n‘"’"D

Escision
enzimatica

2 farmacos

en la que Q es —alquilo C1-Cs, -O-(alquilo C+-Cs), -halégeno, -nitro o —ciano; m es un numero entero que varia de 0 a
4;:nes 00 1;ypvaria de 1 a aproximadamente 20.

Un enlazador puede comprender uno cualquiera o mas de los anteriores componentes enlazadores. En ciertas
realizaciones, un enlazador es como se muestra entre paréntesis en la siguiente Férmula Il de ADC.

Ab-([Aa-Ww-Yy]-D)p Formula Il
en la que A es una unidad extensora, y a es un numero entero de 0 a 1; W es una unidad de aminoacidos, y w es un
nuamero entero de 0 a 12; Y es una unidad espaciadoray y es 0, 1 0 2; y Ab, D y p se definen como anteriormente
para la Férmula I. Se describen realizaciones ilustrativas de dichos enlazadores en el documento 20050238649 A1.

Se muestran a continuacion componentes enlazadores ilustrativos y combinaciones de los mismos en el contexto de
los ADC de Férmula Il

l;l @)
. N\)_YY—D
Ab Aa‘—l;l T
H o) A P
HN
O NH,

Val-Cit o VC
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O™ "NH, MC-valcit-PAB

Pueden sintetizarse componentes enlazadores, incluyendo unidades extensoras, espaciadoras y de aminoacidos,
por métodos conocidos en la técnica, tales como los descritos en el documento US 2005-0238649 A1.

Restos farmacoldgicos ilustrativos

Maitansina y maitansinoides

En algunas realizaciones, un inmunoconjugado comprende un anticuerpo de la invencion conjugado con una o mas
moléculas maitansinoides. Los maitansinoides son inhibidores mitéticos que actuan inhibiendo la polimerizacion de
tubulina. La maitansina se aislé por primera vez del arbusto africano Maytenus serrata (Patente de Estados Unidos
N° 3896111). Posteriormente, se descubrié que ciertos microbios también producen maitansinoides, tales como
maitansinol y ésteres de maitansinol C-3 (Patente de Estados Unidos N° 4.151.042). Se desvelan maitansinol
sintético y derivados y analogos del mismo, por ejemplo, en las Patentes de Estados Unidos N° 4.137.230;
4.248.870; 4.256.746; 4.260.608; 4.265.814; 4.294.757; 4.307.016; 4.308.268; 4.308.269; 4.309.428; 4.313.946;
4.315.929; 4.317.821; 4.322.348; 4.331.598; 4.361.650; 4.364.866; 4.424.219; 4.450.254; 4.362.663; y 4.371.533.

Los restos farmacologicos de maitansinoide son restos farmacoldgicos atractivos en conjugados de anticuerpo-
farmaco porque son: (i) relativamente accesibles para preparar por fermentacién o modificacion quimica o
derivatizacion de productos de fermentacion, (ii) susceptibles de derivatizacion con grupos funcionales adecuados
para conjugacién mediante enlazadores no disulfuro con anticuerpos, (iii) estables en plasma y (iv) eficaces contra
una diversidad de lineas celulares tumorales.

Se conocen bien en la técnica compuestos de maitansina adecuados para su uso como restos farmacologicos de
maitansinoide y pueden aislarse de fuentes naturales de acuerdo con métodos conocidos o producirse usando
técnicas de ingenieria genética (véase, Yu et al (2002) PNAS 99: 7968-7973). También pueden prepararse de forma
sintética maitansinol y analogos de maitansinol de acuerdo con métodos conocidos.

Las realizaciones ilustrativas de restos farmacologicos de maitansinoide incluyen: DM1; DM3 y DM4, como se
desvela en la presente memoria.

Auristatinas y dolastatinas

En algunas realizaciones, un inmunoconjugado que comprende un anticuerpo de la invencion conjugado con
dolastatina o un analogo peptidico o derivado de dolastatina, por ejemplo, una auristatina (Patentes de Estados
Unidos N° 5635483; 5780588). Se han mostrado que las dolastatinas y auristatinas interfieren con dinamicas de
microtubulos, hidrdlisis de GTP y division nuclear y celular (Woyke ef al (2001) Antimicrob. Agents and Chemother.
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45(12): 3580-3584) y tienen actividad antineoplasica (Patente de Estados Unidos N° 5663149) y antifingica (Pettit et
al (1998) Antimicrob. Agents Chemother. 42: 2961-2965). El resto farmacolégico de dolastatina o auristatina puede
unirse con el anticuerpo mediante el extremo N (amino) o el extremo C (carboxilo) del resto farmacologico peptidico
(documento WO 02/088172).

Las realizaciones de auristatina ilustrativas incluyen los restos farmacolégicos de monometilauristatina unidos por N
terminal DE y DF, desvelados en Senter et al, Proceedings of the American Association for Cancer Research,
Volumen 45, Numero de Resumen 623, presentado el 28 de marzo de 2004.

Un resto farmacologico peptidico puede seleccionarse de las Férmulas De y Dr a continuacion:

/~ )\r“%k *mrqr%(
S s e

en las que la linea ondulada de De y Dr indica sitios de uniéon covalente con un anticuerpo o componente enlazador
del anticuerpo, e independientemente en cada localizacion:

R? se selecciona de H y alquilo C1-Cs;

R3 se selecciona de H, alquilo C+-Cs, carbociclo Cs-Cs, arilo, alquilo C+-Cs-arilo, alquilo C1-Cs -(carbociclo Cs-Cs),
heterociclo C3-Csy alquilo C1-Cs -(heterociclo Cs-Cs);

R* se selecciona de H, alquilo C1-Cs, carbociclo C3-Cs, arilo, alquilo C1-Cs-arilo, alquilo C1-Cs -(carbociclo C3-Cs),
heterociclo C3-Csy alquilo C1-Cs -(heterociclo C3-Cs);

R® se selecciona de H y metilo;

o R* y R® forman conjuntamente un anillo carbociclico y tienen la formula -(CR2RP):- en la que R? y R° se
seleccionan independientemente de H, alquilo C4-Cs y carbociclo C3-Cs y n se selecciona de 2, 3,4, 5y 6;

R® se selecciona de H y alquilo C1-Cs;

R” se selecciona de H, alquilo C1-Cs, carbociclo Cs-Cs, arilo, alquilo C1-Cs-arilo, alquilo C1-Cs -(carbociclo C3-Cs),
heterociclo C3-Csy alquilo C1-Cs -(heterociclo Cs3-Cs);

cada R® se selecciona independientemente de H, OH, alquilo C1-Cs, carbociclo C3-Cg 'y O-(alquilo C+1-Cs);

R?® se selecciona de H y alquilo C1-Cs;

R'0 se selecciona de arilo o heterociclo C3-Cs;

Zes O, S,NH o NR"2, en la que R'? es alquilo C1-Cg;

R se selecciona de H, alquilo C1-C2o, arilo, heterociclo Cs-Cs, -(R'*0)m-R'* 0 -(R'30)m-CH(R%)2;

m es un numero entero que varia de 1 a 1000;

R'3 es alquilo C2-Cs;

R'* es H o alquilo C1-Cs;

cada aparicion de R' es independientemente H, COOH, -(CH2)n-N(R®)2, -(CH2)n-SOsH, o -(CH2)r-SOs- alquilo
Ci1-Cs;

cada aparicion de R'® es independientemente H, alquilo C1-Cs 0 -(CH2)n-COOH;

R'8 se selecciona de -C(R®)2-C(R®)2-arilo, -C(R?®)2-C(R®)2-(heterociclo C3-Cs) y -C(R®)2-C(R®)2-(carbociclo C3-Cs);
y

n es un numero entero que varia de 0 a 6.

En una realizacion, R3, R* y R” son independientemente isopropilo o sec-butilo y R® es H o metilo. En una realizacion
ilustrativa, R® y R* son cada uno isopropilo, R® es —H, y R” es sec-butilo.

En otra realizacion méas, R? y R® son cada uno metilo y R® es —H.

En otra realizacién mas, cada aparicion de R® es —OCHa.
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En una realizacion ilustrativa, R® y R* son cada uno isopropilo, R? y R® son cada uno metilo, R% es —H, R es sec-
butilo, cada aparicion de R es —-OCHz y R® es —H.

En una realizaciéon, Z es —O o —NH-.
En una realizacion, R es arilo.
En una realizacion ilustrativa, R'° es —fenilo.
10  En una realizacion ilustrativa, cuando Z es —O-, R"" es —H, metilo o t-butilo.

En una realizacion, cuando Z es —-NH, R'" es -CH(R'®)2, en la que R'® es -(CH2)r-N(R®)2, y R'® es -alquilo C1-Csgo -
(CH2)r-COOH.

15  En otra realizacion, cuando Z es —-NH, R es —CH(R'%)2 en la que R'® es -(CH2)n-SO3H.

Una realizacion de auristatina ilustrativa de formula De es MMAE, en la que la linea ondulada indica la unién
covalente con un enlazador (L) de un conjugado de anticuerpo-farmaco:

g Iaf?%(% 20

20
Una realizacion de auristatina ilustrativa de formula Dr es MMAF, en la que la linea ondulada indicada la union
covalente con un enlazador (L) de un conjugado de anticuerpo-farmaco (véase el documento US 2005/0238649 y
Doronina et al. (2006) Bioconjugate Chem. 17: 114-124):

25

OH MMAF

Otros restos farmacoldgicos incluyen los siguientes derivados de MMAF, en los que la linea ondulada indica la unién
covalente con un enlazador (L) de un conjugado de anticuerpo-farmaco:

30

‘{j;r j;]- I;W/ N e N S
ocHe

OCH;0
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En un aspecto, los grupos hidréfilos incluyendo pero sin limitacion, trietilenglicol ésteres (TEG), como se ha
mostrado anteriormente, pueden unirse con el resto farmacoldgico en R''. Sin quedar ligado a ninguna teoria
particular, los grupos hidréfilos ayudan a la internalizacién y no aglomeracion del resto farmacolégico.

10  Se describen realizaciones ilustrativas de ADC de Férmula que comprenden una auristatina/dolastatina o derivado
de las mismas en el documento US 2005-0238649 A1 y Doronina et al. (2006) Bioconjugate Chem. 17: 114-124. Las
realizaciones ilustrativas de ADC de Férmula | que comprende MMAE o MMAF y diversos componentes enlazadores
tienen las siguientes estructuras y abreviaturas (en las que “Ab” es un anticuerpo; p es de 1 a aproximadamente 8,
“Val-Cit” es un dipéptido de valina-citrulina; y “S” es un atomo de azufre:

15
Ab-S_ .~ o
Ne~~Avalcit—n 0 0.0 4.0
Y N 0” OH R
Ab-MC-vc-PAB-MMAF
Ab-S_ -~ o H @ OH
(0] o /O\OJ\'}I,,N;&MH
N~~~ valcit—N o .0 o.o l ()
0] H p
Ab-MC-vc-PAB-MMAE
Ab-S_ o~ o i
H O OH
H
o) o I o.0 o O
: p
2 Ab-MC-MMAE
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Ab-MC-MMAF

Las realizaciones ilustrativas de ADC de Férmula | que comprenden MMAF y diversos componentes enlazadores
incluyen ademas Ab-MC-PAB-MMAF y Ab-PAB-MMAF. Resulta interesante que se ha mostrado que los
inmunoconjugados que comprenden MMFA unido con un anticuerpo por un enlazador que no es proteoliticamente
escindible poseen actividad comparable con inmunoconjugados que comprenden MMAF unido con un anticuerpo
por un enlazador proteoliticamente escindible. Véase, Doronina et al. (2006) Bioconjugate Chem. 17: 114-124. En
dichos casos, se cree que la liberacion de farmacos se efectia por degradacion de anticuerpos en la célula. Misma
referencia.

Normalmente, pueden prepararse restos farmacoldgicos basados en péptidos formando un enlace peptidico entre
dos 0 mas aminoacidos y/o fragmentos peptidicos. Dichos enlaces peptidicos pueden prepararse, por ejemplo, de
acuerdo con el método de sintesis de fase liquida (véase, E. Schroder y K. Liibke, “The Peptides”, volumen 1, pp 76-
136, 1965, Academic Press) que se conoce bien en el campo de la quimica peptidica. Pueden prepararse restos
farmacologicos de auristatina/dolastatina de acuerdo con los métodos de: documento US 2005-0238649 A1; Patente
de Estados Unidos N° 5635483; Patente de Estados Unidos N° 5780588; Pettit et al (1989) J. Am. Chem. Soc. 111:
5463-5465; Pettit et al (1998) AntiCancer Drug Design 13:243-277; Pettit, G.R., et al. Synthesis, 1996, 719-725;
Pettit et al (1996) J. Chem. Soc. Perkin Trans. 1 5: 859-863; y Doronina (2003) Nat. Biotechnol. 21(7): 778-784.

En particular, pueden prepararse restos farmacologicos de auristatina/dolastatina de férmula Dr, tales como MMAF y
derivados de los mismos, usando métodos descritos en el documento US 2005-0238649 A1 y Doronina et al. (2006)
Bioconjugate Chem. 17: 114-124. Pueden prepararse restos farmacol6gicos de auristatina/dolastatina de férmula De,
tales como MMAE vy derivados de los mismos, usando métodos descritos en Doronina et al. (2003) Nat. Biotech. 21:
778-784. Pueden sintetizarse convenientemente restos de enlazador-farmaco MC-MMAF, MC-MMAE, MC-vc-PAB-
MMAF y MC-vc-PAB-MMAE por métodos rutinarios, por ejemplo, como se describen en Doronina et al. (2003) Nat.
Biotech. 21: 778-784, y Publicaciéon de Solicitud de Patente N° US 2005/0238649 A1, y después conjugarse con un
anticuerpo de interés.

Carga farmacolégica

La carga farmacolégica se representa por p y es el nimero medio de restos farmacolégicos por anticuerpo en una
molécula de Férmula I. La carga farmacolégica puede variar de 1 a 20 restos farmacologicos (D) por anticuerpo. Los
ADC de Formula | incluyen colecciones de anticuerpos conjugados con una serie de restos farmacolégicos, de 1 a
20. El namero medio de restos farmacolégicos por anticuerpo en preparaciones de ADC de reacciones de
conjugaciéon puede caracterizarse por medios convencionales tales como espectroscopia de masas, ensayo de
ELISA y HPLC. La distribucion cuantitativa de ADC con respecto a p también puede determinarse. En algunos
casos, puede conseguirse separacion, purificacion y caracterizaciéon de ADC homogéneo en el que p es un cierto
valor de ADC con otras cargas farmacologicas por medios tales como HPLC de fase inversa o electroforesis.

Para algunos conjugados de anticuerpo-farmaco, p puede limitarse por el nimero de sitios de unién en el anticuerpo.
Por ejemplo, cuando la union es un tiol de cisteina, como en las realizaciones ilustrativas anteriores, un anticuerpo
puede tener solamente uno o varios grupos de tiol de cisteina, o puede tener solamente uno o varios grupos de tiol
suficientemente reactivos mediante los cuales puede unirse un enlazador. En ciertas realizaciones, la mayor carga
farmacolégica, por ejemplo p >5 puede provocar agregacion, insolubilidad, toxicidad o pérdida de permeabilidad
celular de ciertos conjugados de anticuerpo-farmaco. En ciertas realizaciones, la carga farmacolégica para un ADC
de la invencion varia de 1 a aproximadamente 8; de aproximadamente 2 a aproximadamente 6; de
aproximadamente 3 a aproximadamente 5; de aproximadamente 3 a aproximadamente 4; de aproximadamente 3,1
a aproximadamente 3,9; de aproximadamente 3,2 a aproximadamente 3,8; de aproximadamente 3,2 a
aproximadamente 3,7; de aproximadamente 3,2 a aproximadamente 3,6; de aproximadamente 3,3 a
aproximadamente 3,8; o de aproximadamente 3,3 a aproximadamente 3,7. De hecho, se ha mostrado que para
ciertos ADC, la relacion 6ptima de restos farmacoldgicos por anticuerpo puede ser menor de 8, y puede ser de
aproximadamente 2 a aproximadamente 5. Véase, documento US 2005-0238649 A1.

En ciertas realizaciones, se conjugan menos que el maximo teérico de restos farmacolégicos con un anticuerpo
durante una reaccion de conjugacion. Un anticuerpo puede contener, por ejemplo, restos de lisina que no reaccionan
con el intermedio enlazador-farmaco o reactivo enlazador, como se analiza posteriormente. Solamente los grupos de
lisina mas reactivos pueden reaccionar con un reactivo de enlazador sensible a amina. Generalmente, los
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anticuerpos no contienen muchos grupos de tiol de cisteina libres y reactivos que puedan enlazarse con un resto
farmacologico; de hecho la mayoria de los restos de tiol de cisteina en anticuerpos existen como enlaces disulfuro.
En ciertas realizaciones, un anticuerpo puede reducirse con un agente reductor tal como ditiotreitol (DTT) o
tricarboniletilfosfina (TCEP), en condiciones reductoras parciales o totales, para generar grupos de tiol de cisteina
reactivos. En ciertas realizaciones, un anticuerpo se somete a condiciones desnaturalizantes para revelar grupos
nucledfilos reactivos tales como lisina o cisteina.

La carga (relacion de farmaco/anticuerpo) de un ADC puede controlarse de diferentes maneras, por ejemplo: (i)
limitando el exceso molar de intermedio enlazador-farmaco o reactivo enlazador en relacion con el anticuerpo, (ii)
limitando el tiempo de reaccion de conjugacion o la temperatura, (iii) condiciones reductoras parciales o limitantes
para modificacién de tiol de cisteina, (iv) modificando por ingenieria genética mediante técnicas recombinantes la
secuencia de aminoacidos del anticuerpo de modo que el nimero y posicién de los restos de cisteina se modifique
para control del nimero y/o posicion de uniones de farmaco-enlazador (tales como tioMab o tioFab preparados
como se desvela en la presente memoria y en el documento W02006/034488).

Debe entenderse que cuando mas de un grupo nucledfilo reacciona con un intermedio de enlazador-farmaco o
reactivo enlazador seguido de reactivo de resto farmacoloégico, entonces el producto resultante es una mezcla de
compuestos de ADC con una distribucion de uno o mas restos farmacolégicos unidos a un anticuerpo. El nimero
medio de farmacos por anticuerpo puede calcularse a partir de la mezcla de un ensayo de anticuerpo de ELISA
doble, que es especifico para el anticuerpo y especifico para el farmaco. Pueden identificarse moléculas de ADC
individuales en la mezcla por espectrocospia de masas y separarse por HPLC, por ejemplo, cromatografia de
interaccion hidrofoba (véase, por ejemplo, Hamblett, K.J., et al. “Effect of drug loading on the pharmacology,
pharmacokinetics, and toxicity of an anti-CD30 antibody-drug conjugate”, N® de Resumen 624, American Association
for Cancer Research, 2004 Annual Meeting, 27-31 de marzo de 2004, Proceedings of the AACR, Volumen 45, marzo
de 2004; Alley, S.C., et al. “Controlling the location of drug attachment in antibody-drug conjugates”’, Resumen N°
627, American Association for Cancer Research, 2004 Annual Meeting, 27-31 de marzo de 2004, Proceedings of the
AACR, Volumen 45, marzo de 2004). En ciertas realizaciones, puede aislarse un ADC con un unico valor de carga
de la mezcla de conjugacion por electroforesis o cromatografia.

Ciertos métodos para preparar inmunoconjugados

Puede prepararse un ADC de Férmula | por varias rutas empleando reacciones quimicas organicas, condiciones y
reactivos conocidos por los expertos en la materia, incluyendo: (1) reaccién de un grupo nucledfilo de un anticuerpo
con un reactivo enlazador bivalente para formar Ab-L mediante un enlace covalente, seguido de reaccién con un
resto farmacoloégico D; y (2) reaccion de un grupo nucledfilo de un resto farmacolégico con un reactivo enlazador
bivalente, para formar D-L, mediante un enlace covalente, seguido de reaccién con un grupo nucledéfilo de un
anticuerpo. Se describen métodos ilustrativos para preparar un ADC de Férmula | mediante esta ultima via en el
documento US 20050238649 A1, que se incorpora expresamente en la presente memoria por referencia.

Los grupos nucledfilos en anticuerpos incluyen, pero sin limitacién: (i) grupos de amina N-terminal, (ii) grupos de
amina de cadena lateral, por ejemplo lisina, (iii) grupos de tiol de cadena lateral, por ejemplo cisteina y (iv) grupos
amino o hidroxilo de azucar en los que el anticuerpo esta glicosilado. Los grupos de amina, tiol e hidroxilo son
nucledfilos y capaces de reaccionar para formar enlaces covalentes con grupos electréfilos en restos enlazadores y
reactivos enlazadores incluyendo: (i) ésteres activos tales como ésteres de NHS, ésteres de HOBt, haloformatos y
haluros acidos; (ii) alquil y bencil haluros tales como haloacetamidas; (iii) aldehidos, cetonas, grupos carboxilo y
maleimida. Ciertos anticuerpos tienen disulfuros intercatenarios reducibles, es decir enlaces de cisteina. Los
anticuerpos pueden hacerse reactivos para conjugacién con reactivos enlazadores mediante tratamiento con un
agente reductor tal como DTT (ditiotreitol) o tricarboniletilfosfina (TCEP), de modo que el anticuerpo se reduzca total
o parcialmente. Cada enlace de cisteina formara de este modo, teéricamente, dos nucledfilos de tiol reactivos. Como
alternativa, pueden introducirse grupos sulfhidrilo en anticuerpos mediante modificacién de restos de lisina, por
ejemplo, haciendo reaccionar restos de lisina con 2-iminotiolano (reactivo de Traut), dando como resultado la
conversion de una amina en un tiol. Pueden introducirse grupos de tiol reactivos en un anticuerpo introduciendo uno,
dos, tres, cuatro o mas restos de cisteina (por ejemplo, preparando anticuerpos variantes que comprenden uno o
mas restos de aminoacidos de cisteina no nativos).

También producirse conjugados de anticuerpo-farmaco de la invencion mediante reacciéon entre un grupo electrofilo
en un anticuerpo, tal como un grupo carbonilo de aldehido o cetona, con un grupo nucledéfilo en un reactivo
enlazador o farmaco. Los grupos nucleéfilos utiles en un reactivo enlazador incluyen, pero sin limitacién, hidrazida,
oxima, amino, hidrazina, tiosemicarbazona, carboxilato de hidrazina y arilhidrazida. En una realizacién, un anticuerpo
se modifica para introducir restos electréfilos que son capaces de reaccionar con sustituyentes nucledfilos en el
reactivo enlazador o farmaco. En otra realizacion, los azlcares de anticuerpos glicosilados pueden oxidarse, por
ejemplo, con reactivos oxidantes de peryodato, para formar grupos aldehido o cetona que pueden reaccionar con el
grupo amina de reactivos enlazadores o restos farmacolégicos. Los grupos basicos de Schiff de imina resultantes
pueden formar un enlace estable, o pueden reducirse, por ejemplo, por reactivos de borohidruro para formar enlaces
de amina estables. En una realizacién, la reaccién de la parte de carbohidrato de un anticuerpo glicosilado con
galactosa oxidasa o meta-peryodato sédico puede producir grupos carbonilo (aldehido y cetona) en el anticuerpo
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que pueden reaccionar con grupos apropiados en el farmaco (Hermanson, Bioconjugate Techniques). En otra
realizacién, los anticuerpos que contienen restos de serina o treonina N-terminales pueden reaccionar con meta-
peryodato sodico, dando como resultado la produccién de un aldehido en lugar del primer aminoacido (Geoghegan
& Stroh, (1992) Bioconjugate Chem. 3: 138-146; documento US 5362852). Dicho aldehido puede reaccionar con un
resto farmacoloégico o nucleéfilo enlazador.

Los grupos nucleoéfilos en un resto farmacolégico incluyen, pero sin limitacién: grupos amina, tiol, hidroxilo, hidracida,
oxima, hidracina, tiosemicarbazona, carboxilato de hidracina y arilhidracida capaces de reaccionar para formar
enlaces covalentes con grupos electréfilos en restos enlazadores y reactivos enlazadores incluyendo: (i) ésteres
activos tales como ésteres de NHS, ésteres de HOBt, haloformatos y haluros acidos; (ii) alquil y bencil haluros tales
como haloacetamidas; (jii) aldehidos, cetonas, grupos carboxilo y maleimida.

Los compuestos de la invenciéon contemplan expresamente, pero sin limitacion, ADC preparado con los siguientes
reactivos de reticulacion: BMPS, EMCS, GMBS, HBVS, LC-SMCC, MBS, MPBH, SBAP, SIA, SIAB, SMCC, SMPB,
SMPH, sulfo-EMCS, sulfo-GMBS, sulfo-KMUS, sulfo-MBS, sulfo-SIAB, sulfo-SMCC, y sulfo-SMPB, y SVSB
(succinimidil-(4-vinilsulfona)benzoato) que estan disponibles en el mercado (por ejemplo, de Pierce Biotechnology,
Inc., Rockford, IL., Estados Unidos; véase paginas 467-498, 2003-2004 Applications Handbook and Catalog.

También pueden prepararse inmunoconjugados que comprenden un anticuerpo y un agente citotéxico usando una
diversidad de agentes de acoplamiento de proteinas bifuncionales tales como N-succinimidil-3-(2-piridilditio)
propionato (SPDP), succinimidil-4-(N-maleimidometil) ciclohexano-1-carboxilato (SMCC), iminotiolano (IT), derivados
bifuncionales de imidoésteres (tales como dimetil adipimidato HCI), ésteres activos (tales como disuccinimidil
suberato), aldehidos (tales como glutaraldehido), compuestos de bis-azido (tales como bis (p-azidobenzoil)
hexanodiamina), derivados de bis-diazonio (tales como bis-(p-diazoniobenzoil)-etilendiamina), diisocianatos (tales
como tolueno 2,6-diisocianato) y compuestos de fluor bis activos (tales como 1,5-difluoro-2,4-dinitrobenceno). Por
ejemplo, puede prepararse una inmunotoxina de ricina como se describe en Vitetta et al., Science 238: 1098 (1987).
El acido 1-isotiocionatobencil-3-metildietilentriaminopetaacético marcado en carbono 14 (MX-DTPA) es un agente
quelante ilustrativo para conjugacién de radionucleétido con el anticuerpo. Véase documento W094/11026.

Como alternativa, puede prepararse una proteina de fusiéon que comprende un anticuerpo y un agente citotéxico, por
ejemplo, mediante técnicas recombinantes o sintesis peptidica. Una molécula de ADN recombinante puede
comprender regiones que codifican el anticuerpo y partes citotoxicas del conjugado adyacentes entre si o0 separadas
por una region que codifica un péptido enlazador que no destruye las propiedades deseadas del conjugado.

En otra realizacion mas, un anticuerpo puede conjugarse con un “receptor” (tal como estreptavidina) para utilizacion
en predireccién tumoral en la que el conjugado de anticuerpo-receptor se administra al paciente, seguido de retirada
de conjugado no unido de la circulaciéon usando un agente de eliminacion y después administracién de un “ligando”
(por ejemplo, avidina) que se conjuga con un agente citotoxico (por ejemplo, un radionucleétido).

2. Inmunoconjugados ilustrativos - conjugados de farmaco y anticuerpo-tio

Preparacion de anticuerpos anti CD22 modificados por ingenieria genética con cisteina

Se prepara ADN que codifica una variante de secuencia de aminoacidos de los anticuerpos anti CD22 modificados
por ingenieria genética con cisteina y anticuerpos anti CD22 parentales por una diversidad de métodos que incluyen,
pero sin limitacion, aislamiento de una fuente natural (en el caso de variantes de secuencias de aminoacidos de
origen natural), preparacion por mutagénesis dirigida (o mediada por oligonucleétidos) (Carter (1985) et al Nucleic
Acids Res. 13: 4431-4443; Ho et al (1989) Gene (Amst.) 77: 51-59; Kunkel et al (1987) Proc. Natl. Acad. Sci. USA
82:488; Liu et al (1998) J. Biol. Chem. 273: 20252-20260), mutagénesis por PCR (Higuchi, (1990) en PCR Protocols,
pp.177-183, Academic Press; Ito et al (1991) Gene 102:67-70; Bernhard ef al (1994) Bioconjugate Chem. 5: 126-
132; y Vallette et al (1989) Nuc. Acids Res. 17: 723-733) y mutagénesis de casete (Wells et al (1985) Gene 34: 315-
323) de un ADN preparado previamente que codifica el polipéptido. Estan disponibles en el mercado protocolos, kits
y reactivos de mutagénesis, por ejemplo, Kit de Mutagénesis Directa de Multiples Sitios QuikChanget® (Stratagene,
La Jolla, CA). También pueden generarse mutaciones individuales por mutagénesis dirigida a oligonucleétidos
usando ADN plasmidico bicatenario como molde por mutagénesis basada en PCR (Sambrook y Russel, (2001)
Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 32 edicion; Zoller et al (1983) Methods Enzymol. 100: 468-500; Zoller, M. J.
y Smith, M. (1982) Nucl. Acids Res. 10: 6487-6500). Pueden construirse variantes de anticuerpos recombinantes
también mediante manipulacion de fragmentos de restriccion o por PCR de extensién solapante con oligonucleétidos
sintéticos. Los cebadores mutagénicos codifican el reemplazo o los reemplazos de codones de cisteina. Pueden
emplearse técnicas de mutagénesis convencionales para generar ADN que codifica dichos anticuerpos modificados
por ingenieria genética con cisteina mutantes (Sambrook et al Molecular Cloning, A Laboratory Manual, Cold Spring
Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N. Y., 1989; y Ausubel et al Current Protocols in Molecular Biology,
Greene Publishing and Wiley-Interscience, Nueva York, N. Y., 1993).

Puede usarse tecnologia de presentacion de fagos (McCafferty et al (1990) Nature 348: 552-553) para producir
anticuerpos humanos anti CD22 y fragmentos de anticuerpo in vitro, a partir de repertorios de genes de dominio
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variable (V) de inmunoglobulina de donantes no inmunizados. De acuerdo con esta técnica, se clonan genes de
dominio V de anticuerpo en fase en un gen de proteina de cubierta mayor o menor de un bacteriéfago filamentoso,
tal como M13 o fd, y se presentan como fragmentos de anticuerpos funcionales en la superficie de la particula de
fago. Debido a que la particula filamentosa contiene una copia de ADN monocatenaria del genoma del fago, las
selecciones basadas en las propiedades funcionales del anticuerpo también dan como resultado la seleccion del gen
que codifica el anticuerpo que muestra esas propiedades. Por lo tanto, el fago imita algunas de las propiedades del
linfocito B (Johnson et al (1993) Current Opinion in Structural Biology 3: 564-571; Clackson ef al (1991) Nature, 352:
624-628; Marks et al (1991) J. Mol. Biol. 222: 581-597; Griffith et al (1993) EMBO J. 12: 725-734; documentos US
5565332; US 5573905; US 5567610; US 5229275).

Pueden sintetizarse quimicamente anticuerpos anti CD22 usando metodologia de sintesis de olipéptidos conocida o
pueden prepararse y purificarse usando tecnologia recombinante. La secuencia de aminoacidos apropiada, o partes
de la misma, puede producirse por sintesis peptidica directa usando técnicas de fase solida (Stewart et al., Solid-
Phase Peptide Synthesis (1969) W. H. Freeman Co., San Francisco, CA; Merrifield, (1963) J. Am. Chem. Soc., 85:
2149-2154). Puede realizarse sintesis proteica in vitro usando técnicas manuales o por automatizacion. Puede
conseguirse sintesis de fase solida automatica, por ejemplo, empleando aminoacidos protegidos con Fmoc o t-BOC
y usando un sintetizador peptidico de Applied Biosystems (Foster City, CA) usando las instrucciones del fabricante.
Pueden sintetizarse quimicamente diversas partes del anticuerpo anti CD22 o polipéptido de CD22 por separado y
combinarse usando métodos quimicos o enzimaticos para producir el anticuerpo anti CD22 o polipéptido del CD22
deseado.

Se han desarrollado diversas técnicas para la produccion de fragmentos de anticuerpo. Tradicionalmente, estos
fragmentos se derivaron mediante digestion proteolitica de anticuerpos intactos (Morimoto et al (1992) Journal of
Biochemical and Biophysical Methods 24: 107-117; y Brennan ef al (1985) Science, 229: 81) o se produjeron
directamente por células hospedadoras recombinantes. Los fragmentos de anticuerpo anti CD22 Fab, Fv y ScFv
pueden expresarse todos en y secretarse de E. coli, permitiendo de este modo la produccion facil de grandes
cantidades de estos fragmentos. Pueden aislarse fragmentos de anticuerpo de las bibliotecas de fagos de
anticuerpos analizadas en la presente memoria. Como alternativa, pueden recuperarse directamente fragmentos
Fab’-SH de E. coli y acoplarse quimicamente para formar fragmentos F(ab’)2 (Carter et al (1992) Bio/Technology 10:
163-167) o aislarse directamente de cultivo de células hospedadoras recombinantes. El anticuerpo anti CD22 puede
ser un fragmento Fv de cadena sencilla (scFv) (documentos WO 93/16185; US 5571894; US. 5587458). El
fragmento de anticuerpo anti CD22 también puede ser un “anticuerpo lineal” (documento US 5641870). Dichos
fragmentos del anticuerpo lineales pueden ser monoespecificos o biespecificos.

La descripcién a continuacion se refiere principalmente a la produccién de anticuerpos anti CD22 cultivando células
trasformadas o transfectadas con un vector que contiene acido nucleico codificante de anticuerpo anti CD22. EI ADN
que codifica anticuerpos anti CD22 puede obtenerse de una biblioteca de ADNc preparada a partir del tejido que se
cree que posee el ARNm del anticuerpo anti CD22 y que lo expresa a un nivel detectable. En consecuencia, el ADN
de polipéptido CD22 o anticuerpo anti CD22 humano puede obtenerse convenientemente de una biblioteca de ADNc
preparada a partir de tejido humano. El gen que codifica anticuerpo anti CD22 también puede obtenerse de una
biblioteca gendmica o por procedimientos de sintesis conocidos (por ejemplo, sintesis de acido nucleico automatica).

Los métodos de disefio, seleccion y preparacion permiten anticuerpos anti CD22 modificados por ingenieria genética
con cisteina que son reactivos con funcionalidad electréfila. Estos métodos permiten ademas compuestos
conjugados con anticuerpo tales como compuestos de conjugados de anticuerpo-farmaco (ADC) con moléculas
farmacologicas en sitios designados, disefiados, selectivos. Los restos de cisteina reactivos en una superficie de
anticuerpo permiten conjugar especificamente un resto farmacolégico mediante un grupo reactivo de tiol tal como
maleimida o haloacetilo. La reactividad nucleéfila de la funcionalidad de tiol de un resto de Cys con un grupo de
maleimida es aproximadamente 1000 veces mayor en comparacion con cualquier otra funcionalidad de aminoacido
en una proteina, tal como un grupo amino de restos de lisina del grupo amino N terminal. La funcionalidad especifica
de tiol en reactivos de yodoacetilo y maleimida puede reaccionar con grupos amina, pero se requieren pH mayor
(>9,0) y tiempos de reaccion mas largos (Garman, 1997, Non-Radioactive Labelling: A Practical Approach, Academic
Press, Londres). La cantidad de tiol libre en una proteina puede estimarse por el ensayo convencional de Ellman. La
inmunoglobulina M es un ejemplo de un pentamero ligado a disulfuro, mientras que la inmunoglobulina G es un
ejemplo de una proteina con enlaces disulfuro internos que unen las subunidades entre si. En proteinas tales como
estas, se requiere reduccion de los enlaces disulfuro con un reactivo tal como ditiotreitol (DTT) o selenol (Singh et al
(2002) Anal. Biochem. 304: 147-156) para generar el tiol libre reactivo. Este enfoque puede dar como resultado
pérdida de estructura terciaria y especificidad de unién a antigeno del anticuerpo.

El ensayo de Pheselector (ELISA de Fagos para Selecciéon de Tioles Reactivos) permite la deteccién de grupos de
cisteina reactivos en anticuerpos en un formato de fago de ELISA ayudando de este modo al disefio de anticuerpos
modificados por ingenieria genética con cisteina (documento WO 2006/034488). El anticuerpo modificado por
ingenieria genética con cisteina se usa para recubrir superficies de pocillos, seguido de incubacion con particulas de
fago, adicion de anticuerpo secundario marcado con HRP y deteccién de absorbancia. Las proteinas mutantes
presentadas en fagos pueden explorarse de una manera rapida, robusta y de alto rendimiento. Pueden producirse
bibliotecas de anticuerpos modificados por ingenieria genética con cisteina y someterse a selecciéon de unioén usando
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el mismo enfoque para identificar de forma apropiada sitios reactivos de incorporacién de Cys libre de bibliotecas de
fagos-proteina aleatorias de anticuerpos u otras proteinas. Esta técnica incluye hacer reaccionar proteinas mutantes
para cisteina presentadas en fagos con un reactivo de afinidad o grupo indicador que también es reactivo a tiol.

El ensayo de PHESELECTOR permite la exploraciéon de grupos de tiol reactivos en anticuerpos. La identificacion de
la variante A121C por este método es ilustrativa. La molécula Fab completa puede buscarse eficazmente para
identificar mas variantes de TioFab con grupos tiol reactivos. Se empled un parametro, accesibilidad de superficie
fraccional, para identificar y modificar la accesibilidad del disolvente a los restos de aminoacidos en un polipéptido.
La accesibilidad de superficie puede expresarse como el area de superficie (A2) que puede ponerse en contacto con
una molécula de disolvente, por ejemplo agua. El espacio ocupado de agua es aproximadamente como una esfera
de 1,4 A de radio. Esta disponible libremente o puede licenciarse software (Secretary to CCP4, Daresbury
Laboratory, Warrington, WA4 4AD, Reino Unido, Fax: (+44) 1925 603825, o por Internet:
www.ccp4.ac.uk/dist/html/INDEX.html) como el grupo CCP4 de programas de cristalografia que emplea algoritmos
para calcular la accesibilidad de superficie de cada aminoacido de una proteina con coordenadas derivadas de
cristalografia de rayos x conocidas (“The CCP4 Suite: Programs for Protein Crystallography” (1994) Acta. Cryst. D50:
760-763). Dos médulos de software ilustrativos que realizan calculos de accesibilidad de superficie son “AREAIMOL”
y “SURFACE”, basados en los algoritmos de B. Lee y F. M. Richards (1971) J. Mol. Biol. 55: 379-400. AREAIMOL
define la superficie accesible al disolvente de una proteina como el locus del centro de una esfera sonda (que
representa una molécula de disolvente) a medida que rueda sobre la superficie de Van der Waals de la proteina.
AREAIMOL calcula el area de superficie accesible al disolvente generando puntos de superficie en una esfera
extendida sobre cada atomo (a una distancia del centro del atomo igual a la suma de los radios del atomo y la
sonda) y eliminando los que quedan dentro de esferas equivalentes asociadas con atomos cercanos. AREAIMOL
encuentra el area accesible del disolvente de 4tomos en un archivo de coordenadas de PDB, y resume el area
accesible por resto, por cadena y para la molécula completa. Las areas accesibles (o diferencias de areas) para
atomos individuales pueden escribirse en un archivo de salida seudo PDB. AREAIMOL asume un Unico radio para
cada elemento, y solamente reconoce un namero limitado de elementos diferentes.

AREAIMOL y SURFACE presentan accesibilidades absolutas, es decir el numero de Angstroms (A) cuadrados. La
accesibilidad de superficie fraccional se calcula por referencia a un estado patrén relevante para un aminoacido
dentro de un polipéptido. El estado de referencia es el tripéptido Gly-X-Gly, en el que X es el aminoacido de interés,
y el estado de referencia deberia ser una conformacion “extendida”, es decir como las de cadenas beta. La
conformacién extendida maximiza la accesibilidad de X. Un area accesible calculada se divide por el area accesible
en un estado de referencia de tripéptido Gly-X-Gly y presenta el cociente, que es la accesibilidad fraccional. El
porcentaje de accesibilidad es la accesibilidad fraccional multiplicada por 100. Otro algoritmo ilustrativo para calcular
la accesibilidad de superficie se basa en el modulo SOLV del programa xsae (Broger, C., F. Hoffman-LaRoche,
Basilea) que calcula la accesibilidad fraccional de un resto de aminoacido a una esfera de agua basandose en las
coordenadas de rayos x del polipéptido. La accesibilidad de superficie fraccional para cada aminoacido en un
anticuerpo puede calcularse usando informacion de estructura cristalina disponible (Eigenbrot et al. (1993) J Mol
Biol. 229: 969-995).

El ADN que codifica los anticuerpos modificados por ingenieria genética con cisteina se aisla facilmente y se
secuencia usando procedimientos convencionales (por ejemplo, usando sondas oligonucleotidicas que son capaces
de unirse especificamente con genes que codifican las cadenas pesada y ligera de anticuerpos murinos). Las
células de hibridoma actian como una fuente de dicho ADN. Una vez aislado, el ADN puede colocarse en vectores
de expresién, que se transfectan después en células hospedadoras tales como células de E. coli, células COS de
simio, células de Ovario de Hamster Chino (CHO), u otras células hospedadoras de mamifero tales como células de
mieloma (documentos US 5807715; US 2005/0048572; US 2004/0229310) que no producen de otro modo la
proteina de anticuerpo, para obtener la sintesis de anticuerpos monoclonales en las células hospedadoras
recombinantes.

Después del disefio y seleccién, pueden producirse anticuerpos modificados por ingenieria genética con cisteina,
por ejemplo TioFab, con los restos de Cys no emparejados altamente reactivos introducidos por ingenieria genética
mediante: (i) expresion en un sistema bacteriano, por ejemplo de E. coli (Skerra et al (1993) Curr. Opinion in
Immunol. 5: 256-262; Pluckthun (1992) Immunol. Revs. 130: 151-188) o un sistema de cultivo de células de
mamifero (documento WO 01/00245), por ejemplo células de Ovario de Hamster Chino (CHO); y (i) purificacién
usando técnicas de purificacién de proteinas habituales (Lowman et al (1991) J. Biol. Chem. 266(17): 10982-10988).

