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2

DESCRIPCIÓN

Anticuerpo citotóxico dirigido contra las proliferaciones hematopoyéticas linfoides de tipo B.

La presente invención se refiere a un anticuerpo monoclonal dirigido contra el antígeno CD20, caracterizado por que 5
cada una de sus cadenas ligeras está codificada por la secuencia de ácido nucleico quimérica murina-humana SEQ 
ID N: 27 y por que cada una de sus cadenas pesadas está codificada por la secuencia de ácido nucleico quimérica
murina-humana SEQ ID NO: 19, así como a la utilización de este anticuerpo para activar los receptores FcγRIII de 
células inmunitarias efectoras, y para la fabricación de un medicamento, destinado en particular al tratamiento de 
una leucemia o de un linfoma.10

Introducción y técnica anterior

El antígeno CD20 es una proteína transmembranaria hidrófoba de un peso molecular de 35-37 kDa presente en la 
superficie de los linfocitos B maduros (Valentine et al. 1987 Proc Natl Acad Sci USA. 84 (22): 8085-9; Valentine et al. 15
1989 J. Biol. Chem. 264 (19):11282-11287). Se expresa durante el desarrollo de los linfocitos B a partir de la fase 
pre-B precoz y hasta la diferenciación en plasmocito / fase en la que esta expresión desaparece. El antígeno CD20 
está presente al mismo tiempo en los linfocitos B normales y en las células B malignas. Más particularmente, el 
antígeno CD20 se expresa en la mayoría de los linfomas de fenotipo B (80% de los linfomas): se expresa por 
ejemplo en más del 90% de los linfomas no-Hodgkinianos (NHL) de linfocitos B, y en más del 95% de las Leucemias 20
Linfoides Crónicas de tipo B (LLC-B). El antígeno CD20 no se expresa en las células cepas hematopoyéticas ni en 
los plasmocitos.

La función de CD20 no está todavía totalmente elucidada, pero podría actuar como un canal cálcico e intervenir en 
la regulación de las primeras etapas de la diferenciación (Golay et al. 1985 J Immunol.; 135(6):3795-801) y de la 25
proliferación (Tedder et al. 1986 Eur J Immunol. agosto de 1986; 16(8):881-7) de los linfocitos B.

Así, a pesar de que subsisten incertidumbres en cuanto a su papel en la activación y la proliferación de los linfocitos 
B, el antígeno CD20 es, debido a su localización, una diana importante para el tratamiento de las patologías que 
implican unos linfocitos B tumorales, como por ejemplo los NHL o la LLC-B por unos anticuerpos que reconocen 30
específicamente el CD20. Además, este antígeno es una diana ideal ya que se trata de una proteína membranaria 
para la cual no se conoce ninguna modulación de expresión o de polimorfismo.

Un solo anticuerpo monoclonal anti-CD20 no radiomarcado, el Rituxan® (Genentech), está en la actualidad 
comercialmente disponible para el tratamiento de los linfomas de células B. Muestra en los pacientes que padecen 35
NHL unos resultados clínicos esperanzadores cuando está asociado a una quimioterapia. Sin embargo, su eficacia 
sigue siendo variable y frecuentemente modesta cuando se utiliza como agente único (Teeling et al. 2004 Blood 104 
(6): 1793-800).

Por otro lado, el Rituxan® tiene sólo un efecto modesto en los linfocitos B de LLC-B. Esta baja eficacia está 40
relacionada con diferentes fenómenos: por un lado, los linfocitos B de LLC-B expresan el CD20 sólo en una cantidad 
relativamente baja, por otro lado, el Rituxan® induce sólo una muy baja actividad ADCC (Antibody-Dependent 
Cellular Cytotoxicity) frente a estas células in vitro. Estas dos observaciones podrían explicar la correlación 
constatada entre el grado de expresión del CD20 sobre el tumor (en citometría de flujo cuantitativa) y la respuesta al 
tratamiento. Se ha descrito un clon YB2/0 denominado KM3065, que produce una variante del Rituxan® que posee 45
las mismas secuencias de aminoácidos, pero una glicosilación optimizada. Debido a su glicosilación optimizada, el 
anticuerpo producido por este clon posee una capacidad más fuerte para inducir una respuesta ADCC por parte de 
las células efectoras del sistema inmunitario (Shinkawa et al. 2003. J Biol Chem. 31 de enero de 2003; 278(5):3466-
73).

50
Al ser la LLC-B la forma de leucemia más frecuente en los países occidentales, con unos tratamientos pesados por 
quimioterapia a veces insuficientes, que comprende unos efectos secundarios que llevan a una aplasia de las 
células hematopoyéticas y a una deficiencia inmunitaria, los anticuerpos monoclonales aparecen como un recurso 
innovador. Por lo tanto, es de principal importancia poner a punto unos anticuerpos capaces de tener como diana 
específicamente el antígeno CD20 y que permiten destruir las células tumorales que expresan solo débilmente este 55
antígeno como la LLC-B.

Los anticuerpos 2F2 y 7D8 propuestos por Genmab (Teeling et al. 2004 Blood 104 (6). -1793-800) para tratar la 
LLC-B poseen una capacidad para activar el complemento superior a la generada por el Rituxan®. Sin embargo, 
estos anticuerpos poseen una actividad ADCC baja, similar al Rituxan®. Ahora bien, algunos clínicos muestran que 60
la actividad complemento es la causa de efectos secundarios deletéreos ya que los anticuerpos inician entonces un 
sistema de activación que conduce a la producción de moléculas (en particular de anafilatoxinas) que tienen un 
amplio espectro de actividades no específicas (reacciones inflamatorias, alérgicas, vasculares, etc.). Además, estos 
anticuerpos están todavía en fase de investigación, y su eficacia clínica está todavía por evaluar.
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El solicitante, en su solicitud FR 03/02713 (WO 2004/029092), describe un anticuerpo anti-CD20, susceptible de ser 
producido en la línea YB2/0, seleccionado por sus capacidades para inducir una fuerte ADCC y una fuerte tasa de 
producción de IL-2 por la célula Jurkat-CD16 en comparación con el Rituxan®. En efecto, existe una necesidad 
importante de nuevos anticuerpos anti-CD20, que permita ampliar la gama de tratamiento de enfermedades de los 
linfocitos B por inmunoterapia propuesta actualmente, muy particularmente para las patologías de los linfocitos B en 5
las que el antígeno CD20 está débilmente expresado sobre las poblaciones de linfocitos B implicadas y para las 
cuales no existe un tratamiento por inmunoterapia satisfactorio.

Es con este objetivo que el solicitante ha puesto a punto nuevos anticuerpos anti-CD20, que presentan una actividad 
ADCC particularmente elevada comparada con el Rituxan®.10

Descripción

Un primer objeto de la invención se refiere así a un anticuerpo monoclonal dirigido contra el antígeno CD20, 
caracterizado por que cada una de sus cadenas ligeras está codificada por la secuencia de ácido nucleico quimérica15
murina-humana SEQ ID NO: 27 y por que cada una de sus cadenas pesadas está codificada por la secuencia de 
ácido nucleico quimérica murina-humana SEQ ID NO: 19.

Los anticuerpos están constituidos por cadenas pesadas y por cadenas ligeras, unidas entre si por unos puentes 
disulfuros. Cada cadena está constituida, en posición N-terminal, por una región (o dominio) variable (codificada por 20
los genes reorganizados V-J para las cadenas ligeras y V-D-J para las cadenas pesadas) específica del antígeno 
contra el cual está dirigido el anticuerpo, y en posición C-terminal, por una región constante, constituida por un solo 
dominio CL para las cadenas ligeras o por varios dominios para las cadenas pesadas.

Con los fines de la invención, las expresiones "anticuerpo monoclonal" o "composición de anticuerpo monoclonal" se 25
refieren a una preparación de moléculas de anticuerpos que poseen una especificidad idéntica y única.

El anticuerpo según la invención, del cual las regiones variables de las cadenas ligeras y pesadas pertenecen a una 
especie diferente de las regiones constantes de las cadenas ligeras y de las cadenas pesadas, se califica de 
anticuerpo "quimérico".30

La presente descripción describe además un anticuerpo monoclonal dirigido contra el antígeno CD20, del cual la
región variable de cada una de las cadenas ligeras está codificada por una secuencia que posee al menos 70% de 
identidad con la secuencia de ácido nucleico murina SEQ ID NO: 5, la región variable de cada una de las cadenas 
pesadas está codificada por una secuencia que posee al menos 70% de identidad con la secuencia de ácido 35
nucleico murina SEQ ID NO: 7, y las regiones constantes de las cadenas ligeras y de las cadenas pesadas son unas 
regiones constantes que proceden de una especie no-murina.

Las secuencias de ácido nucleico murinas SEQ ID NO: 5 y SEQ ID NO: 7 codifican para el dominio variable de cada 
una de las cadenas ligeras y el dominio variable de cada una de las cadenas pesadas respectivamente del 40
anticuerpo producido por el hibridoma murino CAT-13.6E12, disponible en la Deutsche Sammlung von 
Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (DSMZ) bajo el número ACC 474. Este hibridoma produce un anticuerpo
monoclonal murino de tipo IgG2a,κ dirigido contra el CD20.

Estas secuencias murinas se han seleccionado para derivar las secuencias de las regiones variables de los 45
anticuerpos descritos en la presente memoria, debido a la especificidad del anticuerpo murino CAT-13.6E12 para el 
antígeno CD20, antígeno también conocido por Rituxan®. Las regiones variables de los anticuerpos descritos en la 
presente memoria comprenden al menos 70% de identidad con las secuencias SEQ ID NO: 5 y SEQ ID NO: 7, 
confiriendo esta identidad de secuencias una identidad de especificidad de los anticuerpos descritos en la presente 
memoria con el anticuerpo murino CAT-13.6E12. Preferiblemente, esta identidad de secuencias confiere asimismo50
una identidad de afinidad para la diana entre el anticuerpo descrito en la presente memoria y el anticuerpo murino 
CAT-13.6E12.

Además, el solicitante ha demostrado de manera sorprendente que el anticuerpo murino CAT-13.6E12 posee la 
capacidad de inducir la secreción de IL-2 en presencia de células Jurkat-CD16 que expresan los ectodominios del 55
receptor FcγRIIIA (como se ilustra en la Figura 11), que indica una fuerte fijación del anticuerpo murino con el CD16 
(FcγRIIIA) humano, lo cual ha motivado aún más el solicitante en su elección.

Los anticuerpos descritos en la presente memoria poseen además unas regiones constantes de sus cadenas ligeras 
y pesadas que pertenecen a una especie no-murina. A este respecto, todas las familias y especies de mamíferos no-60
murinos son susceptibles de ser utilizadas, y en particular el ser humano, el simio, los múridos (salvo el ratón), los 
suidos, los bóvidos, los équidos, los félidos, los cánidos, por ejemplo, así como los pájaros. 

El anticuerpo según la invención y los anticuerpos descritos en la presente memoria pueden ser construidos 
utilizando las técnicas estándares del ADN recombinante, bien conocidas por el experto en la materia, y más 65
particularmente utilizando las técnicas de construcción de los anticuerpos "quiméricos" descritas por ejemplo en 
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Morrison et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 81, p. 6851-55 (1984), en las que se utiliza la tecnología del ADN 
recombinante para reemplazar la región constante de una cadena pesada y/o la región constante de una cadena 
ligera de un anticuerpo que procede de un mamífero no-humano con las regiones correspondientes de una 
inmunoglobulina humana. Un modo de realización particular se ilustrará más adelante.

