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DESCRIPCION
Anticuerpos especificos de Fc RIIB y métodos de uso de éstos
1. Campo de la invencién

La presente invencion e refiere, como se especifica por las reivindicaciones, a anticuerpos o fragmentos de éstos
que se unen especificamente a FcyRIIB, particularmente FcyRIIB humano, con mayor afinidad de la que dichos
anticuerpos o fragmentos de éstos se unen a FcyRIIA, particularmente FcyRIIA humano. La presente especificacion
también engloba el uso de un anticuerpo anti-FcyRIIB o un fragmento de unién a antigeno de éste, como terapia con
Unico agente para el tratamiento, prevencion, gestion, o mejora de un cancer, preferiblemente una malignidad de
células B, particularmente, leucemia linfocitica cronica de células B o linfoma no de Hodgkin, un trastorno
autoinmune, un trastorno inflamatorio, un trastorno alérgico mediado por IgE, o uno o mas sintomas de éstos. Dicho
uso también puede incluir la combinaciéon con otras terapias del cancer. La presente especificacion proporciona
composiciones farmacéuticas que comprenden un anticuerpo anti-FcyRIIB o un fragmento de unién a antigeno de
éste, en cantidades efectivas para prevenir, tratar, gestionar, o mejorar un cancer, tal como una malignidad de
células B, un trastorno autoinmune, un trastorno inflamatorio, un trastorno alérgico mediado por IgE, o uno o mas
sintomas de éstos. Las realizaciones preferidas de la invenciéon se muestran en las reivindicaciones dependientes.
También se describen métodos para aumentar el efecto terapéutico de anticuerpos terapéuticos mediante la
administracion de los anticuerpos de la invencién para aumentar la funcién efectora de los anticuerpos terapéuticos.
Ademas, también se describen métodos para aumentar la eficacia de una composicion de vacuna mediante la
administracion de los anticuerpos de la invenciéon con una composiciéon de vacuna.

2. Antecedentes de la invencion
2.1 Receptores Fc y sus papeles en el sistema inmune

La interaccion de complejos anticuerpo-antigeno con células del sistema inmune resulta en un amplio conjunto de
respuestas, que varian de funciones efectoras tales como citotoxicidad mediada por células dependiente de
anticuerpo, desgranulacién de mastocitos y fagocitosis a sefiales inmunomoduladoras tales como la regulacién de la
proliferacion de linfocitos y secrecion de anticuerpos. Todas estas interacciones se inician a través de la union del
dominio Fc de anticuerpos o complejos inmunes a receptores especializados de la superficie celular en células
hematopoyéticas. La diversidad de respuestas celulares desencadenadas por anticuerpos y complejos inmunes
resulta de la heterogeneidad estructural de los receptores Fc. Los receptores Fc comparten dominios de unién a
ligando estructuralmente relacionados que presumiblemente median la sefializacion intracelular.

Los receptores Fc, miembros de la superfamilia de proteinas de genes de inmunoglobulina, son glicoproteinas de
superficie que pueden unirse a la parte Fc de las moléculas de inmunoglobulina. Cada miembro de la familia
reconoce inmunoglobulinas de uno o mas isotipos a través de un dominio de reconocimiento en la cadena a del
receptor Fc. Los receptores Fc se definen por su especificidad para subtipos de inmunoglobulinas. Los receptores Fc
para IgG se refieren como FcyR, para IgE como FceR, y para IgA como FcaR. Las diferentes células auxiliares
portan receptores Fc para anticuerpos de diferente isotipo, y el isotipo del anticuerpo determina qué células
auxiliares estaran implicadas en una respuesta dada (revisado por Ravetch J.V. et al. 1991, Annu. Rev. Immunol. 9:
457-92; Gerber J.S. et. al. 2001 Microbes and Infection, 3: 131-139; Billadeau D.D. et al. 2002, The Journal of
Clinical Investigation, 2(109): 161-1681; Ravetch J.V. et al. 2000, Science, 290: 84-89; Ravetch J.V. et al., 2001
Annu. Rev. Immunol. 19:275-90; Ravetch J.V. 1994, Cell, 78(4): 553-60). Los diferentes receptores Fc, las células
que los expresan, y su especificidad de isotipo se resumen en la Tabla 1 (adaptada de Immunobiology: The Immune
System in Health and Disease, 4a ed. 1999, Elsevier Science Ltd/Garland Publishing, Nueva York). Otra técnica
anterior incluye WO 2005115452 que se refiere a anticuerpos o fragmentos de éstos que se unen especificamente a
FcyRIIB, particularmente FcyRIIB humano, con mayor afinidad de la que dichos anticuerpos o fragmentos de éstos
se unen a FcyRIIA, particularmente FcyRIIA humano. También describe el uso de un anticuerpo anti-FcyRIIB o un
fragmento de unién a antigeno de éste, como terapia con un Unico agente para el tratamiento, prevencion, gestion o
mejora de un cancer, preferiblemente una malignidad de células B, particularmente, leucemia linfocitica crénica de
células B o linfoma no de Hodgkin, un trastorno autoinmune, un trastorno inflamatorio, un trastorno alérgico mediado
por IgE, o uno o mas sintomas de éstos. También se describen métodos para aumentar el efecto terapéutico de
anticuerpos terapéuticos mediante la administracién de los anticuerpos descritos en ese documento para aumentar
la funcion efectora de los anticuerpos terapéuticos, y métodos para aumentar la eficacia de una composicion de
vacuna mediante la administracion de los anticuerpos de la invencion.

WO 2007021841 se refiere a moléculas, particularmente polipéptidos, mas particularmente inmunoglobulinas (por
ejemplo, anticuerpos), que comprenden una regioén Fc variante, en las que dicha region Fc variante comprende al
menos una modificacion de aminoacido respecto a una region Fc de tipo salvaje, region Fc variante que se une a
FcyRIIIA y/o FcyRIIA con una mayor afinidad, respecto a una molécula comparable que comprende la region Fc de
tipo salvaje. Las moléculas se describen como particularmente Utiles para la prevencion, tratamiento, o mejora de
uno o mas sintomas asociados con una enfermedad, trastorno, o infeccion; para el tratamiento o prevencion de una
enfermedad o trastorno en el que se desea una eficacia aumentada de funcion de celular efectora (por ejemplo,
ADCC) mediada por FcyR, por ejemplo, cancer, enfermedad infecciosa; y para aumentar la eficacia terapéutica de
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anticuerpos terapéuticos, cuyo efecto esta mediado por ADCC.
Receptores Fcy

Cada miembro de esta familia es una glicoproteina integral de membrana, que posee dominios extracelulares
relacionados con un conjunto C2 de dominios relacionados con inmunoglobulina, un Unico dominio a través de la
membrana y un dominio intracitoplasmico de longitud variable. Hay tres FcyR conocidos, designados FcyRI(CD64),
FcyRII(CD32), y FcyRIII(CD16). Los tres receptores estan codificados por distintos genes; sin embargo, la extensa
homologia entre los tres miembros de la familia sugiere que surgen de un progenitor comun quiza por duplicacion
génica. Esta invencion se centra especificamente en FcyRII(CD32).

FcyRII(CD32)

Las proteinas FcyRIl son glicoproteinas integrales de membrana de 40 KDa que se unen so6lo a IgG formando
complejo debido a una baja afinidad por Ig monomérica (10°M™). Este receptor es el FcyR mas ampliamente
expresado, presente en todas las células hematopoyéticas, incluyendo monocitos, macréfagos, células B, células
NK, neutréfilos, mastocitos, y plaquetas. FcyRII tiene sélo dos regiones semejantes a inmunoglobulina en su cadena
de unidén a inmunoglobulina y por lo tanto una afinidad mucho menor por IgG que FcyRI. Hay tres genes humanos de
FcyRIl (FeyRII-A, FeyRII-B, FeyRII-C), todos los cuales se unen a IgG en agregados o complejos inmunes.

Las diferencias claras en los dominios citoplasmicos de FcyRII-A (CD32A) y FcyRII-B (CD32B) crean dos respuestas
funcionalmente heterogéneas a la ligacion del receptor. La diferencia fundamental es que la isoforma A inicia la
sefializacion intracelular que da lugar a la activacion celular tal como fagocitosis y estallido respiratorio, mientras la
isoforma B inicia sefales inhibidoras, por ejemplo, la inhibicién de la activacion de las células B.

Sefalizacion a través de los FcyR

Tanto las sefiales activadoras como inhibidoras se transducen a través de los FcyR después de la ligacion. Estas
funciones diametralmente opuestas resultan de diferencias estructurales entre las diferentes isoformas de los
receptores. Dos dominios distintos en los dominios de sefalizacién citoplasmica del receptor denominados restos de
activacion basados en tirosina de inmunoreceptor (ITAM) o restos inhibidores basados en tirosina de inmunoreceptor
(ITIM) son los responsables de las diferentes respuestas. El reclutamiento de diferentes enzimas citoplasmicas a
estas estructuras dicta el resultado de las respuestas celulares mediadas por FcyR. Los complejos de FcyR que
contienen ITAM incluyen FcyRI, FcyRIIA, FcyRIIIA, mientras los complejos que contienen ITIM sélo incluyen
FcyRIIB.

Los neutréfilos humanos expresan el gen de FcyRIIA. El agrupamiento de FcyRIIA mediante complejos inmunes o
entrecruzamiento de anticuerpo especifico sirve para agregar ITAM junto con quinasas asociadas a receptor lo que
facilita la fosforilacion de ITAM. La fosforilacion de ITAM sirve como un sitio de anclaje para la quinasa Syk, cuya
activacion resulta en la activacion de sustratos aguas abajo (por ejemplo, PIsK). La activacion celular da lugar a la
liberaciéon de mediadores proinflamatorios.

El gen de FcyRIIB se expresa en linfocitos B; su dominio extracelular es 96% idéntico a FcyRIIA y se une a
complejos de IgG de una manera indistinguible. La presencia de un ITIM en el dominio citoplasmico de FcyRIIB
define esta subclase inhibidora de FcyR. Recientemente, se establecié la base molecular de esta inhibiciéon. Cuando
se coliga junto con un FcyR activador, el ITIM en FcyRIIB se fosforila y atrae el dominio SH2 de la inositol polifosfato
5'-fosfatasa (SHIP), que hidroliza mensajeros fosfoinositol liberados como consecuencia de la activacion de tirosina
quinasa mediada por FcyR que contiene ITAM, evitando consecuentemente el influjo de Ca'" intracelular. Asi, el
entrecruzamiento de FcyRIIB disminuye la respuesta activadora a la ligacion de FcyR e inhibe la capacidad de
respuesta celular. Se cancela asi la activacion de las células B, proliferacion de las células B y la secrecion de
anticuerpos.

Tabla 1. Receptores para las regiones Fc de isotipos de inmunoglobulina

Receptor FcyRI FcyRII-A FcyRII-B2 |FcyRII-BI FcyRIll FceRI FcaRlI
(CD64) (CD32) (CD32) (CD32) (CD16) (CD89)
Unién IgG1 10° M’ IgG12x10°M™"  |IgG12x 10° [IgG12x 10° [IgG1 5 x 10° [IgG1 10" |IgG1, IgA2
M’ M’ M’ M’ 10" M
Tipo Macréfagos, Macroéfagos, Macrdéfagos, |Células B, |Células NK, |Mastocitos, | Macréfagos,
celular neutrofilos, neutrofilos, neutréfilos, |mastocitos |eosindfilos, eosinodfilos, | neutroéfilos,
eosindfilos, eosindfilos, eosindfilos macrofagos, |basofilos eosindfilos
células células neutrofilos,
dendriticas dendriticas, mastocitos

plaguetas, células
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Receptor [FcyRI FcyRII-A FcyRII-B2 |FcyRII-BI FcyRIlI FceRlI FcaRlI
(CD64) (CD32) (CD32) (CD32) (CD16) (CD89)

de Langerhan

Efecto Captacion, Captacion, Captacion, |No Induccion de |Secrecion | Captacion,

de la | estimulacion liberacion de |inhibicién de | captacion, muerte de induccién

ligacion |activaciéon de |granulos estimulacion |inhibicién de granulos |de muerte
estallido estimulacion

respiratorio,
induccion  de
muerte

2.2 Enfermedades de relevancia
2.2.1 Cancer

Un neoplasma, o tumor, es una masa neoplasica que resulta del crecimiento celular anormal incontrolado que puede
ser benigno o maligno. Los tumores benignos generalmente permanecen localizados. Los tumores malignos se
denominan colectivamente canceres. El término "maligno" significa generalmente que el tumor puede invadir y
destruir estructuras corporales vecinas y diseminarse a sitios distantes para causar la muerte (para revision, véase,
Robbins y Angell, 1976, Basic Pathology, 2a Ed., W.B. Saunders Co., Filadelfia, p. 68-122). El cancer puede surgir
en muchos sitios del cuerpo y se comporta de manera diferente dependiendo de su origen. Las células cancerosas
destruyen la parte del cuerpo en la que se originan y entonces se diseminan a otra parte o partes del cuerpo donde
empiezan un nuevo crecimiento y causan mas destruccion.

Mas de 1,2 millones de americanos desarrollan cancer cada afo. El cancer es la segunda causa principal de muerte
en los Estados Unidos y si su tendencia actual contintia, se espera que el cancer sea la causa principal de muerte
en el afo 2010. El cancer de pulmén y de prostata son los canceres que causan mas muertes en hombres en los
Estados Unidos. El cancer de pulmén y de mama son los canceres que causan mas muertes en mujeres en los
Estados Unidos. A uno de cada dos hombres en los Estados Unidos se le diagnosticara cancer en algin momento
durante su vida. A una de cada tres mujeres en los Estados Unidos se le diagnosticara cancer en algiin momento
durante su vida. Todavia no se ha encontrado una cura para el cancer. Las opciones de tratamiento actuales, tales
como cirugia, quimioterapia y tratamiento con radiacion, son muchas veces bien inefectivos o presentan efectos
secundarios graves.

2.2.1.1 Malignidades de células B

Las malignidades de células B, incluyendo, pero no limitado a, linfomas y leucemias de células B, son enfermedades
neoplasicas con incidencia significativa en los Estados Unidos. Hay aproximadamente 55.000 nuevos casos de
linfoma al afio en los EEUU (datos de 1998), con 25.000 muertes estimadas al afio. Esto representa el 4% de
incidencia del cancer y el 4% de todas las muertes relacionadas con cancer en la poblacion de los EEUU. La
clasificacion Europea-Americana revisada de neoplasmas linfoides (1994 clasificacion REAL, modificada 1999)
agrupo los linfomas sobre la base de su origen bien como linfoma del linaje de células B, linfoma del linaje de células
T, o linfoma de Hodgkin. El linfoma del linaje de células B es el tipo mas comun de linfoma no de Hodgkin (NHL)
diagnosticado en los EEUU (Williams, Hematology 6a ed. (Beutler et al. Ed.), McGraw Hill 2001).

La leucemia linfocitica cronica (CLL) es una enfermedad neoplasica caracterizada por la acumulacion de linfocitos
pequefios con apariencia de maduros en los tejidos de la sangre, médula, y linfoides. CLL tiene una incidencia de
2,7 casos por 100.000 en los EEUU. El riesgo se incrementa progresivamente con la edad, particularmente en los
hombres. Representa el 0,8% de todos los canceres y es la leucemia mas comun en adultos, responsable del 30%
de todas las leucemias. En casi todos los casos (>98%) las células enfermas pertenecen al linaje de linfocitos B. Una
variante no leucémica, el linfoma linfocitico pequefio, constituye el 5-10% de todos los linfomas, tiene caracteristicas
histolégicas, morfolégicas e inmunolégicas indistinguibles de las de los nédulos linfaticos implicados en pacientes
con B-CLL (Williams, 2001).

El historial natural de la leucemia linfocitica créonica presenta varias fases. En la fase temprana, la leucemia
linfocitica cronica es una enfermedad indolente, caracterizada por la acumulacién de células B malignas, pequefias,
maduras, funcionalmente incompetentes que tienen una vida alargada. Eventualmente, el tiempo de duplicacion de
las células B malignas disminuye y los pacientes se vuelven cada vez mas sintomaticos. Aunque el tratamiento con
agentes quimioterapéuticos puede proporcionar alivio sintomatico, la supervivencia global de los pacientes soélo se
extiende minimamente. Los estadios tardios de la leucemia linfocitica crénica se caracterizan por anemia
significativa y/o trombocitopenia. En este punto, la supervivencia media es menos de dos afos (Foon et al., 1990,
Annals Int. Medicine 113:525). Debido a la muy baja velocidad de proliferacion celular, la leucemia linfocitica crénica
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es resistente a tratamiento con agentes quimioterapéuticos.

Recientemente, estudios de expresion génica han identificado varios genes que pueden estar regulados al alza en
los trastornos linfoproliferativos. Una molécula que se cree que esta sobre-expresada en pacientes con leucemia
linfocitica cronica de células (B-CLL) y en una fracciéon grande de pacientes con linfoma no de Hodgkin es CD32B
(Alizadeh et al., 2000, Nature 403:503-511; Rosenwald et al., 2001, J. Exp. Med. 184:1639-1647). Sin embargo, el
papel de CD32B en B-CLL no esta claro ya que una publicacion demuestra que CD32B se expresaba en un bajo
porcentaje de células de B-CLL y a una baja densidad (Damle et al., 2002, Blood 99:4087-4093). CD32B es un
antigeno de superficie del linaje de células B, cuya sobre-expresion en neoplasia de células B lo hace una diana
adecuada para anticuerpos terapéuticos. Ademas, CD32B pertenece a la categoria de receptores inhibidores, cuya
ligacion proporciona una sefal negativa. Por lo tanto, los anticuerpos dirigidos frente a CD32B podrian funcionar
para eliminar células tumorales por mecanismos que incluyen citotoxicidad dependiente de complemento (CDC),
citotoxicidad mediada por células dependiente de anticuerpo (ADCC), pero también desencadenar una sefial
apoptética. La alta homologia de CD32B con su equivalente, CD32A, un receptor Fcy activador, ha dificultado hasta
ahora la generacioén de anticuerpos que reconocen selectivamente una y no la otra forma de la molécula.

2.2.1.2 Terapia del cancer

Actualmente, la terapia del cancer puede implicar cirugia, quimioterapia, terapia hormonal y/o tratamiento con
radiacion para erradicar las células neoplasicas en un paciente (Véase, por ejemplo, Stockdale, 1998, "Principles of
Cancer Patient Management", en Scientific American: Medicine, vol. 3, Rubenstein y Federman, eds., Capitulo 12,
Seccion 1V). Recientemente, la terapia del cancer también podria implicar terapia biolégica o inmunoterapia. Todas
estas estrategias presentan inconvenientes significativos para el paciente. La cirugia, por ejemplo, puede estar
contraindicada debido a la salud del paciente o puede ser inaceptable para el paciente. Ademas, la cirugia puede no
eliminar completamente el tejido neoplasico. La terapia con radiaciéon es solo efectiva cuando el tejido neoplasico
presenta una mayor sensibilidad a la radiacion que el tejido normal, y la terapia con radiacion también puede incitar
frecuentemente efectos secundarios graves. La terapia hormonal se proporciona raramente como un Unico agente y
aunque puede ser efectiva, se usa frecuentemente para prevenir o retrasar la recurrencia del cancer frecuentemente
después de que otros tratamientos hayan eliminado la mayoria de las células cancerosas. Las terapias
bioldégicas/inmunoterapias estan limitadas en numero y pueden producir efectos secundarios tales como
enrojecimientos o hinchazon, sintomas semejantes a la gripe, incluyendo fiebre, escalofrios y fatiga, problemas en el
tracto digestivo o reacciones alérgicas.

Respecto a la quimioterapia, hay una variedad de agentes quimioterapéuticos disponibles para el tratamiento del
cancer. Una mayoria significativa de agentes quimioterapéuticos para el cancer actdan inhibiendo la sintesis de
ADN, bien directamente, o indirectamente mediante la inhibiciéon de la biosintesis de los precursores de
desoxiribonucledtidos trifosfato, para evitar la replicacion del ADN vy la division celular concomitante (Véase, por
ejemplo, Gilman et al., Goodman and Gilman's: The Pharmacological Basis of Therapeutics, Octava Ed. (Pergamom
Press, Nueva York, 1990)). Estos agentes, que incluyen agentes alquilantes, tales como nitrosourea, anti-
metabolitos, tales como metotrexato e hidroxiurea, y otros agentes, tales como etopdsidos, camptotecinas,
bleomicina, doxorrubicina, daunorrubicina, etc., aunque no sean necesariamente especificos del ciclo celular, matan
a las células durante la fase S debido a su efecto en la replicacién del ADN. Otros agentes, especificamente
colchicina y los alcaloides de vinca, tales como vinblastina y vincristina, interfieren con el ensamblaje de
microtibulos resultando en parada mitética. Los protocolos de quimioterapia generalmente implican la
administracion de una combinacion de agentes quimioterapéuticos para incrementar la eficacia del tratamiento.

A pesar de la disponibilidad de una variedad de agentes quimioterapéuticos la quimioterapia tiene muchos
inconvenientes (Véase, por ejemplo, Stockdale, 1998, "Principles Of Cancer Patient Management" en Scientific
American Medicine, vol. 3, Rubenstein y Federman, eds., ch. 12, secc. 10). Casi todos los agentes
quimioterapéuticos son toxicos, y la quimioterapia causa efectos secundarios significativos, y frecuentemente
peligrosos, incluyendo nausea severa, depresion de la médula 6sea, inmunosupresion, etc. Ademas, incluso con la
administracion de combinaciones de agentes quimioterapéuticos, muchas células tumorales son resistentes o
desarrollan resistencia a los agentes quimioterapéuticos. De hecho, aquellas células resistentes a los agentes
quimioterapéuticos particulares usados en el protocolo de tratamiento se muestran frecuentemente resistentes a
otros farmacos, incluso aquellos agentes que actuan por mecanismos diferentes de los mecanismos de accion de
loa farmacos usados en el tratamiento especifico; este fendmeno se denomina resistencia a farmaco pleyotrépica o
resistencia a multiples farmacos. Asi, debido a la resistencia a farmacos, muchos canceres se muestran refractarios
a protocolos de tratamiento quimioterapéutico estandar.

La malignidad de células B se trata generalmente con quimioterapia de un Unico agente, quimioterapia de
combinacion y/o terapia con radiacion. Estos tratamientos pueden reducir la morbilidad y/o mejorar la supervivencia,
no obstante poseen efectos secundarios significativos. La respuesta de las malignidades de células B a varias
formas de tratamiento es mixta. Por ejemplo, en los casos en los que es posible un estadiaje clinico adecuado de
linfoma no de Hodgkin, la terapia con radiacion de campo puede proporcionar un tratamiento satisfactorio.
Determinados pacientes, sin embargo, no responden y la recurrencia de la enfermedad con resistencia a tratamiento
resulta con el tiempo, particularmente con las variantes mas agresivas de la enfermedad. Aproximadamente la mitad
de los pacientes muere de la enfermedad (Devesa et al., 1987, J. Nat'| Cancer Inst. 79:701).
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Las terapias investigacionales para el tratamiento de neoplasia de células B refractaria incluyen trasplante de
médula 6sea o células madre autdlogo o alogénico y terapias génicas. Recientemente, se ha introducido
inmunoterapia usando anticuerpos monoclonales para tomar como diana antigenos especificos de células B en el
tratamiento de la neoplasia de células B. El uso de anticuerpos monoclonales para dirigir radionuclidos, toxinas, u
otros agentes terapéuticos ofrece la posibilidad de que dichos agentes puedan administrarse selectivamente a sitios
tumorales, limitando asi la toxicidad para los tejidos normales.

Existe una necesidad significativa para tratamientos del cancer alternativos, particularmente para el tratamiento de
cancer que se ha mostrado refractario a tratamientos de cancer estandar, tales como cirugia, terapia de radiacion,
quimioterapia, y terapia hormonal. Una alternativa prometedora es la inmunoterapia, en la que las células
cancerosas se toman como diana especificamente por anticuerpos especificos de antigeno del cancer. Los mayores
esfuerzos se han dirigido a aprovechar la especificidad de la respuesta inmune, por ejemplo, la tecnologia del
hibridoma ha permitido el desarrollo de anticuerpos monoclonales selectivos para tumor (Véase, Green M.C. et al.,
2000 Cancer Treat Rev., 26: 269-286; Weiner LM, 1999 Semin Oncol. 26(supl. 14):43-51), y en los ultimos afios, la
Administracion de Alimentos y Farmacos ha aprobado los primeros MAb para terapia del cancer: Rituxina (anti-
CD20) para linfoma no de Hodgkin, Campath (anti-CD52) para leucemia linfocitica cronica de células B (B-CLL) y
Herceptina [anti-(c-erb-2/HER-2)] para cancer de mama metastasico (Suzanne A. Eccles, 2001, Breast Cancer Res.,
3: 86-90). NHL y B-CLL son dos de las formas mas comunes de neoplasia de células B. Se ha demostrado que
estos anticuerpos tienen eficacia clinica, pero su uso no carece de efectos secundarios. La potencia de la funcién
efectora del anticuerpo, por ejemplo, para mediar la citotoxicidad mediada por células dependiente de anticuerpo
("ADCC") es un obstaculo de dicho tratamiento. Ademas, con Rituxan y Campath, al menos la mitad de los pacientes
no responden y una fraccion de los respondedores puede ser refractario a tratamientos posteriores.

Existe una necesidad de terapias alternativas para el cancer, particularmente, malignidades de células B,
especialmente para pacientes que son refractarios para tratamientos estandar de cancer y nuevas inmunoterapias
tales como Rituxan.

2.2.2 Enfermedades inflamatorias y enfermedades autoinmunes

La inflamacién es un proceso por el que las células blancas de la sangre y quimicos del cuerpo protegen nuestros
cuerpos frente a la infeccidon por sustancias extrafias, tales como bacterias y virus. Se caracteriza habitualmente por
dolor, hinchazén, calor y enrojecimiento del area afectada. Los quimicos conocidos como citoquinas y
prostaglandinas controlan este proceso, y se liberan en una cascada ordenada y auto-limitante en la sangre o tejidos
afectados. Esta liberacion de quimicos incrementa el flujo de sangre al area de la lesion o infeccion, y puede resultar
en el enrojecimiento y calor. Algunos de los quimicos causan la extravasacion de fluido en los tejidos, resultando en
hinchazén. Este proceso protector puede estimular los nervios y causar dolor. Estos cambios, cuando ocurren
durante un periodo limitado en el area relevante, funcionan para beneficio del cuerpo.

En los trastornos autoinmunes y/o inflamatorios, el sistema inmune desencadena una respuesta inflamatoria cuando
no hay sustancias extrafias contra las que luchar y el sistema inmune normalmente protector del cuerpo causa dafio
a sus propios tejidos atacandose por error a si mismo. Hay muchos trastornos autoinmunes diferentes que afectan al
cuerpo de diferentes maneras. Por ejemplo, el cerebro se ve afectado en individuos con esclerosis mdltiple, el
intestino se ve afectado en individuos con la enfermedad de Crohn, y el sinovio, hueso y cartilago de varias
articulaciones se ven afectados en individuos con artritis reumatoide. Al progresar los trastornos autoinmunes, puede
resultar la destruccion de uno o mas tipos de tejidos corporales, crecimiento anormal de un érgano, o cambios en la
funcién organica. El trastorno autoinmune puede afectar solo a un tipo de érgano o tejido o puede afectar multiples
organos vy tejidos. Los érganos y tejidos afectados comunmente por trastornos autoinmunes incluyen, células rojas
de la sangre, vasos sanguineos, tejidos conectivos, glandulas endocrinas (por ejemplo, el tiroides o el pancreas),
musculos, articulaciones, y piel. Los ejemplos de trastornos autoinmunes incluyen, pero no estan limitados a,
tiroiditis de Hashimoto, anemia perniciosa, enfermedad de Addison, diabetes tupo 1, artritis reumatoide, lupus
eritematoso sistémico, dermatomiositis, sindrome de Sjogren, dermatomiositis, lupus eritematoso, esclerosis
multiple, enfermedad del oido interno autoinmune, miastenia grave, sindrome de Reiter, enfermedad de Graves,
hepatitis autoinmune, poliposis adenomatosa familiar y colitis ulcerosa.

La artritis reumatoide (RA) y la artritis reumatoide juvenil son tipos de artritis inflamatoria. La artritis es un término
general que describe inflamacién en las articulaciones. Algunos, aunque no todos los tipos de artritis son el resultado
de inflamacion mal dirigida. Ademas de la artritis reumatoide, otros tipos de artritis asociadas con la inflamacion
incluyen los siguientes: artritis psoridsica, sindrome de Reiter, artritis espondilitis anquilosante, y artritis gotosa. La
artritis reumatoide es un tipo de artritis cronica que ocurre en las articulaciones de ambos lados del cuerpo (tal como
ambas manos, mufiecas o rodillas). Esta simetria ayuda a distinguir la artritis reumatoide de otros tipos de artritis.
Ademas de afectar las articulaciones, la artritis reumatoide puede afectar ocasionalmente la piel, ojos, pulmones,
corazoén, sangre o nervios.

La artritis reumatoide afecta aproximadamente al 1% de la poblacién mundial y es potencialmente discapacitante.
Hay aproximadamente 2,9 millones de incidencias de artritis reumatoide en los Estados Unidos. Estan afectadas dos
a tres veces mas mujeres que hombres. La edad tipica en la que ocurre la artritis reumatoide es entre 25 y 50. La
artritis reumatoide juvenil afecta a 71.000 jévenes americanos (con dieciocho afios y menos), afectando seis veces
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mas a chicas que chicos.

La artritis reumatoide es un trastorno autoinmune en el que el sistema inmune del cuerpo identifica
inapropiadamente las membranas sinoviales que secretan el fluido lubricante en las articulaciones como extrafas.
Se produce inflamacion, y el cartilago y tejidos en y alrededor de las articulaciones resultan dafiados o destruidos.
En los casos graves, esta inflamacion se extiende a otros tejidos articulares y cartilago circundante, donde puede
erosionar o destruir el hueso y cartilago y da lugar a deformidades articulares. El cuerpo reemplaza el tejido dafiado
con tejido cicatricial, causando que los espacios normales en las articulaciones se vuelvan estrechos y los huesos se
fusionen entre si. La artritis reumatoide crea rigidez, hinchazén, fatiga, anemia, pérdida de peso, fiebre, y
frecuentemente dolor incapacitante. Algunos sintomas comunes de la artritis reumatoide incluyen rigidez de las
articulaciones al despertar que dura una hora o mas; hinchazoén en la articulacién de un dedo o mufieca especifico;
hinchazén en el tejido blando alrededor de las articulaciones; e hinchazén en ambos lados de la articulacion. La
hinchazén puede ocurrir con o sin dolor, y puede empeorar progresivamente o permanecer igual durante afios antes
de progresar.

El diagnostico de la artritis reumatoide se basa en una combinacion de factores, incluyendo: la localizacion
especifica y simetria de las articulaciones dolorosas, la presencia de rigidez en las articulaciones por la mafana, la
presencia de protuberancias y nodulos bajo la piel (nédulos reumatoides), resultados de ensayos de rayos X que
sugieren artritis reumatoide, y/o resultados positivos en un ensayo de sangre denominado el factor reumatoide.
Mucha, pero no toda, la gente con artritis reumatoide tiene el anticuerpo factor reumatoide en su sangre. El factor
reumatoide puede estar presente en personas que no tienen artritis reumatoide. Otras enfermedades también
pueden causar que se produzca factor reumatoide en la sangre. Esta es la razén por la que el diagnéstico de artritis
reumatoide se basa en una combinacion de varios factores y no solo en la presencia de factor reumatoide en la
sangre.

El curso tipico de la enfermedad es uno de sintomas articulares persistentes pero fluctuantes, y después de
aproximadamente 10 afios, el 90% de las personas que lo padecen mostraran dafio estructural en el hueso y
cartilago. Un pequefio porcentaje tendra una enfermedad corta que desaparece completamente, y otro pequefio
porcentaje tendra una enfermedad muy grave con muchas deformidades articulares, y ocasionalmente otras
manifestaciones de la enfermedad. El proceso inflamatorio causa erosion o destruccion del hueso y cartilago en las
articulaciones. En la artritis reumatoide, existe un ciclo autoinmune de presentacion de antigeno persistente,
estimulacion de células T, secrecion de citoquinas, activacion de células sinoviales, y destruccion de las
articulaciones. La enfermedad tiene un gran impacto tanto en el individuo como en la sociedad, causando dolor
significativo, funcion alterada y discapacidad, asi como costes de millones de ddlares en gastos sanitarios y sueldos
por tiempo perdido. (Véase, por ejemplo, el sitio de internet de NIH y el sitio de internet de NIAID).

La terapia actualmente disponible para la artritis reumatoide se centra en reducir la inflamacién de las articulaciones
con medicaciones anti-inflamatorias o inmunosupresoras. La primera linea de tratamiento de cualquier artritis es
habitualmente anti-inflamatorios, tales como aspirina, ibuprofeno e inhibidores de Cox-2 tales como celecoxib y
rofecoxib. Los "farmacos de segunda linea" incluyen oro, metotrexato y esteroides. Aunque estos tratamientos estan
bien establecidos para la artritis, muy pocos pacientes remiten en estas linea de tratamiento solas. Los avances
recientes en la comprension de la patogénesis de la artritis reumatoide han dado lugar al uso de metotrexato en
combinacién con anticuerpos frente a citoquinas o receptores solubles recombinantes. Por ejemplo, los receptores
solubles recombinantes para el factor de necrosis tumoral (TNF)-a se han usado en combinacion con metotrexato en
el tratamiento de la artritis. Sin embargo, s6lo aproximadamente el 50% de los pacientes tratados con una
combinacion de metotrexato y agentes anti-TNF-a tales como receptores solubles recombinantes para TNF-a
muestran una mejora clinica significativa. Muchos pacientes permanecen refractarios a pesar del tratamiento. Los
problemas dificiles del tratamiento todavia permanecen para pacientes con artritis reumatoide. Muchos tratamientos
actuales tienen una alta incidencia de efectos secundarios o no pueden prevenir completamente la progresion de la
enfermedad. Hasta ahora, no hay ningun tratamiento ideal, y no hay cura. Se necesitan nuevos terapéuticos que
traten mas eficazmente la artritis reumatoide y otros trastornos autoinmunes.

2.2.3 Alergia

Las reacciones alérgicas mediadas por inmunidad (hipersensibilidad) se clasifican en cuatro tipos (I-IV) segun los
mecanismos subyacentes que dan lugar a la expresion de los sintomas alérgicos. Las reacciones alérgicas tipo | se
caracterizan por la liberaciéon mediada por IgE de sustancias vasoactivas tales como histamina de mastocitos y
baséfilos. La liberacion de estas sustancias y la manifestacion posterior de sintomas alérgicos se inician por el
entrecruzamiento de IgE unida a alérgeno a su receptor en la superficie de mastocitos y basdfilos. En individuos que
padecen reacciones alérgicas tipo |, la exposicion a un alérgeno una segunda vez da lugar a la produccién de altos
niveles de anticuerpos IgE especificos para el alérgeno como un resultado de la implicacion de células By T de
memoria en la interaccion de 3 células requerida para la produccion de IgE. Los altos niveles de anticuerpos IgE
producidos causa un incremento en el entrecruzamiento de receptores de IgE en mastocitos y basofilos por IgE
unida a alérgeno, lo que a su vez da lugar a la activacion de estas células y la liberacion de los mediadores
farmacolodgicos que son responsables de las manifestaciones clinicas de las enfermedades alérgicas tipo .

Se han identificado y caracterizado dos receptores con diferentes afinidades para IgE. El receptor de alta afinidad



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2599319 T3

(FceRI) se expresa en la superficie de mastocitos y basdfilos. El receptor de baja afinidad (FceRII/CD23) se expresa
en muchos tipos celulares incluyendo células B, células T, macrofagos, eosindfilos y células de Langerhan. El
receptor de alta afinidad de IgE consiste en tres subunidades (cadenas alfa, beta y gamma). Varios estudios
demuestran que solo la cadena alfa esta implicada en la union de IgE, mientras las cadenas beta y gamma (que son
proteinas bien transmembrana o citoplasmicas) se requieren para los eventos de transduccion de la sefal. La
identificacion de estructuras de IgE requeridas para que IgE se una al FceRI en mastocitos y basdfilos tiene una
maxima importancia para averiguar estrategias de tratamiento o prevencion de alergias mediadas por IgE. Por
ejemplo, la elucidacion del sitio de union al receptor de IgE podria dar lugar a la identificaciéon de péptidos o
moléculas pequefias que bloquean la unién de IgE a células que presentan el receptor in vivo.

Actualmente, las reacciones alérgicas mediadas por IgE se tratan con farmacos tales como antihistaminicos y
corticosteroides que intentan aliviar los sintomas asociados con reacciones alérgicas contrarrestando los efectos de
las sustancias vasoactivas liberadas de los mastocitos y basodfilos. Altas dosis de antihistaminicos y corticosteroides
tienen efectos secundarios perjudiciales (por ejemplo, alteracién del sistema nervioso central, estrefiimiento, etc).
Asi, son necesarios otros métodos para tratar las reacciones alérgicas tipo |.

Una estrategia para el tratamiento de los trastornos alérgico tipo | ha sido la produccion de anticuerpos
monoclonales que reaccionan con IgE soluble (libre) en suero, bloquean la unién de IgE a su receptor en mastocitos
y basdfilos, y no se unen a IgE unida a receptor (es decir, no son anafilactogénicos). Dos de dichos anticuerpos
monoclonales estan en estadios avanzados de desarrollo clinico para el tratamiento de reacciones alérgicas
mediadas por IgE (véase, por ejemplo, Chang, T.W., 2000, Nature Biotechnology 18:157-62).

Uno de los tratamientos mas prometedores para las reacciones alérgicas mediadas por IgE es la inmunizacién activa
frente a epitopos no anafilactogénicos apropiados en IgE enddgena. Stanworth et al. (Patente U.S. No. 5.601.821)
describié una estrategia que implicaba el uso de un péptido derivado del dominio CeH4 de IgE humana acoplado con
una proteina vehicular heteréloga como una vacuna de alergia. Sin embargo, se ha mostrado que este péptido no
induce la produccion de anticuerpos que reaccionan con IgE nativa soluble. Ademas, Hellman (Patente U.S. No.
5.653.980) propuso composiciones de vacunas anti-IgE basadas en la fusién de los dominios CeH2-CeH3 de
longitud completa (con una longitud de aproximadamente 220 aminoacidos) a una proteina vehicular extrafia. Sin
embargo, los anticuerpos inducidos por las composiciones de vacuna anti-IgE propuestas en Hellman resultaran lo
mas probablemente en anafilaxia ya que se ha mostrado que los anticuerpos frente a algunas partes de los dominios
CeH2 y CeH3 de la molécula de IgE se entrecruzan con el receptor de IgE en la superficie de mastocitos y baséfilos
y dan lugar a la produccion de mediadores de anafilaxis (Véase, por ejemplo, Stadler et al., 1993, Int. Arch. Allergy
and Immunology 102:121-126). Por lo tanto, permanece una necesidad de tratamiento de reacciones alérgicas
mediadas por IgE que no induzcan anticuerpos anafilacticos.

La preocupacion significativa sobre la induccion de anafilaxis ha resultado en el desarrollo de otra estrategia para el
tratamiento de trastornos alérgicos tipo | que consiste en mimotopos que podrian inducir la produccion de
anticuerpos policlonales anti-lgE cuando se administran a animales (Véase, por ejemplo, Rudolf, et al., 1998, Journal
of Immunology 160:3315-3321). Kricek et al. (Publicacion Internacional No. WO 97/31948) crib6 bibliotecas de
péptidos expuestos en fagos con el anticuerpo monoclonal BSWI7 para identificar mimotopos de péptidos que
pudieran mimetizar la conformacion de la union del receptor de IgE. Estos mimotopos podrian presumiblemente
usarse para inducir anticuerpos policlonales que reaccionan con IgE nativa libre, pero no con IgE unida a receptor
asi como bloquear la unién de IgE a su receptor. Kriek et al. describido mimotopos de péptidos que no son homdlogos
a ninguna parte de la molécula de IgE y son asi diferentes de los péptidos descritos en la presente invencion.

Como se pone de manifiesto por un sondeo de la técnica, permanece una necesidad de aumentar la eficacia
terapéutica de los métodos actuales de tratamiento o prevenciéon de trastornos tales como cancer, enfermedad
autoinmune, trastorno inflamatorio, o alergia. En particular, existe una necesidad de aumentar la funcion efectora,
particularmente, el efecto citotéxico de los anticuerpos terapéuticos usados en el tratamiento del cancer. El estado
actual de la técnica también carece del tratamiento o prevencién de trastornos alérgicos (por ejemplo, bien por
terapia con anticuerpos o terapia con vacuna).

3. Resumen de la invencién

Los dominios extracelulares de FcyRIIA y FcyRIIB son 95% idénticos y comparten asi numerosos epitopos. Sin
embargo, FcyRIIA y FcyRIIB presentan actividades muy diferentes. La diferencia fundamental es que el FcyRIIA
inicia una sefalizacién intracelular que da lugar a la activacion celular tal como fagocitosis y estallido respiratorio,
mientras el FcyRIIB inicia una sefializacién inhibidora. A la vista de sus distintas actividades y el papel en la
modulacioén de las respuestas inmunes, se necesitan anticuerpos tales que reconocen FcyRIIB nativo, y no FcyRIIA
nativo. La presente invencién se basa, en parte, en el descubrimiento de dichos anticuerpos especificos de FcyRIIB.

Como se especifica por las reivindicaciones, la presente invencién proporciona un anticuerpo aislado, o un
fragmento de union a antigeno de éste, en el que dicho anticuerpo aislado o dicho fragmento de unién a antigeno se
une especificamente al dominio extracelular de FcyRIIB humano nativo con mayor afinidad de la que dicho
anticuerpo o dicho fragmento de unién a antigeno se une a FcyRIIA humano nativo, y en el que:
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i) dicho anticuerpo es anticuerpo 8B5.3.4 producido por una linea celular de hibridoma que tiene el nimero de
acceso ATCC PTA-7610; o

ii) dicho anticuerpo o dicho fragmento de unién a antigeno comprende un dominio variable de cadena pesada que
tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 4 y un dominio variable de cadena ligera que tiene la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO: 3; o

i) dicho anticuerpo o dicho fragmento de unién a antigeno comprende las seis CDR del anticuerpo producido por el
clon de hibridoma 8B5.3.4 que tiene el numero de acceso ATCC PTA-7610, teniendo dichas seis CDR las
secuencias de aminoacidos de SEQ ID NOs: 5-10, en el que dicho anticuerpo o dicho fragmento de union a antigeno
se une al mismo epitopo de FcyRIIB que el reconocido por el anticuerpo producido por el clon de hibridoma 8B5.3.4
que tiene el numero de acceso ATCC PTA-7610 y compite con dicho anticuerpo 8B5.3.4 para la union a FcyRIIB
humano nativo, y en el que dicho antlcuerpo o dicho fragmento de unién a antigeno tiene una constante de
disociacion Kg (Kaisoo/Kasoc) de menos de 5 x 10 M segun se determina por resonancia de plasmén superficial. Como
se especifica por las reivindicaciones, la presente invencion también proporciona una composicion farmacéutica que
comprende (i) una cantidad terapéuticamente efectiva del anticuerpo aislado o fragmento de unién a antigeno de
éste de una cualquiera de las reivindicaciones 1-12; y (ii) un vehiculo farmacéuticamente aceptable. La
especificacion se refiere a un anticuerpo aislado o un fragmento de éste que se une especificamente a FcyRIIB,
particularmente FcyRIIB humano, mas particularmente FcyRIIB humano nativo, con una mayor afinidad de la que
dicho anticuerpo o un fragmento de éste se une a FcyRIIA, particularmente FcyRIIA humano, mas particularmente
FcyRIIA humano nativo. Como se especifica por las reivindicaciones, los anticuerpos de la invenciéon se unen al
dominio extracelular de FcyRIIB humano nativo. En determinadas realizaciones de la invencién que se encuentran
en el alcance de las reivindicaciones especificadas, el anticuerpo o un fragmento de éste se une a FcyRIIB con una
afinidad al menos 2 veces mayor de la que dicho anticuerpo o un fragmento de éste se une a FcyRIIA. En otras
realizaciones de la invencion que se encuentran en el alcance de las reivindicaciones especificadas, el anticuerpo o
un fragmento de éste se une a FcyRIIB con una afinidad al menos 4 veces, al menos 6 veces al menos 8 veces, al
menos 10 veces, al menos 100 veces, al menos 1.000 veces, al menos 10%, al menos 10°, al menos 10°, al menos
10”, o al menos 10° veces mayor de la que dicho anticuerpo o un fragmento de éste se une a FcyRIIA En una
reallzaC|on preferida que se encuentra en el alcance de las reivindicaciones espemﬂcadas dicho antlcuerpo o] un
fragmento de éste se une a FcyRIIB con una afinidad 100 veces, 1.000 veces, 10* veces, 10° veces, 10° veces, 10’
veces, 6 10° veces mayor de la que dicho anticuerpo o un fragmento de éste se une a FcyRIIA. Preferiblemente,
estas afinidades de union se determinan con la IgG monomérica, y no la IgG agregada, y la unién es a través del
dominio variable (por ejemplo, fragmentos Fab de los anticuerpos que tienen caracteristicas de unién similares a la
molécula de inmunoglobulina completa).

La invencion se refiere, como se especifica por las reivindicaciones, a un anticuerpo aislado o un fragmento de éste
que se une especificamente a FcyRIIB con una mayor afinidad de la que dicho anticuerpo o un fragmento de éste se
une a FcyRIIA, segin se determina por cualquier método estandar conocido en la técnica para evaluar
especificidades. La invencién se refiere, como se especifica por las reivindicaciones, a un anticuerpo aislado o un
fragmento de éste que se une especificamente a FcyRIIB con una mayor afinidad de la que dicho anticuerpo o un
fragmento de éste se une a FcyRIIA, segun se determina, por ejemplo, por transferencia Western, BlAcore o
radioinmunoensayo. La especificacion se refiere a un anticuerpo aislado o un fragmento de éste que se une
especificamente a FcyRIIB con una mayor afinidad de la que dicho anticuerpo o un fragmento de éste se une a
FcyRIIA, segun se determina en un ensayo ELISA, en el intervalo lineal para la union a FcyRIIB. En un caso, la
especificacion se refiere a un anticuerpo aislado o un fragmento de éste que se une especificamente a FcyRIIB,
producido en sistema de mamifero, con una mayor afinidad de la que dicho anticuerpo o un fragmento de éste se
une a FcyRIIA, segun se determina en un ensayo ELISA.

En un caso particular, la invencion se refiere a un anticuerpo aislado o un fragmento de éste que se une
especificamente a FcyRIIB con una mayor afinidad de la que dicho anticuerpo o un fragmento de éste se une a
FcyRIIA, y el dominio constante de dicho anticuerpo tiene ademas una afinidad aumentada para al menos uno o mas
receptores Fc de activacion. En otro caso especifico mas, dicho receptor Fc de activacion es FcyRIIL.

En un caso, dicho anticuerpo o un fragmento de éste bloquea el sitio de unién a IgG de FcyRIIB y bloquea la unién
de 1gG marcadas agregadas a FcyRIIB, por ejemplo, en un ensayo ELISA de bloqueo. En un caso particular, dicho
anticuerpo o un fragmento de éste bloquea la union de IgG marcadas agregadas en un ensayo ELISA de bloqueo al
menos un 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 95%, 99%, 6 99,9%. En otro caso particular mas, el anticuerpo o un
fragmento de éste bloquea completamente la unién de dicha IgG marcada agregada en dicho ensayo ELISA.

En otro caso, dicho anticuerpo o un fragmento de éste bloquea el sitio de union a IgG de FcyRIIB y bloquea la union
de IgG marcada agregada a FcyRIIB, segun se determina por un ensayo FACS con doble tincion.

La especificacion engloba el uso de anticuerpos que modulan (es decir, agonizan o antagonizan) la actividad de
FcyRIIB. En un caso, los anticuerpos de la especificacion agonizan al menos una actividad de FcyRIIB, es decir,
incitan la sefializacién. Aunque no se pretende la vinculacién a ningin mecanismo de accion, los anticuerpos
agonistas de la especificacion pueden mimetizar el agrupamiento de FcyRIIB dando lugar a una disminucion en la
respuesta activadora a la ligacion de FcyR e inhibicién de la capacidad de respuesta celular.
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En otro caso, los anticuerpos de la especificacion antagonizan al menos una actividad de FcyRIIB, es decir,
bloquean la sefalizacion. Por ejemplo, los anticuerpos de la especificacion bloquean la uniéon de IgG agregadas a
FcyRIIB.

La especificacion proporciona anticuerpos que inhiben la activacion de mastocitos inducida por FceRI. La
especificacion proporciona ademas anticuerpos anti-FcyRIIB que inhiben la activacion de macréfagos mediada por
FcyRIIA en células monociticas. La especificacion también proporciona anticuerpos anti-FcyRIIB que inhiben la
sefalizacion mediada por el receptor de células B.

En un caso particular, los anticuerpos anti-FcyRIIB bloquean el sitio de unién a ligando de FcyRIIB. En un caso
especifico mas, la actividad bloqueante puede bloquear la regulacion negativa de la activacion desencadenada por
el complejo inmune y consecuentemente aumentar la respuesta inmune. En un caso mas, la respuesta inmune
aumentada es un incremento en la respuesta celular dependiente de anticuerpo. En otro caso, los anticuerpos anti-
FcyRIIB de la especificacion bloquean el entrecruzamiento de los receptores FcyRIIB a receptores de células B y/o
Fc, dando lugar a la activacion de células B, mastocitos, células dendriticas, o macrofagos.

También se describen métodos para la produccién de anticuerpos de la invencién o fragmentos de éstos,
particularmente para la produccion de anticuerpos monoclonales ("MAb") nuevos con mayores especificidades para
FcyRIIB respecto a FcyRIIA. Los anticuerpos de la invencion o fragmentos de éstos pueden producirse por cualquier
método conocido en la técnica para la producciéon de anticuerpos, en particular, por secrecion de células de
hibridoma cultivadas, sintesis quimica o por técnicas de expresion recombinante conocidas en la técnica. Una se
refiere a un método para producir recombinantemente un anticuerpo especifico de FcyRIIB, comprendiendo dicho
método: (i) cultivar bajo condiciones adecuadas para la expresién de dicho anticuerpo en un medio, una célula
huésped que contiene una primera molécula de acido nucleico, unida de forma operativa a un promotor heterélogo y
un segundo acido nucleico unido de forma operativa al mismo promotor heterélogo o uno diferente, codificando
dicho primer acido nucleico y segundo acido nucleico una cadena pesada y una cadena ligera, respectivamente, de
un anticuerpo o un fragmento de éste que se une especificamente a FcyRIIB con mayor afinidad de la que dicho
anticuerpo o un fragmento de éste se une a FcyRIIA; y (ii) recuperar dicho anticuerpo de dicho medio. Otra es un
método para producir anticuerpos monoclonales frente a FcyRIIB que se unen especificamente a FcyRIIB,
particularmente FcyRIIB humano, con una mayor afinidad de la que dichos anticuerpos monoclonales se unen a
FcyRIIA, particularmente FcyRIIA humano, comprendiendo dicho método: (a) inmunizar uno o mas ratones
transgénicos para FcyRIIA con FcyRIIB purificado o un fragmento inmunogénico de éste; (b) producir lineas
celulares de hibridoma a partir de esplenocitos de dicho uno o mas ratones; (c) cribar dichas lineas celulares de
hibridoma para una o mas lineas celulares de hibridoma que producen anticuerpos que se unen especificamente a
FcyRIIB con una mayor afinidad de la que los anticuerpos se unen a FcyRIIA. También se describe un método para
producir anticuerpos monoclonales frente a FcyRIIB que se unen especificamente a FcyRIIB, particularmente
FcyRIIB humano, con una mayor afinidad de la que dichos anticuerpos monoclonales se unen a FcyRIIA,
particularmente FcyRIIA humano, comprendiendo dicho método: (a) inmunizar uno o mas ratones transgénicos para
FcyRIIA con FecyRIIB purificado o un fragmento inmunogénico de éste; (b) reforzar la inmunizacion de dichos ratones
durante un tiempo suficiente para incitar una respuesta inmune; (c) producir lineas celulares de hibridoma a partir de
esplenocitos de dicho uno o mas ratones; (d) cribar dichas lineas celulares de hibridoma para una o mas lineas
celulares de hibridoma que producen anticuerpos que se unen especificamente a FcyRIIB con una mayor afinidad
de la que los anticuerpos se unen a FcyRIIA. Preferiblemente, se refuerza la inmunizaciéon de dichos ratones al
menos cuatro veces durante un periodo de cuatro meses. Los ratones pueden inmunizarse con FcyRIIB purificado,
que se ha mezclado con adyuvantes que se sabe en la técnica que aumentan la respuesta inmune en dichos
ratones. El fragmento inmunogénico puede ser el dominio extracelular soluble de FcyRIIB. Las lineas celulares de
hibridoma pueden cribarse usando técnicas estandar conocidas en la técnica (por ejemplo, ELISA).