Los grupos tiol de Cys introducida por ingenieria genética reaccionan con reactivos enlazadores electroéfilos e
intermedios de enlazador-farmaco para formar conjugados de farmaco y anticuerpo modificados por ingenieria
genética con cisteina y otros anticuerpos modificados por ingenieria genética con cisteina marcados. Los restos de
Cys de anticuerpos modificados por ingenieria genética con cisteina, y presentes en los anticuerpos parentales, que
se emparejan y forman enlaces disulfuro intercatenarios e intracatenarios no tienen ningiin grupo tiol reactivo (a no
ser que se traten con un agente reductor) y no reaccionan con reactivos enlazadores electréfilos o intermedios de
enlazador-farmaco. El resto de Cys recién introducido por ingenieria genética, puede permanecer no emparejado, y
ser capaz de reaccionar con, es decir conjugar con, un reactivo enlazador electréfilo o intermedio de enlazador-
farmaco, tal como farmaco-maleimida. Los intermedios de enlazador-farmaco ilustrativos incluyen: MC-MMAE, MC-
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MMAF, MC-vc-PAB-MMAE y MC-vc-PAB-MMAF. Las posiciones estructurales de los restos de Cys introducidos por
ingenieria genética de las cadenas pesada y ligera se numeran de acuerdo con un sistema de numeracion
secuencial. Este sistema de numeracién secuencial se correlaciona con el sistema de numeraciéon de Kabat (Kabat
et al., (1991) Sequences of Proteins of Imnnunological Interest, 52 Ed. Public Health Service, National Institutes of
Health, Bethesda, MD) que comienza en el extremo N terminal, y difiere del esquema de numeracién de Kabat (fila
inferior) por inserciones indicadas por a, b, c. Usando el sistema de numeracién de Kabat, la secuencia de
aminoacidos lineal real puede contener menos o mas aminoacidos correspondientes a un acortamiento de, insercién
en, una FR o CDR del dominio variable. Los sitios variantes de cadena pesada modificada por ingenieria genética
con cisteina se identifican por la numeracion secuencial y los esquemas de numeracion de Kabat.

En una realizacion, el anticuerpo anti CD22 modificado por ingenieria genética con cisteina se prepara por un
procedimiento que comprende:

(a) reemplazar uno o mas restos de aminoacidos de un anticuerpo anti CD22 parental por cisteina; y

(b) determinar la reactividad de tiol del anticuerpo anti CD22 modificado por ingenieria genética con cisteina
haciendo reaccionar el anticuerpo modificado por ingenieria genética con cisteina con un reactivo sensible a tiol.

El anticuerpo modificado por ingenieria genética con cisteina puede ser mas reactivo que el anticuerpo parental con
el reactivo sensible a tiol.

Los restos de aminoacidos de cisteina libre pueden localizarse en las cadenas pesada o ligera, o en los dominios
constantes o variables. Los fragmentos de anticuerpo, por ejemplo Fab, también pueden obtenerse por ingenieria
genética con uno o mas aminoacidos de cisteina reemplazando aminoacidos del fragmento de anticuerpo, para
formar fragmentos de anticuerpo modificados por ingenieria genética con cisteina.

También se describe un método para preparar (realizar) un anticuerpo anti CD22 modificado por ingenieria genética
con cisteina, que comprende:

(a) introducir uno 0 mas aminoacidos de cisteina en un anticuerpo anti CD22 parental para generar el anticuerpo
anti CD22 modificado por ingenieria genética con cisteina; y

(b) determinar la reactividad de tiol del anticuerpo modificado por ingenieria genética con cisteina con un reactivo
sensible a tiol;

en el que el anticuerpo modificado por ingenieria genética con cisteina es mas reactivo que el anticuerpo parental
con el reactivo sensible a tiol.

La etapa (a) del método para preparar un anticuerpo modificado por ingenieria genética con cisteina puede
comprender:

(i) mutar una secuencia de acido nucleico que codifica el anticuerpo modificado por ingenieria genética con
cisteina;

(i) expresar el anticuerpo modificado por ingenieria genética con cisteina; y

(iii) aislar y purificar el anticuerpo modificado por ingenieria genética con cisteina.
La etapa (b) del método para preparar un anticuerpo modificado por ingenieria genética con cisteina puede
comprender expresar el anticuerpo modificado por ingenieria genética con cisteina en una particula viral

seleccionada de un fago o una particula de fagémido.

La etapa (b) del método para preparar un anticuerpo modificado por ingenieria genética con cisteina también puede
comprender:

(i) hacer reaccionar el anticuerpo modificado por ingenieria genética con cisteina con un reactivo de afinidad
sensible a tiol para generar un anticuerpo modificado por ingenieria genética con cisteina marcado por afinidad; y

(ii) medir la union del anticuerpo modificado por ingenieria genética con cisteina marcado por afinidad con un
medio de captura.

Otro ejemplo es un método para explorar anticuerpos modificados por ingenieria genética con cisteina con
aminoacidos de cisteina no emparejados altamente sensibles para reactividad de tiol que comprende:

(a) introducir uno 0 mas aminoacidos de cisteina en un anticuerpo parental para generar un anticuerpo
modificado por ingenieria genética con cisteina;
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(b) hacer reaccionar el anticuerpo modificado por ingenieria genética con cisteina con un reactivo de afinidad
sensible a tiol para generar un anticuerpo modificado por ingenieria genética con cisteina marcado por afinidad;

(c) medir la unién del anticuerpo modificado por ingenieria genética con cisteina marcado por afinidad con un
medio de captura; y

(d) determinar la reactividad de tiol del anticuerpo modificado por ingenieria genética con cisteina con el reactivo
sensible a tiol.

La etapa (a) del método de exploracion de anticuerpos modificados por ingenieria genética con cisteina puede
comprender:

(i) mutar una secuencia de acido nucleico que codifica el anticuerpo modificado por ingenieria genética con
cisteina;

(i) expresar el anticuerpo modificado por ingenieria genética con cisteina; y

(iii) aislar y purificar el anticuerpo modificado por ingenieria genética con cisteina.
La etapa (b) del método para explorar anticuerpos modificados por ingenieria genética con cisteina puede
comprender expresar el anticuerpo modificado por ingenieria genética con cisteina en una particula viral

seleccionada de un fago o una particula de fagémido.

La etapa (b) del método para explorar anticuerpos modificados por ingenieria genética con cisteina también puede
comprender:

(i) hacer reaccionar el anticuerpo modificado por ingenieria genética con cisteina con un reactivo de afinidad
sensible a tiol para generar un anticuerpo modificado por ingenieria genética con cisteina marcado por afinidad; y

(ii) medir la unién del anticuerpo modificado por ingenieria genética con cisteina marcado por afinidad con un
medio de captura.

Modificacidén por ingenieria genética con cisteina de variantes de IgG 10F4 anti CD22

Se introdujo cisteina en el sitio 118 de cadena pesada (numeracion EU) (equivalente a la posicion 121 de cadena
pesada, numeracion secuencial) en los anticuerpos anti CD22 monoclonales parentales quiméricos de longitud
completa por los métodos de ingenieria genética de cisteina descritos en la presente memoria.

El anticuerpo parental, “Hu 10F4v3 Fc anti CD22 convencional” (secuencia de Cadena Pesada: SEC ID N°: 88,
secuencia de Cadena Ligera: SEC ID N°: 87, Figura 5B) se modificd por ingenieria genética con cisteina para
proporcionar “A118C tio hu 10F4v3 anti CD22” (secuencia de Cadena Pesada: SEC ID N°: 92, secuencia de Cadena
Ligera: SEC ID N°: 91, Figure 17), “S400C tio hu 10F4v3 anti CD22” (secuencia de Cadena Pesada: SEC ID N°: 93,
secuencia de Cadena Ligera: SEC ID N°: 91, Figure 17), o “V205C tio 10F4v3 anti CD22” (secuencia de Cadena
Pesada: SEC ID N°: 88, secuencia de Cadena Ligera: SEC ID N°: 91, Figuras 5By 17).

Estos anticuerpos monoclonales modificados por ingenieria genética con cisteina se expresaron en células CHO
(Ovario de Hamster Chino) por fermentacién transitoria en medio que contenia cisteina 1 mM.

Anticuerpos anti CD22 modificados por ingenieria genética con cisteina marcados

Los anticuerpos anti CD22 modificados por ingenieria genética con cisteina pueden acoplarse de forma especifica
de sitio y eficazmente con un reactivo sensible a tiol. El reactivo sensible a tiol puede ser un reactivo enlazador
multifuncional, un reactivo de captura, es decir de afinidad, marcador (por ejemplo un reactivo enlazador-biotina), un
marcador de deteccién (por ejemplo, un reactivo de fluoréforo), un reactivo de inmovilizacién en fase sélida (por
ejemplo SEPHAROSE™, poliestireno o vidrio) o un intermedio de enlazador-farmaco. Un ejemplo de un reactivo
sensible a tiol es N-etil maleimida (NEM). En una realizacién ilustrativa, la reacciéon de un TioFab con un reactivo de
enlazador-biotina proporciona un TioFab biotinilado por el que puede detectarse y medirse la presencia y reactividad
del resto de cisteina introducido por ingenieria genética. La reaccion de un TioFab con un reactivo enlazador
multifuncional proporciona un TioFab con un enlazador funcionalizado que puede hacerse reaccionar adicionalmente
con un reactivo de restos farmacolégico u otro marcador. La reaccion de un TioFab con un intermedio de enlazador-
farmaco proporciona un conjugado de farmaco TioFab.

Los métodos ilustrativos descritos en la presente memoria pueden aplicarse en general a la identificacion y

produccién de anticuerpos, y mas generalmente, a otras proteinas mediante aplicacién de las etapas de disefio y
exploracion descritas en la presente memoria.
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Dicho enfoque puede aplicarse a la conjugacion de otros reactivos sensibles a tiol en los que el grupo reactivo es,
por ejemplo, una maleimida, una yodaacetamida, un disulfuro de piridilo, u otro compariero de conjugacion sensible
a tiol (Haugland, 2003, Molecular Probes Handbook of Fluorescent Probes and Research Chemicals, Molecular
Probes, Inc.; Brinkley, 1992, Bioconjugate Chem. 3:2; Garman, 1997, Non-Radioactive Labelling: A Practical
Approach, Academic Press, Londres; Means (1990) Bioconjugate Chem. 1:2; Hermanson, G. in Bioconjugate
Techniques (1996) Academic Press, San Diego, pp. 40-55, 643-671). El reactivo sensible a tiol puede ser un resto
farmacolégico, un fluoréforo tal como un colorante fluorescente como fluoresceina o rodamina, un agente quelante
para un metal radioterapéutico o de formacién de imagenes, un marcador peptidilico o no peptidilico o marcador de
deteccién, o un agente modificador de la eliminacion tal como diversos isdmeros de polietilenglicol, un péptido que
se une a un tercer componente u otro carbohidrato o agente lipéfilo.

Usos de anticuerpos anti CD22 modificados por ingenieria genética con cisteina

Los anticuerpos anti CD22 modificados por ingenieria genética con cisteina, y conjugados de los mismos, pueden
encontrar uso como agentes terapéuticos y/o de diagnéstico. La presente divulgacién proporciona ademas métodos
para prevenir, manipular, tratar o aliviar uno o mas sintomas asociados con un trastorno relacionado con linfocitos B.
En particular, la presente divulgacion proporciona métodos para prevenir, manipular, tratar o aliviar uno o mas
sintomas asociados con un trastorno proliferativo celular, tal como cancer, por ejemplo, linfoma, linfoma no de
Hodgkin (NHL), NHL agresivo, NHL agresivo recidivante, NHL indolente recidivante, NHL refractario, NHL indolente
refractario, leucemia linfocitica crénica (CLL), linfoma linfocitico pequefio, leucemia, leucemia por tricoleucitos (HCL),
leucemia linfocitica aguda (ALL) y linfoma de células del manto. La presente divulgacién proporciona ademas
métodos para diagnosticar un trastorno relacionado con CD22 o predisposicién a desarrollar dicho trastorno, asi
como métodos para identificar anticuerpos y fragmentos de anticuerpos de unién a antigeno, que preferentemente
se unen a polipéptidos CD22 asociados con linfocitos B.

Otro aspecto de la presente divulgaciéon se refiere al uso de un anticuerpo anti CD22 modificado por ingenieria
genética con cisteina para la preparacion de un medicamento util en el tratamiento de una afecciéon que es sensible
a un trastorno relacionado con linfocitos B.

Conjugados farmacoldgicos del anticuerpo modificado por ingenieria genética con cisteina (conjugados de farmaco y

anticuerpo-tio)

Otro aspecto de la divulgacion es un compuesto de conjugado de farmaco-anticuerpo que comprende un anticuerpo
anti CD22 modificado por ingenieria genética con cisteina (Ab) y un resto farmacolédgico de auristatina (D) en el que
el anticuerpo modificado por ingenieria genética con cisteina estd unido mediante uno o mas aminoacidos de
cisteina libres por un resto enlazador (L) con D; teniendo el compuesto Férmula I:

Ab-(L-D)p |

enlaquepes1,2 304;yenlaque el anticuerpo modificado por ingenieria genética con cisteina se prepara por un
procedimiento que comprende reemplazar uno o mas restos de aminoacidos de un anticuerpo anti CD22 parental
por uno 0 mas aminoacidos de cisteina libres.

La Figura 10 muestra realizaciones de conjugados de farmaco y anticuerpo anti CD22 modificados por ingenieria
genética con cisteina (ADC) en las que un resto farmacolégico de auristatina estd unido a un grupo de cisteina
introducido por ingenieria genética en: la cadena ligera (LC-ADC); la cadena pesada (HC-ADC); y la regién Fc (Fc-
ADC).

Las ventajas potenciales de conjugados de farmaco y anticuerpo anti CD22 modificados por ingenieria genética con
cisteina incluyen mejor seguridad (mayor indice terapéutico), mejores parametros PK, se conservan los enlaces
disulfuro intercatenarios del anticuerpo que pueden estabilizar el conjugado y conservan su conformacion de unién
activa, se definen los sitios de conjugacién farmacologica y la preparacion de los conjugados de farmaco y
anticuerpo modificado por ingenieria genética con cisteina de conjugacion de anticuerpos modificados por ingenieria
genética con cisteina con reactivos de enlazador-farmaco da como resultado un producto mas homogéneo.

Enlazadores

“Enlazador”, “Unidad Enlazadora” o “eslabén” significa un resto quimico que comprende un enlace covalente o una
cadena de atomos que une covalentemente un anticuerpo con un resto farmacolégico. En diversas realizaciones, un
enlazador se especifica como L. Un “Enlazador” (L) es un resto bifuncional o multifuncional que puede usarse para
unir uno o mas restos farmacolégicos (D) y una unidad de anticuerpo (Ab) para formar conjugados de anticuerpo-
farmaco (ADC) de Férmula I. Los conjugados de anticuerpo-farmaco (ADC) pueden prepararse convenientemente
usando un enlazador que tenga funcionalidad reactiva para unién con el Farmaco y con el Anticuerpo. Un tiol de
cisteina de un anticuerpo modificado por ingenieria genética con cisteina (Ab) puede formar un enlace con un grupo
funcional electréfilo de un reactivo enlazador, un resto farmacolégico o un intermedio de enlazador-farmaco.
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En un aspecto, un Enlazador tiene un sitio reactivo que tiene un grupo electréfilo que es reactivo a una cisteina
nucledfila presente en un anticuerpo. El tiol de cisteina del anticuerpo es reactivo con un grupo electréfilo en un
enlazador y forma un enlace covalente con un enlazador. Los grupos electrofilos dtiles incluyen, pero sin limitacion,
grupos de maleimida y haloacetamida.

Los enlazadores incluyen un radical divalente tal como un alquildiilo, un arileno, un heteroarileno, restos tales como:
-(CR2)nO (CR2)n-, unidades repetidas de alquiloxi (por ejemplo polietilenoxi, PEG, polimetilencoxi) y alquilamino (por
ejemplo polietilenamino, Jeffamine™); un éster diacido y amidas incluyendo succinato, succinamida, diglicolato,
malonato y caproamida.

Los anticuerpos modificados por ingenieria genética con cisteina reaccionan con reactivos enlazadores o
intermedios de enlazador-farmaco, con grupos funcionales electréfilos tales como maleimida o a-halocarbonilo, de
acuerdo con el método de conjugacion en la pagina 766 de Klussman, et al (2004), Bioconjugate Chemistry 15(4):
765-773, y de acuerdo con el protocolo del Ejemplo x.

El enlazador puede estar compuesto de uno o mas componentes enlazadores. Los componentes enlazadores
ilustrativos incluyen 6-maleimidocaproilo (“MC”), maleimidopropanoilo (‘MP”), valina-citrulina (“val-cit” o “vc”),
alanina-fenilalanina (“ala-phe” o “af’), p-aminobenciloxicarbonilo (“PAB”), N-succinimidil 4-(2-piridiltio) pentanoato
(“SPP”), N-succinimidil 4-(N-maleimidometil) ciclohexano-1 carboxilato (“SMCC’), N-Succinimidil (4-yodoacetil)
aminobenzoato (“SIAB”), etilenoxi-CH2CH20- como una o mas unidades repetidas (‘EO” o “PEQO”). Se conocen
componentes enlazadores adicionales en la técnica y algunos se describen en la presente memoria.

En una realizacion, el enlazador L de un ADC tiene la formula:
-Aa-Wy-Yy-
en la que:
-A- es una unidad extensora unida covalentemente con un tiol de cisteina del anticuerpo (Ab); aes 00 1;
cada -W- es independientemente una unidad de Aminoacidos;
w es independientemente un niumero entero que varia de 0 a 12;
-Y- es una unidad Espaciadora unida covalentemente con el resto farmacolégico; y
yes0,102.
Unidad Extensora

La unidad Extensora (-A-), cuando esta presente, es capaz de unir una unidad de anticuerpo con una unidad de
aminoacidos (-W-). A este respecto un anticuerpo (Ab) tiene un grupo funcional que puede formar un enlace con un
grupo funcional de un Extensor. Los grupos funcionales utiles que pueden estar presentes en un anticuerpo, bien de
forma natural o bien mediante manipulacién quimica incluyen, pero sin limitacién, sulfihidrilo (-SH), amino, hidroxilo,
carboxi, el grupo hidroxilo anomérico de un carbohidrato, y carboxilo. En un aspecto, los grupos funcionales y de
anticuerpo son sulfihidrilo o amino. Pueden generarse grupos sulfihidrilo por reduccién de un enlace disulfuro
intramolecular de un anticuerpo. Como alternativa, pueden generarse grupos sulfihidrilo por reaccién de un grupo
amino de un resto de lisina de un anticuerpo usando 2-iminotiolano (reactivos de Traut) y otro reactivo generador de
sulfihidrilo. En una realizacion, un anticuerpo (Ab) tiene un grupo tiol de cisteina libre que puede formar un enlace
con un grupo funcional electréfilo de una unidad extensora. Se representan unidades extensoras ilustrativas en
conjugados de Férmula | por Férmulas Il y Ill, en las que Ab-, -W-, -Y-, -D, w y y son como se ha definido
anteriormente, y R'” es un radical divalente seleccionado de (CH2)r, C3-Cs carbociclilo, O-(CHz):, arileno, (CH2)r-
arileno, -arileno-(CH2)r-, (CH2)-(carbociclilo Cs-Cs), (carbociclilo Csz-Cs)-(CH2)r, heterociclilo C3z-Cs, (CH2)r-
(heterociclilo C3z-Cs), -(heterociclilo C3z-Cs)-(CH2)r-, -(CH2)iC(O)NRP(CH2)-, -(CH2CH20)~, -(CH2CH20)~-CHz-, -
(CH2):C(O)NRP(CH2CH20)r-, -(CH2):C(O)NRNCH2CH20)-CH>-, -(CH2CH20),C(O)NRP (CH2CH20)r-, -
(CH2CH20);C(O)NR®(CH2CH20)-CH>-, y -(CH2CH20),C(O)NRP(CH2)r-; en las que RP es H, alquilo C1-Cs, fenilo, o
bencilo; y r es independientemente un nimero entero que varia de 1 a 10.

El arileno incluye radicales de hidrocarburos aromaticos divalentes de 6-20 atomos de carbono derivados por la
retirada de dos atomos de hidrégeno del sistema de anillo aromatico. Los grupos de arileno tipicos incluyen, pero sin
limitacion, radicales derivados de benceno, benceno sustituido, naftaleno, antraceno, bifenilo y similares.

Los grupos heterociclilo incluyen un sistema de anillo en el que uno o mas atomos de anillo son un heterodtomo, por
ejemplo nitrégeno, oxigeno y azufre. El radical de heterociclo comprende de 1 a 20 atomos de carbono y de 1 a 3
heteroatomos seleccionados de N, O, P y S. Un heterociclo puede ser un monociclo que tenga de 3 a 7 miembros de
anillo (de 2 a 6 atomos de carbono y de 1 a 3 heteroatomos seleccionados de N, O, P y S) o un biciclo que tenga de
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7 a 10 miembros de anillo (de 4 a 9 atomos de carbono y de 1 a 3 heteroatomos seleccionados de N, O, P y S), por
ejemplo: un sistema de biciclo [4,5], [5,5], [5,6] o [6,6]. Se describen heterociclos en Paquette, Leo A.; “Principles of
Modem Heterocyclic Chemistry” (W. A. Benjamin, Nueva York, 1968), particularmente los Capitulos 1, 3,4, 6,7y 9;
“The Chemistry of Heterocyclic Compounds, A series of Monographs” (John Wiley & Sons, Nueva York, 1950 hasta
el presente), en particular los Voliumenes 13, 14, 16, 19y 28; y J. Am. Chem. Soc. (1960) 82: 5566.

Los ejemplos de heterociclos incluyen como ejemplo y sin limitacion piridilo, dihidroipiridilo, tetrahidropiridilo
(piperidilo), tiazolilo, tetrahidrotiofenilo, tetrahidrotiofenilo oxidado con azufre, pirimidinilo, furanilo, tienilo, pirrolilo,
pirazolilo, imidazolilo, tetrazolilo, benzofuranilo, tianaftalenilo, indolilo, indolenilo, quinolinilo, isoquinolinilo,
bencimidazol, piperidinilo, 4-piperidonilo, pirrolidinilo, 2-pirrolidonilo, pirrolinilo,  tetrahidrofuranilo, bis-
tetrahidrofuranilo, tetrahidropiranilo, bis-tetrahidropiranilo, tetrahidroquinolinilo, tetrahidroisoquinolinilo,
decahidroquinolinilo, octahidroisoquinolinilo, azocinilo, triacinilo, 6H-1,2,5-tiadiacinilo, 2H,6H-1,5,2-ditiacinilo, tienilo,
tiantrenilo, piranilo, isobenzofuranilo, cromenilo, xantenilo, fenoxatinilo, 2H-pirrolilo, isotiazolilo, isoxazolilo, piracinilo,
piridacinilo, indolicinilo, isoindolilo, 3H-indolilo, 1H-indazolilo, purinilo, 4H-quinolicinilo, ftalacinilo, naftiridinilo,
quinoxalinilo, quinazolinilo, cinolinilo, pteridinilo, 4Ah-carbazolilo, carbazolilo, B-carbolinilo, fenantridinilo, acridinilo,
pirimidinilo, fenantrolinilo, fenacinilo, fenotiacinilo, furazanilo, fenoxacinilo, isocromanilo, cromanilo, imidazolidinilo,
imidazolinilo, pirazolidinilo, pirazolinilo, piperacinilo, indolinilo, isoindolinilo, quinuclidinilo, morfolinilo, oxazolidinilo,
benzotriazolilo, bencisoxazolilo, oxindolilo, benzoxazolinilo e isatinoilo.

Los grupos de carbociclilo incluyen un anillo saturado o insaturado que tiene de 3 a 7 atomos de carbono como un
monociclo o de 7 a 12 atomos de carbono como un biciclo. Los carbociclos monociclicos tienen de 3 a 6 atomos de
carbono, aun mas normalmente 5 o 6 atomos de anillo. Los carbociclos biciclicos tienen de 7 a 12 atomos de anillo,
por ejemplo dispuestos como un sistema de biciclo [4,5], [5,5], [5,6] o [6,6], o de 9 a 10 atomos de anillo dispuestos
como un sistema de biciclo [5,6] o [6,6]. Los ejemplos de carbociclos monociclicos incluyen ciclopropilo, ciclobutilo,
ciclopentilo, 1-ciclopent-1-enilo, 1-ciclopent-2-enilo, 1-ciclopent-3-enilo, ciclohexilo, 1-ciclohex-1-enilo, 1-ciclohex-2-
enilo, 1-ciclohex-3-enilo, cicloheptilo y ciclooctilo.

Debe entenderse a partir de todas las realizaciones ilustrativas de ADC de Férmula | tales como 1l-VI, que incluso
cuando no se indique expresamente, de 1 a 4 restos farmacologicos estan unidos con un anticuerpo (p = 1-4),
dependiendo del numero de restos de cisteina introducidos por ingenieria genética.

0
Ab—S N—R"7-C(O}—W,,—Y,~D
O
P i}
Ab—S Hz~CONH—R'-C(O)—W,,~Y,—D
P m

Una unidad Extensora de Formula Il ilustrativa se deriva de maleimidocaproilo (MC) en la que R'” es -(CH2)s-:
z O
O

Una unidad Extensora ilustrativa de Férmula Il deriva de maleimido-propanoilo (MP) en la que R'” es -(CH2)2-:

MC
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ﬁi‘(\* "

Otra unidad Extensora ilustrativa de Formula Il en la que R'7 es -(CH2CH20)-CHa2- y r es 2:

MP

0
§ A SN S,
\ T

Otra unidad Extensora ilustrativa de Férmula Il en la que R'7 es -(CH2):C(O)NR?(CH2CH20)-CH2- en la que R° es H

ycadares2: o .
E—QN/\/H\,?/\/O\/\O/\'(%‘L
H O
6]

Una unidad Extensora ilustrativa de Formula Ill en la que R'” es -(CHz2)s-:

f"\./ﬁ\r;,/\/\/ﬁ("k

En otra realizacion, la unidad Extensora esta unida con el anticuerpo anti CD22 modificado por ingenieria genética
con cisteina mediante un enlace disulfuro entre el atomo de azufre de cisteina introducida por ingenieria genética del
anticuerpo y un atomo de azufre de la unida Extensora. Se representa una unidad Extensora representativa de la
presente realizacion por Formula IV, en la que R'7, Ab-, -W-, -Y-, -D, w y y son como se ha definido anteriormente.

MPEG

Ab—S—{—S5—R"—C(O0)—W,,—Y,—D
P v

En otra realizacion mas, el grupo reactivo del Extensor contiene un grupo funcional sensible a tiol que puede formar
un enlace con un tiol de cisteina libre de un anticuerpo. Los ejemplos de grupos funcionales de reaccion a tiol
incluyen, pero sin limitacion, maleimida, a-haloacetilo, ésteres activados tales como ésteres de succinimida, ésteres
de 4-nitrofenilo, ésteres de pentafluorofenilo, ésteres de tetrafluorofenilo, anhidridos, cloruros acidos, cloruros de
sulfonilo, isocianatos e isotiocianatos. Se representan unidades extensoras representativas de la presente
realizacion por las Formulas Va y Vb, en las que -R'"-, Ab-, -W-, -Y-, -D, w y y son como se ha definido
anteriormente;
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Ab— S C(O)NH—R""—C(0)—W,,~Y,— D
p Va

Ab——8-fC(S)NH—R'—C(0)—W,—Y,— D
P Vb

En otra realizacién, el enlazador puede ser un enlazador de tipo dendritico para unién covalente de mas de un resto
farmacolégico mediante un resto enlazador multifuncional, ramificado, con un anticuerpo (Sun et al (2002)
Bioorganic & Medicinal Chemistry Letters 12: 2213-2215; Sun et al (2003) Bioorganic & Medicinal Chemistry 11:
1761-1768; King (2002) Tetrahedron Letters 43: 1987-1990). Los enlazadores dendriticos pueden aumentar la
relacion molar de farmaco y anticuerpo, es decir carga, que se relaciona con la potencia del ADC. Por lo tanto,
cuando un anticuerpo modificado por ingenieria genética con cisteina porta solamente un grupo de tiol de cisteina
reactivo, puede unirse una multitud de restos farmacoldgicos mediante un enlazador dendritico.

Unidad de aminoacidos

El enlazador puede comprender restos de aminoacidos. La unidad de Aminoacidos (-Ww-), cuando esta presente,
une el anticuerpo (Ab) con el resto farmacolégico (D) del conjugado de farmaco-anticuerpo modificado por ingenieria
genética con cisteina (ADC) de la invencién.

-Ww- es una unidad de dipéptido, tripéptido, tetrapéptido, pentapéptido, hexapéptido, heptapéptido, octapéptido,
nonapéptido, decapéptido, undecapéptido o dodecapéptido. Los restos de aminoacidos que comprenden la unidad
de aminoécidos incluyen los de origen natural, asi como aminoacidos menores y analogos de aminoacidos de origen
no natural, tales como citrulina. Cada unidad de -W- independientemente tiene la formula indicada posteriormente
entre corchetes y w es un numero entero que varia de 0 a 12:

en la que R'® es hidrégeno metilo, isopropilo, isobutilo, sec-butilo, bencilo, p-hidroxibencilo, -CH20OH, -CH(OH)CHs, -
CH2CH2SCHs, -CH2CONH2z, -CH2COOH,-CH2CH2CONH2, -CH2CH2COOH, -(CH2)sNHC(=NH)NH2, -(CHz2)sNHz,-
(CH2)sNHCOCHs, -(CH2)sNHCHO, -(CH2)4sNHC(=NH)NH2, -(CH2)4NH2,-(CH2)4aNHCOCHz3,-(CH2)sANHCHO, -
(CH2)sNHCONHz, -(CH2)aNHCONHz,-CH2CH2CH(OH)CH2NH2, 2-piridilmetilo-, 3-piridilmetilo-, 4-piridilmetilo-, fenilo,
ciclohexilo,
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Cuando R'® es distinto de hidrogeno, el atomo de carbono al que esta unido R'® es quiral. Cada atomo de carbono
con el que esta unido R'® esta independientemente en la configuracion (S) o (R), o una mezcla racémica. Las
unidades de aminoacidos pueden por lo tanto ser enantioméricamente puras, racémicas o diastereoméricas.

Las unidades de Aminoacidos -W ilustrativas incluyen un dipéptido, un tripéptido, un tetrapéptido o un pentapéptido.
Los dipéptidos ilustrativos incluyen: valina-citrulina (vc o val-cit), alanina-fenilalanina (af o ala-phe). Los tripéptidos
ilustrativos incluyen: glicina-valina-citrulina (gly-val-cit) y glicina-glicina-glicina (gly-gly-gly). Los restos de
aminoacidos que comprenden un componente enlazador de aminoacidos incluyen los de origen natural, asi como
aminoacidos menores y analogos de aminoacidos de origen no natural, tales como citrulina.

La unidad de Aminoacidos puede escindirse enzimaticamente por una o mas enzimas, incluyendo una proteasa
asociada a tumor, para liberar el resto farmacolégico (-D), que en una realizacion esta protonado in vivo tras la
liberacion para proporcionar un farmaco (D). Pueden disefiarse y optimizarse componentes enlazadores de
aminoacidos en su selectividad por escisién enzimatica por una enzima particular, por ejemplo, una proteasa
asociada a tumor, catepsina B, C y D, o una proteasa de plasmina.

Unidad espaciadora

La unidad Espaciadora (-Yy-), cuando esta presente (y = 1 0 2), une una unidad de Aminoacidos (-Ww-) con el resto
farmacolégico (D) cuando esta presente una unidad de Aminoacidos (w = 1-12). Como alternativa, la unidad
Espaciadora une la unidad Extensora con el resto farmacolégico cuando esta ausente la unidad de Aminoacidos. La
unidad Espaciadora también une el resto farmacologico con la unidad de anticuerpo cuando tanto la unidad de
Aminoacidos como la unidad Extensora estan ausentes (w, y = 0). Las unidades Espaciadoras son de dos tipos
generales: autoinmoladoras y no autoinmoladoras. Una unidad Espaciadora no autoinmoladora es una en la que
parte de o toda la unidad Espaciadora permanece unida al resto farmacolégico después de escision, particularmente
enzimatica, de una unidad de aminoacidos del conjugado de farmaco-anticuerpo. O el enlazador-resto
farmacolégico. Cuando un ADC que contiene una unidad Espaciadora de glicina-glicina o una unidad Espaciadora
de glicina se somete a escisién enzimatica mediante una proteasa asociada a célula tumoral, una proteasa asociada
a célula cancerosa o una proteasa asociada a linfocito, se escinde un resto farmacolégico-glicina-glicina o un resto
farmacologico-glicina de Ab-Aa-Ww-. En una realizacién, tiene lugar una reaccién de hidrélisis independiente dentro
de la célula diana, que escinde el enlace del resto farmacolégico-glicina y libera el farmaco.

En otra realizacion, -Yy- es una unidad de p-aminobencilcarbamoilo (PAB) cuya parte de fenileno esta sustituida con
Qm en la que Q es —alquilo C+-Cs, -O-(alquilo C1-Cs),-halégeno,- nitro o -ciano; y m es un numero entero que varia de
Oa4.

Son realizaciones ilustrativas de una unidad Espaciadora no autoinmoladora (-Y-): -Gly-Gly-; -Gly-; -Ala-Phe-; -Val-
Cit-.

En una realizacién, se proporciona un enlazador-resto Farmacolégico o un ADC en el que la unidad Espaciadora
esta ausente (y=0), o una sal o solvato farmacéuticamente aceptable del mismo.
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Como alternativa, un ADC que contiene una unidad espaciadora autoinmoladora puede liberar -D. En una
realizacion, -Y- es un grupo de PAB que esta unido a -Ww- mediante el &tomo de nitrégeno amino del grupo PAB, y
conectado directamente con -D mediante un grupo de carbonato, carbamato o éter, en el que el ADC tiene la
estructura ilustrativa:

Qn
Ab Aa~ww—NH©—\O*CWD

5
P

en la que Q es —alquilo C1-Cs, -O-(alquilo C+-Cs), -halégeno, -nitro o -ciano; m es un numero entero que varia de 0 a
4;ypvariade1a4.

Otros ejemplos de espaciadores autoinmoladores incluyen, pero sin limitacion, compuestos aromaticos que son
electronicamente similares al grupo PAB tales como derivados de 2-aminoimidazol-5-metanol (Hay et al. (1999)
Bioorg. Med. Chem. Lett. 9: 2237), analogos de PAB heterociclicos (documento US 2005/0256030), beta-
glucurénido (documento WO 2007/011968) y orto o para-aminobencilacetales. Pueden usarse espaciadores que se
someten a ciclacion tras hidrolisis de enlace de amida, tales como amidas de acido 4-aminobutirico sustituido y no
sustituido (Rodrigues et al (1995) Chemistry Biology 2: 223), sistemas de anillo biciclo[2.2.1] y biciclo[2.2.2]
sustituidos de forma apropiada (Storm et al (1972) J. Amer. Chem. Soc. 94: 5815) y amidas de acido 2-
aminofenilpropiénico (Amsberry, et al (1990) J. Org. Chem. 55: 5867). La eliminacion de farmacos que contienen
amina que se sustituyen en la glicina (Kingsbury et al (1984) J. Med. Chem. 27: 1447) también son ejemplos de
espaciador autoinmolador util en los ADC.

Se representan unidades Espaciadoras ilustrativas (-Yy-) por las Férmulas X-XII:
H
§—N

O X

§ ~—HN—CH,—CO—} 1

}—NHCH,C(O)NHCH,C(O)- i
Xi

Enlazadores dendriticos

En otra realizacién, el enlazador L puede ser un enlazador de tipo dendritico para unién covalente de mas de un
resto farmacolégico mediante un resto enlazador multifuncional, ramificado, con un anticuerpo (Sun et al (2002)
Bioorganic & Medicinal Chemistry Letters 12: 2213-2215; Sun et al (2003) Bioorganic & Medicinal Chemistry 11:
1761-1768). Los enlazadores dendriticos pueden aumentar la relacion molar de farmaco y anticuerpo, es decir la
carga, que se relaciona con la potencia del ADC. Por lo tanto, cuando un anticuerpo modificado por ingenieria
genética con cisteina porta solamente un grupo tiol de cisteina reactivo, puede unirse una multitud de restos
farmacolégicos mediante un enlazador dendritico. Las realizaciones ilustrativas de enlazadores dendriticos
ramificados incluyen unidades de dendrimero de 2,6-bis(hidroximetil)-p-cresol y 2,4,6-tris(hidroximetil)-fenol
(documento WO 2004/01993; Szalai et al (2003) J. Amer. Chem. Soc. 125: 15688-15689; Shamis et al (2004) J.
Amer. Chem. Soc. 126: 1726-1731; Amir ef al (2003) Angew. Chem. Int. Ed. 42: 4494-4499).

En una realizacion, la unidad Espaciadora es un bis(hidroximetil)estireno ramificado (BHMS), que puede usarse para
incorporar y liberar multiples farmacos, que tienen la estructura:
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CHz(OC)n
| -
P

que comprende una unidad dendrimérica de 2-(4-aminobenciliden)propano-1,3-diol (documento WO 2004/043493;
de Groot et al (2003) Angew. Chem. Int. Ed. 42: 4490-4494), en la que Q es —alquilo C1-Cs, -O-(alquilo C1-Cs)
5 halbgeno, -nitro o -ciano; m es un numero entero que variade 0 a4;nes0o 1;ypvariade 1a 4

Las realizaciones ilustrativas de los compuestos de conjugado de farmaco-anticuerpo de Férmula | incluyen Xllla
(MC), Xlllb (val-cit), Xlllc (MC-val-cit), y Xllld (MC-val-cit-PAB):

o H O /r p
0O
A N\/\/\/u\ D HN
O p 0; NRz
XIla Xiilb
O

HN
PN e
')
O D
ms@wég‘i{d‘
. :

oJ‘*hﬂ-fz
10

Otras realizaciones ilustrativas de los compuestos de conjugado de farmaco-anticuerpo de Férmula la incluyen XIVa-
e:

XInd
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O

H
X—C—D
Ab—
O P XIVa

O
I

Ab e §—A=CHyC o ¥ oo G D)

P Xivb
I
Ab—S HzC_D
p XIVc
2
N—CH; c—D
Ab—S
O .
P XIvd
Q
D W il
Ab—S CHQC“‘_" C
p XIVe

en las que X es:

—C%—iz-O— . T(CH— | T (CHCH0)y—
0 _—
Il
_.CH2-<:>—C~*rIsI~W(CH2)nW ' \ ///

R

0
== (CHa)p— ||
./( 2 - - J———
_O o (CH )= C—N—(CHo),

R

Y es:

=T
— \ / o} —N—(CH,)~

k]
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y R es independientemente H o alquilo C1-Cs; y n es de 1 a 12.

En otra realizacién, un Enlazador tiene un grupo funcional reactivo que tiene un grupo nucleéfilo que es reactivo a un
grupo electrofilo presente en un anticuerpo. Los grupos electréfilos utiles en un anticuerpo incluyen, pero sin
limitacién, grupos carbonilo de aldehido y cetona. El heteroatomo de un grupo nucledéfilo de un Enlazador puede
reaccionar con un grupo electréfilo en un anticuerpo y formar un enlace covalente con una unidad de anticuerpo. Los
grupos nucledfilos utiles en un enlazador incluyen, pero sin limitacion, hidracida, oxima, amino, hidracina,
tiosemicarbazona, carboxilato de hidracina y arilhidracida. El grupo electréfilo en un anticuerpo proporciona un sitio
conveniente para unién con un enlazador.

Normalmente, pueden prepararse enlazadores de tipo peptidico formando un enlace peptidico entre dos o mas
aminoacidos y/o fragmentos peptidicos. Dichos enlaces peptidicos pueden prepararse, por ejemplo, de acuerdo con
el método de sintesis en fase liquida (E. Schroder y K. Libke (1965) “The Peptides”, volumen 1, pp 76-136,
Academic Press) que se conoce bien en el campo de la quimica de péptidos. Pueden ensamblarse intermedios
enlazadores con cualquier combinacién o secuencia de reacciones incluyendo unidades Espaciadoras, Extensoras y
de Aminoacidos. Las unidades Espaciadoras, Extensoras y de Aminoacidos pueden emplear grupos funcionales
reactivos que son de naturaleza electréfila, nucledfila o de radicales libres. Los grupos funcionales reactivos
incluyen, pero sin limitacion, carboxilos, hidroxilos, para-nitrofenilcarbonato, isotiocianato y grupos salientes, tales
como O-mesilo, O-tosilo, -Cl, -Br, -I; o0 maleimida.

En otra realizacion, el Enlazador puede estar sustituido con grupos que modulan la solubilidad o reactividad. Por
ejemplo, un sustituyente cargado tal como sulfonato (-SOs) o amonio, puede aumentar la solubilidad en agua del
reactivo y facilitar la reaccion de acoplamiento del reactivo enlazador con el anticuerpo o el resto farmacolégico, o
facilitar la reaccion de acoplamiento de Ab-L (intermedio de enlazador-anticuerpo) con D, o D-L (intermedio de
enlazador-farmaco) con Ab, dependiendo de la via de la sintesis empleada para preparar el ADC.

Reactivos enlazadores

Pueden prepararse conjugados del anticuerpo y auristatina usando una diversidad de reactivos enlazadores
bifuncionales tales como N-succinimidil-3-(2-piridilditio) propionato (SPDP), succinimidil-4-(N-maleimidometil)
ciclohexano-1-carboxilato (SMCC), iminotiolano (IT), derivados bifuncionales de imidoésteres (tales como dimetil
adipimidato HCI), ésteres activos (tales como disuccinimidil suberato), aldehidos (tales como glutaraldehido),
compuestos de bis-azido (tales como bis (p-azidobenzoil) hexanodiamina), derivados de bis-diazonio (tales como
bis-(p-diazoniobenzoil)-etilendiamina), diisocianatos (tales como tolueno 2,6-diisocianato) y compuestos de fltor bis-
activos (tales como 1,5-difluoro-2,4-dinitrobenceno).