5
De manera ventajosa, la región variable de cada una de las cadenas ligeras del anticuerpo descritas en la presente 
memoria está codificada por una secuencia que posee al menos 80% de identidad con la secuencia de ácido 
nucleico murina SEQ ID NO: 5, y la región variable de cada una de las cadenas pesadas del anticuerpo descritas en 
la presente memoria está codificada por una secuencia que posee al menos 80% de identidad con la secuencia de 
ácido nucleico murina SEQ ID NO: 7.10

De manera ventajosa, la región variable de cada una de las cadenas ligeras del anticuerpo descritas en la presente 
memoria está codificada por una secuencia que posee al menos 90% de identidad con la secuencia de ácido 
nucleico murina SEQ ID NO: 5, y la región variable de cada una de las cadenas pesadas del anticuerpo descritas en 
la presente memoria está codificada por una secuencia que posee al menos 90% de identidad con la secuencia de 15
ácido nucleico murina SEQ ID NO: 7.

De manera ventajosa, la región variable de cada una de las cadenas ligeras del anticuerpo descritas en la presente 
memoria está codificada por una secuencia que posee al menos 95% de identidad con la secuencia de ácido 
nucleico murina SEQ ID NO: 5, y la región variable de cada una de las cadenas pesadas del anticuerpo descritas en 20
la presente memoria está codificada por una secuencia que posee al menos 95% de identidad con la secuencia de 
ácido nucleico murina SEQ ID NO: 7.

De manera ventajosa, la región variable de cada una de las cadenas ligeras del anticuerpo descritas en la presente 
memoria está codificada por una secuencia que posee al menos 99% de identidad con la secuencia de ácido 25
nucleico murina SEQ ID NO: 5, y la región variable de cada una de las cadenas pesadas del anticuerpo descritas en 
la presente memoria está codificada por una secuencia que posee al menos 99% de identidad con la secuencia de 
ácido nucleico murina SEQ ID NO: 7.

Ventajosamente, la presente descripción se entiende también de cualquier anticuerpo que posee unas regiones 30
variables de sus cadenas pesadas y ligeras que presentan una o varias sustituciones, inserciones o deleciones de 
uno o varios ácidos nucleicos, respondiendo estas modificaciones de secuencias a los porcentajes de identidades de 
secuencias tales como se han definido anteriormente, y que no alteran ni la especificidad del anticuerpo para su 
diana, ni su afinidad para su diana.

35
Los anticuerpos descritos en la presente memoria se entienden también de cualquier anticuerpo que posee las 
regiones CDR (Complementary Determining Region) del anticuerpo CAT-13.6E12, asociadas a unas regiones FR 
(framework, regiones muy conservadas de las regiones variables, denominadas también "esqueleto"). Unos
anticuerpos de este tipo poseen una afinidad y una especificidad muy comparables, preferiblemente idénticas, al
anticuerpo murino CAT-13.6E12.40

De manera preferida, la región variable de cada una de las cadenas ligeras del anticuerpo descrita en la presente 
memoria está codificada por la secuencia de ácido nucleico murina SEQ ID NO: 5 o por la secuencia de ácido 
nucleico murina SEQ ID NO: 25, y la región variable de cada una de las cadenas pesadas del anticuerpo descrita en 
la presente memoria está codificada por la secuencia de ácido nucleico murina SEQ ID NO: 7.45

Un anticuerpo descrito en la presente memoria es por lo tanto un anticuerpo monoclonal dirigido contra el antígeno 
CD20, del cual la región variable de cada una de las cadenas ligeras está codificada por la secuencia de ácido 
nucleico murina SEQ ID NO: 5, la región variable de cada una de las cadenas pesadas está codificada por la 
secuencia de ácido nucleico murina SEQ ID NO: 7, y las regiones constantes de las cadenas ligeras y de las 50
cadenas pesadas son unas regiones constantes que proceden de una especie no-murina. 

Otro anticuerpo descrito en la presente memoria es por lo tanto un anticuerpo monoclonal dirigido contra el antígeno 
CD20, del cual la región variable de cada una de las cadenas ligeras está codificada por la secuencia de ácido 
nucleico murina SEQ ID NO: 25, la región variable de cada una de las cadenas pesadas está codificada por la 55
secuencia de ácido nucleico murina SEQ ID NO: 7, y las regiones constantes de las cadenas ligeras y de las 
cadenas pesadas son unas regiones constantes que proceden de una especie no-murina.

Estos dos anticuerpos difieren en su secuencia nucleotídica por un único nucleótido: el nucleótido situado en 
posición 318 de las secuencias SEQ ID NO: 5 y SEQ ID NO: 25, que corresponde respectivamente a una citosina y 60
a una adenina.

Estos dos anticuerpos poseen una especificidad comparable, preferiblemente idéntica con respecto al antígeno 
diana, el CD20, así como una afinidad comparable, preferiblemente idéntica con respecto al CD20.
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De manera preferida, las regiones constantes de cada una de las cadenas ligeras y de cada una de las cadenas 
pesadas del anticuerpo descrito en la presente memoria son unas regiones constantes humanas. Esto permite 
disminuir la inmunogenicidad del anticuerpo en el ser humano y por lo tanto mejorar su eficacia en su administración 
terapéutica en el ser humano.

5
Preferiblemente, la región constante de cada una de las cadenas ligeras del anticuerpo descrito en la presente 
memoria es de tipo κ. Conviene cualquier alotipo, por ejemplo Km(1), Km(1, 2), Km(1, 2, 3) o Km(3) pero el alotipo 
preferido es Km(3).

De otra manera complementaria, la región constante de cada una de las cadenas ligeras del anticuerpo descrito en 10
la presente memoria es de tipo λ.

En un aspecto particular, y particularmente cuando las regiones constantes de cada una de las cadenas ligeras y de 
cada una de las cadenas pesadas del anticuerpo son unas regiones humanas, la región constante de cada una de 
las cadenas pesadas del anticuerpo descrito en la presente memoria es de tipo γ. Según esta variante, la región 15
constante de cada una de las cadenas pesadas del anticuerpo descrito en la presente memoria puede ser de tipo γ1, 
de tipo γ2, de tipo γ3, presentando estos tres tipos de regiones constantes la particularidad de fijar el complemento 
humano, o también de tipo γ4. Los anticuerpos que poseen una región constante de cada una de las cadenas 
pesadas de tipo γ pertenecen a la clase de las IgG. Las inmunoglobulinas de tipo G (IgG), son unos heterodímeros 
constituidos por 2 cadenas pesadas y por 2 cadenas ligeras, unidas entre sí por unos puentes disulfuros. Cada 20
cadena está constituida, en posición N-terminal, por una región o dominio variable (codificada por los genes 
reorganizados V-J para la cadena ligera y V-D-J para la cadena pesada) específica del antígeno contra el cual está 
dirigido el anticuerpo, y en posición C-terminal, por una región constante, constituida por un único dominio CL para la 
cadena ligera o por 3 dominios (CH1, CH2 y CH3) para la cadena pesada. La asociación de los dominios variables y 
de los dominios CH1 y CL de las cadenas pesadas y ligeras forma las partes Fab, que están conectadas a la región 25
Fc por una región bisagra muy flexible que permite que cada Fab se fije a su diana antigénica mientras que la región 
Fc, mediadora de las propiedades efectoras del anticuerpo, permanece accesible para las moléculas efectoras tales 
como los receptores FcγR y el CIq. La región Fc, constituida por los 2 dominios globulares CH2 y CH3, está 
glicosilada a nivel del dominio CH2 con la presencia, en cada una de las 2 cadenas, de un N-glicano biantenado de 
tipo lactosamínico, unido a la Asn 297.30

De manera preferida, la región constante de cada una de las cadenas pesadas del anticuerpo descrito en la 
presente memoria es de tipo γ1, ya que un anticuerpo de este tipo muestra una capacidad para generar una 
actividad ADCC en el mayor número de individuos (humanos). A este respecto, conviene cualquier alotipo, por 
ejemplo G1m(3), G1m (1, 2, 17), G1m(1I, 17) o G1m(1, 3). De manera preferida, el alotipo es G1m(1, 17).35

En un aspecto particular, la región constante de cada una de las cadenas pesadas del anticuerpo descrito en la 
presente memoria es de tipo γ1, y está codificada por la secuencia de ácido nucleico humana SEQ ID NO: 23, 
estando la región constante de cada una de sus cadenas ligeras codificada por la secuencia de ácido nucleico 
humana SEQ ID NO: 21. Así, un anticuerpo de este tipo posee una región variable murina y una región constante 40
humana, con unas cadenas pesadas de tipo γ1. Este anticuerpo pertenece por lo tanto a la sub-clase de las IgG1.

El anticuerpo según la invención posee dos cadenas ligeras de las cuales el dominio variable está codificado por la 
secuencia de ácido nucleico murina SEQ ID NO: 25 y la región constante humana está codificada por la secuencia 
de ácido nucleico SEQ ID NO: 21, y dos cadenas pesadas de las cuales el dominio variable está codificado por la 45
secuencia de ácido nucleico murina SEQ ID NO: 7 y la región constante está codificada por la secuencia de ácido 
nucleico humana SEQ ID NO: 23.

Cada una de las cadenas ligeras del anticuerpo según la invención está codificada por la secuencia de ácido 
nucleico quimérica murina-humana SEQ. ID NO: 27, y cada una de las cadenas pesadas está codificada por la 50
secuencia de ácido nucleico quimérica murina-humana SEQ ID NO: 19.

La secuencia de ácido nucleico quimérica murina-humana SEQ ID NO: 27 que codifica para cada una de las 
cadenas ligeras del anticuerpo se obtiene por fusión de la secuencia de ácido nucleico murina SEQ ID NO: 25 que 
codifica para el dominio variable de cada una de las cadenas ligeras del anticuerpo y de la secuencia de ácido 55
nucleico humana SEQ ID NO: 21 que codifica para la región constante de cada una de las cadenas ligeras del 
anticuerpo.

La secuencia de ácido nucleico quimérica murina-humana SEQ ID NO: 19 que codifica para cada una de las 
cadenas pesadas del anticuerpo se obtiene por fusión de la secuencia de ácido nucleico murina SEQ ID NO: 7 que 60
codifica para el dominio variable de cada una de las cadenas pesadas del anticuerpo y de la secuencia de ácido 
nucleico humana SEQ ID NO: 23 que codifica para la región constante de cada una de las cadenas pesadas del 
anticuerpo.

Otro anticuerpo descrito en la presente memoria posee dos cadenas ligeras de las cuales el dominio variable está 65
codificado por la secuencia de ácido nucleico murina SEQ ID NO: 5 y la región constante humana está codificada 

E05825974
23-08-2016ES 2 588 161 T3

 



6

por la secuencia de ácido nucleico SEQ ID NO: 21, y dos cadenas pesadas de las cuales el dominio variable está 
codificado por la secuencia de ácido nucleico murina SEQ ID NO: 7 y la región constante está codificada por la 
secuencia de ácido nucleico humana SEQ ID NO: 23.

Cada una de las cadenas ligeras de este anticuerpo está codificada por la secuencia de ácido nucleico quimérica5
murina-humana SEQ ID NO: 13, y cada una de las cadenas pesadas está codificada por la secuencia de ácido 
nucleico quimérica murina-humana SEQ ID NO: 19. La secuencia de ácido nucleico quimérica murina-humana SEQ 
ID NO: 13 que codifica para cada una de las cadenas ligeras del anticuerpo se obtiene por fusión de la secuencia de 
ácido nucleico murina SEQ ID NO: 5 que codifica para el dominio variable de cada una de las cadenas ligeras del 
anticuerpo y de la secuencia de ácido nucleico humana SEQ ID NO: 21 que codifica para la región constante de 10
cada una de las cadenas ligeras del anticuerpo.