En determinadas realizaciones de la invencidén que se encuentran en el alcance de las reivindicaciones
especificadas, los anticuerpos anti-FcyRIIB son anticuerpos monoclonales, anticuerpos sintéticos, anticuerpos
producidos recombinantemente, anticuerpos multiespecificos, anticuerpos humanos, anticuerpos quimeéricos,
anticuerpos camelizados, Fv de cadena unica (scFv), anticuerpos de cadena Unica, fragmentos Fab, fragmentos
F(ab'), Fv unidos por disulfuro (sdFv), intracuerpos, o fragmentos de unién a epitopo de cualquiera de los anteriores.

Preferiblemente, los anticuerpos de la invenciéon son anticuerpos monoclonales, y mas preferiblemente, anticuerpos
humanizados o humanos. Como se especifica por las reivindicaciones, los anticuerpos de la invencién se unen al
dominio extracelular de FcyRIIB humano nativo. En determinados casos, los anticuerpos descritos en la presente
memoria reconocen especificamente o selectivamente uno o mas epitopos de FcyRIIB, particularmente FcyRIIB
humano nativo. Se discute el uso de la tecnologia de exposicién en fagos para incrementar la afinidad de los
anticuerpos de la invencion para FcyRIIB. Puede usarse cualquier método de cribado conocido en la técnica para
identificar anticuerpos mutantes con avidez incrementada para FcyRIIB (por ejemplo, ELISA). Los anticuerpos de la
invencion pueden cribarse usando ensayos de cribado de anticuerpos muy conocidos en la técnica (por ejemplo,
ensayos BIACORE) para identificar anticuerpos con una velocidad Kgsoc de menos de 3x10° s™.

En una realizacién preferida, la invencién proporciona un anticuerpo monoclonal producido por el clon de hibridoma
8B5.3.4, que tiene el numero de acceso ATCC PTA-7610, o versiones quiméricas, humanizadas u otras preparadas
por ingenieria de éste. En otro caso, la especificacion proporciona un anticuerpo monoclonal producido por los
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clones 2B6, 3H7, 1D5, 2E1, 2H9, 2D11, y 1F2 que tienen los nimeros de acceso ATCC PTA-4591, PTA-4592, PTA-
5958, PTA-5961, PTA-5962, PTA-5960, y PTA-5959, respectivamente, o versiones quiméricas, humanizadas u otras
preparadas por ingenieria de éste. En otra realizacion, la invencién proporciona, como se especifica por las
reivindicaciones, un anticuerpo aislado o un fragmento de éste que compite para la unién con el anticuerpo
monoclonal producido por el clon 8B5.3.4 y se une a FcyRIIB humano nativo con una mayor afinidad de la que dicho
anticuerpo o un fragmento de éste se une a FcyRIIA humano nativo y se une al mismo epitopo de FcyRIIB que el
anticuerpo monoclonal producido a partir del clon 8B5.3.4 y se une a FcyRIIB con una mayor afinidad de la que
dicho anticuerpo o un fragmento de éste se une a FcyRIIA. Ademas, la especificacion proporciona las lineas
celulares de hibridoma 8B5.3.4, 2B6, 3H7, 1D5, 2E1, 2H9, 2D11, 6 1F2 que tienen los nimeros de acceso ATCC
PTA-7610, PTA-4591, PTA-4592, PTA-5958, PTA-5961, PTA-5962, PTA-5960, y PTA-5959, respectivamente. En un
caso especifico, la especificacion proporciona el uso de un anticuerpo 8B5.3.4, 2B6, 3H7, 1D5, 2E1, 2H9, 2D11, 6
1F2, o versiones quiméricas, humanizadas u otras preparadas por ingenieria de éste, para prevenir, tratar, gestionar
o mejorar una malignidad de células B, o uno o mas sintomas de ésta. En una realizacion particular que se
encuentra en el alcance de las reivindicaciones especificadas, una version preparada por ingenieria comprende una
0 mas mutaciones en la regiéon Fc. La una o mas mutaciones en la region Fc pueden resultar en un anticuerpo con
una funcién efectora mediada por anticuerpo alterada, una unién alterada a otros receptores Fc (por ejemplo,
receptores Fc de activacion), una actividad ADCC alterada, o una actividad de unién a C1q alterada, o una actividad
de citotoxicidad dependiente de complemento alterada, o cualquier combinacion de éstas. En una realizacion
preferida, un anticuerpo 8B5.3.4 humanizado comprende un dominio variable de cadena pesada que tiene la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 4 y un dominio variable de cadena ligera que tiene la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 3. En otra realizacion preferida el dominio Fc de la cadena pesada del anticuerpo
8B5.3.4 humanizado se prepara por ingenieria para comprender al menos una sustitucion de aminoacido en la
posicion 240, 243, 247, 255, 270, 292, 300, 316, 370, 392, 396, 416, 419, 6 421 con otro aminoacido en esa
posiciéon. En una realizacion mas preferida, el dominio Fc de la cadena pesada del anticuerpo 8B5.3.4 humanizado
tiene una leucina en la posicidon 247, una lisina en la posicion 421 y un acido glutdmico en la posicion 270; una
treonina en la posicion 392, una leucina en la posicion 396, y un acido glutamico en la posiciéon 270; o un acido
glutamico en la posicion270, un acido aspartico en la posicién 316, y una glicina en la posicién 416. En determinadas
realizaciones de la invencion, el anticuerpo no es un anticuerpo monoclonal producido por el clon de hibridoma
8B5.3.4, o versiones quimeéricas, humanizadas u otras preparadas por ingenieria de éste.

En determinadas realizaciones de la invencidén que se encuentran en el alcance de las reivindicaciones
especificadas, se proporcionan anticuerpos 8B5.3.4 humanizados, comprendiendo dichos anticuerpos 8B5.3.4
humanizados un dominio variable de cadena pesada que tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 4 y un
dominio variable de cadena ligera que tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 3, en el que el dominio Fc
de la cadena pesada del anticuerpo 8B5.3.4 humanizado tiene una leucina en la posiciéon 247, una lisina en la
posicion 421 y un acido glutamico en la posicioén 270; o un acido glutamico en la posiciéon 270, un acido aspartico en
la posicion 316, y una glicina en la posicion 416.

La especificacion también engloba polinucleétidos que codifican los anticuerpos de la invencion. En un caso, la
especificacion proporciona una secuencia de acido nucleico aislada que codifica una cadena pesada o una cadena
ligera de un anticuerpo o un fragmento de éste que se une especificamente a FcyRIIB con mayor afinidad de la que
dicho anticuerpo o un fragmento de éste se une a FcyRIIA. La especificacion también se refiere a un vector que
comprende dicho acido nucleico. La especificacidon proporciona ademas un vector que comprende una primera
molécula de acido nucleico que codifica una cadena pesada y una segunda molécula de acido nucleico que codifica
una cadena ligera, siendo dicha cadena pesada y cadena ligera de un anticuerpo o fragmento de éste que se une
especificamente a FcyRIIB con mayor afinidad de la que dicho anticuerpo o un fragmento de éste que se une a
FcyRIIA. En un caso especifico, dicho vector es un vector de expresion. La especificacion proporciona ademas
células huésped que contienen los vectores de o polinucleétidos que codifican los anticuerpos de la invencién.
Preferiblemente, la especificacion engloba polinucleétidos que codifican cadenas pesada y ligera de los anticuerpos
producidos por el clone de hibridoma depositado 8B5.3.4, 2B6, 3H7, 1D5, 2E1, 2H9, 2D11, 6 1F2 que tienen los
numeros de acceso ATCC PTA-7610, PTA-4591, PTA-4592, PTA-5958, PTA-5961, PTA-5962, PTA-5960, y PTA-
5959, respectivamente, o partes de éste, por ejemplo, CDR, dominios variables, etc. y versiones humanizadas de
éste.

Los receptores Fc activadores e inhibidores, por ejemplo, FcyRIIA y FcyRIIB, son criticos para la funcién equilibrada
de estos receptores y las respuestas inmunes celulares apropiadas. La especificacion engloba el uso de los
anticuerpos de la invencién para el tratamiento de cualquier enfermedad relacionada con la pérdida de dicho
equilibrio y control regulado de la ruta de sefalizacion del receptor Fc. Asi, los anticuerpos frente a FcyRIIB de la
invencion tienen usos en la regulacion de la respuesta inmune, por ejemplo, en la inhibicion de la respuesta inmune
en conexion con enfermedades autoinmunes o inflamatorias, o respuestas alérgicas. Los anticuerpos frente a
FcyRIIB de la invencion también pueden usarse para alterar determinadas funciones efectoras para aumentar, por
ejemplo, la citotoxicidad mediada por el anticuerpo terapéutico.

Los anticuerpos de la invencion son utiles para la prevencion o tratamiento del cancer, por ejemplo, en una
realizacion, como terapia con un Unico agente. Los anticuerpos de la invencion pueden usarse para el tratamiento
y/o prevencion de melanoma. Los anticuerpos también son utiles para la prevencion o tratamiento del cancer,
particularmente para potenciar la actividad citotoxica de anticuerpos terapéuticos especificos de antigenos del
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cancer con actividad citotoxica para aumentar la muerte de las células tumorales y/o aumentar la citotoxicidad
mediada por células dependiente de anticuerpo ("ADCC"), citotoxicidad dependiente de complemento ("CDC"), o
fagocitosis de los anticuerpos terapéuticos. Se describe un método para tratar cancer en un paciente que tiene un
cancer caracterizado por un antigeno de cancer, comprendiendo dicho método administrar a dicho paciente una
cantidad terapéuticamente efectiva de un primer anticuerpo o un fragmento de éste que se une especificamente a
FcyRIIB con mayor afinidad de la que dicho anticuerpo o un fragmento éste se une a FcyRIIA, y un segundo
anticuerpo que se une especificamente a dicho antigeno de cancer y es citotéxico. También se proporciona un
método para tratar cancer en un paciente que tiene un cancer caracterizado por un antigeno de cancer,
comprendiendo dicho método administrar a dicho paciente una cantidad terapéuticamente efectiva de un anticuerpo
o un fragmento de éste que se une especificamente a FcyRIIB, particularmente FcyRIIB humano nativo con mayor
afinidad de la que dicho anticuerpo o un fragmento éste se une a FcyRIIA, preferiblemente FcyRIIA humano nativo, y
el dominio constante del cual tiene ademas una afinidad incrementada para uno o mas receptores Fc de activacion,
tales como FcyRIIIA, cuando el anticuerpo es monomérico, y un anticuerpo que se une especificamente a dicho
antigeno de cancer y es citotdxico. Dicho receptor Fc de activacion puede ser FcyRIIIA. El anticuerpo de la invencion
puede administrarse a una dosis tal que el anticuerpo no se une de forma detectable a neutrdfilos.

Los anticuerpos de la invencién también son Utiles para la prevencion o tratamiento de malignidades de células B,
particularmente linfoma no de Hodgkin o leucemia linfocitica cronica. De acuerdo con esto, se discuten métodos
para tratar, gestionar, prevenir, o mejorar una malignidad de células B mediante la administracion, bien solos o en
combinacién con uno o mas terapéuticos adicionales, de anticuerpos que se unen especificamente a FcyRIIB, v,
preferiblemente, que no se unen especificamente a FcyRIIA, asi como derivados, analogos y fragmentos de unién a
antigeno de dichos anticuerpos. En casos particulares, el cancer del sujeto es refractario a una o mas terapias
estandar o experimentales, particularmente, a tratamiento con Rituxan. Los métodos descritos pueden usarse para
el tratamiento, gestion, prevencién, o mejora de enfermedades de células B, tales como leucemia linfocitica crénica
de células B (B-CLL), linfoma no de Hodgkin, linfoma de células B grandes difuso, linfoma folicular con areas de
linfoma de células B grandes difuso, linfoma linfocitico pequefio, linfoma de células del manto, y linfoma de células
escindidas pequenas difuso.

El uso de un anticuerpo especifico de FcyRIIB puede conjugarse con un agente o farmaco terapéutico. Los ejemplos
de agentes terapéuticos que pueden conjugarse con un anticuerpo anti-FcyRIIB o un fragmento de union a antigeno
de éste incluyen, pero no estan limitados a, citoquinas, toxinas, elementos radiactivos, y antimetabolitos.

El uso de un anticuerpo especifico de FcyRIIB puede ser en combinacién con un régimen de tratamiento estandar o
experimental para malignidades de células B (por ejemplo, quimioterapia, radioinmunoterapia, o radioterapia). Dicha
terapia de combinacion puede aumentar la eficacia del tratamiento estandar o experimental. Los ejemplos de
agentes terapéuticos que son particularmente utiles en combinaciéon con un anticuerpo especifico de FcyRIIB o un
fragmento de unidén a antigeno de éste, para la prevencion, tratamiento, gestién, o mejora de malignidades de
células B, incluyen, pero no estan limitados a, Rituxan, interferon-alfa, y agentes anti-cancerosos. Los agentes
quimioterapéuticos que pueden usarse en combinacién con un anticuerpo especifico de FcyRIIB o un fragmento de
union a antigeno de éste, incluyen, pero no estan limitados a, agentes alquilantes, antimetabolitos, productos
naturales, y hormonas. Las terapias de combinacion permiten dosificaciones menores del anticuerpo anti-FcyRIIB o
un fragmento de unién a antigeno de éste y/o la administracion menos frecuente de anticuerpo anti-FcyRIIB o un
fragmento de unién a antigeno de éste a un sujeto con una malignidad de células B, para conseguir un efecto
terapéutico o profilactico.

El uso de un anticuerpo anti-FcyRIIB o un fragmento de unién a antigeno de éste prolonga la supervivencia de un
sujeto diagnosticado con una malignidad de células B.

También se describe un método para aumentar el efecto citotéxico mediado por un anticuerpo en un sujeto que se
esta tratando con un anticuerpo citotdxico, comprendiendo dicho método administrar a dicho paciente un anticuerpo
de la invencion o un fragmento de éste, en una cantidad suficiente para aumentar el efecto citotdxico de dicho
anticuerpo citotdxico. También se discute un método para aumentar un efecto citotéxico mediado por anticuerpo en
un sujeto que se esta tratando con un anticuerpo citotéxico, comprendiendo dicho método administrar a dicho
paciente un anticuerpo de la invencién o un fragmento de éste, que tiene ademas una afinidad aumentada por un
receptor Fc de activaciéon, cuando es monomérico, en una cantidad suficiente para aumentar el efecto citotéxico de
dicho anticuerpo citotoxico. Se describe ademas un método que comprende ademas la administracion de una o mas
terapias de cancer adicionales.

Los anticuerpos de la invencion pueden usarse en combinacién con cualquier anticuerpo terapéutico que medie su
efecto terapéutico a través de la muerte celular para potenciar la actividad terapéutica del anticuerpo. Los
anticuerpos de la invencién pueden potenciar la actividad terapéutica del anticuerpo mediante el aumento de la
funcion efectora mediada por el anticuerpo. Los anticuerpos de la invencién pueden potenciar la actividad
terapéutica del anticuerpo citotoxico mediante el aumento de la fagocitosis y opsonizacion de las células tumorales
diana. Los anticuerpos de la invencion pueden potenciar la actividad terapéutica del anticuerpo mediante el aumento
de la citotoxicidad mediada por células dependiente de anticuerpo ("ADCC") en la destruccion de las células
tumorales diana. En determinadas circunstancias, los anticuerpos de la invencion pueden usarse en combinacién
con proteinas de fusién de Fc para aumentar ADCC.
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También se discute el uso de los anticuerpos de la invenciéon en combinacién con un anticuerpo terapéutico que no
media su efecto terapéutico a través de la muerte celular para potenciar la actividad terapéutica del anticuerpo. Se
describe el uso de los anticuerpos de la invencién en combinacién con un anticuerpo terapéutico que induce
apoptosis con actividad agonista, por ejemplo, anticuerpo anti-Fas. Los anticuerpos terapéuticos que inducen
apoptosis pueden ser especificos para cualquier receptor de muerte conocido en la técnica para la modulacién de la
ruta apoptética, por ejemplo, miembro de la familia de receptores TNFR o un miembro de la familia TRAIL.

Los anticuerpos de la invencion pueden bloquear la progresion y metastasis de células tumorales mediadas por
macrofagos. Los anticuerpos de la invencion son particularmente utiles en el tratamiento de tumores soélidos, donde
ocurre la infiltracion de macréfagos. Los anticuerpos antagonistas de la invenciéon son particularmente utiles para
controlar, por ejemplo, reducir o eliminar, la metastasis de las células tumorales, reduciendo o eliminando la
poblacién de macrofagos que esta localizada en el sitio tumoral. Los anticuerpos también pueden deplecionar o
eliminar eficazmente células efectoras inmunes distintas de macréfagos que expresan FcyRIIB, por ejemplo, células
dendriticas. La deplecién o eliminacion efectiva de células efectoras inmunes usando los anticuerpos de la invencién
puede variar de una reduccién en la poblacién de las células efectoras un 50%, 60%, 70%, 80%, preferiblemente
90%, y lo mas preferiblemente 99%. El anticuerpo de la invencidon puede administrarse a una dosis tal que el
anticuerpo no se une de forma detectable a neutrdfilos.

Los anticuerpos agonistas de la invencion pueden ser particularmente Utiles para el tratamiento de tumores de
origen no hematopoyeético, incluyendo tumores de células de melanoma.

Los anticuerpos de la invencién pueden usarse en combinacidn con anticuerpos terapéuticos que se unen
inmunoespecificamente a antigenos tumorales que no se expresan en las células en si mismas, sino en las células
no malignas, reactivas circundantes y que apoyan el tumor, que comprenden el estroma tumoral. Preferiblemente,
un anticuerpo de la invencién se usa en combinaciéon con un anticuerpo que se une inmunoespecificamente a un
antigeno tumoral en una célula de fibroblasto, por ejemplo, la proteina de activacion de fibroblastos (FAP).

Se discute un método para tratar un trastorno autoinmune en un paciente que lo necesita, comprendiendo dicho
método administrar a dicho paciente una cantidad terapéuticamente efectiva de uno o mas anticuerpos de la
invencion. También se discute un método para tratar un trastorno autoinmune en un paciente que lo necesita,
comprendiendo dicho método ademas administrar a dicho paciente una cantidad terapéuticamente efectiva de uno o
mas agentes anti-inflamatorios, y/o uno o mas agentes inmunomoduladores.

También se proporciona un método para tratar un trastorno inflamatorio en un paciente que lo necesita,
comprendiendo dicho método administrar a dicho paciente una cantidad terapéuticamente efectiva de uno o mas
anticuerpos de la invencién. También se discute un método para tratar un trastorno inflamatorio en un paciente que
lo necesita, comprendiendo dicho método ademas administrar a dicho paciente una cantidad terapéuticamente
efectiva de uno o mas agentes anti-inflamatorios, y/o uno o mas agentes inmunomoduladores.

También se proporciona un método para aumentar una respuesta inmune a una composicién de vacuna en un
sujeto, comprendiendo dicho método administrar a dicho sujeto un anticuerpo o un fragmento de unién a antigeno de
éste que se une especificamente a FcyRIIB con mayor afinidad de la que dicho anticuerpo o fragmento de éste se
une a FcyRIIA, y una composicion de vacuna, de manera que dicho anticuerpo o un fragmento de éste se administra
en una cantidad efectiva para aumentar la respuesta inmune a dicha composicion de vacuna en dicho sujeto. Los
anticuerpos de la invencion pueden usarse para aumentar una respuesta humoral y/o mediada por células frente al
antigeno o antigenos de la composicion de vacuna. Los anticuerpos de la invencién pueden usarse en combinacion
con cualesquiera vacunas conocidas en la técnica. Se discute el uso de los anticuerpos de la invencion bien para
prevenir o tratar un trastorno particular, donde una respuesta inmune aumentada frente a un antigeno o antigenos
particulares es efectiva para tratar o prevenir la enfermedad o trastorno.

También se discute un método para tratar o prevenir un trastorno alérgico mediado por IgE en un paciente que lo
necesita, comprendiendo administrar a dicho paciente una cantidad terapéuticamente efectiva de los anticuerpos
agonistas de la invencién. También se proporciona un método para tratar o prevenir un trastorno alérgico mediado
por IgE en un paciente que lo necesita, comprendiendo administrar a dicho paciente los anticuerpos de la invencion
en combinaciéon con otros anticuerpos terapéuticos o composiciones de vacuna usados para el tratamiento o
prevencion de trastornos alérgicos mediados por IgE.

Se describe un método para aumentar la terapia inmune para un agente infeccioso en el que los anticuerpos de la
invencion se administran a un paciente que ya esta infectado por un patégeno, tal como VIH, HCV o HSV, para
aumentar la opsonizacion y fagocitosis de las células infectadas.

Se discute un método para tratar enfermedades con una sefalizacion apoptotica alterada, por ejemplo, cancer,
enfermedad autoinmune. Esto puede incluir un método para tratar una enfermedad con apoptosis mediada por Fas
deficiente, comprendiendo dicho método administrar un anticuerpo de la invencién en combinacién con un
anticuerpo anti-Fas.

Ademas se discute el uso de los anticuerpos de la invencién para detectar la presencia de FcyRIIB especificamente
(es decir, FcyRIIB y no FcyRIIA) en una muestra biologica.
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También se describe un método de diagndstico de una enfermedad autoinmune en un sujeto que comprende: (i)
poner en contacto una muestra biolégica de dicho sujeto con una cantidad efectiva de un anticuerpo de la invencion;
y (ii) detectar la union de dicho anticuerpo o un fragmento de éste, en el que la deteccion de dicho marcador
detectable por encima de un fondo o nivel estandar indica que dicho sujeto tiene una enfermedad autoinmune.

La invencioén proporciona ademas, como se especifica por las reivindicaciones, una composicion farmacéutica que
comprende (i) una cantidad terapéuticamente efectiva del anticuerpo o un fragmento de éste que se une
especificamente a FcyRIIB con mayor afinidad de la que dicho anticuerpo o un fragmento de éste se une a FcyRIIA;
y (ii) un vehiculo farmacéuticamente aceptable. Determinadas realizaciones de la invencién que se encuentran en el
alcance de las reivindicaciones especificadas proporcionan una composicion farmacéutica que comprende (i) una
cantidad terapéuticamente efectiva del anticuerpo o un fragmento de éste que se une especificamente a FcyRIIB
con mayor afinidad de la que dicho anticuerpo o un fragmento de éste se une a FcyRIIA; (ii) un anticuerpo citotoxico
que se une especificamente a un antigeno de cancer; y (iii) un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

En determinados casos, se describen composiciones farmacéuticas para uso segun los métodos de la
especificacion, comprendiendo dichas composiciones farmacéuticas un anticuerpo anti-FcyRIIB o un fragmento de
union a antigeno de éste, en una cantidad efectiva para prevenir, tratar, gestionar, o mejorar una malignidad de
células B, o uno o mas sintomas de ésta, y un vehiculo farmacéuticamente aceptable. También se proporcionan
composiciones farmacéuticas para uso segun los métodos de la especificacion, comprendiendo dichas
composiciones farmacéuticas un anticuerpo anti-FcyRIIB o un fragmento de unién a antigeno de éste, un agente
profilactico o terapéutico distinto de un antagonista de FcyRIIB, y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

3.1 Definiciones

Tal y como se usa en la presente memoria, el término "se une especificamente a FcyRIIB" y términos analogos se
refieren a anticuerpos o fragmentos de éstos (o cualesquiera otras moléculas que se unen a FcyRIIB) que se unen
especificamente a FcyRIIB o un fragmento de éste y no se unen especificamente a otros receptores Fc, en particular
a FcyRIIA. Ademas, un experto en la técnica entiende, que un anticuerpo que se une especificamente a FcyRIIB,
puede unirse a través del dominio variable o el dominio constante del anticuerpo. Si el anticuerpo que se une
especificamente a FcyRIIB se une a través de su dominio variable, un experto en la técnica entiende que no esta
agregado, es decir, es monomeérico. Un anticuerpo que se une especificamente a FcyRIIB puede unirse a otros
péptidos o polipéptidos con menor afinidad segun se determina, por ejemplo, por inmunoensayos, BlAcore, u otros
ensayos conocidos en la técnica. Preferiblemente, los anticuerpos o fragmentos que se une especificamente a
FcyRIIB o un fragmento de éste no reaccionan de manera cruzada con otros antigenos. Los anticuerpos o
fragmentos que se unen especificamente a FcyRIIB pueden identificarse, por ejemplo, por inmunoensayos, BlAcore,
u otras técnicas conocidas para los expertos en la técnica. Un anticuerpo o un fragmento de éste se une
especificamente a un FcyRIIB cuando se une a FcyRIIB con mayor afinidad que a cualquier antigeno con reactividad
cruzada segun se determina usando técnicas experimentales, tales como transferencias Western,
radioinmunoensayos (RIA) y ensayos inmunoabsorbentes ligados a enzima (ELISA). Véase, por ejemplo, Paul, ed.,
1989, Fundamental Immunology Segunda Edicién, Raven Press, Nueva York en las paginas 332-336 para una
discusion respecto a la especificidad de los anticuerpos.

Tal y como se usa en la presente memoria, el término "FcyRIIB nativo" se refiere a FcyRIIB que se expresa
endégenamente y esta presente en la superficie de una célula. En algunas realizaciones, "FcyRIIB nativo" engloba
una proteina que se expresa recombinantemente en una célula de mamifero. Preferiblemente, el FcyRIIB nativo no
se expresa en una célula bacteriana, es decir, E. coli. Lo mas preferiblemente, el FcyRIIB nativo no esta
desnaturalizado, es decir, esta en su conformacion biolégicamente activa.

Tal y como se usa en la presente memoria, el término "FcyRIIA nativo" se refiere a FcyRIIA que se expresa
endégenamente y esta presente en la superficie de una célula. En algunas realizaciones, "FcyRIIA nativo" engloba
una proteina que se expresa recombinantemente en una célula de mamifero. Preferiblemente, el FcyRIIA nativo no
se expresa en una célula bacteriana, es decir, E. coli. Lo mas preferiblemente, el FcyRIIA nativo no esta
desnaturalizado, es decir, esta en su conformacion biolégicamente activa.

Tal y como se usa en la presente memoria, el término "enddgeno” en el contexto de una proteina celular se refiere a
proteina natural y/o expresada por la célula en ausencia de manipulacion recombinante; de acuerdo con esto, los
términos "proteina expresada endégenamente” o "proteina enddgena" excluye proteinas celulares expresadas por
medio de tecnologia recombinante.

Tal y como se usa en la presente memoria, el término "analogo" en el contexto de agentes proteinaceos (por
ejemplo, proteinas, polipéptidos, y anticuerpos) se refiere a un agente proteinaceo que posee una funcién similar o
idéntica a un segundo agente proteinaceo pero que no comprende necesariamente una secuencia de aminoacidos
similar o idéntica del segundo agente proteinaceo, o posee una estructura similar o idéntica del segundo agente
proteinaceo. Un agente proteinaceo que tiene una secuencia de aminoacidos similar se refiere a un segundo agente
proteinaceo que satisface al menos uno de los siguientes: (a) un agente proteinaceo que tiene una secuencia de
aminoacidos que es al menos 30%, al menos 35%, al menos 40%, al menos 45%, al menos 50%, al menos 55%, al
menos 60%, al menos 65%, al menos 70%, al menos 75%, al menos 80%, al menos 85%, al menos 90%, al menos

14



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2599319 T3

95% o al menos 99% idéntica a la secuencia de aminoacidos de un segundo agente proteinaceo; (b) un agente
proteinaceo codificado por una secuencia de nucleétidos que hibrida en condiciones astringentes con una secuencia
de nucledtidos que codifica un segundo agente proteinaceo de al menos 5 residuos de aminoacidos contiguos, al
menos 10 residuos de aminoacidos contiguos, al menos 15 residuos de aminoacidos contiguos, al menos 20
residuos de aminoacidos contiguos, al menos 25 residuos de aminoacidos contiguos, al menos 40 residuos de
aminoacidos contiguos, al menos residuos de aminoacidos contiguos, al menos 50 residuos de aminoacidos
contiguos, al menos 60 residuos de aminoacidos contiguos, al menos 70 residuos de aminoacidos contiguos, al
menos 80 residuos de aminoacidos contiguos, al menos 90 residuos de aminoacidos contiguos, al menos 100
residuos de aminoacidos contiguos, al menos 125 residuos de aminoacidos contiguos, o al menos 150 residuos de
aminoacidos contiguos; y (c) un agente proteinaceo codificado por una secuencia de nucleétidos que es al menos
30%, al menos 35%, al menos 40%, al menos 45%, al menos 50%, al menos 55%, al menos 60%, al menos 65%, al
menos 70%, al menos 75%, al menos 80%, al menos 85%, al menos 90%, al menos 95% o al menos 99% idéntica a
la secuencia de nucledtidos que codifica un segundo agente proteinaceo. Un agente proteinaceo con estructura
similar a un segundo agente proteinaceo se refiere a un agente proteinaceo que tiene una estructura secundaria,
terciaria o cuaternaria similar al segundo agente proteinaceo. La estructura de un polipéptido puede determinarse
por métodos conocidos para los expertos en la técnica, incluyendo pero no limitado a, secuenciacion de péptidos,
cristalografia de rayos X, resonancia magnética nuclear, dicroismo circular, y microscopia electrénica cristalografica.

Para determinar el porcentaje de identidad de dos secuencias de aminoacidos o de dos secuencias de acido
nucleico, las secuencias se alinean para propositos de comparacion 6ptima (por ejemplo, pueden introducirse
huecos en la secuencia de una primera secuencia de aminoacidos o acido nucleico para el alineamiento éptimo con
una segunda secuencia de aminoacidos o acido nucleico). Se comparan entonces los residuos de aminoacidos o
nucledtidos en las posiciones correspondientes de aminoacidos o nucleétidos. Cuando una posicién en la primera
secuencia esta ocupada por el mismo residuo de aminoacido o nucleétido que la posicién correspondiente en la
segunda secuencia, entonces las moléculas son idénticas en esa posicion. El porcentaje de identidad entre las dos
secuencias es una funcion del niumero de posiciones idénticas compartidas por las secuencias (es decir, % de
identidad = numero de posiciones superpuestas idénticas/nimero total de posiciones x 100%). En un caso, las dos
secuencias tienen la misma longitud.

La determinacién del porcentaje de identidad entre dos secuencias también puede conseguirse usando un algoritmo
matematico. Un ejemplo preferido, no limitante, de un algoritmo matematico utilizado para la comparacion de dos
secuencias es el algoritmo de Karlin y Altschul, 1990, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 87:2264-2268, modificado como
en Karlin y Altschul, 1993, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 90:5873-5877. Dicho algoritmo esta incorporado en los
programas NBLAST y XBLAST de Altschul et al., 1990, J. Mol. Biol. 215:403. Las busquedas de nucleotidos BLAST
pueden realizarse con el ajuste de parametros del programa de nucledtidos NBLAST, por ejemplo, para
puntuacion=100, longitud de palabra=12 para obtener secuencias de nucledtidos homdlogas a una molécula de
acido nucleico de la presente invencion. Las busquedas de proteinas BLAST pueden realizarse con el ajuste de
parametros del programa XBLAST, por ejemplo, para puntuacién-50, longitud de palabra=3 para obtener secuencias
de aminoacidos homdlogas a una molécula de proteina de la presente invencion. Para obtener alineamientos con
huecos para propésitos de comparacioén, puede utilizarse Gapped BLAST como se describe en Altschul et al., 1997,
Nucleic Acids Res. 25:3389-3402. Alternativamente, puede usarse PSI-BLAST para realizar una busqueda iterativa
que detecta relaciones distantes entre moléculas (Id.). Cuando se utilizan los programas BLAST, Gapped BLAST, y
PSI-Blast, pueden usarse los parametros por defecto de los programas respectivos (por ejemplo, de XBLAST vy
NBLAST) (véase, por ejemplo, el sitio de internet NCBI). Otro ejemplo preferido, no limitante de un algoritmo
matematico utilizado para la comparacion de secuencias es el algoritmo de Myers y Miller, 1988, CABIOS 4:11-17.
Dicho algoritmo esta incorporado en el programa ALIGN (versiéon 2.0) que es parte del paquete de software de
alineamiento de secuencias GCG. Cuando se utiliza el programa ALIGN para comparar secuencias de aminoacidos,
pueden usarse una tabla de probabilidad de mutaciones PAM120, una penalizacion por longitud de hueco de 12, y
una penalizacién de hueco de 4.

El porcentaje de identidad entre dos secuencias puede determinarse usando técnicas similares a las descritas
anteriormente, permitiendo o no huecos. En el calculo del porcentaje de identidad, s6lo se cuentan tipicamente las
concordancias exactas.

Tal y como se usa en la presente memoria, el término "analogo" en el contexto de un agente no proteinaceo se
refiere a una segunda molécula organica o inorganica que posee una funcion similar o idéntica como una primera
molécula organica o inorganica y es estructuralmente similar a la primera molécula organica o inorganica.

Tal y como se usa en la presente memoria, los términos "antagonista" y "antagonistas" se refieren a cualquier
proteina, polipéptido, péptido, anticuerpo, fragmentos de anticuerpo, molécula grande, o molécula pequefa (menor
de 10 kD) que bloquea, inhibe, reduce o neutraliza una funcion, actividad y/o expresién de otra molécula, tal como la
de FcyRIIB. En varios casos, un antagonista reduce una funcion, actividad y/o expresion de otra molécula al menos
un 10%, al menos 15%, al menos 20%, al menos 25%, al menos 30%, al menos 35%, al menos 40%, al menos 45%,
al menos 50%, al menos 55%, al menos 60%, al menos 65%, al menos 70%, al menos 75%, al menos 80%, al
menos 85%, al menos 90%, al menos 95% o al menos 99% respecto a un control tal como disolucién salina
tamponada con fosfato (PBS).
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Tal y como se usan en la presente memoria, los términos "anticuerpo” y "anticuerpos" se refieren a anticuerpos
monoclonales, anticuerpos multiespecificos, anticuerpos humanos, anticuerpos humanizados, anticuerpos sintéticos,
anticuerpos quiméricos, anticuerpos camelizados, Fv de cadena unica (scFv), anticuerpos de cadena unica,
fragmentos Fab, fragmentos F(ab'), Fv unidos por disulfuro (sdFv), intracuerpos, y anticuerpos anti-idiotipicos (anti-
Id) (incluyendo, por ejemplo, anticuerpos anti-Id y anti-anti-ld frente a anticuerpos de la invencion), y fragmentos de
union a epitopo de cualquiera de los anteriores. En particular, los anticuerpos incluyen moléculas de
inmunoglobulina y fragmentos inmunolégicamente activos de moléculas de inmunoglobulina, es decir, moléculas que
contienen un sitio de union a antigeno. Las moléculas de inmunoglobulina pueden ser de cualquier tipo (por ejemplo,
IgG, IgE, IgM, IgD, IgA e IgY), clase (por ejemplo, IgG, IgGy, IgGs, IgGs, IgA1 e IgA2) o subclase.

Tal y como se usan en la presente memoria, los términos "malignidades de células B" y "malignidad de células B" se
refieren a cualquier trastorno linfoproliferativo de células B. Las malignidades de células B incluyen tumores con
origen en células B. Las malignidades de células B incluyen, pero no estan limitadas a, linfomas, leucemias
linfociticas cronicas, leucemias linfoblasticas agudas, mieloma multiple, enfermedad de Hodgkin y no de Hodgkin,
linfoma de células B grandes difuso, linfoma folicular con areas de linfoma de células B grandes difuso, linfoma
linfocitico pequefio, linfoma de células del manto, y linfoma de células escindidas pequefas difuso.

A no ser que se indique otra cosa, cuando se hace referencia a anticuerpos (como se define de manera amplia en la
presente memoria), referencia a dominios de anticuerpo y/o posiciones de aminoacidos en anticuerpos, o
fragmentos de éstos, se hace segun la definicién y asignacion de aminoacidos a cada dominio en Kabat et al,
SEQUENCES OF PROTEINS OF IMMUNOLOGICAL INTEREST, 5a Ed. Public Health Service (National Institutes of
Health, Bethesda, Md., 1987 y 1991). Los aminoacidos de las regiones variables de las cadenas pesada y ligera
maduras de inmunoglobulinas se designan por la posicion de un aminoacido en la cadena. Kabat describio
numerosas secuencias de aminoacidos para anticuerpos, identific6 una secuencia de aminoacidos consenso para
cada subgrupo, y asigné un numero de residuo a cada aminoacido. El esquema de numeracion de Kabat es
extensible a anticuerpos no incluidos en su compendio mediante el alineamiento del anticuerpo en cuestién con una
de las secuencias consenso en Kabat por referencia a los aminoacidos conservados. Este método para la
asignacion de numeros de residuos se ha convertido en estandar en el campo e identifica facilmente aminoacidos en
posiciones equivalentes en diferentes anticuerpos, incluyendo variantes quiméricas o humanizadas. Por ejemplo, un
aminoacido en la posicion 50 de una cadena ligera de anticuerpo humano ocupa la posicidon equivalente a un
aminoacido en la posicion 50 de una cadena ligera de anticuerpo de ratén. Asi, tal y como se usa en la presente
memoria en el contexto de anticuerpos humanizados, una referencia tal como "en la posicion 297 de la region Fc" se
refiere a la posicion de aminoacido en una cadena de inmunoglobulina, regién de una cadena de inmunoglobulina, o
region de un polipéptido derivado de una cadena de inmunoglobulina, que corresponde a la posicion 297 de la
inmunoglobulina humana correspondiente.

Tal y como se usa en la presente memoria, el término "cancer" se refiere a un neoplasma o tumor que resulta del
crecimiento anormal incontrolado de células. Tal y como se usa en la presente memoria, cancer incluye
explicitamente, leucemias y linfomas. El término "cancer" se refiere a una enfermedad que implica células que tienen
el potencial de metastatizar a sitios distales y presentar rasgos fenotipicos que se diferencian de los de las células
no cancerosas, por ejemplo, formacién de colonias en un sustrato tridimensional tal como agar blando o la formacion
de redes tubulares o matrices semejantes a redes en una preparacion tridimensional de membrana de basamento o
matriz extracelular. Las células no cancerosas no forman colonias en agar blando y forman estructuras claras
semejantes a esferas en preparaciones tridimensionales de membrana de basamento o matriz extracelular. Las
células cancerosas adquieren un conjunto de caracteristicas de capacidades funcionales durante su desarrollo, no
obstante a través de varios mecanismos. Dichas capacidades incluyen evasion de la apoptosis, auto-suficiencia en
sefiales de crecimiento, insensibilidad a sefiales anti-crecimiento, invasion/metastasis en tejidos, ausencia de limite
en el potencial explicativo, y angiogénesis sostenida. El término "célula cancerosa" se pretende que englobe células
cancerosas tanto pre-malignas como malignas. En algunas realizaciones, cancer se refiere a un tumor benigno, que
ha permanecido localizado. En otras realizaciones, cancer se refiere a un tumor maligno, que ha invadido y destruido
estructuras corporales vecinas y se disemina a sitios distantes. En otras realizaciones mas, el cancer esta asociado
con un antigeno de cancer especifico.

Tal y como se usa en la presente memoria, el término "derivado” en el contexto de polipéptidos o proteinas,
incluyendo anticuerpos, se refiere a un polipéptido o proteina que comprende una secuencia de aminoacidos que se
ha alterado por la introduccién de sustituciones, deleciones o adiciones de residuos de aminoacidos. El término
"derivado" tal y como se usa en la presente memoria también se refiere a un polipéptido o proteina que se ha
modificado, es decir, por la union covalente de cualquier tipo de molécula al polipéptido o proteina. Por ejemplo, pero
no como limitacién, un anticuerpo puede modificarse, por ejemplo, por glicosilacion, acetilacion, pegilacion,
fosforilacion, amidacion, derivatizacion con grupos protectores/bloqueantes conocidos, escision proteolitica, union a
un ligando celular u otra proteina, etc. Un polipéptido o proteina derivado puede producirse por modificaciones
quimicas usando técnicas conocidas para los expertos en la técnica, incluyendo, pero no limitado a escisién quimica
especifica, acetilacion, formilaciéon, sintesis metabdlica de tunicamicina, etc. Ademas, un polipéptido o proteina
derivado posee una funcién similar o idéntica al polipéptido o proteina del que se derivo.

El término "derivado" tal y como se usa en la presente memoria en conjuncidon con FcyRIIB se refiere a un
polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos de un polipéptido FcyRIIB, un fragmento de un

16



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2599319 T3

polipéptido FcyRIIB, un anticuerpo que se une inmunoespecificamente a un polipéptido FcyRIIB, o un fragmento de
anticuerpo que se une inmunoespecificamente a un polipéptido FcyRIIB, que se ha alterado por la introduccién de
sustituciones, deleciones o adiciones de residuos de aminoacidos (es decir, mutaciones). En algunos casos, un
derivado de anticuerpo o fragmento de éste comprende sustituciones, deleciones o adiciones de residuos de
aminoacidos en una o mas CDR. El derivado de anticuerpo puede tener sustancialmente la misma unioén, mejor
unién, o peor unién cuando se compara con un anticuerpo no derivado. En casos especificos, se han sustituido,
delecionado o afadido uno, dos, tres, cuatro, o cinco residuos de aminoacidos de la CDR (es decir, mutado). El
término "derivado" tal y como se usa en la presente memoria en conjuncion con FcyRIIB también se refiere a un
polipéptido FcyRIIB, un fragmento de un polipéptido FcyRIIB, un anticuerpo que se une inmunoespecificamente a un
polipéptido FcyRIIB, o un fragmento de anticuerpo que se une inmunoespecificamente a un polipéptido FcyRIIB, que
se ha modificado, es decir, por la unién covalente de cualquier tipo de molécula al polipéptido. Por ejemplo, pero no
como limitacién, un polipéptido FcyRIIB, un fragmento de un polipéptido FcyRIIB, un anticuerpo, o fragmento de
anticuerpo puede modificarse, por ejemplo, por glicosilacion, acetilacion, pegilacién, fosforilacién, amidacion,
derivatizacion con grupos protectores/bloqueantes conocidos, escision proteolitica, unién a un ligando celular u otra
proteina, etc. Un derivado de un polipéptido FcyRIIB, un fragmento de un polipéptido FcyRIIB, un anticuerpo, o
fragmento de anticuerpo puede modificarse por modificaciones quimicas conocidas para los expertos en la técnica,
incluyendo, pero no limitado a, escisidon quimica especifica, acetilacion, formulacion, sintesis metabdlica de
tunicamicina, etc. Ademas, un derivado de un polipéptido FcyRIIB, un fragmento de un polipéptido FcyRIIB, un
anticuerpo, o fragmento de anticuerpo puede contener uno o mas aminoacidos no clasicos. En una realizacion, un
derivado de anticuerpo posee una funcién similar o idéntica al anticuerpo parental. En otra realizacion, un derivado
de un anticuerpo, o fragmento de anticuerpo tiene una actividad alterada cuando se compara con un anticuerpo no
alterado. Por ejemplo, un derivado de anticuerpo o fragmento de éste puede unirse a su epitopo mas firmemente o
ser mas resistente a proteolisis.

Tal y como se usan en la presente memoria, los términos "trastorno" y "enfermedad" se usan indistintamente para
hacer referencia a una afecciébn en un sujeto. En particular, el término "enfermedad autoinmune" se usa
indistintamente con el término "trastorno autoinmune" para hacer referencia a una afeccion en un sujeto
caracterizada por el dafio celular, tisular y/u organico causado por una reaccién inmunolégica del sujeto frente a sus
propias células, tejidos y/u organos. El término "enfermedad inflamatoria” se usa indistintamente con el término
"trastorno inflamatorio” para hacer referencia a una afecciébn en un sujeto caracterizada por inflamacion,
preferiblemente inflamaciéon crénica. Los trastornos autoinmunes pueden o no estar asociados con inflamacion.
Ademas, la inflamaciéon puede o no estar causada por un trastorno autoinmune. Asi, determinados trastornos
pueden caracterizarse tanto como trastornos autoinmunes como inflamatorios.

Tal y como se usa en la presente memoria, el término "epitopo" se refiere a una region en una molécula de antigeno
a la que se une especificamente un anticuerpo.

Tal y como se usa en la presente memoria, el término "fragmento" se refiere a un péptido o polipéptido que
comprende una secuencia de aminoacidos de al menos 5 residuos de aminoacidos contiguos, al menos 10 residuos
de aminoacidos contiguos, al menos 15 residuos de aminoacidos contiguos, al menos 20 residuos de aminoacidos
contiguos, al menos 25 residuos de aminoacidos contiguos, al menos 40 residuos de aminoacidos contiguos, al
menos 50 residuos de aminoacidos contiguos, al menos 60 residuos de aminoacidos contiguos, al menos 70
residuos de aminoacidos contiguos, al menos 80 residuos de aminoacidos contiguos, al menos 90 residuos de
aminoacidos contiguos, al menos 100 residuos de aminoacidos contiguos, al menos 125 residuos de aminoacidos
contiguos, al menos 150 residuos de aminoacidos contiguos, al menos 175 residuos de aminoacidos contiguos, al
menos 200 residuos de aminoacidos contiguos, o al menos 250 residuos de aminoacidos contiguos de la secuencia
de aminoacidos de otro polipéptido. En una realizacion especifica, un fragmento de un polipéptido retiene al menos
una funcion del polipéptido. Preferiblemente, los fragmentos de anticuerpo son fragmentos de unidén a epitopo.

Tal y como se usa en la presente memoria, el término "anticuerpo humanizado" se refiere a una inmunoglobulina que
comprende una regién marco humana y una o mas CDR de una inmunoglobulina no humana (habitualmente de
ratbn o rata). La inmunoglobulina no humana que proporciona las CDR se denomina el "donante" y la
inmunoglobulina humana que proporciona el marco se denomina el "aceptor". No es necesario que estén presentes
las regiones constantes, pero si lo estan, deben ser sustancialmente idénticas a las regiones constantes de la
inmunoglobulina humana, es decir, al menos aproximadamente 85-90%, preferiblemente aproximadamente 95% o
mas idénticas. Por lo tanto, todas las partes de una inmunoglobulina humanizada, excepto posiblemente las CDR,
son sustancialmente idénticas a las partes correspondientes de secuencias de inmunoglobulina humana natural. Un
"anticuerpo humanizado" es un anticuerpo que comprende una inmunoglobulina con cadena ligera humanizada y
una cadena pesada humanizada. Por ejemplo, un anticuerpo humanizado no englobaria un anticuerpo quimérico
tipico, porque, por ejemplo, la regién variable completa de un anticuerpo quimérico no es humana. Se dice que el
anticuerpo donante se ha "humanizado", por el proceso de "humanizacién", porque el anticuerpo humanizado
resultante se espera que se una al mismo antigeno que el anticuerpo donante que proporciona las CDR. Para la
mayor parte, los anticuerpos humanizados son inmunoglobulinas humanas (anticuerpo receptor) en las que los
residuos de la region hipervariable del receptor se reemplazan por residuos de la region hipervariable de una
especie no humana (anticuerpo donante) tal como un ratén, rata, conejo o primate no humano que tiene la
especificidad, afinidad, y capacidad deseadas. En algunos casos, los residuos de la region marco (FR) de la
inmunoglobulina humana se reemplazan por residuos no humanos correspondientes. Ademas, los anticuerpos
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humanizados pueden comprender residuos que no se encuentran en el anticuerpo receptor o en el anticuerpo
donante. Estas modificaciones se hacen para refinar adicionalmente el comportamiento del anticuerpo. En general,
el anticuerpo humanizado comprendera sustancialmente todas de al menos uno, y tipicamente dos, dominios
variables, en los que todas o sustancialmente todas de las regiones hipervariables corresponden a aquellas de una
inmunoglobulina no humana y todas o sustancialmente todas de las FR son aquellas de una secuencia de
inmunoglobulina humana. El anticuerpo humanizado también comprendera opcionalmente al menos una parte de
una region constante de inmunoglobulina (Fc), tipicamente la de una inmunoglobulina humana que se une
inmunoespecificamente a un polipéptido FcyRIIB, que se ha alterado por la introduccion de sustituciones, deleciones
o adiciones de residuos de aminoacidos (es decir, mutaciones). En algunas realizaciones, un anticuerpo humanizado
es un derivado. Dicho anticuerpo humanizado comprende sustituciones, deleciones o adiciones de residuos de
aminoacidos en una o mas CDR no humanas. El derivado de anticuerpo humanizado puede tener sustancialmente
la misma unién, mejor union, o peor unién cuando se compara con un anticuerpo humanizado no derivado. En casos
especificos, se han sustituido, delecionado o afiadido uno, dos, tres, cuatro, o cinco residuos de aminoacidos de la
CDR (es decir, mutado). Para detalles adicionales sobre la humanizacién de anticuerpos, véanse las Patentes
Europeas Nos. EP 239.400, EP 592.106, y EP 519,596; Publicaciones Internacionales Nos. WO 91/09967 y WO
93/17105; Patentes U.S. Nos. 5.225.539, 5.530.101, 5.565.332,5.585.089, 5.766.886, y 6.407.213; y Padlan, 1991,
Molecular Immunology 28(4/5):489-498; Studnicka et al., 1994, Protein Engineering 7(6):805-814; Roguska et al.,
1994, Proc Natl Acad Sci USA 91:969-973; Tan et al., 2002, J. Immunol. 169:1119-25; Caldas et al., 2000, Protein
Eng. 13:353-60; Morea et al., 2000, Methods 20:267-79; Baca et al., 1997, J. Biol. Chem. 272:10678-84; Roguska et
al., 1996, Protein Eng. 9:895-904; Couto et al.., 1995, Cancer Res. 55 (23 Sup):5973s-5977s; Couto et al., 1995,
Cancer Res. 55:1717-22; Sandhu, 1994, Gene 150:409-10; Pedersen et al., 1994, J. Mol. Biol. 235:959-73; Jones et
al., 1986, Nature 321:522-525; Reichmann et al., 1988, Nature 332:323-329; y Presta, 1992, Curr. Op. Struct. Biol.
2:593-596.