Los conjugados de farmaco y anticuerpo también pueden prepararse con reactivos enlazadores: BMPEO, BMPS,
EMCS, GMBS, HBVS, LC-SMCC, MBS, MPBH, SBAP, SIA, SIAB, SMPB, SMPH, sulfo-EMCS, sulfo-GMBS, sulfo-
KMUS, sulfo-MBS, sulfo-SIAB, sulfo-SMCC, y sulfo-SMPB, y SVSB (succinimidil-(4-vinilsulfona)benzoato), e
incluyendo reactivos de bis-maleimida: DTME, BMB, BMDB, BMH, BMOE, BM(PEQO)s, y BM(PEQ)4, que estan
disponibles en el mercado de Pierce Biotechnology, Inc., Customer Service Department, P. O. Box 117, Rockford, IL.
61105 Estados Unidos, Estados Unidos 1-800-874-3723, Internacional +815-968-0747. Los reactivos de bis-
maleimida permiten la union del grupo de tiol de un anticuerpo modificado por ingenieria genética con cisteina con
un resto farmacolégico que contiene tiol, marcador o intermedio enlazador, de una manera secuencial o simultanea.
Otros grupos funcionales ademas de maleimida, que son reactivos con un grupo de tiol de un anticuerpo modificado
por ingenieria genética con cisteina, resto farmacolégico, marcador o intermedio enlazador incluyen yodoacetamida,
bromoacetamida, vinil piridina, disulfuro, piridil disulfuro, isocianato e isotiocianato.

Q
O \ 0] O
N/\,O\/\o/\, N NA"O“/\OA"’O\/\ N
\ . o} \ J
(o] (o) O

BM(PEO), BM(PEO),

También pueden obtenerse reactivos enlazadores utiles mediante otras fuentes comerciales, tales como Molecular
Biosciences Inc. (Boulder, CO), o sintetizarse de acuerdo con procedimientos descritos en Toki et al (2002) J. Org.
Chem. 67: 1865-1872; Walker, M. A. (1995) J. Org. Chem. 60: 5352-5355; Frisch et al (1996) Bioconjugate Chem. 7:
180-186; documentos US 6214345; WO 02/088172; US 2003130189; US2003096743; WO 03/026577; WO
03/043583; y WO 04/032828.
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Pueden introducirse extensores de formula (llla) en un Enlazador haciendo reaccionar los siguientes reactivos
enlazadores con el extremo N terminal de una unidad de Aminoacidos:

0
-
| N={CH),-C{O~O—N
O

O

en la que n es un numero entero que variade 1a 10y T es -H 0 -SO:3Na;

0O
| N-—@(Cﬁz)ﬂ-C(O}-O'N
O o]

10 enla que n es un niumero entero que variade 0 a 3;

S ') o
WO/M(&-& s
o O O
y
15
0
N/\/lLOH
N\
o
Pueden introducirse unidades extensoras en un enlazador haciendo reaccionar los siguientes reactivos bifuncionales
con el extremo N terminal de una unidad de Aminoécidos:
20
o O O 0} \ﬁ
_{;\$_©)LO_ E\)LHN_O)LO_ X Ao
O
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Br\ﬁl\iﬁ\i{}"!\i I/\g&H/\/\/iO'Nb
O

O

enlos que XesBrol.

5 También pueden introducirse unidades extensoras de formula en un Enlazador haciendo reaccionar los siguientes
reactivos bifuncionales con el extremo N de una unidad de Aminoacidos:

Qg\imﬁ

F o Q
\ | s/\)l‘
S— NHW\H’ )
0
1o o} o
B S 6
o

10  Un reactivo enlazador dipeptidico de valina-citrulina (val-cit o vc) ilustrativo que tiene un Extensor de maleimida y un
Espaciador autoinmolador de paraaminobencilcarbamoilo (PAB) tiene la estructura:

)
g
cH
HsC 3 ﬁﬁ O©m2
H

Fmoc—N :
H j\ ’
X
HN™ O

15 Un reactivo enlazador de dipéptido phe-lys (Mtr, mono-4-metoxitritilo) ilustrativo que tiene una unidad Extensora de
maleimida y una unidad Espaciadora autoinmoladora de PAB puede prepararse de acuerdo con Dubowchik, et al.
(1997) Tetrahedron Letters. 38: 5257-60, y tiene la estructura:

Resrel

HN—Mr
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Los compuestos de conjugados de farmaco-anticuerpo ilustrativos incluyen:

KL o RO )

Ab-MC-vc-PAB-MMAF

Ahs@‘i/\/\iw—cn-ﬁoﬁ cﬁr;%ﬂf %‘j%%n% )

Ab-MC-vc-PAB-MMAE

Ab-S
Q H
%MNU:(N%‘
o e

Ab-MC-MMAE

P

H H
N N N
P 0.0 5.6
p

Ab-S.

0.0

Q
p

Ab-MC-MMAF en los que Val es valina; Cit es citrulina; p es 1, 2, 3 0 4; y Ab es un anticuerpo anti CD22 modificado
por ingenieria genética con cisteina.

Preparacion de conjugados de farmaco-anticuerpo anti CD22 modificado por ingenieria genética con cisteina

El ADC de Férmula | puede prepararse por varias rutas, empleando reacciones quimicas organicas, condiciones y
reactivos conocidos por los expertos en la materia, incluyendo: (1) reaccion de un grupo de cisteina de un anticuerpo
modificado por ingenieria genética con cisteina con un reactivo enlazador, para formar intermedio de anticuerpo-
enlazador Ab-L, mediante un enlace covalente, seguido de reacciéon con un resto farmacolégico activado D; y (2)
reaccion de un grupo nucleéfilo de un resto farmacolégico con un reactivo enlazador, para formar intermedio de
farmaco-enlazador D-L, mediante un enlace covalente, seguido de reaccién con un grupo de cisteina de un
anticuerpo modificado por ingenieria genética con cisteina. Pueden emplearse los métodos de conjugacién (1) y (2)
con una diversidad de anticuerpos modificados por ingenieria genética con cisteina, restos farmacolégicos y
enlazadores para preparar los conjugados de anticuerpo-farmaco de Férmula L.

Los grupos de tiol de cisteina de anticuerpo son nucleéfilos y capaces de reaccionar para formar enlaces covalentes
con grupos electrofilos en reactivos enlazadores e intermedios de farmaco-enlazador incluyendo: (i) ésteres activos
tales como ésteres de NHS, ésteres de HOBt, haloformatos y haluros acidos; (ii) alquil y bencil haluros, tales como
haloacetamidas; (iii) aldehidos, cetonas, grupos carboxilo y maleimida; y (iv) disulfuros, incluyendo piridil disulfuros,
mediante intercambio de sulfuro. Los grupos nucledéfilos en un resto farmacolégico incluyen, pero sin limitacion:
grupos amina, tiol, tiroxilo, hidracida, oxima, hidracina, tiosemicarbazona, carboxilato de hidracina y arilhidracida
capaces de reaccionar para formar enlaces covalentes con grupos electréfilos en restos enlazadores y reactivos
enlazadores.

Los anticuerpos modificados por ingenieria genética con cisteina pueden hacerse reactivos para conjugacién con
reactivos enlazadores por tratamiento con un agente reductor tal como DTT (reactivo de Cleland, ditiotreitol) o TCEP
(clorhidrato de tris(2-carboxietil)fosfina; Getz ef al (1999) Anal. Biochem. Vol 273: 73-80; Soltec Ventures, Beverly,
MA), seguido de reoxidacion para reformar los enlaces disulfuro intercatenarios e intracatenarios (Ejemplo x). Por
ejemplo, los anticuerpos monoclonales modificados por ingenieria genética con cisteina, de longitud completa,
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(TioMab) expresados en células CHO se reducen con aproximadamente un exceso de 50 veces de TCEP durante 3
horas a 37 °C para reducir enlaces disulfuro en aductos de cisteina que pueden formarse entre los restos de cisteina
recién introducidos y la cisteina presente en el medio de cultivo. El TioMab reducido se diluye y se carga en una
columna HiTrap S en acetato sodico 10 mM, pH 5 y se eluye con PBS que contiene cloruro sédico 0,3 M. Se
reestablecieron enlaces disulfuro entre restos de cisteina presentes en el Mab parental con sulfato de cobre (CuSO4)
acuoso diluido (200 nM) a temperatura ambiente, durante una noche. Como alternativa, el acido deshidroascorbico
(DHAA) es un oxidante eficaz para reestablecer los grupos disulfuro intracatenarios del anticuerpo modificado por
ingenieria genética con cisteina después de escision reductora de los aductos de cisteina. Pueden usarse otros
oxidantes, es decir agentes oxidantes, y condiciones oxidantes, que se conocen en la técnica. También es eficaz la
oxidacion en aire ambiental. Esta etapa de reoxidacion parcial, suave, forma disulfuros intracatenarios eficazmente
con alta fidelidad y conserva los grupos tiol de los restos de cisteina recién introducidos. Se afiadié6 un exceso de
aproximadamente 10 veces de intermedio de enlazador-farmaco, por ejemplo MC-vc-PAB-MMAE, se mezclo, y se
dejo reposar durante aproximadamente una hora a temperatura ambiente para efectuar la conjugacion y formar el
conjugado de farmaco-anticuerpo anti CD22 10F4v3. La mezcla de conjugacion se filtré en gel y se cargd y eluyo a
través de una columna HiTrap S para retirar intermedio de enlazador-farmaco en exceso y otras impurezas.

La Figura 12 muestra el procedimiento general para preparar un anticuerpo modificado por ingenieria genética con
cisteina expresado a partir del cultivo celular para conjugaciéon. Cuando el medio de cultivo celular contiene cisteina,
pueden formarse aductos de disulfuro entre el aminoacido de cisteina recién introducido y cisteina del medio. Estos
aductos de cisteina, representados como un circulo en el TioMab ilustrativo (izquierda) en la Figura 12, deben
reducirse para generar anticuerpos modificados por ingenieria genética con cisteina reactivos para conjugacioén. Los
aductos de cisteina, supuestamente junto con diversos enlaces disulfuro intercatenarios, se escinden de forma
reductora para proporcionar una forma reducida del anticuerpo con agente reductores tales como TCEP. Los
enlaces disulfuro intercatenarios entre restos de cisteina emparejados se reforman en condiciones de oxidacién
parcial con sulfato de cobre, DHAA o exposicidon a oxigeno ambiental. Los restos de cisteina recién introducidos,
afadidos por ingenieria genética y no emparejados permanecen disponibles para reaccion con reactivos
enlazadores o intermedios de farmaco-enlazador para formar los conjugados de anticuerpo de la invencion. Los
TioMab expresados en lineas celulares de mamifero dan como resultado aducto de Cys conjugado de forma externa
con una Cys introducida por ingenieria genética mediante formacion de enlaces-S-S-. Por lo tanto los TioMab
purificados se tratan con los procedimientos de reduccion y reoxidacion como se describen en el Ejemplo x para
producir TioMab reactivos. Estos TioMab se usan para conjugar con farmacos citotéxicos que contienen maleimida,
fluoréforos y otros marcadores.

Métodos de exploracion

También se describe en la presente memoria un método para determinar la presencia de un polipéptido de CD22 en
una muestra que se sospecha que contiene el polipéptido de CD22, en el que el método comprende exponer la
muestra a un anticuerpo anti CD22 modificado por ingenieria genética con cisteina, o un conjugado de farmaco y
anticuerpo del mismo, que se une con el polipéptido de CD22 y determinar la unién del anticuerpo anti CD22
modificado por ingenieria genética con cisteina, o conjugado de farmaco y anticuerpo del mismo, con el polipéptido
de CD22 en la muestra, en el que la presencia de dicha unién es indicativa de la presencia del polipéptido de CD22
en la muestra. Opcionalmente la muestra puede contener células (que pueden ser células cancerosas) que se
sospecha que expresan el polipéptido de CD22. El anticuerpo anti CD22 modificado por ingenieria genética con
cisteina, o un conjugado de farmaco y anticuerpo del mismo, empleado en el método puede opcionalmente estar
marcado de forma detectable, unido a un soporte sélido o similares.

Otro ejemplo es un método para diagnosticar la presencia de un tumor en un mamifero, en el que el método
comprende (a) poner en contacto una muestra de ensayo que comprende células tisulares obtenidas del mamifero
con un anticuerpo anti CD22 modificado por ingenieria genética con cisteina, o conjugado de farmaco y anticuerpo
del mismo, que se une con un polipéptido de CD22 y (b) detectar la formacién de un complejo entre el anticuerpo
CD22 modificado por ingenieria genética con cisteina, o conjugado de farmaco y anticuerpo del mismo, y el
polipéptido de CD22 en la muestra de ensayo, en el que la formacion de un complejo es indicativa de la presencia
de un tumor en el mamifero. Opcionalmente, el anticuerpo anti CD22 modificado por ingenieria genética con
cisteina, o conjugado de farmaco y anticuerpo del mismo, estd marcado de forma detectable, unido a un soporte
sélido, o similares, y/o la muestra de ensayo de células tisulares se obtiene de un individuo que se sospecha que
tiene un tumor canceroso.

Metabolitos de los conjugados de anticuerpo-farmaco

También se describen los productos metabdlicos in vivo de los compuestos de ADC descritos en la presente
memoria. Dichos productos pueden resultar por ejemplo de la oxidacion, reduccion, hidrélisis, amidacion,
esterificacion, escision enzimatica, y similares, del compuesto administrado. En consecuencia, se describen
compuestos producidos por un procedimiento que comprende poner en contacto un compuesto descrito en la
presente memoria con un mamifero durante un periodo de tiempo suficiente para producir un producto metabélico
del mismo.
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Normalmente se identifican productos metabolicos preparando un ADC radiomarcado (por ejemplo “C o 3H),
administrandolo por via parenteral en una dosis detectable (por ejemplo mayor de aproximadamente 0,5 mg/kg) a un
animal tal como rata, raton, cobaya, mono u hombre, permitiendo un tiempo suficiente para que se produzca el
metabolismo (hormalmente de aproximadamente 30 segundos a 30 horas) y aislando sus productos de conversion
de la orina, sangre u otras muestras biologicas. Estos productos se aislan facilmente puesto que estan marcados
(otros se aislan mediante el uso de anticuerpos capaces de unir epitopos supervivientes en el metabolito). Las
estructuras de los metabolitos se determinan de manera convencional, por ejemplo, mediante analisis de EM, CL/EM
o RMN. En general, el analisis de metabolito se realiza de la misma manera que los estudios de metabolismo de
farmacos convencionales bien conocidos por los expertos en la materia. Los productos de conversién, siempre que
no se encuentren de otro modo in vivo, son Utiles en ensayos de diagnostico para dosificacion terapéutica de los
compuestos de ADC de la invencién.

Formulaciones farmacéuticas

Administracién de conjugados de anticuerpo-farmaco, incluyendo conjugados de farmaco y anticuerpo-tio

Los conjugados de anticuerpo-farmaco (ADC), incluyendo los conjugados de farmaco y anticuerpo-tio (TDC), pueden
administrarse por cualquier via apropiada para la afeccion que se trate. El ADC se administrara normalmente por via
parenteral, es decir infusién, subcutanea, intramuscular, intravenosa, intradérmica, intratecal y epidural.

Para tratar estos canceres, en una realizacién, el conjugado de anticuerpo-farmaco se administra mediante infusion
intravenosa. La dosificacion administrada mediante infusion esta en el intervalo de aproximadamente 1 ug/m? a
aproximadamente 10.000 pg/m? por dosis, generalmente una dosis por semana durante un total de una, dos, tres o
cuatro dosis. Como alternativa, el intervalo de dosificacién es de aproximadamente 1 ug/m? a aproximadamente
1000 pg/m?, aproximadamente 1 ug/m? a aproximadamente 800 pg/m? aproximadamente 1 ug/m? a
aproximadamente 600 ug/m?, aproximadamente 1 ug/m? a aproximadamente 400 ug/m?, aproximadamente 10 pug/m?
a aproximadamente 500 ug/m?, aproximadamente 10 pg/m? a aproximadamente 300 ug/m?, aproximadamente 10
ug/m? a aproximadamente 200 ug/m? y aproximadamente 1 ug/m? a aproximadamente 200 ug/m?2. La dosis puede
administrarse una vez al dia, una vez a la semana, multiples veces a la semana, pero menos de una vez al dia,
multiples veces al mes pero menos de una vez al dia, multiples veces al mes pero menos de una vez por semana,
una vez al mes o intermitentemente para disipar o aliviar sintomas de la enfermedad. La administracion puede
continuar a cualquiera de los intervalos desvelados hasta la remisién del tumor o los sintomas del linfoma, leucemia
que se trate. La administracion puede continuar después de conseguirse la remisién o alivio de los sintomas, cuando
dicha remision o alivio se prolonga por dicha administracién continuada.

También se describe en la presente memoria un método para aliviar una enfermedad autoinmunitaria, que
comprende administrar a un paciente que padece la enfermedad autoinmunitaria, una cantidad terapéuticamente
eficaz de un conjugado de farmaco-anticuerpo 10F4 humanizado como se describe en la presente memoria. En
realizaciones preferidas, el anticuerpo se administra por via intravenosa o por via subcutanea. El conjugado de
anticuerpo-farmaco se administra por via intravenosa a una dosificacion en el intervalo de aproximadamente 1 ug/m?
a aproximadamente 100 ug/ m? por dosis y en una realizacion especifica, la dosificacion es de 1 pug/m? a
aproximadamente 500 ug/m?. La dosis puede administrarse una vez al dia, una vez a la semana, multiples veces a
la semana, pero menos de una vez al dia, multiples veces al mes pero menos de una vez al dia, multiples veces al
mes pero menos de una vez a la semana, una vez al mes o intermitentemente para disipar o aliviar los sintomas de
la enfermedad. La administracién puede continuar a cualquiera de los intervalos desvelados hasta la disipacién o
alivio de los sintomas de la enfermedad autoinmunitaria que se trate. La administracién puede continuar después de
conseguirse la disipacién o alivio de los sintomas cuando dicha disipacién o alivio se prolonga por dicha
administracion continuada.

También se describe en la presente memoria un método para tratar un trastorno de linfocitos B que comprende
administrar a un paciente que padece una trastorno de linfocitos B, tal como un trastorno proliferativo de linfocitos B
(incluyendo pero sin limitacién linfoma y leucemia) o una enfermedad autoinmunitaria, una cantidad
terapéuticamente eficaz de un anticuerpo 10F4 humanizado como se describe en la presente memoria, no estando
dicho anticuerpo conjugado con una molécula citotoxica o una molécula detectable. El anticuerpo se administrara
normalmente en un intervalo de dosificacion de aproximadamente 1 pg/m? a aproximadamente 1000 pg/m?.

También se describen en la presente memoria formulaciones farmacéuticas que comprenden al menos un
anticuerpo anti CD22 de la invencién y/o al menos un inmunoconjugado del mismo y/o al menos un conjugado de
farmaco-anticuerpo anti CD22 de la invencion. En algunas realizaciones, una formulacion farmacéutica comprende
1) un anticuerpo anti CD22 y/o un conjugado de farmaco-anticuerpo anti CD22 y/o un inmunoconjugado del mismo, y
2) un vehiculo farmacéuticamente aceptable. En algunas realizaciones, una formulacion farmacéutica comprende 1)
un anticuerpo anti CD22 y/o un inmunoconjugado del mismo, y opcionalmente, 2) al menos un agente terapéutico
adicional.

Se preparan formulaciones farmacéuticas que comprenden un anticuerpo o inmunoconjugado o el conjugado de

102



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2567402 T3

anticuerpo-farmaco para almacenamiento mezclando el anticuerpo o conjugado de anticuerpo-farmaco que tiene el
grado deseado de pureza con vehiculos, excipientes o estabilizadores fisiologicamente aceptables opcionales
(Remington’s Pharmaceutical Sciences 162 edicion, Osol, A. Ed. (1980)) en forma de soluciones acuosas o
formulaciones liofilizadas u otras secas. Los vehiculos, excipientes o estabilizadores aceptables no son téxicos para
los receptores a las dosificaciones y concentraciones empleadas, e incluyen tampones tales como fosfato, citrato,
histidina y otros &cidos organicos; antioxidantes incluyendo acido ascérbico y metionina; conservantes (tales como
cloruro de octadecildimetibencil amonio; cloruro de hexametonio; cloruro de benzalconio, cloruro de bencetonio);
fenol, alcohol butilico o bencilico; alquil parabenos tales como metil o propil parabeno; catecol; resorcinol;
ciclohexanol; 3-pentanol; y m-cresol); polipéptidos de bajo peso molecular (menores de aproximadamente 10
restos); proteinas, tales como albumina de suero, gelatina o inmunoglobulinas; polimeros hidrofilos tales como
polivinilpirrolidona; aminoacidos tales como glicina, glutamina, asparagina, histidina, arginina o lisina;
monosacaridos, disacaridos y otros carbohidratos incluyendo glucosa, manosa o dextrinas; agentes quelantes tales
como EDTA,; azlcares tales como sacarosa, manitol, trehalosa o sorbitol; contraiones formadores de sales tales
como sodio; complejos metalicos (por ejemplo, complejos de Zn-proteina); y/o tensioactivos no ionicos tales como
TWEEN™, PLURONICS™ o polietilenglicol (PEG). Las formulaciones farmacéuticas para usar para administracion
in vivo son generalmente estériles. Esto se consigue faciimente mediante filtracion a través de membranas de
filtracion estériles.

También pueden atraparse principios activos en una microcapsula preparada, por ejemplo, por técnicas de
coacervacion o por polimerizacién interfacial, por ejemplo, hidroximetilcelulosa o microcapsula de gelatina y
microcapsula de poli-(metilmetacilato), respectivamente, en sistemas de suministro de farmaco coloidal (por ejemplo,
liposomas, microesferas de albumina, microemulsiones, nanoparticulas y nanocapsulas) o en macroemulsiones.
Dichas técnicas se desvelan en Remington’s Pharmaceutical Sciences 162 edicion, Osol, A. Ed. (1980).

Pueden prepararse preparaciones de liberacién prolongada. Los ejemplos apropiados de preparaciones de
liberacion prolongada incluyen matrices semipermeables de polimeros hidréfobos solidos que contienen el
anticuerpo o inmunoconjugado de la invencién, estando dichas matrices en forma de articulos moldeados, por
ejemplo, peliculas o microcapsulas. Los ejemplos de matrices de liberacion prolongada incluyen poliésteres,
hidrogeles (por ejemplo, poli(2-hidroxietil-metacrilato), o poli(vinilalcohol)), polilactidas (Patente de Estados Unidos
N° 3.773.919), copolimeros de acido L-glutamico y v etil-L-glutamato, etilenvinil acetato no degradable, copolimeros
de acido glicolico-acido lactico degradable tales como el LUPRON DEPOT™ (microesferas inyectables compuestas
de copolimero de acido lactico-acido glicélico y acetato de leuprolide) y acido poli-D-(-)-3-hidroxibutirico. Aunque
polimeros tales como etilenvinil acetato y acido lactico-acido glicélico permiten la liberacién de moléculas durante
mas de 100 dias, ciertos hidrogeles liberan proteinas durante periodos de tiempo mas cortos. Cuando permanecen
en el cuerpo anticuerpos encapsulados o inmunoconjugados durante un tiempo largo, pueden desnaturalizarse o
agregarse como resultado de la exposicion a humedad a 37 °C, dando como resultado una pérdida de la actividad
biologica y posibles cambios en la inmunogenicidad. Pueden idearse estrategias racionales para estabilizacion
dependiendo del mecanismo implicado. Por ejemplo, si se descubre que el mecanismo de agregacion es formacién
de enlaces S-S intermodulares mediante intercambio de tio-disulfuro, puede conseguirse estabilizaciéon modificando
restos de sulfihidrilo, liofilizando a partir de soluciones acidas, controlando el contenido de humedad, usando aditivos
apropiados y desarrollando composiciones de matrices poliméricas especificas.

Tratamientos de conjugado de anticuerpo-farmaco

Se contempla que los conjugados de anticuerpo-farmaco (ADC) pueden usarse para tratar diversas enfermedades o
trastornos, por ejemplo caracterizadas por la sobreexpresion de un antigeno tumoral. Las afecciones o los trastornos
hiperproliferativos ilustrativos incluyen tumores benignos o malignos; leucemia y tumores malignos linfoides. Otros
incluyen trastornos neuronales, gliales, astrociticos, hipotalamicos, glandulares, macrofagicos, epitieliales, del
estroma, del blastocele, inflamatorios, angiogénicos e inmunoldgicos, incluyendo autoinmunitarios.

Los compuestos de ADC que se identifican en los modelos animales y ensayos basados en células pueden
ensayarse adicionalmente en primates superiores portadores de tumores y ensayos clinicos humanos. Los ensayos
clinicos humanos pueden disefiarse para ensayar la eficacia del anticuerpo monoclonal anti CD22 o
inmunoconjugado de la invencion en pacientes que experimentan un trastorno proliferativo de linfocitos B incluyendo
sin limitaciéon linfoma, linfoma no de Hodgkin (NHL), NHL agresivo, NHL agresivo recidivante, NHL indolente
recidivante, NHL refractario, NHL indolente refractario, leucemia linfocitica crénica (CLL), linfoma linfocitico pequefio,
leucemia, leucemia por tricoleucitos (HCL), leucemia linfocitica aguda (ALL) y linfoma de células del manto. El
ensayo clinico puede disefiarse para evaluar la eficacia de un ADC en combinaciones con regimenes terapéuticos
conocidos, tales como radiacién y/o quimioterapia que implica agentes quimioterapéuticos y/o citotdxicos conocidos.

Generalmente, la enfermedad o el trastorno para tratar es una enfermedad hiperproliferativa tal como un trastorno
proliferativo de linfocitos B y/o un cancer de linfocitos B. Los ejemplos de cancer para tratar en la presente memoria
incluyen, pero sin limitacion, trastorno proliferativo de linfocitos B seleccionado de linfoma, linfoma no de Hodgkin
(NHL), NHL agresivo, NHL agresivo recidivante, NHL indolente recidivante, NHL refractario, NHL indolente
refractario, leucemia linfocitica crénica (CLL), linfoma linfocitico pequefio, leucemia, leucemia por tricoleucitos (HCL),
leucemia linfocitica aguda (ALL) y linfoma de células del manto.
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El cancer puede comprender células que expresan CD22, de modo que el ADC de la invencioén es capaz de unirse a
las células cancerosas. Para determinar la expresion de CD22 en el cancer, estan disponibles diversos ensayos de
diagnéstico/pronéstico. En una realizacion, puede analizarse la sobreexpresién de CD22 por IHC. Pueden
someterse secciones tisulares incluidas en parafina de una biopsia tumoral al ensayo de IHC y concedérsele un
criterio de intensidad de tincién de proteina CD22 con respecto al grado de tincion y en qué proporcion de células
tumorales examinadas.

Para la prevencion o tratamiento de enfermedad, la dosificacién apropiada de un ADC dependera del tipo de
enfermedad para tratar, como se ha definido anteriormente, la gravedad y evolucion de la enfermedad, si la molécula
se administra para fines preventivos o terapéuticos, terapia previa, el historial clinico del paciente y respuesta al
anticuerpo, y el criterio del médico a cargo. La molécula se administra adecuadamente al paciente en una vez o
durante una serie de tratamientos. Dependiendo del tipo y gravedad de la enfermedad, aproximadamente 1 pg/kg a
15 mg/kg (por ejemplo 0,1-20 mg/kg) de molécula es una dosificacion candidata inicial para administracion a un
paciente, bien, por ejemplo, por una o mas administraciones separadas, o bien por infusién continua. Una
dosificacion diaria tipica podria variar de aproximadamente 1 pg/kg a 100 mg/kg o mas, dependiendo de los factores
mencionados anteriormente. Una dosificacion ilustrativa de ADC para administrar a un paciente esta en el intervalo
de aproximadamente 0,1 a aproximadamente 10 mg/kg de peso del paciente.

Para administraciones repetidas durante varios dias o0 mas, dependiendo de la afeccion, el tratamiento se mantiene
hasta que se produce una supresion deseada de los sintomas de la enfermedad. Un régimen de dosificacion
ilustrativa comprende administrar una dosis de carga inicial de aproximadamente 4 mg/kg, seguido de una dosis de
mantenimiento semanal de aproximadamente 2 mg/kg de un anticuerpo anti ErbB2. Pueden ser utiles otros
regimenes de dosificacion. El progreso de esta terapia se controla facilmente por técnicas y ensayos
convencionales.

Terapia de combinacién

Un conjugado de anticuerpo-farmaco (ADC) puede combinarse en una formulacién de combinacién farmacéutica, o
régimen de dosificacion como terapia de combinaciéon, con un segundo compuesto que tenga propiedades
antineoplasicas. El segundo compuesto de la formulacion de combinacion farmacéutica o régimen de dosificacion
preferentemente tiene actividades complementarias del ADC de la combinacion de modo que no se afecten de forma
adversa entre si.

El segundo compuesto puede ser un agente quimioterapéutico, agente citotéxico, citoquina, agente inhibidor del
crecimiento, agente anti-hormonal y/o cardioprotector. Dichas moléculas estan presentes de forma adecuada en
combinacién en cantidades que son eficaces para el fin pretendido. Una composicion farmacéutica que contenga un
ADC de la invencion también puede tener una cantidad terapéuticamente eficaz de un agente quimioterapéutico tal
como un inhibidor de formacién de tubulina, un inhibidor de topoisomerasa o un agente de union de ADN.

En un aspecto, el primer compuesto es un ADC anti-CD22 de la invencion y el segundo compuesto es un anticuerpo
anti-CD20 (bien un anticuerpo desnudo o bien un ADC). En una realizacion el segundo compuesto es un anticuerpo
anti-CD20 rituximab (Rituxan®) o 2H7 (Genentech, Inc., South San Francisco, CA). Otros anticuerpos utiles para
inmunoterapia combinada con ADC anti-CD22 de la invencion incluye sin limitacién, anti-VEGF (por ejemplo,
Avastin®).

Otros regimenes terapéuticos pueden combinarse con la administracién de un agente antineoplasico identificado de
acuerdo con la presente invencién, incluyendo sin limitacion radioterapia y/o trasplantes de médula 6sea y sangre
periférica y/o un agente citotoxico, un agente quimioterapéutico o un agente inhibidor del crecimiento. En una de
dichas realizaciones, un agente quimioterapéutico es un agente o una combinacion de agentes tales como, por
ejemplo, ciclofosfamida, hidroxidaunorrubicina, adriamicina, doxorrubicina, vincristina (Oncovin™), prednisolona,
CHOP, CVP o COP o productos inmunoterapéuticos tales como anti-CD20 (por ejemplo, Rituxan®) o anti-VEGF (por
ejemplo, Avastin®). La terapia de combinacién puede administrarse como un régimen simultaneo o secuencial.
Cuando se administra de forma secuencial, la combinacién puede administrarse en dos o mas administraciones. La
administracién combinada incluye coadministracion, usando formulaciones separadas o una uUnica formulacion
farmacéutica, y administracion consecutiva en cualquier orden, en la que preferentemente hay un periodo de tiempo
durante el que ambos (o todos los) agentes activos ejercen simultaneamente sus actividades biolégicas.

En una realizacion, el tratamiento con un ADC implica la administracion combinada de un agente antineoplasico
identificado en la presente memoria, y uno o mas agentes quimioterapéuticos o agentes inhibidores del crecimiento,
incluyendo coadministracion de cocteles de diferentes agentes quimioterapéuticos. Los agentes quimioterapéuticos
incluyen taxanos (tales como paclitaxel y docetaxel) y/o antibiéticos de antraciclina. Pueden usarse programas de
preparacioén y dosificacion para dichos agentes quimioterapéuticos de acuerdo con las instrucciones del fabricante o
como se determina de forma empirica por el practicante experto. También se describen programas de preparacion y
dosificacion para dicha quimioterapia en “Chemotherapy Service”, (1992) Ed., M.C. Perry, Williams & Wilkins,
Baltimore, Md.
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Son dosificaciones adecuadas para cualquiera de los agentes coadministrados anteriores las usadas en la presente
memoria y pueden reducirse debido a la accion combinada (sinergia) del nuevo agente identificado y otros agentes o
tratamientos quimioterapéuticos.

La terapia de combinacion puede proporcionar “sinergia” y demostrarse “sinérgico”, es decir, el efecto conseguido
con los principios activos usados junto es mayor que la suma de los efectos que resulta de usar los compuestos por
separado. Puede conseguirse un efecto sinérgico cuando los principios activos: (1) se co-formulan y administran o
suministran simultaneamente en una formulacion de dosificacion unitaria, combinada; (2) se suministran por
alternancia o en paralelo como formulaciones separadas; o (3) por algun otro régimen. Cuando se suministran en
terapia alternante, puede conseguirse un efecto sinérgico cuando los compuestos se administran o suministran
secuencialmente, por ejemplo, por diferentes inyecciones en jeringas separadas. En general, durante la terapia
alternante, se administra una dosificacion eficaz de cada principio activo secuencialmente, es decir, en serie,
mientras que en terapia de combinacién se administran juntas dosificaciones eficaces de dos o mas principios
activos.

Metabolitos de los conjugados de anticuerpo-farmaco

Los productos metabolicos in vivo de los compuestos de ADC descritos en la presente memoria, se desvelan en la
presente memoria. Dichos productos pueden resultar de, por ejemplo, la oxidacion, reduccion, hidrolisis, amidacion,
esterificacion, escision enzimatica y similares, del compuesto administrado. Se desvelan en la presente memoria
compuestos producidos por un procedimiento que comprende poner en contacto un compuesto de la presente
invencion con un mamifero durante un periodo de tiempo suficiente para producir un producto metabélico del mismo.

Los productos de metabolitos normalmente se identifican preparando un ADC radiomarcado (por ejemplo 14C o 3H),
administrandolo por via parenteral en una dosis detectable (por ejemplo, mayor de aproximadamente 0,5 mg/kg) a
un animal tal como rata, raton, cobaya, mono, o ser humano, permitiendo un tiempo suficiente para que se produzca
el metabolismo (normalmente de aproximadamente 30 segundos a 30 horas) y aislando sus productos de
conversién de la orina, sangre u otras muestras biologicas. Estos productos se aislan facilmente puesto que estan
marcados (otros se aislan mediante el uso de anticuerpos capaces de unir epitopos supervivientes en el metabolito).
Las estructuras de metabolitos se determinan de manera convencional, por ejemplo mediante andlisis de EM,
CL/EM o RMN. En general, el andlisis de metabolitos se realiza de la misma manera que los estudios de
metabolismo de farmacos convencionales bien conocidos por los expertos en la materia. Los productos de
conversioén, siempre que se no se encuentren de otro modo in vivo, son utiles en ensayos de diagnéstico para
dosificacién terapéutica de los compuestos de ADC de la invencién.

Métodos adicionales para usar anticuerpos anti-CD22 e inmunoconjugados
Métodos de diagndstico y métodos de deteccion

En un aspecto, los anticuerpos anti-CD22 e inmunoconjugados son Utiles para detectar la presencia de CD22 en una
muestra bioldgica. El término “detectar” como se usa en la presente memoria abarca deteccién cuantitativa o
cualitativa. En ciertas realizaciones, una muestra biolégica comprende una célula o tejido. En ciertas realizaciones,
dichos tejidos incluyen tejidos normales y/o cancerosos que expresan CD22 a niveles mayores en relacion con otros
tejidos, por ejemplo, linfocitos B y/o tejidos asociados con linfocitos B.

En un aspecto, se describe un método para detectar la presencia de CD22 en una muestra biolégica. En ciertas
realizaciones, el método comprende poner en contacto la muestra biolégica con un anticuerpo anti-CD22 en
condiciones permisivas para unién del anticuerpo anti-CD22 con CD22, y detectar si se forma un complejo entre el
anticuerpo anti-CD22 y CD22.

En un aspecto, se describe un método para diagnosticar un trastorno asociado con aumento de la expresion de
CD22. En ciertas realizaciones, el método comprende poner en contacto una célula de ensayo con un anticuerpo
anti-CD22; determinar el nivel de expresion (cuantitativa o cualitativamente) de CD22 por la célula de ensayo
detectando la unién del anticuerpo anti-CD22 con CD22; y comparar el nivel de expresion de CD22 por la célula de
ensayo con el nivel de expresion de CD22 por una célula de control (por ejemplo, una célula normal del mismo
origen tisular que la célula de ensayo o una célula que exprese CD22 a niveles comparables con dicha célula
normal), en el que un mayor nivel de expresién de CD22 por la célula de ensayo en comparacién con la célula de
control indica la presencia de un trastorno asociado con aumento de la expresion de CD22. En ciertas realizaciones,
la célula de ensayo se obtiene de un individuo que se sospecha que tiene un trastorno asociado con aumento de la
expresion de CD22. En ciertas realizaciones, el trastorno es un trastorno proliferativo celular, tal como un cancer o
un tumor.

Los trastornos proliferativos celulares ilustrativos que pueden diagnosticarse usando un anticuerpo de la invencion
incluyen un trastorno de linfocitos B y/o un trastorno proliferativo de linfocitos B incluyendo, pero sin limitacion,
linfoma, linfoma no de Hodgkin (NHL), NHL agresivo, NHL agresivo recidivante, NHL indolente recidivante, NHL
refractario, NHL indolente refractario, leucemia linfocitica créonica (CLL), linfoma linfocitico pequefio, leucemia,
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leucemia por tricoleucitos (HCL), leucemia linfocitica aguda (ALL) y linfoma de células del manto.

En ciertas realizaciones, un método de diagnéstico o deteccion, tal como los descritos anteriormente, comprende
detectar la uniéon de un anticuerpo anti-CD22 con CD22 expresado en la superficie de una célula o en una
preparacién de membrana obtenida de una célula que expresa CD22 en su superficie. En ciertas realizaciones, el
método comprende poner en contacto una célula con un anticuerpo anti-CD22 en condiciones permisivas para la
uniéon del anticuerpo anti-CD22 con CD22, y detectar si se forma un complejo entre el anticuerpo anti-CD22 y CD22
en la superficie celular. Un ensayo ilustrativo para detectar la uniéon de un anticuerpo anti-CD22 con CD22 expresado
en la superficie de una célula es un ensayo de “FACS”.

Pueden usarse ciertos otros métodos para detectar la unién de anticuerpos anti-CD22 con CD22. Dichos métodos
incluyen, pero sin limitacién, ensayos de unién a antigenos que se conocen bien en la técnica, tales como
transferencias de western, radioinmunoensayos, ELISA (ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas),
inmunoensayos de tipo “sandwich”, ensayos de inmunoprecipitacién, inmunoensayos fluorescentes, inmunoensayos
de proteina A e inmunohistoquimica (IHC).

En ciertas realizaciones, se marcan anticuerpos anti-CD22. Los marcadores incluyen, pero sin limitacion,
marcadores o restos que se detectan directamente (tales como marcadores fluorescentes, croméforos, electron-
densos, quimioluminiscentes y radiactivos), asi como restos, tales como enzimas o ligandos, que se detectan
indirectamente, por ejemplo, mediante una reaccién enzimética o interaccién molecular. Los marcadores ilustrativos
incluyen, pero sin limitacion, los radiois6topos 2P, 14C, 251, 3H y 31|, fluoréforos tales como quelados de tierras raras
o fluoresceina y sus derivados, rodamina y sus derivados, dansilo, umbeliferona, luceriferasas, por ejemplo,
luciferasa de luciérnaga y luciferasa bacteriana (Patente de Estados Unidos N° 4.737.456), luciferina, 2,3-
dihidroftalazinedionas, peroxidasa de rabano rusticano (HRP), fosfatasa alcalina, B-galactosidasa, glucoamilasa,
lisozima, sacarido oxidasas, por ejemplo, glucosa oxidasa, galactosa oxidasa y glucosa-6-fosfato deshidrogenasa,
oxidasas heterociclicas tales como uricasa y xantina oxidasa, acopladas con una enzima que emplea peréxido de
hidrégeno para oxidar un precursor de colorante tal como HRP, lactoperoxidasa o microperoxidasa, biotina/avidina,
marcadores de espin, marcadores de bacteriéfagos, radicales libres estables y similares.

En ciertas realizaciones, se inmovilizan anticuerpos anti-CD22 en una matriz insoluble. La inmovilizacion implica
separar el anticuerpo anti-CD22 de cualquier CD22 que permanezca libre en solucion. Esto se consigue
convencionalmente insolubilizando el anticuerpo anti-CD2 antes del procedimiento de ensayo, o por adsorciéon con
una superficie o matriz insoluble en agua (Bennich et al., documento U.S. 3.720.760) o por acoplamiento covalente
(por ejemplo, usando reticulacién con glutaraldehido) o insolubilizando el anticuerpo anti-CD22 después de
formacion de un complejo entre el anticuerpo anti-CD22 y CD22, por ejemplo, por inmunoprecipitacion.

Puede llevarse a cabo cualquiera de las realizaciones de diagndstico o deteccion anteriores usando un
inmunoconjugado de la invencién en lugar de o ademas de un anticuerpo anti-CD22.

Métodos terapéuticos

Puede usarse un anticuerpo o inmunoconjugado en, por ejemplo, métodos terapéuticos in vitro, ex vivo e in vivo. En
un aspecto, la divulgacion proporciona métodos para inhibir el crecimiento o proliferacion celular, bien in vivo o bien
in vitro, comprendiendo el método exponer una célula a un anticuerpo anti-CD22 o inmunoconjugado del mismo en
condiciones permisivas para la union del inmunoconjugado con CD22. “Inhibir el crecimiento o proliferacién celular’
significa reducir el crecimiento o proliferacion de una célula en al menos 10 %, 20 %, 30 %, 40 %, 50 %, 60 %, 70 %,
80 %, 90 %, 95 % o 100% e incluye inducir la muerte celular. En ciertas realizaciones, la célula es una célula
tumoral. En ciertas realizaciones, la célula es un linfocito B. En ciertas realizaciones, la célula es un xenoinjerto, por
ejemplo, como se ejemplifica en la presente memoria.