Cuando cada una de las cadenas ligeras del anticuerpo está codificada por la secuencia de ácido nucleico quimérica
murina-humana SEQ ID NO: 13, y cuando cada una de las cadenas pesadas está codificada por la secuencia de 
ácido nucleico quimérica murina-humana SEQ ID NO: 19, la secuencia peptídica de cada una de las cadenas 15
ligeras, deducida de la secuencia de ácido nucleico SEQ ID NO: 13, es la secuencia SEQ ID NO: 14 y la secuencia 
peptídica de cada una de las cadenas pesadas, deducida de la secuencia de ácido nucleico SEQ ID NO: 19, es la 
secuencia SEQ ID NO: 20.

En el anticuerpo de la invención, cada una de las cadenas ligeras del anticuerpo está codificada por la secuencia de 20
ácido nucleico quimérica murina-humana SEQ ID NO: 27, y cada una de las cadenas pesadas está codificada por la 
secuencia de ácido nucleico quimérica murina-humana SEQ ID NO: 19, y la secuencia peptídica de cada una de las 
cadenas ligeras, deducida de la secuencia de ácido nucleico SEQ ID NO: 27, es la secuencia SEQ ID NO: 28 y la 
secuencia peptídica de cada una des cadenas, pesadas, deducida de la secuencia de ácido nucleico SEQ ID NO: 
19, es la secuencia SEQ ID NO: 20.25

Las secuencias peptídicas SEQ ID NO: 14 y SEQ ID NO: 28 difieren únicamente por el aminoácido presente en 
posición 106 de cada una de estas dos secuencias. El aminoácido situado en la posición 106 es una lisina (K) en la 
secuencia SEQ ID NO: 28; se trata de una asparagina (N) en la secuencia SEQ ID NO: 14.

30
La presente descripción se entiende también de los anticuerpos de los cuales cada una de las cadenas ligeras 
codificadas por una secuencia de ácido nucleico quimérica murina-humana posee al menos 70% de homología o de 
identidad con la secuencia de ácido nucleico quimérica murina-humana SEQ ID NO: 13 y cada una de las cadenas 
pesadas codificadas por una secuencia de ácido nucleico quimérica murina-humana posee al menos 70% de 
homología o de identidad con la secuencia de ácido nucleico quimérica murina-humana SEQ ID NO: 19, no 35
alterando estas modificaciones ni la especificidad del anticuerpo ni sus actividades efectoras, como la actividad 
ADCC (Antibody-Dependent Cell-mediated Cytotoxicity).

De manera particularmente ventajosa, el anticuerpo de la invención es producido por una línea celular de hibridoma 
de rata. La línea productora del anticuerpo según la invención es una característica importante ya que confiere al 40
anticuerpo algunas de sus propiedades particulares. En efecto, el medio de expresión de los anticuerpos es el origen 
de las modificaciones post-traduccionales, en particular de las modificaciones de la glicosilación, que pueden variar 
de una línea celular a otra, y conferir así unas propiedades funcionales diferentes a unos anticuerpos que tienen no 
obstante unas estructuras primarias idénticas.

45
En un modo de realización preferido, el anticuerpo se produce en el hibridoma de rata YB2/0 (célula YB2/3HL.P2.GIl 
.16Ag.20, depositada en la American Type Culture Collection bajo el número ATCC CRL-1662). Esta línea se eligió 
debido a su capacidad para producir unos anticuerpos que presentan una actividad ADCC mejorada con respecto a 
unos anticuerpos de igual estructura primaria producidos por ejemplo en CHO.

50
Un anticuerpo descrito en la presente memoria es el anticuerpo EMAB6 producido por el clon R509 depositado el 8 
de noviembre de 2004 bajo el número de registro CNCM I-3314 en la Collection Nationale de Cultures de 
Microorganismes (CNCM, Institut Pasteur, 25 rue du Docteur Roux, 75724 Paris Cedex 15). Cada una de las 
cadenas ligeras del anticuerpo EMAB6 está codificada por la secuencia de ácido nucleico quimérica murina-humana
SEQ ID NO: 13, y cada una de las cadenas pesadas está codificada por la secuencia de ácido nucleico quimérica55
murina-humana SEQ ID NO: 19. Este anticuerpo quimérico entra en competición con el anticuerpo murino CAT-
13.6E12 para la fijación del CD20 y posee una actividad citotóxica muy superior a la del Rituxan®, que puede ser 
atribuida en parte a la glicosilación particular del N-glicano de la cadena pesada de estos anticuerpos (véase el 
ejemplo 4). En efecto, el clon R509 tiene como particularidad producir una composición de anticuerpos EMAB6 que 
poseen una relación tasa de fucosa /tasa de galactosa inferior a 0,6, para la cual se ha demostrado en la solicitud de 60
patente FR 03 12229 que es óptima para conferir una fuerte actividad ADCC a los anticuerpos. Este anticuerpo es 
por lo tanto particularmente interesante como herramienta terapéutica para el tratamiento de patologías cuyas 
células a tener como diana expresan el CD20.

En un modo de realización particular, un anticuerpo preferido según la invención es el anticuerpo EMAB603 65
producido por el clon R603 depositado el 29 de noviembre de 2005 bajo el número de registro CNCM I-3529 en la 
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Collection Nationale de Cultures de Microorganismes (CNCM, Institut Pasteur, 25 rue du Docteur Roux, 75724 Paris 
Cedex 15). Cada una de las cadenas ligeras del anticuerpo EMAB603 está codificada por la secuencia de ácido 
nucleico quimérica murina-humana SEQ ID NO: 27, y cada una de las cadenas pesadas está codificada por la 
secuencia de ácido nucleico quimérica murina-humana SEQ ID NO: 19. Este anticuerpo quimérico entra en 
competición con el anticuerpo murino CAT-13.6E12 para la fijación del CD20 y posee una actividad citotóxica muy 5
superior a la del Rituxan®, que puede ser atribuida en parte a la glicosilación particular del N-glicano de la cadena 
pesada de estos anticuerpos (véase el ejemplo 3). En efecto, el clon R603 tiene por particularidad producir una 
composición de anticuerpos EMAB603 que poseen una relación tasa de fucosa/tasa de galactosa inferior a 0,6 
(véase el ejemplo 4), para la cual se ha demostrado en la solicitud de patente FR 03 12229 que era óptima para 
conferir una fuerte actividad ADCC a los anticuerpos. Este anticuerpo es por lo tanto particularmente interesante 10
como herramienta terapéutica para el tratamiento de patologías cuyas células a tener como diana expresan el CD20.

Otro objeto descrito en la presente memoria se refiere al vector pEF-EMAB6-K de expresión de la cadena ligera de 
un anticuerpo descrito en la presente memoria, de secuencia SEQ ID NO: 12. Este vector es el vector que permite la 
expresión de un anticuerpo descrito en la presente memoria cuya cadena ligera está codificada por la secuencia de 15
ácido nucleico SED ID NO: 13, cuya secuencia peptídica deducida es la secuencia SEQ ID NO: 14. Este vector es 
una molécula de ácido nucleico en la que se han insertado la secuencia de ácido nucleico murina SEQ ID NO: 5 que 
codifica para el dominio variable de cada una de las cadenas ligeras del anticuerpo y la secuencia de ácido nucleico 
SEQ ID NO: 21 que codifica para la región constante de cada una de las cadenas ligeras del anticuerpo, con el fin 
de introducirlas y mantenerlas en una célula hospedante. Permite la expresión de estos fragmentos de ácido 20
nucleico extraños en la célula hospedante ya que posee unas secuencias indispensables (promotor, secuencia de 
poliadenilación, gen de selección) para esta expresión. Dichos vectores son bien conocidos por el experto en la 
materia, y pueden ser un adenovirus, un retrovirus, un plásmido o un bacteriófago, no siendo esta lista limitativa. 
Además, cualquier célula de mamífero puede ser utilizada como célula hospedante, es decir como célula que 
expresa el anticuerpo descrito en la presente memoria, por ejemplo, YB2/0, CHO, CHO dhfr- (por ejemplo, CHO DX 25
B11, CHO DG44), CHO Lecl3, SP2/0, NSO, 293, BHK o COS.

Otro objeto descrito en la presente memoria se refiere al vector pEF-EMAB6-H de expresión de la cadena pesada de 
un anticuerpo según la invención, de secuencia SEQ ID NO: 18. Este vector es el vector que permite la expresión de 
un anticuerpo según la invención cuya cadena pesada está codificada por la secuencia de ácido nucleico SED ID 30
NO: 19, cuya secuencia peptídica deducida es la secuencia SEQ ID NO: 20. Este vector es una molécula de ácido 
nucleico en la que se han insertado la secuencia de ácido nucleico murina SEQ ID NO: 7 que codifica para el 
dominio variable de cada una de las cadenas pesadas del anticuerpo y la secuencia de ácido nucleico humana SEQ 
ID NO: 23 que codifica para la región constante de cada una de las cadenas pesadas del anticuerpo, con el fin de
introducirlas y mantenerlas en una célula hospedante. Permite la expresión de estos fragmentos de ácido nucleico 35
extraños en la célula hospedante ya que posee unas secuencias indispensables (promotor, secuencia de 
poliadenilación, gen de selección) para esta expresión. Tal como se ha indicado anteriormente, el vector puede ser, 
por ejemplo, un plásmido, un adenovirus, un retrovirus o un bacteriófago, y la célula hospedante puede ser cualquier 
célula de mamífero, por ejemplo, YB2/0, CHO, CHO dhfr- (CHO DX B11, CHO DG44), CHO Lecl3, SP2/0, NS0, 293, 
BHK o COS.40

Un anticuerpo producido por coexpresión de los vectores pEF-EMAB6-K y pEF-EMAB6-H en la célula YB2/0 está 
ilustrado por el anticuerpo anti-CD20 EMAB6, producido por el clon R509 (depositado bajo el número de registro 
CNCM I-3314 en la CNCM). Este anticuerpo induce una citotoxicidad superior a la inducida por Rituxan® al mismo 
tiempo en las células de pacientes que padecen LLC-B (en los que el antígeno CD20 está más débilmente 45
expresado) y en unas células Raji, utilizadas como modelo y que expresan el CD20 con una densidad más 
importante con respecto a las células de pacientes que padecen LLC-B. Además, el anticuerpo EMAB6 induce una 
secreción de IL-2 (interleucina 2) por las células Jurkat~CD16 mucho más fuerte que el anticuerpo Rituxan®. El 
anticuerpo EMAB6, que puede ser producido por cultivo del clon R509 en un medio de cultivo y en condiciones que 
permiten la expresión de los vectores descritos anteriormente, es por lo tanto una herramienta de las más 50
interesantes susceptibles de hacer progresar la terapia y el diagnóstico de las patologías que implican el CD20, y 
más particularmente la LLC-B, así como la investigación en este campo.

Un objeto particular de la invención es una línea celular estable que expresa un anticuerpo según la invención. De 
manera ventajosa, la línea celular estable que expresa un anticuerpo según la invención se selecciona de entre el 55
grupo que consiste en: SP2/0, YB2/0, IR983F, un mieloma humano como Namalwa o cualquier otra célula de origen 
humano como PERC6, las líneas CHO, en particular CHO-K-1, CHO-Lec10, CHO-Lec1, CHO-Lec13, CHO Pro-5, 
CHO dhfr- (CHO DX B11, CHO DG44), u otras líneas seleccionadas de entre Wil-2, Jurkat, Vero, Molt-4, COS-7, 
293-HEK, BHK, K6H6, NS0, SP2/0-Ag 14 y P3X63Ag8.653.