Tal y como se usa en la presente memoria, el término "region hipervariable" se refiere a los residuos de aminoacidos
de un anticuerpo que son responsables de la unién a antigeno. La regién hipervariable comprende residuos de
aminoacidos de una "region determinante de la complementariedad" o "CDR" (es decir, residuos 24-34 (L1), 50-56
(L2) y 89-97 (L3) en el dominio variable de cadena ligera y 31-35 (H1), 50-65 (H2) y 95-102 (H3) en el dominio
variable de cadena pesada; Kabat et al., Sequences of Proteins of Immunological Interest, 5a Ed. Public Health
Service, National Institutes of Health, Bethesda, MD. (1991)) y/o aquellos residuos de un "bucle hipervariable" (es
decir, residuos 26-32 (L1), 50-52 (L2) y 91-96 (L3) en el dominio variable de cadena ligera 'y 26-32 (H1), 53-55 (H2) y
96-101 (H3) en el dominio variable de cadena pesada; Chothia y Lesk, 1987, J. Mol. Biol. 196:901-917). Los
residuos de CDR para Eph099B-208.261 y Eph099B-233.152 se listan en la Tabla 1. Los residuos de la "region
marco" o "FR" son aquellos residuos de dominio variable distintos de los residuos de la region hipervariable como se
definen en la presente memoria.

Tal y como se usa en la presente memoria, el término "agente inmunomodulador" y variaciones de éste, incluyendo,
pero no limitado a, agentes inmunomoduladores, se refieren a un agente que modula el sistema inmune de un
huésped. En determinadas realizaciones que se encuentran en el alcance de las reivindicaciones especificadas, un
agente inmunomodulador es un agente inmunosupresor. En determinadas otra realizaciones que se encuentran en
el alcance de las reivindicaciones especificadas, un agente inmunomodulador es un agente inmunoestimulador. Los
agentes inmunomoduladores incluyen, pero no estan limitados a, moléculas pequefias, péptidos, polipéptidos,
proteinas de fusion, anticuerpos, moléculas inorganicas, agentes miméticos, y moléculas organicas.

Tal y como se usan en la presente memoria, los términos "gestiona," "que gestiona" y "gestion" se refieren a los
efectos beneficiosos que un sujeto obtiene de la administracion de un agente profilactico o terapéutico, que no
resulta en la cura de la enfermedad. En determinados casos, se administra a un sujeto uno o mas agentes
profilacticos o terapéuticos para "gestionar" una enfermedad de manera que se previene la progresion o
empeoramiento de la enfermedad.

Tal y como se usan en la presente memoria, los términos "acidos nucleicos" y "secuencias de nucleétidos" incluyen
moléculas de ADN (por ejemplo, ADNc o ADN gendmico), moléculas de ARN (por ejemplo, ARNm), combinaciones
de moléculas de ADN y ARN y moléculas hibridas de ADN/ARN, y analogos de moléculas de ADN o ARN. Dichos
analogos pueden generarse usando, por ejemplo, analogos de nucleétidos, que incluyen, pero no estan limitados a,
inosina o bases tritiladas. Dichos analogos también pueden comprender moléculas de ADN o ARN que comprenden
nucleos modificados que proporcionan atributos beneficiosos a las moléculas tales como, por ejemplo, resistencia a
nucleasas o una capacidad incrementada de cruzar membranas celulares. Los acidos nucleicos o secuencias de
nucleétidos pueden ser monocatenarios, bicatenarios, pueden contener partes tanto monocatenarias como
bicatenarias, y pueden contener partes tricatenarias, pero preferiblemente es ADN bicatenario.

Tal y como se usan en la presente memoria, los términos "prevenir”, "que previene" y "prevencion” se refieren a la
prevencion de la aparicidon y/o recurrencia o inicio de uno o mas sintomas de un trastorno en un sujeto que resulta
de la administracion de un agente profilactico o terapéutico.

Tal y como se usan en la presente memoria, los términos "agente profilactico” y "agentes profilacticos" se refieren a
cualquier agente o agentes que pueden usarse en la prevenciéon de un trastorno, o prevenciéon de recurrencia o
diseminacion de un trastorno. Una cantidad profilacticamente efectiva puede referirse a la cantidad de agente
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profilactico suficiente para prevenir la recurrencia o diseminacién de una enfermedad hiperproliferativa,
particularmente cancer, o la aparicion de ésta en un paciente, incluyendo pero no limitado a aquellos predispuestos
a una enfermedad hiperproliferativa, por ejemplo, aquellos predispuestos genéticamente a cancer o que previamente
se han expuesto a carcindgenos. Una cantidad profilacticamente efectiva también puede referirse a la cantidad de
agente profilactico que proporciona un beneficio profilactico en la prevencion de una enfermedad. Ademas, una
cantidad profilacticamente efectiva con respecto a un agente profilactico de la especificacion significa la cantidad de
agente profilactico solo, o en combinacién con otros agentes, que proporciona un beneficio profilactico en la
prevencion de una enfermedad. Usado en conexién con una cantidad de un anticuerpo frente a FcyRIIB de la
invencion, el término puede englobar una cantidad que mejora la profilaxis global o aumenta la eficacia profilactica
de o actia de manera sinérgica con otro agente profilactico, tal como pero no limitado a un anticuerpo terapéutico.
En determinados casos, el término "agente profilactico” se refiere a un anticuerpo especifico de FcyRIIB agonista. En
otros casos, el término "agente profilactico” se refiere a un anticuerpo especifico de FcyRIIB antagonista. En
determinados otros casos, el término "agente profilactico" se refiere a quimioterapéuticos de cancer, terapia con
radiacion, terapia hormonal, terapia bioldgica (por ejemplo, inmunoterapia), y/o anticuerpos frente a FcyRIIB de la
invencion. En otros casos, puede administrase mas de un agente profilactico en combinacion.

Tal y como se usa en la presente memoria, la expresion "efectos secundarios” engloba efectos no deseados y
adversos de un agente profilactico o terapéutico. Los efectos adversos son siempre no deseados, pero los efectos
no deseados no son necesariamente adversos. Un efecto adverso de un agente profilactico o terapéutico podria ser
dafino o molesto o presentar riesgo. Los efectos secundarios de la quimioterapia incluyen, pero no estan limitados
a, toxicidad gastrointestinal tal como, pero no limitado a, diarrea y flatulencia de formacion temprana y tardia,
nausea, vomito, anorexia, leucopenia, anemia, neutropenia, astenia, calambre abdominal, fiebre, dolor, pérdida de
peso corporal, deshidratacion, alopecia, disnea, insomnio, mareo, mucositis, xerostomia, y fallo renal, asi como
estrefiimiento, efectos nerviosos y musculares, dafio temporal o permanente en los rifiones y vejiga, sintomas
semejantes a gripe, retencion de fluidos, e infertilidad temporal o permanente. Los efectos secundarios de la terapia
con radiacion incluyen pero no estan limitados a fatiga, boca seca, y pérdida de apetito. Los efectos secundarios de
las terapias biologicas/inmunoterapias incluyen pero no estan limitados a enrojecimientos e hinchazones en el sitio
de la administracion, sintomas semejantes a la gripe tales como fiebre, escalofrios y fatiga, problemas en el tracto
digestivo y reacciones alérgicas. Los efectos secundarios de las terapias hormonales incluyen pero no estan
limitados a nausea, problemas de fertilidad, depresién, pérdida de apetito, problemas oculares, dolor de cabeza,
fluctuacion de peso. Los efectos no deseados adicionales experimentados tipicamente por pacientes son numerosos
y conocidos en la técnica, véase, por ejemplo, Physicians' Desk Reference (56a ed., 2002).

Tal y como se usan en la presente memoria, los términos "Fv de cadena unica" o "scFv" se refieren a fragmentos de
anticuerpo que comprenden los dominios VH y VL de anticuerpo, en el que estos dominios estan presentes en una
Unica cadena polipeptidica. Generalmente, el polipéptido Fv comprende ademas un conector polipeptidico entre los
dominios VH y VL que permite que el scFv forme la estructura deseada para la union a antigeno. Para una revision
de sFv véase Pluckthun en The Pharmacology of Monoclonal Antibodies, vol. 113, Rosenburg y Moore eds.
Springer-Verlag, Nueva York, p. 269-315 (1994). En realizaciones especificas que se encuentran en el alcance de
las reivindicaciones especificadas, los scFv incluyen scFv biespecificos y scFv humanizados.

Tal y como se usan en la presente memoria, los términos "sujeto" y "paciente" se usan indistintamente. Tal y como
se usa en la presente memoria, un sujeto es preferiblemente un mamifero tal como un no primate (por ejemplo,
vacas, cerdos, caballos, gatos, perros, ratas etc.) y un primate (por ejemplo, mono y ser humano), lo mas
preferiblemente un ser humano.

Tal y como se usa en la presente memoria, una "cantidad terapéuticamente efectiva" se refiere a aquella cantidad
del agente terapéutico suficiente para tratar o gestionar una enfermedad o trastorno asociado con FcyRIIB y
cualquier enfermedad relacionada con la pérdida de regulacion en la ruta de sefalizacion del receptor Fc o para
aumentar la eficacia terapéutica de otra terapia, por ejemplo, anticuerpo terapéutico, terapia con vacuna o profilaxis,
etc. Una cantidad terapéuticamente efectiva puede referirse a la cantidad de agente terapéutico suficiente para
retrasar o minimizar el inicio de una enfermedad, por ejemplo, retrasar o minimizar la diseminacién del cancer. Una
cantidad terapéuticamente efectiva también puede referirse a la cantidad de agente terapéutico que proporciona un
beneficio terapéutico en el tratamiento o gestion de una enfermedad. Ademas, una cantidad terapéuticamente
efectiva respecto a un agente terapéutico de la invencion significa la cantidad de agente terapéutico solo, o en
combinacién con otras terapias, que proporciona un beneficio terapéutico en el tratamiento o gestion de una
enfermedad, por ejemplo, suficiente para aumentar la eficacia terapéutica de un anticuerpo terapéutico suficiente
para tratar o gestionar una enfermedad. Usado en conexién con una cantidad de anticuerpo frente a FcyRIIB de la
invencion, el término puede englobar una cantidad que mejora la terapia global, reduce o evita efectos no deseados,
o aumenta la eficacia terapéutica de o actiia de forma sinérgica con otro agente terapéutico.

Tal y como se usan en la presente memoria, los términos "tratar," "que trata" y "tratamiento" se refieren a la
erradicacion, reduccion o mejora de sintomas de una enfermedad o trastornos relacionados con la pérdida de
regulacion en la ruta de sefalizacion del receptor Fc o para aumentar la eficacia terapéutica de otra terapia, por
ejemplo, un anticuerpo terapéutico, terapia con vacuna o profilaxis. En algunos casos, tratamiento se refiere a la
erradicacion, eliminacion, modificacion, o control de tejido canceroso primario, regional, o metastasico que resulta de
la administraciéon de uno o mas agentes terapéuticos. En determinados casos, dichos términos se refieren a
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minimizar o retrasar la diseminacién del cancer que resulta de la administracion de uno o mas agentes terapéuticos
a un sujeto con dicha enfermedad. En otros casos, dichos términos se refieren a la eliminacion de células causantes
de la enfermedad.

Tal y como se usa en la presente memoria, el término "en combinacion" se refiere al uso de mas de un agente
profilactico y/o terapéutico. El uso del término "en combinaciéon” no restringe el orden en el que los agentes
profilacticos y/o terapéuticos se administran a un sujeto con un trastorno, por ejemplo, trastorno celular
hiperproliferativo, especialmente cancer. Un primer agente profilactico o terapéutico puede administrarse antes de
(por ejemplo, 1 minuto, 5 minutos, 15 minutos, 30 minutos, 45 minutos, 1 hora, 2 horas, 4 horas, 6 horas, 12 horas,
24 horas, 48 horas, 72 horas, 96 horas, 1 semana, 2 semanas, 3 semanas, 4 semanas, 5 semanas, 6 semanas, 8
semanas, 6 12 semanas antes), concomitantemente con, o posteriormente a (por ejemplo, 1 minuto, 5 minutos, 15
minutos, 30 minutos, 45 minutos, 1 hora, 2 horas, 4 horas, 6 horas, 12 horas, 24 horas, 48 horas, 72 horas, 96
horas, 1 semana, 2 semanas, 3 semanas, 4 semanas, 5 semanas, 6 semanas, 8 semanas, 6 12 semanas después)
la administracion de un segundo agente profilactico o terapéutico a un sujeto que ha tenido, tiene, o es susceptible
de tener un trastorno. Los agentes profilacticos o terapéuticos se administran a un sujeto en una secuencia y en un
intervalo de tiempo tal que el agente de la especificacion puede actuar conjuntamente con el otro agente para
proporcionar un beneficio incrementado respecto al que se obtendria si se administraran de otra manera. Puede
administrarse cualquier agente profilactico o terapéutico adicional en cualquier orden con los otros agentes
profilacticos o terapéuticos adicionales.

4. Descripcion breve de los dibujos

FIG. 1: Inmunoreactividad del anticuerpo 8B5.3.4 frente a FcyRIIA y FcyRIIB. La union directa del anticuerpo
producido por el clon de la linea celular de hibridoma 8B5.3. (MAb 8B5.3.4) a FcyRIIB y FcyRIIA se ensay6 (en
duplicado) en un ensayo ELISA usando placas recubiertas con los receptores FcyRIIA y FcyRIIB. Los anticuerpos
unidos se detectaron con un anticuerpo anti-raton de cabra conjugado con HRP, y la absorbancia se monitorizé a
650 nm.

FIG. 2: Caracterizacion de isotipo del MAb 8B5.3.4. El isotipo del MAb 8B5.3.4 producido por el clon de hibridoma
8B5.3.4 se determino por ensayo ELISA. Se ensayaron anticuerpos frente a varios isotipos, y se reportan los valores
de absorbancia.

FIG. 3: Se representan las secuencias de nucleétidos (SEQ ID NO: 1) y aminoacidos (SEQ ID NO: 3) para la cadena
ligera variable del anticuerpo monoclonal producido por el clon 8B5.3.4.

FIG. 4: Se representan las secuencias de nucleétidos (SEQ ID NO: 2) y aminoacidos (SEQ ID NO: 4) para la cadena
pesada variable del anticuerpo monoclonal producido por el clon 8B5.3.4.

5. Descripcion de las realizaciones preferidas
5.1 Anticuerpos especificos de FcyRIIB

Como se especifica por las reivindicaciones, la presente invencién proporciona un anticuerpo aislado, o un
fragmento de union a antigeno de éste, en el que dicho anticuerpo aislado o dicho fragmento de unién a antigeno se
une especificamente al dominio extracelular de FcyRIIB humano nativo con mayor afinidad de la que dicho
anticuerpo o dicho fragmento de unién a antigeno se une a FcyRIIA humano nativo, y en el que:

i) dicho anticuerpo es anticuerpo 8B5.3.4 producido por una linea celular de hibridoma que tiene el nimero de
acceso ATCC PTA-7610; o

ii) dicho anticuerpo o dicho fragmento de unién a antigeno comprende un dominio variable de cadena pesada que
tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 4 y un dominio variable de cadena ligera que tiene la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO: 3; o

i) dicho anticuerpo o dicho fragmento de unién a antigeno comprende las seis CDR del anticuerpo producido por el
clon de hibridoma 8B5.3.4 que tiene el nimero de acceso ATCC PTA-7610, teniendo dichas seis CDR la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NOs: 5-10, en el que dicho anticuerpo o dicho fragmento de unién a antigeno se une al
mismo epitopo de FcyRIIB que el reconocido por el anticuerpo producido por el clon de hibridoma 8B5.3.4 que tiene
el numero de acceso ATCC PTA-7610 y compite con dicho anticuerpo 8B5.3.4 para la union a FcyRIIB humano
nativo, y en el que dicho anticuerpo o dicho fragmento de unién a antigeno tiene una constante de disociacion Kgq
(Kaisoo/Kasoc) de menos de 5 x 10° M segun se determina por resonancia de plasmoén superficial. La presente
especificacion engloba anticuerpos (preferiblemente anticuerpos monoclonales) o fragmentos de éstos que se unen
especificamente a FcyRIIB, preferiblemente FcyRIIB humano, mas preferiblemente FcyRIIB humano nativo con una
mayor afinidad de la que dichos anticuerpos o fragmentos de éstos se unen a FcyRIIA, preferiblemente FcyRIIA
humano, mas preferiblemente FcyRIIA humano nativo. Los anticuerpos representativos se describen en la
Publicacion de Solicitud de Patente U.S. No. 2004/0185045 y Publicacion de Solicitud de Patente U.S. No.
2006/0013810. La presente especificacion engloba el uso de un anticuerpo especifico de FcyRIIB, un analogo,
derivado o un fragmento de unién a antigeno de éste (por ejemplo, una o mas regiones determinantes de la
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complementariedad ("CDR") de un anticuerpo especifico de FcyRIIB) en la prevencion, tratamiento, gestion o mejora
de una enfermedad, tal como cancer, en particular, una malignidad de células B, o uno o mas sintomas de ésta.
Como se especifica por las reivindicaciones, los anticuerpos de la invenciéon se unen al dominio extracelular de
FcyRIIB humano nativo. En determinadas realizaciones que se encuentran en el alcance de las reivindicaciones
especificadas, los anticuerpos o fragmentos de éstos se unen a FcyRIIB con una afinidad mayor de dos veces,
cuatro veces, 6 veces, 10 veces, 20 veces, 50 veces, 100 veces, 1.000 veces, 10* veces, 10° veces, 108 veces, 107
veces, 6 10° veces de la que dichos anticuerpos o fragmentos de éstos se unen a FcyRIIA. En otros casos mas, la
especificacion engloba el uso de anticuerpos frente a FcyRIIB que se unen exclusivamente a FcyRIIB y no tienen
afinidad para FcyRIIB usando métodos estandar conocidos en la técnica y descritos en la presente memoria. En una
realizacioén preferida, los anticuerpos son humanos o humanizados.

En un caso particular, los anticuerpos de la especificacion, o fragmentos de éstos, agonizan al menos una actividad
de FcyRIIB. En un caso, dicha actividad es inhibicion de la sefializacion mediada por el receptor de células B. En
otro caso, los anticuerpos agonistas de la especificacion inhiben la activacion de las células B, proliferacion de las
células B, produccion de anticuerpos, influjo de calcio intracelular de las células B, progresion del ciclo celular, o
actividad de una o mas moléculas de sefalizacion aguas abajo en la ruta de transduccién de sefiales de FcyRIIB. En
otro caso mas, los anticuerpos agonistas de la especificacion aumentan la fosforilacién de FcyRIIB o el reclutamiento
de SHIP. En un caso adicional, los anticuerpos agonistas inhiben la actividad de la MAP quinasa o reclutamiento de
Akt en la ruta de sefializacion mediada por el receptor de las células B. En otro caso, los anticuerpos agonistas de la
especificacion agonizan la inhibicion mediada por FcyRIIB de la sefalizacion de FceRI. En un caso particular, dichos
anticuerpos inhiben la activacion de mastocitos inducida por FceRI, movilizaciéon de calcio, desgranulacion,
produccion de citoquinas, o liberacion de serotonina. En otro caso, los anticuerpos agonistas de la especificacion
estimulan la fosforilacion de FcyRIIB, estimulan el reclutamiento de SHIP, estimulan la fosforilacion de SHIP y su
asociacion con Shc, o inhiben la activacion de los miembros de la familia MAP quinasa (por ejemplo, Erk1, Erk2,
JNK, p38, etc.). En otro caso mas, los anticuerpos agonistas de la especificacion aumentan la fosforilacion en
tirosina de p62dok y su asociacién con SHIP y rasGAP. En otro caso, los anticuerpos agonistas de la especificacion
inhiben la fagocitosis mediada por FcyR en monocitos o macréfagos.

En otro caso, los anticuerpos de la especificacion, o fragmentos de éstos, antagonizan al menos una actividad de
FcyRIIB. En un caso, dicha actividad es activacion de la sefializacion mediada por el receptor de células B. En un
caso particular, los anticuerpos antagonistas de la especificacion aumentan la actividad de las células B,
proliferacion de las células B, produccion de anticuerpos, influjo de calcio intracelular, o actividad de una o mas
moléculas de sefializacién aguas abajo en la ruta de transduccion de sefiales de FcyRIIB. En otro caso particular
mas, los anticuerpos antagonistas de la especificacion disminuyen la fosforilacion de FcyRIIB o el reclutamiento de
SHIP. En un caso adicional de la especificacion, los anticuerpos antagonistas aumentan la actividad de la MAP
quinasa o reclutamiento de Akt en la ruta de sefializacién mediada por el receptor de las células B. En otro caso, los
anticuerpos antagonistas de la especificacion antagonizan la inhibiciéon mediada por FcyRIIB de la sefializacion de
FceRI. En un caso particular, los anticuerpos antagonistas de la especificacion aumentan la activacion de mastocitos
inducida por FceRI, movilizacion de calcio, desgranulacion, produccion de citoquinas, o liberacion de serotonina. En
otro caso, los anticuerpos antagonistas de la especificacion inhiben la fosforilacion de FcyRIIB, inhiben el
reclutamiento de SHIP, inhiben la fosforilacién de SHIP y su asociacién con Shc, aumentan la activacion de los
miembros de la familia MAP quinasa (por ejemplo, Erk1, Erk2, JNK, p38, etc.). En otro caso mas, los anticuerpos
antagonistas de la especificacion inhiben la fosforilacion en tirosina de p62dok y su asociacion con SHIP y rasGAP.
En otro caso, los anticuerpos antagonistas de la especificacion aumentan la fagocitosis mediada por FcyR en
monocitos o macréfagos. En otro caso, los anticuerpos antagonistas de la especificacion previenen la fagocitosis,
aclaramiento de particulas opsonizadas por macrofagos esplénicos.

En otros casos, los anticuerpos de la especificacion, o fragmentos de éstos pueden usarse para tomar como diana
una poblacién de células, pero no otras. Sin pretender la vinculacién a ninguna teoria, los presentes inventores han
descubierto que FcyRIIB no se expresa altamente en neutréfilos, como se pensaba previamente. Altas
concentraciones de un anticuerpo anti-FcyRIIB reaccionan con neutréfilos. Sin embargo, la reactividad de los
neutréfilos desaparece rapidamente con concentraciones decrecientes de anti-FcyRIIB. A bajas concentraciones de
anticuerpo anti-FcyRIIB, se conservé la reactividad con células B CD20+. Asi, la reactividad de un anticuerpo de la
especificacion con neutréfilos puede reducirse de manera que no afecta poblaciones irrelevantes, tales como
neutrdfilos o plaquetas. De acuerdo con esto, en determinados casos, se emplea un anticuerpo de la especificacion
a niveles que reconocen completamente sus poblaciones diana, pero no otras células.

Los anticuerpos de la invencion incluyen, pero no estan limitados a, anticuerpos monoclonales, anticuerpos
sintéticos, anticuerpos producidos recombinantemente, anticuerpos multiespecificos, anticuerpos humanos,
anticuerpos humanizados, anticuerpos quiméricos, anticuerpos camelizados, Fv de cadena unica (scFv), anticuerpos
de cadena unica, fragmentos Fab, fragmentos F(ab'), Fv unidos por disulfuro (sdFv), intracuerpos, y fragmentos de
unién a epitopo de cualquiera de los anteriores. En particular, los anticuerpos usados en los métodos de la presente
invencion incluyen moléculas de inmunoglobulina y partes inmunoldgicamente activas de moléculas de
inmunoglobulina, es decir, moléculas que contienen un sitio de unién a antigeno que se une inmunoespecificamente
a FcyRIIB con mayor afinidad de la que dichas moléculas de inmunoglobulina se unen a FcyRIIA. Los analogos de
anticuerpos también pueden incluir receptores de células T especificos de FcyRIIB, por ejemplo, receptores de
células T quiméricos (véase, por ejemplo, la Publicacion de Solicitud de Patente U.S. No. 2004/0043401), un
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receptor de células T de cadena Unica unido a un anticuerpo de cadena Unica (véase, por ejemplo, la Patente U.S.
No. 6.534.633), y soportes proteicos (véase, por ejemplo, la Patente U.S. No. 6.818.418). En determinadas
realizaciones, un analogo de anticuerpo de la invencién no es un anticuerpo monoclonal.

Los anticuerpos usados en los métodos descritos en la presente memoria pueden ser de cualquier origen animal
incluyendo pajaros y mamiferos (por ejemplo, humano, primate no humano, murino, burro, oveja, conejo, cabra,
cobaya, camello, caballo, o pollo). Preferiblemente, los anticuerpos son anticuerpos monoclonales humanos o
humanizados. Tal y como se usa en la presente memoria, los anticuerpos "humanos" incluyen anticuerpos que
tienen la secuencia de aminoacidos de una inmunoglobulina humana e incluyen anticuerpos aislados de bibliotecas
de inmunoglobulinas humanas o bibliotecas de secuencias que codifican inmunoglobulinas humanas sintéticas o de
ratones que expresan anticuerpos a partir de genes humanos.

Los anticuerpos usados en los métodos descritos en la presente memoria pueden ser monoespecificos,
biespecificos, triespecificos o con una mayor multiespecificidad. Los anticuerpos multiespecificos pueden unirse
inmunoespecificamente a diferentes epitopos de FcyRIIB o unirse inmunoespecificamente tanto a un epitopo de
FcyRIIB asi como a un epitopo heterdlogo, tal como un polipéptido heterdlogo o material de soporte sélido. Véanse,
por ejemplo, las Publicaciones Internacionales Nos. WO 93/17715, WO 92/08802, WO 91/00360, y WO 92/05793;
Tutt, et al., 1991, J. Immunol. 147:60-69; Patentes U.S. Nos. 4.474.893, 4.714.681, 4.925.648, 5.573.920, y
5.601.819; y Kostelny et al., 1992, J. Immunol. 148:1547-1553; Todorovska et al., 2001 Journal of Immunological
Methods, 248:47-66.

En realizaciones particulares, los anticuerpos de la invencion son multi-especificos con especificidades para FcyRIIB
y para un antigeno de cancer o cualquier otro marcador de la superficie celular especifico para una célula (por
ejemplo, una célula inmune tal como una célula T o una célula B) que se desea matar, por ejemplo, en el tratamiento
o prevencion de una enfermedad o trastorno particular, o para otros receptores Fc, por ejemplo, FcyRIIIA, FcyRIIIB,
etc.

En una realizacién particular, el anticuerpo se obtiene de un anticuerpo monoclonal de ratén producido por el clon de
hibridoma, que tiene el nimero de acceso ATCC PTA-7610. Los hibridomas que producen anticuerpos 8B5.3.4 se
han depositado en la American Type Culture Collection (10801 University Blvd., Manassas, VA. 20110-2209) el 23
de mayo de 2006 bajo las provisiones del Tratado de Budapest en el Reconocimiento Internacional del Deposito de
Microorganismos para los Propdsitos de Procedimientos de Patente, y se les asigné el niumero de acceso PTA-7610
(para hibridoma que produce el anticuerpo 8B5.3.4). En una realizacion especifica, la invencién engloba un
anticuerpo con la region variable de cadena pesada que tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 4 y la
region variable de cadena ligera que tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 3. En una realizacion
preferida, los anticuerpos de la invencidon son humanos o han sido humanizados, preferiblemente una version
humanizada del anticuerpo producido por el clon de hibridoma 8B5.3.4.

La especificacion también engloba el uso de otros anticuerpos, preferiblemente anticuerpos monoclonales o
fragmentos de éstos que se unen especificamente a FcyRIIB, preferiblemente FcyRIIB humano, mas
preferiblemente FcyRIIB humano nativo, que se obtienen de clones que incluyen pero no estan limitados a 2B6 y
3H7, 1D5, 2E1, 2H9, 2D11, y 1F2 que tienen los numeros de acceso ATCC PTA-4591, PTA-4592, PTA-5958, PTA-
5961, PTA-5962, PTA-5960, y PTA-5959, respectivamente. Los hibridomas que producen los clones 2B6 y 3H7 se
depositaron bajo las provisiones del Tratado de Budapest en la American Type Culture Collection (10801 University
Blvd., Manassas, VA. 20110-2209) el 13 de agosto de 2002, y se incorporan en la presente memoria por referencia.
Los hibridomas que producen los clones 1D5, 2E 1, 2H9, 2D 11, y 1F2 se depositaron bajo las provisiones del
Tratado de Budapest en la American Type Culture Collection (10801 University Blvd., Manassas, VA. 20110-2209) el
7 de mayo de 2004. En realizaciones preferidas, los anticuerpos descritos anteriormente son quimerizados o
humanizados.

Un anticuerpo particular usado en los métodos descritos es un anticuerpo o un fragmento de unién a antigeno de
éste (por ejemplo, que comprende una o mas regiones determinantes de la complementariedad (CDR),
preferiblemente todas las 6 CDR) del anticuerpo producido por el clon 8B5.3.4 con el numero de acceso ATCC PTA-
7610 (por ejemplo, la CDR3 de cadena pesada). Un anticuerpo particular adicional usado en los métodos descritos
es un anticuerpo o un fragmento de unién a antigeno de éste (por ejemplo, que comprende una o mas regiones
determinantes de la complementariedad (CDR), preferiblemente todas las 6 CDR) del anticuerpo producido por el
clon 2B6, 3H7, 1D5, 2E1, 2H9, 2D11, y 1F2 que tienen los numeros de acceso ATCC , PTA-4591, PTA-4592, PTA-
5958, PTA-5961, PTA-5962, PTA-5960, y PTA-5959, respectivamente (por ejemplo, la CDR3 de cadena pesada).
Los anticuerpos o fragmentos de unién a antigeno de éstos que comprenden menos de 6 CDR con alta afinidad y
especificidad para un antigeno particular asi como los métodos para producir e identificar dichos anticuerpos son
conocidos comunmente en la técnica (véase, por ejemplo, Ward et al., 1989, Nature 341:544-546; Dumoulin et al.,
2002, Protein Sci. 11:500-515; Davies et al., 1995, Bio/Technol. 13:475-479; Van den Beucken et al., 2001, J. Mol.
Biol. 310:591-601; y Pereira et al., 1998, Biochem. 37:1430-1437). Se han descrito anticuerpos especificos para un
antigeno particular que se generaron combinando una o dos CDR de un anticuerpo que se sabe que se une
especificamente al antigeno con otras CDR y se conocen cominmente en la técnica (véase, por ejemplo, Marks et
al., 1992, Bio/Technol. 10:779-783; Klimka et al., 2000, Brit. J. Cancer 83(2):252-260; y Rader et al., 1998, Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 95:8910-8915). Asi, la especificacion contempla anticuerpos que tienen una, dos, tres, cuatro, o
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cinco de las CDR del clon 8B5.3.4 que se unen a FcyRIIB especificamente y que pueden identificarse usando los
métodos de cribado descritos en la presente memoria.

En una realizacién, un fragmento de anticuerpo de la invencién es un polipéptido que comprende una o mas CDR
del anticuerpo producido por el clon 8B5.3.4 con nimero de acceso ATCC PTA-7610 (por ejemplo, la CDR3 de
cadena pesada) que se une especificamente al dominio extracelular de FcyRIIB humano nativo con mayor afinidad
de la que dicho anticuerpo se une a FcyRIIA humano nativo. El polipéptido puede comprender una secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:5, SEQ ID NO:6, SEQ ID NO:7, SEQ ID NO:8, SEQ ID NO:9, SEQ ID NO:10, o
cualquier combinacion de éstas (véanse, por ejemplo, Davies et al., 1995, Bio/Technol. 13:475-479; Pereira et al..,
1998, Biochemistry 37:1430-1437; Tsumoto et al., 2002, FEBS Letters 525:77-82; van den Beucken et al., 2001, J.
Mol. Biol. 310:591-601; Ward et at.; 1989, Nature 341:544-546; y Dumoulin et al., 2002, Protein Sci. 11:500-515).

Un anticuerpo usado en los métodos descritos en la presente memoria puede unirse al mismo epitopo que el
anticuerpo monoclonal de ratén producido por el clon 8B5.3.4 con numero de acceso ATCC PTA-7610,
respectivamente y/o competir con el anticuerpo monoclonal de ratén producido por el clon 8B5.3.4 con numero de
acceso ATCC PTA-7610, respectivamente, segun se determina, por ejemplo, en un ensayo ELISA u otro
inmunoensayo competitivo apropiado, y también se une a FcyRIIB con una mayor afinidad de la que dicho
anticuerpo o un fragmento de éste se une a FcyRIIA. Un anticuerpo usado en los métodos descritos en la presente
memoria puede unirse al mismo epitopo que el anticuerpo monoclonal de ratén producido por los clones de
hibridoma 2B6, 3H7, 1 D5, 2E1, 2H9, 2D11, y 1F2 que tienen los numeros de acceso ATCC PTA-4591, PTA-4592,
PTA-5958, PTA-5961, PTA-5962, PTA-5960, y PTA-5959, respectivamente, y/o competir con el anticuerpo
monoclonal de raton producido por el clon 2B6, 3H7, 1D5, 2E1, 2H9, 2D11, y 1F2 que tienen los nimeros de acceso
ATCC, PTA-4591, PTA-4592, PTA-5958, PTA-5961, PTA-5962, PTA-5960, y PTA-5959, respectivamente, segun se
determina, por ejemplo, en un ensayo ELISA u otro inmunoensayo competitivo apropiado, y también se une a
FcyRIIB con una mayor afinidad de la que dicho anticuerpo o un fragmento de éste se une a FcyRIIA.

La presente especificacion también engloba anticuerpos o fragmentos de éstos que comprenden una secuencia de
aminoacidos de una cadena pesada variable y/o cadena ligera variable que es al menos 45%, al menos 50%, al
menos 55%, al menos 60%, al menos 65%, al menos 70%, al menos 75%, al menos 80%, al menos 85%, al menos
90%, al menos 95%, o al menos 99% idéntica a la secuencia de aminoacidos de la cadena pesada variable y/o
cadena ligera del anticuerpo monoclonal de ratén producido por el clon 8B5.3.4, 2B6, 3H7, 1D5, 2E1, 2H9, 2D11, o
1F2 que tienen los nimeros de acceso ATCC PTA-7610, PTA-4591, PTA-4592, PTA-5958, PTA-5961, PTA-5962,
PTA-5960, y PTA-5959, respectivamente. La presente especificacion engloba ademas anticuerpos o fragmentos de
éstos que se unen especificamente a FcyRIIB con mayor afinidad de la que dicho anticuerpo o fragmento de éste se
une a FcyRIIA, comprendiendo dichos anticuerpos o fragmentos de anticuerpo una secuencia de aminoacidos de
una o mas CDR que es al menos 45%, al menos 50%, al menos 55%, al menos 60%, al menos 65%, al menos 70%,
al menos 75%, al menos 80%, al menos 85%, al menos 90%, al menos 95%, o al menos 99% idéntica a la
secuencia de aminoacidos de una o mas CDR del anticuerpo monoclonal de ratén producido por el clon 8B5.3.4,
2B6, 3H7, 1D5, 2E1, 2H9, 2D11, o 1F2 que tienen los numeros de acceso ATCC PTA-7610, PTA-4591, PTA-4592,
PTA-5958, PTA-5961, PTA-5962, PTA-5960, y PTA-5959, respectivamente. La determinacion del porcentaje de
identidad de dos secuencias de aminoacidos puede determinarse por cualquier método conocido para un experto en
la técnica, incluyendo busquedas de proteinas BLAST.

La presente especificacion también engloba el uso de anticuerpos o fragmentos de anticuerpo que se unen
especificamente a FcyRIIB con mayor afinidad de la que dichos anticuerpos o fragmentos de éstos se unen a
FcyRIIA, en la que dichos anticuerpos o fragmentos de anticuerpo estan codificados por una secuencia de
nucledtidos que hibrida con la secuencia de nucleétidos del anticuerpo monoclonal de ratén producido por el clon
8B5.3.4, 2B6, 3H7, 1D5, 2E1, 2H9, 2D11, o 1F2 que tienen los nimeros de acceso ATCC PTA-4591, PTA-4592,
PTA-5958, PTA-5961, PTA-5962, PTA-5960, y PTA-5959, respectivamente, en condiciones astringentes. En un caso
preferido, la invencidn proporciona anticuerpos o fragmentos de éstos que se unen especificamente a FcyRIIB con
mayor afinidad de la que dichos anticuerpos o fragmentos de éstos se unen a FcyRIIA, comprendiendo dichos
anticuerpos o fragmentos de anticuerpo una cadena ligera variable y/o cadena pesada variable codificada por una
secuencia de nucledtidos que hibrida en condiciones astringentes con la secuencia de nucledtidos de la cadena
ligera variable y/o cadena pesada variable del anticuerpo monoclonal de ratén producido por el clon 8B5.3.4, 2B6,
3H7, 1D5, 2E1, 2H9, 2D11, o 1F2 que tienen los nimeros de acceso ATCC PTA-7610, PTA-4591, PTA-4592, PTA-
5958, PTA-5961, PTA-5962, PTA-5960, y PTA-5959, respectivamente, en condiciones astringentes. En otro caso
preferido, la invencién proporciona anticuerpos o fragmentos de éstos que se unen especificamente a FcyRIIB con
mayor afinidad de la que dichos anticuerpos o fragmentos de éstos se unen a FcyRIIA, comprendiendo dichos
anticuerpos o fragmentos de anticuerpo una o mas CDR codificadas por una secuencia de nucleétidos que hibrida
en condiciones astringentes con la secuencia de nucleétidos de una o mas CDR del anticuerpo monoclonal de ratén
producido por el clon 8B5.3.4, 2B6, 3H7, 1D5, 2E1, 2H9, 2D11, o 1F2 que tienen los nimeros de acceso ATCC
PTA-7610, PTA-4591, PTA-4592, PTA-5958, PTA-5961, PTA-5962, PTA-5960, y PTA-5959, respectivamente. Las
condiciones de hibridacion astringentes incluyen, pero no estan limitadas a, hibridacion a ADN unido a filtro en
disolucion 6X de cloruro de sodio/citrato de sodio (SSC) a aproximadamente 45°C seguido de uno o mas lavados en
0,2X SSC/0,1% SDS a aproximadamente 50-65°C, condiciones altamente astringentes tales como hibridacion a
ADN unido a filtro en 6X SSC a aproximadamente 45°C seguido de uno o mas lavados en 0,1X SSC/0,2% SDS a
aproximadamente 60°C, o cualesquiera otras condiciones de hibridaciéon astringentes conocidas para los expertos
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en la técnica (véase, por ejemplo, Ausubel, F.M. et al., eds. 1989 Current Protocols in Molecular Biology, vol. 1,
Green Publishing Associates, Inc. y John Wiley and Sons, Inc., NY en las paginas 6.3.1 a2 6.3.6 y 2.10.3).

Los dominios constantes de los anticuerpos pueden seleccionarse respecto a la funciéon propuesta del anticuerpo, en
particular respecto a la funcion efectora que puede requerirse. En algunas realizaciones, los dominios constantes de
los anticuerpos son dominios de IgA, IgE, IgG o IgM humanas.

Los anticuerpos usados en los métodos descritos en la presente memoria pueden incluir derivados que estan
modificados, es decir, por la unién covalente de cualquier tipo de molécula al anticuerpo. Por ejemplo, pero no como
limitacion, los derivados de anticuerpo incluyen anticuerpos que se han modificado, por ejemplo, por glicosilacion,
acetilacion, pegilacion, fosforilacion, amidacion, derivatizaciéon con grupos protectores/bloqueantes conocidos,
escision proteolitica, unidon a un ligando celular u otra proteina, etc. Puede llevarse a cabo cualquiera de las
numerosas modificaciones quimicas por técnicas conocidas, incluyendo, pero no limitado a, escisién quimica
especifica, acetilacion, formilacion, sintesis metabdlica de tunicamicina, etc. Ademas, el derivado puede contener
uno o mas aminoacidos no clasicos.

Ademas, los anticuerpos de la invencion pueden utilizarse, a su vez, para generar anticuerpos anti-idiotipo usando
técnicas muy conocidas para los expertos en la técnica. (Véanse, por ejemplo, Greenspan y Bona, 1989, FASEB J.
7:437-444; y Nissinoff, 1991, J. Immunol. 147:2429-2438). La especificacion proporciona métodos que emplean el
uso de polinucledtidos que comprenden una secuencia de nucleétidos que codifica un anticuerpo de la invencién o
un fragmento de éste.

Los métodos descritos en la presente memoria también incluyen el uso de anticuerpos o fragmentos de éstos que
tienen vidas medias (por ejemplo, vidas medias en suero) en un mamifero, preferiblemente un ser humano, de mas
de 15 dias, preferiblemente mas de 20 dias, mas de 25 dias, mas de 30 dias, mas de 35 dias, mas de 40 dias, mas
de 45 dias, mas de 2 meses, mas de 3 meses, mas de 4 meses, o mas de 5 meses. Las vidas medias
incrementadas de los anticuerpos de la presente invencion o fragmentos de éstos en un mamifero, preferiblemente
un ser humano, resultan en una titulacién mayor en suero de dichos anticuerpos o fragmentos de anticuerpo en el
mamifero, y asi, reduce la frecuencia de la administracion de dichos anticuerpos o fragmentos de anticuerpo y/o
reduce la concentracion que se tiene que administrar de dichos anticuerpos o fragmentos de anticuerpo. Los
anticuerpos o fragmentos de éstos que tienen vidas medias in vivo incrementadas pueden generarse por técnicas
conocidas para los expertos en la técnica. Por ejemplo, los anticuerpos o fragmentos de éstos con vidas medias in
vivo incrementadas pueden generarse modificando (por ejemplo, sustituyendo, delecionando o afadiendo) residuos
de aminoacidos identificados como implicados en la interaccion entre el dominio Fc y el receptor FcRn. Los
anticuerpos de la invencion pueden prepararse por ingenieria por métodos descritos en Ward et al. para incrementar
las vidas medias bioldgicas (Véase la Patente U.S. No. 6.277.375 B1). Por ejemplo, los anticuerpos de la invencion
pueden prepararse por ingenieria en el dominio bisagra de Fc para tener vidas medias en suero in vivo
incrementadas.

Los anticuerpos o fragmentos de éstos con vidas medias in vivo incrementadas pueden generarse uniendo a dichos
anticuerpos o fragmentos de anticuerpo moléculas de polimero tales como polietilenglicol de alto peso molecular
(PEG). PEG puede unirse a dichos anticuerpos o fragmentos de anticuerpo con o sin un conector multifuncional bien
a través de conjugacion especifica de sitio del PEG al extremo N o C de dichos anticuerpos o fragmentos de
anticuerpo o mediante grupos amino épsilon presentes en residuos de lisina. Se usara la derivatizacion con polimero
lineal o ramificado que resulta en una pérdida minima de actividad bioldgica. El grado de conjugacion se
monitorizara de cerca por SDS-PAGE y espectrometria de masa para asegurar una conjugacion apropiada de
moléculas de PEG a los anticuerpos. El PEG que no ha reaccionado puede separarse de los conjugados anticuerpo-
PEG, por ejemplo, por cromatografia de exclusiéon por tamafio o de intercambio iénico.

Los anticuerpos de la invencion también pueden modificarse por los métodos y agentes de acoplamiento descritos
por Davis et al. (Véase la Patente U.S. No. 4.179.337) con el fin de proporcionar composiciones que puedan
inyectarse en el sistema circulatorio de los mamiferos sustancialmente sin respuesta inmunogeénica.

La presente especificacion también engloba el uso de anticuerpos o fragmentos de anticuerpo que comprenden las
secuencias de aminoacidos de cualquiera de los anticuerpos de la invencion con mutaciones (por ejemplo, una o
mas sustituciones de aminoacidos) en las regiones marco o CDR. Preferiblemente, las mutaciones en estos
anticuerpos mantienen o aumentan la avidez y/o afinidad de los anticuerpos para FcyRIIIB a los que se unen
inmunoespecificamente. Pueden usarse técnicas estandar conocidas para los expertos en la técnica (por ejemplo,
inmunoensayos) para ensayar la afinidad de un anticuerpo para un antigeno particular.

También se describen métodos para modificar una funcién efectora de un anticuerpo de la invencion, en el que el
método comprende modificar el contenido de carbohidrato del anticuerpo usando los métodos descritos en la
presente memoria o conocidos en la técnica.

Pueden usarse técnicas estandar conocidas para los expertos en la técnica para introducir mutaciones en la
secuencia de nucledtidos que codifica un anticuerpo, o fragmento de éste, incluyendo, por ejemplo, mutagénesis
dirigida a sitio y mutagénesis mediada por PCR, que resulta en sustituciones de aminoacidos. Preferiblemente, los
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derivados incluyen menos de 15 sustituciones de aminoacidos, menos de 10 sustituciones de aminoacidos, menos
de 5 sustituciones de aminoacidos, menos de 4 sustituciones de aminoacidos, menos de 3 sustituciones de
aminoacidos, o menos de 2 sustituciones de aminoacidos respecto al anticuerpo o fragmento de éste original. En
una realizacién preferida, los derivados tienen sustituciones de aminoacidos conservativas hechas en uno o mas
residuos de aminoacidos que se predice que no son esenciales.

Para algunos usos, incluyendo el uso in vivo de anticuerpos en seres humanos y en ensayos de deteccion in vitro,
puede ser preferible usar anticuerpos humanos, quiméricos o humanizados. Los anticuerpos completamente
humanos son particularmente deseables para el tratamiento terapéutico de sujetos humanos. Los anticuerpos
humanos pueden prepararse por una variedad de métodos conocidos en la técnica incluyendo métodos de
exposicién en fagos descritos anteriormente usando bibliotecas de anticuerpos derivadas de secuencias de
inmunoglobulinas humanas. Véanse también las Patentes U.S. Nos. 4.444.887 y 4,716.111; y las Publicaciones
Internacionales Nos. WO 98/46645, WO 98/50433, WO 98/24893, WO 98/16654, WO 96/34096, WO 96/33735, y
WO 91/10741.

5.1.1 Anticuerpos humanizados

En realizaciones preferidas, los anticuerpos son anticuerpos humanizados. Un anticuerpo humanizado es un
anticuerpo, una variante o un fragmento de éste que es capaz de unirse a un antigeno predeterminado y que
comprende una regiéon marco que tiene sustancialmente la secuencia de aminoacidos de una inmunoglobulina
humana y una CDR que tiene sustancialmente la secuencia de aminoacidos de una inmunoglobulina no humana. Un
anticuerpo especifico de FcyRIIB humanizado puede comprender sustancialmente todo de al menos uno, y
tipicamente dos, dominios variables en los que todas o sustancialmente todas las regiones CDR corresponden a
aquellas de una inmunoglobulina no humana (es decir, anticuerpo donante) y todas o sustancialmente todas las
regiones marco son aquellas de una secuencia consenso de inmunoglobulina humana. Preferiblemente, un
anticuerpo humanizado de la invencion también comprende al menos una parte de una regiéon constante de
inmunoglobulina (Fc), tipicamente la de una inmunoglobulina humana. Los dominios constantes de los anticuerpos
humanizados de la invencion pueden seleccionarse respecto a la funciéon propuesta del anticuerpo, en particular la
funcién efectora que puede requerirse. En algunas realizaciones, los dominios constantes de los anticuerpos
humanizados de la invencion son dominios de IgA, IgE, IgG o IgM humanas. En una realizacion especifica que se
encuentra en el alcance de las reivindicaciones especificadas, se usan los dominios constantes de IgG humana,
especialmente de los isotipos IgG1 e IgG3, cuando los anticuerpos humanizados de la invencién se pretenden para
usos terapéuticos y se necesitan las funciones efectoras del anticuerpo. En realizaciones alternativas, se usan los
isotipos IgG2 e 1gG4 cuando el anticuerpo humanizado de la invencién se pretende para propositos terapéuticos y
no se requiere la funcién efectora del anticuerpo. Los anticuerpos especificos de FcyRIIB humanizados se describen
en las Solicitudes Provisionales U.S. con Nos. de Serie 60/569,882 y 60/582,043, presentadas el 10 de mayo de
2004 y el 21 de junio de 2004, respectivamente, y Solicitud de Patente U.S. No. 11/126.978, presentada el 10 de
mayo de 2005.

En algunas realizaciones, el anticuerpo contiene tanto la cadena ligera asi como al menos el dominio variable de una
cadena pesada. En otras realizaciones, el anticuerpo puede comprender ademas una o mas de las regiones CH1,
bisagra, CH2, CH3, y CH4 de la cadena pesada. El anticuerpo humanizado puede seleccionarse de cualquier clase
de inmunoglobulinas, incluyendo IgM, IgG, IgD, IgA e IgE, y cualquier isotipo, incluyendo IgG+, IgG2, 1IgGs e 1IgGa4. En
algunas realizaciones, el dominio constante es un dominio constante de fijacion de complemento cuando se desea
que el anticuerpo humanizado presente actividad citotdxica, y la clase es tipicamente IgG+. En otras realizaciones,
cuando no es deseable dicha actividad citotoxica, el dominio constante puede ser de la clase IgG,. El anticuerpo
humanizado puede comprender secuencias de mas de una clase o isotipo, y la seleccion de dominios constantes
particulares para optimizar las funciones efectoras deseadas esta en el alcance de la técnica.

Las regiones marco y CDR de un anticuerpo humanizado no es necesario que se correspondan de manera precisa
con las secuencias parentales, por ejemplo, la CDR donante o el marco consenso pueden mutagenizarse por
sustitucion, insercién o delecién de al menos un residuo de manera que el residuo CDR o marco en ese sitio no se
corresponde ni con el consenso ni anticuerpo donante. Dichas mutaciones, sin embargo, son preferiblemente no
extensas. Habitualmente, al menos 75% de los residuos del anticuerpo humanizado se corresponderan con aquellos
de las secuencias de region marco parental (FR) y CDR, mas frecuentemente 90%, y lo mas preferiblemente mas
del 95%. Los anticuerpos humanizados pueden producirse usando una variedad de técnicas conocidas en la técnica,
incluyendo pero no limitado a, injerto de CDR (Patente Europea No. EP 239.400; Publicacion Internacional No. WO
91/09967; y Patentes U.S. Nos. 5.225.539, 5.530.101, y 5.585.089), recubrimiento o modificacion en superficie
(Patentes Europeas Nos. EP 592.106 y EP 519.596; Padlan, 1991, Molecular Immunology 28(4/5):489-498;
Studnicka et al., 1994, Protein Engineering 7(6):805-814; y Roguska et al., 1994, Proc Natl Acad Sci USA 91:969-
973), intercambio de cadenas (Patente U.S. No. 5.565.332), y técnicas descritas, por ejemplo, en las Patentes U.S.
Nos. 6.407.213, 5.766.886, 5.585.089, Publicacién Internacional No. WO 9317105, Tan et al., 2002, J. Immunol.
169:1119-25, Caldas et al.., 2000, Protein Eng. 13:353-60, Morea et al., 2000, Methods 20:267-79, Baca et al., 1997,
J. Biol. Chem. 272:10678-84, Roguska et al., 1996, Protein Eng. 9:895-904, Couto et al., 1995, Cancer Res. 55 (23
Sup):5973s-5977s, Couto et al., 1995, Cancer Res. 55:1717-22, Sandhu, 1994, Gene 150:409-10, Pedersen et al.,
1994, J. Mol. Biol. 235:959-73, Jones et al., 1986, Nature 321:522-525, Riechmann et al., 1988, Nature 332:323, y
Presta, 1992, Curr. Op. Struct. Biol. 2:593-596. Frecuentemente, los residuos marco en las regiones marco se
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sustituiran con el residuo correspondiente del anticuerpo donante de CDR para alterar, preferiblemente mejorar, la
union a antigeno. Estas sustituciones marco se identifican por métodos muy conocidos en la técnica, por ejemplo,
modelando las interacciones de los residuos CDR y marco para identificar residuos marco importantes para la union
a antigeno y comparacion de secuencias para identificar residuos marco no habituales en posiciones particulares.
(Véase, por ejemplo, Queen et al., Patente U.S. No. 5.585.089; Publicaciones U.S. Nos. 2004/0049014 y
2003/0229208; Patentes U.S. Nos. 6.350.861; 6.180.370;5.693.762; 5.693.761; 5.585.089; y 5.530.101 y Riechmann
et al., 1988, Nature 332:323).,

La presente especificacién proporciona el uso de moléculas de anticuerpo humanizado especificas para FcyRIIB en
las que una o mas regiones de una o mas CDR de las regiones variables de cadena pesada y/o ligera de un
anticuerpo humano (el anticuerpo receptor) se han sustituido por partes analogas de una o mas CDR de un
anticuerpo monoclonal donante que se une especificamente a FcyRIIB, con una afinidad mayor que FcyRIIA, por
ejemplo, un anticuerpo monoclonal producido por el clon 8B5.3.4, que tiene el nimero de acceso ATCC PTA-7610,
respectivamente. En otro caso, los anticuerpos humanizados se unen al mismo epitopo que el anticuerpo 8B5.3.4.
En un caso lo mas preferido, el anticuerpo humanizado se une especificamente al mismo epitopo que el anticuerpo
murino donante. Un experto en la técnica apreciara que la invencion engloba injerto de CDR de anticuerpos en
general. Asi, los anticuerpos donante y aceptor pueden derivar de animales de la misma especie e incluso la misma
clase o subclase de anticuerpo. Mas habitualmente, sin embargo, los anticuerpos donante y aceptor derivan de
animales de diferentes especies. Tipicamente, el anticuerpo donante es un anticuerpo no humano, tal como un MAb
de roedor, y el anticuerpo aceptor es un anticuerpo humano.