En un aspecto, se usa un anticuerpo o inmunoconjugado para tratar o prevenir un trastorno proliferativo de linfocitos
B. En ciertas realizaciones, el trastorno proliferativo celular se asocia con aumento de la expresién y/o actividad de
CD22. Por ejemplo, en ciertas realizaciones, el trastorno proliferativo de linfocitos B se asocia con aumento de la
expresion de CD22 en la superficie de un linfocito B. En ciertas realizaciones, el trastorno proliferativo de linfocitos B
es un tumor o un cancer. Los ejemplos de trastornos proliferativos de linfocitos B para tratar por los anticuerpos o
inmunoconjugados de la invencién incluyen, pero sin limitacion, linfoma, linfoma no de Hodgkin (NHL), NHL
agresivo, NHL agresivo recidivante, NHL indolente recidivante, NHL refractario, NHL indolente refractario, leucemia
linfocitica cronica (CLL), linfoma linfocitico pequefio, leucemia, leucemia por tricoleucitos (HCL), leucemia linfocitica
aguda (ALL) y linfoma de células del manto.

En un aspecto, la divulgacion proporciona métodos para tratar un trastorno proliferativo de linfocitos B que
comprende administrar a un individuo una cantidad eficaz de un anticuerpo anti-CD22 o inmunoconjugado del
mismo. En ciertas realizaciones, un método para tratar un trastorno proliferativo de linfocitos B comprende
administrar a un individuo una cantidad eficaz de una formulacién farmacéutica que comprende un anticuerpo anti-
CD22 o inmunoconjugado anti-CD22 y, opcionalmente, el menos un agente terapéutico adicional, tal como los
proporcionados posteriormente. En ciertas realizaciones, un método para tratar un trastorno proliferativo celular
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comprende administrar a un individuo una cantidad eficaz de una formulaciéon farmacéutica que comprende 1) un
inmunoconjugado que comprende un anticuerpo anti-CD22 y un agente citotoxico; y opcionalmente, 2) al menos un
agente terapéutico adicional, tal como los proporcionados posteriormente.

En un aspecto, al menos algunos de los anticuerpos o inmunoconjugados pueden unirse con CD22 de una especie
distinta de la humana. En consecuencia, pueden usarse anticuerpos o inmunoconjugados para unirse a CD22, por
ejemplo, en un cultivo celular que contiene CD22, en seres humanos, o en otros mamiferos que tienen un CD22 con
el que reacciona de forma cruzada un anticuerpo o inmunoconjugado de la invencién (por ejemplo, chimpancé,
babuino, titi, mono cynomolgus y rhesus, cerdo o ratéon). En una realizaciéon, un anticuerpo anti-CD22 o
inmunoconjugado puede usarse para dirigirse a CD22 en linfocitos B poniendo en contacto el anticuerpo o
inmunoconjugado con CD22 para formar un complejo de anticuerpo o inmunoconjugado-antigeno de modo que una
citotoxina conjugada del inmunoconjugado accede al interior de la célula. En una realizacién, el CD22 es CD22
humano.

En una realizacion, puede usarse un anticuerpo anti-CD22 o inmunoconjugado en un método para unir CD22 en un
individuo que padece un trastorno asociado con aumento de la expresion y/o actividad de CD22, comprendiendo el
método administrar al individuo el anticuerpo o inmunoconjugado de modo que se una CD22 en el individuo. En una
realizacién, el anticuerpo o inmunoconjugado unido se internaliza en el linfocito B que expresa CD22. En una
realizacién, el CD22 es CD22 humano, y el individuo es un individuo humano. Como alternativa, el individuo puede
ser un mamifero que exprese CD22 con el que se une un anticuerpo anti-CD22. Ademas, el individuo puede ser un
mamifero en el que se ha introducido CD22, (por ejemplo, por administracion de CD22 o por expresion de un
transgén que codifica CD22).

Puede administrarse un anticuerpo anti-CD22 o inmunoconjugado a un ser humano para fines terapéuticos.
Ademas, puede administrarse un anticuerpo anti-CD22 o inmunoconjugado a un mamifero no humano que exprese
CD22 con el que reacciona de forma cruzada el anticuerpo (por ejemplo, un primate, cerdo, rata o ratén) para fines
veterinarios 0 como un modelo animal de enfermedad humana. Con respecto a este ultimo, dichos modelos
animales pueden ser Utiles para evaluar la eficacia terapéutica de anticuerpos o inmunoconjugados de la invencién
(por ejemplo, ensayos de dosificaciones y ciclos temporales de administracion).

Pueden usarse anticuerpos o inmunoconjugados solos 0 en combinacién con otras composiciones en una terapia.
Por ejemplo, puede coadministrarse un anticuerpo o inmunoconjugado con al menos un agente terapéutico y/o
adyuvante adicional. En ciertas realizaciones, un agente terapéutico adicional es un agente citotdéxico, un agente
quimioterapéutico o un agente inhibidor del crecimiento. En una de dichas realizaciones, un agente
quimioterapéutico es un agente o una combinacion de agentes tales como, por ejemplo, ciclofosfamida,
hidroxidaunorrubicina, adriamicina, doxorrubicina, vincristina (Oncovin™), prednisolona, CHOP, CVP o COP o
productos inmunoterapéuticos tales como anti-CD20 (por ejemplo, Rituxan®) o anti-VEGF (por ejemplo, Avastin®),
en los que la terapia de combinacion es util en el tratamiento de canceres y/o trastornos de linfocitos B tales como
trastornos proliferativos de linfocitos B incluyendo linfoma, linfoma no de Hodgkin (NHL), NHL agresivo, NHL
agresivo recidivante, NHL indolente recidivante, NHL refractario, NHL indolente refractario, leucemia linfocitica
crénica (CLL), linfoma linfocitico pequefio, leucemia, leucemia por tricoleucitos (HCL), leucemia linfocitica aguda
(ALL) y linfoma de células del manto.

Dichas terapias de combinacion indicadas anteriormente abarcan la administracion combinada (cuando se incluyen
dos 0 mas agentes terapéuticos en la misma formulacion o formulaciones separadas) y administracion separada, en
cuyo caso, la administracion del anticuerpo o inmunoconjugado de la invencion puede suceder antes de,
simultaneamente con y/o después de la administracién del agente terapéutico/o adyuvante adicional. También
pueden usarse anticuerpos o inmunoconjugados en combinacién con radioterapia.

Puede administrarse un anticuerpo o inmunoconjugado (y cualquier agente terapéutico o adyuvante adicional) por
cualquier medio adecuado, incluyendo parenteral, subcutaneo, intraperitoneal, intrapulmonar e intranasal y, si se
desea para tratamiento local, administracion intralesional. Las infusiones parenterales incluyen administracién
intramuscular, intravenosa, intraarterial, intraperitoneal o subcutanea. Ademas, el anticuerpo o inmunoconjugado se
administra de forma adecuada por infusiéon por pulsos, particularmente con dosis decrecientes del anticuerpo o
inmunoconjugado. La dosificacién puede ser por cualquier via adecuada, por ejemplo, por inyecciones, tales como
inyecciones intravenosas o subcutaneas, dependiendo en parte de si la administracién es breve o crénica.

Los anticuerpos o inmunoconjugados se formularian, dosificarian y administrarian de una manera coherente con la
buena practica médica. Los factores para consideracion en este contexto incluyen el trastorno particular que se trate,
el mamifero particular que se trate, la afeccion clinica del paciente individual, la causa del trastorno, el sitio de
suministro del agente, el método de administracion, el programa de administracion, y otros factores conocidos por
los practicantes médicos. El anticuerpo o inmunoconjugado se formula opcionalmente, aunque no es necesario, con
uno o mas agentes actualmente usados para prevenir o tratar el trastorno en cuestion. La cantidad eficaz de dichos
otros agentes depende de la cantidad de anticuerpo o inmunoconjugado presente en la formulacién, el tipo de
trastorno o tratamiento, y otros factores analizados anteriormente. Generalmente se usan en las mismas
dosificaciones y con vias de administracién como se describen en la presente memoria, o de aproximadamente 1 a
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99 % de las dosificaciones descritas en la presente memoria o en cualquier dosificacién y por cualquier via que se
determine empiricamente/clinicamente que sea apropiada.

Para la prevencion o tratamiento de enfermedad, la dosificacion apropiada de un anticuerpo o inmunoconjugado
(cuando se use solo o en combinacidbn con uno 0 mas agentes terapéuticos adicionales, tales como agentes
quimioterapéuticos) dependera del tipo de enfermedad para tratar, el tipo de anticuerpo o inmunoconjugado, la
gravedad y evolucion de la enfermedad, si el anticuerpo o inmunoconjugado se administra para fines preventivos o
terapéuticos, terapia previa, el historial clinico del paciente y respuesta al anticuerpo o inmunoconjugado, y el criterio
del médico al cargo. El anticuerpo o inmunoconjugado se administra de forma adecuada al paciente en una vez o
durante una serie de tratamientos. Dependiendo del tipo y gravedad de la enfermedad, aproximadamente 1 pug/kg a
100 mg/kg (por ejemplo, 0,1 mg/kg-20 mg/kg) de anticuerpo o inmunoconjugado puede ser una dosificacion
candidata inicial para administracion al paciente, bien, por ejemplo, mediante una o mas administraciones
separadas, o bien mediante infusion continua. Una dosificacion diaria tipica podria variar de aproximadamente 1
ng/kg a 100 mg/kg o mas, dependiendo de los factores mencionados anteriormente. Para administraciones repetidas
durante varios dias o mas, dependiendo de la afeccién, el tratamiento generalmente se mantendria hasta que se
produzca una supresion deseada de los sintomas de la enfermedad. Una dosificacion ilustrativa del anticuerpo o
inmunoconjugado estaria en el intervalo de aproximadamente 0,05 mg/kg a aproximadamente 10 mg/kg. Por lo
tanto, puede administrarse una o mas dosis de aproximadamente 0,5 mg/kg, 2,0 mg/kg, 4,0 mg/kg o 10 mg/kg (o
cualquier combinacién de las mismas) de anticuerpo o inmunoconjugado al paciente. Dichas dosis pueden
administrarse de forma intermitente, por ejemplo cada semana o cada tres semanas (por ejemplo de modo que el
paciente reciba de aproximadamente dos a aproximadamente veinte, o por ejemplo aproximadamente seis dosis del
anticuerpo o inmunoconjugado). Puede administrarse una dosis de carga inicial mayor, seguido de una o mas dosis
menores. Un régimen de dosificacion ilustrativo comprende administrar una dosis de carga inicial de
aproximadamente 4 mg/kg, seguido de una dosis de mantenimiento semanal de aproximadamente 2 mg/kg del
anticuerpo. Sin embargo, pueden ser Utiles otros regimenes de dosificacion. El progreso de esta terapia se controla
facilmente por técnicas y ensayos convencionales.

Ensayos

Pueden caracterizarse anticuerpos anti-CD22 e inmunoconjugados con respecto a sus propiedades fisicas/quimicas
y/o actividades biologicas por diversos ensayos conocidos en la técnica.

Ensayos de actividad

En un aspecto, se proporcionan ensayos para identificar anticuerpos anti-CD22 o inmunoconjugados de los mismos
que tienen actividad biolégica. La actividad bioldgica puede incluir, por ejemplo, la capacidad para inhibir el
crecimiento o proliferacion celular (por ejemplo, actividad de “destrucciéon de células”), o la capacidad para inducir
muerte celular, incluyendo muerte celular programada (apoptosis). También se proporcionan anticuerpos o
inmunoconjugados que tengan dicha actividad biol6gica in vivo y/o in vitro.

En ciertas realizaciones, se ensaya un anticuerpo anti-CD22 o inmunoconjugado del mismo con respecto a su
capacidad para inhibir el crecimiento o proliferacion celular in vitro. Se conocen bien en la técnica ensayos para
inhibicion del crecimiento o proliferacion celular. Ciertos ensayos para proliferacion celular, ejemplificados por los
ensayos de “destruccion celular’ descritos en la presente memoria, miden la viabilidad celular. Uno de dichos
ensayos es el Ensayo de Viabilidad Celular luminiscente CellTiter-Glo™, que esta disponible en el mercado de
Promega (Madison, WI). Ese ensayo determina el numero de células viables en cultivo basandose en la
cuantificacion de ATP presente, que es un indicio de células metabdlicamente activas. Véase Crouch et al. (1993) J.
Immunol. Meth. 160: 81-88, Patente de Estados Unidos N° 6602677. El ensayo puede realizarse en formato de 96 o
384 pocillos, haciéndolo susceptible de exploracion de alto rendimiento automatica (HTS). Véase Cree et al. (1995)
Anticancer Drugs 6: 398-404. El procedimiento de ensayo implica afiadir un unico reactivo (Reactivo CellTiter-Glo®)
directamente a células cultivadas. Esto da como resultado lisis celular y generacion de una sefial luminiscente
producida por una reaccion de luciferasa. La sefial luminiscente es proporcional a la cantidad de ATP presente, que
es directamente proporcional al nimero de células viables presentes en cultivo. Los datos pueden registrarse por un
luminémetro o dispositivo de formacion de imagenes de camara CCD. El resultado de luminiscencia se expresa
como unidades de luz relativas (ULR).

Otro ensayo para la proliferacion celular es el ensayo de “MTT”, un ensayo colorimétrico que mide la oxidacién de
bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio a formazan por reductasa mitocondrial. Como el ensayo de
Celltiter-Glo™, este ensayo indica el nimero de células metabdlicamente activas presentes en un cultivo celular.
Véase, por ejemplo, Mosmann (1983) J. Immunol. Meth. 65: 55-63 y Zhang et al. (2005) Cancer Res. 65: 3877-3882.

En un aspecto, se ensayd un anticuerpo anti-CD22 con respecto a su capacidad para inducir la muerte celular in
vitro. Se conocen bien en la técnica ensayos para induccion de la muerte celular. En algunas realizaciones, dichos
ensayos miden, por ejemplo, la pérdida de integridad de membrana como se indica por la captacion de yoduro de
propidio (Pl), azul de tripano (véase Moore et al. (1995) Cytotechnology, 17: 1-11) o 7AAD. En un ensayo de
captacion de Pl ilustrativo, las células se cultivan en Medio de Eagle Modificado por Dulbecco (D-MEM): F-12 de
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Ham (50: 50) complementado con FBS inactivado por calor 10 % (Hyclone) y L-glutamina 2 mM. Por lo tanto, el
ensayo se realiza en ausencia de complemento y células efectoras inmunitarias. Las células se siembran a una
densidad de 3 x 10° por placa en placas de 100 x 20 mm y se permite que se unan durante una noche. El medio se
retira y se reemplaza con medio nuevo solamente o medio que contiene diversas concentraciones del anticuerpo o
inmunoconjugado. Las células se incuban durante un periodo de tiempo de 3 dias. Después del tratamiento, las
monocapas se lavan con PBS y se separan por tripsinizacion. Las células se centrifugan después a 1200 rpm
durante 5 minutos a 4 °C, el sedimento se resuspende en 3 ml de tampo6n de unién de Ca?* frio (Hepes 10 mM, pH
7.4, NaCl 140 mM, CaCl2 2,5 mM) y se separa en alicuotas en tubos de 12 x 75 mm tapados con un filtro de 35 mm
(1 ml por tubo, 3 tubos por grupo de tratamiento) para la retirada de agregados celulares. Los tubos reciben después
Pl (10 pg/ml). Las muestras se analizan usando un citometro de fluyjp FACSCAN™ vy software CellQuest
FACSCONVERT™ (Becton Dickinson). Se identifican de este modo anticuerpos o inmunoconjugados que inducen
niveles estadisticamente significativos de muerte celular como se determina por captacion de PI.

En un aspecto, se ensaya un anticuerpo anti-CD22 o inmunoconjugado con respecto a su capacidad para inducir
apoptosis (muerte celular programada) in vitro. Un ensayo ilustrativo para anticuerpos o inmunoconjugado que
inducen apoptosis es un ensayo de unién de anexina. En un ensayo de unién de anexina ilustrativo, las células se
cultivan y siembran en placas como se ha analizado en el parrafo anterior. El medio se retira y reemplaza con medio
nuevo solamente o medio que contiene de 0,001 a 10 pg/ml del anticuerpo o inmunoconjugado. Después de un
periodo de incubacion de tres dias, las monocapas se lavan con PBS y se separan por tripsinizacion. Después se
centrifugan las células, se resuspenden en tampon de union de Ca?* y se separan en alicuotas en tubos como se ha
analizado en el parrafo anterior. Los tubos reciben después anexina marcada (por ejemplo anexina V-FITC) (1
ug/ml). Las muestras se analizan usando un citémetro de flujo FACSCAN™ y software CellQuest FACSCONVERT™
CellQuest (BD Biosciences). Se identifican de este modo anticuerpos o inmunoconjugados que inducen niveles
estadisticamente significativos de union de anexina en relaciéon con el control. Otro ensayo ilustrativo para
anticuerpos o inmunoconjugados que inducen apoptosis es un ensayo colorimétrico de ELISA de ADN de histonas
para detectar degradacion internucleosémica de ADN gendmico. Dicho ensayo puede realizarse usando, por
ejemplo, el kit de ELISA de Detecciéon de Muerte Celular (Roche, Palo Alto, CA).

Las células para uso en cualquiera de los ensayos in vitro anteriores incluyen células o lineas celulares que
expresan de forma natural CD22 o que se han modificado por ingenieria genética para expresar CD22. Dichas
células incluyen células tumorales que sobreexpresan CD22 en relacion con células normales del mismo origen
origen tisular. Dichas células también incluyen lineas celulares (incluyendo lineas celulares tumorales) que expresan
CD22 vy lineas celulares que no expresan normalmente CD22 pero se han transfectado con acido nucleico que
codifica CD22.

En un aspecto, un anticuerpo anti-CD22 o inmunoconjugado del mismo se ensaya con respecto a su capacidad para
inhibir el crecimiento o proliferaciéon celular in vivo. En ciertas realizaciones, se ensaya un anticuerpo anti-CD22 o
inmunoconjugado del mismo con respecto a su capacidad para inhibir su crecimiento tumoral in vivo. Pueden usarse
sistemas de modelos in vivo, tales como modelos de xenoinjerto, para dichos ensayos. En un sistema de xenoinjerto
ilustrativo, se introducen células tumorales humanas en un animal no humano inmunocomprometido de forma
adecuada, por ejemplo, un ratén SCID. Se administra al animal un anticuerpo o inmunoconjugado de la invencion.
Se mide la capacidad del anticuerpo o inmunoconjugado para inhibir o reducir el crecimiento tumoral. En ciertas
realizaciones del sistema de xenoinjertos anterior, las células tumorales humanas son células tumorales de un
paciente humano. Dichas células utiles para preparar modelos de xenoinjerto incluyen lineas celulares de linfoma y
leucemia humanas, que incluyen sin limitacion las células BJAB-luc (una linea celular de linfoma de Burkitt negativo
para EBV transfectada con el gen indicador de luciferasa), células de Ramos (ATCC, Manassas, VA, CRL-1923),
células de Raji (ATCC, Manassas, VA, CCL-86), células SuDHL-4 (DSMZ, Braunschweig, Alemania, AAC 495),
células DoHH2 (véase Kluin-Neilemans, H.C. et al., Leukemia 5: 221-224 (1991), y Kluin-Neilemans, H.C. et al.,
Leukemia 8: 1385-1391 (1994)), células Granta-519 (véase Jadayel, D.M. et al, Leukemia 11(1): 64-72 (1997)). En
ciertas realizaciones, las células tumorales humanas se introducen en un animal no humano inmunocomprometido
de forma adecuada por inyeccion subcutanea o por trasplante en un sitio adecuado, tal como una almohadilla
adiposa mamaria.

Ensayos de unién y otros ensayos

En un aspecto, se ensayd un anticuerpo anti-CD22 con respecto a su actividad de union a antigeno. Por ejemplo, en
ciertas realizaciones, se ensay6 un anticuerpo anti-CD22 con respecto a su capacidad para unirse con CD22
expresado en la superficie de una célula. Puede usarse un ensayo de FACS para dichos ensayos.

En un aspecto, pueden usarse ensayos de competicion para identificar un anticuerpo monoclonal que compite con el
anticuerpo 10F4.4.1 murino, el anticuerpo 10F4v1 humanizado, el anticuerpo 10F4v3 y/o el anticuerpo 5E8.1.8
murino por la union con CD22. En ciertas realizaciones, dicho anticuerpo de competicién se une con el mismo
epitopo (por ejemplo, un epitopo lineal o uno conformacional) que se une con el anticuerpo 10F4.4.1 murino, el
anticuerpo 10F4v1 humanizado, el anticuerpo 10F4v3 y/o el anticuerpo 5EB.1.8 murino. Los ensayos de competicion
ilustrativos incluyen, pero sin limitacién, ensayos rutinarios tales como los proporcionados en Harlow y Lane (1988)
Antibodies: A Laboratory Manual c.14 (Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, NY). Se proporcionan
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métodos ilustrativos detallados para mapear un epitopo con el que se une un anticuerpo en Morris (1996) “Epitope
Mapping Protocols,” en Methods in Molecular Biology vol. 66 (Humana Press, Totowa, NJ). Se dice que dos
anticuerpos se unen con el mismo epitopo si cada uno bloquea la unién del otro en 50 % o mas.

En un ensayo de competicion ilustrativo, se incuba CD22 inmovilizado en una solucién que comprende un primer
anticuerpo marcado que se une con CD22 (por ejemplo, anticuerpo 10F4.4.1 murino, anticuerpo 10F4v1
humanizado, anticuerpo 10F4v3 humanizado y/o anticuerpo 5EB.1.8 murino) y un segundo anticuerpo no marcado
que se ensaya con respecto a su capacidad para competir con el primer anticuerpo por la unién con CD22. El
segundo anticuerpo puede estar presente en un sobrenadante de hibridoma. Como control, se incuba CD22
inmovilizado en una solucién que comprende el primer anticuerpo marcado pero no el segundo anticuerpo no
marcado. Después de incubacién en condiciones permisivas para la unién del primer anticuerpo con CD22, se retira
el exceso de anticuerpo no unido, y se mide la cantidad de marcador asociado con CD22 inmovilizado. Si la cantidad
de marcador asociado con CD22 inmovilizado se reduce sustancialmente en la muestra de ensayo en relaciéon con la
muestra de control, entonces eso indica que el segundo anticuerpo estad compitiendo con el primer anticuerpo por la
unién con CD22. En ciertas realizaciones, CD22 inmovilizado esta presente en la superficie de una célula o en una
preparaciéon de membrana obtenida de una célula que expresa CD22 en su superficie.

En un aspecto, los anticuerpos anti-CD22 purificados pueden caracterizarse adicionalmente por una serie de
ensayos incluyendo, pero sin limitacion, secuenciacion N-terminal, analisis de aminoacidos, cromatografia liquida de
alta presion de exclusion por tamafio no desnaturalizante (HPLC), espectrometria de masas, cromatografia de
intercambio iénico y digestién con papaina.

También se describe en la presente memoria un anticuerpo alterado que posee algunas pero no todas las funciones
efectoras, lo que lo hace un candidato deseable para muchas aplicaciones en las que la semivida del anticuerpo in
vivo es importante, aunque ciertas funciones efectoras (tales como complemento y ADCC) son innecesarias o
deletéreas. En ciertas realizaciones, las actividades Fc del anticuerpo se miden para asegurar que se mantienen
solamente las propiedades deseadas. Pueden realizarse ensayos de citotoxicidad in vitro y/o in vivo para confirmar
la reduccién/agotamiento de las actividades CDC y/o ADCC. Por ejemplo, pueden realizarse ensayos de uniéon con
el receptor de Fc (FcR) para asegurar que el anticuerpo carece de union con FcyR (careciendo por lo tanto
probablemente de actividad ADCC), pero conserva la capacidad de unién con FcRn. Las células primarias para
mediar en ADCC, linfocitos NK, expresan solamente FcyRIIl, mientras que los monocitos expresan FcyRI, FcyRIl y
FcyRIIl. La expresion de FcR en células hematopoyéticas se resume en la Tabla 3 en la pagina 464 de Ravetch y
Kinet, Annu. Rev. Immunol. 9: 457-92 (1991). Se describe un ejemplo de un ensayo in vitro para evaluar la actividad
ADCC de una molécula de interés en la Patente de Estados Unidos N° 5.500.362 o 5.821.337. Las células efectoras
utiles para dichos ensayos incluyen células mononucleares de sangre periférica (PBMC) y linfocitos Citoliticos
Naturales (NK). Como alternativa, o adicionalmente, la actividad ADCC de la molécula de interés puede evaluarse in
vivo, por ejemplo, en un modelo animal tal como el desvelado en Clynes et al. PNAS (USA) 95: 652-656 (1998).
También pueden llevarse a cabo ensayos de unién de C1q para confirmar que el anticuerpo es incapaz de unirse a
C1q y por lo tanto carece de actividad CDC. Para evaluar la activacién del complemento, puede realizarse un
ensayo de CDC, por ejemplo como se describe en Gazzano-Santoro et al., J. Immunol. Methods 202: 163 (1996).
También pueden realizarse determinaciones de union de FcRn y eliminacion/semivida in vivo usando métodos
conocidos en la técnica.

Ejemplos

Los siguientes son ejemplos de métodos y composiciones de la invencion. Se entiende que pueden practicarse
diversas otras realizaciones, dada la descripcion general proporcionada anteriormente.

Ejemplo 1: Preparacién de anticuerpo monoclonal murino anti-CD22 humano

Se prepararon anticuerpos monoclonales murinos capaces de unirse especificamente con CD22 humano. Se
inmunizaron ratones hembra BALB/c, de seis semanas de edad, en sus almohadillas plantares con dominio
extracelular marcado con his-8 de CD22 humano purificado que carece de los dominios 3y 4 (SEC ID N°: 30 (ECD)
mas la secuencia GRAHHHHHHHH en el extremo C terminal) o dominio extracelular marcado con his-8 de CD22
que comprende los dominios 1-7 (SEC ID N°: 28 (ECD) mas el marcador de secuencia His anterior) en adyuvante de
Ribi. Se realizaron inyecciones posteriores de la misma manera a una y tres semanas después de las
inmunizaciones iniciales. Tres dias después de la inyeccién final, se retiraron y agruparon los ganglios linfaticos
inguinales y popliteales, y se realizé6 una unica suspensién celular pasando el tejido a través de gasa de acero. Las
células se fusionaron a una relacion de 4:1 con mieloma de ratén tal como P3X63-Ag8.653 (ATCC CRL 1580) en
(DMEM) de alta glucosa que contenia polietilenglicol 4000 50 % p/v. Las células fusionadas se sembraron después a
una densidad de 2x10° por pocillo en placas de cultivo tisular de 96 pocillos. Después de 24 horas se afiadid medio
selectivo de HAT (hipoxantina/aminopterina/timidina, Sigma, N° H0262). Quince dias después de la fusion, se
ensayaron los sobrenadantes de células crecientes con respecto a la presencia de anticuerpos especificos para
CD22 humano usando un ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA).
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Los anticuerpos monoclonales murinos anti-CD22 humano 10F4.4.1 (mu 10F4) y 5E8.1.8 (mu 5E8) se seleccionaron
para estudio adicional basandose en ensayos basados en células y ensayos de placas que mostraron que los
anticuerpos se unian especificamente con CD22 humano. Los ensayos se describen en los siguientes parrafos.

Ensayos basados en ELISA: Se realiza exploracion de anticuerpo anti-CD22 por ELISA como sigue, con todas las
incubaciones realizadas a temperatura ambiente. Se recubrieron placas de ensayo (Inmunoplaca Nunc) durante 2
horas con CD22 purificado en tampon de carbonato sédico 50 mM, pH 9,6, después se bloquearon con albumina de
suero bovino 0,5 % en solucion salina tamponada con fosfato (PBS) durante 30 minutos, después se lavaron cuatro
veces con PBS que contenia Tween 20 0,05 % (PBST). Se afiaden sobrenadantes de anticuerpo de ensayo y se
incuban durante dos horas con agitacion, después se lavan cuatro veces con PBST. Las placas se desarrollan
afadiendo 100 pl/pocillo de una solucion que contienen 10 mg de diclorhidrato de o-fenilendiamina (Sigma, N°
P8287) y 10 ul de una solucién de peréxido de hidrogeno al 30 % en 25 ml de tampdn de citrato de fosfato, pH 5,0 e
incubando durante 15 minutos. La reaccion se detiene afiadiendo 100 pl/pocillo de acido sulfurico 2,5 M. Los datos
se obtienen leyendo las placas en un lector de placas de ELISA automatico a una absorbancia de 490 nm.

Ejemplo 2: Ensayos basados en FACS para andlisis de anticuerpos monoclonales anti-CD22 humano (MAb)

Se incubaron células CHO que expresaban CD22 humano en su superficie con sobrenadante de hibridoma anti-
CD22 en 100 ul de tampoén de FACS (BSA 0,1 %, azida sédica 10 mM en PBS, pH 7,4) durante 30 minutos a 4 °C
seguido de un lavado con tampén de FACS. La cantidad de unién anti-CD22 se determin6é incubando una alicuota
de la mezcla de anticuerpo/célula con un IgG anti-ratén de cabra o conejo conjugado con FITC policlonal (Accurate
Chem. Co., Westbury, NY) (para anticuerpos de ensayo murinos) o IgG anti-humano de cabra o conejo (para
anticuerpos humanizados) durante 30 minutos a 4 °C seguido de tres lavados con tampdn de FACS.

Ejemplo 3: Preparacién de anticuerpos anti-CD22 humanizados

Se generaron anticuerpos 10F4 humanizados en los que los restos de aminoacidos de la regién hipervariable (HVR)
(denominados de forma intercambiable regiones determinantes de complementariedad o CDR) se modificaron
mediante mutagénesis dirigida (Kunkel et al., Methods Enzymol. (1987), 154: 367-382) para llegar a dos variantes,
10F4v1 humanizada y 10F4v2 humanizada (también denominados en la presente memoria “10F4v1”, “hu10F4v1”,
“10F4v2”, o “hu10F4v2”, respectivamente). Una tercera version, 10F4v3 humanizado (“10F4v3” o “hu10Fv3”), usado
en algunos estudios desvelados en la presente memoria tiene las mismas secuencias de aminoacidos de cadena
ligera y pesada para la proteina madura que hu10F4v2, pero comprende una secuencia sefal diferente en el vector
usado para expresion proteica.

La humanizacion del anticuerpo 10F4 murino se realizé6 como se ha desvelado en la presente memoria. Brevemente,
las regiones hipervariables de las cadenas ligera y pesada de 10F4 murino se clonaron en secuencias marco
conservadas consenso modificadas para generar las secuencias de aminoacidos de regiones variables de cadena
ligera y pesada mostradas en las Figuras 2A y 2B. Se muestran secuencias marco conservadas de cadena ligera 'y
pesada alternativas que pueden usarse como secuencias marco conservadas de anticuerpos de la invencién en las
figuras 3y 4.

Se usé un fagémido de vector de presentacion Fab-g3 monovalente (pV0350-2B) que tenia dos fases abiertas de
lectura bajo el control del promotor phoA, esencialmente como se describe en Lee ef al., J. Mol. Biol. 340: 1073-93
(2004), en la humanizacion del anticuerpo 10F4. La primera fase abierta de lectura comprendia la secuencia sefial
STIl termoestable de E. coli para secrecién proteica fusionada con los dominios VL y CH1 de la secuencia de
cadena ligera aceptora. La segunda fase abierta de lectura comprendia la secuencia sefial STII fusionada con los
dominios VH y CH1 de la secuencia de cadena pesada aceptora seguida de una proteina de cubierta de fago menor
truncada P3.

Los dominios VH y VL de 10F4 murino (SEC ID N°: 89 y 90, respectivamente) se alinearon con el dominio VH
consenso de subgrupo Il humano (hulll) (SEC ID N°: 24) y dominio kappal consenso humano (huK1) (SEC ID N°:
25), respectivamente. Las secuencias de aminoacidos de las regiones hipervariables (HVR, denominadas de forma
intercambiable en la presente memoria regiones determinantes de complementariedad (CDR)) del MAb murino anti-
CD22 humano 10F4 se insertaron en secuencias marco conservadas consenso como sigue. Las HVR de cadena
ligera (HVR-L1 (posiciones de Kabat 24-34), HVR-L2 (posiciones de Kabat 50-56) y HVR-L3 (posiciones de Kabat
89-97)) del anticuerpo mu 10F4 se introdujeron por ingenieria genética en un marco conservado de anticuerpo de
secuencia consenso kappa | humano (huKI) para producir la cadena ligera de 10F4v1 humanizado (SEC ID N° 17,
Fig. 2B). Las HVR de cadena pesada (HVR-H1 (posiciones de Kabat 26-35), HVR-H2 (posiciones de Kabat 49-65) y
HVR-H3 (posiciones de Kabat 95-102) del anticuerpo mu 10F4 se introdujeron por ingenieria genética en un dominio
VH consenso de subgrupo Il humano modificado (humlll) que difiere de la secuencia de humlll en tres posiciones:
se usaron R71A, N73T y L78A (véase Carter et al, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89: 4285 (1992)) para producir la
regién variable de cadena pesada de 10F4v1 humanizado (SEC ID N°: 16, Fig. 2A). Se realiz6 la ingenieria genética
de las HVR en los marcos conservados aceptores por mutagénesis de Kunkel usando un oligonucleétido separado
para cada region hipervariable. La secuencia de cada clon se determiné por técnicas de secuenciacién de ADN
convencionales. Las regiones hipervariables y regiones marco conservadas mostradas en las Figuras 2A y 2B se
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numeran de acuerdo con la numeracion de Kabat (Kabat et al. (1991), mencionado anteriormente). Las cadenas
ligeras y pesadas se secuenciaron y las secuencias de aminoacidos de las regiones variables (incluyendo HVR y
regiones marco conservadas (FR)) del huKl, el humlll, 10F4 murino, 10F4v1 humanizado y 10F4v2 humanizado se
muestran en las Figuras 2A y 2B. El anticuerpo 10F4v3 humanizado tiene la secuencia de aminoacidos idéntica a
10F4v2.

Se preparan moléculas de acido nucleico que codifican variantes de secuencia de aminoacidos del anticuerpo,
fragmento de anticuerpo, dominio VL o dominio VH por una diversidad de métodos conocidos en la técnica. Estos
métodos incluyen, pero sin limitacion, aislamiento de una fuente natural (en el caso de variantes de secuencia de
aminoacidos de origen natural) o preparacidbn por mutagénesis mediada por oligonucleotidos (o dirigida),
mutagénesis por PCR y mutagénesis en casete de una variante preparada previamente o una version no variante
del anticuerpo, fragmento de anticuerpo, dominio VL o dominio VH. Por ejemplo, pueden crearse bibliotecas
dirigiéndose a posiciones de aminoacidos accesibles a VL en VH, y opcionalmente en una o mas CDR, para
sustitucion de aminoacidos con aminoacidos variantes usando el método de Kunkel. Véase, por ejemplo, Kunkel et
al., Methods Enzymol. (1987), 154: 367-382 y los ejemplos de la presente memoria. También se describen
posteriormente en los ejemplos la generacion de secuencias aleatorias.

La secuencia de oligonucleétidos incluye uno o mas de los conjuntos de codones disefiados para una posicion
particular en una region CDR (HVR) o FR de un polipéptido de la invencion. Un conjunto de codones es un conjunto
de secuencias de tripletes de nucleétidos diferentes usados para codificar aminoacidos variantes deseados. Los
conjuntos de codones pueden representarse usando simbolos para designar nucleétidos particulares o mezclas
equimolares de nucleétidos como se muestra a continuacién con el coédigo 1UB.

CcODIGOS IUB

G Guanina
A Adenina
T Timina

C Citosina
R (Ao G)
Y(CoT)

M (Ao C)
K(GoT)
S(CoG)
W(AOoT)
HAoCoT)
B(CoGoT)
V(AoCoQG)
DAoGoT)
NAoCoGoT)

Por ejemplo, en el conjunto de codones DVK, D puede ser los nucleétidos Ao Go T; V puede serAo Go C; y K
puede ser G o T. Este conjunto de codones puede presentar 18 codones diferentes y puede codificar los
aminoacidos Ala, Trp, Tyr, Lys, Thr, Asn, Lys, Ser, Arg, Asp, Glu, Gly y Cys.

Pueden sintetizarse conjuntos de oligonucleétidos o cebadores usando métodos convencionales. Puede sintetizarse
un conjunto de oligonucleoétidos, por ejemplo, por sintesis de fase solida, que contiene secuencias que representan
todas las posibles combinaciones de ftripletes de nucleétidos proporcionadas por el conjunto de codones y que
codificaran el grupo deseado de aminoacidos. Se conoce bien en la técnica la sintesis de oligonucleétidos con
“degeneracion” de nucleétidos seleccionados en ciertas posiciones. Dichos conjuntos de nucleétidos que tienen
ciertos conjuntos de codones pueden sintetizarse usando sintetizadores de acidos nucleicos comerciales
(disponibles de, por ejemplo, Applied Biosystems, Foster City, CA), o pueden obtenerse comercialmente (por
ejemplo, de Life Technologies, Rockville, MD). Por lo tanto, un conjunto de oligonucleétido sintetizados que tiene un
conjunto de codones particular, normalmente incluird una pluralidad de oligonucleétidos con diferentes secuencias,
las diferencias establecidas por el conjunto de codones dentro de la secuencia global. Los oligonucleétidos, como se
usan de acuerdo con la invencion, tienen secuencias que permiten la hibridacion con un molde de &cido nucleico de
dominio variable y también pueden incluir sitios de enzimas de restriccién para fines de clonacion.

En un método, pueden crearse secuencias de acido nucleico que codifiquen aminoacidos variantes por mutagénesis
mediada por oligonucleétidos. Esta técnica se conoce bien en este campo como se describe por Zoller et al., 1987,
Nucleic Acids Res. 10: 6487-6504. Brevemente, se crean secuencias de acido nucleico que codifican aminoacidos
variantes hibridando un conjunto de oligonucle6tidos que codifican los conjuntos de codones deseados con un molde
de ADN, en el que el molde es la forma monocatenaria del plasmido que contiene una secuencia molde de acido
nucleico de regién variable. Después de la hibridacion, se usa ADN polimerasa para sintetizar una segunda cadena
complementaria completa del molde que se incorporara de este modo al cebador oligonucleotidico y contendra los
conjuntos de codones como se proporcionan por el conjunto de oligonucleotidos.
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Generalmente, se usan oligonucleétidos de al menos 25 nucleétidos de longitud. Un oligonucleétido 6ptimo tendra
de 12 a 15 nucledtidos que son completamente complementarios del molde en cada lado del nucleétido o
nucleotidos que codifican la mutacién o las mutaciones. Esto asegura que el oligonucleétido hibridara de forma
apropiada con la molécula de molde de ADN monocatenaria. Los oligonucleétidos se sintetizan facilmente usando
técnicas conocidas en este campo tales como la descrita por Crea et al., Proc. Nat'l. Acad. Sci. USA, 75: 5765
(1978).

El molde de ADN se genera por los vectores que derivan de vectores M13 de bacteriéfagos (son adecuados los
vectores M13mp18 y M13mp19 disponibles en el mercado), o los vectores que contienen un origen de replicaciéon de
fago monocatenario como se describe por Viera et al., Meth. Enzymol., 153: 3 (1987). Por lo tanto, el ADN que debe
mutarse puede insertarse en uno de estos vectores para generar un molde monocatenario. Se describe la
produccién del molde monocatenario en las secciones 4.21-4.41 de Sambrook et al., mencionado anteriormente.

Para alterar la secuencia de ADN nativa, el oligonucleétido se hibrida con el molde monocatenario en condiciones de
hibridacion adecuadas. Después se afiade una enzima de polimerizacién de ADN, habitualmente ADN polimerasa
T7 o el fragmento de Klenow de ADN polimerasa |, para sintetizar la cadena complementaria del molde usando el
oligonucleétido como un cebador para la sintesis. Se forma de este modo una molécula de heteroduplex de modo
que una cadena de ADN codifique la forma mutada del gen 1, y la otra cadena (el molde original) codifique la
secuencia nativa, inalterada del gen 1. Esta molécula de heteroduplex se transforma después en una célula
hospedadora adecuada, habitualmente un procariota tal como E. coli JM101. Después de cultivar las células, estas
se siembran en placas de agarosa y se exploran usando el cebador oligonucleotidico radiomarcado con un 32-
Fosfato para identificar las colonias bacterianas que contienen el ADN mutado.

El método descrito inmediatamente antes puede modificarse de modo que se cree una molécula de homoduplex en
la que ambas cadenas del plasmido contienen la mutacién o las mutaciones. Las modificaciones son las siguientes:
el oligonucleétido monocatenario se hibrida con el molde monocatenario como se ha descrito anteriormente. Se
combina una mezcla de tres desoxirribonucleétidos, desoxirriboadenosina (dATP), desoxirriboguanosina (dGTP) y
desoxirribotimidina (dTT), con una tiodesoxirribocitosina modificada llamada dCTP-(aS) (que puede obtenerse de
Amersham). Esta mezcla se afiade al complejo de molde-oligonucleétido. Tras la adicién de ADN polimerasa a esta
mezcla, se genera una cadena de ADN idéntica al molde excepto por las bases mutadas. Ademas, esta nueva
cadena de ADN contendrda dCTP-(aS) en lugar de dCTP, lo que sirve para protegerla de la digestion con
endonucleasas de restriccion. Después de cortarse la cadena molde del heteroduplex bicatenario con una enzima de
restriccion apropiada, la cadena molde puede digerirse con nucleasa Exolll u otra nucleasa apropiada después de la
regién que contiene el sitio o los sitios para mutar. La reaccion se detiene después para dejar una molécula que es
solo parcialmente monocatenaria. Después se forma un homoduplex de ADN bicatenario completo usando ADN
polimerasa en presencia de los cuatro desoxirribonucleétido trifosfatos, ATP y ADN ligasa. Esta molécula de
homoduplex puede después transformarse en una célula hospedadora adecuada.

Como se ha indicado previamente, la secuencia del conjunto de oligonucleétidos es de suficiente longitud para
hibridar con el acido nucleico molde y también puede, pero no es necesario, contener sitios de restriccion. El molde
de ADN puede generarse por los vectores que derivan de vectores de bacteriofago M13 o vectores que contienen un
origen de replicacién de fago monocatenario como se describe en Viera et al. ((1987) Meth. Enzymol., 153: 3). Por lo
tanto, el ADN que va a mutarse debe insertarse en uno de estos vectores para generar un molde monocatenario. Se
describe la produccion del molde monocatenario en las secciones 4.21-4.41 de Sambrook et al., mencionado
anteriormente.