60
De manera preferida, la línea utilizada es el hibridoma de rata YB2/0. Esta línea se ha seleccionado debido a su 
capacidad para producir unos anticuerpos que presentan una actividad ADCC mejorada con respecto a unos 
anticuerpos de igual estructura primaria producidos por ejemplo en CHO.
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En un aspecto particular descrito en la presente memoria, la línea celular estable que expresa un anticuerpo descrito 
en la presente memoria, y más particularmente seleccionada de entre el grupo descrito anteriormente, ha integrado 
los dos vectores de expresión pEF-EMAB6-K y pEF-EMAB6-H, tales como los descritos anteriormente.

Un aspecto particular descrito en la presente memoria se refiere al clon R509 depositado bajo el número de registro 5
CNCM I-3314 en la Collection Nationale de Cultures de Microorganismes (CNCM). 

Un aspecto particular de la invención se refiere al clon R603 depositado bajo el número de registro CNCM I-3529 en
la Collection Nationale de Cultures de Microorganismes (CNCM).

10
Otro objeto descrito en la presente memoria se refiere a un fragmento de ADN de secuencia SEQ ID NO: 19 que 
codifica para la cadena pesada de un anticuerpo según la invención. La secuencia de ácido nucleico quimérica
murina-humana SEQ ID NO: 19 codifica para cada una de las cadenas pesadas del anticuerpo. Se obtiene por 
fusión de la secuencia del ácido nucleico murina SEQ ID NO: 7 que codifica para el dominio variable de cada una de 
las cadenas pesadas del anticuerpo y de la secuencia de ácido nucleico humana SEQ ID NO: 23 que codifica para la 15
región constante de cada una de las cadenas pesadas del anticuerpo.

Otro objeto particular descrito en la presente memoria se refiere a un fragmento de ADN de secuencia SEQ ID NO: 
13 que codifica para la cadena ligera de un anticuerpo descrito en la presente memoria. La secuencia de ácido 
nucleico quimérica murina-humana SEQ ID NO: 13 codifica para cada una de las cadenas ligeras del anticuerpo. Se 20
obtiene por fusión de la secuencia de ácido nucleico murina SEQ ID NO: 5 que codifica para el dominio variable de 
cada una de las cadenas ligeras del anticuerpo y de la secuencia de ácido nucleico humana SEQ ID NO: 21 que 
codifica para la región constante de cada una de las cadenas ligeras del anticuerpo.

Otro objeto particular descrito en la presente memoria se refiere a un fragmento de ADN de secuencia SEQ ID NO: 25
27 que codifica para la cadena ligera de un anticuerpo según la invención. La secuencia de ácido nucleico quimérica
murina-humana SEQ ID NO: 27 codifica para cada una de las cadenas ligeras del anticuerpo. Se obtiene por fusión 
de la secuencia de ácido nucleico murina SEQ ID NO: 25 que codifica para el dominio variable de cada una de las 
cadenas ligeras del anticuerpo y de la secuencia de ácido nucleico humana SEQ ID NO: 21 que codifica para la 
región constante de cada una de las cadenas ligeras del anticuerpo.30

Un objeto particular de la invención se refiere a la utilización del anticuerpo según la invención para activar in vitro
los receptores FcγRIIIA de células inmunitarias efectoras. En efecto, el anticuerpo de la invención y los anticuerpos 
descritos en la presente memoria tienen la particularidad y la ventaja de ser citotóxicos. Por esta razón, presentan la 
capacidad de activar por su región Fc el receptor FcγRIIIA. Esto representa un interés considerable, ya que este 35
receptor está expresado en la superficie de las células denominadas "células efectoras": la unión de la región Fc del 
anticuerpo a su receptor portado por la célula efectora provoca la activación del FcγRIIIA y la destrucción de las 
células dianas. Las células efectoras son, por ejemplo, unas células NK (Natural Killer), unos macrófagos, unos 
neutrófilos, los linfocitos CD8, los linfocitos Tγδ, las células NKT, los eosinófilos, los basófilos o los mastocitos.

40
En un aspecto particular, el anticuerpo de la invención se utiliza como medicamento. Ventajosamente, dicho
medicamento está destinado a tratar las enfermedades cuyas células dianas son unas células que expresan el 
CD20, como los linfomas malignos de células B.

En un aspecto ventajoso, el anticuerpo según la invención se utiliza para la fabricación de un medicamento 45
destinado al tratamiento de una leucemia o de un linfoma.

Un objeto particular de la invención es la utilización del anticuerpo según la invención, para la fabricación de un 
medicamento destinado al tratamiento de una patología seleccionada de entre las leucemias agudas linfoblásticas B, 
los linfomas linfoblásticos B, los linfomas de linfocitos B maduros, entre los cuales, la leucemia linfoide crónica de 50
tipo B (LLC-B), el linfoma linfocítico de pequeños linfocitos B, la leucemia prolinfocitaria B, el linfoma 
linfoplasmocitario, el linfoma de células del manto, el linfoma folicular, el linfoma de la zona marginal de tipo MALT, 
el linfoma ganglionario de la zona marginal con o sin célula B monocitoide, el linfoma esplénico de la zona marginal 
(con o sin linfocito velloso), la leucemia de tricoleucocitos, el linfoma difuso de grandes células B, el linfoma de 
Burkitt así como cualquier patología desinmunitaria que implica unas células de la línea linfoide B entre las cuales,55
las enfermedades auto-inmunes.

Otro objeto de la invención es la utilización del anticuerpo según la invención para la fabricación de un medicamento 
destinado al tratamiento de una leucemia linfoide.

60
Otro objeto de la invención es la utilización del anticuerpo según la invención para la fabricación de un medicamento 
destinado al tratamiento de la leucemia linfoide crónica de tipo B (LLC-B). Además, el anticuerpo según la invención 
está particularmente adaptado para tratar unas patologías para las cuales el CD20 está más débilmente expresado 
en los linfocitos B, y de manera preferida la LLC-B (Leucemia Linfoide Crónica de tipo B). A este respecto, el 
anticuerpo según la invención se puede utilizar en combinación con uno o varios anticuerpos distintos, por ejemplo, 65
monoclonales, dirigidos contra uno o varios antígenos distintos expresados en las células linfoides, como por 
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ejemplo los antígenos HLA-DR, CD19, CD23, CD22, CD80, CD32 y CD52, para la fabricación de un medicamento 
destinado al tratamiento de una leucemia o de un linfoma. Así, el anticuerpo humanizado Campath-1H® 
(alentuzumab, MabCampathR®) que tiene como diana una molécula abundantemente expresada en las células 
linfoides, el antígeno CD52, y permite inducir una lisis celular movilizando los mecanismos efectores del hospedante 
(fijación del complemento, citotoxicidad dependiente de los anticuerpos) se utiliza en el tratamiento de la LLC 5
(Moreton P, Hillmen P 2003 Semin. Oncol., 30(4):493-501; Rawstron AC et al. 2004 Blood, 103(6):2027-2031; Robak 
T 2004 Leuk. Linfoma, 45(2):205-219; Stanglmaier M et al. 2004 Ann Hematol., 83(10):634-645). Unos ensayos 
clínicos están también en curso para la evaluación de anticuerpos o de inmunotoxinas que tienen como diana los 
antígenos HLA-DR, CD22, CD23, CD80 en pacientes que padecen LLC (Mavromatis BH, Cheson BD 2004 Blood 
Rev. 18 (2): 137-148; Mavromatis B, Cheson BD 2003 J Clin. Oncol. 21(9):1874-1881, Coleman M et al. 2003 Clin. 10
Cancer Res. 9:3991S-3994S; Salvatore G et al. 2002 Clin. Cancer Res. 8:995-1002).

En otro modo de realización, el anticuerpo según la invención se puede utilizar en asociación con unas células que 
expresan FcγR tales como las células NK, las células NKT (Natural Killers T), los linfocitos Tγδ, los macrófagos, los 
monocitos o las células dendríticas, es decir en asociación con una terapia celular (Peller S, Kaufman S Blood 1991,15
78:1569, Platsoucas CD et al. J Immunol 1982, 129:2305; Kimby E et al. 1989 Leukemia 3 (7):501-504; Soorskaar D 
et al. 1988 Int Arch Allery Appl Immunol 87(2)-159-164; Ziegler HW et al. 1981 Int J Cancer 27(3)-321-327; Chaperot 
L et al. 2000 Leukemia 14 (9):1667-77, Vuillier F, Dighiero G 2003 Bull Cancer. 90(8-9):744-50).

Por otro lado, el anticuerpo según la invención permite de manera ventajosa reducir las dosis administradas a los 20
pacientes: ventajosamente, la dosis del anticuerpo administrada al paciente es 2 veces, 5 veces, o también 10 
veces, 25 veces, 50 veces o de manera particularmente ventajosa 100 veces menos elevada que una dosis de 
Rituxan®. 

De manera ventajosa, la dosis del anticuerpo administrada al paciente es entre 2 y 5 veces, entre 5 y 10 veces, entre 25
5 y 25 veces, entre 5 y 50 veces o también entre 5 y 100 veces menos elevada que una dosis de Rituxan®. Así, el 
anticuerpo según la invención, por ejemplo, el anticuerpo EMAB6, se puede administrar ventajosamente a una dosis 
inferior a 187,5 mg/m2, a 75 mg/m2, a 37,5 mg/m2, 15 mg/m2, 7,5 mg/m2 o de manera particularmente ventajosa 
inferior a 3,75 mg/m2. La dosis administrada está comprendida ventajosamente entre 187,5 mg/m2 y 75 mg/m2, o 
entre 75 mg/m2 y 37,5 mg/m2, entre 75 mg/m2 y 15 mg/m2, entre 75 mg/m2 y 7,5 mg/m2 o también entre 75 mg/m2 y 30
3,75 mg/m2.

La presente descripción se entiende también de un método de tratamiento de las enfermedades cuyas células 
dianas son unas células que expresan el CD20, como los linfomas malignos de células B, que comprende la 
administración a un paciente, a una dosis eficaz, de una composición que comprende un anticuerpo según la 35
invención. Más particularmente, el método de tratamiento está particularmente adaptado al tratamiento de una 
leucemia o de un linfoma. De manera aún más específica, se trata de un método de tratamiento de una patología 
seleccionada de entre las leucemias agudas linfoblásticas B, los linfomas linfoblásticos B, los linfomas de células B 
maduras, entre los cuales, la leucemia linfoide crónica de tipo B (LLC-B), el linfoma linfocítico de pequeños linfocitos 
B, la leucemia prolinfocitaria B, el linfoma linfoplasmocitario, el linfoma de células del manto, el linfoma folicular, el 40
linfoma de la zona marginal de tipo MALT, el linfoma ganglionario de la zona marginal con o sin célula B 
monocitoide, el linfoma esplénico de la zona marginal (con o sin linfocito velloso), la leucemia de tricoleucocitos, el 
linfoma difuso de grandes células B, el linfoma de Burkitt así como cualquier patología desinmunitaria que implica 
unas células la línea linfoide B de las cuales las enfermedades auto-inmunes, que comprende la administración, a 
una dosis eficaz, de un anticuerpo o de una composición que comprende el anticuerpo según la invención.45

Un objeto particular de la invención es la utilización de un anticuerpo según la invención para la fabricación de un 
medicamento destinado al tratamiento de la enfermedad crónica del injerto contra el hospedante con el fin de tratar 
las manifestaciones que implican los linfocitos B del receptor. Finalmente, un último objeto de la invención es la 
utilización de un anticuerpo según la invención para la fabricación de un medicamento destinado al tratamiento del 50
rechazo de injertos de órganos, en particular de riñón.

En efecto, unos estudios recientes (Ratanatharathorn et al. 2003 Biol Blood Marrow Transplant. Agosto de 2003; 
9(8):505-11; Becker et al. 2004 Am J Transplant. Junio de 2004; 4(6):996-1001) han mostrado el interés de 
anticuerpos anti-CD20 en el tratamiento de estas patologías.55

Otros aspectos y ventajas de la invención se describirán en los ejemplos siguientes, que deben ser considerados 
como ilustrativos.