En algunos casos, al menos una CDR del anticuerpo donante se injerta en el anticuerpo humano. En otros casos, al
menos dos y preferiblemente las tres CDR de cada una de las regiones variables de cadena pesada y/o ligera se
injertan en el anticuerpo humano. Las CDR pueden comprender las CDR de Kabat, las CDR de bucle estructural o
una combinacion de éstas. En algunos casos, la especificacion engloba un anticuerpo frente a FcyRIIB humanizado
que comprende al menos una cadena pesada injertada con CDR y al menos una cadena ligera injertada con CDR.

En una realizacion preferida, las regiones CDR del anticuerpo especifico de FcyRIIB humanizado derivan de un
anticuerpo murino especifico para FcyRIIB. En algunas realizaciones, los anticuerpos humanizados descritos en la
presente memoria comprenden alteraciones, incluyendo pero no limitado a deleciones, inserciones, modificaciones
de aminoacidos, del anticuerpo aceptor, es decir, regiones marco de dominio variable humanas de cadena pesada
y/o ligera que son necesarias para retener la especificidad de union del anticuerpo monoclonal donante. En algunas
realizaciones, las regiones marco de los anticuerpos humanizados descritos en la presente memoria no consisten
necesariamente en la secuencia de aminoacidos precisa de la region marco de una regién variable de anticuerpo
humano natural, sino que contiene varias alteraciones, incluyendo pero no limitado a deleciones, inserciones,
modificaciones de aminoacidos que alteran la propiedad del anticuerpo humanizado, por ejemplo, mejoran las
propiedades de unién de una region del anticuerpo humanizado que es especifico para la misma diana que el
anticuerpo especifico de FcyRIIB murino. En las realizaciones mas preferidas, se hace un nimero minimo de
alteraciones a la regidon marco con el fin de evitar introducciones a gran escala de residuos marco no humanos y
para asegurar una inmunogenicidad minima del anticuerpo humanizado en los seres humanos. El anticuerpo
monoclonal donante es preferiblemente un anticuerpo monoclonal producido por el clon 8B5.3.4 (que tiene el
numero de acceso ATCC PTA-7610) que se une a FcyRIIB.

En un caso especifico, la especificacion engloba el uso de un anticuerpo injertado con CDR que se une
especificamente a FcyRIIB con una mayor afinidad de la que dicho anticuerpo se une a FcyRIIA, en el que el
anticuerpo injertado con CDR comprende un dominio de region variable de cadena pesada que comprende residuos
marco del anticuerpo receptor y residuos del anticuerpo monoclonal donante, que se une especificamente a FcyRIIB
con una mayor afinidad de la que dicho anticuerpo se une a FcyRIIA, por ejemplo, el anticuerpo monoclonal
producido a partir del clon 8B5.3.4. En otro caso especifico, la especificacion engloba el uso de un anticuerpo
injertado con CDR que se une especificamente a FcyRIIB con una mayor afinidad de la que dicho anticuerpo se une
a FcyRIIA, en el que el anticuerpo injertado con CDR comprende un dominio de region variable de cadena ligera que
comprende residuos marco del anticuerpo receptor y residuos del anticuerpo monoclonal donante, que se une
especificamente a FcyRIIB con una mayor afinidad de la que dicho anticuerpo se une a FcyRIIA, por ejemplo, el
anticuerpo monoclonal producido a partir de los clones 8B5.3.4, 2B6, 3H7, 1D5, 2E1, 2H9, 2D11, 6 1F2.

Preferiblemente, los anticuerpos humanizados se unen al dominio extracelular de FcyRIIB humano nativo. Los
anticuerpos anti-FcyRIIB humanizados de la especificacion pueden tener una region variable de cadena pesada que
comprende la secuencia de aminoacidos de CDR1 (SEQ ID NO: 8) y/o CDR2 (SEQ ID NO: 9) y/o CDR3 (SEQ ID
NO: 10) y/o una region variable de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de CDR1 (SEQ ID
NO: 5) y/o una CDR2 (SEQ ID NO: 6) y/o CDRS3 (SEQ ID NO: 7).

En un caso especifico, la especificacion engloba el uso de un anticuerpo humanizado que comprende las CDR del
anticuerpo 8B5.3.4 en la prevencion, tratamiento, gestion o mejora de una malignidad de células B, o uno o mas
sintomas de ésta. En particular, un anticuerpo con el dominio variable de cadena pesada que tiene la secuencia de
aminodacidos de SEQ ID NO: 4 y el dominio variable de cadena ligera que tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ
ID NO: 3 se usa en la prevencion, tratamiento, gestion o mejora de una malignidad de células B, o uno o mas
sintomas de ésta. En otro caso preferido mas, los anticuerpos humanizados no se unen ademas a receptores Fc de
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activacion, por ejemplo, FcylllA, FeyllIB, efc.

En un caso especifico, se proporciona un anticuerpo 8B5.3.4 humanizado, en el que la region VH consiste en los
segmentos FR del segmento VH1-18 de linea germinal humana VH (Matsuda et al., 1998, J. Exp. Med.
188:2151062) y JH6 (Ravetch et al., 1981, Cell 27(3 Pt. 2): 583-91), y una o mas regiones CDR VH del anticuerpo
8B5.3.4, que tienen la secuencia de aminoacidos de SED ID NO: 8, SED ID NO: 9, o SED ID NO: 10. En otro caso
especifico, el anticuerpo 8B5.3.4 humanizado comprende ademas una region VL, que consiste en los segmentos FR
del segmento VK-A26 de linea germinal humana VL (Lautner-Rieske et al., 1992, Eur. J. Immunol. 22:1023-1029) y
JK4 (Hieter et al., 1982, J. Biol. Chem. 257:1516-22), y una o mas CDR VL del anticuerpo 8B5.3.4, que tienen la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6 0o SEQ ID NO: 7.

En particular, se proporciona un anticuerpo humanizado que se une inmunoespecificamente al dominio extracelular
de FcyRIIB humano nativo, comprendiendo dicho anticuerpo (o alternativamente, consistiendo en) secuencias CDR
del anticuerpo 8B5.3.4, en cualquiera de las combinaciones siguientes: una CDR1 de VH y una CDR1 de VL; una
CDR1 de VH y una CDR2 de VL; una CDR1 de VH y una CDR3 de VL; una CDR2 de VH y una CDR1 de VL; CDR2
de VH y CDR2 de VL; una CDR2 de VH y una CDR3 de VL; una CDR3 de VH y una CDR1 de VH; una CDR3 de VH
y una CDR2 de VL; una CDR3 de VH y una CDR3 de VL; una CDR1 de VH1, una CDR2 de VH y una CDR1 de VL;
una CDR1 de VH, una CDR2 de VH y una CDR2 de VL; una CDR1 de VH, una CDR2 de VH y una CDR3 de VL;
una CDR2 de VH, una CDR3 de VH y una CDR1 de VL, una CDR2 de VH, una CDR3 de VH y una CDR2 de VL;
una CDR2 de VH, una CDR2 de VH y una CDR3 de VL; una CDR1 de VH, una CDR1 de VL y una CDR2 de VL; una
CDR1 de VH, una CDR1 de VL y una CDR3 de VL; una CDR2 de VH, una CDR1 de VL y una CDR2 de VL; una
CDR2 de VH, una CDR1 de VL y una CDR3 de VL; una CDR3 de VH, una CDR1 de VL y una CDR2 de VL; una
CDR3 de VH, una CDR1 de VL y una CDR3 de VL; una CDR1 de VH, una CDR2 de VH, una CDR3 de VH y una
CDR1 de VL; una CDR1 de VH, una CDR2 de VH, una CDR3 de VH y una CDR2 de VL; una CDR1 de VH, una
CDR2 de VH, una CDR3 de VH y una CDR3 de VL; una CDR1 de VH, una CDR2 de VH, una CDR1 de VL y una
CDR2 de VL; una CDR1 de VH, una CDR2 de VH, una CDR1 de VL y una CDR3 de VL; una CDR1 de VH, una
CDR3 de VH, una CDR1 de VL y una CDR2 de VL; una CDR1 de VH, una CDR3 de VH, una CDR1 de VL y una
CDR3 de VL; una CDR2 de VH, una CDR3 de VH, una CDR1 de VL y una CDR2 de VL; una CDR2 de VH, una
CDR3 de VH, una CDR1 de VL y una CDR3 de VL; una CDR2 de VH, una CDR3 de VH, una CDR2 de VL y una
CDR3 de VL; una CDR1 de VH, una CDR2 de VH, una CDR3 de VH y una CDR2 de VL; una CDR1 de VH, una
CDR2 de VH, una CDR3 de VH, una CDR1 de VL y una CDR3 de VL; una CDR1 de VH, una CDR2 de VH, una
CDR1 de VL, una CDR2 de VL y una CDRS3 de VL; una CDR1 de VH, una CDR3 de VH, una CDR1 de VL, una
CDR2 de VL y una CDR3 de VL; una CDR2 de VH, una CDR3 de VH, una CDR1 de VL, una CDR2 de VL y una
CDR3 de VL; o cualquier combinacion de éstas de las CDR de VH y CDR de VL descritas en la presente memoria.

5.1.2 Anticuerpos humanos

Los anticuerpos humanos también pueden producirse usando ratones transgénicos que son incapaces de expresar
inmunoglobulinas enddgenas funcionales, pero que pueden expresar genes de inmunoglobulinas humanos. Por
ejemplo, pueden introducirse complejos de genes de inmunoglobulina de cadena pesada y ligera humanos
aleatoriamente o por recombinacién homologa en células madre embrionarias de ratones. Alternativamente, pueden
introducirse la region variable, region constante, y region de diversidad humanas en células madre embrionarias de
ratéon ademas de los genes de cadena pesada y ligera humanos. Los genes de inmunoglobulina de cadena pesada y
ligera de ratéon pueden volverse no funcionales separadamente o simultaneamente con la introduccion de loci de
inmunoglobulina humana por recombinacion homoéloga. En particular, la delecion homocigota de la regiéon Ju
previene la producciéon de anticuerpos enddgenos. Las células madre embrionarias modificadas se expanden y
microinyectan en blastocitos para producir ratones quiméricos. Los ratones quiméricos se crian para producir
descendencia homocigota que expresa anticuerpos humanos. Los ratones transgénicos se inmunizan usando
metodologias convencionales con un antigeno seleccionado, por ejemplo, todo o una parte de un polipéptido de la
invencion. Los anticuerpos monoclonales dirigidos frente al antigeno pueden obtenerse a partir de ratones
transgénicos inmunizados usando tecnologia de hibridoma convencional. Los transgenes de inmunoglobulina
humanos que portan los ratones transgénicos se reorganizan durante la diferenciacion de las células B, y
posteriormente experimentan conmutacion de clase y mutacién somatica. Asi, usando dicha técnica, es posible
producir anticuerpos 1gG, IgA, IgM e IgE terapéuticamente utiles. Para una vision global de esta tecnologia para
producir anticuerpos humanos, véase Lonberg y Huszar (1995, Int. Rev. Immunol. 13:65-93). Para una discusion
detallada de esta tecnologia para producir anticuerpos humanos y anticuerpos monoclonales humanos y protocolos
para producir dichos anticuerpos, véanse, por ejemplo, las Publicaciones Internacionales Nos. WO 98/24893, WO
96/34096, y WO 96/33735; y las Patentes U.S. Nos. 5.413.923, 5.625.126, 5.633.425, 5.569.825, 5.661.016,
5.545.806, 5.814.318, y 5.939.598. Ademas, se puede encargar a empresas tales como Abgenix, Inc. (Freemont,
CA) y Medarex (Princeton, NJ) el suministro de anticuerpos humanos dirigidos frente a un antigeno seleccionado
usando tecnologia similar a la descrita anteriormente.

5.1.3 Anticuerpos quiméricos

Un anticuerpo quimérico es una molécula en la que diferentes partes del anticuerpo derivan de diferentes moléculas
de inmunoglobulina tales como anticuerpos que tienen una region variable derivadas de un anticuerpo no humano y
una region constante de inmunoglobulina humana. La presente especificacion proporciona anticuerpos quiméricos
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derivados de anticuerpos producidos a partir de los clones de hibridoma 8B5.3.4, 2B6, 3H7. 1D5, 2E1, 2H9, 2D11. 6
1F2 que tienen los nimeros de acceso ATCC PTA-7610, PTA-4591, PTA-4592, PTA-5958, PTA-5961, PTA-5962,
PTA-5960, y PTA-5959, respectivamente. Los métodos para producir anticuerpos quiméricos son conocidos en la
técnica. Véase, por ejemplo, Morrison, 1985, Science 229:1202; Oi et al., 1986, BioTechniques 4:214; Gillies et al.,
1989, J. Immunol. Methods 125:191-202; y las Patentes U.S. Nos. 6.311.415, 5.807,.715, 4.816,.567, y 4.816.397.
Los anticuerpos quiméricos que comprenden una o mas CDR de una especie no humana y regiones marco de una
molécula de inmunoglobulina humana pueden producirse usando una variedad de técnicas conocidas en la técnica
incluyendo, por ejemplo, injerto de CDR (EP 239.400; Publicacion Internacional No. WO 91/09967; y Patentes U.S.
Nos. 5.225.539, 5.530.101, y 5.585.089), recubrimiento o modificacién en superficie (EP 592.106; EP 519.596;
Padlan, 1991, Molecular Immunology 28(4/5):489-498; Studnicka et al., 1994, Protein Engineering 7:805; y Roguska
et al., 1994, PNAS 91:969), e intercambio de cadenas (Patente U.S. No. 5.565.332).

Frecuentemente, los residuos marco en las regiones marco se sustituiran con el residuo correspondiente del
anticuerpo donante de CDR para alterar, preferiblemente mejorar, la union a antigeno. Estas sustituciones marco se
identifican por métodos muy conocidos en la técnica, por ejemplo, modelando las interacciones de los residuos CDR
y marco para identificar residuos marco importantes para la unién a antigeno y comparacion de secuencias para
identificar residuos marco no habituales en posiciones particulares. (Véase, por ejemplo, la Patente U.S. No.
5.585.089; y Riechmann et al., 1988, Nature 332:323).

5.1.4 Modificaciones en la region Fc

La invenciéon engloba anticuerpos con dominios constantes Fc que comprenden una o mas modificaciones de
aminoacidos que alteran las funciones efectoras del anticuerpo tales como los descritos en las Publicaciones de
Solicitud de Patente U.S. Nos. U.S. 2005/0037000 y U.S. 2005/0064514; Patentes U.S. Nos. 5.624.821 y 5.648.260
y Patente Europea No. EP 0 307 434. Estos anticuerpos pueden presentar actividad ADCC mejorada (es decir, 2
veces, 10 veces, 100 veces, 500 veces, etc.) compara con anticuerpos comparables sin modificacion de
aminoacidos.

La presente invencion engloba anticuerpos que comprenden modificaciones, preferiblemente en la region Fc, que
modifican la afinidad de unién del anticuerpo a uno o mas FcyR. Los métodos para modificar anticuerpos con unién
modificada para uno o mas FcyR se conocen en la técnica, véanse, por ejemplo, las Publicaciones PCT Nos. WO
04/029207, WO 04/029092, WO 04/028564, WO 99/58572, WO 99/51642, WO 98/23289, WO 89/07142, WO
88/07089, y Patentes U.S. Nos. 5.843.597 y 5.642.821. En algunas realizaciones, la invencion engloba anticuerpos
que tienen afinidad alterada para un FcyR activador, por ejemplo, FcyRIIIA. Preferiblemente, dichas modificaciones
también tienen una funcién efectora mediada por Fc alterada. Las modificaciones que afectan la funcién efectora
mediada por Fc son conocidas en la técnica (Véase, la Patente U.S. No. 6.194.551). Los aminoacidos que pueden
modificarse segun el método de la especificacion incluyen pero no estan limitados a Prolina 329, Prolina 331, y
Lisina 322. Prolina 329, Prolina 331 y Lisina 322 se reemplazan preferiblemente con alanina, sin embargo, se
contempla la sustitucién con cualquier otro aminoacido. Véase la Publicacion Internacional No. WO 00/42072 y la
Patente U.S. No. 6.194.551.

En una realizacion particular, la modificacion de la region Fc comprende una o mas mutaciones en la region Fc. La
una o mas mutaciones en la regidon Fc pueden resultar en un anticuerpo con una funcién efectora mediada por
anticuerpo alterada, una union alterada a otros receptores Fc (por ejemplo, receptores Fc de activacion), una
actividad ADCC alterada, o una actividad de unién a C1q alterada, o una actividad citotéxica dependiente de
complemento alterada, o cualquier combinacion de éstas.

En algunas realizaciones que se encuentran en el alcance de las reivindicaciones especificadas, la invencion
engloba moléculas que comprenden una regiéon Fc variante que tiene una modificacion de aminoacidos en una o
mas de las posiciones siguientes: 119, 125, 132, 133, 141, 142, 147, 149, 162, 166, 185, 192, 202, 205, 210, 214,
215, 216, 217, 218, 219, 221, 222, 223, 224, 225, 227, 229, 231, 232, 233, 235, 240, 241, 242, 243, 244, 246, 247,
248, 250, 251, 252, 253, 254, 255, 256, 258, 261, 262, 263, 268, 269, 270, 272, 274, 275, 276, 279, 280, 281, 282,
284, 287, 288, 289, 290, 291, 292, 293, 295, 298, 301, 303, 304, 305, 306, 307, 308, 309, 310, 311, 312, 313, 315,
316, 317, 318, 319, 320, 323, 326, 327, 328, 330, 333, 334, 335, 337, 339, 340, 343, 344, 345, 347, 348, 352, 353,
354, 355, 358, 359, 360, 361, 362, 365, 366, 367, 369, 370, 371, 372, 375, 377, 378, 379, 380, 381, 382, 383, 384,
385, 386, 387, 388, 389, 390, 392, 393, 394, 395, 396, 397, 398, 399, 400, 401, 402, 404, 406, 407, 408, 409, 410,
411, 412, 414, 415, 416, 417, 419, 420, 421, 422, 423, 424, 427, 428, 431, 433, 435, 436, 438, 440, 441, 442, 443,
446, 6 447. Preferiblemente, la preparacion por ingenieria de la parte Fc resulta en la muerte mediada por células
incrementada y/o muerte mediada por complemento incrementada de las células tumorales.

La invencion engloba moléculas, que se encuentran en el alcance de las reivindicaciones especificadas, que
comprenden regiones Fc variantes que consisten en o comprenden cualquiera de las mutaciones listadas en la tabla
siguiente en la Tabla 2.
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Tabla 2. Mutaciones ejemplares
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Mutantes de unico sitio

Mutantes de doble sitio

K392R QB347H, A339V
N315I S4151, L251F
S$1321 K290E, L142P
P396L G285E, P247H
P396H K409R, S166N
A162V E334A, K334A
R292L R292L. K334E
T359N K288N, A330S
T366S R255L, E318K
V379L F243L, E318K
K288N V279L, P395S
A330S8 K246T, Y319F
F243L F243l, V379L
E318K K288M, K334E
V379M K334E, E308D
S219Y E233D, K334E
V282M K246T, P396H
D401V H268D, E318D
K222N K246l, K334N
K334l K320E, K326E
K334E S375C, P396L
1377F K288N, K326N
P247L P247L, N421K
F372Y S298N, W381R
K326E R255Q, K326E
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Mutantes de unico sitio

Mutantes de doble sitio

H224L V284A, F372L
F275Y T394M. V397M
L398V P247L, E389G
K334N K290T, G371D
S400P P247L, L398Q
S407I P247L, 1377F
F372Y K326E, G385E
T366N S298N, S407R
K414N E258D, N384K
M352L F241L, E258G
T225S K370N, S440N
I377N K317N, F423-Delecionado
K248M P227S, K290E
R292G K334E, E380D
S298N P291S, P353Q
D270E V2401, V281M
E233G P232S, S304G

P247L,L406F

D399E, M428L

L251F, F372L

D399E, G402D

D399E, M428L

K392T,P396L

H268N, P396L

K3261, P396L

H268D, P396L
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Mutantes de Gnico sitio

Mutantes de doble sitio

K210M, P396L

L358P, P396L

K334N, P396L

V379M, P396L

P227S, P396L

P217S, P396L

Q419H, P396L

K370E, P396L

L242F, P396L

R255L, P396L

V240A, P396L

T250A, P396L

P247S, P396L

L410H, P396L

Q419L, P396L

V427A, P396L

E258D, P396L

N384K, P396L

V323l, P396L

P244H, P396L

V305L, P396L

S400F,P396L

V303I, P396L

A330V, Q419H

V263Q, E272D

K326E, A330T
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En otras realizaciones mas, que se encuentran en el alcance de las reivindicaciones especificadas, la invencion
engloba moléculas que comprenden regiones Fc variantes que tienen mas de dos modificaciones de aminoacidos.
Un ejemplo no limitativo de dichas variantes se lista en la tabla siguiente (Tabla 3). La invencion engloba mutaciones
listadas en la Tabla 3 que comprenden ademas una o mas modificaciones de aminoacidos tales como las descritas
en la presente memoria.

Tabla 3. Variantes de combinacién ejemplares

D399E, R292L, V185M

R301C, M252L, S192T

P291S, K288E, H268L, A141V
S383N, N384K, T256N, V262L, K218E, R214l, K205E, F149Y, K133M
S408l, V215I1, V125L

G385E, P247H

V348M, K334N, F275I, Y202M, K147T
H310Y, T289A, Y407V, E258D

R292L, P396L, T359N

F275l, K334N, V348M

F243L. R255L, E318K

K334E, T359N, T366S

T256S, V305I, K334E, N390S

T335N, K370E, A378V, T394M, S424L
K334E, T359N, T366S, Q386R
K288N, A330S, P396L

P244H, L358M, V379M, N384K, V397M
P217S, A378V, S408R

P247L, 1253N, K334N

D312E, K327N,1378S

D280E, S354F, A431D, L441I

K218R, G281D, G385R

P247L, A330T, S440G

T355N, P387S, H435Q
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P247L, A431V, S442F

P343S,P353L,S3751,S383N

E216D,E345K,S375I

K288N, A330S, P396L

K222N,T335N,K370E,A378V,T394M

G316D,A378V,D399E

N3151,V379M,T394M

K326Q,K334E,T359N,T366S

A378V,N3901,v422|

V282E,V369I1,L406F

V397M,T411A,S415N

T2231,T256S,L406F

L235P,V382M,S304G,V305J,V323I

P247L,W313R,E388G

D221Y,M2521,A330G,A339T,T359N,V422],H433L

F2431,V379L,G420V

A231V,Q386H,V412M

T215P,K274N,A287G,K334N,L365V,P396L

P244A K3261,C367R,S3751,K447T

R301H, K340E,D399E

C229Y,A287T,V379M,P396L,L443V

E269K,K290N,Q311R,H433Y

E216D,K334R,S375I

T335N,P387S,H435Q

K2461,Q362H,K370E

K334E,E380D,G446V

V303I,V369F,M428L
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K246E,V284M,V308A

E293V,Q295E,A327T

Y319F,P352L,P396L

D221E, D270E, V308A, Q311H, P396L, G402D

K290T, N390I, P396L

K288R, T307A, K344E, P396L

V273l, K326E, L328I, P396L

K326, S408N, P396L

K261N, K210M, P396L

F243L, V305I, A378D, F404S, P396L

K290E, V369A, T393A, P396L

K210N, K222I, K320M, P396L

P217S, V305I, 1I309L, N390H, P396L

K246N, Q419R, P396L

P217A, T359A, P396L

V2151, K290V, P396L

F275L, Q362H, N384K, P396L

A330V, H433Q, V427M

V263Q, E272D, Q419H

N276Y, T393N, W417R

V282L, A330V, H433Y, T436R

V284M, S298N, K334E, R355W

A330V, G427M, K438R

S219T, T225K, D270E, K360R

K222E, V263Q, S298N

E233G, P247S, L306P

S219T, T225K, D270E
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S254T, A330V, N361D, P243L
V284M, S298N, K334E, R355W R416T
D270E,G316D,R416G

K392T, P396L, D270E

R255L, P396L, D270E

V240A, P396L, D270E
Q419H, P396L, D270E
K370E, P396L, D270E

P247L, N421K, D270E
R292P, V305l

R292P, V305I, F243L

V284M, R292L, K370N

F243L, R292L, Y300L

En las realizaciones mas preferidas que se encuentran en el alcance de las reivindicaciones especificadas, un
anticuerpo anti-FcyRIIB de la invencion tiene una region Fc modificada con afinidad alterada para receptores
activadores y/o inhibidores, en el que el dominio Fc tiene una o mas modificaciones de aminoacidos, en el que
dichas una o mas modificaciones de aminoacidos es una sustitucion en la posiciéon 288 con asparagina, en la
posicion 330 con serina y en la posicion 396 con leucina (MgFc10) (véanse, las Tablas 2 y 3); o una sustitucion en la
posiciéon 334 con acido glutamico, en la posicion 359 con asparagina, y en la posicion 366 con serina (MgFc13); o
una sustitucion en la posicion 316 con acido aspartico, en la posicion 378 con valina, y en la posicion 399 con acido
glutamico (MgFc27); o una sustitucion en la posicién 392 con treonina, y en la posicién 396 con leucina (MgFc38); o
una sustitucion en la posicion 221 con acido glutamico, en la posicién 270 con acido glutamico, en la posicién 308
con alanina, en la posicion 311 con histidina, en la posicion 396 con leucina, y en la posicion 402 con acido aspartico
(MgFc42); o una sustitucion en la posicion 240 con alanina, y en la posicién 396 con leucina (MgFc52); o una
sustitucién en la posicion 410 con histidina, y en la posicion 396 con leucina (MgFc53); o una sustitucion en la
posicion 243 con leucina, en la posicion 305 con isoleucina, en la posiciéon 378 con acido aspartico, en la posiciéon
404 con serina, y en la posicion 396 con leucina (MgFc54); o una sustitucion en la posicion 255 con leucina, y en la
posiciéon 396 con leucina (MgFc55); o una sustitucion en la posicion 370 con acido glutamico y en la posicion 396
con leucina (MgFc59); o una sustitucion en la posicion 243 con leucina, en la posicion 292 con prolina, en la posicién
300 con leucina, en la posicion 305 con isoleucina, y en la posicion 396 con leucina (MgFc88); o una sustitucion en
la posicion 243 con leucina, en la posicion 292 con prolina, en la posicién 300 con leucina, y en la posicion 396 con
leucina (MgFc88A); o una sustitucion en la posicion 243 con leucina, en la posicién 292 con prolina, y en la posicion
300 con leucina (MgFc155). (Véanse, también, las Tablas 2, 3A y 3B de la Publicacion de Solicitud de Patente U.S.
No. 2005/0064514 A1, de Stavenhagen et al., presentada el 28 de julio, 2004).

En una realizacion preferida, el anticuerpo anti-FcyRIIB, tal como el anticuerpo 8B5.3.4, tiene una region Fc
modificada con una leucina en la posiciéon 243, una prolina en la posicién 292, una leucina en la posicién 300, una
isoleucina en la posicién 305 y una leucina en la posicion 396.

En realizaciones especificas que se encuentran en el alcance de las reivindicaciones especificadas, la regién Fc
variante tiene una leucina en la posiciéon 247, una lisina en la posiciéon 421 y un acido glutamico en la posicion 270
(MgFc31/60); una treonina en la posicion 392, una leucina en la posicién 396, y un acido glutamico en la posicion
270 (MgFc38/60); una treonina en la posicion 392, una leucina en la posiciéon 396, un acido glutamico en la posicion
270, y una leucina en la posicion 243 (MgFc38/60/F243L); una histidina en la posicion 419, una leucina en la
posicion 396, y un acido glutamico en la posicion 270 (MGFc51/60); una histidina en la posicion 419, una leucina en
la posicion 396, un acido glutamico en la posicién 270, y una leucina en la posicion 243 (MGFc51/60/F243L); una
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lisina en la posicion 255, una leucina en la posicion 396, y un acido glutamico en la posiciéon 270 (MGFc55/60); una
lisina en la posicion 255, una leucina en la posicion 396, un acido glutamico en la posicién 270, y una lisina en la
posicion 300 (MGFc55/60/Y300L); una lisina en la posicion 255, una leucina en la posicion 396, un acido glutamico
en la posicion 270, y una leucina en la posicion 243 (MgFc55/60/F243L); un acido glutamico en la posicién 370, una
leucina en la posiciéon 396, y un acido glutamico en la posicion 270 (MGFc59/60); un acido glutamico en la posicion
270, un acido aspartico en la posicion 316, y una glicina en la posicion 416 (MgFc71); una leucina en la posicion
243, una prolina en la posicion 292, una isoleucina en la posicion 305, y una leucina en la posicion 396
(MGFc74/P396L); una glutamina en la posicién 297, o cualquier combinacion de las sustituciones individuales.

5.1.5 Modificaciones de carbohidrato

La invencion también proporciona anticuerpos con un contenido de oligosacarido alterado. Oligosacaridos tal y como
se usa en la presente memoria se refiere a carbohidratos que contienen dos o mas azucares simples y los dos
términos pueden usarse indistintamente en la presente memoria. Los restos de carbohidrato de la presente
invencion se describiran con referencia a la nomenclatura usada cominmente en la técnica. Para una revision de la
quimica de carbohidratos, véase, por ejemplo, Hubbard et al., 1981 Ann. Rev. Biochem., 50: 555-583. Esta
nomenclatura incluye, por ejemplo, Man que representa manosa; GIcNAc que representa 2-N-acetilglucosamina; Gal
que representa galactosa; Fuc para fucosa y Glc para glucosa. Los acidos sialicos se describen por la notacion
abreviada NeuNAc para acido 5-N-acetilneuraminico, y NeuNGc para 5-glicolneuraminico.

En general, los anticuerpos contienen restos de carbohidratos en posiciones conservadas en la region constante de
la cadena pesada, y hasta el 30% de las IgG humanas tienen una region Fab glicosilada. IgG tiene una estructura de
carbohidrato biantena ligada a N en Asn 297 que reside en el dominio CH2 (Jefferis et al., 1998, Immunol. Rev. 163:
59-76; Wright et al., 1997, Trends Biotech 15: 26-32). La IgG humana tiene tipicamente un carbohidrato de la
estructura siguiente; GIcNAc(Fucosa)-GlcNAc-Man-(ManGIcNAc).. Sin embargo, se producen variaciones entre las
IgG respecto al contenido de carbohidratos lo que da lugar a funcion alterada, véase, por ejemplo, Jassal et al., 2001
Biochem. Biophys. Res. Commun. 288: 243-9; Groenink et al., 1996 J. Immunol. 26: 1404-7; Boyd et al., 1995 Mol.
Immunol. 32: 1311-8; Kumpel et al., 1994, Human Antibody Hybridomas, 5: 143-51. La invencién engloba
anticuerpos que comprenden una variacion en el resto de carbohidrato que esta unido a Asn 297. En una realizaciéon
que se encuentra en el alcance de las reivindicaciones especificadas, el resto de carbohidrato tiene una galactosa
y/o galactosa-acido sialico en una o ambas de las GIcNAc terminales y/o un tercer brazo GlcNac (GIcNAc bisecada).

En algunas realizaciones que se encuentran en el alcance de las reivindicaciones especificadas, los anticuerpos de
la invencion carecen sustancialmente de uno o mas grupos azucar seleccionados, por ejemplo, uno o mas residuos
de acido sialico, uno o mas residuos de galactosa, uno o mas residuos de fucosa. Un anticuerpo que carece
sustancialmente de uno o mas grupos azucar seleccionados puede prepararse usando métodos comunes conocidos
para un experto en la técnica, incluyendo por ejemplo la produccién recombinante de un anticuerpo de la invencion
en una célula huésped que es defectuosa en la adicion del o de los grupos azucar seleccionados al resto de
carbohidrato del anticuerpo, de manera que aproximadamente el 90-100% del anticuerpo en la composicién no
presente el o los grupos azulcar seleccionados unidos al resto de carbohidrato. Los métodos alternativos para
preparar dichos anticuerpos incluyen, por ejemplo, cultivar células en condiciones que eviten o reduzcan la adicion
de uno o mas grupos azucar seleccionados, o la eliminacion posterior a la traduccién de uno o mas grupos azucar
seleccionados.

En un caso especifico, la especificacion engloba un método para producir una preparacién de anticuerpo
sustancialmente homogénea, en la que aproximadamente el 80-100% del anticuerpo en la composicion carece de
una fucosa en su resto carbohidrato, por ejemplo, la uniéon de carbohidrato en Asn 297. El anticuerpo puede
prepararse, por ejemplo, por (a) el uso de una célula huésped preparada por ingenieria que es defectuosa en el
metabolismo de la fucosa de manera que tiene una capacidad reducida para fucosilar proteinas expresadas en ellas;
(b) el cultivo de células en condiciones que eviten o reduzcan la fucosilacion; (c) la eliminacion posterior a la
traduccion de fucosa, por ejemplo, con una enzima fucosidasa; o (d) la purificacion del anticuerpo de manera que se
selecciona el producto que no esta fucosilado. Lo mas preferiblemente, el acido nucleico que codifica el anticuerpo
deseado se expresa en una célula huésped que tiene una capacidad reducida para fucosilar el anticuerpo expresado
en ella. Preferiblemente, la célula huésped es una célula de ovario de hamster chino (CHO) defectuosa en
dihidrofolato reductasa, por ejemplo, una célula Lec 13 CHO (linea celular CHO mutante resistente a lectina; Ribka y
Stanley, 1986, Somatic Cell & Molec. Gen. 12(1): 51-62; Ripka et al., 1986 Arch. Biochem. Biophys. 249(2): 533-45),
CHO-K1, DUX-B11, CHO-DP12 o CHO-DG44, que se ha modificado de manera que el anticuerpo no se fucosila
sustancialmente. Asi, la célula puede presentar una expresion y/o actividad alterada de la enzima fucosiltransferasa,
u otra enzima o sustrato implicado en la adicién de fucosa al oligosacarido ligado a N de manera que la enzima tiene
una actividad disminuida y/o nivel reducido de expresion en la célula. Para los métodos para producir anticuerpos
con contenido de fucosa alterado, véase, por ejemplo, WO 03/035835 y Shields et al., 2002, J. Biol. Chem. 277(30):
26733-40.

En algunas realizaciones que se encuentran en el alcance de las reivindicaciones especificadas, las modificaciones
de carbohidratos alterados modulan uno o mas de lo siguiente: solubilizacion del anticuerpo, facilitacion del
transporte subcelular y secrecién del anticuerpo, estimulacion del ensamblaje del anticuerpo, integridad
conformacional, y funcion efectora mediada por anticuerpo. En una realizacion especifica, las modificaciones de
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carbohidrato alterado aumentan la funcion efectora mediada por anticuerpo respecto al anticuerpo que carece de la
modificacion de carbohidrato. Las modificaciones de carbohidrato que dan lugar a funcién efectora mediada por
anticuerpo alterada son muy conocidas en la técnica (por ejemplo, véase, Shields R.L. et al., 2001, J. Biol. Chem.
277(30): 26733-40; Davies J. et al., 2001, Biotechnology & Bioengineering, 74(4): 288-294). En otra realizacion
especifica, las modificaciones de carbohidrato alterado aumentan la union de los anticuerpos de la invencion al
receptor FcyRIIB. Las modificaciones de carbohidrato alterado segun los métodos de la especificacion incluyen, por
ejemplo, incrementar el contenido de carbohidrato del anticuerpo o disminuir el contenido de carbohidrato del
anticuerpo. Los métodos para alterar los contenidos de carbohidrato son conocidos para los expertos en la técnica,
véase, por ejemplo, Wallick et al., 1988, Journal of Exp. Med. 168(3): 1099-1109; Tao et al., 1989 Journal of
Immunology, 143(8): 2595-2601; Routledge et al., 1995 Transplantation, 60(8): 847-53; Elliott et al. 2003; Nature
Biotechnology, 21: 414-21; Shields et al. 2002 Journal of Biological Chemistry, 277(30): 26733-40.

En algunas realizaciones que se encuentran en el alcance de las reivindicaciones especificadas, la invencion
engloba anticuerpos que comprenden uno o mas sitios de glicosilacién, de manera que uno o mas restos de
carbohidrato se unen covalentemente al anticuerpo. En otras realizaciones que se encuentran en el alcance de las
reivindicaciones especificadas, la invencion engloba anticuerpos que comprenden uno o mas sitios de glicosilacion y
una o mas modificaciones en la region Fc, de tales como las descritas supra y las conocidas para un experto en la
técnica. En realizaciones preferidas que se encuentran en el alcance de las reivindicaciones especificadas, la una o
mas maodificaciones en la region Fc aumentan la afinidad del anticuerpo para un FcyR activador, por ejemplo,
FcyRIIIA, respecto al anticuerpo que comprende las regiones Fc de tipo salvaje. Los anticuerpos de la invencion con
uno o mas sitios de glicosilacion y/o una o mas modificaciones en la region Fc tienen una funcion efectora mediada
por anticuerpo aumentada, por ejemplo, actividad ADCC aumentada. En algunas realizaciones que se encuentran
en el alcance de las reivindicaciones especificadas, la invencion comprende ademas anticuerpos que comprenden
una o mas modificaciones de aminoacidos que se sabe que directamente o indirectamente interaccionan con un
resto de carbohidrato del anticuerpo, incluyendo pero no limitado a los aminoacidos en las posiciones 241, 243, 244,
245, 245, 249, 256, 258, 260, 262, 264, 265, 296, 299, y 301. Los aminoacidos que interaccionan directamente o
indirectamente con un resto de carbohidrato de un anticuerpo se conocen en la técnica, véase, por ejemplo, Jefferis
et al., 1995 Immunology Letters, 44: 111-7.

La invencién engloba anticuerpos que se han modificado mediante la introduccién de uno o mas sitios de
glicosilaciéon en uno o mas sitios de los anticuerpos, preferiblemente sin alterar la funcionalidad del anticuerpo, por
ejemplo, la actividad de union a FcyRIIB. Los sitios de glicosilacién pueden introducirse en la region variable y/o
constante de los anticuerpos de la invencion. Tal y como se usa en la presente memoria, "sitios de glicosilacion”
incluyen cualquier secuencia de aminoacido especifica en un anticuerpo a la que se unira un oligosacarido (es decir,
carbohidratos que contienen dos o mas azucares simples unidos entre si) especificamente y covalentemente. Las
cadenas laterales de oligosacaridos estan unidas tipicamente al ndcleo de un anticuerpo mediante uniones N u O. la
glicosilacion ligada a N se refiere a la unién de un resto de oligosacarido a la cadena lateral de un residuo de
asparagina. La glicosilacion ligada a O se refiere a la unidn de un resto de oligosacarido a un acido hidroxiamino, por
ejemplo, serina, treonina. Los anticuerpos de la invencién pueden comprender uno o mas sitios de glicosilacion,
incluyendo sitios de glicosilacion ligados a N y ligados a O. Cualquier sitio de glicosilacion para la glicosilacion ligada
a N o ligada a O conocido en la técnica puede usarse segun la presente invencion. Un sitio de glicosilacion ligado a
N ejemplar que es util segun los métodos de la presente invencion, es la secuencia de aminoacidos: Asn-X-Thr/Ser,
en la que X puede ser cualquier aminoacido y Thr/Ser indica una treonina o una serina. Dicho sitio o sitios pueden
introducirse en un anticuerpo de la invencion usando métodos muy conocidos en a técnica a la que pertenece esta
invencion. Véase, por ejemplo, "In vitro Mutagenesis," Recombinant DNA: A Short Course, J. D. Watson, et al. W.H.
Freeman and Company, Nueva York, 1983, capitulo 8, p. 106-116. Un método ejemplar para introducir un sitio de
glicosilaciéon en un anticuerpo de la invencion puede comprender: modificar o mutar una secuencia de aminoacidos
del anticuerpo de manera que se obtiene la secuencia Asn-X-Thr/Ser deseada.

Los métodos para modificar el contenido de carbohidrato de un anticuerpo de la invencién mediante la adiciéon o
delecion de un sitio de glicosilacion se describen asi como lo son los métodos para modificar el contenido de
carbohidrato de anticuerpos que son muy conocidos en la técnica, véase, por ejemplo, la Patente U.S. No.
6.218.149; EP 0 359 096 B1; Publicaciéon U.S. No. US 2002/0028486; WO 03/035835; Publicacion U.S. No.
2003/0115614; Patente U.S. No. 6.218.149; Patente U.S. No. 6.472.511. También se incluyen métodos para
modificar el contenido de carbohidrato de un anticuerpo de la invencién mediante la delecién de uno o mas restos de
carbohidrato endégenos del anticuerpo.

También se proporciona el uso de anticuerpos FcyRIIB modificados en los que el sitio consenso de N-glicosilacion
Asnsp-Val-Ser de la region CDR2 se ha modificado, de manera que se elimina el sitio de glicosilacion en la posicion
50. Aunque no se pretende la vinculaciéon a ningdn mecanismo particular de accién, la eliminacién del sitio de
glicosilacion puede limitar la variacion potencial en la produccion del anticuerpo asi como la inmunogenicidad
potencial en una aplicacion farmacéutica. En una realizacion especifica, la invencién engloba el uso de un
anticuerpo FcyRIIB humanizado en el que el aminoacido en la posicion 50 se ha modificado, por ejemplo,
delecionado o sustituido. En otro caso especifico, la especificacion engloba ademas el uso de un anticuerpo con una
modificacion de aminoacido, por ejemplo, delecion o sustitucién, en la posicién 51. En un caso especifico, la
especificacion engloba el uso de un anticuerpo FcyRIIB humanizado en el que el aminoacido en la posicion 50 se ha
reemplazado con tirosina. En otro caso mas especifico, la especificacion engloba el uso de un anticuerpo FcyRIIB en
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el que el aminoacido en la posicién 50 se ha reemplazado con tirosina y el aminoacido en la posicion 51 se ha
reemplazado con alanina.

5.1.6 Agonistas y antagonistas de FcyRIIB

Ademas del uso de anticuerpo especifico de FcyRIIB, un analogo, derivado, o un fragmento de unién a antigeno de
éste en los métodos descritos y las composiciones de la invencion, pueden usarse otros agonistas y antagonistas de
FcyRIIB segun los métodos descritos. Los agonistas y antagonistas de FcyRIIB incluyen, pero no estan limitados a,
moléculas proteinaceas (por ejemplo, proteinas, polipéptidos (por ejemplo, polipéptidos FcyRIIB solubles), péptidos,
proteinas de fusion (por ejemplo, polipéptidos FcyRIIB solubles conjugados con un resto terapéutico), moléculas de
acido nucleico (por ejemplo, moléculas de acido nucleico antisentido FcyRIIB, hélices triples, dsARN que media
ARNi, o moléculas de acido nucleico que codifican moléculas proteinaceas), moléculas organicas, moléculas
inorganicas, moléculas organicas pequefas, farmacos, y moléculas inorganicas pequefias que bloquean, inhiben,
reducen o neutralizan una funcién, una actividad y/o la expresion de un polipéptido FcyRIIB, expresado por una
célula inmune, preferiblemente una célula B. En algunos casos, un agonista o antagonista de FcyRIIB usado segun
los métodos de la especificacion no es una molécula organica pequefia, un farmaco o una molécula antisentido. Los
agonistas y antagonistas de FcyRIIB pueden identificarse usando técnicas muy conocidas en la técnica o descritas
en la presente memoria.

Los compuestos profilacticos y terapéuticos de la invencion incluyen, pero no estan limitados a, moléculas
proteinaceas, incluyendo, pero no limitado a, péptidos, polipéptidos, proteinas, incluyendo proteinas modificadas
después de la traduccion, anticuerpos, etc.; moléculas pequefias (menos de 1.000 daltons), compuestos inorganicos
u organicos; moléculas de acido nucleico incluyendo, pero no limitado a, ADN bicatenario o monocatenario, ARN
bicatenario o monocatenario, asi como moléculas de acido nucleico de triple hélice. Los compuestos profilacticos y
terapéuticos pueden derivar de cualquier organismo conocido (incluyendo, pero no limitado a, animales, plantas,
bacterias, hongos, y protista, o virus) o de una biblioteca de moléculas sintéticas.

En determinados casos, los antagonistas de FcyRIIB reducen una funcién, actividad, y/o expresion de un polipéptido
FcyRIIB en un sujeto con una malignidad de células B. En otros casos, los antagonistas de FcyRIIB se unen a un
polipéptido FcyRIIB y modulan directamente o indirectamente una actividad y/o funcién de los linfocitos B. En casos
particulares, los antagonistas de FcyRIIB inhiben o reducen la proliferacion de células B en un sujeto con una
malignidad de células B segun se determina por ensayos estandar in vivo y/o in vitro descritos en la presente
memoria o muy conocidos para los expertos en la técnica. En un caso especifico, los antagonistas de FcyRIIB
median la deplecion de linfocitos, en particular células B de sangre periférica, en un sujeto con una malignidad de
células B segun se determina por ensayos estandar in vivo y/o in vitro descritos en la presente memoria o muy
conocidos para los expertos en la técnica. En otro caso, los antagonistas de FcyRIIB modulan directamente o
indirectamente una actividad y/o funcidon de los linfocitos B mediante la utilizacion de citotoxicidad mediada por
células dependiente de anticuerpo (ADCC).

En un caso preferido, las proteinas, polipéptidos o péptidos (incluyendo anticuerpos y proteinas de fusion) que se
utilizan como antagonistas de FcyRIIB derivan de la misma especie que el receptor de las proteinas, polipéptidos o
péptidos de manera que se reduce la probabilidad de una respuesta inmune frente a estas proteinas, polipéptidos o
péptidos. En otro caso preferido, cuando el sujeto es un ser humano, las proteinas, polipéptidos, o péptidos que se
utilizan como antagonistas de FcyRIIB son humanos o humanizados.

Las moléculas de acido nucleico que codifican proteinas, polipéptidos o péptidos que funcionan como antagonistas
de FcyRIIB pueden administrarse a un sujeto con una malignidad de células B, segun los métodos de la
especificacion. Ademas, las moléculas de acido nucleico que codifican derivados, analogos, fragmentos o variantes
de las proteinas, polipéptidos o péptidos que funcionan como antagonistas de FcyRIIB pueden administrarse a un
sujeto con una malignidad de células B segun los métodos de la especificacion. Preferiblemente, dichos derivados,
analogos, variantes y fragmentos retienen la actividad antagonista de FcyRIIB de la proteina, polipéptido o péptido
de longitud completa de tipo salvaje.

5.2 Conjugados de anticuerpo

La presente invencion engloba anticuerpos fusionados recombinantemente o conjugados quimicamente (incluyendo
conjugaciones tanto covalentemente como no covalentemente) con polipéptidos heterélogos (es decir, un polipéptido
no relacionado; o parte de éste, preferiblemente al menos 10, al menos 20, al menos 30, al menos 40, al menos 50,
al menos 60, al menos 70, al menos 80, al menos 90 o al menos 100 aminoacidos del polipéptido) para generar
proteinas de fusion. No es necesario que la fusidon sea directa, sino que puede ocurrir a través de secuencias
conectoras. Los anticuerpos pueden usarse por ejemplo para dirigir polipéptidos heterdlogos a tipos celulares
particulares, bien in vitro o in vivo, mediante la fusiéon o conjugacion de los anticuerpos a anticuerpos especificos
para receptores particulares de la superficie celular. Los anticuerpos fusionados o conjugados con polipéptidos
heterélogos también pueden usarse en inmunoensayos in vitro y métodos de purificacion usando los métodos
conocidos en la técnica. Véase, por ejemplo, la Publicacion PCT No. WO 93/21232; EP 439.095; Naramura et al.,
1994, Immunol. Lett., 39:91-99; Patente U.S. No. 5.474.981; Gillies et al., 1992, Proc Natl Acad Sci, 89:1428-1432; y
Fell et al., 1991, J. Immunol., 146:2446-2452.
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Ademas, un anticuerpo puede conjugarse a un agente terapéutico o resto de farmaco que modifica una respuesta
biolégica dada. Los agentes terapéuticos o restos de farmaco no deben considerarse como limitados a agentes
terapéuticos quimicos clasicos. Por ejemplo, el resto de farmaco puede ser una proteina o polipéptido que posee
una actividad biolégica deseada. Dichas proteinas pueden incluir, por ejemplo, una toxina tal como abrina, ricina A,
exotoxina de pseudomonas (es decir, PE-40), o toxina de la difteria, ricina, gelonina, y proteina antiviral de fitolaca,
una proteina tal como factor de necrosis tumoral, interferones incluyendo, pero no limitado a, a-interferén (IFN-a), B-
interferon (IFN-B), factor de crecimiento nervioso (NGF), factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF),
activador de plasmindgeno tisular (TPA), un agente apoptotico (por ejemplo, TNF-a, TNF-B, AIM | como se describe
en la Publicacion PCT No. WO 97/33899), AIM Il (véase, por ejemplo, la Publicacion PCT No. WO 97/34911),
ligando Fas (Takahashi et al., 1994 J. Immunol., 6:1567-1574), y VEGI (Publicacion PCT No. WO 99/23105), un
agente trombotico o un agente anti-angiogénico (por ejemplo, angiostatina o endostatina), o un modificador de la
respuesta biolégica tal como, por ejemplo, una linfoquina (por ejemplo, interleuquina-1 ("IL-1"), interleuquina-2 ("IL-
2"), interleuquina-6 ("IL-6"), factor estimulante de las colonias de granulocitos y macréfagos ("GM-CSF"), y factor
estimulante de las colonias de granulocitos ("G-CSF")), factor estimulante de las colonias de macréfagos ("M-CSF"),
o un factor de crecimiento (por ejemplo, hormona de crecimiento ("GH"); una proteasa, o una ribonucleasa).

Los anticuerpos pueden fusionarse a secuencias marcadoras, tales como un péptido, para facilitar la purificacion. En
realizaciones preferidas, la secuencia de aminoacidos marcadora es un péptido hexa-histidina, tal como la etiqueta
proporcionada en un vector pQE (QIAGEN, Inc., 9259 Eton Avenue, Chatsworth, CA, 91311), entre otras, muchas de
las cuales estan disponibles comercialmente. Como se describe en Gentz et al., 1989 Proc. Natl. Acad. Sci. USA,
86:821-824, por ejemplo, la hexa-histidina proporciona una purificacién conveniente de la proteina de fusion. Otras
etiquetas peptidicas utiles para la purificacion incluyen, pero no estan limitadas a, la etiqueta hemaglutinina "HA",
que corresponde a un epitopo derivado de la proteina hemaglutinina de influenza (Wilson et al., 1984 Cell, 37:767) y
la etiqueta "flag" (Knappik et al.., 1994 Biotechniques, 17(4):754-761).