De acuerdo con otro método, puede generarse una biblioteca proporcionando conjuntos de oligonucleétidos cadena
arriba y cadena abajo, teniendo cada conjunto una pluralidad de oligonucleétidos con secuencias diferentes, las
diferentes secuencias establecidas por los conjuntos de codones proporcionados dentro de la secuencia de los
oligonucledtidos. Los conjuntos de oligonucle6tidos cadena arriba y cadena abajo, junto con una secuencia de acido
nucleico molde de dominio variable, pueden usarse en una reaccion en cadena de la polimerasa para generar una
“biblioteca” de productos de PCR. Los productos de PCR pueden denominarse “casetes de acido nucleico”, ya que
puede fusionarse con otras secuencias de acido nucleico relacionadas o no relacionadas, por ejemplo, proteinas de
cubierta viral y dominios de dimerizacion, usando técnicas de biologia molecular establecidas.

Pueden usarse conjuntos de oligonucleétidos en una reacciéon en cadena de la polimerasa usando una secuencia
molde de acido nucleico de dominio variable como el molde para crear casetes de acido nucleico. La secuencia
molde de acido nucleico de dominio variable puede ser cualquier parte de las cadenas de inmunoglobulina pesadas
que contienen las secuencias de acido nucleico diana (es decir, secuencias de acido nucleico que codifican
aminoacidos diana para sustitucion). La secuencia molde de acido nucleico de region variable es una parte de una
molécula de ADN bicatenaria que tiene una primera cadena de &cido nucleico y una segunda cadena de acido
nucleico complementaria. La secuencia molde de &cido nucleico de dominio variable contiene al menos una parte de
un dominio variable y tiene al menos una CDR. En algunos casos, la secuencia molde de acido nucleico de dominio
variable contiene mas de una CDR. Una parte cadena arriba y una parte cadena abajo de la secuencia molde de
acido nucleico de dominio variable puede ser diana de hibridacion con miembros de un conjunto de oligonucleétidos
cadena arriba y un conjunto de oligonucleétidos cadena abajo.
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Un primer oligonucleétido del conjunto de cebadores cadena arriba puede hibridar con la primera cadena de acido
nucleico y un segundo oligonucleétido del conjunto de cebadores cadena abajo puede hibridar con la segunda
cadena de acido nucleico. Los cebadores de oligonuclettidos pueden incluir uno o mas conjuntos de codones y
disefiarse para hibridar con una parte de la secuencia molde de acido nucleico de region variable. El uso de estos
oligonucleétidos puede introducir dos o mas conjuntos de codones en el producto de PCR (es decir, el casete de
acido nucleico) después de PCR. El cebador oligonucleotidico que hibrida con regiones de la secuencia de acido
nucleico que codifica el dominio variable de anticuerpo incluye partes que codifican restos de CDR que son dianas
de sustitucion de aminoacidos.

Los conjuntos de oligonucleétidos cadena arriba y cadena abajo pueden también sintetizarse para incluir sitios de
restriccion dentro de la secuencia oligonucleotidica. Estos sitios de restriccion pueden facilitar la insercion de los
casetes de acido nucleico (es decir, productos de reaccion de PCR) en un vector de expresiéon que tenga una
secuencia de anticuerpo adicional. En una realizacion, los sitios de restriccién se disefian para facilitar la clonacién
de los casetes de acido nucleico sin introducir secuencias de acido nucleico ajenas o retirar secuencias de acido
nucleico de CDR o marco conservadas originales.

Los casetes de acido nucleico pueden clonarse en cualquier vector adecuado para expresion de una parte de o la
secuencia de cadena ligera o pesada completa que contiene las sustituciones de aminoacidos diana generadas
mediante la reaccion de PCR. De acuerdo con los métodos detallados en la invencién, el casete de acido nucleico
se clona en un vector permitiendo la produccién de una parte de o la secuencia de cadena ligera o pesada completa
fusionada con toda o una parte de una proteina de cubierta viral (es decir, creando una proteina de fusién) y se
presenta en la superficie de una particula o célula. Aunque estan disponibles varios tipos de vectores y pueden
usarse para practicar la presente invencion, los vectores fagémidos son los vectores preferidos para su uso en la
presente memoria, ya que pueden construirse con relativa facilidad, y pueden amplificarse faciimente. Los vectores
fagémidos generalmente contienen una diversidad de componentes incluyendo promotores, secuencias sefal,
genes de seleccion fenotipica, sitios de origen de replicacién, y otros componentes necesarios como se conocen por
los expertos habituales en la materia.

Cuando debe expresarse una combinacién de aminoacidos variante particular, el casete de acido nucleico contiene
una secuencia que es capaz de codificar todo o una parte del dominio variable de cadena pesada o ligera, y es
capaz de codificar las combinaciones de aminoacidos variantes. Para la produccién de anticuerpos que contienen
estos aminoacidos variantes o combinaciones de aminoacidos variantes, como en una biblioteca, los casetes de
acido nucleico pueden insertarse en un vector de expresién que contiene una secuencia de anticuerpo adicional, por
ejemplo todos o partes de los dominios constantes o variables de las regiones variables de cadena ligera y pesada.
Estas secuencias de anticuerpo adicionales también pueden fusionarse con otras secuencias de acidos nucleicos,
tales como secuencias que codifican proteinas de la cubierta viral y de este modo permiten la produccién de una
proteina de fusién.

Ejemplo 4: Determinacién de secuencia de region variable

Las secuencias de acidos nucleicos y aminoacidos de los anticuerpos monoclonales 10F4 murinos y humanizados
se determinaron por procedimientos convencionales. Se extrajo ARN total de células de hibridoma produciendo los
anticuerpos monoclonales 10F4.4.1 anti-CD22 humano de ratén usando el Mini Kit RNeasy® (Qiagen, Alemania).
Los dominios variable ligero (VL) y variable pesado (VH) se amplificaron usando RT-PCR con cebadores
degenerados. Los cebadores directos fueron especificos para las secuencias de aminoacidos N-terminales de las
regiones VL y VH del anticuerpo. Respectivamente, los cebadores inversos de cadena ligera y cadena pesada se
disefaron para hibridar con una regién en el dominio ligero constante (CL) y pesado constante 1 (CH1), que esta
altamente conservado entre especies. Se clonaron VH y VL amplificados en un vector de expresion de células de
mamifero pRK (Shields et al., J. Biol. Chem. 276:659-04 (2000)). La secuencia polinucleotidica de los insertos se
determin6é usando métodos de secuenciacion rutinarios. Las secuencias de aminoacidos de las regiones variables
de cadena ligera y pesada de 10F4 quimérico murino y 10F4v1 humanizado y 10F4v2 humanizado se muestran en
las Figuras 2A y 2B.

10F4v1 humanizado se modificé adicionalmente en la posicién de HVR-L1 28 (N28) (SEC ID N°: 9). (Véase Figura
2B). El resto de asparagina en esa posicion se reemplazé con un resto de valina (N28V) para generar HVR-L1 (SEC
ID N°: 10) para las variantes de hu10F4v2 y hu10F4v3, que mostraron afinidad de unién mejorada Estas variantes
comprenden las mismas secuencias de dominio variable y constante del anticuerpo maduro y difieren solamente en
una secuencia sefal no hallada en el anticuerpo maduro de la invencién.

Se generaron modificaciones de secuencia de aminoacidos adicionales en uno o ambos de los aminoacidos Asn28
(N28) y/o Asn30 (N30) de la regién hipervariable HVR-L1 (véase Figura 2B) de hu10F4v1. Debido a que N28 y N30
son posibles sitios para desaminacion, se ensayaron cambios de aminoacidos en estos sitios. Por ejemplo, se
reemplazo asparagina en la posicién 28 (N28) alternativamente con A, Q, S, D, V o |, y asparagina en la posicion 30
(N30) se reemplazo alternativamente con A o Q. Se proporcionan cambios de secuencia de aminoacidos en el
dominio HVR-L1 de acuerdo con la invencién en la Tabla 2 junto con sus afinidades de unién como se ensaya por
analisis de competicion en un ensayo de ELISA de fagos (C150) usando procedimientos convencionales.
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Tabla 2
Variantes de sustitucion de anticuerpo hu 10F4v1
Cambio de aminoacidos en HVR-L1 Figura 2B|HVR-L1 SEC ID N°/Afinidad de union (nM)
Sin cambios (N28, N30) 9 8
N28A, N30 19 8
N28Q, N30 20 7,3
N28S, N30 21 12
N28D, N30 22 12
N28V, N30 10 7,3
N28I, N30 23 9,8
N28, N30A 32 7,7
N28, N30Q 33 10

Para la generacién de versiones de IgG1 humana de longitud completa del anticuerpo 10F4 humanizado, las
cadenas pesada y ligera se subclonan por separado en plasmidos pRK previamente descritos (Gorman, CM et al.
(1990), DNA Protein Eng. Tech. 2: 3). Se cotransfectan plasmidos de cadena pesada y ligera apropiados
(dependiendo del cambio o los cambios de secuencia deseados) en una linea celular de rifién embrionario humano
transformado con adenovirus, conocida como 293 (Graham, FL et al (1977), J. Gen. Virol. 36: 59), usando un
procedimiento de alta eficacia (Graham ef al., mencionado anteriormente y Gorman, CM, Science 221: 551). Los
medios se cambian a sin suero y se recogen diariamente durante hasta 5 dias. Los anticuerpos se purifican de los
sobrenadantes agrupados usando proteina A-Sepharose CL-4B (Pharmacia). El anticuerpo eluido se cambia de
tampdn a PBS por filtracion en gel G25, se concentra por ultrafiltracién usando un Centriprep-30 o Centricon-100
(Millipore) y se almacena a 4 °C. La concentracion de anticuerpo se determina usando ELISA de unién de IgG total.

Se representan dominios constantes de IgG1 de cadena pesada ilustrativos de acuerdo con la invencién en la Figura
5A. Un dominio constante «k de cadena ligera humana ilustrativo comprende, por ejemplo,
RTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESV
TEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHDVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC (SEC ID N° 37). La secuencia de
aminoacidos de longitud completa de h10F4v2 se muestra en la Figura 5B en la que las regiones constantes de las
cadenas ligera y pesada se indican por subrayado. Los anticuerpos h10F4v1, v2 y v3 son de isotipo 1gG1.

Caracterizacion de anticuerpos anti-CD22

Ejemplo 5: mapeo de epitopos:

Los epitopos de CD22 con los que se unieron los anticuerpos 10F4.4.1 y 5E8.1.8 se determinaron de acuerdo con
los siguientes procedimientos. Se clonaron secuencias de CD22 que carecian de varios de los siete dominios de tipo
inmunoglobulina de la isoforma de CD22 principal (CD22beta) y se transformaron en células para expresion estable.
Por ejemplo, se clonaron variantes de CD22 que carecia de dominio 1 (A1), dominio 2 (A2) o dominios 3 y 4 (A3, 4),
se transformaron en células CHO, y se expresaron en las células. Las células de control expresaban CD22beta. Se
realizaron deleciones usando el kit de reactivo Stratagene QuikChange XL™. Se realizé delecién del dominio 1 por
delecion de los aminoacidos 22-138; se realizé delecién del dominio 2 por delecion de los aminoacidos 139-242; y
los dominios 3 y 4 suprimidos estuvieron disponibles como la isoforma menor CD22alfa (delecion de los aminoacidos
241-417). Todos los nimeros de aminoacidos se refieren a la numeracién del precursor de longitud completa
CD22beta por Wilson, GL et al. (Véase Figura 1 en Wilson, G.L. et al., J. Exp. Med. 173:137-146 (1991)). La Figura
14 es un diagrama de los dominios suprimidos. La union se determin6 por citometria de flujo usando un control de
isotipo. La uniéon de 10F4.4.1 se detect6 usando IgG de cabra anti-raton Alexa 488. Se detectd la unién de 5E8.1.8
usando IgG de cabra anti-raton biotinilado mas estreptavidina PE. Un efecto adverso en la union de anticuerpos los
10F4.4.1 murino o 5E8.1.8 murino en ausencia de dominios ECD particulares indicé que el anticuerpo se unia a
esos dominios. 10F4.4.1 y 5E8.1.8 murinos mostraron las mismas caracteristicas de unién en estas condiciones.
Ninguno se unié a CD22 sin el dominio 1 o dominio 2, y ambos se unieron a CD22 que comprendia los dominios 1y
2, pero carecia de los dominios 3 y 4. Usando este método, se determiné que 10F4.4.1 y 5E8.1.8 se unian a los
dominios 1 y 2 de CD22 humano, dentro de la secuencia del aminoacido 22 al aminoacido 240 de SEC ID N°: 27
(véase Wilson, G.L. et al., (1991) mencionado anteriormente).

Ejemplo 6: Caracterizacién de la afinidad de unién con antigeno soluble

La afinidad de unién del anticuerpo 10F4 murino y humanizado por el dominio extracelular (ECD) de CD22 soluble
se determiné por medicion de resonancia de plasmén superficial usando un sistema BIACORE® 3000 (Biacore, Inc.,
Piscataway, NJ). Brevemente, se activaron microplacas biosensoras de dextrano carboximetilado (CM5, Biacore
Inc.) con clorhidrato de N-etil-N'-(3-dimetilaminopropil)-carbodiimida (EDC) y N-hidroxisuccinimida (NHS) de acuerdo
con las instrucciones del proveedor. Estas microplacas activadas se recubrieron con anticuerpo 1gG1 anti-CD22
10F4 (murino o humanizado) por diluciéon a 5 pg/ml con acetato sédico 10 mM, pH 4,8, antes de la inyeccién a un
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caudal de 5 pl/minuto para conseguir aproximadamente 500 unidades de respuesta (UR) de anticuerpo acoplado. A
continuacion, se inyect6 etanolamina 1 M para bloquear grupos que no habian reaccionado. Para mediciones
cinéticas, se inyectaron diluciones en serie de aproximadamente dos veces de antigeno soluble marcado con His-
ECD-CD22-beta humano (aproximadamente 500 nM a aproximadamente 7,8 nM) en PBS con Tween 20 0,05 % a
25 °C a un caudal de 30 pl/minuto. Se calcularon las velocidades de asociacion (kon) y velocidades de disociacién
(koff) usando un modelo de unién de Langmuir uno a uno sencillo (Software BlAevaluation version 3.2). La constante
de disociacion en equilibrio (Kd) se calcul6 como la relacién kot/kon. El anticuerpo anti-CD22, RFB4, se usé como un
control (Chemicon International, Inc., Temecula, CA, catalogo N° CBL147). Los resultados de este experimento se
muestran en la Tabla 2 a continuacion.

TABLA 2
Afinidad de unién de anti-CD22 por CD22 humano soluble (analisis de BIACORE® )
Clon Kon/10% kot 1107 Kd (nM)

10F4 Murino 0,19 2,8 15

10F4 Quimérico 0,26 42 16

10F4v1 Humanizado 0,18 3,56 19

10F4v2 Humanizado 0,32 25 7,8

RFB4 de control 0,33 1,4 4.2

Ejemplo 7: Caracterizacién de la afinidad de unién con el antigeno de superficie celular

La afinidad de unién de 10F4.4.1 murino y 10F4v1 y 10F4v2 humanizado por CD22 humano y de mono cynomolgus
(cyno) expresado en la superficie de células CHO se examin6 usando un ensayo de competicion. Brevemente, las
células CHO expresaban de forma estable CD22 humano de longitud completa (SEC ID N°: 27) o CD22 de mono
cynomolgus (cyno) (SEC ID N°: 31). El anticuerpo anti-CD22 (10F4v1 o V2 murino o humanizado) estaba yodado
con reactivo lodogen® ['?°I]] a una actividad especifica de aproximadamente 10 uCi/ug. Se realiz6 un ensayo de
unién competitiva, basado en células, usando anticuerpo anti-CD22 no marcado, diluido en serie. Se permitié que los
anticuerpos se unieran a las células durante 4 horas a 4 °C. La afinidad de unién, Kp, de los anticuerpos se
determiné de acuerdo con el andlisis de Scatchard convencional realizado utilizando un programa de ajuste de curva
no lineal (véase, por ejemplo, Munson et al., Anal Biochem, 107: 220-239, 1980). Los resultados de este
experimento se muestran en la Tabla 3 a continuacion.

TABLA 3
Afinidad de union de MAb 10F4 por CD22 humano y Cyno
Anticuerpo Kd de CD22 humano (nM) Kd de CD22 de Cyno (nM)

Mu 10F4.4.1 24 23
Hu 10F4v1* 11,17 14,18
Hu 10F4v2 1,6 21

* Ensayos repetidos

Los resultados indican que 10F4 murino y humanizado se une a CD22 humano y de cyno expresado en la superficie
de células CHO con afinidad aproximadamente equivalente.

Ejemplo 8: Produccién de conjugados de farmaco y anticuerpo anti-CD22

Se produjeron ADC anti-CD22 conjugando anticuerpos anti-CD22 RFB4, 5E8 murino, 10F4 murino, 10F4v1
humanizado, TioMab 10F4v1 humanizado (tio-10F4v1), 10F4v2 humanizado y 10F4v3 humanizado con los
siguientes restos de enlazador-farmaco: spp-DM1, smcc-DM1-ve-PAB-MMAE; MC-vc-PAB-MMAF; MC-MMAE y MC-
MMAF, cuyos restos farmacologicos y enlazadores se desvelan en la presente memoria asi como en el documento
WO 2004/010957, publicado el 5 de febrero de 2004 y el documento W02006/034488, publicado el 9 de septiembre
de 2005. Antes de la conjugacién, los anticuerpos se redujeron parcialmente con TCEP usando métodos
convencionales de acuerdo con la metodologia descrita en el documento WO 2004/010957. Los anticuerpos
reducidos parcialmente se conjugaron con los restos de enlazador-farmaco anteriores usando métodos
convencionales de acuerdo con la metodologia descrita en Doronina et al. (2003) Nat. Biotechnol. 21:778-784 y
documento US 2005/0238649 A1. Brevemente, los anticuerpos parcialmente reducidos se combinaron con los restos
de enlazador-farmaco para permitir la conjugacion de los restos con restos de cisteina. Las reacciones de
conjugaciéon se interrumpieron, y los ADC se purificaron. La carga farmacoldgica (numero medio de restos
farmacologicos por anticuerpo) para cada ADC se determiné por HPLC. Otros enlazadores utiles para la preparacion
de ADC incluyen, sin limitacion, BMPEO, BMPS, EMCS, GMBS, HBVS, LC-SMCC, MBS, MPBH, SBAP, SIA, SIAB,
SMPB, SMPH, sulfo-EMCS, sulfo-GMBS, sulfo-KMUS, sulfo-MBS, sulfo-SIAB, sulfo-SMCC, y sulfo-SMPB, y SVSB
(succinimidil-(4-vinilsulfona) benzoato) e incluyendo reactivos de bis-maleimida: DTME, BMB, BMDB, BMH, BMOE,
BM(PEO)s y BM(PEOQ)a.
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También se producen ADC anti-CD22 por conjugacion con restos de lisina del anticuerpo. Se convierten lisinas del
anticuerpo en grupos sulfhidrilo usando, por ejemplo, reactivo de Traut (Pierce Chemical Co.) como se desvela en la
presente memoria. Los grupos de sulfhidrilo resultantes son reactivos con enlazadores o moléculas farmacolégicas
de enlazadores para la preparacion de ADC. Como alternativa, se producen ADC haciendo reaccionar una lisina en
un anticuerpo anti-CD22 con el enlazador, SPP (N-succinimidil 4-(2'-piridilditio) pentanoato), que puede estar ya
unido con una molécula farmacolégica o puede hacerse reaccionar posteriormente con una molécula farmacolégica,
tal como un maitansinoide. Por ejemplo, un anticuerpo se modifica por reaccion con SPP, seguido de conjugacion
con f como se desvela en Wang, L. et al., Protein Science 14:2436-2446 (2005), cuya referencia se incorpora por la
presente por referencia en su totalidad. También pueden hacerse reaccionar restos de lisina en un anticuerpo anti-
CD22 con el enlazador, SMCC (Pierce Chemical Co.) a pH 7-9 de modo que la N-hidroxisuccinimida sensible a
amina (éster de NHS) de SMCC forma un enlace de amida estable con el anticuerpo. El grupo de maleimida
sensible a sulfhidrilo de SMCC se hace reaccionar con el grupo de sulfhidrilo de DM1 a pH 6,5-7,5 (véase Pierce
Chemical Co., piercenet.com) para formar el ADC. Se hacen reaccionar restos de lisina o cisteina con enlazador-
farmaco para producir ADC que comprenden una carga farmacolégica media de aproximadamente 1-8 moléculas
farmacologicas enlazadoras por anticuerpo, como alternativa, 1-6, 1-4, 1-3 o 1-2 moléculas farmacolégicas
enlazadoras por anticuerpo.

Se prepararon ADC anti-CD22 (RFB4)-SMCC-DM1 y anti-GP120-SMCC-DM1 de acuerdo con este método, en el
que se prepardé RFB4-smcc-DM1 a cargas farmacoldgicas bajas (1,95), medias (3,7) y altas (6,75). Se prepar6 anti-
GP120-smcc-DM1 a carga farmacolégica alta (6,1). Se mostr6é que estos ADC son eficaces in vivo, como se muestra
en el Ejemplo 9y en la Tabla 9, a continuacion en la presente memoria.

Ejemplo 9: Eficacia de los conjugados de farmaco y anticuerpo anti-CD22

Estudios in vitro de determinantes de eficacia.

Se determinaron los determinantes de eficacia de ADC (o TDC) anti-CD22 en una linea celular de linfoma. Se sabe
que CD22 expresado en la superficie de linfocitos B se internaliza tras la uniéon de su ligando o sus ligandos o
anticuerpos (Sato, S. y col., Immunity5:551-562 (1996)). Para ensayar si y como afecta el nivel de la expresion de
superficie de linfocitos B de CD22 y/o internalizacion de CD22 a la eficacia, se realizaron los siguientes estudios in
vitro.

Expresion de superficie de CD22 humano en multiples lineas celulares de mieloma. Se cultivaron diecinueve lineas

celulares de linfoma que expresaban diversas cantidades de CD22 en su superficie y se recogieron en crecimiento
de fase logaritmica. Las células se resuspendieron en tampo6n de lavado FACS (PBS; albumina de suero bovino al
0,5%; azida sédica 0,1 %) que contenia 100 ug/ml de cada IgG de ratén normal e IgG humano normal y se
mantuvieron en hielo. Se tifieron aproximadamente 1 x 10° células/100 pl con APC anti-huCD22 (mIgG1, clon RFB4,
Southern Biotech N° 9361-11) o isotipo de APC IgG1 murino (BD Pharmingen N° 555751) durante 30 minutos en
hielo. Las células muertas se tifieron con 7-AAD (BD Pharmingen N° 559925). Los datos se adquirieron en un
citbmetro de flujo Bd FacsCalibur™ y se analizaron con software FlowJo™. La determinacion de CI50 para
hu10F4v3-SMCC-DM1 o cada farmaco libre (DM1, MMAF, o MMAE) se determiné cultivando células de linfoma
como anteriormente, recogiendo las células cultivadas en fase logaritmica y sembrando 5.000 células en 90 pul de
medio de cultivo por pocillo en placas de 96 pocillos. Se diluyeron el ADC y farmaco libre en serie dentro del
intervalo de deteccion (comenzando a 300 pg/ml para ADC, o 90 nM para farmaco libre y diluyendo hasta
esencialmente cero de diana de ensayo). Se afadieron alicuotas de 10 pul de ADC diluido o farmaco libre para repetir
los pocillos que contenian células y se incubaron durante 3 dias a 37 °C. A cada pocillo, se afiadieron 100 pl de
CellTiter Glo™ y se incubaron durante 30 minutos. Se detectd la quimioluminiscencia y se analizaron los datos
usando software Prism™. Los resultados se muestran en la Figura 6A, en la que niveles altos de CD22 en superficie
se correlacionan con CI50 baja (mayor eficacia) de Hu 10F4v3-SMCC-DM1. La Figura 6C indica que existe una
correlacion mas fuerte entre la sensibilidad intrinseca de las células y farmaco libre y la C150 del ADC.

Se determind la internalizacién de hu10F4v3-SMCC-DM1 por ensayo de FACS. Brevemente, las células de linfoma

se tifieron por técnicas de FACS convencionales con CD22-FITC (RFB4) en presencia de hu10F4v3-SMCC-DM1 y
se incubaron en hielo durante 20-30 minutos. Para determinar los niveles de CD22 en la superficie celular después
de la tincidn inicial, las células se lavaron en medio RPMI/FBS 10 % frio y se afiadieron 200 ul de RPMI/FBS 10 %
precalentado y se incubaron a 37 °C durante 15 minutos. Se afadieron 80 ul de tampén de tincion y 20 ul de suero
de ratéon normal inactivado por calor (HI NMS), seguido de incubacién en hielo durante 15 minutos. Se afiadi6 anti-
DM1-Alexa-647, se incub6 en hielo durante 20-30 minutos y las células se lavaron y se fijaron con 200 ul de
PBS/paraformaldehido 1 % antes de analisis por FACS. Para determinar la tinciéon superficial interna de CD22
después de la tincién inicial, las células se lavaron con RPMI/FBS 10 % frio, se afadi®¢ RPMI/FBS 10 %
precalentado y las células se incubaron durante 15 minutos a 37 °C. Las células se lavaron después con lavado de
FACS y se fijaron con Reactivo Fix A (Dako™ N° k2311) a temperatura ambiente durante 15 minutos, y la etapa se
repiti6 con Reactivo B Fix (Dako™). Se afiadieron tampon de tincion HI NMS y la mezcla celular se incub6 en hielo
durante 15 minutos. Se afadié el Reactivo B Fix, seguido de anti-DM1-Alexa-647 y se incubd a temperatura
ambiente durante 20-30 minutos. Las células se lavaron en lavado de FACS y se fijaron en PBS/paraformaldehido 1
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%. Se realizé analisis de FACS en cada mezcla celular (tincion superficial, superficial post-internalizacion e interna)
usando un citometro de flujo BD FacsCalibur™ y se analizé con software FlowJo™. Los resultados se muestran en
la Figura 6B en la que cantidades altas de DM1 internalizado se correlacionan con CI50 baja (alta eficacia); y en la
Figura 6D en la que se visualiza DM1 internalizada por microscopia fluorescente.

Estudios de eficacia in vivo

Para ensayar la eficacia de anticuerpos monoclonales anti CD22 conjugados o no conjugados con toxina con
respecto a la capacidad para reducir el volumen tumoral in vivo, se empled el siguiente protocolo.

Se inocul6 a cada uno de ratones SCID por via subcutanea en el flanco 2 x 107 de una linea celular de linfoma de
linfocitos B humano. Las lineas celulares humanas incluian las lineas celulares de linfoma de Burkitt humano células
de Daudi, Ramos y Raji (disponibles de la Coleccion Americana de Cultivos Tipo, Manassas, VA, Estados Unidos) y
otras lineas de linfocitos B incluyendo células U-698-M y células Su-DHL-4 (disponibles de DSMZ, Braunschweig,
Alemania; se transfectaron células Su-DHL-4 con el gen indicador de luciferasa), células DoHH2 (Kluin-Neilemans,
H. C. (1991), mencionado anteriormente) y Granta-519 (células de linfoma de células del Manto, Jadayel, D. M. et
al., Leukemia 11(1): 64-72 (1997)), y células BJAB-luc (linea celular linfoblastoide de linfocitos B humanos BJAB que
expresa gen indicador de luciferasa). Cuando los tumores alcanzaron un volumen tumoral medio de entre 100 y 200
mm?, los ratones se dividieron en grupos, y se trataron el dia O por inyeccion intravenosa con anticuerpo conjugado
con toxina o anticuerpo no conjugado como se muestra en las Tablas 4-16, a continuacion.

Los conjugados de farmaco maitansina y anti CD22 reducen el volumen tumoral de linfocitos B

Se inyecto6 a sesenta y cinco ratones SCID 2 x 107 células BJAB-luc por via subcutanea en un volumen de 0,2 ml por
raton en el flanco. Las células se suspendieron en HBSS. Cuando el tamafio tumoral medio alcanzé 100-200 mm?,
los ratones se agruparon aleatoriamente en cuatro grupos de 9 ratones cada uno y se les proporcion6 un tratamiento
individual I.V. (a través de la vena de la cola) del anticuerpo anti CD22 o de control indicado en la Tabla 4, a
continuacion.

Tabla 4
Administracion de Anticuerpo de Reduccién del Volumen Tumoral In Vivo
Anticuerpo IT PR CR Dosis de Ab | Dosis de DM1 Relacion
administrado (ma/kg) (ng/m?) farmacologica
(Restos de
farmaco/Ab)
anti-Her2-smcc- 9/9 0 0 4,2 200 3,2
DM1
mu10F4-smcc- 9/9 2 0 3,0 200 4,6
DM1
hu10F4v2-smcc- 9/9 0 0 34 200 4,0
DM1
hu10F4v1 9/9 0 0 34 - -
“IT”- incidencia tumoral en el tltimo punto temporal de cada grupo; el numerador se refiere al nUumero de animales
portadores de tumores y el denominador se refiere al numero total de animales. “PR” se refiere al numero de
animales con tumor que ha retrocedido 50-99% desde su volumen inicial. “CR” se refiere al nUmero de animales
gue obtienen remisién completa.

Se controlé el volumen tumoral medio en cada grupo de tratamiento durante 32 dias después de la inyeccion del
anticuerpo. Se tomaron mediciones tumorales con calibradores. La eficacia de los anticuerpos anti CD22 conjugados
con toxina se determind por comparacion con los anticuerpos de control y no conjugados. Los resultados se
muestran en la Figura 7A. Los anticuerpos monoclonales 10F4v1-smcc-DM1 murinos y humanizados ralentizaron
significativamente el crecimiento tumoral en relacion con anticuerpo anti CD22 no conjugado y anticuerpo de control
no especifico.

Usando el mismo protocolo que antes, se realizé un ensayo que comparaba el anticuerpo 10F4v2 humanizado

conjugado con toxina con el murino y humanizado desnudo conjugado con toxina como se indica en la Tabla 5, a
continuacion.
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Tabla 5
Administracién de Anticuerpo de Reduccion del Volumen Tumoral In Vivo
Anticuerpo IT PR CR Dosis de Ab | Dosis de DM1 Relacién
administrado (mg/kg) (ug/m?) farmacoldgica
(Restos de
farmaco/Ab)
anti-Her2-smcc- 9/9 0 0 4.2 200 3,2
DM1
mu10F4-smcc- 7/9 1 2 4,7 200 2,9
DM1
hu10F4v2-smcc- 8/9 1 1 45 200 3,0
DM1
hu10F4v2 9/9 0 0 4,5 - -
“IT”- incidencia tumoral en el dltimo punto temporal de cada grupo; el numerador se refiere al nUmero de animales
con tumor en el grupo de estudio y el denominador se refiere al numero total de animales. “PR” se refiere al nimero
de animales con tumor que ha retrocedido 50-99% desde su volumen inicial. “CR” se refiere al nUmero de animales
que obtienen remisién completa.

Se controlé el volumen tumoral medio en cada grupo de tratamiento durante 32 dias después de la inyeccién del
anticuerpo. Se tomaron mediciones tumorales con calibradores. La eficacia de los anticuerpos anti CD22 conjugados
con toxina se determind por comparaciéon con los anticuerpos de control y no conjugados. Los resultados se
muestran en la Figura 7B. Los anticuerpos monoclonales 10F4-smcc-DM1 murino y 10F4v2-smcc-DM1 humanizado
ralentizaron significativamente el crecimiento tumoral en relacion con anticuerpo anti CD22 no conjugado y
anticuerpo de control no especifico.

El anticuerpo anti CD22 se conjugé con DM1 mediante el enlazador spp o el enlazador smcc de acuerdo con
métodos de conjugacién desvelados en la presente memoria. El anticuerpo anti CD20 desnudo se usdé como un
control positivo y los conjugados de toxina, anti-HER2-spp-DM1 y anti-HER2-smcc-DM1, se usaron como controles
negativos. Se inyect6 a ochenta ratones SCID 2 x 107 células BJAB-luc por via subcutanea en un volumen de 0,2 ml
por raton en el flanco. Las células se suspendieron en HBSS. Cuando el tamafio tumoral medio alcanzé 100-200
mm?3, los ratones se agruparon aleatoriamente en seis grupos de 10 ratones cada uno y se realizé inyeccion
intravenosa de anticuerpos de ensayo o de control. Las dosis se repitieron una vez cada semana para un total de
tres dosis. Véase Tabla 6.

Tabla 6
Administracion de Anticuerpo de Reduccién del Volumen Tumoral
In Vivo
Anticuerpo Administrado Dosis de Ab Dosis de DM1
(mg/kg) (ug/m?)
anti-Her2-spp-DM1* 4 214
anti-Her2-smcc-DM1** 6,9 405
anti-CD22-spp-DM1* 5 214
anti-CD22-spp-DM1 25 107
anti-CD22-smcc-DM1** 10 405
anti-CD22 desnudo 10 -
* Carga farmacoldgica coincidente
** Carga farmacologica coincidente

El volumen tumoral medio se controlé dos veces cada semana durante 3 semanas y después una vez cada semana
en lo sucesivo durante un total de 8 semanas. Los cambios en el volumen tumoral a lo largo del tiempo (Figura 7C)
muestran que el anti CD22-spp-DM1 dosificado a 214 y 104 ug/m? de DM1 anti CD22-smcc-DM1 dosificado a 405
ug/m? mostraron actividad antitumoral robusta y comparable en tumores de xenoinjerto de BJAB-luc. Todos los
grupos de ADC anti CD22 mostraron respuestas completas.

Los anticuerpos anti CD22, RFB4, 5E8, y 7A2 se conjugaron con DM1 mediante el enlazador smcc de acuerdo con
métodos de conjugacion desvelados en la presente memoria. El conjugado con toxina, anti HER2-smcc-DM1
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(denominado de forma intercambiable en la presente memoria HER-smcc-DM1 o HER2-smcc-DM1) se usé como un
control negativo.

Se examino6 la capacidad de estos anticuerpos para reducir el volumen tumoral en diversos xenoinjertos en ratones
SCID. Las lineas celulares de linfoma de linfocitos B humano usadas para generar tumores de xenoinjertos en
ratones fueron células de Ramos y células de BJAB-luc. Para cada xenoinjerto, se inyect6é a los ratones SCID 5 x
108 células de Ramos de linfoma de linfocitos B humano por via subcutanea en un volumen de 0,1 ml por raton en el
flanco (0 2 x 107 células BJAB-luc en 0,2 ml). Las células se suspendieron en HBSS. Cuando el tamafio tumoral
medio alcanzd 100-200 mm?, los ratones se agruparon aleatoriamente en grupos de 8-10 ratones cada uno, y se
proporcioné a cada raton una inyeccion intravenosa individual de anticuerpo de ensayo o de control. La carga
farmacologica de DM1 se normaliz6é a 200 ug/m? para cada grupo para proporcionar la dosis de DM1 administrada.
El volumen tumoral medio se controlé dos veces cada semana durante 4 semanas. Los resultados se muestran a
continuacién en las Tablas 7 y 8 y se representan en las Figuras 8A y 8B, respectivamente.

Tabla 7
Reduccion del Volumen Tumoral In Vivo, Administracién de Anticuerpo de
Xenoinjerto de Ramos
Anticuerpo Administrado Dosis de Ab (mg/kg) | Dosis de DM1 (ug/m?)
anti-HER2-smcc-DMA1 4,2 200
Anti-CD22(7A2)-smcc-DM1  |3,8 200
anti-CD22(5E8)-smcc-DM1 (3,8 200
Anti-CD22(RFB4)-smcc-DM1 |3,2 200
Tabla 8
Reduccion del Volumen Tumoral In Vivo, Administracion de Anticuerpo de Xenoinjerto de BJAB-luc
Anticuerpo Administrado Dosis de Ab Dosis de DM1 Relacién farmacologica
(mg/kg) (ug/m?) (Restos de farmaco/Ab)
anti-HER2- smcc-DM1 4,2 200 3,2
Anti-CD22 (7A2)-smcc-DM1  |3,8 200 3,6
Anti- CD22(5E8)-smcc-DM1  |3,8 200 3,6
Anti- CD22(RFB4)-smcc-DM1 |3,2 200 4,25

Estos resultados muestran que los conjugados de farmaco y anticuerpo anti CD22-smcc-DM1 reducen
significativamente el volumen tumoral de linfocitos B en xenoinjertos de Ramos y BJAB-luc en relacion con el
anticuerpo de control o anticuerpo anti CD22 desnudo.

Se examino el efecto de la carga farmacolodgica de anticuerpo (nimero medio de moléculas de farmaco conjugadas
por anticuerpo en una poblacion de anticuerpos) sobre la capacidad de los conjugados de farmaco y anticuerpo anti
CD22-smcc-DM1 para reducir el volumen tumoral en xenoinjertos de ratones SCID de BJAB-luc. Se inyect6 a ciento
cuarenta ratones SCID 2 x 107 células BJAB-luc por via subcutanea en un volumen de 0,2 ml por ratén en el flanco.
Las células se suspendieron en HBSS. Cuando el tamafio tumoral medio alcanzé 100-200 mm?, los ratones se
agruparon aleatoriamente en grupos de 8-10 ratones cada uno, y se proporciona a cada ratébn una inyeccién
intravenosa individual de anticuerpo de ensayo o de control. Se administraron poblaciones de anti CD22(RFB4)-
smcc-DM1 que tenian cargas farmacolégicas relativas bajas, medias o altas (cargas farmacolégicas medias de 1,95,
3,7 0 6,75 moléculas de DM1 conjugadas por anticuerpo, respectivamente) como los anticuerpos de ensayo. El
anticuerpo RFB4 desnudo y anti GP120-smcc-DM1 (carga farmacolégica alta) fueron los controles. Las dosis de
conjugados de farmaco y anticuerpo (de ensayo y de control) se normalizaron a una dosis de 5 mg/kg de nivel de
proteina. La unién de conjugado de enlazador con los anticuerpos fue mediante restos de lisina. Véase Tabla 9.

Tabla 9
Reduccion del Volumen Tumoral In Vivo, Administracion de Anti CD22(RFB4)-smcc-DM1 de Xenoinjerto de BJAB-
luc
Anticuerpo Administrado Dosis de Ab (mg/kg) Dosis de DM1 Relacién farmacolégica
(ng/m?) (Restos de farmaco/Ab)
anti-CD22(RFB4) (anticuerpo desnudo) 10 - --
anti-CD22(RFB4)-smcc-DM1 (bajo) 5 144 1,95
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anti-CD22(RFB4)-smcc-DM1 (medio) 5 273 3,7
anti-CD22(RFB4)-smcc-DM1 (alto) 5 497 6,75
anti-GP120-smcc-DM1 (alto) 5 449 6,1

Cuando se dosificd a un nivel de proteina coincidente (5 mg/kg), el anti CD22(RFB4)-smcc-DM1 cargado con una
alta carga farmacolégica (6,75 moléculas de DM1 por molécula de anticuerpo) redujo el volumen tumoral
ligeramente mas que el conjugado de farmaco y anticuerpo con una carga media de 3,7, mientras que los efectos
del conjugado de farmaco y anticuerpo con una baja carga farmacolégica no fue diferente del conjugado de control o
anticuerpo desnudo. Los resultados se representan en la Figura 9.

Los conjugados de farmaco auristatina y anti CD22 reducen el volumen tumoral de linfocitos B

Se examinoé el efecto de conjugados farmacolégicos de MMAF de auristatina con anti CD22 en el volumen tumoral
en xenoinjertos de ratéon. Se conjugaron anticuerpo anti CD22(RFB4) y de control anti GP120 con MMAF mediante
un enlazador MC-vcPAB o un enlazador MC de acuerdo con métodos desvelados en la presente memoria. Se
inyecto a ratones SCID 5 x 108 células de Ramos por via subcutanea en un volumen de 0,2 ml por raton en el flanco.
Las células se suspendieron en HBSS. Cuando el tamafo tumoral medio alcanzé 100-200 mm?, los ratones se
agruparon aleatoriamente en grupos de 8-10 ratones cada uno, y se proporcioné a cada ratébn una inyeccién
intravenosa individual de anticuerpo de ensayo o de control. La dosis farmacolégica, carga farmacolégica, (relacion
farmacolégica) y dosis de anticuerpo administrada a los ratones se muestran en la Tabla 10.

Tabla 10
Reduccion del Volumen Tumoral In Vivo, Administracion de Conjugado de MMAF con Anti CD22(RFB4) de
Xenoinjerto de Ramos
Anticuerpo Administrado Dosis de MMAF Dosis de Ab (mg/kg) Relacién farmacologica
(ng/m?) (Restos de farmaco/Ab)
anti-CD22(RFB4)-MCvcPAB-MMAF 405 6,6 42
anti-CD22(RFB4)-MC-MMAF 405 6,9 4,0
anti-GP120-MCvcPAB-MMAF 405 5,8 4,8
anti-GP120-MC-MMAF 405 5,9 47

El anti CD22-MC-MMAF mostr6 actividad comparable en comparacion con anti CD22-MC-vc-PAB-MMAF en
xenoinjertos RA1 de Ramos. Los resultados se representan en la Figura 10.

Se examiné el efecto de conjugados farmacolégicos de MMAE y DM1 de auristatina con anti CD22 en el volumen
tumoral en xenoinjertos de raton. Se conjugaron anticuerpo anti CD22(RFB4) y de control anti GP120 con MMAE
mediante un enlazador MC-vcPAB o un enlazador MC o con DM1 mediante un enlazador smcc de acuerdo con
métodos desvelados en la presente memoria. Se inyectd a ratones SCID 5 x 10° células de Ramos por via
subcutanea en un volumen de 0,1 ml por ratén en el flanco. Las células se suspendieron en HBSS. PBS se
administr6 como un control. Cuando el tamafio tumoral medio alcanzé 100-200 mm?, los ratones se agruparon
aleatoriamente en grupos de 8-10 ratones cada uno, y se proporcioné a cada ratéon una inyeccién intravenosa
individual de anticuerpo de ensayo o de control. La dosis farmacolégica, carga farmacolégica, (relacion
farmacoldgica) y dosis de anticuerpo administrada a los ratones se muestran en la Tabla 11.