Descripción de las figuras60

Figura 1: Representación esquemática del vector CKHu utilizado para la quimerización de la cadena ligera kappa de 
los anticuerpos EMAB6 y EMAB603.

Figura 2: Representación esquemática del vector de expresión de cadena ligera pEF-EMABG-K utilizado para la 65
producción del anticuerpo EMAB6.
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Figura 3: Representación esquemática del vector GlHu utilizado para la quimerización de la cadena pesada de los 
anticuerpos EMAB6 y EMAB603.

Figura 4: Representación esquemática del vector de expresión de cadena pesada pEF-EMAB6-H utilizado para la 5
producción del anticuerpo EMAB6.

Figura 5: Competición por el anticuerpo quimérico EMAB6 para la fijación del anticuerpo murino de origen CAT-
13.6E12 (CAT13) al CD20 expresado en las células Raji.

10
Figura 6: Actividad citotóxica complemento dependiente de los anticuerpos anti-CD20 sobre las células Raji. (A)
Rituxan® triángulo vacío, EMAB6 rombo lleno. La lisis de las células se estima por medición de la LDH intracelular 
liberada en el sobrenadante. Resultados expresados en porcentaje de lisis, siendo el 100% el valor obtenido con 
Rituxan® (a 5000 ng/ml de anticuerpos anti-CD20). Media de 5 ensayos. (B) Comparación de las actividades 
citotóxicas complemento dependiente de los anticuerpos EMAB6 (rombo lleno) y EMAB603 (rombo vacío).15

Figura 7: ADCC inducida por los anticuerpos anti-CD20 frente a las células Raji. (A) Rituxan® triángulo vacío, 
EMAB66 rombo lleno. La lisis de las células se estima por medición de la LDH intracelular liberada en el 
sobrenadante. Resultados expresados en porcentaje de lisis, siendo el 100% el valor obtenido con Rituxan® (a 250
ng/ml de anticuerpos anti-CD20). Media de 3 ensayos. (B) Comparación del ADCC inducida por los anticuerpos 20
EMAB6 (rombo lleno) y EMAB603 (rombo vacío).

Figura 8: ADCC inducida por los anticuerpos anti-CD20 en presencia de linfocitos B de pacientes que presentan una 
LLC-B.

25
Rituxan® triángulo vacío, EMAB6 rombo lleno. Relación E/T = 15. La lisis de las células se estima mediante 
medición de la calceína liberada en el sobrenadante. Resultados expresados en porcentaje, siendo el 100% el valor 
obtenido con Rituxan® (a 500 ng/ml de anticuerpos anti-CD20). Media de 4 experimentos que corresponden a 4 
pacientes diferentes.

30
Figura 9: Activación del CD16 (FcγRIIIA) inducida por los anticuerpos anti-CD20 en presencia de células Raji. (A)
Rituxan® triángulo vacío, EMAB6 rombo lleno. Resultados expresados en porcentaje de IL-2, siendo ésta medida en 
los sobrenadantes mediante ELISA; siendo el 100% el valor obtenido con Rituxan® (a 2500 ng/ml de anti-CD20). 
Media de 4 ensayos. (B) Comparación entre la activación del CD16 (FcγRIIIA) inducida por los anticuerpos EMAB6 
(rombo lleno) y EMAB603 (rombo vacío).35

Figura 10: Activación del CD16 (FcγRIIIA) inducida por los anti-CD20 en presencia de linfocitos B de pacientes que 
presentan una LLC-B. Rituxan® triángulo vacío, EMAB6 rombo lleno. Resultados expresados en porcentaje de IL-2, 
siendo ésta medida en los sobrenadantes mediante ELISA; siendo el 100% el valor obtenido con Rituxan® (a 
2500 ng/ml de anticuerpos anti-CD20). Media de 12 pacientes.40

Figura 11: Producción de IL-2 inducida por el anticuerpo murino CAT-13.6E12 en presencia de las células Jurkat-
CD16 (FcγRIIIA).

Figura 12: Representación esquemática del vector de expresión de las cadenas pesada y ligera pRSV-HL-EMAB603 45
utilizado para la producción del anticuerpo EMAB603.

Ejemplos

Ejemplo 1: Construcción de los vectores de expresión de los anticuerpos quiméricos anti-CD20 EMAB6 y EMAB60350

A. Determinación de la secuencia de las regiones variables del anticuerpo murino CAT-13.6E12

Se aisló el ARN total del hibridoma murino CAT-13.6E12 (proveedor: DSMZ, ref. ACC 474) que produce una 
inmunoglobulina de tipo IgG2a,κ (kit RNAeasy, Qiagen ref. 74104). Después de la transcripción inversa, los dominios 55
variables de las cadenas ligeras (VK) y pesadas (VH) del anticuerpo CAT-13.6E12 se amplificaron mediante la 
técnica de 5'RACE (Rapid Amplification of cDNA Ends) (kit GeneRacer, Invitrogen ref. L1500-01). Los cebadores 
utilizados para estas dos etapas son los siguientes:

1. cebadores de transcripción inversa60

a. Cebador antisentido específico Kappa murino (SEQ ID NO: 1)

5' - ACT GCC ATC AAT CTT CCA CTT GAC -3'
65

b. Cebador antisentido específico G2a murino (SEQ ID NO: 2)
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5'- CTG AGG GTG TAG AGG TCA GAC TG -3'

2. cebadores de PCR 5'RACE 
5

a. Cebador antisentido específico Kappa murino (SEQ ID NO: 3)

5'- TTGTTCAAGAAGCACACGACTGAGGCAC -3'

b. Cebador antisentido específico G2a murino (SEQ ID NO: 4)10

5'- GAGTTCCAGGTCAAGGTCACTGGCTCAG -3'

Los productos de PCR VH y Vκ así obtenidos se clonaron en el vector pCR4Blunt-TOPO (Zéro blunt TOPO PCR 
cloning kit, Invitrogen, ref. K2875-20) y después se secuenciaron.15

La secuencia nucleotídica de la región VA: del anticuerpo murino CAT-13.6E12 está indicada bajo la secuencia SEQ 
ID NO: 5 y la secuencia peptídica deducida es la secuencia SEQ ID NO: 6. El gen Vκ pertenece a la familia Vκ4 
[Kabat et al., "Sequences of Proteins of Immunological Interest", NIH Publication, 91-3242 (1991)].

20
La secuencia nucleotídica de la región VH de CAT-13.6E12 es la secuencia SEQ ID NO: 7 y la secuencia peptídica 
deducida es la secuencia SEQ ID NO: 8. El gen VH pertenece a la familia VH1 [Kabat et al., "Sequences of Proteins 
of Immunological Interest", NIH Publication, 91-3242 (1991)].

B. Construcción de los vectores de expresión de cadena pesada y de cadena ligera de los anticuerpos quiméricos 25
EMAB6 y EMAB603

1. Vector de cadena ligera Kappa

1.1 Vector de cadena ligera del anticuerpo EMAB630

La secuencia Vκ clonada en el vector de secuenciación pCR4Blunt-TOPO se amplificó con la ayuda de los 
cebadores de clonación siguientes:

a) cebador sentido Vκ (SEQ ID NO: 9)35

5'-CTCAGTACTAGTGCCGCCACCATGGATTTTCAAGTGCAGATTTTCAG -3'

La secuencia subrayada corresponde al sitio de restricción Spe I, la secuencia en negrita corresponde a una 
secuencia de Kozak consenso, el ATG iniciador está en cursiva.40

b) cebador antisentido VA: (SEQ ID NO: 10)

5'-TGAAGACACTTGGTGCAGCCACAGTCCGGTTTATTTCCAGCCTGGT-3'
45

Este cebador realiza la unión de las secuencias Vκ murina (en cursiva) y región constante (Cκ) humana (en negrita). 
La secuencia subrayada corresponde al sitio de restricción Dra III.

El producto de PCR Vκ; así obtenido contiene la secuencia que codifica el péptido señal natural del anticuerpo 
murino CAT-13.6E12. Esta PCR Vκ se clonó después entre los sitios Spe I y Dra III del vector de quimerización de 50
cadena ligera (Fig. 1) que corresponde a la secuencia SEQ ID NO: 11, en 5' de la región constante Cκ humana, cuya 
secuencia nucleica es la secuencia SEQ ID NO: 21 y la secuencia peptídica deducida es la secuencia SEQ ID NO 
22. La secuencia Cκ humana de este vector de quimerización se modificó previamente por mutagénesis silenciosa 
con el fin de crear un sitio de restricción Dra III para permitir la clonación de las secuencias Vκ murinas. Este vector 
de quimerización contiene un promotor RSV y una secuencia de poliadenilación bGH (bovine Growth Hormone) así 55
como el gen de selección dhfr (dihidrofolato reductasa).

La secuencia de la cadena ligera del anticuerpo quimérico EMAB6 codificada por este vector está representada en 
SEQ ID NO: 13 para la secuencia nucleotídica y corresponde a la secuencia peptídica deducida SEQ ID NO: 14.

60
1.2 Vector de cadena ligera del anticuerpo EMAB603

El protocolo es el mismo que para el vector de cadena ligera del anticuerpo EMAB6 (véase el ejemplo 1, B-I.1), salvo 
el cebador antisentido Vκ que es:

65
b') cebador antisentido VK (SEQ ID NO: 29)
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Este cebador realiza la unión de las secuencias VK murina (en cursiva) y región constante (CK) humana (en negrita). 
La secuencia subrayada corresponde al sitio de restricción Dra III.5

Este cebador introduce también la mutación AAC → AAA (nucleótido enmarcado en la secuencia del cebador 
antisentido SEQ ID NO: 29) que corresponde a la mutación N106K (véase la secuencia nucleotídica y la secuencia 
peptídica deducida SEQ ID NO: 25 y SEQ ID NO: 26) con respecto a la secuencia natural Vκ de CAT-13.6E12 
(véase SEQ ID NO: 5 y SEQ ID NO: 6).10

La secuencia de la cadena ligera del anticuerpo quimérico EMAB603 codificada por este vector está representada 
en SEQ ID NO: 27 para la secuencia nucleotídica y corresponde a la secuencia peptídica deducida SEQ ID NO: 28.

2. Vector cadena pesada15

Un método similar se aplicó para la quimerización de la cadena pesada de los anticuerpos EMAB6 y EMAB603.

La secuencia VH clonada en el vector pCR4Blunt-TOPO se amplificó en primer lugar con la ayuda de los cebadores 
de clonación siguientes:20

a) cebador sentido VH (SEQ ID NO:15)

5'-CTCAGTACTAGTGCCGCCACCATGGGATTCAGCAGGATCTTTCTC-3'
25

La secuencia subrayada corresponde al sitio de restricción Spe I, la secuencia en negrita corresponde a una 
secuencia de Kozak consenso, el ATG iniciador está en cursiva.

b) cebador antisentido VH (SEQ ID NO:16)
30

5'-GACCGATGGGCCCTTGGTGGAGGCTGAGGAGACGGTGACTGAGGTTCC-3'

Este cebador realiza la unión de las secuencias VH murina (en cursiva) y región constante G1 humana (en negrita). 
La secuencia subrayada corresponde al sitio de restricción Apa I.

35
El fragmento VH amplificado contiene la secuencia que codifica el péptido señal natural del anticuerpo murino CAT-
13.6E12. Esta PCR VH se clonó después entre los sitios Spe I y Apa I del vector de quimerización de cadena 
pesada (Fig. 3) que corresponde a la secuencia SEQ ID NO: 17, en 5' de la región constante γ1 humana cuya 
secuencia nucleica es la secuencia SEQ ID NO: 23 y la secuencia peptídica deducida es la secuencia SEQ ID NO: 
24. Este vector de quimerización contiene un promotor RSV y una secuencia de poliadenilación bGH (bovine Growth 40
Hormone) así como el gen de selección neo.