También se discute el uso de composiciones que comprenden polipéptidos heterdlogos fusionados o conjugados
con fragmentos de anticuerpo. Por ejemplo, los polipéptidos heterélogos pueden fusionarse o conjugarse con un
fragmento Fab, fragmento Fd, fragmento Fv, fragmento F(ab);, o parte de éstos. Los métodos para fusionar o
conjugar polipéptidos a partes de anticuerpo se conocen en la técnica. Véanse, por ejemplo, las Patentes U.S. Nos.
5.336.603, 5.622.929, 5.359.046, 5.349.053, 5.447.851, y 5.112.946; EP 307.434; EP 367,166; Publicaciones
Internacionales Nos. WO 96/04388 y WO 91/06570; Ashkenazi et al., 1991, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88: 10535-
10539; Zheng et al., 1995, J. Immunol. 154:5590-5600; y Vil et al., 1992, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89:11337-
11341.

00181Pueden generarse proteinas de fusion adicionales mediante técnicas de intercambio génico, intercambio de
restos, intercambio de exones, y/o intercambio de codones (referidas colectivamente como "intercambio de ADN").
El intercambio de ADN puede emplearse para alterar las actividades de anticuerpos de la invencion o fragmentos de
éstos (por ejemplo, anticuerpos o fragmentos de éstos con mayores afinidades o menores velocidades de
disociacion). Véanse, generalmente las Patentes U.S. Nos. 5.605.793; 5.811.238; 5.830.721; 5.834.252; y
5.837.458, y Patten et al., 1997, Curr. Opinion Biotechnol. 8:724-33; Harayama, 1998, Trends Biotechnol. 16:76;
Hansson, et al., 1999, J. Mol. Biol. 287:265; y Lorenzo y Blasco, 1998, BioTechniques 24:308. Los anticuerpos o
fragmentos de éstos, o los anticuerpos codificados o fragmentos de éstos, pueden alterarse sometiéndolos a
mutagénesis aleatoria por PCR tendente a error, insercion de nucleétidos aleatoria u otros métodos antes de la
recombinacién. Una o mas partes de un polinucledtido que codifica un anticuerpo o fragmentos de anticuerpo, cuyas
partes se unen especificamente a FcyRIIB, pueden recombinarse con uno o mas componentes, restos, secciones,
partes, dominios, fragmentos, etc. de una o mas moléculas heteroélogas.

La presente invencion también engloba anticuerpos conjugados con un agente de diagndstico o terapéutico o
cualquier otra molécula para la que se desea incrementar la vida media en suero. Los anticuerpos pueden usarse en
diagnéstico, por ejemplo, para monitorizar el desarrollo o progresion de una enfermedad, trastorno o infeccién como
parte de un procedimiento de ensayo clinico, por ejemplo, para determinar la eficacia de un régimen de tratamiento
dado. La deteccidon puede facilitarse mediante el acoplamiento del anticuerpo a una sustancia detectable. Los
ejemplos de sustancias detectables incluyen varias enzimas, grupos prostéticos, materiales fluorescentes,
materiales luminiscentes, materiales bioluminiscentes, materiales radiactivos, materiales emisores de positrones, y
iones metalicos paramagnéticos no radiactivos. La sustancia detectable puede acoplarse o conjugarse bien
directamente al anticuerpo o indirectamente, mediante un intermedio (tal como, por ejemplo, un conector conocido
en la técnica) usando técnicas conocidas en la técnica. Véase, por ejemplo, la Patente U.S. No. 4.741.900 para
iones metdlicos que pueden conjugarse con anticuerpos para uso como diagnéstico segun la presente
especificacion. Dicho diagndstico o deteccion puede conseguirse mediante el acoplamiento del anticuerpo a
sustancias detectables incluyendo, pero no limitado a, varias enzimas, enzimas incluyendo, pero no limitado a,
peroxidasa de rabano, fosfatasa alcalina, beta-galactosidasa, o acetilcolinesterasa; complejos de grupos protéticos
tales como, pero no limitado a, estreptavidina/biotina y avidina/biotina; materiales fluorescentes tales como, pero no
limitado a, umbelliferona, fluoresceina, isotiocianato de fluoresceina, rodamina, diclorotriazinilamina fluoresceina,
cloruro de dansilo o ficoeritrina; material luminiscente tal como, pero no limitado a, luminol; materiales
bioluminiscentes tales como pero no Ilmltado a, Iumferasa luciferina, yaequorlna material radioactivo al como, pero
no limitado a, blsmuto( Bl) carbono% “C), cromog 'Cr), cobalto (*’Co), fltor (' F) gadollnlo (**°Gd, "°Gd), gallo
(°®Ga, ®’Ga), germanio (®*Ge), holmio ("*°*Ho), indio (*"°In, 113In M2, 1 ) yodo ("*'I, "%, ', ")), lantano (14
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lutecio (""’Lu), manganeso( “Mn), mollbdeno (ggMo) paladio (1°3Pd) fosforo (*P), Qraseodlmlo( ?Pr), prometio
(**°Pm), renlog °Re, '®Re), rodio ('*°Rh), rutenio (° Ru) samarlo( m), escandlo( 3) selenio (” Se estroncio
(85Sr) azufre ( 5S tecnecio (**Tc), talio (2°1T|) estafio ('"*sn, ""sn), tr|t|0 (*H), xendn ("**Xe), iterbio (' 9Yb 72y),
itrio ( Y) cinc ( Zn) metales que emiten positrones usando varias tomografias de emision de positrones, e iones
metalicos paramagnéticos no radiactivos.

Un anticuerpo puede conjugarse con un resto terapéutico tal como una citotoxina (por ejemplo, un agente citostatico
o citocida), un agente terapéutico o un elemento radiactivo (por ejemplo, emisores alfa, emisores gamma, etc.). Las
citotoxinas o agentes citotoxicos incluyen cualquier agente que es perjudicial para las células. Los ejemplos incluyen
paclitaxol, citocalasina B, gramicidina D, bromuro de etidio, emetina, mitomicina, etopdsido, tenopdsido, vincristina,
vinblastina, colchicina, doxorrubicina, daunorrubicina, dihidroxi antracina diona, mitoxantrona, mitramicina,
actinomicina D, 1-deshidrotestosterona, glucocorticoides, procaina, tetracaina, lidocaina, propranolol, y puromicina y
analogos u homologos de éstos. Los agentes terapéuticos incluyen, pero no estan limitados a, antimetabolitos (por
ejemplo, metotrexato, 6-mercaptopurina, 6-tioguanina, citarabina, 5-fluorouracilo decarbazina), agentes alquilantes
(por ejemplo, mecloretamina, tioepa clorambucilo, melfalan, carmustina (BSNU) y lomustina (CCNU), ciclofosfamida,
busulfan, dibromomanitol, estreptozotocina, mitomicina C, y cisdiclorodiamina platino (Il) (DDP) cisplatino),
antraciclinas (por ejemplo, daunorrubicina (anteriormente daunomicina) y doxorrubicina), antibidticos (por ejemplo,
dactinomicina (anteriormente actinomicina), bleomicina, mitramicina, y antramicina (AMC)), y agentes anti-mitéticos
(por ejemplo, vincristina y vinblastina).

Ademas, un anticuerpo puede conjugarse con restos terapéuticos tales como materiales radiactivos o quelantes
macrociclicos Uutiles para conjugar iones radiometalicos (véase anteriormente para ejemplos de materiales
radiactivos). En determinadas realizaciones que se encuentran en el alcance de las reivindicaciones especificadas,
el quelante macrociclico es acido 1,4,7,10-tetraazaciclododecano-N,N',N",N"-tetraacético (DOTA) que puede unirse
al anticuerpo mediante una molécula conectora. Dichas moléculas conectoras son conocidas cominmente en la
técnica y se describen en Denardo et al., 1998, Clin Cancer Res. 4:2483-90; Peterson et al., 1999, Bioconjug. Chem.
10:553; y Zimmerman et al., 1999, Nucl. Med. Biol. 26:943-50.

Las técnicas para conjugar dichos restos terapéuticos a anticuerpos son muy conocidas; véase, por ejemplo, Arnon
et al., "Monoclonal Antibodies For Immunotargeting Of Drugs In Cancer Therapy", en Monoclonal Antibodies And
Cancer Therapy, Reisfeld et al. (eds.), 1985, p. 243-56, Alan R. Liss, Inc.); Hellstrom et al., "Antibodies For Drug
Delivery", en Controlled Drug Delivery (2a Ed.), Robinson et al.. (eds.), 1987, p. 623-53, Marcel Dekker, Inc.);
Thorpe, "Antibody Carriers Of Cytotoxic Agents In Cancer Therapy: A Review", en Monoclonal Antibodies '84:
Biological And Clinical Applications, Pinchera et al. (eds.), 1985, p. 475-506); "Analysis, Results, And Future
Prospective Of The Therapeutic Use Of Radiolabeled Antibody In Cancer Therapy", en Monoclonal Antibodies For
Cancer Detection And Therapy, Baldwin et al. (eds.), 1985, p. 303-16, Academic Press; y Thorpe et al., Immunol.
Rev., 62:119-58, 1982.

Un anticuerpo o fragmento de éste, con o sin un resto terapéutico conjugado a él, administrado solo o en
combinacién con factor o factores citotoxicos y/o citoquina o citoquinas puede usarse como un terapéutico.

Alternativamente, un anticuerpo puede conjugarse con un segundo anticuerpo para formar un heteroconjugado de
anticuerpo como se describe por Segal en la Patente U.S. No. 4.676.980.

Los anticuerpos también pueden unirse a soportes solidos, que son particularmente Utiles para inmunoensayos o
purificacién del antigeno diana. Dichos soportes sélidos incluyen, pero no estan limitados a, vidrio, celulosa,
poliacrilamida, nilén, poliestireno, cloruro de polivinilo o polipropileno.

5.3 Preparacion y caracterizacion de anticuerpos monoclonales de la invencion

Los anticuerpos monoclonales pueden prepararse usando una amplia variedad de técnicas conocidas en la técnica
incluyendo el uso de tecnologias de hibridoma, recombinantes, y de exposicién en fago, o una combinacion de
éstas. Por ejemplo, los anticuerpos monoclonales pueden producirse usando técnicas de hibridoma incluyendo las
conocidas en la técnica y ensefiadas, por ejemplo, en Harlow et al., Antibodies: A Laboratory Manual, (Cold Spring
Harbor Laboratory Press, 2a ed. 1988); Hammerling, et al., en: Monoclonal Antibodies and T-Cell Hybridomas, p.
563-681 (Elsevier, N.Y., 1981). El término "anticuerpo monoclonal" tal y como se usa en la presente memoria no esta
limitado a anticuerpos producidos mediante la tecnologia de hibridoma. El término "anticuerpo monoclonal" se refiere
a un anticuerpo que deriva de un unico clon, incluyendo cualquier clon eucariota, procariota, o de fago, y no al
método mediante el que se produce.

Los métodos para producir y cribar anticuerpos especificos usando la tecnologia de hibridoma son rutinarios y muy
conocidos en la técnica. En un ejemplo no limitativo, pueden inmunizarse ratones con un antigeno de interés o una
célula que exprese dicho antigeno. Una vez se detecta la respuesta inmune, por ejemplo, se detectan anticuerpos
especificos para el antigeno en el suero del raton, se recoge el bazo del ratén y se aislan los esplenocitos. Los
esplenocitos se fusionan por técnicas muy conocidas con cualesquiera células de mieloma adecuadas. Los
hibridomas se seleccionan y se clonan mediante dilucién limitante. Los clones de hibridoma se ensayan entonces
mediante métodos conocidos en la técnica para células que secretan anticuerpos capaces de unirse al antigeno.
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Puede generarse fluido de ascitis, que en general contiene niveles altos de anticuerpos, inoculando ratones
intraperitonealmente con clones de hibridoma positivos.

Se describe un método para producir anticuerpos monoclonales que se unen especificamente a FcyRIIB con mayor
afinidad de la que dichos anticuerpos monoclonales se unen a FcyRIIA que comprende: inmunizar uno o0 mas
ratones transgénicos para FcyRIIA (Véanse U.S. 5.877.396 y U.S. 5.824.487) con el dominio extracelular purificado
de FcyRIIB humano, aminoacidos 1-180; producir lineas celulares de hibridoma a partir de células del bazo de
dichos ratones, cribar dichas lineas celulares de hibridoma para una o mas lineas celulares de hibridoma que
producen anticuerpos que se unen especificamente a FcyRIIB con mayor afinidad de la que dichos anticuerpos se
unen a FcyRIIA. También se proporciona un método para producir anticuerpos monoclonales frente a FcyRIIB que
se unen especificamente a FcyRIIB, particularmente FcyRIIB humano, con una mayor afinidad de la que dichos
anticuerpos monoclonales se unen a FcyRIIA, comprendiendo dicho método ademas: inmunizar uno o mas ratones
transgénicos para FcyRIIA con FcyRIIB purificado o un fragmento inmunogénico de éste, inmunizar con refuerzo
dichos ratones un nimero suficiente de veces como para incitar una respuesta inmune, producir lineas celulares de
hibridoma a partir de las células del bazo de dichos uno o mas ratones, cribar dichas lineas celulares de hibridoma
para una o mas lineas celulares de hibridoma que producen anticuerpos que se unen especificamente a FcyRIIB
con una mayor afinidad de la que dichos anticuerpos se unen a FcyRIIA. Los dichos ratones pueden inmunizarse
con FcyRIIB purificado, que se ha mezclado con cualquier adyuvante que se sabe en la técnica que aumenta la
respuesta inmune. Los adyuvantes que pueden usarse en los métodos descritos incluyen, pero no estan limitados a,
adyuvantes proteicos; adyuvantes bacterianos, por ejemplo, bacterias completas (BCG, Corynebacterium parvum,
Salmonella minnesota) y componentes bacterianos incluyendo esqueleto de la pared celular, dimicolato de
trehalosa, monofosforil lipido A, residuo extraible con metanol (MER) de bacillus tuberculoso, adyuvante completo o
incompleto de Freund; adyuvantes virales; adyuvantes quimicos, por ejemplo, hidréxido de aluminio, yodoacetato y
colesteril hemisuccinato o; adyuvantes de ADN desnudo. Otros adyuvantes que pueden usarse en los métodos
descritos incluyen, toxina del cdlera, proteinas de paropox, MF-59 (Chiron Corporation; Véase también Bieg et al.,
1999, Autoimmunity, 31(1):15-24), MPL® (Corixa Corporation; Véase también Lodmell D.I. et al., 2000 Vaccine, 18:
1059-1066; Ulrich et al., 2000, Methods in Molecular Medicine, 273-282; Johnson et al., 1999, Journal of Medicinal
Chemistry, 42: 4640-4649; Baldridge et al., 1999 Methods, 19: 103-107), adyuvante RC-529 (Corixa Corporation; el
compuesto lider de la biblioteca quimica de Corixa de aminoalquil glucosaminida 4-fosfato (AGP), véase también
www.corixa.com), y adyuvante DETOX™ (Corixa Corporation; el adyuvante DETOX™ incluye el adyuvante MPL®
(monofosforil lipido A) y esqueleto de pared celular micobacteriana; Véase también Eton et al., 1998, Clin. Cancer
Res, 4(3):619-27; y Gubta R. et al., 1995, Vaccine, 13(14): 1263-76).

Los fragmentos de anticuerpo que reconocen epitopos especificos pueden generarse por técnicas conocidas. Por
ejemplo, los fragmentos Fab y F(ab'), pueden producirse por escision proteolitica de moléculas de inmunoglobulina,
usando enzimas tales como papaina (para producir fragmentos Fab) o pepsina (para producir fragmentos F(ab'),).
Los fragmentos F(ab'), contienen la cadena ligera completa, y la regién variable, la regién CH1 y al menos una parte
de la regioén bisagra de la cadena pesada.

Por ejemplo, los anticuerpos también pueden generarse usando varios métodos de exposicion en fago conocidos en
la técnica. En los métodos de exposicion en fago, se exponen dominios de anticuerpo funcionales en al superficie de
particulas de fago que portan las secuencias de polinucleétido que los codifican. Dicho fago puede utilizarse para
exponer dominios de unién a antigeno, tales como Fab y Fv o Fv estabilizado por enlace disulfuro, expresados a
partir de un repertorio o biblioteca combinatoria de anticuerpos (por ejemplo, humana o murina). Los fagos que
expresan un dominio de unién a antigeno que se une al antigeno de interés pueden seleccionarse o identificarse,
por ejemplo, usando antigeno marcado o antigeno unido o capturado en una superficie o lecho sélido. Los fagos
usados en estos métodos son tipicamente fagos filamentosos, incluyendo fd y M13. Los dominios de unién a
antigeno se expresan como una proteina fusionada recombinantemente bien a la proteina del gen Ill o gen VIII del
fago. Los ejemplos de los métodos de exposicion en fago que pueden usarse para preparar las inmunoglobulinas, o
fragmentos de éstas, de la presente invencion incluyen los descritos en Brinkman et al., J. Immunol. Methods,
182:41-50, 1995; Ames et al., J. Immunol. Methods, 184:177-186, 1995; Kettleborough et al., Eur. J. Immunol.,
24:952-958, 1994; Persic et al., Gene, 187:9-18, 1997; Burton et al., Advances in Immunology, 57:191-280, 1994;
Publicacion PCT W09201047; Publicaciones PCT WO 90/02809; WO 91/10737; WO 92/01047; WO 92/18619;WO
93/11236; WO 95/15982; WO 95/20401; y las Patentes U.S. Nos. 5.698.426; 5.223.409; 5.403.484; 5.580.717;
5.427.908; 5.750.753; 5.821.047; 5.571.698; 5.427.908; 5.516.637; 5.780.225; 5.658.727; 5.733.743 y 5.969.108.

Como se describe en las referencias anteriores, después de la seleccion de fago, las regiones que codifican el
anticuerpo del fago pueden aislarse y usarse para generar anticuerpos completos, incluyendo anticuerpos humanos,
o cualesquiera otros fragmentos deseados, y expresarse en cualquier huésped deseado, incluyendo células de
mamifero, células de insecto, células de planta, levaduras, y bacterias, por ejemplo, como se describe con detalle
mas adelante. Por ejemplo, las técnicas para producir recombinantemente fragmentos Fab, Fab' y F(ab'), también
pueden emplearse usando los métodos conocidos en la técnica tales como los descritos en la Publicacion PCT WO
92/22324; Mullinax et al., BioTechniques, 12(6):864-869, 1992; y Sawai et al., AJRI, 34:26-34, 1995; y Better et al.,
Science, 240:1041-1043, 1988. Los ejemplos de técnicas que pueden usarse para producir Fv y anticuerpos de
cadena unica incluyen los descritos en las Patentes U.S. Nos. 4.946.778 y 5.258.498; Huston et al., Methods in
Enzymology, 203:46-88, 1991; Shu et al., Proc Natl Acad Sci USA, 90:7995-7999, 1993; y Skerra et al., Science,
240:1038-1040, 1988.
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La tecnologia de exposicion en fago puede usarse para incrementar la afinidad de un anticuerpo de la invencion
para FcyRIIB. Esta técnica seria Util para la obtencién de anticuerpos de alta afinidad que podrian usarse en los
métodos combinatorios de la invencion. La tecnologia, referida como maduracioén por afinidad, emplea mutagénesis
o paseo de CDR vy re-seleccion usando FcyRIIB o un fragmento antigénico de éste para identificar anticuerpos que
se unen con mayor afinidad al antigeno cuando se comparan con el anticuerpo inicial o parental (Véase, por
ejemplo, Glaser et al., 1992, J. Immunology 149:3903). La mutagénesis de codones enteros en lugar de nucledtidos
Unicos resulta en un repertorio semi-aleatorizado de mutaciones de aminoacidos. Pueden construirse bibliotecas que
consisten en un conjunto de clones variantes cada uno de los cuales se diferencia por una Unica alteracion de
aminoacidos en una unica CDR y que contienen variantes que representan cada sustitucion posible de aminoacidos
para cada residuo de CDR. Los mutantes con afinidad de union incrementada para el antigeno pueden cribarse
poniendo en contacto los mutantes inmovilizados con antigeno marcado. Puede usarse cualquier método de cribado
conocido en la técnica para identificar anticuerpos mutantes con avidez incrementada para el antigeno (por ejemplo,
ELISA) (Véase, Wu et al., 1998, Proc Natl. Acad Sci. USA 95:6037; Yelton et al., 1995, J. Immunology 155:1994).
También es posible el paseo de CDR que aleatoriza la cadena ligera (Véase, Schier et al., 1996, J. Mol. Bio.
263:551).

Los anticuerpos de la invencion pueden caracterizarse adicionalmente por mapeo de epitopos, de manera que
pueden seleccionarse los anticuerpos que tienen la mayor especificidad para FcyRIIB comparada con FcyRIIA. Los
métodos de mapeo de epitopos de anticuerpos son muy conocidos en la técnica y estan englobados en los métodos
de la invencion. En determinados casos, pueden usarse proteinas de fusion que comprenden una o mas regiones de
FcyRIIB en el mapeo del epitopo de un anticuerpo de la invencion. En un caso especifico, la proteina de fusion
contiene la secuencia de aminoacidos de una regién de un FcyRIIB fusionada con la parte Fc de IgG2 humana.
Cada proteina de fusion puede comprender ademas sustituciones de aminoacidos y/o reemplazos de determinadas
regiones del receptor con la regidon correspondiente de un receptor homdlogo, por ejemplo, FcyRIIA, como se
muestra en la Tabla 4 siguiente. pMGX125 y pMGX132 contienen el sitio de unién de 1gG del receptor FcyRIIB, el
primero con el extremo C de FcyRIIB y el ultimo con el extremo C de FcyRIIA y pueden usarse para diferenciar la
union del extremo C. Los otros tienen sustituciones de FcyRIIA en el sitio de unién de IgG y bien el extremo N de
FcyllA o FcylIB. Estas moléculas pueden ayudar a determinar la parte de la molécula de receptor a la que se unen
los anticuerpos.

Tabla 4. Lista de las proteinas de fusidbn que pueden usarse para investigar el epitopo de los anticuerpos
monoclonales anti-FcyRIIB. Los residuos 172 a 180 pertenecen al sitio de union de IgG de FcyRIIA y B. Los
aminoacidos especificos de la secuencia de FcyRIIA estan en negrita. La secuencia del extremo C APSSS es SEQ
ID NO: 11 y la secuencia del extremo C VPSMGSSS es SEQ ID NO: 12.

Plasmido Receptor Extremo N 172-180 SEQ ID NO: Extremo C

pMGX125 Rllb b KKFSRSDPN 51 APS------ SS (llb)
pMGX126 Rlla/b lla QKFSRLDPN 52 APS------ SS (llb)
pMGX127 lla QKFSRLDPT 53 APS------ SS (llb)
pMGX128 b KKFSRLDPT 54 APS------ SS (llb)
pMGX129 na QKFSHLDPT 55 APS------ SS (llb)
pMGX130 b KKFSHLDPT 56 APS------ SS (llb)
pMGX131 lla QKFSRLDPN 52 VPSMGSSS(lla)
pMGX132 b KKFSRSDPN 51 VPSMGSSS(lla)
pMGX133 Rlla-131R lla QKFSRLDPT 53 VPSMGSSS(lla)
pMGX134 Rlla-131H lla QKFSHLDPT 55 VPSMGSSS(lla)
pMGX135 b KKFSRLDPT 54 VPSMGSSS(lla)
pMGX136 b KKFSHLDPT 56 VPSMGSSS(lla)
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Las proteinas de fusién pueden usarse en cualquier ensayo bioquimico para la determinacion de la unién de un
anticuerpo anti-FcyRIIB de la invencion, por ejemplo, un ELISA. En otros casos, puede hacerse una confirmacion
adicional de la especificidad del epitopo usando péptidos con residuos especificos reemplazados por los de la
secuencia de FcyRIIA.

Los anticuerpos de la invencién pueden caracterizarse para unién especifica a FcyRIIB usando cualquier método
con base inmunoldgica o bioquimica conocido en la técnica para caracterizar incluyendo cuantificar, la interaccion
del anticuerpo con FcyRIIB. La unién especifica de un anticuerpo de la invencién a FcyRIIB puede determinarse por
ejemplo usando métodos con base inmunolégica o bioquimica incluyendo, pero no limitado a, un ensayo ELISA,
ensayos de resonancia de plasmon superficial, ensayo de inmunoprecipitacion, cromatografia de afinidad, y didlisis
en equilibrio. Los inmunoensayos que pueden usarse para analizar la uniéon inmunoespecifica y reactividad cruzada
de los anticuerpos de la invencion incluyen, pero no estan limitados a, sistemas de ensayo competitivos y no
competitivos usando técnicas tales como transferencias western, radioinmunoensayos, ELISA (ensayo
inmunoabsorbente ligado a enzima), inmunoensayos en "sandwich", ensayos de inmunoprecipitacion, reacciones
con precipitina, reacciones con precipitina con difusion en gel, ensayos de inmunodifusion, ensayos de aglutinacion,
ensayos de fijacion del complemento, ensayos inmunoradiométricos, inmunoensayos fluorescentes, inmunoensayos
con proteina A, por nombrar sélo algunos. Dichos ensayos son rutinarios y muy conocidos en la técnica (véase, por
ejemplo, Ausubel et al., eds, 1994, Current Protocols in Molecular Biology, Vol. 1, John Wiley & Sons, Inc., Nueva
York).

Los anticuerpos de la invencion también pueden ensayarse usando cualesquiera ensayos basados en resonancia de
plasmén superficial conocidos en la técnica para caracterizar los parametros cinéticos de la interaccion del
anticuerpo con FcyRIIB. Cualquier instrumento SPR disponible comercialmente incluyendo, pero no limitado a,
Instrumentos BlAcore, disponibles en AB (Uppsala, Suecia); instrumentos IAsys disponibles en Affinity Sensors
(Franklin, MA.); sistema IBIS disponible en Windsor Scientific Limited (Berks, Reino Unido), sistemas SPR-CELLIA
disponibles en Nippon Laser and Electronics Lab (Hokkaido, Japdn), y SPR Detector Spreeta disponible en Texas
Instruments (Dallas, TX) puede usarse en la presente invencion. Para una revision de la tecnologia basada en SPR
véase Mullet et al., 2000, Methods 22: 77-91; Dong et al., 2002, Review in Mol. Biotech., 82: 303-23; Fivash et al.,
1998, Current Opinion in Biotechnology 9: 97-101; Rich et al., 2000, Current Opinion in Biotechnology 11: 54-61.
Adicionalmente, cualquiera de los instrumentos SPR y métodos basados en SPR para medir las interacciones
proteina-proteina descritos en Patentes U.S. Nos. 6.373.577; 6.289.286; 5.322.798; 5.341.215; 6.268.125 se
contemplan en los métodos de la invencion.

Brevemente, los ensayos basados en SPR implicar inmovilizar un miembro de una pareja de unién en una
superficie, y monitorizar su interaccion con el otro miembro de la pareja de unién en disolucion en tiempo real. SPR
se basa en medir el cambio en el indice de refraccién del disolvente cerca de la superficie que ocurre después de la
formacion o disociacion de complejos. La superficie en la que se produce la inmovilizacion es el chip sensor, que es
la parte central de la tecnologia SPR; consiste en una superficie de vidrio recubierta con una fina capa de oro y
forma la base de un rango de superficies especializadas disefiadas para optimizar la unién de una molécula a la
superficie. Una variedad de chips sensores esta disponible comercialmente especialmente de las empresas listadas
supra, todos los cuales pueden usarse en los métodos de la especificacion. Los ejemplos de chips snsores incluyen
los disponibles en BlAcore AB, Inc., por ejemplo, Chip Sensor CM5, SA, NTA, y HPA. Una molécula de la invencion
puede inmovilizarse en la superficie de un chip sensor usando cualquiera de los métodos de inmovilizacion y
quimicas conocidos en la técnica, incluyendo pero no limitado a, acoplamiento covalente directo a través de grupos
amina, acoplamiento covalente directo a través de grupos sulfhidrilo, unién de biotina a una superficie recubierta con
avidina, acoplamiento de aldehido a grupos carbohidrato, y unién a través de la etiqueta de histidina con chips NTA.

La especificidad de unién de los anticuerpos de la invencion puede evaluarse por cualquier método conocido en la
técnica para determinar las interacciones de parejas de union, incluyendo, pero no limitado a ELISA, transferencia
western, resonancia de plasmoén superficial (por ejemplo, BlAcore) y radioinmunoensayo. Cualquier método
conocido en la técnica para evaluar la especificidad de uniéon puede usarse para identificar los anticuerpos de la
especificacion que presentan una Kd mayor de 0,001 nM pero no mayor de 5 nM, no mayor de 10 nM, no mayor de
15 nM, no mayor de 20 nM, no mayor de 25 nM, no mayor de 30 nM, no mayor de 35 nM, no mayor de 40 nM, no
mayor de 45 nM, o no mayor de 50 nM segun se determina por un ensayo BlAcore.

La presente especificacion también proporciona anticuerpos de la invencion, o fragmentos de éstos, que tienen una
alta afinidad de unién para el antigeno de interés. En un caso especifico, un polipéptido inmunoespecifico de la
presente especificacion o fragmento de éste tiene una constante de veI00|dad de asoaamon 0 veIOC|dad kaSOC
(anticuerpo gAb)+ant|geno (Ag) Ab-Ag) de al menos 10° M- aI menos 5x10° M s , al menos 10° M s, al
menos 5x10 , al menos 10" M" s™', al menos 5x10” M s”, o almenos 108 M" s™. En un caso preferldo un
antlcuerpo de Ia presente espeC|f|caC|on o fragmento de este tlene una kasoc de aI menos 2x10° M s aI menos
5x10° M s aI menos 10° M" s™, al menos 5x10° M" s, al menos 10’ M M s, al menos 5x10’ M s, o al
menos 10°M™' s™.

En otro caso, un anticuerpo de la presente especificacion o fragmento de éste tiene una velocidad kgisoc (anticuerpo
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(Ab)+antigeno (Ag) Ab- Ag) menor de 10 s , menor de 5x10™ s , menor de 102 s , menor de 5x107 s , menor de
10° s ' menor de 5x10° s , menor de 10 s , menor de 5x10™ s , menor de 10° s , menor de 5x107 s , menor de
108 ™ . menor de 5x10° s ; menor de 107 s menor de 5x107 g™ , menor de 108 ™ , menor de 5x108 & , menor de
10° s, menor de 5x10° s, 0 menor de 107 En un caso preferldo un antlcuerpo dela Eresente espeC|f|caC|on
o] fragmento de este tiene una kd.soC menor de 5x10 s ; menor de 10° s ,,menor de 5x10° menor de 10° s
menor de 5x10° s , menor de 107 s » menor de 5x107 s , menor de 10% s, menor de 5x10® s, menor de 10° s
menor de 5x107° ™ , 0 menor de 107

En otros casos mas, un antlcuerpo de la presente espe0|f|caC|on o) fragmento de éste tiene una constante de aflnldad
o Ka (kasodkd.soc) de al menos 102 M aI menos Sx10? M al menos 10° M al menos 5x10° M al menos 10 M

al menos 5x10 M al menos 10 M al menos 5x10 M al menos 10° M™ , al menos 5x10° M , al menos 10" M’ ,
al menos 5x10” M™ , al menos 108 M’ , al menos 5x10% M’ , al menos 10° M'1, al menos 5x10° M'1, al menos 10" M'1,
al menos 5x10"° M'1, al menos 10" M'1, al menos 5x10"" M'1, al menos 10" M'1, al menos 5x10'? M'1, al menos 10"
M, al menos 5x10"> M, al menos 10" M, al menos 5x10" M , al menos 10" M™, o al menos 5x10" M. En otro
caso mas, un antlcuerpo de la presente espe0|f|caC|on o] fragmento de éste tiene una constante de d|300|aC|on o Kqg
(kd.sodkasoc) menor de 10 M, menor de 5x10 M, menor de 10 M, menor de 5x10 M, menor de 10* M, menor de
5x10“ M, menor de 10 M, menor de 5x10 M, menor de 10 M, menor de 5x10° M, menor de 107 M, menor de
5x107 M, menor de 10® M, menor de 5x10® M, menor de 10”° M. En realizaciones que se encuentran en el alcance
de las reivindicaciones especificadas, un anticuerpo de la presente |nvenC|on 0 fragmento de éste tiene una
constante de dlso<:|aC|on 0 Ky (Kdisoo/Kasoc) menor de 5x10°° M menor de 107° M menor de 5x107° M menor de 107"

M menor de 5x10™" M menor de 10™** M menor de 5x1072 M menor de 10" M, menor de 5x10™* M, menor de 10"

M, menor de 5x107 M, menor de 107 M, o menor de 5x10™"° M.

También se describe la caracterizacion de los anticuerpos producidos por los métodos descritos en la presente
memoria usando determinados ensayos de caracterizacion para identificar la funcién de los anticuerpos de la
invencion, particularmente la actividad para modular la sefalizacion de FcyRIIB. Por ejemplo, los ensayos de
caracterizacion de la especificacion pueden medir la fosforilacion de residuos de tirosina en el resto ITIM de FcyRIIB,
o medir la inhibicion de la movilizacion de calcio generada por el receptor de las células B. Los ensayos de
caracterizacion pueden estar basados en células o ser ensayos sin células.

Se ha establecido bien en la técnica que en los mastocitos la coagregacion de FcyRIIB con el receptor de IgE de alta
afinidad, FceRI, da lugar a la inhibicion de la desgranulacion, movilizacion de calcio, y produccion de citoquinas
inducidas por antigeno (Metcalfe D.D. et al. 1997, Physiol. Rev. 77:1033; Long E.O. 1999 Annu Rev. Immunol. 17:
875). Los detalles moleculares de esta ruta de sefializacion se han elucidado recientemente (Ott V. L., 2002, J.
Immunol. 162(9):4430-9). Una vez coagregado con FceRI, FcyRIIB se fosforila rapidamente en tirosina en su resto
ITIM, y entonces recluta la inositol-5-fosfatasa que contiene homologia con Src-2 (SHIP); una |n03|tol polifosfato 5-
fosfatasa que contiene un dominio SH2, que a su vez se fosforila y se asocia con Shcy p62 (p62 es el prototipo
de una familia de moléculas adaptadoras, que incluye dominios de sefializacion tales como un dominio de homologia
de pleckstrina amino terminal (dominio PH), un dominio PTB, y una region carboxi terminal que contiene restos
PXXP y numerosos sitios de fosforilacion (Carpino et al., 1997 Cell, 88: 197; Yamanshi et al., 1997, Cell, 88:205)).

Los anticuerpos anti-FcyRIIB de la invencién pueden caracterizarse en la modulacion de una o mas respuestas
mediadas por IgE. Preferiblemente, se usaran lineas celulares que co-expresan el receptor de alta afinidad para IgE
y el receptor de baja afinidad para FcyRIIB en la caracterizaciéon de los anticuerpos anti-FcyRIIB de la invencion en
la modulacion de respuestas mediadas por IgE. En una realizacion especifica, las células de una linea celular de
leucemia basofilica de rata (RBL-H23; Barsumian E.L. et al. 1981 Eur. J. Immunol. 11:317) transfectadas con
FcyRIIB humano de longitud completa se usaran en los métodos de la especificacion. RBL-2H3 es una linea celular
de rata bien caracterizada que se ha usado extensamente para estudiar los mecanismos de sefalizacién posteriores
a la activacion celular mediada por IgE. Cuando se expresa en células RBL-2H3 y se coagrega con FCeRI, FcyRIIB
inhibe la movilizacién de calcio, desgranulacion, y produccion de citoquinas inducidas por FceRI (Malbec et al., 1998,
J. Immunol. 160:1647; Daeron et al., 1995 J. Clin. Invest. 95:577; Ott et al., 2002 J. of Immunol. 168:4430-4439).

Los anticuerpos anti-FcyRIIB de la invencion pueden caracterizarse por la inhibiciéon de activacién de mastocitos
inducida por FceRI. Por ejemplo, las células de una linea celular de leucemia basofilica de rata (RBL-H23;
Barsumian E.L. et al. 1981 Eur. J. Immunol. 11:317) que se han transfectado con FcyRIIB se sensibilizan con IgE y
se estimulan bien con fragmentos F(ab'), de anti-IlgG de ratén de conejo, para agregar FceRI solo, o con anti-IgG de
ratén de conejo completa para coagregar FcyRIIB y FceRlI. En este sistema, la modulacion indirecta de moléculas de
sefializacion aguas abajo puede ensayarse después de la adicion de los anticuerpos de la invencion a las células
sensibilizadas y estimuladas. Por ejemplo, puede ensayarse la fosforilacion de tirosina de FcyRIIB y el reclutamiento
y fosforilacion de SHIP, activacion de mlembros de la familia MAP quinasa, incluyendo pero no limitado a Erk1, Erk2,
JNK, o p38; y fosforilacion de tirosina de p62°* y su asociacion con SHIP y RasGAP.

Un ensayo ejemplar para determinar la inhibicion de la activacion de mastocitos inducida por FceRI por los
anticuerpos de la invencion puede comprender lo siguiente: transfectar células RBL-H23 con FcyRIIB humano;
sensibilizar las células RBL-H23 con IgE; estimular las células RBL-H23 bien con F(ab'), de anti-IgG de raton de
conejo (para agregar FceRlI solo e incitar la sefalizacion mediada por FceRI, como un control), o estimular células
RBL-H23 con anti-lgG de ratén de conejo completa (para coagregar FcyRIIB y FceRlI, resultando en la inhibicion de
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la sefializacion mediada por FceRlI). Las células que se han estimulado con anticuerpos anti-IgG de raton de conejo
completos pueden pre-incubarse ademas con los anticuerpos de la invencién. La medicién de la actividad
dependiente de FceRI de células que se han pre-incubado con los anticuerpos de la invencién y células que no se
han pre-incubado con los anticuerpos de la invencion, y la comparacion de los niveles de actividad dependiente de
FceRIl en estas células, indicaria una modulacion de la actividad dependiente de FceRI por los anticuerpos de la
invencion.

El ensayo ejemplar descrito anteriormente puede usarse, por ejemplo, para identificar anticuerpos que bloquean la
union del ligando (IgG) al receptor FcyRIIB y antagonizan la inhibicion mediada por FcyRIIB de la sefalizacion de
FceRI evitando la coagregacion de FcyRIIB y FceRI. Este ensayo identifica asimismo anticuerpos que aumentan la
coagregacion de FcyRIIB y FceRI y agonizan la inhibicion mediada por FcyRIIB de la sefalizacion de FceRI
estimulando la coagregacion de FcyRIIB y FceRI.

Preferiblemente, la actividad dependiente de FceRI es al menos una o mas de las siguientes: modulacion de las
moléculas de sefalizacion aguas abajo (por ejemplo, modulacion del estado de fosforilacién de FcyRIIB, modulacion
del reclutamiento de SHIP, modulacién de la actividad MAP quinasa, modulacién del estado de fosforilacion de
SHIP, modulacion de la asociacion SHIP y Shc SHIP y Shc, modulaciéon del estado de fosforilacion de p62d°k,
modulacién de la asociacion de p62d°k y SHIP, modulacion de la asociacion de p62d°k y RasGAP, modulacion de la
movilizacion de calcio, modulacion de la desgranulacion, y modulacion de la produccién de citoquinas). En otro caso
preferido mas, la actividad dependiente de FceRl es la liberacion de serotonina y/o el influjo de Ca*™" extracelular y/o
activacion de mastocitos dependiente de IgE. Un experto en la técnica sabe que la coagregacion de FcyRIIB y FceRl
estimula la fosforilacién de tirosina de FcyRIIB, estimula el reclutamiento de SHIP, estimula la fosforilacion de
tirosina de SHIP y la asociacion con Shc, e inhibe la activacion de miembros de la familia MAP quinasa incluyendo,
pero no limitado a, Erk1, Erk2, JNK, p38. Los expertos en la técnica también saben que la coagregacion de FcyRIIB
y FceRl estimula la fosforilacion de tirosina aumentada de p62°® y su asociacion con SHIP y RasGAP.

Los anticuerpos anti-FcyRIIB de la invencidn pueden caracterizarse por su capacidad de modular una respuesta
mediada por IgE mediante la monitorizacion y/o medicién de la desgranulacién de mastocitos o basdfilos,
preferiblemente en un ensayo basado en células. Preferiblemente, los mastocitos o basofilos para uso en dichos
ensayos se han preparado por ingenieria para contener FcyRIIB humano usando métodos recombinantes estandar
conocidos para un experto en la técnica. En un caso especifico, los anticuerpos anti-FcyRIIB de la invencion se
caracterizan por su capacidad de modular una respuesta mediada por IgE en un ensayo basado en células de
liberacion de B-hexosaminidasa (enzima contenida en los granulos). La liberacion de (-hexosaminidasa de los
mastocitos y baséfilos es un evento primario en afeccion alérgica e inflamatoria aguda (Aketani et al., 2001 Immunol.
Lett. 75: 185-9; Aketani et al., 2000 Anal. Chem. 72: 2653-8). La liberacion de otros mediadores inflamatorios
incluyendo pero no limitado a serotonina e histamina puede ensayarse para medir una respuesta mediada por IgE
segun los métodos de la invencion. Aunque no se pretende la vinculacion a ningn mecanismo particular de accion,
la liberacion de los granulos tales como los que contienen B-hexosaminidasa de mastocitos y basdfilos es un
proceso dependiente de la concentracion de calcio intracelular que se inicia por el entrecruzamiento de los FcyRI
con antigeno multivalente.

Un ensayo ejemplar para caracterizar los anticuerpos anti-FcyRIIB de la invencion en la mediacion de una respuesta
mediada por IgE es un ensayo de liberacion de B-hexosaminidasa que comprende lo siguiente: transfectar células
RBL-H23 con FcyRIIB humano; sensibilizar las células con IgE de ratén sola o con IgE de ratén y un anticuerpo anti-
FcyRIIB de la invencion; estimular las células con varias concentraciones de anti-F(ab), de ratén de cabra,
preferiblemente en un intervalo de 0,03 pg/mL a 30 pg/mL durante aproximadamente 1 hora; recoger el
sobrenadante; lisar las células; y medir la actividad B-hexosaminidasa liberada en el sobrenadante por un ensayo
colorimétrico, por ejemplo, usando p-nitrofenil N-acetil-B-D-glucosaminida. La actividad B-hexosaminidasa liberada
se expresa como un porcentaje de la actividad liberada respecto a la actividad total. La actividad B-hexosaminidasa
liberada se medira y comparara en células tratadas con antigeno solo; IgE sola; IgE y un anticuerpo anti-FcyRIIB de
la invencion. Aunque no se pretende la vinculaciéon a ningin mecanismo particular de accion, una vez las células se
sensibilizan con IgE de ratén sola y se pulsan con fragmentos F(ab). de un anti-lgG de ratén policlonal de cabra, la
agregacion y entrecruzamiento de FcyRI se produce ya que el anticuerpo policlonal reconoce la cadena ligera de la
IgE murina unida al FceRI; que a su vez da lugar a la activacion y desgranulacion del mastocito. Por otra parte,
cuando las células se sensibilizan con IgE de ratén y un anticuerpo anti-FcyRIIB de la invencion y se pulsan con
fragmentos F(ab), de un anti-IgG de ratén policlonal de cabra; el entrecruzamiento de FcyRI y FcyRIIB se produce,
resultando en la inhibiciéon de la desgranulacion inducida por FcyRI. En cualquier caso, el anti-F(ab), de raton de
cabra induce una liberacion de B-hexoaminidasa dependiente de la dosis. En algunos casos, los anticuerpos anti-
FcyRIIB unidos al receptor de FcyRIIB y entrecruzados con FcyRI no afectan la activacion de la ruta inhibidora, es
decir, no hay alteracion en el nivel de desgranulacion en presencia de un anticuerpo anti-FcyRIIB. En otras
realizaciones, los anticuerpos anti-FcyRIIB median una activacion mas fuerte del receptor inhibidor, FcyRIIB, cuando
estan unidos por el anticuerpo anti-FcyRIIB, permitiendo un entrecruzamiento efectivo a FcyRI y activacion de la ruta
inhibidora de FcyRIIB homoagregado.

También se describe la caracterizacion del efecto de los anticuerpos anti-FcyRIIB de la invencién en la respuesta
celular mediada por IgE usando ensayos de movilizaciéon de calcio usando metodologias conocidas para un experto
en la técnica. Un ensayo ejemplar de movilizacion de calcio puede comprender lo siguiente: cebar basdfilos o
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mastocitos con IgE; incubar las células con un indicador de calcio, por ejemplo, Fura 2; estimular las células como se
ha descrito supra; y monitorizar y/o cuantificar la concentracion de calcio intracelular por ejemplo usando citometria
de flujo. La monitorizacién y/o cuantificacion de la concentracién de calcio intracelular puede ser por cualquier
método conocido para un experto en la técnica, véase, por ejemplo, Immunology Letters, 2001, 75:185-9; British J. of
Pharm, 2002, 136:837-45; J. of Immunology, 168:4430-9 y J. of Cell Biol., 153(2):339-49.

Preferiblemente, los anticuerpos anti-FcyRIIB de la invencién inhiben la activacion celular mediada por IgE. En otros
casos, los anticuerpos anti-FcyRIIB de la invencion bloquean las rutas inhibidoras reguladas por FcyRIIB o bloquean
el sitio de unién de ligando en FcyRIIB y aumentan asi la respuesta inmune.

La capacidad de estudiar los mastocitos humanos ha estado limitada por la ausencia de cultivos de mastocitos
humanos a largo plazo adecuados. Recientemente, se han establecido dos nuevas lineas celulares de mastocitos
humanos dependientes del factor de células madre, designadas LAD 1 y LAD2, a partir de aspirados de médula
6sea de un paciente con sarcoma/leucemia de mastocitos (Kirshenbaum et al., 2003, Leukemia research, 27:677-
82). Se ha descrito que ambas lineas celulares expresan FceRI y varios marcadores de mastocitos humanos. La
invencion engloba el uso de células LAD 1 y 2 en los métodos de la invencién para evaluar el efecto de los
anticuerpos de la invencién en respuestas mediadas por IgE. En un caso especifico, pueden usarse ensayos
basados en células de liberacién de B-hexosaminidasa tales como los descritos supra en células LAD para
determinar cualquier modulacion de la respuesta mediada por IgE por los anticuerpos anti-FcyRIIB de la invencion.
En un ensayo ejemplar, se ceban mastocitos humanos, por ejemplo, LAD 1, con IgE humana quimérica anti-
nitrofenol (NP) y se pulsan con BSA-NP, el antigeno polivalente, y se monitoriza la desgranulacion celular midiendo
la B-hexosaminidasa liberada en el sobrenadante (Kirshenbaum et al., 2003, Leukemia research, 27:677-682).

Si los mastocitos humanos tienen un baja expresion de FcyRIIB enddgeno, segun se determina usando métodos
estandar conocidos en la técnica, por ejemplo, tincion por FACS, puede ser dificil monitorizar y/o detectar diferencias
en la activacion de la ruta inhibidora mediada por los anticuerpos anti-FcyRIIB de la invencién. También hay
métodos alternativos, mediante los cuales la expresion de FcyRIIB puede regularse al alza usando citoquinas y
condiciones de crecimiento particulares. Se ha descrito que FcyRIIB esta altamente regulado al alza en lineas
celulares de monocitos humanos, por ejemplo, THP1 y U937, (Tridandapani et al., 2002, J. Biol. Chem., 277(7):
5082-5089) y en monocitos humanos primarios (Pricop et al., 2001, J. of Immunol., 166: 531-537) por IL4. La
diferenciacion de células U937 con dibutirii AMP ciclico se ha descrito que incrementa la expresion de FcyRII
(Cameron et al., 2002 Immunology Letters 83, 171-179). Asi, la expresion de FcyRIIB enddgeno en mastocitos
humanos para uso en los métodos de la especificacion puede regularse al alza usando citoquinas, por ejemplo, I1L-4,
IL-13, con el fin de aumentar la sensibilidad de la deteccion.

Los anticuerpos anti-FcyRIIB de la invencion pueden caracterizarse por la inhibicion de la sefalizacion mediada por
el receptor de las células B (BCR). La sefializacion mediada por BCR puede incluir al menos una o mas respuestas
biolégicas aguas abajo, tales como activacion y proliferacion de células B, produccién de anticuerpos, etc. La
coagregacion de FcyRIIB y BCR da lugar a la inhibicién de la progresion del ciclo celular y la supervivencia celular.
Ademas, la coagregacion de FcyRIIB y BCR da lugar a la inhibicion de la sefalizacion mediada por BCR.

Especificamente, la sefalizacion mediada por BCR comprende al menos uno o mas de los siguientes: modulacion
de moléculas de sefalizacién aguas abajo (por ejemplo, estado de fosforilacion de FcyRIIB, reclutamiento de SHIP,
localizacion de Btk y/o PLCy, actividad MAP quinasa, reclutamiento de Akt (sefial anti-apoptética), movilizacion de
calcio, progresion del ciclo celular, y proliferacion celular).

Aungque numerosas funciones efectoras de la inhibicion mediada por FcyRIIB de la sefalizacion de BCR estan
mediadas a través de SHIP, recientemente se ha demostrado que las células B activadas por lipopolisacarido (LPS)
de ratones deficientes para SHIP presentan inhibicién significativa mediada por FcyRIIB de la movilizacién de calcio,
produccion de Ins(1,4,5)Ps, y fosforilacion de Erk y Akt (Brauweiler A. et al., 2001, Journal of Immunology, 167(1):
204-211). De acuerdo con esto, pueden usarse células B ex vivo de ratones deficientes en SHIP para caracterizar
los anticuerpos de la invencion. Un ensayo ejemplar para determinar la inhibicion mediada por FcyRIIB de la
sefalizacion de BCR por los anticuerpos de la invencién puede comprender lo siguiente: aislar células B esplénicas
de ratones deficientes para SHIP, activar dichas células con lipopolisacarido, y estimular dichas células bien con
F(ab'), anti-lIgM para agregar BCR o con anti-IgM para coagregar BCR con FcyRIIB. Las células que se han
estimulado con anti-IlgM intacto para coagregar BCR con FcyRIIB pueden pre-incubarse ademas con los anticuerpos
de la invencion. La actividad dependiente de FcyRIIB de las células puede medirse por técnicas estandar conocidas
en la técnica. Comparar el nivel de actividad dependiente de FcyRIIB en células que se han pre-incubado con los
anticuerpos de la invencion y células que no se han pre-incubado, y comparar los niveles indicaria una modulacion
de la actividad dependiente de FcyRIIB por los anticuerpos de la invencion.

La medicion de la actividad dependiente de FcyRIIB puede incluir, por ejemplo, medir la movilizacién de calcio
intracelular por citometria de flujo, medir la fosforilacion de Akt y/o Erk, medir la acumulacion mediada por BCR de
PI1(3,4,5)P3, o medir la proliferacion de las células B mediada por FcyRIIB.

Los ensayos pueden usarse, por ejemplo, para identificar anticuerpos que modulan la inhibicion mediada por
FcyRIIB de la sefalizacion de BCR mediante el bloqueo del sitio de unién del ligando (IgG) al receptor de FcyRIIB y
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antagonizar la inhibiciéon mediada por FcyRIIB de la sefalizacion de BCR evitando la coagregacion de FcyRIIB y
BCR. Los ensayos también pueden usarse para identificar anticuerpos que aumentan la coagregacion de FcyRIIB y
BCR y agonizan la inhibicion mediada por FcyRIIB de la sefializacion de BCR.