Tabla 11

Reduccion del Volumen Tumoral In Vivo, Administracion de Conjugado de MMAE y DM1 con Anti CD22(RFB4) de
Xenoinjerto de Ramos

Anticuerpo Administrado Dosis de MMAE o DM1 Dosis de Ab (mg/kg) Relacién farmacolégica
(ng/m?) (Restos de farmaco/Ab)
Anti-GP120-smcc-DM1 405 6,7 41
Anti-CD22(RFB4)-smcc-DM1 405 6,5 4,25
Anti-GP120-MCvcPAB- 405 6,0 4,7
MMAE
antiCD22 (RFB4)-MCvcPAB- 405 6,3 45
MMAE
PBS - - --

El anti CD22-MCvcPAB-MMAE mostré potente actividad antitumoral en xenoinjertos RA1 de Ramos. El anti CD22-
MCvcPAB-MMAE mostré actividad superior en comparaciéon con anti CD22-smcc-DM1. EI ADC de control, anti
GP120-MCvcPAB-MMAE no mostré actividad significativa. Los resultados se representan en la Figura 11.
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Se examiné el efecto de conjugados farmacolégicos de MMAF y DM1 de auristatina con anti CD22 en el volumen
tumoral en xenoinjertos de raton. Se administraron anti CD22 hu10F4v2-MC-MMAF, hu10F4v2-smcc-DM1 y tio-
10F4v1-MC-MMAF y se compararon con respecto a su efecto en el volumen tumoral. Los anticuerpos de control
fueron anti Her2-MC-MMAF y anti Her2-smcc-DM1. Se inyectd a ratones SCID 2 x 107 células BJAB-luc por via
subcutanea en un volumen de 0,2 ml por ratén en el flanco. Las células se suspendieron en HBSS. Cuando el
tamafio tumoral medio alcanzd 100-200 mm?, los ratones se agruparon aleatoriamente en grupos de 8-10 ratones
cada uno, y se proporciond a cada ratéon una inyeccion intravenosa individual de anticuerpo de ensayo o de control.
“Tio” se refiere a TioMab, como se desvela en la presente memoria, en el que el resto farmacol6gico-enlazador se
conjuga con el anticuerpo mediante un sitio modificado por ingenieria genética con cisteina en el anticuerpo. La
dosis farmacologica, carga farmacolégica, (relacion farmacologica) y dosis de anticuerpo administrada a los ratones
se muestran en la Tabla 12.

Tabla 12
Reduccion del Volumen Tumoral In Vivo, Administracion de Conjugado de MMAF y DM1 con Hu10F4 de
Xenoinjerto de BJAB-luc

Anticuerpo Administrado Dosis de MMAE o DM1 Dosis de Ab (mg/kg) Relacion farmacologica

(ng/m?) (Restos de farmaco/Ab)
Anti-Her2-MC-MMAF 100 1,1 6,3
Hu10F4v2-MC-MMAF 100 2,0 34
Hu10F4v2-MC-MMAF 50 1,0 34
Tio-hu10F4v1-MC-MMAF 100 4,6 1,5
Tio-hu10F4v1-MC-MMAF 50 2,3 1,5
Anti-Her2-smcc-DM1 200 4.2 3,2
Hu10F4v2-smcc-DM1 200 45 3,0
Hu10F4v2-smcc-DM1 100 23 3,0

Los ADC Hu10F4v2 mostraron potente actividad antitumoral en xenoinjertos de BJAB-luc. Los resultados se
representan en la Figura 12.

Usando procedimientos como los desvelados en los experimentos anteriores, se examiné la eficacia de ADC
hu10F4v3-smcc-DM1 y -MC-MMAF en diferentes xenoinjertos a diferentes dosis. Se prepararon xenoinjertos de
SuDHL4-luc, DoHH2, y xenoinjertos de Granta-519 como se ha desvelado anteriormente en la presente memoria.
Cuando el tamafio tumoral alcanzé 100-200 mm?3, los ratones se agruparon aleatoriamente en grupos de 8-10
ratones cada uno, y se proporciond a cada ratén una inyeccion intravenosa individual de anticuerpo de ensayo o de
control. La dosis farmacolégica, carga farmacologica (relacion farmacoldgica) y dosis de anticuerpo administrada a
los ratones se muestran en las Tablas 13A-13C y los resultados se muestran en las Figuras 13A-13C.

Tabla 13A
Reduccion del Volumen Tumoral In Vivo, Administracion de Conjugado de MMAF y DM1 con Hu10F4v3 en
Xenoinjertos de SuDHL-4-luc
Anticuerpo Administrado Dosis de MMAF o DMA1 Dosis de Ab (mg/kg) Relacién farmacolégica
(ug/m?) (Farmaco/Ab)
Anti-Her2-smcc-DM1 600 11,9 3,3
Hu10F4v3-smcc-DM1 600 13,6 2,9
Hu10F4v3-smcc-DM1 300 6,8 2,9
Anti-Her2-MC-MMAF 600 9,9 4,0
Hu10F4v3-MC-MMAF 600 13,3 3,0
Hu10F4v3-MC-MMAF 300 6,6 3,0
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Tabla 13B
Reduccion del Volumen Tumoral In Vivo, Administracion de Conjugado de MMAF y DM1 con Hu10F4v3 en
Xenoinjertos de DoHH2
Anticuerpo Administrado Dosis de MMAE o DM1 Dosis de Ab (mg/kg) | Relaciéon farmacologica
(ng/m?) (Farmaco/Ab)
Anti-Her2-smcc-DM1 600 11,9 3,3
Hu10F4v3-smcc-DM1 600 11,8 3,35
Hu10F4v3-smcc-DM1 300 5,9 3,35
Anti-Her2-MC-MMAF 600 9,9 4,0
Hu10F4v3-MC-MMAF 600 13,1 3,04
Hu10F4v3-MC-MMAF 300 6,6 3,04
hu10F4v3 desnudo - 13,1 -
Tabla 13C

Reduccion del Volumen Tumoral In Vivo, Administracion de Conjugado de MMAF y DM1 con Hu10F4v3 en
Xenoinjertos de Granta-519

Anticuerpo Administrado Dosis de MMAE o DM1 Dosis de Ab (mg/kg) Relacién farmacologica
(ug/m?) (Farmaco/Ab)
Anti-Her2-smcc-DM1 300 59 3,3
Hu10F4v3-smcc-DM1 300 5,9 3,35
Hu10F4v3-smcc-DM1 150 2,9 3,35
Anti-Her2-MC-MMAF 300 49 4,0
Hu10F4v3-MC-MMAF 300 6,6 3,04
Hu10F4v3-MC-MMAF 150 3,3 3,04
hu10F4v3 desnudo - 6,6 -

Los ADC anti CD22 hu10F4v3-smcc-DM1 y -MC-MMAF mostraron potente reduccion tumoral en todos los modelos
de xenoinjerto ensayados.

Ejemplo 10: Preparacién de anticuerpos anti CD22 modificados por ingenieria genética con cisteina

Se realizé preparacion de anticuerpos anti CD22 modificados por ingenieria genética con cisteina como se desvela
en la presente memoria. Se muté ADN que codificaba el anticuerpo 10F4v3, que tenia las mismas secuencias de
regién variable y constante que 10F4v2 (cadena ligera, SEC ID N°: 87; y cadena pesada, SEC ID N°: 88, Figura 5B)
por métodos desvelados en la presente memoria para modificar la cadena ligera, la cadena pesada o la region Fc de
la cadena pesada. El ADN que codificaba la cadena ligera se muté para sustituir con cisteina valina en la posicion de
Kabat 205 en la cadena ligera (posicion secuencial 210) como se muestra en la Figura 17A (cadena ligera SEC ID
N°: 91 del anticuerpo humanizado 10F4v3 TioMab). EI ADN que codificaba la cadena pesada se mutd para sustituir
con cisteina alanina en la posicién EU 118 en la cadena pesada (posicién secuencial 121) como se muestra en la
Figura 17B (cadena pesada SEC ID N°: 92 del anticuerpo humanizado 10F4v3 TioMab). La region Fc se muto para
sustituir con cisteina serina en la posicién EU 400 en la regién Fc de cadena pesada (posicion secuencial 403) como
se muestra en la Figura 17C (cadena pesada SEC ID N°: 93).

Preparacion de anticuerpos anti CD22 modificados por_ingenieria genética con cisteina para conjugacién por
reduccién y reoxidacion.

Se disuelven anticuerpos monoclonales anti CD22 modificados por ingenieria genética con cisteina, de longitud
completa (TioMab), expresados en células CHO en borato sédico 500 mM vy cloruro soédico 500 mM a
aproximadamente pH 8,0 y se reducen con un exceso de aproximadamente 50-100 veces de TCEP (clorhidrato de
tris(2-carboxietil)fosfina; Getz et al (1999) Anal. Biochem. Vol 273: 73-80; Soltec Ventures, Beverly, MA) 1 mM
durante aproximadamente 1-2 horas a 37 °C. El TioMab reducido se diluye y se carga en una columna HiTrap S en
acetato sédico 10 mM, pH 5, y se eluye con PBS que contiene cloruro sédico 0,3 M. El TioMab reducido eluido se
trata con acido deshidroascoérbico (dhAA) a pH 7 durante 3 horas, o sulfato de cobre acuoso (CuSQO4) 2 mM a
temperatura ambiente durante una noche. También puede ser eficaz la oxidacion de aire ambiental. El tamp6n se
cambia por elucién sobre resina Sephadex G25 y se eluye con PBS con DTPA 1 mM. El valor de tiol/Ab se
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comprueba determinando la concentracién de anticuerpo reducida desde la absorbancia a 280 nm de la solucién y la
concentracion de tiol por reaccion con DTNB (Aldrich, Milwaukee, WI) y determinacion de la absorbancia a 412 nm.

Ejemplo 11: Preparaciéon de conjugados de farmaco y anticuerpo anti CD22 modificado por ingenieria genética con
cisteina_mediante conjugacion de anticuerpos anti CD22 modificados por ingenieria genética con cisteina e
intermedios de enlazador farmacolégico.

Después de los procedimientos de reduccion y reoxidacion del Ejemplo 10, el anticuerpo anti CD22 modificado por
ingenieria genética con cisteina se disuelve en tampoén de PBS (solucion salina tamponada con fosfato) y se enfria
en hielo. Se disuelven aproximadamente 1,5 equivalentes molares en relacion con cisteinas introducidas por
ingenieria genética por anticuerpo de un intermedio de enlazador y farmaco auristatina, tal como MC-MMAE
(maleimidocaproil-monometil auristatina E), MC-MMAF, MC-val-cit-PAB-MMAE o MC-val-cit-PAB-MMAF, con un
grupo funcional sensible a tiol tal como maleimido, en DMSO, se diluye en acetonitrilo y agua, y se afiade al
anticuerpo reducido, reoxidado, enfriado en PBS. Después de aproximadamente una hora, se afiade un exceso de
maleimida para interrumpir la reaccién y proteger cualquier grupo tiol de anticuerpo no reaccionado. La mezcla de
reaccion se concentra por ultrafiltracion centrifuga y el conjugado de farmaco y anticuerpo anti CD22 modificado por
ingenieria genética con cisteina se purifica y se desala por elucién a través de resina G25 en PBS, se filtra a través
de filtros de 0,2 um en condiciones estériles y se congela para almacenamiento.

Se realiz6 preparacion de hu 10F4v3 HC(A118C) TioMab-BMPEO-DM1. La cisteina libre en hu 10F4v3 HC(A118C)
TioMab se modifico por el reactivo de bis-maleimido BM(PEO)4 (Pierce Chemical), dejando un grupo maleimido no
reaccionado en la superficie del anticuerpo. Esto se consiguié disolviendo BM(PEQO)4 en una mezcla de etanol/agua
al 50% a una concentracion de 10 mM y afiadiendo un exceso molar diez veces de BM(PEO)4 a una solucion que
contenia hu4D5Fabv8-(V110C) TioFab en soluciéon salina tamponada con fosfato a una concentracién de
aproximadamente 1,6 mg/ml (10 micromolar) y permitiendo que reaccionara durante 1 hora. Se retiré el exceso de
BM(PEO)4 por filtracion en gel (columna HiTrap, Pharmacia) en citrato 30 mM, pH 6 con tampén de NaCl 150 mM.
Se afadi® un exceso molar de aproximadamente 10 veces de DM1 disuelto en dimetil acetamida (DMA) al
intermedio de hu4D5Fabv8-(V110C) TioFab-BMPEO. También se puede emplear dimetilformamida (DMF) para
disolver el reactivo del resto farmacoldgico. Se permitid6 que la mezcla de reaccién reaccionara durante una noche
antes de la filtracion en gel o didlisis en PBS para retirar el farmaco no reaccionado. Se usé filtracion en gel en
columnas S200 en PBS para retirar agregados de alto peso molecular y proporcionar hu 10F4v3 HC(A118C)
TioMab-BMPEO-DM1 purificado.

Por los mismos protocolos, se prepararon HC (A118C) MAb-MC-MMAF de control, HC TioMAb-MC-MMAF de
control, HCTioMAb-MCvcPAB-MMAE de control, y HC TioMab-BMPEO-DM1 de control.

Por los procedimientos anteriores, se prepararon y ensayaron los siguientes conjugados de farmaco y anticuerpo
anti-CD22 modificado por ingenieria genética con cisteina:

tio hu tio-HC-10F4v3-MC-MMAF por conjugacion de A118C tio hu 10F4v3 y MC-MMAF;
tio hu tio-HC-10F4v3-MC-val-cit-PAB-MMAE por conjugacion de A118C tio hu 10F4v3 y MC-val-cit-PABMMAE;
tio hu HC-10F4v3-bmpeo-DM1 por conjugacion de A118C tio hu HC-10F4v3 y bmpeo-DM1;

tio hu LC-10F4v3-MC-val-cit-PAB-MMAE por conjugacion de V205C tio hu LC-10F4v3 y MC-val-cit-PAB-MMAE;
y

tio hu Fc-10F4v3-MC-val-cit-PAB-MMAE por conjugaciéon de S400C tio hu Fc-10F4v3 y MC-val-cit-PAB-MMAE.

Ejemplo 12: caracterizacién de la afinidad de unién de conjugados farmacoldgicos de TioMAb modificados por
ingenieria genética con cisteina por antigenos de superficie celular

Se determiné la afinidad de unién de conjugados farmacolégicos de tio hu 10F4v3 con CD22 expresado en células
BJAB-lucs por analisis de FACS. Brevemente, se pusieron en contacto aproximadamente 1x10® células en 100 pl
con diversas cantidades de uno de los siguientes conjugados farmacolégicos de TioMAb anti-CD22: tio hu
LC(V205C) 10F4v3-MCvcPAB-MMAE, tio hu Fc(S400C) 10F4v3-MCvcPAB-MMAE, tio hu HC(A118C) 10F4v3-
MCvcPAB-MMAE, tio hu HC(A118C) 10F4v3-MC-MMAF o tio hu HC(A118C) 10F4v3-BMPEO-DM1 (véase Figuras
18A-18E, respectivamente). Se detect6 anticuerpo anti-CD22 unido a la superficie celular usando anti-huFc de cabra
biotinilado mas estreptavidina-PE. Las representaciones de las Figuras 18A-18E indican que la unién a antigeno fue
aproximadamente la misma para todos los conjugados farmacolégicos de tiomab ensayados.

124



10

15

20

ES 2567402 T3

Ejemplo 13: ensayo para Reducciéon del Volumen Tumoral in vivo por conjugados farmacoldgicos de TioMab anti-
CD22

La capacidad de los conjugados farmacolégicos de tiomab preparados de acuerdo con el Ejemplo 11 para reducir el
volumen tumoral de linfocitos B en modelos de xenoinjerto se ensayé de acuerdo con el procedimiento desvelado en
el Ejemplo 9, en la presente memoria. Se administré a ratones SCID que tenian tumores de xenoinjerto de células
Granta-519, conjugados de farmacos y tiomab 10F4v3 humanizado de control y anti-CD22 el Dia 0 en las dosis
mostradas en la Tabla 14, a continuacion. El tiomab HC(A118C) de control fue anticuerpo anti-HER2 4D5.

Tabla 14

Reduccion del Volumen Tumoral in vivo, administracion de conjugado de MMAE y MMAF con Tio Hu10F4v3 en
xenoinjertos de Granta-519

i ini Dosis de MMAF o DM1 (u : Relacién farmacolégica
Anticuerpo administrado g/m?) Dosis de Ab (mg/kg) (farmaco /Ab)
Tio HC(A118C)-MC-MMAF de 100 3.99 165
control ) )
Tio HC(A118C)-MCvcPAB-
MMAE de control 100 4,33 1,55
Tio 10F4v3-HC(A118C)-MC-
MMAF 100 3,41 1,95
Tio 10F4v3-LC(V205C)-
MCvcPAB-MMAE 100 4,23 1,6
Tio 10F4v3-HC(A118C)-
MCvcPAB-MMAE 100 3,76 1,8
Tio 10F4v3-Fc(S400C)-
MCvcPAB-MMAE 100 4,23 1,6

Los resultados de este experimento se muestran en la Figura 19. La administracién de los conjugados de farmaco y
tiomab tio 10F4v3-LC-(V205C)-MCvcPABMMAE vy tio 10F4v3-HC(A118C)-MCvcPAB-MMAE a las dosis mostradas
en la Tabla 14 provoc6 una reduccion en el volumen tumoral medio durante el transcurso del estudio.

Se ensayaron conjugados de farmaco y tiomab adicionales en xenoinjertos de Granta-519 en ratones SCID CB17
usando el mismo protocolo, aunque se ensayaron dosis farmacolégicas diferentes. El anticuerpo de control o tiomab
de control fue anticuerpo anti-HER2 4D5 o tiomab HC(A118C). Los resultados se muestran en la Tabla 15, a
continuacion.

Tabla 15

Reduccién del Volumen Tumoral in vivo, administracién de conjugado de MMAE, MMAF y DM1 con Tio Hu10F4v3
en xenoinjertos de Granta-519

Anticuerpo administrado Dosis d?“'\gm;: o DM1 Dosis de Ab (mg/kg) Relac(:;grrrtggrga}zgl)c’) gica
10F4v3-MC-MMAF 150 3.2 3,1

Tio 10£l\‘}I\I/33E(|-)|CD(ICI\11 18C)- 150 52 1,9

Tio 10£l\‘}I\I/33E(|-)|CD(ICI\11 18C)- 300 10,4 1.9
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ST [ - > .
Tio HC (A118C)-MC-MMAF 150 5.2 1,9
Tio 10F4v3 HC (A118C)-MC- 150 5.1 1,95
Tio 10F4v3 HC (A118C)-MC- 75 26 1,95

Los resultados de este experimento se muestran en la Figura 20A. La administracién del conjugado de farmaco y
tiomab tio 10F4v3-HC (A118C)-MCvcPAB-MMAE a 150 y 75 ug/m? provocd una reduccion en el volumen tumoral
medio durante el transcurso del estudio. En el mismo estudio, el porcentaje de cambio de peso corporal en los
primeros 7 dias se determiné en cada grupo de dosificacién. Los resultados representados en la Figura 20B indican
que la administracién de estos conjugados farmacolégicos de tiomab no provocaron pérdida de peso durante este
tiempo.

En un estudio similar, usando el mismo protocolo de estudio de xenoinjerto que se ha desvelado en los ejemplos
anteriores, variando los TDC y dosis administradas, se estudié la eficacia de los TDC en xenoinjertos de DOHH2 de
linfoma folicular en ratones SCID CB17. Los TDC y las dosis se muestran en la Tabla 16, a continuacion.

Tabla 16
Reduccion del volumen tumoral in vivo, administracié: d: conjugado de MMAE, MMAF y DM1 con Tio Hu10F4v3
en xenoinjertos de DOHH2

Anticuerpo administrado Dosis de “g'}ﬂn/:-\zl): o DM1 (u Dosis de Ab (mg/kg) Relac(ifg?nﬁzﬁﬁg;égica
10F4v3-MC-MMAF 300 6,4 3,1
e | o e i
Tio 1O§|\‘}|\I§>3E?)?D('I\3I\: 18C)- 600 20,8 1,9
Tio 105!\‘}I\IID3E?)?D(II\I2: 18C)- 300 10,4 1,9
s | 0 e
R o s e
e s o7 e
Tio HC (A118C)-MC-MMAF 600 20,8 1,9

de control

Tio 10F4v3;\>|—||\5|)A(,|’;\1 18C)-MC- 600 20,4 1,95
Tio 10F4v3;\>|—||\5|)A(,|’;\1 18C)-MC- 300 10,2 1,95

La Figura 20C es un grafico que representa cambios en el volumen tumoral medio a lo largo del tiempo en el
xenoinjerto de linfoma folicular DOHH2 en ratones SCID CB17 tratados con los mismos TDC anti-CD22 A118C de
cadena pesada, pero a dosis mayores como se muestra en la Tabla 16. El TDC anti-CD22 10F4v3-HC(A118C)-
MCvcPAB-MMAE parecia ser el mas eficaz de los agentes de ensayo en este estudio. Sin embargo, a los niveles de
dosis aumentados en este experimento, se observd alguna eficacia en los controles anti-HER2-HC(A118C)-
MCvcPAB-MMAE. Esta actividad es posiblemente atribuible a la liberacion del farmaco del ADC en circulacion. Los
agentes de ensayo anti-CD22 hu10F4-HC(A118C)-MC-MMAF y -BMPEO-DM1 mostraron eficacia intermedia y, de
forma coherente con la estabilidad aumentada de estos enlazadores, los controles anti-HER2 no de unién mostraron
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poca actividad. La Figura 20D es una representacién del porcentaje de cambio de peso en los ratones del estudio de
xenoinjerto DOHH2 que muestra que no hubo cambios significativos en el peso durante los primeros 14 dias del
estudio.

Ejemplo 14: seguridad de los conjugados farmacolégicos anti-CD22 en ratas y monos cynomolgus

El anticuerpo anti-CD22 hu10F4 reacciona de forma cruzada con CD22 de mono cynomolgus (cyno) con una
afinidad equivalente a CD22 humano. El anticuerpo anti-CD22 hu10F4 no reacciona de forma cruzada con CD22 de
rata. Como resultado, se evalué la seguridad y toxicidad independiente de diana y dependiente de diana de los
conjugados farmacologicos anti-CD22 en rata y cyno, respectivamente.

Seguridad y toxicidad en ratas.

Para estudios de seguridad y toxicidad en ratas, se realizaron dos estudios. En un estudio, se suministré a ratas por
via intravenosa el Dia 1 conjugados de hu10F4v3-SMCC-DM1, -SPP-DM1, -MC-vc-PAB-MMAE, o -MC-MMAF en
los que el farmaco se enlazé mediante un enlazador escindible (-vc- o -spp-) o no escindible (MC o SMCC (también
denominado MCC)). El vehiculo se administr6 como el control. Se recogieron muestras sanguineas el Dia 5 para
analisis farmacocinético, y el Dia 12 (en el momento de la necropsia). Se realizaron observaciones clinicas y
registros de peso corporal al menos tres veces a la semana. Se controlé la AST (aspartato aminotransferasa) en
suero como un indicio de toxicidad. Los niveles de AST en suero aumentaron el Dia 5 en relacion con el Dia 0 en
ratas a las que se suministr6 hu10F4v3-vcMMAE y hu10F4v3-SPP-DM1 20 mg/kg que comprendian enlazadores
escindibles (Figura 21A). Los niveles de neutréfilos aumentaron el Dia 5 en relacién con el Dia 0 en ratas a las que
se suministr6 hu10F4v3-MCMMAF o hu10F4v3-MCC-DM1 20 mg/kg (enlazadores no escindibles, Figura 21B). Los
niveles de neutréfilos se redujeron el Dia 5 en relacién con el Dia 0 en ratas a las que se suministré hu10F4v3-vc-
MMAE o hu10F4v3-SPP-DM1. El aumento de AST en suero y reduccion de neutréfilos en ratas a las que se
suministré6 ADC que comprendian enlazadores escindibles indica aumento de la toxicidad en dichos ADC.

En el mismo estudio de ratas, se suministr6 a seis animales por grupo 20, 40 o 60 mg/kg de hu10F4v3-MC-MMAF o
hu10F4v3-SMCC-DM1 el Dia 1 y se controlaron durante doce dias. En animales a los que se suministré6 hu10F4v3-
MC-MMAF, no hubo observaciones de los siguientes indicadores: reduccion de peso corporal, aumentos de las
enzimas del higado en suero, reducciones de plaquetas o reducciones de neutréfilos. En ratas a las que se
suministr6 hu10F4v3-SMCC-DM1, se observaron aumento reversible del peso corporal y aumentos reversibles de
las enzimas del higado en suero a niveles de dosis de 40 y 60 mg/kg, mientras que se observaron reducciones
reversibles de neutrofilos y reducciones transitorias de plaquetas a dosis de 60 mg/kg.

Seguridad y toxicidad en monos cynomolgus.

Para evaluar la seguridad y toxicidad de ADC anti-CD22 en un modelo de primate, se asignaron treinta monos cyno
a los siguientes grupos de tratamiento: control de vehiculo (6 animales), hu10F4v3-SMCC-DM1 a dosis de 2, 4,y 6
mg/m? de dosis farmacoldgica (equivalente a 0, 10, 20 y 30 mg/kg de dosis de anticuerpo; 4 animales por grupo de
dosificacion) y hu10F4v3-MC-MMAF a dosis de 2, 4, y 6 mg/m? (4 animales por grupo de dosificacion). Se dosifico a
los animales por via intravenosa el Dia 1 y Dia 22. Los animales se evaluaron con respecto a cambios en el peso
corporal, consumo de alimentos e indices patologicos. Se recogieron y ensayaron muestras de sangre para evaluar
los efectos del anticuerpo antifarmaco, toxicol6gicos y farmacodinamicos. La mitad de los animales de cada grupo se
sacrificé en cada uno del Dia 25 y Dia 43 y se recogieron muestras tisulares.

No se observaron cambios de peso corporal notables en ninguno de los grupos de ADC. Los niveles de las enzimas
del higado en suero AST (aspartato aminotransferasa), ALT (aminotransferasa) y GGT (gamma-
glutamiltranspeptidasa) se ensayaron de acuerdo con métodos convencionales bien conocidos en las técnicas
relevantes. Se observaron aumentos reversibles de enzimas del higado en suero en animales a los que se
suministré 30 mg/kg con uno de los ADC, aunque ALT estaba elevada en el grupo DM1, mientras que AST y GGT
estaban elevadas en el grupo de MMAF. La degeneracién del nervio ciatico fue de minima a leve en el grupo de
DM1 en 2 de 4 animales a una dosis de 20 mg/kg y en 4 de 4 animales a una dosis de 30 mg/kg. La degeneracion
del nervio ciatico fue minima en el grupo de MMAF en 1 de 4 animales a una dosis de 30 mg/kg. Se examiné
microscopicamente el tejido de diversos 6rganos. Dos de cuatro animales en el grupo de MMAF 30 mg/kg tuvo
lesiones pulmonares de importancia desconocida, mientras que no se observo ninguna en el grupo de DM1.

El agotamiento de linfocitos B periféricos por los ADC hu10F4v3-MC-MMAF y -SMCC-DM1 se determind midiendo
los niveles de células CD20+ en sangre durante 43 dias en monos cyno dosificados el Dia 0 y Dia 22. Se ensayo
sangre recogida periodicamente durante el estudio por FACS usando un anticuerpo anti-CD20 marcado con
fluorescencia. Los ADC de MMAF y DM1 anti-CD22 agotan linfocitos B periféricos de cyno como se muestra en la
Figura 22A (grupo de MMAF) y Figura 22B (grupo DM1). No se observaron efectos significativos de ADC de MMAF o
DM1 para otras poblaciones de linfocitos como se muestra en las Figuras 23A y 23B en las que se muestra que las
células CD4* no se agotaron significativamente durante el mismo periodo de tiempo.
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Hu10F4v3-SMCC-DM1 agot6 los linfocitos B del centro germinal en las muestras de amigdala de mono cyno en
relacion con el control como se muestra en las microfotografias de las Figuras 24A y 24B. Los centros germinales
ilustrativos estan rodeados en la Figura 24A. Se observé anulacién completa de los linfocitos B del centro germinal al
nivel de dosis de 10 mg/kg como se muestra en la Figura 24B. Se obtuvieron los mismos resultados después de la
administracion del ADC hu10F4v3-MC-MMAF en las mismas condiciones.

Hu10F4v3-MC-MMAF dosificado a 10 mg/kg agoto los linfocitos B en divisién de los centros germinales foliculares
del bazo de monos cyno. Véase el diagrama de la Figura 25A y las microfotografias tisulares de las Figuras 25B y
25C. Se obtuvieron los mismos resultados cuando se ensay6 el ADC hu10F4v3-SMCC-DM1 en las mismas
condiciones. Los centros germinales aparecen como regiones oscuras en la Figura 25B usando tincién Ki-67 y como
areas no tefidas rodeadas por regiones oscuras cuando se tifien con anti-lgD marcado de forma detectable en la
Figura 25D. La pérdida de los centros germinales debido al agotamiento de linfocitos B del centro germinal por anti-
10F4v3-MC-MMAF se muestra en las Figuras 25C y 25E. Por lo tanto, estos farmacos antimitéticos tienen un
impacto en las poblaciones de linfocitos B en proliferacién.

Los siguientes hibridomas se han depositado en la Coleccion Americana de Cultivos Tipo, PO Box 1549, Manassas,
VA, 20108, Estados Unidos (ATCC):

Lineas celulares N° de referencia ATCC Fecha de depésito
Hibridoma 10F4.4.1 PTA-7621 26 de mayo de 2006
Hibridoma 5E8.1.8 PTA-7620 26 de mayo de 2006

Estos depositos se realizaron segun las clausulas del Tratado de Budapest sobre el Reconocimiento Internacional
del Depésito de Microorganismos para el Fin de Procedimiento de Patente y las Regulaciones del mismo (Tratado
de Budapest). Esto asegura el mantenimiento de un depésito viable durante 30 afios desde la fecha del depésito.
Estas lineas celulares se pusieron a disposiciéon por la ATCC segun las condiciones del Tratado de Budapest, y
sometidas al acuerdo entre Genentech, Inc. y ATCC, que asegura la disponibilidad permanente y sin restricciones de
las lineas celulares al publico tras la emision de la Patente de Estados Unidos pertinente o tras la apertura al publico
de cualquier Solicitud de Patente de Estados Unidos o extranjera, lo que suceda primero, y asegura la disponibilidad
de las lineas celulares para alguien que el Comisario de Patentes y Marcas de Estados Unidos determina que tiene
derecho a ello segun 35 USC §122 y las normas del Comisario con respecto a lo mismo (incluyendo 37 CFR §1.14
con referencia particular a 886 OG 638).

El cesionario de la presente solicitud ha acordado que si las lineas celulares depositadas se perdieran o destruyeran
cuando se cultiven en condiciones adecuadas, se reemplazaran rapidamente tras la notificacién con una muestra de
la misma linea celular. La disponibilidad de las lineas celulares depositadas no debe interpretarse como una licencia
para practicar la invencion en contravencién de los derechos garantizados bajo la autoridad de cualquier gobierno de
acuerdo con sus leyes de patente.
Aunque la invencion anterior se ha descrito en algun detalle por medio de ilustracién y ejemplo para fines de claridad
de entendimiento, las descripciones y ejemplos no deberian interpretarse como limitantes del alcance de la
invencion.
Listado de secuencias

<110> EBENS, JR., ALLEN J. ET AL.

<120> ANTICUERPOS E INMUNOCONJUGADOS Y USOS DE LOS MISMOS

<130> P2262R1

<150> US 60/911.829
<151> 13-04-2007

<150> US 60/908.941
<151> 29-03-2007

<150> US 60/809.328
<151> 30-05-2006

<160> 93
<210> 1

<211> 25
<212> PRT
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<213> Secuencia artificial

<220>
<223> secuencia sintetizada

<400> 1

Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly
1 5 10 15

Gly Ser Leu Arg leu Ser Cys Ala Ala Ser
20 25

<210>2

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> secuencia sintetizada

<400> 2

Gly Tyr Glu Phe Ser Arg Ser Trp Met Asn
5 10

<210> 3

<211>13

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> secuencia sintetizada

<400> 3

Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
5 10

<210> 4

<211>18

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> secuencia sintetizada

<400> 4
Gly Arg Ile Tyr Pro Gly Asp Gly Asp Thr Asn Tyr Ser Gly Lys
1 5 10 15

Phe Lys Gly

<210>5

<211> 32

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> secuencia sintetizada
<400> 5
5
Arg Phe Thr Ile Ser Ala Asp Thr Ser Lys Asn Thr Ala Tyr Leu
1 5 10 15
Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
20 25 30
Ala Arg
<210> 6
<211> 11
10 <212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> secuencia sintetizada
15
<400> 6
Asp Gly Ser Ser Trp Asp Trp Tyr Phe Asp Val
5 10
20 <210>7
<211> 11
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
25 <220>
<223> secuencia sintetizada
<400>7
Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
s 10
30
<210> 8
<211> 23
<212> PRT
35 <213> Secuencia artificial
<220>
<223> secuencia sintetizada
40 <400> 8
Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val
1 5 10 15
Gly Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys
20
<210>9
45 <211> 16
<212> PRT
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<213> Secuencia artificial

<220>
<223> secuencia sintetizada

<400> 9

Arg Ser Ser Gln Ser Ile Val His Ser Asn Gly Asn Thr Phe Leu
1 5 10 15

Glu

<210>10

<211> 16

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> secuencia sintetizada

<400> 10

Arg Ser Ser Gln Ser Ile Val His Ser Val Gly Asn Thr Phe Leu
1 5 10 15

Glu

<210> 11

<211> 15

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> secuencia sintetizada

<400> 11

Trp Tyr Gln Gln Lyg Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu Leu Ile Tyr
1 5 10 15

<210> 12

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> secuencia sintetizada

<400> 12

Lys Val Ser Asn Arg Phe Ser
5

<210> 13

<211> 32

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
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<223> secuencia sintetizada

<400> 13

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

1 5 10

15

Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro Glu Asp Phe Ala Thr Tyr

20 25

Tyr Cys

<210> 14

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> secuencia sintetizada

<400> 14

Phe Gln Gly Ser Gln Phe Pro Tyr Thr
5

<210> 15

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> secuencia sintetizada

<400> 15

Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
5 10

<210> 16

<211>120

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> secuencia sintetizada

<400> 16
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Glu

Gly

Glu

Ser

Lys

Thr

Tyr

<210> 17
<211>112
<212> PRT

Val

Ser

Ser

Trp

Gly

Asn

Ala

Phe

Gln

Leu

Trp

Val

Lys

Thr

Val

aAsp

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> secuencia sintetizada

<400> 17

Asp

Gly

His

Gly

Ser

Phe

Tyr

Gly

Ile

Asp

Ser

Lys

Gly

Thr

Tyr

Thr

Gln

Arg

Asn

Ala

val

Leu

Cys

Lys
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Leu Val
Arg Leu
20

Met Asn
35

Gly Arg
50

Phe Lys
65

Ala Tyr

80

Tyr Tyr
95

Val Trp
110

Mat Thr
Val Thr
20

Gly Asn
35

Pro Lys
50

Pro Ser
65

Thr Ile
80

FPhe Gln
85

Val Glu
110

Glu

Ser

Trp

Ile

Gly

Leu

Cys

Gly

Gln

Ile

Thr

Leu

Arg

Ser

Gly

Ile

Ser

Cys

Val

Tyr

Arg

Gln

Ala

Gln

Ser

Thr

Phe

Leg

Phe

Ser

Ser

Lys

Gly

Ala

Arg

Pro

Phe

Met

Arg

Gly

Pro

Cys

Leu

Ile

Ser

Leu

Gln

133

Gly

Ala

Gln

Gly

Thr

Asn

Asp

Thr

Ser

Arg

Glu

Tyr

Gly

Gln

Phe

Gly
10

Ser
25

Ala
40

Asp
55

Ile
70

Ser

85

Gly
100

Leu
115

Ser
10

Ser
25

Trp
40

Lys
55

Ser
70

Pro
85

Pro
100

Gly
Pro
Gly
Ser

Len

Ser

Val

Leu
Ser
Tyr
VvVal
Gly
Glu

Tyr

val

Tyr

Gly

Asp

Ala

Arg

Ser

Thr

Ser

Gln

Gln

Ser

Ser

Asp

Thr

Gln

Glu

Lys

Thr

Asp

Ala

Trp

Val

Ala

Ser

Gln

Asn

Gly

Phe

Phe

Pro

Phe

Gly

Asn

Thr

Glu

Asp

Ser

Ser

Ile

Lys

Arg

Thr

Ala

Gly

Gly
15

Ser
30

Leu
Tyr
&0

Ser
75

Asp

90

Trp
105

Ser
120

val
15

val
30

Pro
45

Phe
60

Asp
75

Thr
90

Gln
145



10

15

20

25

30

<210> 18
<211>112
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> secuencia sintetizada

<400> 18

Asp

Gly

His

Gly

Ser

Phe

Tyr

Gly

<210> 19
<211> 16
<212> PRT

Ile

Asp

Ser

Lys

Gly

Thr

Tyr

Thr

Gln

val

Ala

val

Leu

Cys

Lys

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> secuencia sintetizada

<400> 19

Arg Ser Ser Gln Ser Ile Val His Ser Ala Gly Asn Thr Phe Leu

Glu

<210> 20
<211> 16
<212> PRT

1

<213> Secuencia artificial

<220>

Met
Val
Gly
Pro

Pro

Thr
Phe

Val

<223> sequence is synthesized

<400> 20

Thr
Thr
20

Asn
35

Lys
50

Ser

65

Ile
80

Gln
95

Glu
110

ES 2567402 T3

Gln

Ile

Thr

Arg

Ser

Gly

Ile

5

Ser

Thr

Phe

Leu

Phe

Ser

Ser

Lys

Pro

Cys

Ila

Ser

Leu

Gln

134

Ser

Arg

Glu

Tyr

Gly

Gln

FPhe

Ser
10

Ser
25

Trp
40

Lys
55

Ser

70

Pro
85

Pro
1900

Leu Ser

Sar Gln

Tyr Gln

Val Ser

Gly Ser

Glu Asp

Tyr Thr

10

Ala

Ser

Gln

Asn

Gly

Phe

Phe

Ser

Ile

lys

Arg

Thr

Ala

Gly

val
15

Val
30

Pro
45

Phe
60

Asp

75

Thr
90

Gln
105



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2567402 T3

Arg Ser Ser Gln Ser Ile Val His Ser Gln Gly Asn Thr Phe Leu

1 5 10 15
Glu
<210>21
<211> 16
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> secuencia sintetizada
<400> 21
Arg Ser Ser Gln Ser Ile Val His Ser Ser Gly Asn Thr Phe Leu
1 5 10 15
Glu
<210> 22
<211> 16
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> secuencia sintetizada
<400> 22
Arg Ser Ser Gln Ser Ile Val His Ser Asp Gly Asn Thr Phe Leu
1 5 10 15
Glu
<210> 23
<211> 16
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> secuencia sintetizada
<400> 23
Arg Ser Ser Gln Ser Ile Val His Ser Ile Gly Asn Thr Phe Leu
1 5 10 15
Glu
<210> 24
<211> 113
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> secuencia sintetizada

<400> 24

135



Val

Ser

Tyr

Trp

Asp

Asn

Ala

Thr

Gln

Leu

Ala

Val

Ser

Thr

val

Leu

<223> secuencia sintetizada

Ile

Asp

Tyr

Leu

Phe

Ser

Asn

Gln

Arg

Leu

Ile

Ser

Leu

Ser

Glu
1
Gly
Ser
Glu
Ala
Lys
Thr
Gly
<210> 25
<211> 107
5 <212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
10
<400> 25
Asp
1
Gly
Asn
Leu
Arg
Ser
Tyr
15
<210> 26
<211> 30
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