La secuencia de la cadena pesada de los anticuerpos quiméricos EMAB6 y EMAB603 codificada por este vector se
presenta en la SEQ ID NO: 19 para la secuencia nucleotídica y en la secuencia SEQ ID NO: 20 para la secuencia 
peptídica deducida.45

3. Vectores de expresión finales

3.1 Vectores de expresión del anticuerpo EMAB6
50

Para la expresión del anticuerpo EMAB6, el promotor RSV del vector de quimerización de la cadena ligera kappa 
(véase el ejemplo. 1, B-1.1) ha sido sustituido por el promotor EF-1 alfa humano. El vector final de expresión de 
cadena ligera pEF-EMAB6-K se presenta en la Figura 2 y corresponde a la secuencia SEQ ID NO: 12.

La secuencia de la cadena ligera del anticuerpo quimérico EMAB6 codificada por este vector está representada en 55
SEQ ID NO: 13 para la secuencia nucleotídica y corresponde a la secuencia peptídica deducida SEQ ID NO: 14.

Para la expresión del anticuerpo EMAB6, el promotor RSV del vector de quimerización de la cadena pesada (véase 
el ejemplo 1, B-2) ha sido sustituido por el promotor EF-1 alfa humano. El vector final de expresión de cadena 
pesada pEF-EMAB6-H así obtenido se presenta en la Figura 4 y corresponde a la secuencia SEQ ID NO: 18.60

3.2 Vector de expresión del anticuerpo EMAB603

Un vector de expresión único que contiene las dos unidades de transcripción de cadena pesada y de cadena ligera 
del anticuerpo anti-CD20 EMAB-603 se ha construido a partir de los dos vectores de quimerización de la cadena 65

E05825974
23-08-2016ES 2 588 161 T3

 



13

ligera y de la cadena pesada (véanse respectivamente el ejemplo 1, B-1.2 y el ejemplo 1-B2) mediante sub-
clonación, en el sitio Xho I del vector de cadena pesada, de un fragmento BgI II-Pvu II del vector de cadena ligera 
que contiene la unidad de transcripción de cadena ligera y el gen dhfr. Este vector de expresión pRSV-HL-EMAB-
603 presenta dos genes de selección neo (neo-fosfotransferasa II) y dhfr (dihidrofolato reductasa) así como dos 
unidades de transcripción de cadena pesada y de cadena ligera bajo el control de un promotor RSV (Figura 12).5

Ejemplo 2: Creación de líneas celulares derivadas de la línea YB2/0 productoras del anticuerpo quimérico anti-CD20 
EMAB6 y del anticuerpo quimérico anti-CD20 EMAB603

Se ha cultivado la línea de rata YB2/0 (ATCC # CRL-1662) en medio EMS (Invitrogen, ref. 041-95181M) que 10
contiene 5% de suero de ternera fetal (JRH Biosciences, ref. 12107). Para la transfección, se han electroporado 5 
millones de células (electroporador Biorad, modelo 1652077) en emdio Optimix (Equibio, ref. EKITE 1) con 25 µg de 
vector de cadena ligera, pEF-EMAB6-K (Fig. 2), linealizado por Aat II, y 27 µg de vector de cadena pesada, pEF-
EMAB6-H (Fig. 4), linealizado por Sca I para la expresión del anticuerpo EMAB6, o con el vector pRSV-HL-EMAB-
603 para la expresión del anticuerpo EMAB603. Las condiciones de electroporación aplicadas eran de 230 voltios y 15
960 microfaradios para una cubeta de 0,5 ml. Cada cubeta de electroporación se ha repartido después sobre 5 
placas P96 con una densidad de 5000 células/pocillo.

La puesta en medio selectivo RPMI (Invitrogen, ref 21875-034) que contiene 5% de suero de diálisis (Invitrogen, ref. 
10603-017), 500 µg/ml de G418 (Invitrogen, ref. 10131-027) y 25 nM de metotrexato (Sigma, ref. M8407), se ha 20
realizado 3 días después de la transfección.

Los sobrenadantes de los pocillos de transfección resistentes se han cribado para la presencia de inmunoglobulina 
(Ig) quimérica mediante dosificación ELISA específica de las secuencias Ig humanas.

25
Los 10 transfectantes que producen más anticuerpos se han amplificado en placas P24 y su sobrenadante 
redosificado mediante ELISA con el fin de estimar su productividad y seleccionar los 3 mejores productores para la 
clonación por dilución límite (40 células/placa).

Al final de la clonación, el clon R509.6A4 (R509-33903/046-6H1(1)6A4, productividad: 17 µg/106 células), 30
denominado a continuación «R509», así como el clon R603 se han seleccionado respectivamente para la 
producción del anticuerpo quimérico EMAB6 y la del anticuerpo EMAB603 y adaptados progresivamente al medio de 
producción CD Hybridoma (Invitrogen, ref. 11279-023).

La producción de los anticuerpos quiméricos EMAB6 y EMAB603 se ha realizado por expansión del cultivo adaptado 35
en medio CD Hybridoma, obtenido por dilución a 3x105 células/ml en frascos de 75 cm2 y 175 cm2, y después por 
dilución a 4,5x105 células/ml en frasco de tipo roller. Después de haber alcanzado el volumen máximo (1 l), el cultivo 
se prosiguió hasta que la viabilidad celular sea únicamente del 20%. Después de la producción, los anticuerpos 
quiméricos EMAB6 y EMAB603 se purificaron por cromatografía de afinidad sobre proteína A (pureza estimada por 
HPLC < 95%) y controlados por electroforesis en gel de poliacrilamida.40

Ejemplo 3: Caracterización de la actividad funcional de los anticuerpos quiméricos EMAB6 y EMAB603

A. Especificidad
45

La especificidad del reconocimiento antigénico del anticuerpo quimérico EMAB6 se ha evaluado mediante un estudio 
de competición con el anticuerpo murino de origen CAT-13.6E12 para la fijación al antígeno CD20 expresado por las 
células Raji.

Para ello, se ha incubado el anticuerpo EMAB6 (10 µl de 0,5 a 50 µg/ml) a 4°C con una cantidad fija del anticuerpo 50
murino CAT-13.6E12 (10 µl a 5 µg/ml) durante 20 minutos en presencia de células Raji (50 µl a 4x10

6
/ml). Después 

del lavado, un anticuerpo anti-IgG de ratón acoplado a la ficoeritrina (PE) ha sido añadido a las células Raji de 
manera que se detecte específicamente la fijación del anticuerpo murino CAT-13.6E12. Las MFI obtenidas en 
presencia de las diferentes concentraciones de EMAB6 son traducidas en porcentaje, correspondiendo el 100% a la 
fijación a las células de CAT-13.6E12 en ausencia del anticuerpo EMAB6.55

Se obtiene así una curva de inhibición de la fijación del anticuerpo CAT-13.6E12 (CAT13) sobre las células Raji en 
presencia de concentraciones crecientes de EMAB6 (Fig. 5).

Este estudio demuestra que el proceso de quimerización no ha alterado la especificidad del anticuerpo EMAB6 que 60
entra bien en competición con el anticuerpo murino parental CAT-13.6E12 para la fijación del CD20 expresado en la 
superficie de las células Raji.

La especificidad de reconocimiento antigénico del anticuerpo EMAB603 es comparable con la del anticuerpo 
EMAB6.65
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B. Actividad Citotóxica Dependiente del Complemento

La actividad citotóxica dependiente del complemento de los anticuerpos EMAB6 y EMAB603 se estudia con las 
células Raji en presencia de suero de conejillo como fuente de complemento; el anticuerpo anti-CD20 quimérico 
Rituxan® está incluido en un ensayo para comparación.5

Para este ensayo, las células Raji se ajustan a 6x105 células/ml en IMDM (Iscove's Modified Dulbecco's Medium) 5% 
SVF. Los anticuerpos se diluyen en IMDM+0,5% SVF. La mezcla de reacción está compuesta por 50 µl de 
anticuerpos, 50 µl de suero de conejillo (dilución al 1/10 en IMDM 0,5% SVF del reactivo Cedarlane CL 3441), 50 µl 
de células dianas y 50 µl de medio IMDM 0,5% SVF. Las concentraciones finales de anticuerpos son de 5000, 1250, 10
250 y 50 ng/ml. Un control sin anticuerpos está incluido en el ensayo. Después de 1h de incubación a 37°C bajo 
atmósfera enriquecida con 5% de CO2, las placas se centrifugan y las tasas de LDH intracelular liberada en el 
sobrenadante evaluadas mediante un reactivo específico (Cytotoxicity Detection Kit 1 644 793).

El porcentaje de lisis se estima utilizando una gama de calibración obtenida con diferentes diluciones de células 15
dianas lisadas con triton X100 (2%), que corresponden a 100, 50, 25 y 0% de lisis respectivamente.

Los resultados presentados en la Figura 6 (A) indican que los anticuerpos EMAB6 y Rituxan® inducen ambos una 
lisis de las células Raji dependiente del complemento. Sin embargo, la actividad complemento del anticuerpo 
EMAB6 aparece ligeramente inferior a la de Rituxan®. Esta diferencia es aún más importante a las bajas 20
concentraciones de anticuerpos utilizadas en este ensayo. Así, para las concentraciones de 50 y 250 ng/ml, la 
actividad del anticuerpo EMAB6 es del orden de 45% de la de Rituxan®. Esta diferencia disminuye cuando aumenta 
la concentración de anticuerpos, representando el porcentaje de la actividad citotóxica dependiente del complemento 
del anticuerpo EMAB6 el 92% de la de Rituxan® a la concentración más fuerte ensayada, es decir 5000 ng/ml.

25
Esta actividad citotóxica dependiente del complemento del anticuerpo EMAB6 más baja que la de Rituxan® puede 
ser considerada como una ventaja ya que limita la toxicidad potencial del EMAB6 in vivo comparado con Rituxan® 
unida a la activación de la vía clásica del complemento que conduce a la producción de diferentes moléculas que 
tienen unas actividades inflamatorias, alérgicas y vasculares indeseables.

30
La actividad complemento del anticuerpo EMAB603 aparece en la Figura 6 (B).

C. Actividad ADCC

La citotoxicidad del anticuerpo quimérico EMAB6 se ha evaluado en presencia de células Raji o bien de linfocitos B 35
de pacientes que padecen LLC. El anticuerpo anti-CD20 quimérico Rituxan® está incluido en los ensayos para 
comparación.

La técnica de medición de ADCC en marcado calceína utilizada es la siguiente:
40

Se aíslan las células NK a partir de PBMC utilizando la técnica de separación sobre bolas magnéticas (MACS) de 
Myltenyi. Las células NK se lavan y se resuspenden en IMDM+5% SVF (45x10

5
células/ml). Las células efectoras y

las células dianas se utilizan en una relación de 15/1. Las células Raji o PBMC (Peripheral Blood Mononuclear Cells) 
de pacientes que presentan LLC-B obtenidas después de Ficoll (>95% de linfocitos B) son previamente marcadas 
con calceína (1 ml de células a 3x106 células/ml en IMDM +5% SVF + 20 µl calceína (20 µM) incubación 20 min a 45
37°C y después lavado en HBSS (Hank's Buffered Saline Solution)) y ajustadas a 3x10<5> células/ml en IMDM 5% 
SVF. Los anticuerpos son diluidos en IMDM 0,5% SVF (concentración final 500; 50; 5; 0,5; 0,005 y 0,005 ng/ml).