También se discute la caracterizaciéon de los anticuerpos anti-FcyRIIB de la invencién para sefializacién mediada por
FcyRIl en monocitos/macréfagos humanos. La coagregacion de FcyRIIB con un receptor que porta el resto de
activacion basado en tirosina del inmunoreceptor (ITAM) actia para regular a la baja la fagocitosis mediada por
FcyR usando SHIP como su efector (Tridandapani et al. 2002, J. Biol. Chem. 277(7):5082-9). La coagregacion de
FcyRIIA con FcyRIIB resulta en la fosforilacion rapida del residuo de tirosina en el resto ITIM de FcyRIIB, dando
lugar a un aumento de la fosforilacion de SHIP, asociacion de SHIP con Shc, y fosforilacion de proteinas que tienen
el peso molecular de 120 y 60-65 kDa. Ademas, la coagregacion de FcyRIIA con FcyRIIB resulta en la regulacion a
la baja de la fosforilacion de Akt, que es una serina-treonina quinasa que esta implicada en la regulacién celular y
sirve para suprimir la apoptosis.

También se incluye la caracterizacion de los anticuerpos anti-FcyRIIB de la invencion para su inhibicion de la
fagocitosis mediada por FcyR en monocitos/macréfagos humanos. Por ejemplo, las células de una linea celular
monocitica humana, THP-1 pueden estimularse con fragmentos Fab del anticuerpo monoclonal de ratéon IV.3 frente
a FcyRIl y anticuerpo anti-ratéon de cabra (para agregar FcyRIIA solo), o con anticuerpo monoclonal de ratén 1V.3
completo y anticuerpo anti-ratén de cabra (para coagregar FcyRIIA y FcyRIIB). En este sistema, la modulacion de
las moléculas de sefalizacion aguas abajo, tales como fosforilacion de tirosina de FcyRIIB, fosforilacion de SHIP,
asociacion de SHIP con Shc, fosforilacion de Akt, y fosforilacion de proteinas que tienen el peso molecular de 120 y
60-65 kDa puede ensayarse después de la adicion de anticuerpos de la invencion a las células estimuladas.
Ademas, la eficiencia fagocitica dependiente de FcyRIIB de la linea celular de monocitos puede medirse
directamente en presencia y ausencia de los anticuerpos de la invencion.

Otro ensayo ejemplar para determinar la inhibicién de la fagocitosis mediada por FcyR en monocitos/macrofagos
humanos por los anticuerpos de la invencion puede comprender lo siguiente: estimular células THP-1 bien con Fab
de anticuerpo 1V.3 de ratén anti-FcyRIl y anticuerpo anti-ratén de cabra (para agregar FcyRIIA solo e incitar la
sefializacion mediada por FcyRIIA); o con anticuerpo anti-FcyRIl de raton y anticuerpo anti-ratén de cabra (para
coagregar FcyRIIA y FcyRIIB e inhibir la sefializacion mediada por FcyRIIA. Las células que se han estimulado con
anticuerpo anti-FcyRIl de raton y anticuerpo anti-ratén de cabra pueden pre-incubarse ademas con los anticuerpos
de la invencién. La medicién de la actividad dependiente de FcyRIIA de células estimuladas que se han pre-
incubado con los anticuerpos de la invencién y células que no se han pre-incubado con los anticuerpos de la
invencion, y la comparacion de los niveles de actividad dependiente de FcyRIIA en estas células, indicaria una
modulacion de la actividad dependiente de FcyRIIA por los anticuerpos de la invencion.

El ensayo ejemplar descrito puede usarse, por ejemplo, para identificar anticuerpos que bloquean la union del
ligando al receptor FcyRIIB y antagonizan la inhibicion mediada por FcyRIIB de la sefializacion de FcyRIIA evitando
la coagregacion de FcyRIIB y FcyRIIA. Este ensayo identifica asimismo anticuerpos que aumentan la coagregacion
de FcyRIIB y FcyRIIA y agonizan la inhibicién mediada por FcyRIIB de la sefializacion de FcyRIIA.

La caracterizacion de la funcién de los anticuerpos de la invencién midiendo la capacidad de las células THP-1 de
fagocitar células sanguineas rojas de oveja (SRBC) opsonizadas con igG fluoresceinada también se describe por
métodos descritos previamente (Tridandapani et al., 2000, J. Biol. Chem. 275: 20480-7). Por ejemplo, un ensayo
ejemplar para medir la fagocitosis comprende: tratar células THP-1 con los anticuerpos de la invenciéon o con un
anticuerpo control que no se une a FcyRIl, comparar los niveles de actividad de dichas células, en el que una
diferencia en las actividades de las células (por ejemplo, actividad de formacion de rosetas (el nimero de células
THP-1 que se unen a SRBC recubiertas con IgG), actividad de adherencia (el nimero total de SRBC unidas a
células THP-1), y tasa fagocitica) indicaria una modulacién de la actividad dependiente de FcyRIIA por los
anticuerpos de la invencién. Este ensayo puede usarse para identificar, por ejemplo, anticuerpos que bloquean la
union de ligando al receptor de FcyRIIB y antagonizan la inhibicion mediada por FcyRIIB de la fagocitosis. Este
ensayo también puede identificar anticuerpos que aumentan la inhibicion mediada por FcyRIIB de la sefalizacion de
FcyRIIA.

En un caso preferido, los anticuerpos de la invencion modulan la actividad dependiente de FcyRIIB en
monocitos/macréfagos humanos en al menos una o mas de las maneras siguientes: modulacion de las moléculas de
sefializacion aguas abajo (por ejemplo, modulacion del estado de fosforilacion de FcyRIIB, modulacion de la
fosforilacion de SHIP, modulacién de la asociacion de SHIP y Shc, modulacion de la fosforilacion de Akt, modulacion
de la fosforilacion de proteinas adicionales alrededor de 120 y 60-65 kDa) y modulacion de la fagocitosis.

Se discute la caracterizacion de los anticuerpos de la invencion usando ensayos conocidos para los expertos en la
técnica para identificar el efecto de los anticuerpos en la funcién efectora celular de anticuerpos terapéuticos, por
ejemplo, su capacidad de aumentar la actividad ADCC especifica de tumor de los anticuerpos terapéuticos. Los
anticuerpos terapéuticos que pueden usarse segun los métodos de la especificacion incluyen pero no estan
limitados a anticuerpos anti-tumorales, anticuerpos anti-virales, anticuerpos anti-microbianos (por ejemplo,
bacterianos y parasitos unicelulares), ejemplos de los cuales se describen en la presente memoria (Seccién 5.4.6).
En particular, la invencion engloba la caracterizacion de los anticuerpos de la invencion por su efecto en la funcion
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efectora celular mediada por FcyR de anticuerpos terapéuticos, por ejemplo, anticuerpos monoclonales especificos
de tumor. Los ejemplos de funciones efectoras celulares que pueden ensayarse segun la invencion, incluyen pero no
estan limitados a, citotoxicidad mediada por células dependiente de anticuerpo, fagocitosis, opsonizacion,
opsonofagocitosis, unién de C1q, y citotoxicidad mediada por células dependiente de complemento. Puede usarse
cualquier ensayo basado en células o sin células conocido para los expertos en la técnica para la determinacién de
la funcion efectora celular (Para ensayos de células efectoras, véase Perussia et al., 2000, Methods Mol. Biol. 121:
179-92; Baggiolini et al., ,1998 Experientia, 44(10): 841-8; Lehmann et al., 2000 J. Immunol. Methods, 243(1-2): 229-
42; Brows EJ. 1994, Methods Cell Biol., 45: 147-64; Munn et al., 1990 J. Exp. Med., 172: 231-237, Abdul-Majid et al.,
2002 Scand. J. Immunol. 55: 70-81; Ding et al., 1998, Immunity 8:403-411).

Los anticuerpos de la invencion pueden ensayarse para su efecto en actividad ADCC mediada por FcyR de
anticuerpos terapéuticos en células efectoras, por ejemplo, células asesinas naturales, usando cualquiera de los
métodos estandar conocidos para los expertos en la técnica (Véase, por ejemplo, Perussia et al., 2000, Methods
Mol. Biol. 121: 179-92). "Citotoxicidad mediada por células dependiente de anticuerpo” y "ADCC" tal y como se usan
en la presente memoria presentan su significado ordinario y habitual en la técnica y se refieren a una reaccion
mediada por células in vitro en la que las células citotoxicas no especificas que expresan FcyR (por ejemplo, células
monociticas tales como células asesinas naturales (NK) y macréfagos) reconocen anticuerpo unido en una célula
diana y posteriormente causan la lisis de la célula diana. En principio, cualquier célula efectora con un FcyR
activador puede ser activada para mediar ADCC. Las células primarias para mediar ADCC son células NK que
expresan soélo FcyRIll, mientras los monocitos, dependiendo de su estado de activacion, localizaciéon, o
diferenciacion, pueden expresar FcyRI, FcyRIl, y FcyRIIl. Para una revision de la expresion de FcyR en células
hematopoyéticas véase, por ejemplo, Ravetch et al., 1991, Annu. Rev. Immunol., 9:457-92.

Las células efectoras son leucocitos que expresan uno o mas FcyR y realizan funciones efectoras. Preferiblemente,
las células expresan al menos FcyRIll y realizan funcion efectora ADCC. Las células efectoras que pueden usarse
en los métodos de la especificacion incluyen pero no estan limitadas a células mononucleares de sangre periférica
(PBMC), células asesinas naturales (NK), monocitos, y neutréfilos; prefiriéndose PBMC y células NK. Las células
efectoras pueden aislarse a partir de una fuente nativa de éstas, por ejemplo, de la sangre o PBMC como se
describe en la presente memoria. Preferiblemente, las células efectoras usadas en los ensayos de ADCC de la
especificacion son células mononucleares de sangre periférica (PBMC) que se purifican preferiblemente de sangre
humana normal, usando métodos estandar conocidos para un experto en la técnica, por ejemplo, usando
centrifugacion en gradiente de densidad Ficoll-Paque. Por ejemplo, las PBMC pueden aislarse poniendo en capas
sangre en Ficoll-Hypaque y centrifugando las células a 500g, a temperatura ambiente durante 30 minutos. La capa
leucocitaria puede recogerse como células efectoras. Otras células efectoras que pueden usarse en los ensayos de
ADCC de la invencion incluyen pero no estan limitadas a macréfagos derivados de monocitos (MDM). Los MDM que
se usan como células efectoras en los métodos de la especificacion, se obtienen preferiblemente como
preparaciones madre congeladas o se usan frescas (por ejemplo, de Advanced Biotechnologies, MD). En los casos
mas preferidos, se usan monocitos humanos elutriados como células efectoras en los métodos de la especificacion.
Los monocitos humanos elutriados expresan receptores activadores, FcyRIIIA y FcyRIIA y el receptor inhibidor,
FcyRIIB. Los monocitos humanos estan disponibles comercialmente y pueden obtenerse como preparaciones madre
congeladas, descongeladas en medio basal que contiene 10% suero AB humano o en medio basal con suero
humano que contiene citoquinas. Los niveles de expresién de los FcyR en las células pueden determinarse
directamente; por ejemplo, usando analisis FACS. Alternativamente, también se puede dejar que las células
maduren hasta macréfagos en cultivo. El nivel de expresion de FcyRIIB puede incrementarse en los macréfagos.
Los anticuerpos que pueden usarse para la determinacion del nivel de expresion de los FcyR incluyen pero no estan
limitados a anticuerpos anti-FcyRIIA humano, por ejemplo, IV.3-FITC; anticuerpos anti-FcyRI, por ejemplo, 32.2
FITC; y anticuerpos anti-FcyRIIIA, por ejemplo, 3G8-PE.

Las células diana usadas en los ensayos ADCC de la especificacion incluyen, pero no estan limitadas a, lineas
celulares de cancer de mama, por ejemplo, SK-BR-3 con nimero de acceso ATCC HTB-30 (véase, por ejemplo,
Tremp et al., 1976, Cancer Res. 33-41); linfocitos B; células derivadas de linfoma de Burkitt, por ejemplo, células Raji
con numero de acceso ATCC CCL-86 (véase, por ejemplo, Epstein et al., 1965, J. Natl. Cancer Inst. 34: 231-240),
células Daudi con numero de acceso ATCC CCL-213 (véase, por ejemplo, Klein et al., 1968, Cancer Res. 28: 1300-
10); lineas celulares de carcinoma de ovario, por ejemplo, OVCAR-3 con numero de acceso ATCC HTB-161 (véase,
por ejemplo, Hamilton, Young et al., 1983), SK-OV-3, PA-1, CAOV3, OV-90, e IGROV-1 (disponibles del repositorio
NCI Benard et al., 1985, Cancer Research, 45:4970-9. Las células diana deben ser reconocidas por el sitio de union
a antigeno del anticuerpo que se va a ensayar. Las células diana para uso en los métodos de la especificacion
pueden tener un nivel de expresion bajo, medio, o alto de un antigeno de cancer. Los niveles de expresion del
antigeno de cancer pueden determinarse usando métodos comunes conocidos para un experto en la técnica, por
ejemplo, analisis FACS. Por ejemplo, la especificacion engloba el uso de células de cancer de ovario tales como
IGROV-1, en las que Her2/neu se expresa a diferentes niveles, u OV-CAR-3 (numero de acceso ATCC HTB-161;
caracterizada por una expresion menor de Her2/neu que SK-BR-3, la linea celular de carcinoma de mama). Otras
lineas celulares de carcinoma de ovario que pueden usarse como células diana en los métodos de la especificacion
incluyen OVCAR-8 (Hamilton et al., 1983, Cancer Res. 43:5379-89); SK-OV-3 (nimero de acceso ATCC HTB-77);
Caov-3 (numero de acceso ATCC HTB-75); PA-1 (nimero de acceso ATCC CRL-1572); OV-90 (numero de acceso
ATCC CRL-11732); y OVCAR-4. Otras lineas celulares de cancer de mama que pueden usarse en los métodos de la
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especificacion incluyen BT-549 (numero de acceso ATCC HTB-122), MCF7 (numero de acceso ATCC HTB-22), y
Hs578T (nimero de acceso ATCC HTB-126), todas las cuales estan disponibles en el repositorio NCl y ATCC. Otras
lineas celulares que pueden usarse en los métodos de la especificacion incluyen pero no estan limitadas a CCRF-
CEM (leucemia); HL-60 (TB, leucemia); MOLT-4 (leucemia); RPMI-8226 (leucemia); SR (leucemia); A549 (pulmdn
de células no pequefias); EKVX (pulmén de células no pequefias); HOP-62 (pulmén de células no pequefas); HOP-
92 (pulmodn de células no pequefas); NC1-H226 (pulmén de células no pequerias); NCI-H23 (pulmén de células no
pequenas); NCI-H322M (pulmén de células no pequeiias); NCI-H460 (pulmon de células no pequefias); NCI-H522
(pulmoén de células no pequefias); COLO 205 (colon); HCC-2998 (colon); HCT-116 (colon); HCT-15 (colon); HT29
(colon); KM12 (colon); SW-620 (colon); SF-268 (SNC); SF-295 (SNC); SF-539 (SNC); SNB-19 (SNC); SNB-75
(SNC); U251 (SNC); LOX 1MV1 (melanoma); MALME-3M (melanoma); M14 (melanoma); SK-MEL-2 (melanoma);
SK-MEL-28 (melanoma); SK-MEL-5 (melanoma); UACC-257 (melanoma); UACC-62 (melanoma); IGR-OV1 (ovario);
OVCAR-3, 4, 5, 8 (ovario); SK-OV-3 (ovario); 786-0 (renal); A498 (renal); ACHN (renal); CAK1-1 (renal);
SN12C(renal); TK-10 (renal); UO-31 (renal); PC-3C (prostata); DU-145 (prostata); NCI/ADR-RES (mama); MDA-MB-
231/ATCC (mama); MDA-MB-435 (mama); DMS 114 (pulmdn de células pequefias); y SHP-77 (pulmon de células
pequefas); todas las cuales estan disponibles en NCI.

Un ensayo ejemplar para determinar el efecto de los antlcuerpos de la invencion en la actividad ADCC de
anticuerpos terapéuticos se basa en un ensayo de liberacion de °'Cr que comprende: marcar las células diana con
[51Cr]NaZCrO4 (esta molécula permeable a la membrana celular se usa cominmente para el marcaje ya que se une
a proteinas citoplasmicas y aunque se libera espontaneamente de las células con cinéticas lentas, se libera
masivamente después de la lisis de la célula diana); preferiblemente, las células diana expresan uno o mas
antigenos tumorales, opsonizar las células diana con uno o mas anticuerpos que se unen inmunoespecificamente a
los antigenos tumorales expresados en la superficie celular de las células diana, en presencia y ausencia de un
anticuerpo de la invencion, por ejemplo, 8B5.3.4, combinar las células diana radiomarcadas opsonizadas con células
efectoras en una placa de microtitulacion a una proporcion apropiada de células diana a células efectoras; incubar la
mezcla de células preferiblemente durante 16-18 horas, preferiblemente a 37°C; recoger los sobrenadantes; y
analizar la radiactividad en las muestras de sobrenadante. La citotoxicidad de los anticuerpos terapéuticos en
presencia y ausencia de los anticuerpos de la invencién puede determinarse, por ejemplo, usando la férmula
siguiente: Porcentaje de lisis especifica = (lisis experimental-lisis independiente de anticuerpo/lisis maxima - lisis
independiente de anticuerpo) x 100%. Puede generarse un grafico variando bien la proporcion célula diana:célula
efectora o la concentracién de anticuerpo.

Los anticuerpos de la invenciéon pueden caracterizarse para citotoxicidad mediada por células dependiente de
anticuerpo (ADCC) segun el método descrito antes, véase, por ejemplo, Ding et al., Immunity, 1998, 8:403-11.

Los anticuerpos de la invencién también pueden caracterizarse para la funcién de aumento de la actividad ADCC de
anticuerpos terapéuticos en un ensayo basado in vitro y/o en un modelo animal.

También se incluye la determinacion de la funcion de los anticuerpos de la invencion en el aumento de la actividad
ADCC especifica de tumor usando un modelo de cancer de ovario y/o un modelo de cancer de mama.

Preferiblemente, los ensayos de ADCC se hacen usando mas de una linea celular de cancer, caracterizada por la
expresion de al menos un antigeno de cancer, en la que el nivel de expresion del antigeno de cancer varia entre las
lineas celulares de cancer usadas. Aunque no se pretende la vinculaciéon a ningin mecanismo particular de accion,
la realizacion de ensayos de ADCC en mas de una linea celular en las que varia el nivel de expresion del antigeno
de cancer, permitira la determinacion de astringencia del aclaramiento tumoral de los anticuerpos de la invencién. En
una realizacion, los ensayos de ADCC se hacen usando lineas celulares de cancer con diferentes niveles de
expresion de un antigeno de cancer.

En un ensayo ejemplar, OVCARS, una linea celular de carcinoma de ovario, puede servir como la diana tumoral que
expresa los antigenos tumorales, Her2/neu y TAG-72; monocitos humanos, que expresan el FcyRIIIA y FcyRIIA
activadores y FcyRIIB inhibidor, pueden usarse como efectores; y los anticuerpos murinos especificos de tumor,
ch4D5 y chCC49, pueden usarse como los anticuerpos especificos de tumor. Las células OVCAR-3 estan
disponibles en ATCC (numero de acceso HTB-161). Preferiblemente, las células OVCAR-3 se propagan en medio
suplementado con 0,01 mg/ml de insulina bovina. Pueden inyectarse 5 x 10° células OVCAR-3 viables
subcutaneamente (s.c.) en ratones atimicos desnudos con edad y peso concordante con Matrigel (Becton
Dickinson). El peso estimado del tumor puede calcularse por la férmula: longitud-(anchura)?/2, y preferiblemente no
supera los 3 gramos. El tumor dependiente de anclaje puede aislarse después de 6-8 semanas, y las células pueden
disociarse afiadiendo 1 pg de colagenasa (Sigma) por gramo de tumor y 5 mg/mL de ARNasa, pasando a través de
un colador celular y malla de niléon para aislar las células. Las células pueden congelarse para almacenamiento a
largo plazo para inyeccion s.c. para el establecimiento del modelo de xenoinjerto.

Los hibridomas que secretan anticuerpos CC49 y 4D5 estan disponibles en ATCC con los numeros de acceso HB-
9459 y CRL-3D463 y las secuencias de nucleétidos de cadena pesada y cadena ligera son de dominio publico
(Murray et al., 1994 Cancer 73 (35):1057-66, Yamamoto et al., 1986 Nature, 319:230-4). Preferiblemente, los
anticuerpos 4D5 y CC49 se quimerizan usando métodos estandar conocidos para un experto en la técnica de
manera que la secuencia Fc humana, por ejemplo, la region constante humana de IgG1, se injerta en la region
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variable de los anticuerpos murinos con el fin de proporcionar la funcion efectora. Los anticuerpos 4D5 y CC49
quiméricos se unen mediante su regioén variable a las lineas celulares diana y mediante su region Fc a los FcyR
expresados en las células efectoras humanas. CC49 esta dirigido a TAG-72; una mucina de alto peso molecular que
esta altamente expresada en muchas células de adenocarcinoma y carcinoma de ovario (Lottich et al., 1985 Breast
Cancer Res. Treat. 6(1):49-56; Mansi et al., 1989 Int. J. Rad. Appl. Instrum B. 16(2):127-35; Colcher et al., 1991 Int.
J. Rad. Appl. Instrum B. 18:395-41). El anticuerpo 4D5 esta dirigido al receptor 2 del factor de crecimiento
epidérmico humano (Carter et al., 1992, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 89: 4285-9). Los anticuerpos de la invencion
pueden utilizarse entonces para investigar el aumento de la actividad ADCC de los anticuerpos especificos de tumor,
mediante el bloqueo del FcyRIIB inhibidor. Aunque no se pretende la vinculaciéon a ningin mecanismo particular de
accion, después de la activacion de las células efectoras que expresan al menos un FcyR activador, por ejemplo,
FcyRIIA, aumenta la expresion del receptor inhibidor (FcyRIIB) y esto limita el aclaramiento de tumores ya que se
suprime la actividad ADCC de FcyRIIA. Sin embargo, los anticuerpos de la invencion pueden servir como un
anticuerpo de bloqueo, es decir, un anticuerpo que evitara que la sefial inhibidora se active y asi la sefal de
activacion, por ejemplo, actividad ADCC, se mantendra durante un periodo mas largo y puede resultar en un
aclaramiento tumoral potente.

Preferiblemente, los anticuerpos de la especificacion para uso en el aumento de la actividad ADCC se han
modificado para comprender al menos una modificacion de aminoacido, de manera que su unién a FcyR se ha
disminuido, lo mas preferiblemente suprimido. En algunos casos, los anticuerpos de la especificacion se han
modificado para comprender al menos una modificacién de aminoacido que reduce la unién del dominio constante a
un FcyR activador, por ejemplo, FcyRIIIA, FcyRIIA, comparado con un anticuerpo de tipo salvaje de la especificacion
mientras retiene una actividad de bloqueo de FcyRIIB maxima. Los anticuerpos de la especificaciéon pueden
modificarse segun cualquier método conocido para un experto en la técnica o descrito en la presente memoria.
Puede usarse cualquier modificacion de aminoacido que se sabe que interrumpe la funciéon efectora segun los
métodos de la especificacion tales como los descritos en las Publicaciones U.S. Nos. US2005/0037000 (presentada
el 9 de enero, 2004) y US2005/0064514 (presentada el 28 de julio, 2004). En algunos casos, los anticuerpos de la
especificacion se modifican de manera que la posicion 265 se modifica, por ejemplo, la posiciéon 265 se sustituye con
alanina. En casos preferidos, la region constante murina de un anticuerpo de la especificacion se intercambia con la
region constante humana correspondiente que comprende una sustitucion del aminoacido en la posicién 265 con
alanina, de manera que se suprime la funcién efectora mientras se mantiene la actividad de bloqueo de FcyRIIB. Se
ha mostrado que un Unico cambio de aminoacido en la posicion 265 de la cadena pesada de IgG1 reduce
significativamente la union a FcyR sobre la base de ensayos ELISA, Sheilds et al., 2001, J. Biol. Chem.,
276(9):6591-604 y resulté en reduccion de la masa tumoral. En otros casos, los anticuerpos de la especificacion se
modifican de manera que la posicion 297 se modifica, por ejemplo, la posicién 297 se sustituye con glutamina, de
manera que se elimina el sitio de glicosilacion ligado a N (véase, por ejemplo, Jefferies et al., 1995, Immunol. lett
44:111-7;; Lund et al., 1996, J. Immunol., 157:4963-69; Wright et al., 1994, J. Exp. Med. 180:1087-96; White et al.,
1997; J. Immunol. 158:426-35. La modificacién en este sitio se ha reportado que suprime toda la interaccion con los
FcyR. En casos preferidos, la region constante murina de un anticuerpo de la especificacion se intercambia con la
region constante humana correspondiente que comprende una sustitucién del aminoacido en la posicion 265 y/o
297, de manera que se suprime la funcién efectora mientras se mantiene la actividad de bloqueo de FcyRIIB.

Un ensayo ejemplar para determinar la actividad ADCC de los anticuerpos especificos de tumor en presencia y
ausencia de los anticuerpos de la invencién es un ensayo fluorescente basado en europio no radiactivo (BATDA,
Perkin Elmer) y puede comprender lo siguiente: marcar las células diana con un éster de acetoxilmetilo o éster
potenciador de la fluorescencia que forma un ligando hidrofilico (TDA) con la membrana de las células por hidrdlisis
de los ésteres; este complejo es incapaz de dejar la célula y solo se libera después de la lisis de la célula por los
efectores; afiadir las dianas marcadas a las células efectoras en presencia de anticuerpos anti-tumorales y un
anticuerpo de la invencion; incubar la mezcla de las células diana y efectoras durante 6 a 16 horas, preferiblemente
a 37°C. El grado de actividad ADCC puede ensayarse midiendo la cantidad de ligando que se libera e interacciona
con europio (reactivo DELFIA; PerkinElmer). El ligando y el europio forman un quelato muy estable y altamente
fluorescente (EUTDA) y la fluorescencia medida es directamente proporcional al niumero de células lisadas. El
porcentaje de lisis especifica puede calcularse usando la férmula: (lisis experimental-lisis independiente de
anticuerpo/lisis maxima lisis independiente de anticuerpo x 100%).

En algunas realizaciones, si la sensibilidad del ensayo ADCC basado en fluorescencia es demasiado baja como
para detectar actividad ADCC de los anticuerpos terapeutlcos la invencion engloba ensayos de ADCC basados en
radiactividad, tales como ensayo de liberacion de *ICr. Los ensayos basados en radiactividad pueden hacerse en
lugar de o en combinacién con los ensayos de ADCC basados en fluorescencia.

Un ensayo de liberacion de Scr ejemplar para caracterizar los antlcuerpos de la invencién puede comprender lo
siguiente: marcar 1-2 x10° células diana tales como células OVCAR-3 con °'Cr; opsonizar las celulas diana con los
anticuerpos 4D5 y CC49 en presencia y ausencia de un anticuerpo de la invencion y afadir 5 x 10° células a una
placa de 96 pocillos. Preferiblemente, 4D5 y CC49 estan a una concentracion que varia de 1-15 ug/mL; afiadir las
células diana opsonizadas a macréfagos derivados de monocitos (MDM) (células efectoras); preferiblemente a una
proporcidon que varia de 10:1 a 100:1; incubar la mezcla de células durante 16-18 horas a 37°C; recoger los
sobrenadantes; y analizar la radiactividad en el sobrenadante. La citotoxicidad de 4D5 y CC49 en presencia y
ausencia de un anticuerpo de la invencién puede determinarse, por ejemplo, usando la formula siguiente porcentaje
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de lisis especifica = (lisis experimental - lisis independiente de anticuerpol/lisis maxima - lisis independiente de
anticuerpo) x 100%.

La actividad in vivo de los anticuerpos frente a FcyRIIB puede determinarse en modelos de xenoinjerto de tumor
humano. Los tumores pueden establecerse usando cualquiera de las lineas celulares de cancer descritas supra. En
algunos casos, los tumores se estableceran con dos lineas celulares de cancer, en el que la primera linea celular de
cancer se caracteriza por una baja expresion de un antigeno de cancer y una segunda linea celular de cancer, en el
que la segunda linea celular de cancer se caracteriza por una alta expresion del mismo antigeno de cancer. El
aclaramiento del tumor puede determinarse usando métodos conocidos para un experto en la técnica, usando un
anticuerpo anti-tumoral que se une inmunoespecificamente al antigeno de cancer en la primera y segunda linea
celular de cancer, y un modelo de ratén apropiado, por ejemplo, un modelo de ratén desnudo Balb/c (por ejemplo,
Jackson Laboratories, Taconic), con monocitos humanos transferidos de forma adoptiva y MDM como células
efectoras. Cualquiera de los anticuerpos descritos supra puede ensayarse entonces en este modelo animal para
evaluar el papel del anticuerpo anti-FcyRIIB de la invencion en el aclaramiento del tumor. Los ratones que pueden
usarse incluyen por ejemplo FcyRIll -/- (donde FcyRIIIA esta inactivado); ratones desnudos Fcy-/-o (donde FcyRI y
FcyRIIIA estan inactivados); o ratones con insercion génica de FcyRIIB humano o un ratén transgénico con insercion
génica, donde los loci fcgr2 y fcgr3 del ratéon en el cromosoma 1 estan inactivados y los ratones expresan FcyRIIA
humano, FcyRIIA humano, FcyRIIB humano, FcyRIIC humano, FcyRIIA humano, y FcyRIIIB humano.

Un método ejemplar para ensayar la actividad in vivo de un anticuerpo de la invencidon puede comprender lo
siguiente: establecer un modelo de xenoinjerto murino usando una linea celular de cancer caracterizada por la
expresion de un antigeno de cancer y determinar el efecto de un anticuerpo de la invencién en un anticuerpo
especifico para el antigeno de cancer expresado en la linea celular de cancer en la mediacién del aclaramiento del
tumor. Preferiblemente, la actividad in vivo se ensaya en paralelo usando dos lineas celulares de cancer, en el que
la primera linea celular de cancer se caracteriza por un primer antigeno de cancer expresado a bajos niveles y una
segunda linea celular de cancer, caracterizada por el mismo antigeno de cancer expresado a un nivel mayor
respecto a la primera linea celular de cancer. Estos experimentos incrementaran asi la astringencia de la evaluacion
del papel de un anticuerpo de la invencién en el aclaramiento tumoral. Por ejemplo, los tumores pueden
establecerse con la linea celular IGROV-1 y puede evaluarse el efecto de un anticuerpo anti-FcyRIIB de la invencion
en el aclaramiento tumoral de un anticuerpo especifico de Her2/neu. Con el fin de establecer los modelos de
xenoinjerto de tumor, pueden inyectarse 5x10° células viables, por ejemplo, IGROV-1, SKBR3, por ejemplo, s.c., en
ratones, por ejemplo, 8 ratones atimicos desnudos hembra con edad y peso concordantes usando por ejemflo
Matrigel (Becton Dickinson). El peso estimado del tumor puede determinarse por la férmula: longitud x (anchura)?/2
y preferiblemente no supera los 3 gramos. La inyeccion de células IGROV-1 s.c. da lugar a tumores con crecimiento
rapido mientras la ruta i.p. induce una carcinomatosis peritoneal que mata a los ratones en 2 meses (Benard et al.,
1985, Cancer Res. 45:4970-9). Como las células IGROV-1 forman tumores en 5 semanas, en el dia 1 después de la
inyeccion de las células tumorales, se co-inyectan monocitos como efectores i.p. junto con un anticuerpo terapéutico
especifico para Her2/neu, por ejemplo, Ch4D5, y un anticuerpo de la invencion; por ejemplo, anticuerpo 8B5.3.4
quimérico ("ch8B5.3.4") como se ha descrito supra. Preferiblemente, los anticuerpos se inyectan a 4 ug cada uno por
gramo de peso corporal de ratéon (mbw). La inyeccion inicial se seguira de inyecciones semanales de anticuerpos
durante 4-6 semanas posteriormente a 2ug/semana. Las células efectoras humanas se reponen una vez en 2
semanas. Un grupo de ratones no recibira anticuerpo terapéutico sino que se les inyectara un 4D5 quimérico que
comprende una mutacion N297A e IgG1 humana como anticuerpos de isotipo control para los anticuerpos anti-
tumorales y anti-FcyRIIB, respectivamente. Los ratones se ponen en grupos de 4 y se monitorizan tres veces a la
semana.

La Tabla 5 siguiente es una puesta a punto ejemplar para los estudios de aclaramiento tumoral segun la invencion.
Como se muestra en la Tabla 5, se necesitaran seis grupos de 8 ratones cada uno para ensayar el papel de un
anticuerpo de la invencion en el aclaramiento tumoral, en el que se usa una combinacion de célula diana y efectora y
en el que se usan dos combinaciones diferentes de la concentracién de anticuerpo. En el grupo A, sélo se inyectan
células tumorales; en el grupo B se inyectan células tumorales y monocitos; en el grupo C, se inyectan células
tumorales, monocitos, un anticuerpo anti-tumoral (ch4D5); en el grupo D, se inyectan células tumorales, monocitos,
anticuerpo anti-tumoral, y un anticuerpo anti-FcyRIl; en el grupo E, se inyectan células tumorales, monocitos y un
anticuerpo anti-FcyRIIB; en el grupo F, se inyectan células tumorales, monocitos, Ch4D5 (N297Q), e IgG1 humana.
Un experto en la técnica apreciara que pueden ensayarse varias concentraciones de anticuerpo de varias
combinaciones de anticuerpo en los modelos de tumor descritos. Preferiblemente, los estudios usando una linea
celular de cancer de mama, por ejemplo, SKBR3, se llevan a cabo en paralelo al experimento descrito
anteriormente.
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Tabla 5 Puesta a punto experimental ejemplar en ratones

8 Célula |Monocitos (ch4D5 a 4 ch4D5 N297Q a 4 |ch8B5.3.4 N297Q a4 |IgG1 humana 4
ratones/grupo |tumoral |i.p en el | yg/gm de mbw ug/gm de mbw dia |[ug/gm de mbw dia 1 |ug/gm de mbw
s.cdia 0 |dia1 dia1ip 1ip i.p dia1ip
A + - - - -
B + + - - - -
C + + + - - -
D + + + - + -
E + + - - + -
F + + - + - +

El punto final de los modelos de xenoinjerto de tumor se determina sobre la base del tamafio de los tumores, peso
de los ratones, tiempo de supervivencia y examen histoquimico e histopatoldégico del cancer, usando métodos
conocidos para un experto en la técnica. Se evaluara cada uno de los grupos de ratones en la Tabla 5. Los ratones
se monitorizan preferiblemente tres veces a la semana. Los criterios para el crecimiento tumoral pueden ser
distension abdominal, presencia de masa palpable en la cavidad peritoneal. Preferiblemente, se calcularan
estimaciones del peso tumoral frente a los dias después de la inoculacién. Una comparaciéon de los criterios
mencionados anteriormente de los ratones en el Grupo D comparado con los de los otros grupos definira el papel de
un anticuerpo de la invencién en el aumento del aclaramiento tumoral. Preferiblemente, los animales tratados con
anticuerpo estaran bajo observacion durante 2 meses adicionales después del grupo control.

En ejemplos alternativos, pueden usarse ratones "con insercion génica" de FcyRIIB humano que expresan FcRIIB
humano en células efectoras murinas en el establecimiento de la actividad in vivo de los anticuerpos de la invencion,
en lugar de transferir de forma adoptiva células efectoras. Pueden generarse ratones fundadores que expresan el
FcyRIIB humano por "insercién génica" del FcyRIIB humano en el locus de FcyRIIB de ratén. Los fundadores
pueden retrocruzarse en el contexto desnudo y expresaran el receptor FcyRIIB humano. Las células efectoras
murinas resultantes expresaran FcyRI y FcyRIIIA activadores endégenos y receptores FcyRIIB inhibidores humanos.

La actividad in vivo de los anticuerpos de la invencion puede ensayarse ademas en un modelo murino de xenoinjerto
con células derivadas de tumor primario humano, tal como células derivadas de carcinoma primario de ovario y
mama humano. Las muestras de ascitis y efusion pleural de pacientes con cancer pueden ensayarse para la
expresion de Her2/neu, usando métodos conocidos para un experto en la técnica. Las muestras de pacientes con
carcinoma de ovario pueden procesarse sedimentando las ascitis a 6.370g durante 20 minutos a 4°C, lisando las
células sanguineas rojas, y lavando las células con PBS. Una vez se determina la expresion de Her2/neu en las
células tumorales, pueden seleccionarse dos muestras, una con expresion media y otra con expresion alta para
inoculacion s.c. para establecer el modelo de xenoinjerto de tumor. Las células tumorales aisladas se inyectaran i.p.
en ratones para expandirlas células. Se puede inyectar a aproximadamente 10 ratones i.p. y las ascitis de cada ratdon
pasarse ademas a dos ratones para obtener ascitis de un total de 20 ratones que pueden usarse para inyectar a un
grupo de 80 ratones. Las muestras de efusion pleural pueden procesarse usando un método similar al de las ascitis.
Las células tumorales Her2/neu+ de las muestras de efusion pleural pueden inyectarse en las almohadillas
mamarias superiores derecha e izquierda de los ratones.

En algunos ejemplos, si el porcentaje de células neoplasicas en las muestras de ascitis o efusion pleural es baja
comparada con otros subconjuntos de células, las células neoplasicas pueden expandirse in vitro. En otros
ejemplos, las células tumorales pueden purificarse usando lechos magnéticos recubiertos con anticuerpo CC49
(anti-TAG-72) como se ha descrito previamente, véase, por ejemplo, Barker et al., 2001, Gynecol. Oncol. 82:57, 63.
Brevemente, pueden usarse lechos magnéticos recubiertos con anticuerpo de CC49 para separar las células de
tumor de ovario que se separaran de los lechos por una incubacién toda la noche a 37°C. En algunas realizaciones,
si las células tumorales carecen del antigeno TAG-72, puede usarse una deplecion negativa usando una mezcla de
anticuerpos, tal como las proporcionadas por Stem Cell Technologies, Inc., Canada, para enriquecer las células
tumorales.

Pueden usarse otros marcadores tumorales ademas de Her2/neu para separar células tumorales obtenidas de las
muestras de ascitis y efusion pleural de células no tumorales. En el caso de efusion pleural o tejido de mama, se ha
reportado recientemente que pueden usarse como marcadores CD44 (una molécula de adhesion), B38.1 (un
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marcador especifico de cancer de mama/ovario), CD24 (una molécula de adhesion), véase, por ejemplo, Al Hajj, et
al., 2003, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 100:3983, 8. Una vez se purifican las células tumorales pueden inyectarse s.c.
en ratones para expansion.

Preferiblemente, se realiza inmunohistoquimica e histoquimica en ascitis y efusion pleural de pacientes para analizar
las caracteristicas estructurales de la neoplasia. Dichos métodos son conocidos para un experto en la técnica y
estan englobados en la invencién. Los marcadores que pueden monitorizarse incluyen por ejemplo citoqueratina
(para identificar células neoplasicas y mesoteliales de ovario de células inflamatorias y mesenquimales); calretinina
(para separar células mesoteliales de neoplasicas positivas para Her2neu); y CD45 (para separar células
inflamatorias del resto de la poblacion celular en las muestras). Los marcadores adicionales que pueden seguirse
incluyen CD3 (células T), CD20 (células B), CD56 (células NK), y CD14 (monocitos). Un experto en la técnica
apreciara que los métodos de inmunohistoquimica e histoquimica descritos supra, se aplican de forma analoga a
cualquier célula tumoral para uso en los métodos de la invencion. Después de la inoculacién s.c. de las células
tumorales, los ratones se siguen para cambios clinicos y anatéomicos. Segun se necesite, los ratones pueden
someterse a necropsia para correlacionar a carga tumoral total con localizacion de 6rgano especifica.

En un ejemplo especifico, los tumores se establecen usando lineas celulares de carcinoma tales como células
IGROV-1, OVCAR-8, SK-B, y OVCAR-3 y ascitis de carcinoma de ovario humano y efusion pleural de pacientes con
cancer de mama. Las ascitis contienen preferiblemente tanto los efectores como las dianas tumorales para los
anticuerpos que se estan ensayando. Se transferiran monocitos humanos como efectores.

La actividad in vivo de los anticuerpos de la invencion también puede ensayarse en un modelo animal, por ejemplo,
ratones desnudos Balb/c, a los que se inyectan células que expresan FcyRIIB, incluyendo pero no limitado a SK-BR-
3 con numero de acceso ATCC HTB-30 (véase, por ejemplo, Tremp et al., 1976, Cancer Res. 33-41); linfocitos B;
células derivadas de linfoma de Burkitt, por ejemplo, células Raji con numero de acceso ATCC CCL-86 (véase, por
ejemplo, Epstein et al., 1965, J. Natl. Cancer Inst. 34: 231-240), células Daudi con numero de acceso ATCC CCL-
213 (véase, por ejemplo, Klein et al., 1968, Cancer Res. 28: 1300-10); lineas celulares de carcinoma de ovario, por
ejemplo, OVCAR-3 con numero de acceso ATCC HTB-161 (véase, por ejemplo, Hamilton, Young et al., 1983), SK-
OV-3, PA-1, CAOV3, OV-90, e IGROV-1 (disponibles del repositorio NCI Benard et al., 1985, Cancer Research,
45:4970-9.

Un ensayo ejemplar para medir la actividad in vivo de los anticuerpos de la invencién puede comprender lo
siguiente: se inyectan a ratones desnudos hembra Balb/c (Taconic, MD) en el dia 0 células que expresan FcyRIIB
tales como 5x10° células Daudi por ejemplo por la ruta subcutanea. Los ratones (por ejemplo, 5 ratones por grupo)
también reciben una inyeccién i.p. de PBS (control negativo), ch 4.4.20 (anticuerpo anti-FITC) como un control
negativo, y como control positivo otro anticuerpo de cancer terapéutico tal como los descritos en la presente
memoria, por ejemplo, Rituxan, (por ejemplo, a 10 ug/g) 6 10 ug/g de ch8B5.3.4 una vez a al semana empezando el
dia 0. Los ratones se observan, por ejemplo, dos veces a la semana después de la inyeccion, y se determina el
tamafio tumoral (longitud y anchura) usando por ejemplo un calibrador. El peso tumoral en mg se estima usando la
formula: (longitud x anchura?)/2.

Preferiblemente, los anticuerpos de la invencién tienen una eficacia aumentada en la disminucion del tumor respecto
a un anticuerpo terapéutico del cancer cuando se administran a la misma dosis, por ejemplo, 10 ug /g, durante un
periodo de tiempo de al menos 14 dias, al menos 21 dias, al menos 28 dias, o al menos 35 dias. En los casos mas
preferidos, los anticuerpos de la invencion reducen el tamafio tumoral al menos 10 veces, al menos 100 veces, al
menos 1.000 veces respecto a la administracién de un anticuerpo terapéutico de cancer a la misma dosis. En otro
caso preferido mas, los anticuerpos de la invencién suprimen completamente el tumor.

5.3.1 Polinucleétidos que codifican un anticuerpo

La presente especificacion también incluye polinucleétidos que codifican los anticuerpos de la especificacion (por
ejemplo, un anticuerpo monoclonal de ratén producido del clon de hibridoma 8B5.3.4, 2B6, 3H7, 1D5, 2E1, 2H9,
2D11, 6 1F2 que tienen los numeros de acceso ATCC PTA-7610, PTA-4591, PTA-4592, PTA-5958, PTA-5961, PTA-
5962, PTA-5960, y PTA-5959, respectivamente), u otros anticuerpos monoclonales producidos por métodos de
inmunizacion de la especificacion, y versiones humanizadas de éstos, y métodos para producir los mismos.

La presente especificacion engloba el polinucleétido que codifica la cadena pesada variable del anticuerpo 8B5.3.4,
con numero de acceso ATCC PTA-7610, como se describen en SEQ ID NO: 2. La presente especificacion también
engloba el polinucledtido que codifica la cadena ligera variable del anticuerpo 8B5.3.4, con nimero de acceso ATCC
PTA-7610, como se describen en SEQ ID NO: 1.

Los métodos de la especificacion también engloban polinucledtidos que hibridan bajo varias astringencias, por
ejemplo, condiciones de alta astringencia, astringencia intermedia o baja, con los polinucleétidos que codifican un
anticuerpo de la invencion. La hibridacion puede realizarse bajo varias condiciones de astringencia. Como ejemplo y
no limitacion, los procedimientos que usan condiciones de baja astringencia son como sigue (véase, también, Shilo y
Weinberg, 1981, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 78, 6789-6792). Se pretratan filtros que contienen ADN durante 6 h a
40°C en una disolucion que contiene 35% formamida, 5X SSC, 50 mM Tris-HCI (pH 7,5), 5 mM EDTA, 0,1% PVP,
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0,1% Ficoll, 1% BSA, y 500 pug/ml de ADN de esperma de salmon desnaturalizado. Las hibridaciones se llevan a
cabo en la misma disolucién con las modificaciones siguientes: 0,02% PVP, 0,02% Ficoll, 0,2% BSA, 100 ug/ml de
ADN de esperma de salmoén, 10% (p/vol) sulfato de dextrano, y se usan 5-20 X 10° cpm de sonda marcada con *P.
Los filtros se incuban en mezcla de hibridacion durante 18-20 h a 40°C, y se lavan durante 1,5 h a 55°C en una
disolucion que contiene 2X SSC, 25 mM Tris-HCI (pH 7,4), 5 mM EDTA, y 0,1% SDS. La disolucion de lavado se
reemplaza con disolucion fresca y se incuba 1,5 h adicionales a 60°C. Los filiros se secaron con papel de filtro y se
expusieron para autorradiografia. Si es necesario, los filtros se lavan una tercera vez a 65-68°C y se re-exponen a la
pelicula. Otras condiciones de baja astringencia que pueden usarse son muy conocidas en la técnica (por ejemplo,
como se emplea para hibridaciones entre especies). Como ejemplo y no limitacion, los procedimientos que usan
condiciones de alta astringencia son como sigue. La prehibridacion de los filtros que contienen ADN se lleva a cabo
durante 8 h a toda la noche a 65°C en un tampon compuesto por 6X SSC, 50 mM Tris-HCI (pH 7,5), 1 mM EDTA,
0,02% PVP, 0,02% Ficoll, 0,02% BSA, y 500 uyg/ml de ADN de esperma de salmén desnaturalizado. Los filtros se
hibridan durante 48 h a 65°C en una mezcla de prehibridacién (aue contiene 100 pg/ml de ADN de esperma de
salmon desnaturalizado y 5-20 X 10° cpm de sonda marcada con *P. El lavado de los filtros se hace a 37°C durante
1 h en una disolucion que contiene 2X SSC, 0,01% PVP, 0,01% Ficoll, y 0,01% BSA. Esto se sigue de un lavado en
0,1X SSC a 50°C durante 45 min antes de la autorradiografia. Otras condiciones de alta astringencia que pueden
usarse son muy conocidas en la técnica. La seleccion de las condiciones apropiadas para dichas astringencias es
muy conocida en la técnica (véase, por ejemplo, Sambrook et al., 1989, Molecular Cloning, A Laboratory Manual, 2a
Ed., Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, Nueva York; véase también, , Ausubel et al., eds., en
la serie Current Protocols in Molecular Biology del manual de técnicas de laboratorio, © 1987-1997, Current
Protocols, © 1994-1997 John Wiley and Sons, Inc.; véase especialmente, Dyson, 1991, "Immobilization of nucleic
acids and hybridization analysis," En: Essential Molecular Biology: A Practical Approach, Vol. 2, T.A. Brown, ed., p.
111-156, IRL Press at Oxford University Press, Oxford, Reino Unido).

Pueden obtenerse polinucledtidos, y la secuencia de nucledtidos de los polinucleétidos determinarse, por cualquier
método conocido en la técnica.

Un polinucleétido que codifica un anticuerpo puede generarse a partir de acido nucleico de una fuente adecuada
(por ejemplo, una biblioteca de ADNc generada a partir de, o acido nucleico, preferiblemente ARN poli A+, aislado
de, cualquier tejido o células que expresan el anticuerpo, tal como células de hibridoma seleccionadas para expresar
un anticuerpo de la invencion, por ejemplo, 8B5.3.4) por hibridacion con sondas especificas de Ig y/o amplificacion
por PCR usando cebadores sintéticos que pueden hibridar con los extremos 3'y 5' de la secuencia o por clonacion
usando una sonda oligonucleotidica especifica para la secuencia génica particular a identificar, por ejemplo, un clon
de ADNCc de una biblioteca de ADNc que codifica el anticuerpo. Los acidos nucleicos amplificados generados por
PCR pueden clonarse en vectores de clonacion replicables usando cualquier método muy conocido en la técnica.

Una vez se determina la secuencia de nucleétidos del anticuerpo, la secuencia de nucleétidos del anticuerpo puede
manipularse usando métodos muy conocidos en la técnica para la manipulaciéon de secuencias de nucleétidos, por
ejemplo, técnicas de ADN recombinante, mutagénesis dirigida a sitio, PCR, etc. (véanse, por ejemplo, las técnicas
descritas en Sambrook et al., 1990, Molecular Cloning, A Laboratory Manual, 2a Ed., Cold Spring Harbor Laboratory,
Cold Spring Harbor, NY y Ausubel et al., eds., 1998, Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons, NY),
para generar anticuerpos que tienen una secuencia de aminoacidos diferente, por ejemplo, para crear sustituciones,
deleciones, y/o inserciones de aminoacidos.

En un caso especifico, una o mas de las CDR se insertan en regiones marco usando técnicas de ADN recombinante
rutinarias. Las regiones marco pueden ser naturales o regiones marco consenso, y preferiblemente regiones marco
humanas (véase, por ejemplo, Chothia et al., 1998, J. Mol. Biol. 278: 457-479 para un listado de regiones marco
humanas). Preferiblemente, el polinucledtido generado por la combinacién de las regiones marco y las CDR codifica
un anticuerpo que se une especificamente a FcyRIIB con mayor afinidad de la que dicho anticuerpo se une a
FcyRIIA. Preferiblemente, como se ha discutido supra, pueden hacerse una o mas sustituciones de aminoacidos en
las regiones marco, y, preferiblemente, las sustituciones de aminoacidos mejoran la unién de los anticuerpos de la
invencion a FcyRIIB.

En otro caso, pueden cribarse bibliotecas humanas o cualesquiera otras bibliotecas disponibles en la técnica, por
técnicas estandar conocidas en la técnica, para clonar los acidos nucleicos que codifican los anticuerpos de la
invencion.

5.3.2 Expresion recombinante de anticuerpos

Una vez se ha obtenido una secuencia de acido nucleico que codifica un anticuerpo de la invencién, el vector para la
produccion del anticuerpo puede producirse por tecnologia de ADN recombinante usando técnicas muy conocidas
en la técnica. Pueden usarse métodos que son muy conocidos para los expertos en la técnica para construir
vectores de expresion que contienen las secuencias codificadoras de los anticuerpos y sefiales apropiadas de
control de la transcripcion y traduccion. Esto métodos incluyen, por ejemplo, técnicas de ADN recombinante in vitro,
técnicas sintéticas, y recombinacion génica in vivo. (Véanse, por ejemplo, las técnicas descritas en Sambrook et al.,
1990, Molecular Cloning, A Laboratory Manual, 2a Ed., Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, NY y
Ausubel et al. eds., 1998, Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons, NY).
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Un vector de expresion que comprende la secuencia de nucleétidos de un anticuerpo puede transferirse a una célula
huésped por técnicas convencionales (por ejemplo, electroporacion, transfeccion liposomal, y precipitacion con
fosfato de calcio) y las células transfectadas se cultivan por técnicas convencionales para producir el anticuerpo de
la invencion. En casos especificos, la expresion del anticuerpo esta regulada por un promotor constitutivo, inducible
o especifico de tejido.