Leu

Arg

Met

Ser

val

Leu

Tyr

val

Met

val

Ala

Tyr

Gly

Gln

Leu

val
Leu
20

Ser
35

Val
50

Lys
65

Tyr
80

Tyr
95

Thr
110

Thr

Thr
20

Trp
35

Ala
50

Ser
65

Pro
80

Pro
85

ES 2567402 T3

Glu

Ser

Trp

Ile

Gly

Cys

Val

Gln

Ile

Tyr

Ala

Gly

Glu

Trp

Ser

Cys

Val

Ser

Arg

Gln

Ala

Ser

Ser

Thr

Gln

Ser

Gly

Ala

Arg

Gly

Phe

Met

Arg

Ser

Pro

Cys

Gln

Ser

Ser Gly

Asp Phe

Thr Phe

lle Lys

136

Gly

Ala

Gln

Asp

Thr

Asn

Gly

Ser

Arg

Lys

Leu

Thr

Ala

Gly

Gly
10

Ser
25

Ala
40

Gly
55

Ile
70

Ser

Phe
100

Ser
10

Ala
25

Pro
40

Glu
55

Asp
70

Thr
85

Gln
100

Leu

Gly

Pro

Gly

Ser

Asp

Leu

Ser

Gly

Ser

Phe

Tyr

Gly

Val Gln Pro

Phe Thr Phe

Gly Lys Gly

Ser Thr Tyr

Arg Asp Asn

Arg Ala Glu

Tyr Trp Gly

Ser
Gln
Lys
Gly
?hr
Tyr

Thr

Ala Ser

Ser Ile

Ala Pro

Val Pro

Leu Thr

Cys Gln

Lys Val

Gly
15

Ser
30

Leu
45

Tyr
60

Ser
75

Asp
S0

Gln
105

vVal
15

Ser
30

Lys
45

Ser
60

Ile
75

Gln
90

Glu
105



10

15

ES 2567402 T3

<220>
<223> secuencia sintetizada

<400> 26

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

1 5

10

15

Ala Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr

20

<210> 27

<211> 847

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 27

Met His Leu Leu Gly
Leu Ala Phe Ser Asp
20

Thr Leu Tyr Ala Trp
35

Tyr Arg Ala Leu Asp
50

Asn Pro Glu Tyr Asn
65

Leu Tyr Glu Ser Thr

Pro Trp

Sear Ser

Glu Gly

Gly Asp

Lys Asn

Lys Asp

Leu

Lys

Ala

Leu

Thr

Gly

137

25

Trp Val
25

Cys Val
40

Glu Ser
55

Ser Lys
70

Lys Val

Leu

Phe

Trp

Phe

Phe

Pro

val

Glu

Ile

Ile

Asp

Ser

Leu

His

Pro

Gly

Glu

Glu

Pro

Cys

Phe

Thr

Gln

30

Tyr
15

Glu
30

Thr
45

His
60

Arg
75

Lys



Ile

Met

val

Ile

Ser

val

lys

Ser

Gly

Thr

Asn

Leu

Lys

Gly

Pro

Gly

Pro

Arg

Ala

val

His

Glu

Sear

Gln

Cys

Ero

Ser

His

Lys

Pro

Glu

Pro

Lys

Asp

Fro

Glu

Ser

Thr

Thr

Gly

Gln

Pro

Ser

Glu

Glu

Tyr

Met

val

His

Phe

Lys

Gly

Glu

Lys

Gln

Gly

Pro

Gln

Asn

Glu

Thr

Phe

val

Lys

Arg

Ser

Gly

Arg

Phe

Gly

Leu

Leu

Asp

Tyr

Gln

Ser

Arg

Ser

Val

Tyr

Glu

Tyr

ES 2567402 T3

80

Leu
95

His
110

Thr
125

Pro
149

Gln
155

Tyr
170

Gln
185

Thr
200

Lys
215

Ser
230

Glu
245

Ser
260

Thr
275

Asn
290

Gly
305

Ser
320

Thr
335

Glu
350

The
365

Lys
380

Ser

Gly

Leu

Glu

Phe

Glu

Pro

Ala

Arg

Ile

Asn

Ile

Val

Thr

Thr

Lys

Glu

Val

Phe

Trp

Val

Cys

Asp

Agn

Lys

Pro

Val

Ile

Ala

Ser

vVal

Asp

Lys

Thr

Val

Phe

Tyr

Glu

Gln

Leu

Tyr

Hie

val

Lys

Asp

Trp

Pro

Thr

Gln

Val

Glu

Thr

Thr

val

Met

Ser

Thr

Cys

val

Ile

Cys

His

Ile

Ala

138

Asn

Ser

Met

His

Leu

Leu

Thr

Leu

Cys

val

Thr

Ths

Trp

Leu

Cys

Phe

Met

Asn

Pro

Glu

a5

Lys
100

Gly
115

Glu
130

Ile
145

Thr
160

Gin
175

Ser
190

Lys
205

Gln
220

Gln
235

Pro
250

Cys
265

Leu
280

Asn
285

Gin
310

Leu
325

His
340

Ser
355

Gly
370

Lys
385

Asn

Asn

Gln

Arg

Gln

Cys

Trp

Thr

FPhe

Leu

Leu

Ser

Glu

Lys

Leu

val

Gln

Ser

Leu

Lys

Ila

Ile

Cys

Leu

Ile

Leau

Leu

Leu

Ser

Ser

Gln

Asn

Asp

val

Asp

Arg

Ser

Val

Pro

Ala

Glu

Leun

Leu

Thr

Gly

His

Pro

Leu

leu

Leu

Pro

Asp

Val

Ala

Ser

Gly

Glu

Asn

Gln

Ala

Asn

Met

Pro

Gly

Leu

Leu

Leu

Pro

Asn

Glu

Thr

Gln

Ala

Lys

Ile

Ser

Thx

val

Asp

Tyr

val

Pro

Gln

Trp

Thz

90

Ser
105

Arg
120

Asn
135

Glu
150

Phe
165

Gly
180

Ile
195

Trp
210

Asp
225

Hisg
240

Val
255

Ser
270

Ser
2B5

Thr
300

val
315

Ala
330

Glu
345

Leu
360

Gly
375

Hig
390

Gly



Gln

Lys

Asp

Val

Ser

Thr

Pro

Arg

Ser

Phe

Leu

Cys

Thr

Ser

Cys

Asp

Leu

Gly

Thr

Gly

Leu

Arg

val

Thr

Thr

Len

Ile

val

Lys

Leu

Phe

Asn

Trp

Leu

Proe

Glu

Trp

Glu

Thr

Val

Leu

Lys

Gly

Thr

Val

Arg

Gly

Ala

Ala

Ile

Gln

Trp

Phe

Val

Glu

Ser

Asn

FPro

Asn

Tyr

Gly

Leu

Pro

Thr

Thr

Tyr

val

Cys

Leu

Lys

Cys

Glu

Asp

Asn

Val

Asn

val

Ser

Tyr

Ser

Gln

ES 2567402 T3

3585

Gly
410

val
425

Leu
440

Glu
455

Leu
470

Ala
485

Asn
500

Pro
515

Asp
530

Lys
545

Ser
560

Asn
575

Leu
590

Gln
605

Ala
620

Gln
635

Lys
650

Val
665

Ser
680

Cys
695

Arg

Ala

Ile

Ser

Trp

Lys

Arg

val

Leu

FPhe

Asgn

Ile

Ser

Tyr

Val

Asn

Ser

Val

Gly

Pro

Arg

Glu Leu

Gln Asn

Cys Asn

Lys Pro

Ile Gln

Cys Asn

Gln Tyr

Ser Glu

Ser Ser

Gly Arg

Ser Pro

Ile Gly

Ala Pro

Met Glu

Pro Pro

Leu Pro

Gln His

Lys Gly

Glu Thr

Ala Ile

Trp Lys

139

Asp

Pro

Tyr

His

Asn

Ser

Ala

Tle

Ser

Leu

Glu

Gln

Arg

Gly

val

His

Ser

Arg

Ile

Leu

Arg

400

Val
415

Met
430

Agn
445

Gly
460

val
475

Trp
430

Pro
505

His
520

His
535

Leu
550

Asp
565

Thr
580

Arg
595

Lys
610

Ser
625

His
640

Gly
655

Ser
670

Gly
685

Ile
700

Thr

Gln

Pro

Ser

Ala

Gly

Cys

Arg

Ser

Pro

Gly

Ala

Ala

Leu

Ser

His

Ser

Ala

Pro

Arg

Leu

Gln

Tyr

Ile

Ser

Trp

Trp

Ser

Asp

Gly

Lys

Lys

Gly

Ser

Arg

Ala

Tyr

Gln

Tyr

Leu

Arg

Ala

Ser

Pro

Arg

Asn

Glu

Asp

Trp

val

Asn

Glu

Glu

Ser

Lys

val

Thr

Thr

Lys

Trp

Ser

val

Ile

Gln

Pro

Glu

Pro

Glu

Asn

Ala

Arg

Ser

val

Ser

Tyr

Ala

Ser

Leu

Trp

Leu

Cys

Thr

Ala

Cys

Gln

405

Lys
420

Gly
435

Ser
450

Pro
465

Thr
480

Ser
495

val
510

Val
525

Gln
540

Gln
555

Ser
570

Trp
585

Met
600

Thr
615

Phe
630

Arg
645

Gln
660

Leu
675

Val
690

Gly
705

Gly



<210> 28
<211> 660
<212> PRT

Leu

Lys

Cys

Ser

Tyr

Ile

Ile

Asp

Gln

vVal

Tyr

Phe

Glu

Ser

Pro

Gln

Tyx

<213> Homo sapiens

<400> 28

Glu

Arg

Asn

Pro

Met

Ala

Asgp

Phe

Val

Asn

Arg

Pro

Glu

Gln

Leu

Phe

Gly

Ile

710

Ser
725

Ala
740

Met
755

Met
770

Arg
785
His
800

Pro
815

Val
830

Leu
845

ES 2567402 T3

Ser

Pro

Met

Asn

Pro

Lys

Glu

Gly

Lys

Gly

Leu

Glu

Ile

Pro

Arg

Asp

Glu

His

Gln

Ser

Asp

Pro

Arg

Gln

Glu

140

Ser

Glu

Gly

Arg

Thr

Val

Gly

Pro

715

Phe
730

Gly
745

Ile
760

Thr
775

Cys
750

Gly
805

Ile
820

Gln
835

Phe

Pro

Ser

Gly

Asp

Asp

His

Ala

Val

Hisg

Tyr

Asp

Asp

Tyr

Tyr

Gln

Arg

Ser

Thr

Ala

Thr

Glu

Ser

Glu

Asn

Leu

Thr

Glu

val

Asn

Glu

Asn

720

Lys
735

Gly
750

Leu
765

Ser
780

Thr
195

Vval
81¢

Leu
825

val
840



Ser

Gly

Asn

Lys

Pro

Val

Lys

Ala

Leu

Thr

Gly

Lys

Asp

Trp

Pro

Thr

Trp

Cys

Glu

Ser

Lys

Asn

Ser

His

Leu

Val

val

Ser

Lys

Val

Lys

Gly

Glu

Ile

Thr

Phe
Trp
20

Phe
35

Phe
50

Pro
65

Asn
BO

Gln
9s

Arg
110

Gln
125

Cys

ES 2567402 T3

Glu

Ile

Ile

Asp

Serxr

Cys

Ile

Len

Leu

His

Pro

Gly

Glu

Thr

Gly

His

Pro

Leu

Pro

Cys

Phe

Thr

Gln

Leu

Leu

Leu

Pro

Asn

141

Glu

Thr

His

Arg

Lys

Ser

Arg

Asn

Glu

Phe

Thr
10

Tyr
25

Asn
40

Leu
55

Arg
70

Ile
85

Met
100

Vval
115

Ile
130

Ser

Arg

Pro

Tyr

val

His

Glu

Ser

Gln

Cys

Tyr

Ala

Glu

Glu

Gln

Pro

Ser

Glu

Glu

Tyr

Ala

Leu

Tyr

Ser

Phe

val

Lys

Arg

Ser

Gly

Trp

Asp

Asn

Thr

Leu

Ris

Thr

Pro

Gln

Tyr

Glu
15

Gly
30

Lys
45

Lys
60

Gly
75

Leu
90

Glu
105

Phe
120

Glu
135

Pro



Ile

Ala

Ser

Val

Asp

Lys

Thr

Val

Phe

Tyr

Glu

Gln

Leu

Tyr

His

Vval

Glu

Gln

Cys

Lys

Ile

Gln

Val

Glu

Thr

Thr

Val

Ser

Thr

Cys

val

Ile

Cys

His

Ile

Ala

Leu

Asn

Asn

Pro

Gln

Leu

Thr

Leu

Cys

Vval

Thr

Thr

Trp

Leu

Cys

Phe

Leu

Met

Asn

Pro

Glu

Asp

Pro

Tyr

His

Asn

Gln

Ser

Lys

Gln

Gln

Pro

Cys

Leu

Asn

Gln

Leu

His

Ser

Gly

Lys

Asn

Val

Asn

Gly

Val

ES 2567402 T3

140

Trp
155

Thr
170

Phe
185

Leu
200

Leu
215

Ser
230

Glu
245

Lys
260

Leu
275

val
230

Gln
305

Ser
320

Leu
335

Lys
350

Ile
365

Ile
380

Gln
3985

Pro
410

Ser
425

Ala
440

Gly

Leu

Ser

Ser

Gln

Asn

Asp

Val

Asp

Aryg

Ser

Val

Pro

Ala

Glu

Leu

Leu

Tyr

Ile

Ser

Tzp

Trp

Leu

Leu

Pro

Asp

val

Ala

Ser

Gly

Glu

Asn

Gln

Ala

Asn

Met

Pro

Gly

Pro

Arg

Asn

Glu

Asp

Glu

Thr

Gln

Ala

Lys

Ile

Ser

Thr

val

Asp

Tyr

val

Fro

Gln

Trp

Thr

Pro

Glu

Pro

Glu

Asn

142

Gly

Ile

Trp

Asp

Hig

Vval

Ser

Ser

Thr

val

Ala

Glu

Leu

Gly

His

Gly

Lys

Gly

Ser

Pro

Thr

145

val
160

Lys
175

Ser
190

Gly
205

Thr
220

Arg
235

Agn
250

Leu
265

Lys
280

Gly
285

Pro
310

Gly
325

Pro
340

Arg
355

Ala
370

Gln
385

Lys
400

Asp
415

val
4390

Sar
445

Thr

Pro

Ser

His

Lys

Pro

Glu

Pro

Lys

Asp

Pro

Glu

Ser

Thr

Thr

Gly

Arg

Val

Thr

Thr

Leu

Ile

Met

val

His

Phe

Lys

Gly

Glu

Lys

Gln

Gly

Pro

Gln

Asn

Glu

Thr

Gly

Thr

val

Arg

Gly

Ala

Arg

FPhe

Gly

Leu

Leu

Asp

Tyr

Gln

Ser

Arg

Ser

Val

Tyr

Glu

Tyr

Pro

Thr

Thr

Tyr

val

Cys

Gln

Thr

Lys

Ser

Glu

Ser

Thr

Asn

Gly

Ser

Thr

Glu

Thr

Lys

Ser

Gly

val

Leu

Glu

Leu

Ala

150

Ala
165

Arg
180

Ile
135

Asn
210

Ile
225

Val
240

Thr
255

Thr
270

Lys
285

Glu
300

val
315

Phe
330

Trp
345

val
360

Cys
375

Ala
390

Ile
405

Ser
420

Trp
435

Lys
450

Arg



<210> 29
<211> 647
<212> PRT

Cys

Gln

Ser

Ser

Gly

Ser

Ile

Ala

Pro

Leu

Gln

Lys

Asn

Tyr

Gln

Ser

Arg

Pro

Gly

Pro

Glu

Pro

Pro

His

Gly

<213> Homo sapiens

<400> 29

Ser

Ala

Ile

Ser

Leu

Glu

Gln

Arg

Gly

Val

Hisg

Ser

Arg

Trp

Pro

His

His

Leu

Asp

Thr

Arg

Lys

Ser

His

Gly

Ser

455

Cys
470

Arg
485

Ser
500

Pro
515

Gly
530

Ala
545

Ala
560

Leu
575

Ser
590
Hiz
605

Ser
£20

Ala
£35

Pro
650

ES 2567402 T3

Ser

Asp

Gly

Lys

Lys

Gly

Ser

Arg

Ala

Tyr

Gln

Tyr

Leu

Trp Ala

Val Arg

Asn Ser

Glu Val

Glu Ser

Ser Tyr

Lys Ala

Val Ser

Thr Leu

Thr Trp

Lys Leu

Trp Cys

Ser Thr

143

Ser

Val

Val

Gln

Gln

Ser

Trp

Met

Thr

FPhe

Arg

Gln

Leu

460

Pro
475

Arg
430

Ser
505

Phe
520

Leu
535

Cys
550

Thr
565

Ser
580

Cys
595
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ES 2567402 T3

Pro Trp
Ser Ser
Glu Gly
Gly Asp
Lfs Asn

Lys Asp

Leu

Lys

Ala

Leu

Thr

Gly

144

Leu

Trp

Cys

Glu

Ser

Lys

Leu
10

val
25

val
40

Ser
55

Lys
70

Val

Leu

Phe
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Glu Arg Pro Gln

His

5

5

153

760

Gly Asp Ala
775

Asp Asp Thr
790

Asp Tyr Glu
805

Hig Tyr Sar
820

Ala Gln Glu
835

10

10

Glu

val

Asn

Glu

Asn

Thr

Thr

Val

Leu

val

765

Ser
780

Tyr
795

Ile
810

Ile
825

Asp
840

Arg Ser Ser Gln Ser Ile Val His Ser Ile Gly Ala Thr Phe Leau

15

Arg Ser Ser Gln Ser Ile Val His Ser Ile Gly Gln Thr Phe Leu
15
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15

<223> secuencia sintetizada

Val

Ser

Ser

Trp

Gly

Ser

Ala

Phe

Ile

Asp

Ser

Gln

Gly

Thr

Tyr

Thr

Gln

val

Trp

Ile

Lys

Thr

Val

Asp

Len

Gln

Asn

Ser

Val

Leu

Cys

Lys

Gln
1
Ala
Arg
Glu
Ser
Ser
Ser
Tyr
<210> 35
<211> 112
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<400> 35
Asp
1
Gly
His
Gly
Ser
Phe
Tyr
Gly
<210> 36
<211> 847

Leu

Lys

Met

Gly

Phe

Ala

Tyr

Val

Met

Ala

Gly

Pro

Pro

Lys

Phe

Val

Gln

Ile

20

Asn
35

Arg
50

Lys
65

Tyr
80

Phe
95

Trp
110

Thr
Ser
20

Asn
35

Lys
50

Asp
65

Ile
80

Gln
95

Glu
110

ES 2567402 T3

Gln

Ser

Trp

Ile

Gly

Met

Cys

Gly

Gln

Ile

Thr

Leu

Arg

Ser

Gly

Ile

Ser

Cys

val

Tyr

Lys

Gln

Ala

Ala

Thr

Ser

Phe

Phe

Arg

Ser

Lys

Gly

Lys

Lys

Pro

Ala

Leu

Arg

Gly

Pro

Cys

Leu

Ile

Ser

Val

Gln

154

Pro

Ala

Gln

Gly

Thr

Ser

Asp

Thr

Leu

Arg

Glu

Tyr

Gly

Glu

Phe

Glu
10

Ser

25

Arg
40

Asp
55

Leu
70

Ser
85

Gly
100

Thr
115

Ser
10

Ser
25

Trp
20

Lys
55

Ser
70

Ala
85

Pro
100

Leu

Gly

Pro

Gly

Thr

Leu

Ser

Val

Leu

Ser

Tyr

val

Gly

Glu

Tyr

Val

Tyr

Gly

Asp

Ala

Thr

Ser

Thr

Pro

Gln

Leu

Ser

Ser

Asp

Thr

Lys

Glu

Gln

Thr

Asp

Ser

Trp

vVal

val

Ser

Gln

Asn

Leu

Phe

Pro

Phe

Gly

Asn

Lys

val

Asp

Ser

Ser

Ile

Lys

Arg

Thr

Gly

Gly

Gly
15

Ser

30

Arg
45

Tyr
60

Ser
75

Asp
90

Trp
105

Ser
120

Leu
15

Val
30

Pro
45

Phe
&0

Asp
75

Val
90

Gly
105



ES 2567402 T3

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 36

Mat His Leu Leu Gly Pro Trp Leu Leu Leu Leu Val Leu Glu Tyr
1 5 10 15

Len Ala Phe Ser Asp Ser Ser Lys Trp Val Phe Glu His Pro Glu

155



ES 2567402 T3

20 25 30

Thr Leu Tyr Ala Trp Glu Gly Ala Cys Val Trp Ile Pro Cys Thr
35 40 45

Tyr Arg Ala Leu Asp Gly Asp Leu Glu Ser Phe Ile Leu Phe His
50 55 &0

Asn Pro Glu Tyr Asn Lys Asn Thr Ser Lys Phe Asp Gly Thr Arg
65 70 15

Leu Tyr Glu Ser Thr Lys Asp Gly Lys Val Pro Ser Glu Gln Lys
go 85 80

Arg Val Gln Phe Leu Gly Asp Lys Asn Lys Asn Cys Thr Leu Ser
95 100 105

Ile His Pro Val His Leu Asn Asp Ser Gly Gln Leu Gly Leu Arg
110 115 120

Met Glu Ser Lys Thr Glu Lys Trp Met Glu Arg Ile His Leu Asn
125 130 135

Val Ser Glu Arg Pro Phe Pro Pro His Ile Gln Leu Pro Pro Glu
140 145 150

Ile Gin Glu Ser Gln Glu Val Thr Leu Thr Cys Leu Leu Asn Phe
155 160 165

Ser Cys Tyr Gly Tyr Pro Ile Gln Leu Gln Trp Leu Leu Glu Gly
170 175 180

Val Pro Met Arg Gln Ala Ala Val Thr Ser Thr Ser Leu Thr Ile
185 150 155

Lys Ser Val Phe Thr Arg Ser Glu Leu Lys Phe Ser Pro Gln Trp
200 205 210

Ser His His Gly Lys Ile Val Thr Cys Gln Leu Gln Asp Ala Asp
215 220 225

Gly Lys Phe Leu Ser Asn Asp Thr Val Gln Leu Asn Val Lys His
230 235 240

Thr Pro Lys Leu Glu Ile Lys Val Thr Preo Ser Asp Ala Ile Val
245 259 255

Arg Glu Gly Asp Ser Val Thr Met Thr Cys Glu Val Ser Ser Ser
260 265 270

Asn Pro Glu Tyr Thr Thr Val Ser Trp Leu Lys Asp Gly Thr Ser
275 280 285

Leu Lys Lys Gln Asn Thr Phe Thr Leu Asn Leu Arg Glu Val Thr
290 295 300

Lys Asp Gln Ser Gly Lys Tyr Cys Cys Gln Val Ser Asn Asp Vval
305 310 315

Gly Pro Gly Arg Ser Glu Glu Val Phe Leu Gln Val Gln Tyr Ala
320 325 330

Pro Glu Pro Ser Thr Val Gln Ile Leu His Ser Pro Ala Val Glu

156
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335 340 345

Gly Ser Gln Val Glu Phe Leu Cys Met Ser Leu Ala Asn Pro Leu
350 355 360

Pro Thr Asn Tyr Thr Trp Tyr His Asn Gly Lys Glu Met Gln Gly
365 370 375

Arg Thr Glu Glu Lys Val His Ile Pro Lys Tle Leu Pro Trp His
380 385 350

Ala Gly Thr Tyr Ser Cys Val Ala Glu Asn Ile Leu Gly Thr Gly
395 400 405

Gln Arg Gly Pro Gly Ala Glu Leu Asp Val Gln Tyr Pro Pro Lys
410 415 420

Lys Val Thr Thr Val Ile Gln Asn Pro Met Pro Ile Arg Glu Gly
425 430 435

Asp Thr Val Thr Leu Ser Cys Asn Tyr Asn Ser Ser Asn Pro Ser
440 445 450

Val Thr Arg Tyr Glu Trp Lys Pro His Gly Ala Trp Glu Glu Pro
455 460 465

Ser Leu Gly Val lLeu lys Ile Gln Asn Val Gly Trp Asp Asn Thr
470 475 480

Thr Ile Ala Cys Ala Arg Cys Asn Ser Trp Cys Ser Trp Ala Ser
485 490 495

Pro Val Ala Leu Asn Val Gln Tyr Ala Pro Arg Asp Val Arg Val
500 505 510

Arg Lys Ile Lys Pro Leu Ser Glu Ile His Ser Gly Asn Ser Val
515 520 525

Ser Leu Gln Cys Asp Fhe Ser Ser Ser His Pro lLys Glu Val Gln
530 538 540

Phe Phe Trp Glu lys Asn Gly Arg Leu Leu Gly Lys Glu Ser Gln
545 550 555

Leu Asn Phe Asp Ser Ile Ser Pro Glu Asp Ala Gly Ser Tyr Ser
560 565 570

Cys Trp Val Asn Asn Ser Ile Gly Gln Thr Ala Ser Lys Ala Trp
575 580 585

Thr Leu Glu Val Leu Tyr Ala Pro Arg Arg Leu Arg Val Ser Met
530 595 600

Ser Pro Gly Asp Gln Val Met Glu Gly Lys Ser Ala Thr Leu Thr
605 610 615

Cys Glu Ser Asp Ala Asn Pro Pro Val Ser His Tyr Thr Trp Phe
620 625 630

Asp Trp Asn Asn Glnh Ser Leu Pro His His Ser Gln Lys Leu Arg
635 640 €45

Leu Glu Pro Val Lys Val Gln His Ser Gly Ala Tyr Trp Cys Gln

157
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15

Gly

Thr

Thxr Val

Gly

Leu

Leu

Lys

Cys

Ser

Tyr

Ile

Ile

Asp

<210> 37
<211>42
<212> PRT

Lau

Lys

Gln

val

Tyr

Fhe

Glu

Ser

Pro

Gln

Tyr

<213> Homo sapiens

<400> 37

Asn

Tyr

Gly

Leu

Glu

Arg

Asn

Pro

Met

Ala

Phe

Val

Ser

Tyr

Ser

Gln

Asn

Pro

Glu

Gln

Leu

Phe

Gly

Ile

&30

vVal
665

Ser
680

Cys
695

Arg
710

Ser
725

Ala
740

Met
755

Met
770

Arg
785

His
800

Pro
815

Val
830

Leu
845

Arg Thr val Ala Ala

1

5

Glu Gln Leu Lys Ser

20

ES 2567402 T3

Gly

Pro

Leu

Arg

Ser

Pro

Met

Asn

Pro

lys

Glu

Gly

Lys

Lys

Glu

Ala

Trp

Gly

Leu

Glu

Ile

Pro

Arg

Asp

Glu

His

Gly

Thr

Ile

Lys

Gln

Ser

Pro

Arg

Gln

Glu

Arg

Ile

Len

Arg

Ser

Glu

Gly

Thr

Val

Gly

Pro

655

Ser
670

Gly
685

Ile
700

Thr
715

Phe
730

Gly
745

Ile
760

Thr
775

Cys
790

Gly
805

Ile
820

Gln
835

Pro Ser val Phe Ile

10

Gly Thr Ala Ser Val

25

Asn Phe Tyr Pro Arg (Glu Ala Lys Val Gln

<210> 38
<211>218
<212> PRT

<213> Homo sapiens

35

158

40

Pro

Arg

Leu

Gln

Phe

Pro

Ser

Gly

Asp

Asp

His

Ala

Leu

Arg

Ala

Ser

val

His

Tyr

Asp

Asp

Tyr

Tyr

Gln

Ser

val

ITle

Gln

Arg

Ser

Thr

Ala

Thr

Glu

Ser

Glu

Thr

Ala

Cys

Gln

Asn

Leu

Thr

Glu

vVal

Asn

Glu

Asn

660

Leu
675

Val
690

Gly
705

Gly
720

Lys
735

Gly
750

Leu
765

Ser
780

Thr
795

Val
810

Leu
825

Val
840

Phe Pro Pro Ser Asp

15

Val Cys Leu Leu Agn

Trp

lys

30
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<400> 38

Pro

Pro

Thr

Phe

Lys

val

Lys

Thr

Thr

Leu

Glu

Pro

Leu

Cys

Ser

<210> 39
<211> 217
<212> PRT

Ala

Lys

Cys

Asn

Pro

Leu

Cys

Ile

Leu

Thr

Trp

Pro

Thr

Ser

<213> Homo sapiens

<400> 39

Pro

Pro

val

Trp

Arg

Thr

Lys

Ser

Pro

Cys

Glu

val

val

Val

Ser

Glu

Lys

vVal

Tyr

Glu

val

Val

Lys

Pro

Leu

Ser

Leu

Asp

Met

Leu

Leu

Asp
20

Val
35

Val
50

Glu
65

Leu
80

Ser
95

Ala
110

Ser
125

Val
140

Asn
155

Asp
170

Lys
185
His
200

Ser
215

ES 2567402 T3

Len

Thr

Asp

Asp

Gln

His

AsSn

Lys

Arg

Lys

Gly

Ser

Ser

Glu

Pro

Gly

Leu

Val

Gly

Tyr

Gln

Lys

Gly

Glu

Gly

Gln

Asp

Ala

Gly

Gly

Met

Ser

Val

Asn

Asp

Ala

Gln

Glu

Phe

Pro

Gly

Trp

Leu

Lys

159

Pro

Ile

His

Glu

Ser

Trp

Leu

Pro

Mat

Tyr

Glu

Ser

Gln

His

Ser

10

Ser
25

Glu
49

Val
55

Thr
70

Leu
85

Pro
100

Arg
115

Thr
130

Pro
145

Asn
160

Fhe
175

Gln
180

Asn
205

val

Arg

Asp

His

Tyr

Asn

Ala

Glu

Lys

Ser

Asn

Phe

Gly

His

Phe

Thr

Pro

Asn

Arg

Gly

Pro

Pro

Asn

Asp

Tyr

Leu

Asn

Tyr

Leu

Pro

Glu

Ala

Vval

Lys

Ile

Gln

Gln

Ile

Lys

Tyr

Val

Thr

Phe

Glu

Val

Lys

Val

Glu

Glu

Val

Val

Ala

Thr

Ser

Phe

Gln

Pro

15

Val
30

Lys
45

Thr
60

Ser
15

Tyr
g0

Lys
105

Tyr
120

Ser
135

val
150

Thr
165

Lys
180

Ser
195

Lys
210



<210> 40
<211> 217

Pro

Lys

Cys

Asn

Pro

Leu

Cys

Ile

Leu

Thr

Trp

Pro

Thr

Ser

Leu

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 40

Pro

Val

Trp

Arg

Thr

Lys

Ser

Pro

Cys

Glu

Met

Val

val

Ser

Pro

Lys

val

Tyr

Glu

val

val

Lys

Pro

Leun

Ser

Leu

Asp

Met

Leu

Pro

Vval

Val

Glu

Vval

Ser

Thr

Ser

Val

Asn

Asp

Lys

His

Ser

val
Thr
20

Asp
35

Asp
50

Gln

&5
His
80

Asn
95

Lys
110

Arg
125

Lys
140

Gly
155

Ser
170

Ser
185

Glu
200

Pro
215

ES 2567402 T3

Ala

Vval

Gly

Phe

Gln

Lys

Gly

Glu

Gly

Gln

Asp

Arg

Ala

Gly

Gly

Met

Ser

Val

Asn

Asp

Gly

Gln

Glu

Phe

Pro

Gly

Trp

Leu

Lys

Pro

Ile

His

Glu

Sar

Trp

Leu

Pro

Met

Tyr

Glu

Ser

Gln

His

160

Ser

Ser

Glu

Vval

Thr

Pro

Arg

Thr

Pro

Asn

Phe

Gln

Asn

Val
10

Arg
25

Asp
40

His
55

Phe

70

Asn
85

Ala
100

Glu
115

Lys
130

Ser
145

Asn
160

Phe
175

Gly
190
His
205

Phe

Thr

Pro

Asn

Arg

Gly

Pro

Pro

Asn

Asp

Tyr

Leu

Asn

Tyr

Leu

Pro

Glu

Ala

Val

Lys

Ile

Gln

Gln

Ile

Lys

Tyr

vVal

Thr

Phe

Glu

VvVal

Lys

Val

Glu

Glu

val

val

Ala

Thr

Ser

Phe

Gln

Pro

Val

Gln

Thr

Ser

Tyr

Lys

Tyr

Ser

val

Thr

Lys

Sar

Lys

Pro
15

Thr
30

Phe
45

Lys
60

val

75

Lys
50

Thr
105

Thr
120

Leu
135

Glu
150

Pro
165

Leu
180

Cys
195

Ser
210



Pro Ala

Pro Lys

Thr Cys

Lys Trp

Pro Arg

Leu Thr

Cys Lys

Ile Ser

Leu Pro

Thr Cys

Trp Glu

Pro Met

Thr Val

Ser Val

Leu Ser

<210> 41

<211> 218

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 41

Pro

Pro

Val

Tyr

Glu

Val

Val

Lys

Pro

ILeu

Ser

Leu

Asp

Leu

Glu

Lys

Val

val

Glu

Leu

Ser

Thr

Sar

val

Ser

Asp

Lys

Hisg

Ser

Asp
20

Asp
35

Asp
50

Gln
65

His
80

Asn
95

Lys
110

Arg

125

Lys
140

Gly
155

Ser
170

Ser
185

Glu
200

Pro
215

ES 2567402 T3

Leu

Thr

Val

Gly

Phe

Gln

Lys

Gly

Glu

Gly

Gln

Asp

Arg

Ala

Gly

Gly

Leu

Ser

val

Asn

Asp

Ala

Gln

Glu

Phe

Pro

Gly

Trp

Leu

Lys

Gly

His

Glu

Ser

Trp

Pro

Met

Tyr

Glu

Ser

Gln

His

161

Pro

Ile

Glu

val

Thr

Leu

Pro

Arg

Thr

Pro

Asn

Phe

Gln

Asn

Ser
10

Ser
25

Asp
40

His
55

Phe
70

Asn
a5

Ala
100

Glu
115

Lys

130

Ser
145

Asn
160

Phe
175

Gly
130

Arg
205

Vval

Arg

Pro

Asn

Arg

Gly

Pro

Pro

Asn

Asp

Tyr

Asn

Phe

Fhe

Glu

Ala

Val

Lys

Ile

Gln

Gln

Ile

Tyr

Ile

Thr

Leu

Pro

Val

Lys

val

Glu

Glu

Val

val

Ala

Thr

Ser

Phe

Gln

Phe

Glu

Gln

Thr

Ser

Tyr

Lys

Tyr

Ser

Vval

Thr

Lys

Ser

Lys

Pro
15

Val
30

Phe
45

Lys
60

val
75

Lys
90

Thr
105

Thr
120

Leu

135

Glu
150

Pro
165

Leu
180

Cys
195

Ser
210
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<210> 42
<211> 30

Pro

Pro

Thr

Phe

Lys

val

Lys

Thr

Thr

Glu

Pro

Cys

Ser

<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>

<223> secuencia sintetizada

<400> 42

Ala

Lys

Cys

Asn

Pro

Cys

Ile

Thr

Trp

Pro

Thr

Ser

Pro

Pro

Val

Trp

Arg

Thr

Lys

Ser

Pro

Cys

Glu

val

val

Val

Ser

Glu

Lys

Val

Tyr

Glu

val

val

Lys

Pro

Leu

Ser

Asp

Met

Leu

Phe
Asp
20

Val
35

Val
50

Glu
E5

Leu
80

Ser
95

Ala
110

Ser
125

val
140

Asn
155

Asp
170

Lys

185
His
200

Ser
215

ES 2567402 T3

Thr

Asp

Asp

Gln

Hisg

Asn

Lys

Gln

Lys

Gly

Ser

Ser

Glu

Gly

Leu

Val

Gly

Phe

Gln

Lys

Gly

Glu

Gly

Gln

Asp

Arg

Ala

Gly

Gly

Met

Ser

val

Asn

Asp

Gly

Gln

Glu

Phe

Pro

Gly

Trp

Leu

Lys

162

Pro

Ile

Gln

Glu

Ser

Trp

Leu

Pro

Met

Tyr

Glu

Ser

Gln

His

Ser
10

Ser
25

Glu
40

VvVal
55

Thr
70

Len
85

Pro
100

Arg
115

Thr
130

Pro
145

Asn
160

Phe
175

Glu

150

Asn
205

val

Arg

Asp

His

Tyr

Asn

Ser

Glu

Lys

Ser

Asn

Phe

Gly

His

Phe

Thr

Pro

Asn

Arg

Gly

Ser

Pro

Asn

Asp

Tyxr

Leu

Asn

Leu

Pro

Glu

Ala

Val

Lys

Ile

Gln

Gln

Ile

Lys

Tyr

val

Tyr

Phe

Glu

Val

Lys

val

Glu

Glu

val

Val

Ala

Thr

Ser

Phe

Gln

Pro
15

val
30

Gln
45

Thr
60

Ser
75

Tyr
90

Lys
105

Tyr
120

Ser
135

Val
150

Thr
165

Arg
180

Ser

195

Lys
210
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Cys Asp Lys Thr His Thr Gly Gly Gly Ser Gln Arg Leu Met Glu
1 5 10 15

Asp Ile Cys Leu Pro Arg Trp Gly Cys Leu Trp Glu Asp Asp Phe
20 25 30

<210> 43

<211> 20

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> secuencia sintetizada

<400> 43

Gln Arg Leu Met Glu Asp Ile Cys Leu Pro Arg Trp Gly Cys Leu
1 5 10 15

Trp Glu Asp Asp Phe
20

<210> 44

<211> 20

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> secuencia sintetizada

<400> 44

Gln Arg Leu Ile Glu Asp Ile Cys Leu Pro Arg Trp Gly Cys Leu

1 5 10 15
Trp Glu Asp Asp Phe
20
<210> 45
<211>18
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> secuencia sintetizada
<400> 45
Arg Leu Ile Glu Asp Ile Cys Leu Pro Arg Trp Gly Cys Leu Trp
1 5 19 15
Glu Asp Asp

<210> 46
<211> 11
<212> PRT

<213> Secuencia artificial
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<220>

<223> secuencia sintetizada

<400> 46

<210> 47

<211> 14

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 47

ES 2567402 T3

Asp Ile Cys Leu Pro Arg Trp Gly Cys Leu Trp
5

10

Trp Val Arg Arg Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Met Gly
5

<210> 48

<211> 32

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 48

10

Arg Val Thr Ile Thr Ala Asp Thr Ser Thr Ser Thr Ala Tyr Met

1

5

10 15

Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys

Ala Arg

<210> 49

<211>23

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 49

20

25 30

Asp Ile Val Met Thr Gln Ser Pro Leu Ser Leu Pro Val Thr Pra

1

Gly Glu Pro Ala Ser Ile Ser Cys
20

<210> 50

<211> 25

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 50

1

5

5

10

Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly
10

Ala Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser

20

164
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15
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ES 2567402 T3

<210> 51

<211>13

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 51

Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Met
5 10

<210> 52

<211> 31

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 52

Arg Val Thr Ile Thr Ala Asp Thr Ser Thr Ser Thr Ala Tyr Met

1 5 10

15

Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys

20 25
Ala
<210> 53
<211> 30
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 53

Arg Val Thr Ile Thr Ala Asp Thr Ser Thr Ser Thr Ala Tyr Met

1 5 10 15
Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
20 25 30
<210> 54
<211> 30
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 54
Gln Val Gln Leu Gln Glu Ser Gly Pro Gly Leu Val Lys Pro Ser
1 5 10 15
Gln Thr Leu Ser Leu Thr Cys Thr Val Ser Gly Gly Ser val Ser
20 25 30
<210> 55
<211> 14
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 55

165

30
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Trp Ile Arg Gln Pro Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Ile Gly

5 10
<210> 56
<211> 32
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 56
Arg Val Thr Ile Ser Val Asp Thr Ser Lys Asn Gln Phe Ser Leu
1 5 10 15
Lys Leu Ser Ser Val Thr Ala Ala Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
20 25 30
Ala Arg
<210> 57
<211> 25
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 57

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

1l 5 10 15
Gln Thr Leu Ser Leu Thr Cys Thr Vval Ser
20 25
<210> 58
<211>13
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 58
Trp Ile Arg Gln Pro Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Ile
: 5 10
<210> 59
<211> 31
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 59
Arg Val Thr Ile Ser Val Asp Thr Ser Lys Asn Gln Phe Ser Leu
1 5 10 15
Lys Leu Ser Ser vVal Thr Ala Ala Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
20 25 30
Ala
<210> 60
<211> 30
<212> PRT
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<213> Homo sapiens

<400> 60

Arg Val Thr Ile Ser Val Asp Thr Ser Lys Asn Gln Phe Ser Leu

1 5 10 15
Lys Leu Ser Ser Val Thr Ala Ala Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
20 25 30
<210> 61
<211> 30
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 61

Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly

1 L] 10 15
Gly Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Fhe Thr Phe Ser
29 25 30
<210> 62
<211> 14
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 62
Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val Ser
5 10
<210> 63
<211> 32
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 63
Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser Lys Asn Thr Leu Tyr Leu
1 5 10 15
Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
20 25 30
Ala Arg
<210> 64
<211>25
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 64
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Glu Val Gln Leun Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly

1 5 10 15
Gly Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser
20 25
<210> 65
<211>13
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 65
Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
5 10
<210> 66
<211> 31
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 66
Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser Lys Asn Thr Leu Tyr Leu
1 5 10 15
Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
20 25 30
Ala
<210> 67
<211>30
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 67

Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser Lys Asn Thr Leu Tyr Leu

1 S 10 15
Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
20 25 30
<210> 68
<211> 30
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 68
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Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly

1 5 10 15
Gly Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Asn Ile Lys
20 25 30
<210> 69
<211> 32
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 69
Arg Phe Thr Ile Ser Ala Asp Thr Ser Lys Asn Thr Ala Tyr Leu
1 5 10 15
Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
20 25 30
Ser Arg
<210> 70
<211> 31
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 70
Arg Phe Thr Ile Ser Ala Asp Thr Ser Lys Asn Thr Ala Tyr Leu
1 L] 10 15
Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
20 25 30
Ser
<210> 71
<211> 32
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 71
Arg Phe Thr Ile Ser Ala Asp Thr Ser Lys Asn Thr Ala Tyr Leu
1 5 10 15
Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
20 25 30
Ala Arg
<210> 72
<211> 31
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 72
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Arg Phe Thr Ile Ser Ala Asp Thr Ser Lys Asn Thr Ala Tyr Leu

15

30

1 5 10
Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
20 25
Ala
<210> 73
<211> 30
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 73

Arg Phe Thr Ile Ser Ala Asp Thr Ser Lys Asn Thr Ala Tyr Leu

1 5 10 15
Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
20 25 30
<210> 74
<211> 23
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 74

Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val

1 5 10 15
Gly Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys
20
<210> 75
<211>15
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 75

Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu Leu Ile Tyr

1 5 10 15
<210> 76
<211> 32
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 76
Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe
1 5 10 15
Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro Glu Asp FPhe Ala Thr Tyr
20 25 30
Tyr Cys
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<210> 77

<211>10

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 77

Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
5 10

<210> 78

<211> 14

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 78

Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu Leu Ile
5 10

<210> 79

<211> 15

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 79

Trp Tyr Leu Gln Lys Pro Gly Gln Ser Pro Gln Leu Leu Ile Tyr
1 5 10 15

<210> 80

<211> 32

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 80

Gly Val Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe
1 5 10 15

Thr Leu Lys Ile Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Val Gly Val Tyr
20 25 30

Tyr Cys

<210> 81

<211> 23

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 81

Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Gly Thr Leu Ser Leu Ser Pro
1 5 10 15

Gly Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys

20
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<210> 82

<211>15

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 82

Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala Pro Arg Leu Leu Ile Tyr
1 5 10 15

<210> 83

<211> 32

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 83

Gly Ile Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe
1 5 10 15

Thr Leu Thr Ile Ser Arg Leu Glu Pro Glu Asp Phe Ala Val Tyr
20 25 30

Tyr Cys
<210> 84
<211> 23
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 84

Asp Ile Val Met Thr Gln Ser Pro Asp Ser Leu Rla Val Ser Leu

1 5 10 15
Gly Glu Arg Ala Thr Ile Asn Cys
20
<210> 85
<211>15
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 85
Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Pro Pro Lys lLeu Leu Ile Tyr
1 s 10 15
<210> 86
<211> 32
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 86
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Gly Val Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe

1 5 10 15
Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Ala Glu Asp Val Ala Val Tyr
20 25 30
Tyr Cys
<210> 87
<211> 219
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> secuencia sintetizada

<400> 87
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<210> 88
<211> 450
<212> PRT