La mezcla de reacción está compuesta por 50 µl de anticuerpos, 50 µl de células efectoras, 50 µl de células dianas y 
por 50 µl de medio IMDM en placa de microtitulación P96. Se establecen dos controles negativos:50

- Lisis sin NK: las células efectoras NK son sustituidas por IMDM + 5% SVF.

- Lisis sin anticuerpos (Ac): los anticuerpos son sustituidos por IMDM + 5% SVF.
55

Después de 4h de incubación a 37°C bajo atmósfera enriquecida con 5% de CO2, las placas son centrifugadas y la 
fluorescencia asociada al sobrenadante medida en un fluorímetro (excitación 485 nm / emisión 535 nm).

El porcentaje de lisis se estima utilizando una gama de calibración obtenida con diferentes diluciones de células 
dianas lisadas con Triton X100 (2%) que corresponde a 100, 50, 25 y 0% de lisis respectivamente.60

Los resultados se calculan en un primer tiempo según la fórmula siguiente: 

% de lisis = (% lisis con Anticuerpos y NK) - (% lisis sin Anticuerpos) - (% de lisis sin NK), y después expresados en 
porcentaje relativo, siendo el 100% el valor obtenido a la concentración más fuerte de Rituxan®.65
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Los resultados obtenidos para el anticuerpo EMAB6 en las células de la línea Raji, presentados en la Figura 7 (A), 
muestran que sea cual sea la concentración ensayada, la citotoxicidad inducida por el anticuerpo EMAB6 es superior 
a la inducida por Rituxan®. Esta diferencia es particularmente importante para las bajas concentraciones de 
anticuerpos. Así, a la concentración de 0,5 ng/ml, los porcentajes de lisis son de 96 y 4% para EMAB6 y Rituxan® 
respectivamente. Aumentando 500 veces la dosis (250 ng/ml) la diferencia se puede apreciar todavía ya que los 5
porcentajes respectivos de ADCC son de 164 y 100% para EMAB6 y Rituxan® respectivamente. Cuando se calculan 
las EC50 (concentración de anticuerpos que corresponde al 50% del E Max, eficacia máxima obtenida a la 
concentración de anticuerpos más elevada y a la meseta) por estimación gráfica (en ng/ml) y según la hipótesis de 
que Rituxan® y EMAB6 alcanzan el mismo E Max, la relación EC50 Rituxan®/EC50 EMAB6 en este ensayo es 
entonces igual a 300.10

La citotoxicidad del anticuerpo quimérico EMAB603 se ha evaluado en presencia de células Raji según el mismo 
procedimiento que para el anticuerpo EMAB6. Su actividad es comparable a la del anticuerpo EM[Alfa]B6 (véase la 
Figura 7 (B)).

15
Con los linfocitos de pacientes que presentan una LLC-B, los resultados obtenidos, presentados en la Figura 8, 
demuestran que - sea cual sea la concentración ensayada, la citotoxicidad inducida por el anticuerpo EMAB6 es 
superior a la inducida por Rituxan®. Como ya se ha observado con las células Raji, esta diferencia es 
particularmente importante para las bajas concentraciones de anticuerpos. Una concentración de 0,5 ng/ml de 
EMAB6 induce el mismo porcentaje de lisis que 500 ng/ml de Rituxan, es decir una relación de concentraciones de 20
1000. A la concentración de 5 ng/ml, los porcentajes de lisis son de 269 y 9% para EMAB6 y Rituxan®, 
respectivamente. A la dosis máxima ensayada (500 ng/ml), la diferencia es todavía muy importante ya que los 
porcentajes de ADCC son de 350 y 100% para EMAB6 y Rituxan®, respectivamente. Un resultado interesante 
corresponde a las concentraciones que dan 50% de lisis. La relación EC50 Rituxan®/EC50 EMAB6 en este ensayo 
se estima en 10000 (estimación gráfica en ng/ml de EC50 según la hipótesis de que Rituxan® y EMAB6 alcanzan el 25
mismo E Max).

En estos ensayos, las actividades citotóxicas de EMAB6 y la de EMAB603 son por lo tanto muy superiores a la de 
Rituxan®.

30
D. Activación del CD16 (secreción de IL-2)

La activación CD16 (FcγRIIIA) inducida por el anticuerpo quimérico EMAB6 se ha determinado en presencia de 
células Raji o bien de linfocitos B de pacientes que presentan una LLC. Este ensayo evalúa la capacidad del 
anticuerpo para fijarse sobre el receptor CD16 (FcγRIIIA) expresado en las células Jurkat-CD16 y para inducir la 35
secreción de IL-2. El anticuerpo anti-CD20 quimérico Rituxan® está incluido en los ensayos para comparación.

La medición de la activación CD16 se realiza en la línea Jurkat-CD16 en presencia de células Raji o de linfocitos B 
de pacientes que presentan una LLC de la siguiente manera:

40
Mezclar en placa de 96 pocillos: 50 µl de una solución de anticuerpos (dilución a 10000, 1000, 100 y 10 ng/ml en 
IMDM 5% SVF para los linfocitos B de pacientes que presentan una LLC-B y 10000, 2000, 1000, 200, 100, 50 y 25
ng/ml para las células Raji), 50 µl de PMA (Phorbol Myristate Acetate, dilución a 40 ng/ml en IMDM 5% SVF), 50 µl 
de células Raji o de PBMC de pacientes que presentan una LLC-B obtenidas después de Ficoll (>95% de linfocitos 
B) diluidas a 6x105/ml en IMDM 5% SVF, y 50 µl de células Jurkat-CD16 (20x10E6/ml en IMDM 5% SVF). Unos 45
controles sin anticuerpos están incluidos en todos los ensayos. Después de la incubación durante 1 noche a 37°C, 
las placas son centrifugadas, y la IL-2 contenida en los sobrenadantes es evaluada con el kit comercial (Quantikine 
de R/D). La lectura de la DO se realiza a 450 nm.

Los resultados son expresados en un primer tiempo en porcentaje de IL-2 en función de la concentración de 50
anticuerpos (de 0 a 2500 ng/ml concentración final), y después en porcentaje relativo, siendo el 100% el valor 
obtenido con Rituxan® a la concentración más fuerte ensayada.

Los resultados obtenidos con las células de la línea Raji, presentados en la Figura 9 (A), indican que en presencia 
del del anticuerpo EMAB6 y de Rituxan®, las células Jurkat-CD16 segregan IL-2, lo que indica una activación celular 55
a través de la fijación de la porción Fc de los anticuerpos sobre la CD16. Sin embargo, el anticuerpo EMAB6 posee 
una actividad inductora mucho más fuerte que el anticuerpo Rituxan. Así, a la concentración de 6,25 ng/ml los 
porcentajes de IL-2 son de 112 y 21% para EMAB6 y Rituxan respectivamente. A 50 ng/ml, la diferencia es todavía 
importante, siendo los porcentajes de IL-2 de 112 y 65% respectivamente. A las concentraciones más fuertes, esta 
diferencia disminuye, ya que a 2500 ng/ml, los porcentajes respectivos de IL-2 entre EMAB6 y Rituxan® son de 124 60
y 100%. La relación EC50 Rituxan®/EC50 EMAB6 en este ensayo se estima en 15 (estimación gráfica en ng/ml de 
EC50 según la hipótesis de que Rituxan® y EMAB6 alcanzan el mismo E Max).

Estos resultados confirman los resultados de ADCC, ambos dependientes de CD16. Indican que el acoplamiento de 
CD16 (FcγRIIIA) por la porción Fc del anticuerpo EMAB6 está seguido de una fuerte activación celular que conduce 65
a la inducción de funciones efectoras.
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La activación CD16 (FcγRIIIA) inducida por el anticuerpo quimérico EMAB603 en presencia de células Raji es
comparable con la inducida por el anticuerpo EMAB6.

Con los linfocitos de pacientes que presentan una LLC-B, los resultados obtenidos, presentados en la Figura 10, 5
muestran que, en presencia de los anticuerpos anti-CD20 Rituxan® y EMAB6, las células Jurkat-CD16 segregan IL-
2, lo que indica una activación celular a través de la fijación de la porción Fc de los anticuerpos por el CD16. Sin 
embargo, el anticuerpo EMAB6 posee una capacidad inductora mucho más importante que el anticuerpo Rituxan®. 
En efecto, La actividad de inducción de secreción de IL-2 de Rituxan® es próxima a la línea de base para las 
concentraciones de 2,5 y 25 ng/ml, mientras que la del anticuerpo EMAB6 es significativa. Así, a la concentración de 10
25 ng/nl, los porcentajes de IL-2 son de 132 y 34% para EMAB6 y Rituxan® respectivamente. A la concentración 
más fuerte (2500 ng/ml), los porcentajes de IL-2 son de 148 y 100% respectivamente. La relación EC50 
Rituxan®/EC50 EMAB6 en este ensayo es superior a 100: se estima en 300 (estimación gráfica en ng/ml de EC50 
según la hipótesis de que Rituxan® y EMAB6 alcanzan el mismo E Max).

15
En conclusión, el conjunto de los ensayos efectuados en las células Raji demuestra que los anticuerpos EMAB6 y 
EMAB603, al contrario que Rituxan® son muy citotóxicos e inducen una activación de las células que expresan el
CD16 (FcγRIIIA), particularmente a las concentraciones bajas de anticuerpos. Por el contrario, en estas mismas 
condiciones, la actividad citotóxica dependiente del complemento del anticuerpo EMAB6 disminuye en
aproximadamente 50% comparada con la de Rituxan®.20

Estos resultados están reforzados por los estudios realizados con unas células aisladas a partir de pacientes que 
presentan una LLC-B que indican que el anticuerpo EMAB6 es mucho más citotóxico que Rituxan® frente a los
linfocitos B de pacientes que padecen LLC-B. Las diferencias entre los dos anticuerpos son más marcadas con las 
células procedentes de pacientes que padecen LLC-B que con las células Raji, lo que demuestra un interés 25
terapéutico importante para EMAB6 comparado con Rituxan® en esta patología.

El origen de esta diferencia más importante puede, entre otros, deberse a la expresión antigénica más baja de CD20 
sobre los linfocitos B de pacientes que padecen LLC-B con respecto a la de las células Raji.

30
Por analogía con las células Raji, se puede sugerir que la actividad citotóxica dependiente del complemento del 
anticuerpo EMAB6 frente a los linfocitos de pacientes que padecen LLC-B debe ser inferior a la inducida por 
Rituxan®, lo que presenta así la ventaja de ser menos tóxica in vivo debido a los efectos indeseables relacionados 
con una fuerte activación de la vía clásica del complemento.

35
Ejemplo 4: Análisis de los glicanos de EMAB6 y EMAB603 por HPCE-LIF

La estructura del N-glicano de la cadena pesada de los anticuerpos EMAB6 y EMAB603 se ha analizado por HPCE-
LIF. 