Las células huésped usadas para expresar los anticuerpos recombinantes de la invenciéon pueden ser bien células
bacterianas tales como Escherichia coli, o, preferiblemente, células eucariotas, especialmente para la expresion de
una molécula de inmunoglobulina recombinante completa. En particular, las células de mamifero tales como células
de ovario de hamster chino (CHO), conjuntamente con un vector tal como el elemento promotor del gen intermedio
temprano principal del citomegalovirus humano es un sistema de expresion efectivo para inmunoglobulinas
(Foecking et al., 1998, Gene 45:101; Cockett et al., 1990, Bio/Technology 8:2).

Puede utilizarse una variedad de sistemas de huésped-vector de expresion para expresar los anticuerpos de la
invencion. Dichos sistemas de expresion huésped-vector representan vehiculos mediante los que las secuencias
codificadoras de los anticuerpos pueden producirse y posteriormente purificarse, pero también representan células
que, cuando se transforman o transfectan con las secuencias codificadoras de nucleétidos apropiadas, pueden
expresar los anticuerpos de la invencién in situ. Estos incluyen, pero no estan limitados a, microorganismos tales
como bacterias (por ejemplo, E. coli y B. subtilis) transformadas con vectores de expresion de ADN de bacteriéfago
recombinante, ADN de plasmido o ADN de césmido que contienen secuencias codificadoras de inmunoglobulinas;
levaduras (por ejemplo, Saccharomyces Pichia) transformadas con vectores de expresion de levaduras
recombinantes que contienen secuencias codificadoras de inmunoglobulinas; sistemas de células de insectos
infectadas con vectores de expresion de virus recombinantes (por ejemplo, baculovirus) que contienen las
secuencias codificadoras de inmunoglobulinas; sistemas de células de plantas infectadas con vectores de expresion
de virus recombinantes (por ejemplo, virus del mosaico de la coliflor (CaMV) y virus del mosaico del tabaco (TMV)) o
transformadas con vectores de expresion de plasmido recombinantes (por ejemplo, plasmido Ti) que contienen
secuencias codificadoras de inmunoglobulinas; o sistemas de células de mamiferos (por ejemplo, células COS,
CHO, BHK, 293, 293T, 3T3, células linfaticas (véase, U.S. 5.807.715), células Per C.6 (células retinianas de rata
desarrolladas por Crucell)) que portan construcciones de expresion recombinantes que contienen promotores
derivados del genoma de células de mamiferos (por ejemplo, promotor de metalotioneina) o de virus de mamiferos
(por ejemplo, el promotor tardio de adenovirus; el promotor 7.5K del virus vaccinia).

En los sistemas bacterianos, pueden seleccionarse ventajosamente varios vectores de expresion dependiendo del
uso pretendido del anticuerpo que se esta expresando. Por ejemplo, cuando se va a producir una gran cantidad de
dicha proteina, para la generacion de composiciones farmacéuticas de un anticuerpo, pueden ser deseables los
vectores que dirigen la expresion de altos niveles de productos proteicos de fusion que se purifican facilmente.
Dichos vectores incluyen, pero no estan limitados a, el vector de expresion de E. coli pUR278 (Ruther et al., 1983,
EMBO J. 2:1791), en el que la secuencia codificadora del anticuerpo puede ligarse individualmente en el vector en
marco con la region codificadora lac Z de manera que se produce una proteina de fusién; vectores pIN (Inouye e
Inouye, 1985, Nucleic Acids Res. 13:3101-3109; Van Heeke y Schuster, 1989, J. Biol. Chem. 24:5503-5509).
También pueden usarse vectores pGEX para expresar polipéptidos extrafios como proteinas de fusion con glutation
S-transferasa (GST). En general, dichas proteinas de fusion son solubles y pueden purificarse facilmente de las
células lisadas por adsorcion y unidon a una matriz de lechos de glutatién-agarosa seguido de elucién en presencia
de glutation libre. Los vectores pGEX se disefian para incluir trombina o sitios de escision de la proteasa factor Xa de
manera que el producto génico diana clonado puede liberarse del resto GST.

En un sistema de insectos, el virus de la polihedrosis nuclear de Autographa californica (AcNPV) se usa como un
vector para expresar genes extrafios. El virus crece en células de Spodoptera frugiperda. La secuencia codificadora
del anticuerpo puede clonarse individualmente en regiones no esenciales (por ejemplo, el gen de polihedrina) del
virus y ponerse bajo el control de un promotor AcNPV (por ejemplo, el promotor de polihedrina).

En células huésped de mamiferos, pueden utilizarse varios sistemas de expresion basados en virus. En los casos en
los que se usa un adenovirus como un vector de expresion, la secuencia codificadora del anticuerpo de interés
puede ligarse en un complejo de control de la transcripcion/traduccion del adenovirus, por ejemplo, el promotor
tardio y secuencia lider tripartita. Este gen quimérico puede insertarse en el genoma del adenovirus por
recombinacion in vitro o in vivo. La insercion en una region no esencial del genoma viral (por ejemplo, la region E1 o
E3) resultara en un virus recombinante que es viable y capaz de expresar la molécula de inmunoglobulina en
huéspedes infectados. (por ejemplo, véase, Logan y Shenk, 1984, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81:355-359). Las
sefales de inicio especificas también pueden requerirse para la traduccioén eficiente de las secuencias codificadoras
de anticuerpo insertadas. Estas sefales incluyen el codén de inicio ATG y secuencias adyacentes. Ademas, el
codon de inicio debe estar en fase con el marco de lectura de la secuencia codificadora deseada para asegurar la
traduccion del inserto completo. Estas sefales de control de la traduccion exégenas y codones de inicio pueden ser
de una variedad de origenes, tanto natural como sintético. La eficiencia de la expresién puede aumentarse por la
inclusién de elementos potenciadores de la transcripcion apropiados, terminadores de la transcripcion, etc. (véase,
Bittner et al., 1987, Methods in Enzymol. 153:51-544).

Ademas, puede elegirse una cepa de célula huésped que module la expresion de las secuencias insertadas, o
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modifique y procese el producto génico en la forma especifica deseada. Dichas modificaciones (por ejemplo,
glicosilacion) y procesamiento (por ejemplo, escision) de los productos proteicos puede ser importante para las
funciones de la proteina. Diferentes células huésped tienen mecanismos caracteristicos y especificos para el
procesamiento y modificacion posterior a la traduccion de proteinas y productos génicos. Pueden elegirse lineas
celulares o sistemas de huésped apropiados para asegurar la modificacion y procesamiento correctos de la proteina
extrafa expresada. Para este fin, pueden usarse células huésped eucariotas que poseen la maquinaria celular para
el procesamiento apropiado del transcrito primario, glicosilacion, y fosforilacion del producto génico. Dichas células
huésped de mamifero incluyen pero no estan limitadas a CHO, VERY, BHK, Hela, COS, MDCK, 293, 293T, 3T3,
WI38, BT483, Hs578T, HTB2, BT20 y T47D, CRL7030 y Hs578Bst.

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

Pueden usarse varios sistemas de seleccion, incluyendo pero no limitado a los genes de timidina quinasa del virus
del herpes simple (Wigler et al., 1977, Cell 11:223), hipoxantina-guanina fosforibosiltransferasa (Szybalska y
Szybalski, 1992, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 48:202), y adenina fosforibosiltransferasa (Lowy et al., 1980, Cell
22:817) pueden emplearse en células tk-, hgprt- o aprt-, respectivamente. También, puede usarse la resistencia a
antimetabolitos como la base de seleccidon para los genes siguientes: dhfr, que confiere resistencia a metotrexato
(Wigler et al., 1980, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77:357; O'Hare et al., 1981, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 78:1527); gpt,
que confiere resistencia a acido micofendlico (Mulligan y Berg, 1981, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 78:2072); neo, que
confiere resistencia a al aminoglicosido G-418 Clinical Pharmacy 12:488-505; Wu y Wu, 1991, 3:87-95; Tolstosheyv,
1993, Ann. Rev. Pharmacol. Toxicol. 32:573-596; Mulligan, 1993, Science 260:926-932; y Morgan y Anderson, 1993,
Ann. Rev. Biochem. 62:191-217; mayo, 1993, TIB TECH 11(5):155-215). Los métodos conocidos comunmente en la
técnica de la tecnologia de ADN recombinante que pueden usarse se describen en Ausubel et al. (eds.), 1993,
Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons, NY; Kriegler, 1990, Gene Transfer and Expression, A
Laboratory Manual, Stockton Press, NY; y en los Capitulos 12 y 13, Dracopoli et al. (eds), 1994, Current Protocols in
Human Genetics, John Wiley & Sons, NY.; Colberre-Garapin et al., 1981, J. Mol. Biol. 150:1; e higro, que confiere
resistencia a higromicina (Santerre et al., 1984, Gene 30:147).

Los niveles de expresion de un anticuerpo de la invenciéon pueden incrementarse por amplificacion del vector (para
una revision, véase, Bebbington y Hentschel, The use of vectors based on gene amplification for the expression of
cloned genes in mammalian cells en DNA cloning, Vol.3. (Academic Press, Nueva York, 1987)). Cuando un
marcador en el sistema de vector que expresa un anticuerpo se puede amplificar, el incremento en el nivel de
inhibidor presente en el cultivo de célula huésped incrementara el nimero de copias del gen marcador. Como la
region amplificada esta asociada con la secuencia de nucleotidos del anticuerpo, la producciéon del anticuerpo
también se incrementara (Crouse et al., 1983, Mol. Cell. Biol. 3:257).

La célula huésped puede co-transfectarse con dos vectores de expresiéon de la invencion, codificando el primer
vector un polipéptido derivado de cadena pesada y codificando el segundo vector un polipéptido derivado de cadena
ligera. Los dos vectores pueden contener marcadores seleccionables idénticos que permiten la misma expresion de
los polipéptidos de cadena pesada y ligera. Alternativamente, puede usarse un unico vector que codifica polipéptidos
tanto de cadena pesada como ligera. En dichas situaciones, la cadena ligera debe ponerse antes de la cadena
pesada para evitar un exceso de cadena pesada libre toxica (Proudfoot, 1986, Nature 322:52; Kohler, 1980, Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 77:2197). Las secuencias codificadoras para las cadenas pesada y ligera pueden comprender
ADNc o ADN gendmico.

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

5.4 Métodos profilacticos y terapéuticos
También se discuten terapias basadas en anticuerpos que implican la administracion de uno o mas de los

anticuerpos de la invencién a un animal, preferiblemente un mamifero, y lo mas preferiblemente un ser humano,
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para prevenir, tratar, o mejorar sintomas asociados con una enfermedad, trastorno, o infeccién, asociada con niveles
o actividad aberrante de FcyRIIB y/o que se pueden tratar mediante la alteracion de la funcidon inmune asociada con
la actividad de FcyRIIB o mediante el aumento de la actividad citotéxica de un segundo anticuerpo terapéutico o
mediante el aumento de la eficacia de una composicién de vacuna. En algunos casos, la terapia por administracion
de uno o mas anticuerpos de la invencién se combina con la administracién de una o mas terapias tales como, pero
no limitadas a, quimioterapias, terapias de radiacion, terapias hormonales, y/o terapias biolégicas/inmunoterapias.

Los anticuerpos pueden proporcionarse en composiciones farmacéuticamente aceptables como se conoce en la
técnica o como se describe en la presente memoria. Como se detalla mas adelante, los anticuerpos de la invencién
pueden usarse en métodos para tratar cancer (particularmente para aumentar la inmunoterapia pasiva o eficacia de
una vacuna de cancer), enfermedad autoinmune, trastornos inflamatorios o alergias (por ejemplo, para aumentar la
eficacia de una vacuna para el tratamiento de la alergia).

Se ha encontrado que FcyRIIB (CD32B) se expresa en los tipos tisulares siguientes: adiposo, células b, hueso,
cerebro, cartilago, colon, endocrino, 0jo, feto, tracto gastrointestinal, genitourinario, célula germinal, cabeza y cuello,
rindn, pulmoén, ndédulo linfatico, linforeticular, glandula mamaria, musculo, nervioso, ovario, pancreas, islote
pancreatico, glandula pituitaria, placenta, retina, piel, tejido blando, sinovio, y Utero (datos recogidos del Cancer
Genome Anatomy Project del National Cancer Institute). Asi, los anticuerpos de la invencion pueden usarse para
agonizar o antagonizar la actividad de FcyRIIB en cualquiera de estos tejidos. Por ejemplo, FcyRIIB se expresa en la
placenta y puede jugar un papel en el transporte de IgG al feto y también en el secuestro de complejos inmunes
(Lyden et al., 2001, J. Immunol. 166:3882-3889). En determinados casos de la invencién, un anticuerpo anti-FcyRIIB
puede usarse como un abortivo.

Los presentes inventores han encontrado que los neutréfilos no expresan, sorprendentemente, niveles significativos
de FCyRIIB. De acuerdo con esto, se proporcionan métodos y composiciones farmacéuticas para uso en estos
métodos, que comprenden una cantidad de anticuerpo especifico de CD32 que se une ay tiene actividad en células
tumorales o tipos celulares distintos de neutréfilos, tal como macréfagos, pero no se une de forma detectable o tiene
actividad detectable en neutréfilos. En determinados casos, los anticuerpos de la invencién pueden usarse para
deplecionar células CD32B", tales como macréfagos o células tumorales que expresan CD32B.

Los anticuerpos de la presente invencion que funcionan como un agente profilactico y o terapéutico de una
enfermedad, trastorno, o infecciéon pueden administrarse a un animal, preferiblemente un mamifero, y lo mas
preferiblemente un ser humano, para tratar, prevenir o mejorar uno o mas sintomas asociados con la enfermedad,
trastorno, o infeccién. Los anticuerpos de la invencién pueden administrarse en combinacion con uno o mas agentes
profilacticos y/o terapéuticos adicionales utiles en el tratamiento, prevencién o gestion de una enfermedad, trastorno,
o infeccion asociado con niveles o actividad aberrante de FcyRIIB y/o que se pueden tratar alterando la funcién
inmune asociada con la actividad de FcyRIIB. Uno o mas anticuerpos de la invencién pueden administrarse a un
mamifero, preferiblemente un ser humano, concurrentemente con uno o mas agentes terapéuticos adicionales utiles
para el tratamiento del cancer. El término "concurrentemente" no se limita a la administraciéon de agentes
profilacticos o terapéuticos a exactamente el mismo tiempo, sino que quiere decir que los anticuerpos de la
invencion y el otro agente se administran a un sujeto en una secuencia y en un intervalo de tiempo tal que los
anticuerpos de la invencion pueden actuar conjuntamente con el otro agente para proporcionar un beneficio
incrementado respecto al caso de que fueran administrados de otra manera. Por ejemplo, cada agente profilactico o
terapéutico puede administrarse al mismo tiempo o secuencialmente en cualquier orden a diferentes puntos de
tiempo; sin embargo, si no se administran al mismo tiempo, deben administrarse lo suficientemente cerca en el
tiempo como para proporcionar el efecto terapéutico o profilactico deseado. Cada agente terapéutico puede
administrarse separadamente, en cualquier forma apropiada y por cualquier ruta adecuada.

En varios casos, los agentes profilacticos o terapéuticos se administran con una separacion de menos de 1 hora,
con una separacion de aproximadamente 1 hora, con una separacion de aproximadamente 1 hora a
aproximadamente 2 horas, con una separacion de aproximadamente 2 horas a aproximadamente 3 horas, con una
separacion de aproximadamente 3 horas a aproximadamente 4 horas, con una separacion de aproximadamente 4
horas a aproximadamente 5 horas, con una separacién de aproximadamente 5 horas a aproximadamente 6 horas,
con una separacion de aproximadamente 6 horas a aproximadamente 7 horas, con una separacion de
aproximadamente 7 horas a aproximadamente 8 horas, con una separacién de aproximadamente 8 horas a
aproximadamente 9 horas, con una separacion de aproximadamente 9 horas a aproximadamente 10 horas, con una
separacion de aproximadamente 10 horas a aproximadamente 11 horas, con una separacion de aproximadamente
11 horas a aproximadamente 12 horas, con una separaciéon de no mas de 24 horas o con una separacién de no mas
de 48 horas. En casos preferidos, dos 0 mas compuestos se administran en la misma visita del paciente.

Las cantidades de dosificacion y las frecuencias de administracion proporcionadas en la presente memoria estan
englobadas por los términos terapéuticamente efectivo y profilacticamente efectivo. La dosificacion y frecuencia
tipicamente variaran ademas segun factores especificos para cada paciente dependiendo de los agentes
terapéuticos o profilacticos especificos administrados, la gravedad y tipo de cancer, la ruta de administracion, asi
como la edad, peso corporal, respuesta, y el historial médico pasado del paciente. Los regimenes adecuados
pueden seleccionarse por un experto en la técnica considerando dichos factores y siguiendo, por ejemplo, las
dosificaciones reportadas en la bibliografia y recomendadas en el Physician's Desk Reference (56a ed., 2002).
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Los anticuerpos de esta invencion también pueden utilizarse ventajosamente en combinacion con otros anticuerpos
monoclonales o quiméricos, proteinas de fusién Fc, o con linfoquinas, citoquinas o factores de crecimiento
hematopoyéticos (tales como, por ejemplo, IL-2, IL-3, IL-4, IL-7, IL-10 y TGF-$3), que aumentan FcyRIIB, por ejemplo,
sirven para incrementar el nimero o actividad de células efectoras que interaccionan con los anticuerpos e
incrementan la repuesta inmune. En determinadas realizaciones, una citoquina se conjuga con un anticuerpo anti-
FcyRIIB.

Los anticuerpos de esta invencion también pueden utilizarse ventajosamente en combinacién con uno o mas
farmacos usados para tratar una enfermedad, trastorno, o infeccion, tales como, por ejemplo, agentes anti-
cancerosos, agentes anti-inflamatorios o agentes anti-virales, por ejemplo, como se detalla en las secciones 5.4.6 y
5.4.5 siguientes.

5.4.1 Canceres

Los anticuerpos de la invencidon pueden usarse solos o en combinaciéon con otros anticuerpos terapéuticos
conocidos en la técnica para prevenir, inhibir o reducir el crecimiento de tumores primarios o metastasis de células
cancerosas. Los anticuerpos de la invenciéon pueden usarse en combinacién con anticuerpos usados en la
inmunoterapia del cancer y puede incluir el uso de los anticuerpos de la invencién en combinaciéon con otro
anticuerpo terapéutico para aumentar la eficacia de dicha inmunoterapia mediante el incremento de la potencia de la
funcién efectora del anticuerpo terapéutico, por ejemplo, ADCC, CDC, fagocitosis, opsonizacion, etc. Aunque no se
pretende la vinculaciéon a ningin mecanismo particular de accion, los anticuerpos de la invencion bloquean FcyRIIB,
preferiblemente en monocitos y macrofagos y aumentan asi los beneficios terapéuticos y eficacia clinica de los
anticuerpos especificos de tumor, por ejemplo, aumentando el aclaramiento de los tumores mediado por FcyR
activadores. De acuerdo con esto, la especificacién proporciona métodos para prevenir o tratar cancer caracterizado
por un antigeno de cancer, cuando se administran en combinacién con otro anticuerpo que se une especificamente
a un antigeno de cancer y es citotdxico. Los anticuerpos de la invencién son utiles para la prevencion o tratamiento
del cancer, particularmente para potenciar la actividad citotoxica de anticuerpos terapéuticos especificos de
antigenos del cancer con actividad citotéxica para aumentar la muerte de las células tumorales por los anticuerpos
de la invencién y/o aumentar, por ejemplo, la actividad ADCC o actividad CDC de los anticuerpos terapéuticos. Los
anticuerpos de la invencién pueden administrarse con proteinas de fusion Fc. Un anticuerpo de la invencion, cuando
se administra solo 0 en combinacién con un anticuerpo terapéutico citotéxico, puede inhibir o reducir el crecimiento
de tumor primario o metastasis de células cancerosas al menos 99%, al menos 95%, al menos 90%, al menos 85%,
al menos 80%, al menos 75%, al menos 70%, al menos 60%, al menos 50%, al menos 45%, al menos 40%, al
menos 45%, al menos 35%, al menos 30%, al menos 25%, al menos 20%, o al menos 10% respecto al crecimiento
de tumor primario 0o metastasis en ausencia de dicho anticuerpo de la invencién. En un caso preferido, los
anticuerpos de la invencidon en combinacion con un anticuerpo terapéutico citotdxico inhiben o reducen el
crecimiento de tumor primario o metastasis de cancer al menos 99%, al menos 95%, al menos 90%, al menos 85%,
al menos 80%, al menos 75%, al menos 70%, al menos 60%, al menos 50%, al menos 45%, al menos 40%, al
menos 45%, al menos 35%, al menos 30%, al menos 25%, al menos 20%, o al menos 10% respecto al crecimiento
o0 metastasis en ausencia de dichos anticuerpos.

La transicion de un estado normal a uno maligno es un proceso con multiples etapas que implica cambios genéticos
y epigenéticos. De hecho, ocurren numerosas alteraciones en los circuitos de regulacion celular que facilitan esta
progresion que permite que las células tumorales evadan el compromiso de diferenciaciéon terminal y quiescencia
que regulan normalmente la homeostasis tisular. Determinados genes se han implicado en la capacidad de invasion
y potencial metastasico de las células cancerosas tales como CSF-1 (factor estimulante de colonias 1 o factor
estimulante de colonias de macréfagos). Aungque no se pretende la vinculacion a ningln mecanismo particular de
accion, CSF-1 puede mediar la progresion y la metastasis tumoral mediante el reclutamiento de macréfagos en el
sitio tumoral donde estimulan la progresién del tumor. Se cree que los macrofagos tienen un papel trofico en la
mediacion de la progresion y metastasis tumoral quiza por la secrecion de factores angiogénicos, por ejemplo,
timidina fosforilasa, factor de crecimiento derivado del endotelio vascular; secrecion de factores de crecimiento tales
como el factor de crecimiento epidérmico que podrian actuar como un factor paracrino en las células tumorales, y
estimular asi la migracion de las células tumorales e invasion en vasos sanguineos. (Véase, por ejemplo, Lin et al.,
2001, J. Exp. Med. 193(6): 727-739; Lin et al., 2002, Journal of Mammary Gland Biology and Neoplasam 7(2): 147-
162; Scholl et al., 1993, Molecular Carcinogenesis, 7: 207-11; Clynes et al., 2000, Nature Medicine, 6(4): 443-446;
Fidler et al., 1985, Cancer Research, 45: 4714-26).

Los anticuerpos de la invencion pueden bloquear la progresion y metastasis de células tumorales mediadas por
macrofagos. Los anticuerpos de la invencion son particularmente Utiles en el tratamiento de tumores soélidos, donde
ocurre la infiltracion de macréfagos. Los anticuerpos antagonistas de la invenciéon son particularmente utiles para
controlar, por ejemplo, reducir o eliminar, la metastasis de las células tumorales, reduciendo o eliminando la
poblacion de macréfagos que esta localizada en el sitio tumoral. Los anticuerpos de la invencion pueden usarse
solos para controlar la metastasis de las células tumorales. Aunque no se pretende la vinculacién a ningun
mecanismo particular de accion, los anticuerpos antagonistas de la invencién, cuando se administran solos se unen
al FcyRIIB inhibidor en macroéfagos y reducen eficazmente la poblacion de macréfagos y restringen asi la progresion
de las células tumorales. Los anticuerpos antagonistas de la invencién reducen, o preferiblemente eliminan
macrofagos que estan localizados en el sitio del tumor, ya que FcyRIIB se expresa preferentemente en monocitos y
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macrofagos activados incluyendo macrofagos que se infiltran en el tumor. Los anticuerpos de la invencion pueden
usarse en el tratamiento de canceres que se caracterizan por la sobreexpresion de CSF-1, incluyendo pero no
limitado a canceres de mama, uterino y de ovario.

También se describen anticuerpos que deplecionan o eliminan eficazmente células inmunes distintas de macroéfagos
que expresan FcyRIIB, por ejemplo, células dendriticas y células B. La deplecion o eliminacion efectiva de células
inmunes usando los anticuerpos de la invencién puede variar de una reducciéon en la poblacién de las células
inmunes un 50%, 60%, 70%, 80%, preferiblemente 90%, y lo mas preferiblemente 99%. Asi, los anticuerpos de la
invencion tienen una eficacia terapéutica aumentada bien solos o en combinacién con un segundo anticuerpo, por
ejemplo, un anticuerpo terapéutico tal como anticuerpos anti-tumorales, anticuerpos anti-virales, y anticuerpos anti-
microbianos. Los anticuerpos terapéuticos pueden tener especificidad para una célula cancerosa o una célula
inflamatoria. El segundo anticuerpo puede unirse a una célula normal. Aunque no se pretende la vinculacion a
ningun mecanismo particular de accion, cuando los anticuerpos de la invencién se usan solos para deplecionar
células inmunes que expresan FcyRIIB, la poblacion de células se redistribuye de manera que efectivamente las
células que permanecen tienen los receptores Fc activadores y asi se alivia la supresiéon por FcyRIIB. Cuando se
usa en combinacion con un segundo anticuerpo, por ejemplo, un anticuerpo terapéutico, la eficacia del segundo
anticuerpo se aumenta mediante el incremento de la funcién efectora mediada por Fc del anticuerpo.

Los canceres y trastornos relacionados que pueden tratarse o prevenirse por los métodos descritos y composiciones
de la presente invencion incluyen, pero no estan limitados a, los siguientes: leucemias incluyendo, pero no limitado
a, leucemia aguda, leucemia linfocitica aguda, leucemias mielociticas agudas tales como leucemias mieloblasticas,
promielociticas, mielomonociticas, monociticas, eritroleucemia y sindrome mielodisplasico, leucemias crénicas tales
como pero no limitado a, leucemia mielocitica crénica (granulocitica), leucemia linfocitica cronica, leucemia de
células pilosas; policitemia vera; linfomas tales como pero no limitado a enfermedad de Hodgkin, enfermedad no de
Hodgkin; mielomas multiples tales como pero no limitado a mieloma mudltiple quiescente, mieloma no secretor,
mieloma osteosclerdtico, leucemia de células plasmaticas, plasmacitoma solitario y plasmacitoma extramedular;
macroglobulinemia de Waldenstrom; gammopatia monoclonal de significancia indeterminada; gammopatia
monoclonal benigna; enfermedad de cadena pesada; sarcomas de hueso y de tejido conectivo tales como pero no
limitado a sarcoma de huesos, osteosarcoma, condrosarcoma, sarcoma de Ewing, tumor de células gigantes
maligno, fibrosarcoma del hueso, cordoma, sarcoma periosteal, sarcomas de tejido blando, angiosarcoma
(hemangiosarcoma), fibrosarcoma, sarcoma de Kaposi, leiomiosarcoma, liposarcoma, linfangiosarcoma,
neurilemoma, rabdomiosarcoma, sarcoma sinovial; tumores cerebrales incluyendo pero no limitado a, glioma,
astrocitoma, glioma del tronco cerebral, ependimoma, oligodendroglioma, tumor no glial, neurinoma acustico,
craniofaringioma, meduloblastoma, meningioma, pineocitoma, pineoblastoma, linfoma cerebral primario; cancer de
mama incluyendo, pero no limitado a, adenocarcinoma, carcinoma lobular (célula pequefia), carcinoma intraductal,
cancer de mama medular, cancer de mama mucinoso, cancer de mama tubular, cancer de mama papilar,
enfermedad de Paget, y cancer de mama inflamatorio; cancer adrenal incluyendo, pero no limitado a,
feocromocitoma y carcinoma adrenocortical; cancer de tiroides tal como pero no limitado a cancer de tiroides papilar
o folicular, cancer de tiroides medular y cancer de tiroides anaplasico; cancer pancreatico, incluyendo pero no
limitado a, insulinoma, gastrinoma, glucagonoma, vipoma, tumor secretor de somatostatina, y tumor carcinoide o de
células de los islotes; canceres pituitarios incluyendo pero no limitado a, enfermedad de Cushing, tumor secretor de
prolactina, acromegalia, y diabetes insipius; canceres oculares incluyendo, pero no limitado a, melanoma ocular tal
como melanoma del iris, melanoma coroidal, y melanoma del cuerpo ciliar, y retinoblastoma; canceres vaginales
incluyendo, pero no limitado a, carcinoma de células escamosas, adenocarcinoma, y melanoma; cancer vulvar
incluyendo, pero no limitado a, carcinoma de células escamosas, melanoma, adenocarcinoma, carcinoma de células
basales, sarcoma, y enfermedad de Paget; canceres del cuello uterino incluyendo, pero no limitado a, carcinoma de
células escamosas, y adenocarcinoma; canceres uterinos incluyendo, pero no limitado a, carcinoma endometrial y
sarcoma uterino; canceres de ovario incluyendo, pero no limitado a, carcinoma epitelial de ovario, tumor limitrofe,
tumor de células germinales, y tumor estromal; canceres esofagicos incluyendo pero no limitado a, cancer
escamoso, adenocarcinoma, carcinoma cictico adenoide, carcinoma mucoepidermoide, carcinoma adenoescamoso,
sarcoma, melanoma, plasmacitoma, carcinoma verrugoso, y carcinoma microcelular (célula pequefia); canceres de
estomago incluyendo pero no limitado a, adenocarcinoma, fungoso (polipoide), ulceroso, de diseminacion superficial,
de diseminacion difusa, linfoma maligno, liposarcoma, fibrosarcoma, y carcinosarcoma; canceres de colon; canceres
rectales; canceres de higado incluyendo pero no limitado a carcinoma hepatocelular y hepatoblastoma, canceres de
la vesicula biliar incluyendo pero no limitado a, adenocarcinoma; colangiocarcinomas incluyendo pero no limitado a,
papilar, nodular, y difuso; canceres de pulmoén incluyendo pero no limitado a, cancer de pulmén de células no
pequefas, carcinoma de células escamosas (carcinoma epidermoide), adenocarcinoma, carcinoma de células
grandes y cancer de pulmoén de células pequefias; canceres testiculares incluyendo pero no limitado a, tumor
germinal, seminoma, anaplasico, clasico (tipico), espermatocitico, no seminoma, carcinoma embrionario, carcinoma
teratoma, coriocarcinoma (tumor de saco vitelino), canceres de préstata incluyendo pero no limitado a,
adenocarcinoma, leiomiosarcoma, y rabdomiosarcoma; canceres del pene; canceres orales incluyendo pero no
limitado a, carcinoma de células escamosas; canceres basales; canceres de la glandula salivar incluyendo pero no
limitado a, adenocarcinoma, carcinoma mucoepidermoide, y carcinoma adenoidcisitco; canceres de faringe
incluyendo pero no limitado a, cancer de células escamosas, y verrugoso; canceres de la piel incluyendo pero no
limitado a, carcinoma de células basales, carcinoma de células escamosas y melanoma, melanoma de diseminacion
superficial, melanoma nodular, melanoma maligno lentigo, y melanoma lentiginoso acral; canceeres de rifidn
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incluyendo pero no limitado a, cancer de células renales, adenocarcinoma, hipernefroma, fibrosarcoma, cancer de
células transicionales (pelvis renal y/o uretra); tumor de Wilms; canceres de la vejiga incluyendo pero no limitado a,
carcinoma de células transicionales, cancer de células escamosas, adenocarcinoma, carcinosarcoma. Ademas , los
canceres incluyen mixosarcoma, sarcoma osteogénico, endoteliosarcorna, linfangioendoteliosarcoma, mesotelioma,
sinovioma, hemangioblastoma, carcinoma epitelial, cistadenocarcinoma, carcinoma broncogénico, carcinoma de las
glandulas sudoriparas, carcinoma de las glandulas sebaceas, carcinoma papilar y adenocarcinomas papilares (para
una revision de dichos trastornos, véase Fishman et al., 1985, Medicine, 2a Ed., J.B. Lippincott Co., Philadelphia y
Murphy et al., 1997, Informed Decisions: The Complete Book of Cancer Diagnosis, Treatment, and Recovery, Viking
Penguin, Penguin Books U.S.A., Inc., Estados Unidos de América).

De acuerdo con esto, los métodos descritos en la presente memoria y las composiciones de la invencion también
son utiles en el tratamiento o prevencién de una variedad de canceres u otras enfermedades con proliferacion
anormal, incluyendo (pero no limitado a) los siguientes: carcinoma, incluyendo el de vejiga, mama, colon, rifidn,
higado, pulmodn, ovario, pancreas, estdmago, cuello uterino, tiroides y piel; incluyendo carcinoma de células
escamosas; tumores hematopoyéticos del linaje linfoide, incluyendo leucemia, leucemia linfocitica aguda, leucemia
linfoblastica aguda, linfoma de células B, linfoma de células T, linfoma de Berkett; tumores hematopoyéticos del
linaje mieloide, incluyendo leucemias mielégenas aguda y cronica y leucemia promielocitica; tumores de origen
mesenquimatico, incluyendo fibrosarcoma y rabdomiosarcoma; otros tumores, incluyendo melanoma, seminoma,
tetratocarcinoma, neuroblastoma y glioma; tumores del sistema nervioso central y periférico, incluyendo astrocitoma,
neuroblastoma, glioma y schwannomas; tumores de origen mesenquimatico, incluyendo fibrosarcoma,
rabdomiosarcoma, y osteosarcoma; y otros tumores, incluyendo melanoma, xenoderma pigmentoso,
queratoactantoma, seminoma, cancer de tiroides folicular y teratocarcinoma. También se contempla que los
canceres causados por aberraciones en la apoptosis también se tratarian por los métodos descritos y las
composiciones de la invencién. Dichos canceres pueden incluir pero no estan limitados a linfomas foliculares,
carcinomas con mutaciones en p53, tumores dependientes de hormonas de mama, préstata y ovario, y lesiones
precancerosas tales como poliposis adenomatosa familiar, y sindromes mielodisplasicos. En algunos casos, la
malignidad o cambios en la proliferacion (tales como metastasis y displasias), o trastornos hiperproliferativos, se
tratan o previenen por los métodos descritos en la presente memoria y composiciones de la invencion en el ovario,
vejiga, mama, colon, pulmon, piel, pancreas, o Utero. En otros casos, se trata o previene sarcoma, melanoma, o
leucemia por los métodos descritos en la presente memoria y composiciones de la invencion.

Los canceres asociados con los antigenos de cancer pueden tratarse o prevenirse por la administracion de los
anticuerpos de la invencion en combinacion con un anticuerpo que se une al antigeno de cancer y es citotdxico. Los
anticuerpos de la invencion pueden aumentar el efecto citotoxico mediado por anticuerpo del anticuerpo dirigido al
antigeno de cancer particular. Por ejemplo, pero no como limitacién, los canceres asociados con el antigeno de
cancer siguiente pueden tratarse o prevenirse por los métodos y composiciones de la invencion. Antigeno de
carcinoma general KS 1/4 (Perez y Walker, 1990, J. Immunol. 142:32-37; Bumal, 1988, Hybridoma 7(4):407-415),
antigeno de carcinoma de ovario (CA125) (Yu et al.,, 1991, Cancer Res. 51(2):48-475), fosfato acido prostatico
(Tailor et al., 1990, Nucl. Acids Res. 18(1):4928), antigeno especifico de la prostata (Henttu y Vihko, 1989, Biochem.
Biophys. Res. Comm. 10(2):903-910; Israeli et al., 1993, Cancer Res. 53:227-230), antigeno asociado a melanoma
p97 (Estin et al., 1989, J. Natl. Cancer Instit. 81(6):445-44), antigeno de melanoma gp75 (Vijayasardahl et al., 1990,
J. Exp. Med. 171(4):1375-1380), antigeno de melanoma de alto peso molecular (HMW-MAA) (Natali et al., 1987,
Cancer 59:55-3; Mittelman et al., 1990, J. Clin. Invest. 86:2136-2144)), antigeno de membrana especifico de la
prostata, antigeno carcinoembrionario (CEA) (Foon et al., 1994, Proc. Am. Soc. Clin. Oncol. 13:294), antigeno de
mucina epitelial polimoérfico, antigeno de gldbulos de grasa de la leche humana, antigenos asociados a tumor
colorrectal tales como: CEA, TAG-72 (Yokata et al., 1992, Cancer Res. 52:3402-3408), CO17-1A (Ragnhammar et
al., 1993, Int. J. Cancer 53:751-758); GICA 19-9 (Herlyn et al., 1982, J. Clin. Immunol. 2:135), CTA-1 y LEA,
antigeno del linfoma de Burkitt 38.13, CD19 (Ghetie et al., 1994, Blood 83:1329-1336), antigeno de linfoma de
células B humanas CD20 (Reff et al., 1994, Blood 83:435-445), CD33 (Sgouros et al., 1993, J. Nucl. Med. 34:422-
430), antigenos especificos de melanoma tales como gangliésido GD2 (Saleh et al., 1993, J.Immunol., 151, 3390-
3398), gangliéosido GD3 (Shitara et al.., 1993, Cancer Immunol. Immunother. 36:373-380), gangliésido GM2
(Livingston et al., 1994, J. Clin. Oncol. 12:1036-1044), gangliésido GM3 (Hoon et al., 1993, Cancer Res. 53:5244-
5250), antigeno de tipo trasplante especifico de tumor de la superficie celular (TSTA) tales como antigenos
tumorales inducidos viralmente incluyendo antigeno T de ADN virus de tumor y antigenos de cubierta de virus de
tumor de ARN, antigeno oncofetal-alfafetoproteina tal como CEA de colon, antigeno oncofetal de tumor de vejiga
(Hellstrom et al., 1985, Cancer. Res. 45:2210-2188), antigeno de diferenciacién tal como antigeno de carcinoma de
pulmén humano L6, L20 (Hellstrom et al., 1986, Cancer Res. 46:3917-3923), antigenos de fibrosarcoma, antigeno
de células T de leucemia humana Gp37 (Bhattacharya-Chatterjee et al., 1988, J. of Immun. 141:1398-1403),
neoglicoproteina, esfingolipidos, antigeno de cancer de mama tal como EGFR (receptor del factor de crecimiento
epidérmico), antigeno HER2 (p185"="?), mucina epitelial polimérfica (PEM) (Hilkens et al., 1992, Trends in Bio.
Chem. Sci. 17:359), antigeno de linfocitos malignos humanos APO-1 (Bernhard et al., 1989, Science 245:301-304),
antigeno de diferenciacion (Feizi, 1985, Nature 314:53-57) tal como antigeno | encontrado en eritrocitos fetales y
endodermo primario, I(Ma) encontrado en adenocarcinomas gastricos, M18 y M39 encontrados en epitelio de mama,
SSEA-1 encontrado en células mieloides, VEP8, VEP9, Myl, VIM-D5,y D156-22 encontrados en cancer colorrectal,
TRA-1-85 (grupo sanguineo H), C14 encontrado en adenocarcinoma coldnico, F3 encontrado en adenocarcinoma de
pulmoén, AHG encontrado en cancer gastrico, hapteno Y, Le’ encontrad en células de carcinoma embrionarias, TL5
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(grupo sanguineo A), receptor de EGF encontrado en células A431, serie E1 (grupo sanguineo B) encontrado en
cancer pancreatico, FC10.2 encontrado en células de carcinoma embrionario, adenocarcinoma gastrico, CO-514
(grupo sanguineo Le®) encontrado en adenocarcinoma, NS-10 encontrado en adenocarcinomas, CO-43 (grupo
sanguineo Le), G49, receptor de EGF, (grupo sanguineo ALe"/Le") encontrado en adenocarcinoma coldnico, 19.9
encontrado en cancer de colon, mucinas de cancer gastrico, TsA7 encontrado en células mieloides, R24 encontrado
en melanoma, 4.2, Gps, D1.1, OFA-1, Guz, OFA-2, Gpy, M1:22:25:8 encontrados en células de carcinoma
embrionario y SSEA-3, SSEA-4 encontrados en embriones en el estadio de 4-8 células. El antigeno puede ser un
péptido derivado del receptor de células T de un linfoma de células T cutaneo (véase Edelson, 1998, The Cancer
Journal 4:62).

Los anticuerpos de la invenciéon pueden usarse en combinacién con cualesquiera anticuerpos de cancer terapéuticos
conocidos en la técnica para aumentar la eficacia del tratamiento. Por ejemplo, los anticuerpos de la invencion
pueden usarse con cualquiera de los anticuerpos en la Tabla 7, que tienen utilidad terapéutica demostrada en el
tratamiento del cancer. Los anticuerpos de la invenciéon aumentan la eficacia del tratamiento de los anticuerpos de
cancer terapéuticos mediante el aumento de al menos una funcién efectora mediada por el anticuerpo de dichos
anticuerpos del cancer terapéuticos. Los anticuerpos pueden utilizarse para aumentar la eficacia del tratamiento
mediante el aumento de la cascada dependiente de complemento de dichos anticuerpos del cancer terapéuticos.
Los anticuerpos de la invencion pueden utilizarse para aumentar la eficacia del tratamiento mediante el aumento de
la fagocitosis y opsonizacién de las células tumorales diana. Los anticuerpos de la invencion pueden utilizarse para
aumentar la eficacia del tratamiento mediante el aumento de la citotoxicidad mediada por células dependiente de
anticuerpo ("ADCC") en la destruccion de las células tumorales diana.

Los anticuerpos de la invencién también pueden usarse en combinaciéon con productos basados en dinucledtidos
citosina-guanina ("CpG") que han sido desarrollados (Coley Pharmaceuticals) o estan siendo desarrollados
actualmente como activadores de respuestas inmunes innatas y adquiridas. Por ejemplo, la invencién engloba el uso
de CpG 7909, CpG 8916, CpG 8954 (Coley Pharmaceuticals) en los métodos y composiciones de la invencion para
el tratamiento y/o prevencion del cancer (Véase también Warren et al., 2002, Semin Oncol., 29(1 supl 2):93-7;
Warren et al., 2000, Clin Lymphoma, 1(1):57-61.

Los anticuerpos de la invencion pueden usarse en combinaciéon con un anticuerpo terapéutico que no medie su
efecto terapéutico a través de la muerte celular para potenciar la actividad terapéutica del anticuerpo. También se
discute el uso de los anticuerpos de la invencién en combinacién con un anticuerpo terapéutico que induce apoptosis
con actividad agonista, por ejemplo, un anticuerpo anti-Fas. Los anticuerpos anti-Fas se conocen en la técnica e
incluyen, por ejemplo, Jo2 (Ogasawara et al., 1993, Nature 364: 806) y HFE7 (Ichikawa et al., 2000, Int. Immunol.
12: 555). Aunque no se pretende la vinculacién a ningin mecanismo particular de accion, FcyRIIB se ha implicado
en la estimulacion de apoptosis mediada por anti-Fas, véase, por ejemplo, Xu et al., 2003, Journal of Immunology,
171: 562-568. De hecho, el dominio extracelular de FcyRIIB puede servir como un agente de entrecruzamiento para
los receptores Fas, dando lugar a un complejo funcional y estimulando la apoptosis dependiente de Fas. En algunos
casos, los anticuerpos de la invencion bloquean la interaccion de los anticuerpos anti-Fas y FcyRIIB, dando lugar a
una reduccion de la actividad apoptotica mediada por Fas. Los anticuerpos de la invencién que resultan en una
reduccion en la actividad apoptética mediada por Fas son particularmente Utiles en combinacién con anticuerpos
anti-Fas que tienen efectos secundarios indeseables, por ejemplo, hepatotoxicidad. En otros casos, los anticuerpos
de la invencién aumentan la interaccion de los anticuerpos anti-Fas y FcyRIIB, dando lugar a un aumento de la
actividad apoptotica mediada por Fas. La combinacion de los anticuerpos de la invencién con anticuerpos
terapéuticos que inducen apoptosis con actividad agonista tiene una eficacia terapéutica aumentada.

Los anticuerpos terapéuticos que inducen apoptosis usados en los métodos descritos en la presente memoria
pueden ser especificos para cualquier receptor de muerte conocido en la técnica para la modulacién de la ruta
apoptotica, por ejemplo, familia de receptores TNFR.

Se discute un método para tratar enfermedades con sefializaciéon mediada por apoptosis alterada, por ejemplo,
cancer, enfermedad autoinmune, tal como un método para tratar una enfermedad con apoptosis mediada por Fas
deficiente, comprendiendo dicho método administrar un anticuerpo de la invencién en combinacién con un
anticuerpo anti-Fas.

Los anticuerpos agonistas de la invencion pueden ser particularmente Utiles para el tratamiento de tumores de
origen no hematopoyético, incluyendo tumores de células de melanoma. Aunque no se pretende la vinculacion a
ningun mecanismo particular de accion, la eficacia de los anticuerpos agonistas de la invencion se debe, en parte, a
la activacion de la ruta inhibidora de FcyRIIB, ya que los tumores de origen no hematopoyético, incluyendo los
tumores de células de melanoma expresan FcyRIIB. Experimentos recientes han mostrado de hecho que la
expresion de FcyRIIB en células de melanoma modula el crecimiento tumoral por la interacciéon directa con
anticuerpos anti-tumorales (por ejemplo, por unién de la region Fc de los anticuerpos anti-tumorales) de una manera
dependiente intracitoplasmica (Cassard et al., 2002, Journal of Clinical Investigation, 110(10): 1549-1557).

Los anticuerpos de la invencién pueden usarse en combinacidn con anticuerpos terapéuticos que se unen
inmunoespecificamente a antigenos tumorales que no se expresan en las células tumorales en si mismas, sino en
las células no malignas, reactivas circundantes y que apoyan el tumor, que comprenden el estroma tumoral. El
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estroma tumoral comprende células endoteliales que forman nuevos vasos sanguineos y fibroblastos estromales
que rodean a la vasculatura tumoral. Un anticuerpo de la invencion puede usarse en combinacién con un anticuerpo
que se une inmunoespecificamente a antigeno tumoral en una célula endotelial. Un anticuerpo de la invencion
puede usarse en combinacion con un anticuerpo que se une inmunoespecificamente a un antigeno tumoral en una
célula de fibroblasto, por ejemplo, la proteina de activacion de fibroblastos (FAP). FAP es una glicoproteina de 95
KDa homodimérica de tipo Il que se expresa altamente en los fibroblastos estromales de muchos tumores sélidos,
incluyendo, pero no limitado a carcinomas de pulmén, mama, y colorrectal. (Véase, por ejemplo, Scanlan et al.,
1994; Proc. Natl. Acad. USA, 91: 5657-61; Park et al., 1999, J. Biol. Chem., 274: 36505-12; Rettig et al., 1988, Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 85: 3110-3114; Garin-Chesea et al., 1990, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87: 7235-7239). Los
anticuerpos que se unen inmunoespecificamente a FAP se conocen en la técnica y estan englobados en la
invencion, véase, por ejemplo, Wuest et al., 2001, Journal of Biotechnology, 159-168; Mersmann et al., 2001, Int. J.
Cancer, 92: 240-248; Patente U.S. No. 6.455.677.

Recientemente, las IgE se han implicado como mediadores del crecimiento tumoral y de hecho las reacciones de
hipersensibilidad e inflamacion alérgica inmediatas a las que esta dirigida la IgE se han propuesto como posibles
mecanismos naturales implicados en las respuestas anti-tumorales (Para una revision, véase, por ejemplo, Mills et
al., 1992, Am. Journal of Epidemiol. 122: 66-74; Eriksson et al., 1995, Allergy 50: 718-722). De hecho, un estudio
reciente ha mostrado que la carga de células tumorales con IgE reduce el crecimiento tumoral, dando lugar en
algunos casos a rechazo tumoral. Segun este estudio, las células tumorales cargadas con IgE no sélo poseen un
potencial terapéutico sino que también confieren inmunidad antitumoral a largo plazo, incluyendo la activacion de
mecanismo efector de inmunidad innata y respuesta inmune adaptativa mediada por células T, véase, por ejemplo,
Reali et al., 2001, Cancer Res. 61: 5516-22; que se incorpora en la presente memoria por referencia en su totalidad.
Los anticuerpos antagonistas de la invencidon pueden usarse en el tratamiento y/o prevencion de cancer en
combinacioén con la administracion de IgE con el fin de aumentar la eficacia de la terapia de cancer mediada por IgE.
Aunque no se pretende la vinculacidon a ningin mecanismo particular de accion, los anticuerpos de la invencion
aumentan la eficacia terapéutica del tratamiento de tumores con IgE, mediante el bloqueo de la ruta inhibidora. Los
anticuerpos antagonistas de la invencién pueden aumentar la eficacia terapéutica de la terapia de cancer mediada
por IgE (i) aumentando el retraso en el crecimiento tumoral; (ii) aumentando la disminucion en la velocidad de
progresion tumoral; (iii) aumentando el rechazo tumoral; o (iv) aumentando la inmunidad protectora respecto al
tratamiento de cancer con IgE sola.

Las terapias de cancer y sus dosificaciones, rutas de administracion y uso recomendado, se conocen en la técnica 'y
se han descrito en la bibliografia, véase, por ejemplo, Physician's Desk Reference (56a ed., 2002).

5.4.1.1 Malignidades de células B

También se discuten terapias que implican la administracion de un anticuerpo anti-FcyRIIB, a un animal,
preferiblemente un mamifero, y lo mas preferiblemente un ser humano, para prevenir, tratar, gestionar o mejorar una
malignidad de células B, o uno o mas sintomas de ésta. Estas terapias son una mejora sobre las terapias actuales.
En determinados casos, los pacientes que son refractarios a las terapias actuales pueden tratarse con los métodos
de la invencion. En algunos ejemplos, la terapia por administracion de uno o mas anticuerpos de la invencion se
combina con la administraciéon de una o mas terapias tales como, pero no limitadas a, quimioterapias, terapias de
radiacion, terapias hormonales, y/o terapias biolégicas/inmunoterapias.

También se discuten protocolos de tratamiento que proporcionan mejores perfiles profilacticos y terapéuticos que las
terapias con un Unico agente o terapias de combinacion actuales para una malignidad de células B, o uno o mas
sintomas de ésta. Se proporcionan terapias basadas en anticuerpos frente a FcyRIIB para la prevencion,
tratamiento, gestion, o mejora de una malignidad de células B, o uno o mas sintomas de ésta. En particular, se
proporcionan protocolos profilacticos y terapéuticos para la prevencion, tratamiento, gestion, mejora de una
malignidad de células B, o uno o mas sintomas de ésta, que comprenden la administraciéon de un anticuerpo
especifico de FcyRIIB, un analogo, derivado o un fragmento de unién a antigeno de éste a un sujeto que lo necesita.

Los anticuerpos agonistas de la invencion son utiles para el tratamiento o prevencién de cualesquiera malignidades
de células B, particularmente linfoma no de Hodgkin y leucemia linfocitica crénica. Otras malignidades de células B
incluyen linfoma linfocitico pequerio, linfoma de Burkitt, linfomas de células del manto, linfomas de células escindidas
pequefias difusos, la mayor parte de linfomas foliculares y algunos linfomas de células B grandes difusos (DLBCL).
FcyRIIB, es una diana para la desrregulacion por translocacién cromosémica en linfoma maligno, particularmente en
el linfoma de células B no de Hodgkin (Véase Callanan M.B. et al., 2000 Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 97(1):309-
314). Asi, los anticuerpos de la invencién son utiles para tratar o prevenir cualquier leucemia linfocitica cronica del
linaje de células B. La leucemia linfocitica crénica del linaje de células B se revisa por Freedman (Véase la revision
por Freedman, 1990, Hemtaol. Oncol. Clin. North Am. 4:405). Aunque no se pretende la vinculacién a ningun
mecanismo de accion, los anticuerpos agonistas de la invencion inhiben o previenen malignidades de células B
mediante la inhibicién de la proliferacion y/o activacion de las células B. También se discute el uso de los
anticuerpos agonistas de la invencién en combinacion con otras terapias conocidas (por ejemplo, quimioterapia y
radioterapia) en la técnica para la prevencion y/o tratamiento de malignidades de células B. Se discute ademas el
uso de los anticuerpos agonistas de la invencién en combinacién con otros anticuerpos conocidos en la técnica para
el tratamiento y/o prevencion de malignidades de células B. Por ejemplo, los anticuerpos antagonistas de la
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invencion pueden usarse en combinacion con los anticuerpos anti-C22 o anti-CD19 descritos por Goldenberg et al.
(Patente U.S. No. 6.306.393), anticuerpos anti-CD20, anticuerpos anti-CD33, o anticuerpos anti-CD52.