Gly

His

Gly

Ser

Phe

Tyr

Gly

Phe

Ser

Val

Glun

Ser

val

Thr

Ile

Asp

Ser

Lys

Gly

Thr

Tyr

Thr

Ile

val

Gln

Ser

Ser

Tyr

Lys

Gln

Arg

val

Ala

Val

Leu

Cys

Lys

Phe

val

Trp

val

Thr

Ala

Ser

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> secuencia sintetizada

<400> 88

Met

Val

Gly

Pro

Pro

Thr

Phe

Val

Pro

Cys

Lys

Thr

Leu

Cys

Phe

Thr
Thr
20

Asn
35

Lys
50

Ser
€5

Ile
80

Gln
95

Glu
11¢

Pro
125

Leu
140

Val
155

Glu
170

Thr
185

Glu
200

Asn
215

ES 2567402 T3

Gin

Ile

Thr

Leu

Ser

Gly

Ile

Ser

Leu

Asp

Gln

Leu

val

Arg

Ser

Thr

Phe

Leu

Phe

Ser

Ser

Lys

Asp

Asn

Asn

Asp

Ser

Thr

Gly

Pro

Cys

Leu

Ile

Ser

Leu

Gln

Arg

Glu

Asn

Ala

Ser

Lys

His

Glu

Ser

Arg

Glu

Tyr

Gly

Gln

Phe

Thr

Gln

Phe

Leu

Lys

Ala

Gln

Cys

Ser
10

Ser
Trp
40

Lys
55

Ser
70

Pro
85

Pro
100

Vval
115

Leu
130

Tyr
145

Gln
160

Asp
175

Asp
190

Gly
205

Leu

Ser

Tyr

val

Gly

Glu

Tyr

Ala

Lys

Pro

Ser

Ser

Tyr

Lau

Ser

Gln

Gln

Ser

Ser

Asp

Thr

Ala

Ser

Arg

Gly

Thr

Glu

Ser

Ala

Ser

Gln

Asn

Gly

Phe

Fhe

Pro

Gly

Glu

Asn

Tyr

Lys

Ser

Ser

Ile

Lys

Arg

Thr

Ala

Gly

Ser

Thr

Ala

Ser

Ser

His

Pro

Val
15

val
30

Pro
45

Phe
60

Asp
75

Thr
90

Gln
105

Val
120

Ala
135

Lys
150

Gln
165

Leu
130

Lys
195

val
210

Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly

174



Gly

Glu

Ser

Lys

Thr

Tyr

Ala

Lys

Leu

Gly

Leu

Asn

Thr

Pro

Ile

His

Glu

Ser

Trp

Ser

Ser

Trp

Gly

Asn

Ala

Phe

Ser

Ser

Tyr

Thr

Leu

Gly

Thr

His

Ser

Ser

Glu

val

Thr

Leu

Leau

Trp

Vval

Lys

Thr

Val

Asp

Thr

Thr

Phe

Ser

Tyr

Thr

Lys

Thr

Val

Arg

Asp

His

Tyr

Asn

Arg

Met

Gly

Phe

Ala

Tyr

val

Lys

Ser

Pro

Gly

Ser

Gln

val

Cys

Phe

Thr

Fro

Asn

Arg

Gly

ES 2567402 T3

Leu
20

Asn
35

Arg
50

Lys
63

Tyr
80

Tyr
95

Trp
110

Gly
125

Gly
140

Glu
155

val
170

Leu
185

Thr
200

Asp
215

Pro
230

Leu
245

Pro
260

Glu
275

Ala
250

Val
305

Lys

Ser

Trp

Ile

Gly

Leu

Cys

Gly

Pra

Gly

Pro

His

Ser

Tyr

Lys

Pro

Phe

Glu

Val

Lys

Val

Glu

Cys

val

Tyr

Gln

Ala

Gln

Ser

Thr

val

Thr

Ser

Ile

Lys

Cys

Pro

val

Lys

Thr

Ser

Tyr

Ala

Arg

Pro

Phe

Met

Arg

Gly

Val

Ala

Thr

Phe

val

Cys

val

Pro

Pro

Thr

Fhe

Lys

Vval

Lys

175

Ala

Gln

Gly

Thr

Asn

Asp

Thr

Phe

Ala

val

Pro

val

Asn

Glu

Ala

Lys

Cys

Asn

Pro

Leu

Cys

10

Ser
25

Ala
40

Asp
55

Ile
70

Ser
85

Gly
100

Leu
115

Pro
130

Leu
145

Ser
160

Ala
175

Thr
190

val
205

Pro
220

Pro
235

Pro
250

val
265
280

Arg
285

Thr
310

Lys

Gly

Pro

Gly

Ser

Leu

Ser

val

Leu

Gly

Trp

val

val

Asn

Lys

Glu

Lys

val

Tyr

Glu

val

Val

Tyr

Gly

Asp

Ala

Arg

Ser

Thr

Ala

Cys

Asn

Leu

Pro

Bis

Ser

Leu

Asp

vVal

Vval

Glu

Leu

Ser

Glu

Lys

Thr

Asp

Ala

TIp

Val

Pro

Leu

Ser

Gln

Ser

Lys

Cys

Leu

Thr

Asp

hsp

Gln

Asn

Phe

Gly

Aan

Thr

Glu

Asp

Ser

Ser

Val

Gly

Ser

Ser

Pro

Asp

Gly

Leu

val

Gly

Tyr

Gln

Lys

15
Ser
Leu

45

Tyr
60

Ser
75

Asp
80

Trp
105

Ser
120

Ser
135

Lys
150

Ala
1&5

Ser
180

Ser
185

Ser
210

Lys
225

Gly
240

Met
255

Ser
270

val
285

Asn
300

Asp
315

Ala
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<210> 89
<211>120

Len

Pro

Tyr

Glu

Ser

Gln

His

<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>

Pro

Arg

Thr

Pro

Asn

Phe

Gln

Asn

Glu

Lys

Sar

Asn

Phe

Gly

His

<223> secuencia sintetizada

<400> 89

Gln

Ala

Glu

Ser

Ser

Ser

Tyr

Val

Ser

Ser

Trp

Gly

Ser

Ala

Phe

Gln

Val

Trp

Ile

Lys

Thr

Val

Asp

Pro

Pro

Asn

Asp

Tyr

Leu

Asn

Tyr

Leu

Lys

Met

Gly

Phe

Ala

Tyr

vVal

320

Ile
335

Gin
350

Gln
365

Ile
380

Lys
395

Tyr
410

Val
425

440

Gln
Ile
20

Asn
35

Arg
50

Lys
65

Tyr
g0

FPhe
95

Trp
110

ES 2567402 T3

Glu

Vval

Val

Ala

Thr

Ser

Phe

Gln

Gln

Ser

Trp

Ile

Gly

Met

Cys

Gly

Lys

Tyr

Ser

val

Thr

Lys

Ser

Lys

Ser

Cys

Val

Tyr

Lys

Gln

Ala

Ala

Thr

Thr

ILeu

Glu

Pro

Leu

Cys

Ser

Gly

Lys

Lys

Pro

Ala

Leu

Arg

Gly

176

Ile

Len

Thr

Trp

Pro

Thr

Ser

Pro

Ala

Gln

Gly

Thr

Ser

Asp

Thr

325

Ser
3490

Pro
355

Cys
370

Glu
385

val
400

val
415

Vval
430

Ser
445

Glu
10

Ser
25

Arg
40

Asp
55

Leu
70

Ser
85

Gly
100

Thr
115

Lys

Pro

Leu

Ser

Leu

Asp

Met

Leu

Leu

Gly

Pro

Gly

Thr

Leu

Ser

Val

Ser

Val

Asn

Asp

Lys

His

Ser

Val

Tyr

Gly

Asp

Ala

Thr

Ser

Thr

Lys Gly

Arg Glu

Lys Gly

Gly Gln

Ser Asp

Ser Arg

Glu Ala

Pro Gly

Lys Pro

Glu Phe

Gln Gly

Thr Asn

Asp Lys

Ser Val

Trp Asp

Val Ser

330

Gln
345

Glu
360

Phe
375

Pro
390

Gly
405

Trp
420

Leu
435

Lys
450

Gly
15

Ser
30

Arg
45

Tyr
60

Ser
Asp
90

Trp
105

Ser
120
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15

20

<210> 90
<211>112

<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>

<223> secuencia sintetizada

<400> 90

<210> 91
<211> 219

Gly

His

Gly

Ser

Phe

Tyr

Gly

<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>

<223> secuencia sintetizada

<400> 91

Ile

Asp

Ser

Gln

Gly

Thr

Tyr

Thr

Leu

Gln

Asgn

Ser

Val

Leu

Cys

Lys

Ala

Gly

Pro

Pro

Lys

Phe

Val

Thr
Ser
20

Asn
35

Lys
50

Asp
65

Ile
80

Gln
95

Glu
110

ES 2567402 T3

Gln

Ile

Thr

Leu

Arg

Ser

Gly

Ile

Thr

Ser

Phe

Leu

FPhe

Arg

Ser

Lys

Pro

Cys

Leu

Ile

Ser

val

Gln

177

Leu

Glu

Tyr

Gly

Glu

Phe

Ser
10

Ser
25

Trp
40

Lys
55

Ser
T0

Ala
85

Pro
100

Leu

Ser

Tyr

val

Gly

Glu

Tyr

Pro

Gln

Leu

Ser

Ser

Asp

Thr

val

Ser

Gln

Asn

Gly

Leu

Phe

Ser

Ile

Lys

Arg

Thr

Gly

Gly

Leu
15

Val
30

Pro
45

Phe
60

Asp
75

vVal
a0

Gly
105



10

Asp

Gly

His

Gly

Ser

Phe

Tyr

Gly

Phe

Ser

Val

Glu

Ser

Val

Thr

<210> 92
<211> 450
<212> PRT

Tle

Asp

Ser

Lys

Gly

Thr

Tyr

Thr

Ile

Val

Gln

Ser

Ser

Tyr

Lys

Gln

Arg

val

Ala

Vval

Leu

Cys

Lys

FPhe

val

Trp

Val

Thr

Ala

Ser

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> secuencia sintetizada

<400> 92

Met

Val

Gly

Pro

Pro

Thr

Phe

Val

Pro

Cys

Lys

Thr

Leu

Cys

Phe

Thr
Thr
20

Asn
35

Lys
50

Ser
€5

Ile
80

Gln
85

Glu
110

Pro

125

Leu
140

val
155

Glu
170

Thr
185

Glu
200

Asn
215

ES 2567402 T3

Gln

Ile

Thr

Leu

Ser

Gly

Ile

Ser

Leu

Asp

Gln

Leu

Val

Ser

Thr

Phe

Leau

Phe

Ser

Ser

Lys

Asp

Asn

Asn

Asp

Ser

Thr

Gly

Pro

Cys

Leu

Ila

Ser

Leu

Gln

Arg

Glu

Asn

Ala

Ser

Lys

His

Glu

178

Ser

Glu

Tyr

Gly

Gln

Phe

Thr

Gln

Phe

Leu

Lys

Ala

Gln

Cys

Ser
10

Ser
Trp
40

Lys
55

Ser
70

Pro
a5

Pro
100

Val
115

130

Tyr
145

Gln
160

Asp
175

Asp
190

Gly
205

Leu

Ser

Tyr

Val

Gly

Glu

Tyr

Ala

Lys

Pro

Ser

Ser

Tyr

Leu

Ser

Gln

Gln

Ser

Ser

Asp

Thr

Ala

Ser

Arg

Gly

Thr

Glu

Ser

Ser

Gln

Asn

Gly

Phe

Phe

Pro

Gly

Glu

Asn

Tyr

Lys

Ser

Ser

Ile

Lys

Thr

Ala

Gly

Ser

Thr

Ala

Ser

Ser

His

Pro

Val
15

Val
30

Pro
45

Phe
60

Asp
75

Thr
90

Gln
105

Val
120

Ala

135

Lys
150

Gln
165

Leu
180

Ly=s
195

Cys
210



Glu

Gly

Arg

Glu

Ser

Lys

Tyr

Cys

Lys

Leu

Val

Ser

Ser

Trp

Gly

Asn

Ala

Phe

Ser

Ser

Tyr

Thr

Gln

Leu

Trp

val

Lys=

Thr

val

Asp

Thr

Thr

Phe

Ser

Leu

Arg

Gly

Phe

Ala

Tyr

val

Lys

Ser

Pro

Gly

Val
Leu
20

Asn
35

Arg
50

Lys
65

Tyr
80

Tyr
95

Trp
110

Gly
125

Gly
140

Glu
155

val

ES 2567402 T3

Glu

Ser

Trp

Ile

Gly

Cys

Gly

Pro

Gly

Pro

His

Ser

Cys

Val

Tyr

Arg

Gln

Ala

Gln

Ser

Thr

Val

Thr

Gly

Ala

Arg

Pro

Phe

Met

Arg

Gly

vVal

Ala

Thr

Phe

179

Gly

Ala

Gln

Gly

Thr

Asn

Asp

Thr

Phe

Ala

Val

Pro

Gly
10

Ser
25

Ala
40

Asp
55

Ile
T0

Sear
85

Gly
100

Leu
115

Pro
130

Leu
145

Ser
160

Leu

Gly

Pro

Gly

Ser

Ser

Val

val

val

Tyr

Gly

Asp

Ala

Arg

Ser

Thr

Ala

Cys

Gln

Glu

Lys

Thr

Asp

Ala

Trp

val

Pro

Leu

Ser

Gln

Pro

Phea

Gly

Asn

Thr

Glu

Asp

Ser

Ser

Val

Gly

Ser

Gly
15

Ser
30

Leu
Tyr
60

Ser
15

Asp
90
105

Ser
120

Ser
135

Lys
150

Ala
165

Ser



Gly

Leu

Asn

Thr

Pro

Ile

His

Glu

Ser

Trp

Len

Pro

Met

Tyr

Glu

Ser

Gln

His

<210> 93
<211> 450
<212> PRT

Leu

Gly

Thr

His

Ser

Ser

Glu

val

Thr

Leu

Pro

Arg

Thr

Pro

Phe

Gln

Asn

Tyr

Thr

Lys

Thr

Val

Arg

Asp

His

Tyr

Asn

Ala

Glu

Lys

Ser

Asn

Phe

Gly

His

<213> Secuencia artificial

Ser

Gln

val

Cys

Phe

Thr

Pro

Asn

Arg

Gly

Pro

Pro

Asn

AsSp

Tyr

Leu

Asn

Tyr

170

Leu
185

Thr
200

Asp
215

Pro
230

Lenu
245

Pro
260

Glu
275

Ala
290

Val
305

Lys
320

Ile
335

Gln
350

Gln
365

Ile
380

Lys
395

Tyr
410

Val
425

Thr
440
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Ser

Tyr

Lys

Pro

Phe

Glu

Val

Lys

val

Glu

Glu

Val

Val

Ala

Thr

Ser

Phe

Gln

Ser

Ile

Lys

Cys

Pro

Val

Lys

Thr

Ser

Tyr

Lys

Tyr

Ser

Val

Thr

Lys

Ser

Lys

val

Cys

val

Pro

Pro

Thr

Fhe

Lys

Val

Lys

Thr

Thr

Leu

Glu

Pro

Cys

Ser

180

Val

Asn

Glu

Ala

Lys

Cys

Asn

Pro

Leu

Cys

Ile

Leu

Thr

Trp

Pro

Thr

Ser

Leu

175

Thr
130

val
205

Pro
220

Pro
235

Pro
250

val
265

Trp
280

Arg
295

Thr
310

Lys
325

Ser
340

Pro
355

Cys
370

Glu
385

Val
400

Val
415

Val
430

Ser
445

val

Asn

Lys

Glu

Lys

val

Tyr

Glu

Val

Val

Lys

Pro

Leu

Ser

Leu

Asp

Met

Leu

Pro

His

Ser

Leu

Asp

Val

Val

Glu

Ser

Ala

Ser

Val

Asn

Asp

Lys

His

Ser

Ser

Lys

Cys

Leu

Thr

Asp

Gln

His

Asn

Lys

Arg

Lys

Gly

Ser

Ser

Glu

Pro

Ser

Pro

Gly

Leu

Val

Gly

Tyr

Gln

Lys

Gly

Glu

Gly

Gln

Asp

Arg

Ala

Gly

180

Ser
185

Ser
210

Lys
225

Gly
240

Met
255

Ser
270

val
285

Asn
300

Asp
315

Ala
330

Gln
345

Glu
360

Phe
375

Pro
390

Gly
405

Trp
420

Leu
435

Lys
450
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Lys
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Tyr

Ala

Lys

Asp

Leu

Gly

Leu

Asn
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Pro

Ile

His

Glu

Ser

val

Ser

Ser

Trp

Gly

Asn

Ala

Phe

Ser

Ser

Tyr

Thr

Leu

Gly

Thr

His

Ser

Ser

Glu

val

Thr

Gln

Leu

Trp

Val

Lys

Thr

val

Asp

Thr

Thr

Phe

Ser

Tyr

Thr

Lys

Thr

Val

Arg

Asp

His

Tyr

Leu

Arg

Mat

Gly

Phe

Ala

Tyr

Val

Lys

Ser

Pro

Gly

Ser

Gln

Val

Cys

Phe

Thr

Pro

Asn

Arg

val
Leu
20

Asn
35

Arg
50

Lys
€5

Tyr
80

Tyr
95
110

Gly
125

Gly
140

Glu
155

Val
170

Leu
185

Thr
200

Asp
215

Pro
230

Len
245

Pro
260

Glu
275

Ala
290

Val
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Trp

Ile

Gly

Leu

Cys

Gly

Pro

Gly

Fro

His

Ser

Tyr

Lys

Pro

Phe

Glu

Val

Lys

val

Ser

Cys

val

Tyr

Arg

Gln

Ala

Gln

Ser

Thr

val

Thr

Ser

Ile

Lys

Cys

Pro

Val

Lys

Thr

Ser

Gly

Ala

Arg

Pro

Phe

Met

Arg

Gly

val

Ala

Thr

Phe

Vval

Cys

Val

Pro

Pro

Thr

Phe

Lys

val
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Gln
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Thr

Asn

Asp

Thr

Phe

Ala

val

Pro

val

Agsn

Glu

Ala

Lys

Cys

Asn

Pro

Leu

Gly
19

Ser
25

Ala
40

Asp
55

Ile
70

Ser
85

Gly
100

Leu
115

Pro
130

Leu
145

Ser
160

Ala
175

Thr
190

Val
205

Pro
220

Pro
235

Pro
250

Val
265
280

Arg
295

Thr

Leu

Gly

Pro

Gly

Ser

Leu

Ser

val

Leu

Gly

Trp

Vval

val

Asn

Lys

Glu

Lys

Vval

Tyr

Glu

Val

val

Tyr

Gly

Asp

Ala

Arg

Sar

Thr

Ala

Cys

Asn

Leu

Pro

His

Ser

Leu

Asp

Val

val

Glu

Leu

Gln

Glu

Lys

Thr

Asp

Ala

Trp

Val

Pro

Leu

Ser

Gln

Ser

Lys

Cys

Leu

Thr

Asp

Asp

Gln

Hisg

Pro

Phe

Gly

Asn

Thr

Glu

Asp

Ser

Ser

Val

Gly

Ser

Ser

Pro

Gly

Leu

val

Gly

Tyr

Gln

Gly
15

Ser
Leu
45

Tyr
&0

Ser
75

Asp
50

Trp
105

Ser
120

Ser
135

Lys
150

Ala
165

Ser
180

Ser
195

Ser
210

Lys
225

Gly
240

Met
255

Ser
270

Val
285

Asn
300
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Asn
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Lys
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Asn
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Lys
320
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Gln
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380

Lys
395

Tyr
410

Val
425

Thr
440
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Thr
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Tyr
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Tyr
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Thr
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Lys

Lys
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Pro

Cys
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Cys

Ile

Leu

Thr

Trp

Pro

Thr

Ser

Leu

310

Lys
325

Ser
340

Pro
355

Cys
370

Glu
385
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400

Vval
415

Val
430

Ser
445
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Lys

Pro

Leu

Ser

Leu

Asp

Met

Leu

Ser

Ala

Ser
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Asn

Asp

Lys

His

Ser

Asn

Lys

Arg

Lys

Gly

Cys
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Pro

Lys

Gly

Glu

Gly

Gln

Asp

Arg

Ala

Gly
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360
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390
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405

Trp
420

Leu
435

Lys
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REIVINDICACIONES

1. Un inmunoconjugado que comprende un anticuerpo o un fragmento de unién a antigeno del mismo unidos
covalentemente a un agente citotéxico, en donde el anticuerpo es un anticuerpo monoclonal que se une a CD22 y (i)
comprende una cadena pesada de longitud completa que tiene la secuencia de aminoacidos de SEC ID N°: 88, y
una cadena ligera de longitud completa que tiene la secuencia de aminoacidos de SEC ID N° 87; o (ii) es un
anticuerpo de longitud completa en el que las cadenas pesadas tienen la secuencia de aminoacidos de SEC ID N°:
88 y las cadenas ligeras tienen la secuencia de aminoacidos de SEC ID N°: 87.

2. El inmunoconjugado de la reivindicacion 1, en el que el anticuerpo comprende una cadena pesada de longitud
completa que tiene la secuencia de aminoacidos de SEC ID N°: 88 y una cadena ligera de longitud completa que
tiene la secuencia de aminoacidos de SEC ID N°: 87.

3. El inmunoconjugado de las reivindicaciones 1 0 2, en el que el CD22 es CD22 de mamifero.
4. El inmunoconjugado de la reivindicacién 3, en el que el CD22 es CD22 humano.

5. El inmunoconjugado de las reivindicaciones 1 o 2, en el que el anticuerpo se une a un epitopo dentro de una
region de CD22 de los aminoacidos 22 a 240 de SEC ID N°: 27.

6. El inmunoconjugado de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que el fragmento de anticuerpo de
unién a antigeno se selecciona de un fragmento Fab, Fab’-SH, Fv, scFv o (Fab’)2.

7. El inmunoconjugado de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en el que el agente citotdxico se selecciona
de una toxina, un agente quimioterapéutico, un resto farmacolégico, un antibiético, un isé6topo radiactivo y una
enzima nucleolitica.

8. El inmunoconjugado de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, teniendo el inmunoconjugado la féormula Ab-
(L-D)p, en donde:

(a) Ab es el anticuerpo como se define en una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6;
(b) L es un enlazador que comprende uno o mas componentes enlazadores;
(c) D es un resto farmacolégico.

9. El inmunoconjugado de la reivindicacion 8, en el que:

(i) L se selecciona de 6-maleimidocaproilo (MC), maleimidopropanoilo (MP), valina-citrulina (val-cit o vc), alanina-
fenilalanina (ala-phe), p-aminobeciloxicarbonilo (PAB), N-succinimidil 4-(2-piridiltio) pentanoato (SPP), N-
succinimidil  4-(N-maleimidometil) ciclohexano-1 carboxilato (SMCC) y N-succinimidil (4-yodo-acetil)
aminobenzoato (SIAB);

(ii) el enlazador esta unido al anticuerpo mediante un grupo tiol en el anticuerpo;

(iii) el enlazador es escindible mediante una proteasa;

(iv) el enlazador comprende un dipéptido de valina-citrulina (val-cit o vc);

(v) el enlazador comprende una unidad de p-aminobenzilo, que opcionalmente es p-aminobenziloxicarbonilo
(PAB);

(vi) el enlazador comprende un 6-maleimidocaproilo (MC); o

(vii) el enlazador comprende un 6-maleimidocaproilo (MC), un dipéptido de valina-citrulina (val-cit o vc) y un p-
aminobenziloxicarbonilo (PAB).

10. El inmunoconjugado de la reivindicacién 8, en el que D se selecciona de una auristatina y una dolastatina.

11. El inmunoconjugado de la reivindicacion 10, en el que D es un resto farmacologico de formulas DE o DF:

MR e

DF
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y en donde R2 y R6 son cada uno metilo, R3 y R4 son cada uno isopropilo, R7 es sec-butilo, cada R8 se selecciona
independientemente de CH3, O-CH3, OH y H; R9 es H; R10 es arilo; Z es -O- o -NH-; R11 es H, alquilo C1-C8 o -
(CH2)2-0-(CH2)2-0-(CH2)2-O-CH3; y R18 es -C(R8)2-C(R8)2-arilo; y

(d) p varia de aproximadamente 1 a 8.
12. El inmunoconjugado de la reivindicacién 11, en el que el farmaco se selecciona de MMAE y MMAF.

13. El inmunoconjugado de la reivindicacion 8, en el que el inmunoconjugado tiene la férmula: Ab-(L-MMAE)p, en la
que L es un enlazador y p varia de 2 a 5, o tiene la formula: Ab-(L-MMAF)p, en la que L es un enlazador y p varia de
2ab.

14. El inmunoconjugado de la reivindicacién 13, en el que L comprende val-cit (vc), MC, PAB, MC-PAB o MC-vc-
PAB.

15. El inmunoconjugado de las reivindicaciones 8 o 14, en el que L es MC-vc-PAB; y D es MMAE o MMAF.
16. El inmunoconjugado de la reivindicacion 8 en el que D es un maitansinoide.

17. El inmunoconjugado de la reivindicacion 16, en el que D se selecciona de DM1, DM3 y DM4.

18. El inmunoconjugado de la reivindicacion 16, en el que:

(i) L se selecciona de N-succinimidil 4-(2-piridiltio) pentanoato (SPP), N-succinimidil 4-(N-maleimidometil)
ciclohexano-1 carboxilato (SMCC) y N-succinimidil (4-yodo-acetil) aminobenzoato (SIAB);

(ii) el enlazador esta unido al anticuerpo mediante un grupo tiol en el anticuerpo;

(iii) el enlazador comprende un SPP;

(iv) el enlazador comprende SMCC; o

(v) p es de 2-4 o de 3-4.

19. Una composicion farmacéutica que comprende el inmunoconjugado de una cualquiera de las reivindicaciones 1
a 18 y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

20. La composiciéon farmacéutica de la reivindicacion 19 para uso en un método para tratar un trastorno proliferativo
de linfocitos B.

21. La composicion farmacéutica de la reivindicacién 19, para el uso de la reivindicacion 20, en donde el trastorno
proliferativo de linfocitos B se selecciona de linfoma, linfoma no de Hodgkin (NHL), NHL agresivo, NHL agresivo
recidivante, NHL indolente recidivante, NHL refractario, NHL indolente refractario, leucemia linfocitica cronica (CLL),
linfoma linfocitico pequefo, leucemia, leucemia por tricoleucitos (HCL), leucemia linfocitica aguda (ALL) y linfoma de
células del manto.
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SKWNIEHPGTIYAWEGACIWVPCTYRVLDGA

LETFILFHNPEYNONMSKFEGTRLYESTKDGEKVPSGOKRVOFLGNKINNNC
TLSIHPVHVNDSGQLGLRMVIKTEKWMERIHLNVSERPFPPRIQLPPXLOE
SQEVTLTCLLNESCYGYQIQLOWLLEGAPMROAAVTLTSLETKEVITRSEL
KFSPCWSHHGKIVTCELHDVDGKVLSEDTVQLNVKHTPKLTIEVTPNETIV
RXKGDSVTIHMTCKVNSENPEYTTVEWLKDDIPLKEQNTLMLTLHEVTKEQTGT
YCCRVENDVGPATSERVELOVOYAPEPSRVCISQSPAVEGSEVREFLCISPA
NPLPTNYTWYHNGKEVQGRTERKCFQOIGKILEFWHAGTYSCVAENTLGIGERG
PGTELDVQYPPRKVTMVIENPTFIREGDTVTLSCNYSSSNPIVNHYEWRPR
GAWZEPSLGVLEKIONIGWNNTAVACAACNNWCSWASPVTLNVLYAPRGVRY
REIKPLOEIHSGHNLVSLOCHESSSHPKEVQFFHWEKNGSLLGKESQLNFDST
SPEDAGSYSCWVNNSIGOTASKAWTLEVL.YAPRRLRVSMSGGNDVMEGKTA
ILTCESDANPEVYSYAWFDWNNCS LPYSGRMLRLEPVRKVOHEGAYWCOGTN
RVGHAGHSPLITLTVYYSPETIGRRVAVGLGSCLAILILAMCGEKVQRRWKR
TQSQCGLOENSSGQSFEVRNKKVRRTPLSEGPHSLGCYNPMMEDGISYATL
RFPETNTPRTGDAETSELQRLPPDCDDTVTYSVLOKRQVGDYENVIPDEPE

DEGIHYSELIDFGFGERPOAQENVDYVIVKH
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230 240 250 260 270
PAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEEDPEVKFNWYV
PAP-PVAGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVQFNWYV
PAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVICVVVDVSHEDPEVQFKWYV
PAPEFLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVQFNWYV

%* ke x * * &

280 290 300 310 320
DGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHODWLNGREYKCKVSNKALP
DGVEVHNAKTKPREEQFNSTFRVVSVLTVVHODWLNGEEYKCKVSNKGLP
DGVEVHNAKTKPREEQFNSTFRVVSVLTVLHODWLNGRKEYKCKVSNKALP
DGVEVHNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKGLP

* * * *x

330 340 350 360 370
APIEKTISKAKGOPREPOVYTLPPSREEMTKNOVSLTCLVKGFYPSDIAV
DL
APIEKTISKTKGRPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAV
APIEKTISKTKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAV

SSIEKTISKAKGOPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAV
* & * *

380 . 390 400 410 420
EWESNGOPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWOQGNVFSCSVMH
EWESNGOPENNYKTTPPMLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMH
EWESSGOPENNYNTTPPMLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWOOGNIFSCSVMHE
EWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWOEGNVFSCSVMH

* +* * & * *

430 440
EALENHYTQKSLSLSPGK  SEC ID N°: 38
EALHNHYTQKSLSLSPGK  SEC ID N°: 39
EALHNRFTQKSLSLSPGK  SEC ID N°: 40
EALHNHYTQOKSLSLSLGK  SEC ID N° 41

L *

Una secuencia consenso de regioén constante de cadena ligera kappa:

RTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREARVOWK
VDNALOSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHRV
YACEVTHOGLSSPVTKSFNRGEC  SEC ID N°: 37

FIG. 5A
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Cadena ligera de h10F4v2 anti-CD22

DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCRSSQSIVHSVGNTFLEWYQQKPGKAPKLLI
YKVSNRFSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLOPEDFATYYCFQGSQFPYTFGOG

TKVEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREARVOWKVDNAL

QSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTK
SFNRGEC (SEC ID N°: 87)

Cadena pesada de h10F4v2 anti-CD22

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGYEFSRSWMNWVRQAPGRGLEWVGRIYP
GDGDTNYSGKFKGRFTISADTSKNTAYLOMNSLRAEDTAVYYCARDGSSWDWY
FDVHGOGTLVTVESASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTV
SWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTOTYICNVNHKPSNT
KVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCV
VVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHODWLN
GREYRKCKVSNEALPAPTIEKTISKAKGOPREPOVYTLPPSREEMTENQVSLTCL
VEKGFYPSDIAVEWESNGOPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWOOGN
VFSCSVMHEALHNHYTOKSLSLSPGK (SEC ID N°: 88)

- _/

FIG. 5B
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Niveles de CD22 en superficie
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Sensibilidad a farmaco libre

R2=,65

200,00 o —

DMA1 150,00 -
libre

100,00 — -

50,00 — -

0,007 I . !
0 5 10 15 20
CI50 de CD22-MCC-DM1, pg/ml

| FIG. 6C

Anti-CD22 a las 3 horas

Internalizacion

- CD22 esta internalizado

FIG.6D
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Anti-CD22 (10F4v1)-smcc-DM1 en ratones con xenoinjerto de BJAB-luc
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Anti-CD22 (10F4v2)-smcc-DM1 y anticuerpo desnudo en modelo de xenoinjerto de BJAB-luc
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Volumen tumaoral medio (mm3)

Dosificacion IV:

FIG. 7C

Volumen tumoral medio (mm3)

-0
FIG- 8A Dctsis IV individual
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Anti-CD22-spp-DM1 y -smcc-DM1 en modelo de xenoinjerto de BJAB-luc

4
i
e
!
I |
‘)
1ol
' - #®— Herceptina-sppDM1, 4mg/kg
/ -3 - AntiCD22-sppDM1, Smg!k?
/ —@— AntiCD22-sppDM1, 2.5mg/kg
N - & - Herceptina-smccDM1, 7mg/k
' O AntiCD22-smecDM1, 10mg/kg
g —%~ AntiCD20, 10mug/kg

1 Dia
32 dosis para

antiCD20/CD22-dm1

Anti-CD22-smcc-DM1 en modelos de xenoinjerto de Ramos

- -~ Her-smcc-dmi
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Volumen tumoral medio (mm?3)

ES 2567402 T3

Anti-CD22-smcc-DM1 en modelos de xenoinjerto de BJAB-luc

- &4— Her-smcc-dm1 -B—7A2
—>€— 7A2-smcc-dm1 - 13 -5E8

- 3¢ - 5EB-smcc-dm1  --&--RFB4
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0

0
FIG. 88 !
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Dosis IV individual

Anti-CD22(RFB4)smcc-DM1, diversas cargas farmacologicas en modelos de xenoinjerto de BJAB-luc
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Conjugados de MMAF anti-CD22 en modelo de xenoinjerto de Ramos
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ADC MMAF y DM1 hu10F4 anti-CD22 en modelos de xenoinjerto de BJAB-luc
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ADC MMAF y DM1 hu10F4v3 anti-CD22 en modelos de xenoinjerto de DoHH2
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ADC MMAF y DM1 hu10F4v3 anti-CD22 en modelos de xenoinjerto de Granta-519
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Cadena ligera modificada por ingenieria genética con cisteina de h10F4v3 V205C anti-CD22

DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCRSSQSIVHSVGNTFLEWYQQKPGKAPKLLI
YKVSNRFSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLOQPEDFATYYCFQGSQFPYTFGQG

TRVEIKRTVAAPSVEIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVOWKVDNAL

QSGNSOESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYERHKVYACEVTHOGLSSPCTK
SFNRGEC (SEC ID N% 91)

FIG. 17A

Cadena pesada modificada por ingenieria genética con cisteina de h10F4v3 A118C anti-CD22

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGYEFSRSWMNWVRQAPGKGLEWVGRIYP
GDGDTNYSGKFKGRFTISADTSKNTAYLOMNSLRAEDTAVYYCARDGSSWDWY
FDVWGQGTLVIVSSCSTRGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTV
SWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTOTY ICNVNHKPSNT
RVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPRKPKDTLMISRTPEVTCV
VVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHODWLN
GKEYRCKVSNKALPAPIEKTISKAKGOPREPQVY TLPPSREEMTKNQVSLTCL
VKGFYPSDIAVEWESNGOPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRUWOOGN
VFSCSVMHEALHNHYTOKSLSLSPGK (SEC ID N°: 92)

FIG. 178B

Region Fc modificada por ingenieria genética con cisteina de h10F4v3 S400C anti-CD22

EVOLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGYEFSRSWMNWVROAPGRKGLEWVGRIYP
GDGDTNYSGKFKGRFTISADTSKNTAYLOMNSLRAEDTAVYYCARDGSSWDWY
FDVWGOGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTV
SWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTOTYICNVNHKPSNT
KVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCV
VVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHODWLN
GKEYKCKVSNKALPAPIEKRKTISKAKGOPREPOVYTLPPSREEMTKNOVSLTCL
VKGFYPSDIAVEWESNGOPENNYKTTPPVLDCDGSFFLYSKLTVDKSRWOOQOGN
VESCSVMHEALHNHYTOKSLSLSPGK (SEC ID N°: 93)

FiG. 17C
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Volumen tumoral medio (mm3)
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Efecto de TDC anti-CD22 administrados a xenoinjerto de Granta-519 en ratones SCID

800
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200 P s

Ilillll!

25

Dia

IV individual

30

—d»—Tio Ab de control-HC-A113C-MC-MMAF, 100ug/m2

—&@—Tio Ab de control-HC-A118C-MCvcPAB-MMAE, 100ug/m2

- 2% - Tio-10F4v3 anti-CD22 -HC-A118C-MC-MMAF, 100ug/m2

=E— Tio-10F4v3 anti-CD22 -LC-V205C-MCvcPAB-MMAE, 100ug/m2
* 3 = Tio-10F4v3 anti-CD22 -HC-A118C-MCvcPAB-MMAE, 100ug/m2
=@+- Tio-10F4v3 anti-CD22 -FC-S400C-MCvcPAB-MMAE, 100ug/m?2

FiG. 19
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Tio HC(A118C) 10F4v3 anti-CD22-BMPEO-DM1, -MCvcPAB-MMAE y MC-MMAF frente a
xenoinjerto de Granta-519 de linfoma de células del manto humano en ratones SCID CB17

+/-ETM

Volumen tumoral medio (mm?)

IV individual

- &= 10F4v3 anti-CD22-MC-MMAF, 150 ug/m2

~&-Tio Ab de control HC(A118C)-bmpeo-dm1, 300 uq/m2
--dx-- Tio HC-10F4v3 anti-CD22 -bmpeo-dm1, 150 ug/m2

== Tio HC-10F4v3 anti-CD22 -bmpeo-dm1, 300 ug/m2
—g—Tio Ab de control HC(A118C) -MCvcPAB-MMAE. 150 ug/m2
- - Tio HC-10F4v3 anti-CD22-MCvcPAB-MMAE, 150 ug/im2

- ¥~ Tio HC-10F4v3 anti-CD22-MCvcPAB-MMAE. 75 ug/m2

= = =~ Tio Ab de control HC(A118C)-MC-MMAF, 150 ug/m

~— Tio HC-10F4v3 anti-CD22 -MC-MMAF, 150 ug/m2

—3¢— Tio HC-10F4v3 anti-CD22-MC-MMAF, 75ug/m2

FIG. 20A

208



Tio HC-A121C-10F4v3 anti-CD22-BMPEO-DM1, -MCvcPAB-MMAE y MC-MMAF frente a un
xenoinjerto de DOHH2 de linfoma folicular en ratones SCID CB17

Volumen tumoral medio (mm?3)
+/-ETM

ES 2567402 T3

IV individual Dia

« e A-10F4v3 anti-CD22 -MC-MMAF, 300 ug/m2
~lx= B-tjo-HC-4D5 anti-Her2 -bmpeo-dm1, 600 ug/m2

- & - C-tio-HC-10F4v3 anti-CD22 -bmpeo-dm1, 600 ug/m2
—&— D-tio-HC-10F4v3 anti-CD22 -bmpeo-dm1, 300 ug/im2
-*- E-tio-HC-4D5 anti-Her2 -MCvcPAB-MMAE, 600 ug/m2

- F-tio-HC-10F4v3 anti-CD22 -MCvcPAB-MMAE, 600 ug/m?2

£— G-tio-HC-10F4v3 anti-CD22 -MCvcPAB-MMAE, 300 ua/m2
--d-- H-tio-HC-4D5 anti-Her2 -MC-MMAF, 600 ug/m2
= ¥ = |-tio-HC-10F4v3 anti-CD22 -MC-MMAF, 600 ug/m2
--@-- J-tio-HC-10F4v3 anti-CD22 -MC-MMAF, 300 uglm2

FIG. 20B
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Tio HC-A121C-10F4v3 anti-CD22-BMPEQ-DM1, -MCvcPAB-MMAE y MC-MMAF frente a

Porcentaje de cambio de peso corporal (%)

un Xenoinjerto de DOHHZ de linfoma folicular en ratones SCID CB17
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i TEems
¥ §
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‘1G _I'll'l_l'tlI'qulllllll'l—l'1_|:'lrlat'l
0 2 4 6 8 10 12 14
4 Dia
IV individual
=B+ A-10F4V3 anti-CD22 -MC-MMAF, 300 ug/m2
=ty= B.tio-HC-4D5 anfi-Her? -bmpeo-dm1, 800 ug/m2
- 4 - C-tio-HC-10F4v3 anti-CD22 -bmpeo-dm1, 600 ug/im2

=~ D-tio-HC-10F4y3 anti-CD22 -bmpeo-dm1, 300 ug/mZ
—br— E.tio-HG-4D5 anti-Her2 -MCvcPAB-MMAE, 600 ug/m2
- o - F-tio-HC-10F4v3 anti-CD22 -MCvcPAB-MMAE, 600 ug/m2
« B= G-tigc-HC-10F4v3 anti-CD22 -MCvcPAB-MMAE, 300 unf/m2
--dlie-+ H-tio-HC-4D5 anti-Her2 -MC-MMAF, 600 ug/m2

= o = Ltio-HC-10F 4v3 anti-CD22 -MC-MMAF, 600 ug/m?2
=& |tio-HC-10F4v3 anti-CD22 -MC-MMAF, 300 ugim2

FIG. 20C
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AST en suero

FIG. 21B
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Cuentas de Ab CD20+ (% d.e linea basal)

ES 2567402 T3

— & - Vehiculo
—a— hut10F4y3-MC-MMAF

10 mgikg

- -0 ~ hut0F4v3-MC-MMAF
20 mgikg

=s+g+=+ hut0F4v3-MC-MMAF
30 mgikg

FIG. 22A

200 =
180 —
160 —
140 —
120 —
100

Cuentas de Ab CD20+ (% de linea basal)

— & - Vehiculo

—a— hut0F4v3-SMCC-DM1
10 ma’kg

- -0 - hul10F4v3-SMCC-DM1
20 maikg
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FIG. 22B
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Cuentas de Ab CD4+ (% de linea basal)

Cuentas de Ab CD4+ (% de linea basal)

ES 2567402 T3
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Amigdala de control de vehiculo

FIG. 24A

DM1

Amigadala con hu10F4v3-SMCC

FIG. 24B
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Linfocitos B
sin tratamiento
no en division

Linfocitos B en division

. v Zona marginal
estimulados por antigeno —

Centro
germinal

Zona
de linfocitos T

Foliculo del bazo

FIG. 25A
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FIG. 25B FIG. 25D

Tincién con Ki-67 Tincion con anti-lgD
(células en division) (linfocitos B sin tratamiento)

e

Anti-CD22-MC-MMAF Anti-CD22-MC-MMAF
{10 mg/kq) (10 mg’kg)

FIG. 25C FIG. 25E

216



	Primera Página
	Descripción
	Lista de Secuencias
	Reivindicaciones
	Dibujos