40
La estructura del N-glicano de la cadena pesada de Rituxan® se ha analizado también para comparación.

Para ello, los anticuerpos monoclonales anti-CD20 han sido desalados en una columna de Sephadex G-25 (HiTrap 
Desalting, Amersham Biosciences), secados por evaporación y resuspendidos en el tampón de hidrólisis de la 
PNGasa F (Glyko) en presencia de 50 mM de β-mercaptoetanol. Después de 16h de incubación a 37°C, la fracción 45
proteica se ha precipitado mediante la adición de etanol absoluto y el sobrenadante, que contiene los N-glicanos, se 
ha secado por evaporación. Los oligosacáridos así obtenidos han sido marcados directamente por un fluorocromo: el 
APTS (1-amino-piren-3,6,8-trisulfonato), o bien sometidos a la acción de exoglicosidasas específicas antes del 
marcado por el APTS. Los oligosacáridos así marcados se inyectaron en un capilar N-CHO, separados y 
cuantificados por electroforesis capilar con detección de fluorescencia inducida por láser (HPCE-LIF).50

La evaluación de la tasa de fucosa se ha realizado o bien por la adición de las formas fucosiladas aisladas, o bien 
más específicamente después de la acción simultánea de la neuraminidasa, la β-galactosidasa y la N-
acetilhexosaminidasa, que permite obtener, en el electroforegrama, 2 picos que corresponden al pentasacárido 
[GlcNac2-Man3], fucosilado o no:55

Tabla 1: análisis de los N-glicanos de los anticuerpos anti-CD20 EMAB603 y Rituxan® 

Anti-CD20 % de fucosa % de galactosa Fuc/Gal
EMAB603 15 37 0,4
Rituxan® 93 57 1,63

La tasa de fucosa, expresada en %, se ha calculado utilizando la fórmula siguiente:60
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La tasa de galactosa, expresada en %, se ha calculado sumando los porcentajes de las formas oligosacarídicas que 
contienen galactosa obtenidas después de la acción de la neuraminidasa y de la fucosidasa. La fórmula utilizada es 
la siguiente:5

Tasa de galactosa = (G1 + G1B) + 2x (G2 + G2B)

La relación tasa de fucosa/tasa de galactosa se obtiene dividiendo la tasa de fucosa por la tasa de galactosa, siendo 
las tasas calculadas como se ha descrito anteriormente.10

Según este análisis (véase la Tabla 1), aparece que los anticuerpos EMAB6 y EMAB603 están poco fulcosilados (% 
Fucosa inferior a 25) comparado con Rituxan® (% Fucosa = 0,93). Además, la relación Fuc/Gal (relación tasa de 
fucosa / tasa de galactosa) de EMAB6 y de EMAB603 es baja (relación Fuc/Gal inferior a 0,6) al contrario que los 
anticuerpos expresados en CHO como Rituxan (relación Fuc/Gal = 1,63).15

LISTADO DE SECUENCIAS

<110> Laboratoire Français du Fractionnement y des Biotechnologies (LFB)
20

<120> Anticuerpo monoclonal dirigido contra el CD20

<130> Anti-CD20

<160> 2925
<170> PatentIn versión 3.1

<210> 1
<211> 24
<212> ADN30
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

35
<400> 1
actgccatca atcttccact tgac 24

<210> 2
<211> 2340
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador45

<400> 2
ctgagggtgt agaggtcaga ctg 23

<210> 350
<211> 28
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>55
<223> Cebador

<400> 3
ttgttcaaga agcacacgac tgaggcac 28

60
<210> 4
<211> 28
<212> ADN

E05825974
23-08-2016ES 2 588 161 T3

 



18

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

5
<400> 4
gagttccagg tcaaggtcac tggctcag 28

<210> 5
<211> 32110
<212> ADN
<213> Mus musculus

<400> 5 

15

<210> 6
<211> 107
<212> PRT
<213> Mus musculus20

<400> 6 

<210> 725
<211> 354
<212> ADN
<213> Mus musculus

<400> 7 30

E05825974
23-08-2016ES 2 588 161 T3

 



19

<210> 8
<211> 118
<212> PRT
<213> Mus musculus5

<400> 8 

10
<210> 9
<211> 47
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

15
<220>
<223> Cebador

<400> 9
ctcagtacta gtgccgccac catggatttt caagtgcaga ttttcag 4720

<210> 10
<211> 46
<212> ADN
<213> Secuencia artificial25

<220>
<223> Cebador

<400> 1030
tgaagacact tggtgcagcc acagtccggt ttatttccag cctggt 46

<210> 11
<211> 5289
<212> ADN35
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Vector

40
<400> 11 

E05825974
23-08-2016ES 2 588 161 T3

 



20

E05825974
23-08-2016ES 2 588 161 T3

 



21

E05825974
23-08-2016ES 2 588 161 T3

 



22

<210> 12
<211> 6275
<212> ADN5
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Vector

10
<400> 12 

E05825974
23-08-2016ES 2 588 161 T3

 



23

E05825974
23-08-2016ES 2 588 161 T3

 



24

E05825974
23-08-2016ES 2 588 161 T3

 



25

<210> 13
<211> 6395
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Constructo sintético10

E05825974
23-08-2016ES 2 588 161 T3

 



26

<400> 13 

<210> 14
<211> 2135
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Constructo sintético10

<400> 14 

E05825974
23-08-2016ES 2 588 161 T3

 



27

<210> 15
<211> 45
<212> ADN5
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

10
<400> 15
ctcagtacta gtgccgccac catgggattc agcaggatct ttctc 45

<210> 16
<211> 4815
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador20

<400> 16
gaccgatggg cccttggtgg aggctgagga gacggtgact gaggttcc 48

<210> 1725
<211> 5739
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>30
<223> Vector

<400> 17 

E05825974
23-08-2016ES 2 588 161 T3

 



28

E05825974
23-08-2016ES 2 588 161 T3

 



29

E05825974
23-08-2016ES 2 588 161 T3

 



30

E05825974
23-08-2016ES 2 588 161 T3

 



31

<210> 18
<211> 6824
<212> ADN5
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Vector

10
<400> 18 

E05825974
23-08-2016ES 2 588 161 T3

 



32

E05825974
23-08-2016ES 2 588 161 T3

 



33

E05825974
23-08-2016ES 2 588 161 T3

 



34

<210> 19
<211> 1344
<212> ADN5
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Constructo sintético

10
<400> 19 

E05825974
23-08-2016ES 2 588 161 T3

 



35

<210> 20
<211> 448
<212> PRT5
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Constructo sintético

10
<400> 20 

E05825974
23-08-2016ES 2 588 161 T3

 



36

E05825974
23-08-2016ES 2 588 161 T3

 



37

<210> 21
<211> 318
<212> ADN5
<213> Homo sapiens

<400> 21 

10
<210> 22
<211> 106
<212> PRT
<213> Homo sapiens

15
<400> 22 

E05825974
23-08-2016ES 2 588 161 T3

 



38

<210> 23
<211> 990
<212> ADN5
<213> Homo sapiens

<400> 23 

10

<210> 24
<211> 330
<212> PRT15
<213> Homo sapiens

<400> 24 

E05825974
23-08-2016ES 2 588 161 T3

 



39

E05825974
23-08-2016ES 2 588 161 T3

 



40

<210> 25
<211> 321
<212> ADN
<213> Mus musculus5

<400> 25 

<210> 2610
<211> 107
<212> PRT
<213> Mus musculus

<400> 26 15

<210> 27
<211> 645
<212> ADN20
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Constructo sintético

25
<400> 27 

E05825974
23-08-2016ES 2 588 161 T3

 



41

<210> 28
<211> 213
<212> PRT5
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Constructo sintético

10
<400> 28 

15
<210> 29
<211> 46
<212> ADN

E05825974
23-08-2016ES 2 588 161 T3

 



42

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

5
<400> 29
tgaagacact tggtgcagcc acagtccgtt ttatttccag cctggt 46

E05825974
23-08-2016ES 2 588 161 T3

 



43

REIVINDICACIONES

1. Anticuerpo monoclonal dirigido contra el antígeno CD20, caracterizado por que cada una de sus cadenas ligeras 
está codificada por la secuencia de ácido nucleico quimérica murina-humana SEQ ID NO: 27, y por que cada una de 
sus cadenas pesadas está codificada por la secuencia de ácido nucleico quimérica murina-humana SEQ ID NO: 19.5

2. Anticuerpo según la reivindicación 1, caracterizado por que la secuencia peptídica deducida de la secuencia SEQ 
ID NO: 27 es la secuencia SEQ ID NO: 28, y por que la secuencia peptídica deducida de la secuencia SEQ ID NO: 
19 es la secuencia SEQ ID NO: 20.

10
3. Anticuerpo según cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizado por que está producido por una 
línea celular de hibridoma de rata.

4. Anticuerpo según la reivindicación 3, caracterizado por que está producido en el hibridoma de rata YB2/0 que es 
la célula YB2/3HL.P2.G11.16Ag.20, depositada en la American Type Culture Collection bajo el número ATCC CRL-15
1662.

5. Anticuerpo según cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizado por que se trata del anticuerpo 
EMAB603 producido por el clon R603 depositado bajo el número de registro CNCM I-3529 en la Collection Nationale 
de Cultures de Microorganismes (CNCM).20

6. Línea celular estable que expresa un anticuerpo según cualquiera de las reivindicaciones anteriores.

7. Línea celular estable según la reivindicación 6, seleccionada de entre el grupo que consiste en: SP2/0, YB2/0, 
IR983F, el mieloma humano Namalwa, PERC6, las líneas CHO, en particular CHO-K-1, CHO-Lec10, CHO-Lec1, 25
CHO-Lec13, CHO Pro-5, CHO dhfr-, Wil-2, Jurkat, Vero, Molt-4, COS-7, 293-HEK, BHK, K6H6, NS0, SP2/0-Ag 14 y 
P3X63Ag8.653.

8. Clon R603 depositado bajo el número de registro CNCM I-3529 en la Collection Nationale de Cultures de 
Microorganismes (CNCM).30

9. Utilización de un anticuerpo según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, para activar in vitro los receptores 
FcγRIII de células inmunitarias efectoras.

10. Anticuerpo según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, para su utilización como medicamento.35

11. Utilización de un anticuerpo según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, para la fabricación de un 
medicamento destinado al tratamiento de una leucemia o de un linfoma.

12. Utilización de un anticuerpo según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, para la fabricación de un 40
medicamento destinado al tratamiento de una patología seleccionada de entre las leucemias agudas linfoblásticas B, 
los linfomas linfoblásticos B, los linfomas de células B maduras, entre los cuales, la leucemia linfoide crónica de tipo 
B (LLC-B), el linfoma linfocítico de pequeños linfocitos B, la leucemia prolinfocitaria B, el linfoma linfoplasmocitario, el 
linfoma de células del manto, el linfoma folicular, el linfoma de la zona marginal de tipo MALT, el linfoma ganglionario 
de la zona marginal con o sin célula B monocitoide, el linfoma esplénico de la zona marginal (con o sin linfocito 45
velloso), la leucemia de tricoleucocitos, el linfoma difuso de grandes células B, el linfoma de Burkitt, así como 
cualquier patología desinmunitaria que implica unas células de la línea linfoide B de las cuales, las enfermedades 
autoinmunes.

13. Utilización de un anticuerpo según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, para la fabricación de un 50
medicamento destinado al tratamiento de una leucemia linfoide.

14. Utilización de un anticuerpo según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, para la fabricación de un 
medicamento destinado al tratamiento de la leucemia linfoide crónica de tipo B (LLC-B).

55
15. Utilización de un anticuerpo según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, para la fabricación de un 
medicamento destinado al tratamiento de la enfermedad del injerto contra el hospedante crónico.

16. Utilización de un anticuerpo según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, para la fabricación de un 
medicamento destinado al tratamiento del rechazo de injertos de órganos, en particular de riñón.60

17. Utilización de un anticuerpo según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 en combinación con uno o varios 
anticuerpos distintos dirigidos contra uno o varios antígenos distintos expresados en las células linfoides, para la 
fabricación de un medicamento destinado al tratamiento de una leucemia o de un linfoma.

65
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18. Utilización de un anticuerpo según la reivindicación 17, caracterizada por que dicho antígeno expresado en las 
células linfoides se selecciona de entre el HLA-DR, el CD19, el CD23, el CD80, el CD22, el CD32 y el CD52.

19. Utilización de un anticuerpo según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en asociación con unas células que
expresan FcγR, tales como las células NK (Natural Killer), las células NKT (Natural Killers T), los linfocitos Tγδ, los 5
macrófagos, los monocitos o las células dendríticas, para la fabricación de un medicamento destinado al tratamiento 
de una leucemia o de un linfoma.
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