Los anticuerpos de la invencion también pueden usarse en combinacion, por ejemplo pero no como limitacion, con
Oncoscint (diana: CEA), Verluma (diana: GP40), Prostascint (diana: PSMA), CEA-SCAN (diana: CEA), Rituxin
(diana: CD20), Herceptin (diana: HER-2), Campath (diana: CD52), Mylotarge (diana: CD33), LymphoCide (CD22),
Lymphocide Y-90 (CD22) y Zevalin (diana: CD20).

5.4.2 Enfermedad autoinmune y enfermedades inflamatorias

Los anticuerpos agonistas de la invencion pueden usarse para tratar o prevenir enfermedades autoinmunes o
enfermedades inflamatorias. Se describen métodos para prevenir, tratar, o gestionar uno o mas sintomas asociados
con un trastorno autoinmune o inflamatorio en un sujeto, que comprenden administrar a dicho sujeto una cantidad
terapéuticamente efectiva de los anticuerpos o fragmentos de éstos de la invenciéon. También se proporcionan
métodos para prevenir, tratar, o gestionar uno o mas sintomas asociados con un trastorno inflamatorio en un sujeto,
que comprenden ademas administrar a dicho sujeto una cantidad terapéuticamente efectiva de uno o mas agentes
anti-inflamatorios. Ademas se proporcionan métodos para prevenir, tratar, o gestionar uno o mas sintomas
asociados con una enfermedad autoinmune que comprenden ademas administrar a dicho sujeto una cantidad
terapéuticamente efectiva de uno o mas agentes inmunomoduladores. La seccién 5.4.5 proporciona ejemplos no
limitativos de agentes anti-inflamatorios y agentes inmunomoduladores.

Los anticuerpos de la invencion también pueden usarse en combinacién con cualquiera de los anticuerpos
conocidos en la técnica para el tratamiento y/o prevencion de enfermedad autoinmune o enfermedad inflamatoria.
Un ejemplo no limitativo de los anticuerpos o proteinas de fusién Fc que se usan para el tratamiento o prevencion de
trastornos inflamatorios se presenta en la Tabla 6A, y un ejemplo no limitativo de los anticuerpos o proteinas de
fusién Fc que se usan para el tratamiento o prevencion de trastornos autoinmunes se presenta en la Tabla 6B. Los
anticuerpos de la invencién pueden, por ejemplo, aumentar la eficacia del tratamiento de los anticuerpos
terapéuticos o proteinas de fusion Fc presentados en las Tablas 6A y 6B. Por ejemplo, pero no como limitacion, los
anticuerpos de la invencién pueden aumentar la respuesta inmune en el sujeto que se esta tratando con cualquiera
de los anticuerpos o proteinas de fusiéon Fc en las Tablas 6A 6 6B.

Los anticuerpos de la invencion también pueden usarse en combinacion, por ejemplo pero no como limitacion, con
Orthoclone OKT3, ReoPro, Zenapax, Simulec, Rituximab, Synagis, y Remicade.

Los anticuerpos de la invencion también pueden usarse en combinacién productos basados en dinucledtidos
citosina-guanina ("CpG") que han sido desarrollados (Coley Pharmaceuticals) o estan siendo desarrollados
actualmente como activadores de respuestas inmunes innatas y adquiridas. Por ejemplo, la especificacion engloba
el uso de CpG 7909, CpG 8916, CpG 8954 (Coley Pharmaceuticals) en los métodos y composiciones descritos en la
presente memoria para el tratamiento y/o prevencion de trastornos autoinmunes o inflamatorios (Weeratna et al.,
2001, FEMS Immunol Med Microbiol., 32(1):65-71).

Los ejemplos de trastornos autoinmunes que pueden tratarse mediante la administracion de los anticuerpos de la
presente invencién incluyen, pero no estan limitados a, alopecia areata, espondilitis anquilosante, sindrome
antifosfolipido, enfermedad de Addison autoinmune, enfermedades autoinmunes de la glandula adrenal, anemia
hemolitica autoinmune, hepatitis autoinmune, ooforitis y orquitis autoinmune, trombocitopenia autoinmune,
enfermedad de Behcet, pénfigo ampolloso, cardiomiopatia, celiaquia-dermatitis, sindrome de disfunciéon inmune de
fatiga cronica (CFIDS), polineuropatia desmielinizante inflamatoria crénica, sindrome de Churg-Strauss, pénfigo
cicatricial, sindrome CREST, enfermedad por aglutininas frias, enfermedad de Crohn, lupus discoide,
crioglobulinemia mixta esencial, fibromialgia-fibromiositis, glomerulonefritis, enfermedad de Graves, Guillain-Barre,
tiroiditis de Hashimoto, fibrosis pulmonar idiopatica, trombocitopenia purpura idiopatica (ITP), neuropatia de IgA,
artritis juvenil, liquen plano, lupus eritematoso, enfermedad de Méniere, enfermedad del tejido conectivo mixto,
esclerosis multiple, diabetes mellitus tipo 1 o mediada por inmunidad, miastenia grave, pénfigo vulgar, anemia
perniciosa, poliarteritis nodosa, policrondritis, sindromes poliglandulares, polimialgia reumatica, polimiositis y
dermatomiositis, agammaglobulinemia primaria, cirrosis biliar primaria, psoriasis, artritis psoriasica, fenébmeno de
Raynauld, sindrome de Reiter, artritis reumatoide, sarcoidosis, escleroderma, sindrome de Sjogren, sindrome del
hombre rigido, lupus eritematoso sistémico, lupus eritematoso, arteritis takayasu, arteritis temporal/arteritis de células
gigantes, colitis ulcerosa, uveitis, vasculitis tales como vasculitis dermatitis herpetiforme, vitiligo, y granulomatosis de
Wegener. Los ejemplos de trastornos inflamatorios incluyen, pero no estan limitados a, asma, encefalitis,
enfermedad inflamatoria del intestino, enfermedad pulmonar obstructiva créonica (COPD), trastornos alérgicos,
choque séptico, fibrosis pulmonar, espondiloartropatia no diferenciada, artropatia no diferenciada, artritis, osteolisis
inflamatoria, e inflamacion crénica que resulta de infecciones virales o bacterianas crénicas. Como se describe en la
presente memoria en la Seccién 3.1, algunos trastornos autoinmunes estan asociados con una afeccioén inflamatoria.
Asi, existe una superposicion entre lo que se considera un trastorno autoinmune y un trastorno inflamatorio. Por lo
tanto, algunos trastornos autoinmunes también pueden caracterizarse como trastornos inflamatorios. Los ejemplos
de trastornos inflamatorios que pueden prevenirse, tratarse o gestionarse segun los métodos de la especificacion
incluyen, pero no estan limitados a, asma, encefalitis, enfermedad inflamatoria del intestino, enfermedad pulmonar
obstructiva cronica (COPD), trastornos alérgicos, choque séptico, fibrosis pulmonar, espondiloartropatia no
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diferenciada, artropatia no diferenciada, artritis, osteolisis inflamatoria, e inflamacién crénica que resulta de
infecciones virales o bacterianas crénicas.

Los anticuerpos de la invenciéon pueden usarse para tratar una enfermedad autoinmune que es mas prevalente en
un sexo. Por ejemplo, la prevalencia de la enfermedad de Graves en mujeres se ha asociado con la expresion de
FcyRIIB2 (véase, Estienne et al., 2002, FASEB J. 16:1087-1092).

Los anticuerpos de la invencion también pueden usarse para reducir la inflamacién experimentada por animales,
particularmente mamiferos, con trastornos inflamatorios. En un ejemplo especifico, un anticuerpo reduce la
inflamacién en un animal al menos 99%, al menos 95%, al menos 90%, al menos 85%, al menos 80%, al menos
75%, al menos 70%, al menos 60%, al menos 50%, al menos 45%, al menos 40%, al menos 45%, al menos 35%, al
menos 30%, al menos 25%, al menos 20%, o al menos 10% respecto a la inflamacién en un animal al que no se
administra dicho anticuerpo. En otro ejemplo, una combinacion de anticuerpos reduce la inflamacién en un animal al
menos 99%, al menos 95%, al menos 90%, al menos 85%, al menos 80%, al menos 75%, al menos 70%, al menos
60%, al menos 50%, al menos 45%, al menos 40%, al menos 45%, al menos 35%, al menos 30%, al menos 25%, al
menos 20%, o al menos 10% respecto a la inflamacion en un animal al que no se administran dichos anticuerpos.

Tabla 6A: Anticuerpos para enfermedades inflamatorias y enfermedades autoinmunes que pueden usarse en
combinacién con los anticuerpos de la invencion.

Nombre del | Antigeno Tipo de |Isotipo |Patrocinadores Indicacién
anticuerpo diana producto
5G1.1 Complemento |Humanizado |IgG Alexion Pharm Inc Artritis reumatoide
(C5)
5G1.1 Complemento |Humanizado |IgG Alexion Pharm Inc SLE
(C5)
5G1.1 Complemento |Humanizado |IgG Alexion Pharm Inc Nefritis
(C5)
5G1.1-SC Complemento |Humanizado |ScFv Alexion Pharm Inc Bypass cardiopulmonar
(C5)
5G1.1-SC Complemento |Humanizado |ScFv Alexion Pharm Inc Infarto de miocardio
(C5)
5G1.1-SC Complemento |Humanizado |ScFv Alexion Pharm Inc Angioplastia
(C5)
ABX-CBL CBL Humano Abgenix Inc GvHD
ABX-CBL CD147 Murino IgG Abgenix Inc Rechazo de aloinjerto
ABX-IL8 IL-8 Humano IgG2 Abgenix Inc Psoriasis
Antegren VLA-4 Humanizado |IgG Athena/Elan Esclerosis multiple
Anti-CD11a CD11a Humanizado |IgG1 Genentech Inc/Xoma Psoriasis
Anti-CD18 CD18 Humanizado |Fab'2 | Genentech Inc Infarto de miocardio
Anti-LFA1 CD18 Murino Fab'2 |Pasteur-Merieux/ Rechazo de aloinjerto
Immunotech
Antova CD40L Humanizado |IgG Biogen Rechazo de aloinjerto
Antova CD40L Humanizado |IgG Biogen SLE
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CDP571

CDP571

CDP850 Corsevin
M

D2E7

Hu23F2G

Hu23F2G

IC14

ICM3

IDEC-114

IDEC-131

IDEC-131

IDEC-151

IDEC-152

Infliximab

Infliximab

LDP-01

LDP-01

LDP-02

MAK-195F

MDX-33

MDX-CD4

MEDI-507

Antigeno
diana

CD2
TNF-alfa
TNF-alfa

E-selectina
Fact VI

TNF-alfa
CD11/18
CD11/18
CD14
ICAM-3
CD80
CD40L
CD40L

CD4

CD23
TNF-alfa
TNF-alfa

beta2-
integrina

beta2-
integrina

alfadbeta7

TNF alfa

CD64 (FcR)

CD4

CD2
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Tipo de
producto

Rata

Humanizado

Humanizado

Humanizado
Quimérico

Humano

Humanizado

Humanizado

Humanizado

Primatizado

Humanizado

Humanizado

Primatizado

Primatizado

Quimérico

Quimérico

Humanizado

Humanizado

Humanizado

Murino

Humano

Humano

Humanizado

Isotipo

IgG
IgG4

IgG4

IgG

IgG 1

IgG 1
IgG 1

IgG

IgG

Fab'2

IgG

Patrocinadores

Medimmune Inc

Celltech

Celltech

Celltech Centocor

CAT/BASF

ICOS Pharm Inc

ICOS Pharm Inc

ICOS Pharm Inc

ICOS Pharm Inc

IDEC Pharm/Mitsub ishi

IDEC Pharm/Eisai
IDEC Pharm/Eisai

IDEC
SmithKline

IDEC Pharm
Centocor
Centocor

Millennium Inc
Inc.)

Millennium Inc
Inc.)

Millennium Inc
Inc.)

Knoll Pharm, BASF

Medarex/Centeon

Medarex/Eisai/Genmab

Medimmune Inc
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(LeukoSite

(LeukoSite

Indicacion

GvHD, Psoriasis
de Crohn
Artritis reumatoide

Psoriasis Anticoagulante

Artritis reumatoide
Esclerosis multiple
Ictus

Choque toxico
Psoriasis
Psoriasis

SLE

Esclerosis multiple

Artritis reumatoide

Asmalalergia
Artritis reumatoide
de Crohn

Ictus

Rechazo de aloinjerto

Colitis ulcerosa

Choque toxico

Trastornos
hematolégicos
autoinmunes

Artritis reumatoide

Psoriasis
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Nombre del | Antigeno Tipo de |Isotipo |Patrocinadores Indicacién

anticuerpo diana producto

MEDI-507 CD2 Humanizado Medimmune Inc GvHD

OKT4A CD4 Humanizado |IgG Ortho Biotech Rechazo de aloinjerto

OrthoClone CD4 Humanizado |IgG Ortho Biotech Enfermedad autoinmune

OKT4A

Orthoclone/anti- |CD3 Murino mligG2a | Ortho Biotech Rechazo de aloinjerto

CD3 OKT3

RepPro/ gplibllla Quimérico Fab Centocor/Lilly Complicaciones de

Abciximab angioplastia coronaria

rhuMab-E25 IgE Humanizado |IgG 1 Genentech/Novartis/Tanox Asmalalergia
Biosystems

SB-240563 IL5 Humanizado GlaxoSmithKline Asmalalergia

SB-240683 IL-4 Humanizado GlaxoSmithKline Asmalalergia

SCH55700 IL-5 Humanizado Celltech/Schering Asmalalergia

Simulect CD25 Quimérico IgG1 Novartis Pharm Rechazo de aloinjerto

SMART a-CD3 CD3 Humanizado Protein Design Lab Enfermedad autoinmune

SMART a-CD3 CD3 Humanizado Protein Design Lab Rechazo de aloinjerto

SMART a-CD3 CD3 Humanizado |IgG Protein Design Lab Psoriasis

Zenapax CD25 Humanizado |IgG 1 Protein Design Lab/Hoffman- | Rechazo de aloinjerto
La Roche

Tabla 6B: Anticuerpos y proteinas de fusion Fc para trastornos autoinmunes

Anticuerpo Indicacion Antigeno diana

ABX-RB2 anticuerpo frente al antigeno CBL en células T, células By
células NK anticuerpo completamente humano del
Xenomouse

IL1-ra artritis reumatoide proteina anti-inflamatoria recombinante

sTNF-RI enfermedad inflamatoria crénica |factor de necrosis tumoral soluble a - receptor de tipo |

artritis reumatoide bloguea la accion de TNF
5c8 (anticuerpo Anti [Los ensayos de fase Il se|CD-40
ligando CD-40) detuvieron en oct. 99 para

examinar "eventos adversos"

IDEC 131 lupus eritematoso  sistémico |anti CD40 humanizado
(SLE)
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SelCIDs
inhibidores
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(farmacos
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IMiDs (farmacos
inmunomoduladores)

MDX-33

MDX-CD4

VX-497

VX-740

VX-745
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Indicacion

artritis reumatoide

asma
psoriasis
artritis reumatoide; esclerosis

multiple enfermedad de Crohn
psoriasis

enfermedad inflamatoria  del
intestino enfermedad de Chron
colitis ulcerosa

trastornos autoinmunes

artritis reumatoide

lepra - aprobado para
comercializacion enfermedad de
Chron artritis reumatoide

trastornos autoinmunes

generales

trastornos sanguineos causados

por reacciones autoinmunes
Parpura trombocitopénica
idiopatica (ITP) anemia

hemolitica autoinmune

trata artritis reumatoide y otra
autoinmunidad

trastornos autoinmunes
esclerosis multiple artritis
reumatoide enfermedad

inflamatoria del intestino lupus
psoriasis

artritis reumatoide

especifico de inflamacioén
implicado en una sefalizaciéon
quimica de inicio de respuesta
inmune y progresion de la

Antigeno diana
primatizado; anti-CD4
primatizado; anti-CD23
anti-CD80 primatizado

anti-CD2

receptor de integrina a4b7 en células sanguineas blancas
(leucocitos)

Anti-interferén gamma

inhibidor del factor de necrosis tumoral alfa (TNF alfa)

inhibidores  altamente especificos de la enzima
fosfodiesterasa tipo 4 (PDE-4) incrementa los niveles de
AMPc (adenosina monofosfato ciclico) activa la proteina
quinasa A (PKA) bloquea el factor de transcripcion NK-kB
previene la transcripcion del gen de TNF-a disminuye la
produccion de TNF-a

analogos estructurales de talidomida inhiben TNF-a

anticuerpo monoclonal frente a receptores FcRI

anticuerpo monoclonal frente a la molécula receptora de
CD4

inhibidor de la inosina monofosfato deshidrogenasa
(enzima necesaria para preparar nuevo ARN y ADN usada
en la produccidon de nucleétidos necesarios para la
proliferacion de linfocitos)

inhibidor de ICE interleuquina-1 beta (enzima conversora
que controla las rutas que da lugar a respuesta inmune
agresiva regula citoquinas)

inhibidor de la proteina quinasa activada por mitégeno
P38MAP quinasa
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Anticuerpo Indicacion Antigeno diana
inflamacion
Enbrel (etanercept) dirigido a TNF (factor de necrosis tumoral)
IL-8 MAB completamente humano frente a IL-8 (interleuquina 8)

(bloguea IL-8 bloquea la respuesta inflamatoria)

5G1.1 artritis  reumatoide penfigoide |un inhibidor del complemento C5
(erupcién cutanea peligrosa)
psoriasis lupus

Apogen MP4 antigeno recombinante destruye selectivamente las células
T asociadas a enfermedad induce apoptosis células T
eliminadas por muerte celular programada no atacan mas
las células propias del cuerpo apogenos especificos
dirigidos a células T especificas

5.4.3 Alergia

Se discuten métodos para tratar o prevenir un trastornos alérgico mediado por IgE y o mediado por FcyRI en un
sujeto que lo necesita, que comprenden administrar a dicho sujeto una cantidad terapéuticamente efectiva de los
anticuerpos agonistas o fragmentos de éstos de la invenciéon. Aunque no se pretende la vinculacion a ningun
mecanismo particular de accion, los anticuerpos de la invencién son utiles para inhibir la activacién de mastocitos
inducida por FceRlI, que contribuye a respuestas alérgicas de fase aguda y tardia (Metcalfe D. et al. 1997, Physiol.
Rev. 77:1033). Preferiblemente, los anticuerpos agonistas de la invencion tienen una eficacia terapéutica aumentada
y/o efectos secundarios reducidos en comparacion con los métodos convencionales usados en la técnica para el
tratamiento y/o prevencion de trastornos alérgicos mediados por IgE. Los métodos convencionales para el
tratamiento y/o prevencién de trastornos alérgicos mediados por IgE incluyen, pero no estan limitados a, farmacos
anti-inflamatorios (por ejemplo, corticosteroides orales e inhalados para el asma), antihistaminicos (por ejemplo, para
rinitis alérgica y dermatitis atopica), cisteinil leucotrienos (por ejemplo, para el tratamiento del asma); anticuerpos
anti-lgE; e inmunoterapia especifica o desensibilizacion.

Los ejemplos de respuestas alérgicas mediadas por IgE incluyen, pero no estan limitados a, asma, rinitis alérgica,
alergias gastrointestinales, eosinofilia, conjuntivitis, dermatitis atopica, urticaria, anafilaxis, o nefritis glomerular.

También se describen moléculas, por ejemplo, inmunoglobulinas, preparadas por ingenieria para formar complejos
con FcyRI y FcyRIIB humano, es decir, se unen especificamente a FcyRl y FcyRIIB humano. Preferiblemente,
dichas moléculas tienen eficacia terapéutica en trastornos mediados por IgE y FcyRIl. Aunque no se pretende la
vinculacién a ningun mecanismo particular de accion, la eficacia terapéutica de estas moléculas preparadas por
ingenieria se debe, en parte, a su capacidad de inhibir la funcién de los mastocitos y basdfilos.

Las moléculas que se unen especificamente a FcyRI y FcyRIIB humano pueden ser proteinas de fusion quiméricas
que comprenden un sitio de unién para FcyRI y un sitio de unién para FcyRIIB. Dichas moléculas pueden prepararse
por ingenieria segun metodologias estandar de ADN recombinante conocidas para un experto en la técnica.
Preferiblemente, una proteina de fusién quimérica para uso en los métodos de la especificaciéon comprende una
Unica cadena unica F(ab') de un anticuerpo anti-FcyRIIB monoclonal de la invencién fusionada con una regién usada
como un puente para unir el huFcy a la region C terminal de la cadena unica F(ab') del anticuerpo anti-FcyRIIB
monoclonal. Una proteina de fusién quimérica ejemplar para uso en los métodos de la especificacion comprende lo
siguiente: V| /Cy (FcyRIIB )- bisagra-Vu/Chx (FcyRIIB)-CONECTOR-CHe2-CHe3-Cred. El conector para las moléculas
quiméricas puede tener una longitud de cinco, diez, preferiblemente quince aminoacidos. La longitud del conector
puede variar para proporcionar una unién optima de la molécula tanto a FcyRIIB como a FcyRI. En una realizaciéon
especifica, el conector es un conector de 15 aminoacidos, que consiste en la secuencia: (GlysSer)s. Aunque no se
pretende la vinculacién a ningin mecanismo particular de accion, el conector peptidico flexible facilita el
emparejamiento de cadenas y minimiza el replegamiento posible y también permitira que la molécula quimérica
alcance los dos receptores, es decir, FcyRIIB y FcyRI en las células y los entrecruce. Preferiblemente, la molécula
quimérica se clona en un vector de expresion de mamiferos, por ejemplo, pCl-neo, con un promotor compatible, por
ejemplo, el promotor de citomegalovirus. La proteina de fusion preparada segun los métodos de la especificacion
contendra el sitio de unién para FceRI (CHe2CHe3) y para FcyRIIB (VL/CL,- bisagra-VH/CH). El acido nucleico que
codifica la proteina de fusion preparada segun los métodos de la especificacion se transfecta preferiblemente en
células 293 y la proteina secretada se purifica segin métodos comunes conocidos en la técnica.
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La union de las moléculas quiméricas tanto a FceRl como FcyRIIB humano puede evaluarse usando métodos
comunes conocidos para un experto en la técnica para determinar la unién a un FcyR. Preferiblemente, las
moléculas quiméricas de la invencion tienen eficacia terapéutica en el tratamiento de trastornos mediados por IgE,
por ejemplo, mediante la inhibicién de la desgranulacion e inhibicién de la activacion celular dirigidas por antigeno.
La eficacia de las moléculas quiméricas de la invencion en el bloqueo de la desgranulacion de mastocitos mediada
por FceRI dirigida por IgE puede determinarse en ratones transgénicos, que se han preparado por ingenieria para
expresar el FceRa humano y FcyRIIB humano, antes de su uso en seres humanos.

La especificacion proporciona el uso de anticuerpos biespecificos para el tratamiento y/o prevencion de trastornos
alérgicos mediados por IgE y/o mediados por FcyRI. Un anticuerpo biespecifico (BsAb) se une a dos diferentes
epitopos habitualmente en distintos antigenos. Los BsAb tienen utilidad clinica potencial y se han usado para tomar
como diana virus, células infectadas por virus y patdgenos bacterianos asi como para administrar agentes
tromboliticos a coagulos sanguineos (Cao Y., 1998 Bioconj. Chem 9: 635-644; Koelemij et al., 1999, J. Immunother.,
22, 514-524; Segal et al., Curr. Opin. Immunol., 11, 558-562). La tecnologia para la produccion de BslgG y otras
moléculas biespecificas relacionadas esta disponible (véase, por ejemplo, Carter et al.,, 2001 J. of Immunol.
Methods, 248, 7-15; Segal et al., 2001, J. of Immunol. Methods, 248, 7-15). La presente invencion proporciona
anticuerpos biespecificos que contienen un F(ab') del anticuerpo anti-FcyRIIB y un F(ab') de un anticuerpo anti-
hulgE monoclonal disponible que agrega dos receptores, FcyRIIB y FceRI, en la superficie de la misma célula.
Puede emplearse cualquier metodologia conocida en la técnica y descrita en la presente memoria para generar
anticuerpos biespecificos para uso en los métodos de la especificacién. En una realizacién especifica, los BsAb se
produciran mediante el entrecruzamiento quimico de fragmentos F(ab') de un anticuerpo anti-FcyRIIB y un
anticuerpo anti-hulgE como se ha escrito previamente, véase, por ejemplo, Glennie et al., 1995, Tumor
Immunobiology, Oxford University press, Oxford, p. 225). Los fragmentos F(ab') pueden producirse por proteolisis
limitada con pepsina y reducciéon con mercaptoetanol amina para proporcionar fragmentos Fab' con grupos sulfhidrilo
(SH) libres en la region de la bisagra. El grupo SH en uno de los fragmentos Fab' (SH) puede alquilarse con exceso
de O-fenilendimaleimida (0-PDM) para proporcionar un grupo maleimida (mal) libre. Las dos preparaciones Fab'(mal)
y Fab'(SH) pueden combinarse a una proporciéon apropiada, preferiblemente 1:1 para generar construcciones
heterodiméricas. Los BsAb pueden purificarse por cromatografia de exclusién por tamafio y caracterizarse por HPLC
usando métodos conocidos para un experto en la técnica.

En particular, la invencion engloba anticuerpos biespecificos que comprenden una primera pareja cadena pesada-
cadena ligera que se une a FcyRIIB con mayor afinidad de la que dicha pareja cadena pesada-cadena ligera se une
a FcyRIIA, y una segunda pareja cadena pesada-cadena ligera que se une al receptor de IgE, con la condicion de
que dicha primera pareja cadena pesada-cadena ligera se une a FcyRIIB en primer lugar. Los anticuerpos
biespecificos de la invencién pueden prepararse por ingenieria usando técnicas estandar conocidas en la técnica
para asegurar que la unién a FcyRIIB precede la unién al receptor de IgE. Un experto en la técnica entendera
preparar por ingenieria los anticuerpos biespecificos, por ejemplo, de manera que dichos anticuerpos biespecificos
se unan a FcyRIIB con mayor afinidad de la que dichos anticuerpos se unen al receptor de IgE. Adicionalmente, los
anticuerpos biespecificos pueden prepararse por ingenieria por técnicas conocidas en la técnica, de manera que el
tamano de la bisagra del anticuerpo pueda incrementarse en longitud, por ejemplo, afiadiendo conectores, para
proporcionar a los anticuerpos biespecificos flexibilidad para unirse al receptor de IgE y receptor FcyRIIB en la
misma célula.

Los anticuerpos de la invencién también pueden usarse en combinacidon con otros anticuerpos o farmacos
terapéuticos conocidos en la técnica para el tratamiento o prevencion de trastornos alérgicos mediados por IgE. Por
ejemplo, los anticuerpos de la invencion pueden usarse en combinacion con cualquiera de los siguientes: azelastina,
Astelina, inhalador de dipropionato de beclometasona, Vanceril, inhalador/pulverizador nasal de dipropionato de
beclometasona, Vancenasa, inhalador/pulverizador nasal de Beconase budesonida, Rhinocort cetirizina, Zyrtec
clorfeniramina, pseudoefedrina, Deconamina, Sudafed, cromolina, Nasalcrom, Intal, Opticrom, desloratadina,
Clarinex, fexofenadina y pseudoefedrina, Allegra-D, fexofenadina, pulverizador nasal de Allegra flunisolida,
inhalador/pulverizador nasal de Nasalida propionato de fluticasona, inhalador oral de Flonase propionato de
fluticasona, Flovent, hidroxizina, Vistaril, Ataraxloratadina, pseudoefedrina, Claritina-D, loratadina, Claritina,
prednisolona, Prednisolona, liquido oral Pediapred, Medrol prednisona, Deltasona, Predsalmeterol liquido, inhalador
de Serevent triamcinolona acetonida, inhalador/pulverizador nasal de Azmacort triamcinolona acetonida, Nasacort, o
NasacortAQ. Los anticuerpos de la invencidon pueden usarse en combinacion con productos basados en
dinucleodtidos citosina-guanina ("CpG") que han sido desarrollados (Coley Pharmaceuticals) o estan siendo
desarrollados actualmente como activadores de respuestas inmunes innatas y adquiridas. Por ejemplo, también se
discute el uso de CpG 7909, CpG 8916, CpG 8954 (Coley Pharmaceuticals) en los métodos y composiciones de la
especificacion para el tratamiento y/o prevencidon de trastornos alérgicos mediados por IgE (Véase, también,
Weeratna et al., 2001, FEMS Immunol Med Microbiol., 32(1):65-71).

Ademas se describe el uso de los anticuerpos de la invencidén en combinacién con cualesquiera anticuerpos
terapéuticos conocidos en la técnica para el tratamiento de trastornos alérgicos, por ejemplo, Xolair™ (Omalizumab;
Genentech); rhuMAB-E25 (BioWorld Today, Nov. 10, 1998, p. 1; Genentech); CGP-51901 (anticuerpo anti-IgE
humanizado), etc.

Adicionalmente, los anticuerpos de la invencion pueden usarse en combinacién con otras composiciones conocidas
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en la técnica para el tratamiento de trastornos alérgicos. En particular, los métodos y composiciones descritos en
Carson et al.. (US 6.426.336; US 2002/0035109 A1; US 2002/0010343).

5.4.4 Agentes inmunomoduladores y agentes anti-Inflamatorios

También se describen métodos de tratamiento para enfermedades autoinmunes y enfermedades inflamatorias que
comprenden la administracién de los anticuerpos de la presente invencién conjuntamente con otros agentes de
tratamiento. Los ejemplos de agentes inmunomoduladores incluyen, pero no estan limitados a, metotrexato,
ENBREL, REMICADE™, leflunomida, ciclofosfamida, ciclosporina A, y antibiéticos macrélidos (por ejemplo, FK506
(tacrolimus)), metilprednisolona (MP), corticosteroides, esteroides, micofenolato mofetil, rapamicina (sirolimus),
mizoribina, desoxiespergualina, brequinar, malononitriioamindas (por ejemplo, leflunamida), moduladores del
receptor de células T, y moduladores del receptor de citoquinas.

Los agentes anti-inflamatorios han tenido éxito en el tratamiento de trastornos inflamatorios y autoinmunes y ahora
son comunes y un tratamiento estandar para dichos trastornos. Cualquier agente anti-inflamatorio muy conocido
para un experto en la técnica puede usarse en los métodos de la especificacion. Los ejemplos no limitativos de
agentes anti-inflamatorios incluyen farmacos anti-inflamatorios no esteroideos (NSAID), farmacos anti-inflamatorios
esteroideos, agonistas beta, agentes anticolinérgicos, y metil xantinas. Los ejemplos de NSAID incluyen, pero no
estan limitados a, aspirina, ibuprofeno, celecoxib (CELEBREX™), diclofenac (VOLTAREN™), etodolac (LODINE™),
fenoprofeno (NALFON™), indometacina (INDOCIN™), quetoralac (TORADOL™), oxaprozina (DAYPRO™),
nabumentona (RELAFEN™), sulindac (CLINORIL™), tolmentina (TOLECTIN™), rofecoxib (VIOXX™), naproxeno
(ALEVE™, NAPROSYN™), quetoprofeno (ACTRON™) y nabumetona (RELAFEN™). Dichos NSAID funcionan
mediante la inhibicién de una enzima ciclooxigenasa (por ejemplo, COX-1 y/o COX-2). Los ejemplos de farmacos
anti-inflamatorios esteroideos incluyen, pero no estan limitados a glucocorticoides, dexametasona (DECADRON™),
cortisona, hidrocortisona, prednisona (DELTASONE ™), prednisolona, triamcinolona, azulfidina, y eicosanoides tales
como prostaglandinas, tromboxanos, y leucotrienos.

5.4.5 Agentes anti-cancerosos y anticuerpos terapéuticos

Ademas se describe la administracién de uno o mas inhibidores de la angiogénesis tales como pero no limitados a:
angiostatina (fragmento de plasminégeno); antitrombina Il antiangiogénico; angiozima; ABT-627; Bay 12-9566;
Benefina; Bevacizumab; BMS-275291; inhibidor derivado de cartilago (CDI); CAl; fragmento de complemento CD59;
CEP-7055; Col 3; Combretastatina A-4; Endostatina (fragmento de colageno XVIII); bloqueantes/inhibidores de
EGFr (Iressa®, Tarceva®, Erbitux®, y ABX-EGF); fragmentos de fibronectina; Gro-beta; halofuginona; heparinasas;
fragmento de hexasacarido de heparina; HMV833; gonadotropina coridnica humana (hCG); IM-862; interferon
alfa/beta/gamma; proteina inducible por interferén (IP-10); interleuquina-12; kringle 5 (fragmento de plasminégeno);
marimastat; inhibidores de metaloproteinasa (TIMP); 2-mehoxiestradiol; MMI 270 (CGS 27023A); MoAb IMC-1C11;
Neovastat; NM-3; Panzem; PI-88; inhibidor de la ribonucleasa de placenta; inhibidor del activador de plasmindgeno;
factor de plaquetas 4 (PF4); prinomastat; fragmento de 16kD de prolactina; proteina relacionada con proliferina
(PRP); PTK 787/ZK 222594; retinoides; solimastat; escualamina; SS 3304; SU 5416; SU6668; SU11248;
Tetrahidrocortisol-S; tetratiomolibdato; talidomida; trombospondina-1 (TSP-1); TNP-470; factor de crecimiento
transformante beta (TGF-B); vasculostatina; vasostatina (fragmento de calreticulina); ZD6126; ZD 6474; inhibidores
de farnesil transferasa (FTI); y bisfosfonatos.

Los agentes anti-cancerosos que pueden usarse con anticuerpos de la invencion en los varios casos de la
especificacion, incluyendo composiciones farmacéuticas y formas de dosificacion y kits de la especificacion,
incluyen, pero no estan limitados a: acivicina; aclarubicina; hidrocloruro de acodazol; acronina; adozelesina;
aldesleuquina; altretamina; ambomicina; acetato de ametantrona; aminoglutetimida; amsacrina; anastrozol;
antramicina; asparaginasa; asperlina; azacitidina; azetepa; azotomicina; batimastat; benzodepa; bicalutamida;
hidrocloruro de bisantreno; dimesilato de bisnafida; bizelesina; sulfato de bleomicina; brequinar sodio; bropirimina;
busulfan; cactinomicina; calusterona; caracemida; carbetimer; carboplatino; carmustina; hidrocloruro de carrubicina;
carzelesina; cedefingol; clorambucilo; cirolemicina; cisplatino; cladribina; mesilato de crisnatol; ciclofosfamida;
citarabina; dacarbazina; dactinomicina; hidrocloruro de daunorrubicina; decitabina; dexormaplatino; dezaguanina;
mesilato de dezaguanina; diazicuona; docetaxel; doxorrubicina hidrocloruro de doxorrubicina; droloxifeno; citrato de
droloxifeno; propionato de dromostanolona; duazomicina; edatrexato; hidrocloruro de eflornitina; elsamitrucina;
enloplatino; enpromato; epipropidina; hidrocloruro de epirrubicina; erbulozol; hidrocloruro de esorrubicina;
estramustina; estramustina fosfato sodio; etanidazol; etopdsido; etopdsido fosfato; etoprina; hidrocloruro de fadrozol;
fazarabina; fenretinida; floxuridina; fludarabina fosfato; fluorouracilo; flurocitabina; fosquidona; fostriecina sodio;
gemcitabina; hidrocloruro de gemcitabina; hidroxiurea; hidrocloruro de idarrubicina; ifosfamida; ilmofosina;
interleuquina Il (incluyendo interleuquina Il recombinante, o rIL2), interferon alfa-2a; interferdn alfa-2b; interferén alfa-
n1; interferén alfa-n3; interferon beta-la; interferon gamma-Ib; iproplatino; hidrocloruro de irinotecan; acetato de
lanreétido; letrozol; acetato de leuprolida; hidrocloruro de liarozol; lometrexol sodio; lomustina; hidrocloruro de
losoxantrona; masoprocol; maitansina; hidrocloruro de mecloretamina; acetato de megestrol; acetato de
melengestrol; melfalan; menogaril; mercaptopurina; metotrexato; metotrexato sodio; metoprina; meturedepa;
mitindomida; mitocarcina; mitocromina; mitogilina; mitomalcina; mitomicina; mitosper; mitotano hidrocloruro de
mitoxantrona; acido micofendlico; nocodazol; nogalamicina; ormaplatino oxisura paclitaxel; pegaspargasa;
peliomicina; pentamustina; sulfato de peplomicina; perfosfamida; pipobromano; piposulfan; hidrocloruro de
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piroxantrona; plicamicina; plomestano; porfimero sodio; porfiromicina; prednimustina; hidrocloruro de procarbazina;
puromicina; hidrocloruro de puromicina; pirazofurina; riboprina; rogletimida; safingol; hidrocloruro de safingol;
semustina; simtrazeno; esparfosato de sodio; esparsomicina; hidrocloruro de espirogermanio; espiromustina;
espiroplatino; estreptonigrina; estreptozocina; sulofenur; talisomicina; tecogalan sodio; tegafur; hidrocloruro de
teloxantrona; temoporfina; tenipdsido; teroxirona; testolactona; tiamiprina; tioguanina; tiotepa; tiazofurina;
tirapazamina; citrato de toremifeno; acetato de trestolona; fosfato de ftriciribina; trimetrexato; glucuronato de
trimetrexato; triptorelina; hidrocloruro de tubulozol; mostaza de uracilo; uredepa; vapreétido; verteporfina; sulfato de
vinblastina; sulfato de vincristina; vindesina; sulfato de vindesina; sulfato de vinepidina; sulfato de vinglicinato; sulfato
de vinleurosina; tartrato de vinorelbina; sulfato de vinrosidina; sulfato de vinzolidina; vorozol; zeniplatino; zinostatina;
hidrocloruro de zorrubicina. Otros farmacos anti-cancerosos incluyen, pero no estan limitados a: 20-epi-1,25
dihidroxivitamina D3; 5-etiniluracilo; abiraterona; aclarubicina; acilfulveno; adecipenol; adozelesina; aldesleuquina;
antagonistas de ALL-TK; altretamina; ambamustina; amidox; amifostina; acido aminolevulinico; amrubicina;
amsacrina; anagrelido; anastrozol; andrografdlido; inhibidores de la angiogénesis; antagonista D; antagonista G;
antarelix; proteina morfogenética anti-dorsalizante 1; antiandrégeno, carcinoma prostatico; antiestrégeno;
antineoplastén; oligonucledtidos antisentido; glicinato de afidicolina; moduladores de genes de la apoptosis;
reguladores de la apoptosis; acido apurinico; ara-CDP-DL-PTBA,; arginina desaminasa; asulacrina; atamestano;
atrimustina; axinastatina 1; axinastatina 2; axinastatina 3; azasetron; azatoxina; azatirosina; derivados de bacatina
[ll; balanol; batimastat; antagonistas de BCR/ABL; benzoclorinas; benzoilestaurosporina; derivados beta lactama;
beta-aletina; betaclamicina B; acido betulinico; inhibidor de bFGF; bicalutamida; bisantreno; bisaziridinilespermina;
bisnafida; bistrateno A; bizelesina; breflato; bropirimina; budotitanio; butionina sulfoximina; calcipotriol; calfostina C;
derivados de camptotecina; |L-2 de viruela del canario; capecitabina; carboxamida-amino-triazol;
carboxiamidotriazol; CaRest M3; CARN 700; inhibidor derivado de cartilago; carzelesina; inhibidores de caseina
quinasa (ICOS); castanospermina; cecropina B; cetrorelix; clorinas; cloroquinoxalina sulfonamida; cicaprost; cis-
porfirina; cladribina; analogos de clomifeno; clotrimazol; colismicina A; colismicina B; combretastatina A4; analogo de
combretastatina; conagenina; crambescidina 816; crisnatol; criptoficina 8; derivados de criptoficina A; curacina A,
ciclopentantraquinonas; cicloplatam; cipemicina; ocfosfato de citarabina; factor citolitico; citostatina; dacliximab;
decitabina; deshidrodidemnina B; deslorelina; dexametasona; dexifosfamida; dexrazoxano; dexverapamil;
diazicuona; didemnina B; didox; dietilnorspermina; dihidro-5-azacitidina; dihidrotaxol, 9-; dioxamicina; difenil
espiromustina; docetaxel; docosanol; dolasetrén; doxifluridina; droloxifeno; dronabinol; duocarmicina SA; ebselen;
ecomustina; edelfosina; edrecolomab; eflornitina; elemeno; emitefur; epirrubicina; epristérido; analogo de
estramustina; agonistas de estrogeno; antagonistas de estrégeno; etanidazol; etopdsido fosfato; exemestano;
fadrozol; fazarabina; fenretinida; filgrastim; finasterido; flavopiridol; flezelastina; fluasterona; fludarabina; hidrocloruro
de fluorodaunorrunicina; forfenimex; formestano; fostriecina; fotemustina; gadoliniio texafirina; nitrato de galio;
galocitabina; ganirelix; inhibidores de gelatinasa; gemcitabina; inhibidores de glutation; hepsulfam; heregulina;
hexametilen bisacetamida; hipericina; acido ibandrénico; idarrubicina; idoxifeno; idramantona; ilmofosina; ilomastat;
imidazoacridonas; imiquimod; péptidos inmunoestimulantes; inhibidor del receptor del factor de crecimiento
semejante a insulina 1; agonistas de interferdn; interferones; interleuquinas; iobenguano; yododoxorrubicina;
ipomeanol, 4-; iroplact; irsogladina; isobengazol; isohomohalicondrina B; itasetrén; jasplaquindlido; kahalalido F;
triacetato de lamelarina-N; lanredtido; leinamicina; lenograstim; sulfato de lentinano; leptolstatino; letrozol; factor
inhibidor de leucemia; interferon alfa de leucocito; leuprolido+estrégeno+progesterona; leuprorelina; levamisol;
liarozol; analogo de poliamina lineal; péptido disacarido lipofilico; compuestos de platino lipofilicos; lisoclinamida 7;
lobaplatino; lombricina; lometrexol; lonidamina; losoxantrona; lovastatina; loxoribina; lurtotean; lutecio texafirina;
lisofilina; péptidos liticos; maitansina; manostatina A; marimastat; masoprocol; maspina; inhibidores de matrilisina;
inhibidores de la metaloproteinasa de matriz; menogaril; merbarona; meterelina; metioninasa; metoclopramida;
inhibidor de MIF; mifepristona; nultefosina; mirimostim; ARN bicatenario con emparejamiento erréneo; mitoguazona;
mitolactol; andlogos de mitomicina; mitonafida; factor de crecimiento de fibroblastos mitotoxina-saporina;
mitoxantrona; mofaroteno; molgramostim; anticuerpo monoclonal, gonadotrofina coriénica humana; monofosforil
lipido At+extracto de la pared celular de micobacterias; mopidamol; inhibidor del gen de resistencia a multiples
farmacos; terapia basada en el supresor de tumor multiple 1; agente anticanceroso de mostaza; micaperoxido B;
extracto de la pared celular de micobacterias; miriaporona; N-acetildinalina; benzamidas N-sustituidas; nafarelina;
nagrestip; naloxona+pentazocina; napavina; napferpina; nartograstim; nedaplatino; nemorrubicina; acido neridrénico;
endopeptidasa neutra; nilutamida; nisamicina; moduladores del 6xido nitrico; antioxidante nitréxido; nitrulina; 06-
bencilguanina; octredtido; oquicenona; oligonucledtidos; onapristona; ondansetrén; ondansetrén; oracina; inductor
oral de citoquinas; ormaplatino osaterona; oxaliplatino; oxaunomicina; paclitaxel; analogos del paclitaxel; derivados
del paclitaxel; palauamina; palmitoilrizoxina; acido pamidrénico; panaxitriol; panomifeno; parabactina; pazeliptina;
pegaspargasa; peldesina; pentosan polisulfato sodio; pentostatina; pentrozol; perflubron; perfosfamida; alcohol
perilico; fenazinomicina; fenilacetato; inhibidores de fosfatasa; picibanil; hidrocloruro de pilocarpina; pirarrubicina;
piritrexim; placetina A; placetina B; inhibidor del activador de plasminégeno; complejo de platino; compuestos de
platino; complejo platino-triamina; porfimero sodio; porfiromicina; prednisona; propil bis-acridona; prostaglandina J2;
inhibidores del proteasoma; modulador inmune basado en proteina A; inhibidor de la proteina quinasa C; inhibidores
de la proteina quinasa C, de microalgas; inhibidores de proteina tirosina fosfatasa; inhibidores de la purina
nucledsido fosforilasa; purpurinas; pirazoloacridina; conjugado de hemoglobina polioxietileno piridoxilado;
antagonistas de raf; raltitrexed; ramosetron; inhibidores de la proteina transferasa de farnesilo ras; inhibidores de
ras; inhibidor de ras-GAP; reteliptina desmetilada; renio Re 186 etidronato; rizoxina; ribozimas; RIl retinamida;
rogletimida; rohituquina; romurtido; roquinimex; rubiginona B1; ruboxil; safingol; saintopina; SarCNU; sarcofitol A;
sargramostim; miméticos de Sdi 1; semustina; inhibidor derivado de senescencia 1; oligonucledtidos con sentido;
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inhibidores de la transduccion de la sefial; moduladores de la transduccion de la sefial; proteina de unién a antigeno
de cadena Unica; sizofirano; sobuzoxano; borocaptato de sodio; fenilacetato de sodio; solverol; proteina de unién a
somatomedina; sonermina; acido esparfdsico; espicamicina D; espiromustina; esplenopentina; espongistatina 1;
escualamina; inhibidor de células madre; inhibidores de la division de células madre; estipiamida; inhibidores de
estromelisina; sulfinosina; antagonista del péptido intestinal vasoactivo superactivo; suradista; suramina;
swainsonina; glicosaminoglicanos sintéticos; talimustina; tamoxifen metioduro; tauromustina; tazaroteno; tecogalan
sodio; tegafur; telurapirilio; inhibidores de telomerasa; temoporfina; temozolomida; tenipdsido; tetraclorodecadxido;
tetrazomina; taliblastina; tiocoralina; trombopoyetina; mimético de trombopoyetina; timalfasina; agonista del receptor
de timopoyetina; timotrinano; hormona estimulante del tiroides; estafio etil etiopurpurina; tirapazamina; bicloruro de
titanoceno; topsentina; toremifeno; factor de células madre totipotentes; inhibidores de la traduccion; tretinoina;
triacetiluridina; triciribina; trimetrexato; triptorelina; tropisetrén; turosterido; inhibidores de tirosina quinasa; tirfostinas;
inhibidores de UBC; ubenimex; factor inhibidor de crecimiento derivado del seno urogenital; antagonistas del
receptor de uroquinasa; vapreotido; variolina B; sistema de vector, terapia génica de eritrocitos; velaresol; veramina;
verdinas; verteporfina; vinorelbina; vinxaltina; vitaxina; vorozol; zanoterona; zeniplatino; zilascorb; y zinostatina
estimalamer. Los farmacos anti-cancerosos adicionales preferidos son 5-fluorouracilo y leucovorina.

Los ejemplos de anticuerpos terapéuticos que pueden usarse en los métodos descritos en la presente memoria
incluyen pero no estan limitados a HERCEPTIN® (Trastuzumab) (Genentech, CA) que es un anticuerpo anti-HER2
monoclonal humanizado para el tratamiento de pacientes con cancer de mama metastasico; REOPRO® (abciximab)
(Centocor) que es un anti-receptor de glicoproteina llb/llla en las plaquetas para la prevencion de la formacion de
coagulos; ZENAPAX® (daclizumab) (Roche Pharmaceuticals, Suiza) que es un anticuerpo anti-CD25 monoclonal
humanizado inmunosupresor para la prevencion de rechazo de aloinjerto renal agudo; PANOREX™ (edrecolomab)
que es un anticuerpo IgG2a murino anti-antigeno 17-1A de la superficie celular (Glaxo Wellcome/Centocor); BEC2
que es un anticuerpo 1gG murino anti-idiotipo (epitopo GD3) (ImClone System); Erbitux® (cetuximab) que es un
anticuerpo IgG anti-EGFR quimérico (ImClone System); VITAXIN™ que es un anticuerpo anti-integrina aV3
humanizado (Applied Molecular Evolution/Medimmune); Campath 1H/LDP-03 que es un anticuerpo IgG1 anti CD52
humanizado (Leukosite); Smart M195 que es un anticuerpo IgG anti-CD33 humanizado (Protein Design
Lab/Kanebo); RITUXAN™ (rituximab) que es un anticuerpo IgG1 anti-CD20 quimérico (IDEC Pharm/Genentech,
Roche/Zettyaku); LYMPHOCIDE™ (epratuzumab) que es un anticuerpo IgG anti-CD22 humanizado
(Immunomedics); ICM3 que es un anticuerpo anti-ICAM3 humanizado (ICOS Pharm); IDEC-114 que es un
anticuerpo anti-CD80 primatizado (IDEC Pharm/Mitsubishi); ZEVALIN™ que es un anticuerpo murino anti-CD20
radiomarcado (IDEC/Schering AG); IDEC-131 que es un anticuerpo anti-CD40L humanizado (IDEC/Eisai); IDEC-151
que es un anticuerpo anti-CD4 primatizado (IDEC); IDEC-152 que es un anticuerpo anti-CD23 primatizado
(IDEC/Seikagaku); SMART anti-CD3 que es una IgG anti-CD3 humanizada (Protein Design Lab); 5G1.1 que es un
anticuerpo anti-factor 5 de complemento humanizado (C5) (Alexion Pharm); Humira® que es un anticuerpo anti-TNF-
a humano (Abbott Laboratories); CDP870 que es un anticuerpo anti-fragmento Fab de TNF-a humanizado (Celltech);
IDEC-151 que es un anticuerpo IgG1 anti-CD4 primatizado (IDEC Pharm/SmithKline Beecham); MDX-CD4 que es
un anticuerpo IgG anti-CD4 humano (Medarex/Eisai/Genmab); CDP571 que es un anticuerpo 1gG4 anti-TNF-a
humanizado (Celltech); LDP-02 que es un anticuerpo anti-a4f7 humanizado (LeukoSite/Genentech); OrthoClone
OKT4A que es un anticuerpo IgG anti-CD4 humanizado (Ortho Biotech); ANTOVA™ que es un anticuerpo IgG anti-
CD40L humanizado (Biogen); ANTEGREN™ que es un anticuerpo IgG anti-VLA-4 humanizado (Elan); y CAT-152
que es un anticuerpo anti-TGF-f2 humano (Cambridge Ab Tech).

Otros ejemplos de anticuerpos terapéuticos que pueden usarse en combinacion con los anticuerpos de la invencion
se presentan en la Tabla 7.

Tabla 7: Anticuerpos monoclonales para terapia de cancer que pueden usarse en combinaciéon con los
anticuerpos de la invencion.

Empresa Producto Enfermedad Diana
Abgenix ABX-EGF Cancer Receptor
de EGF
AltaRex OvaRex cancer de ovario antigeno
tumoral
CA125
BravaRex canceres metastasicos antigeno
tumoral
MUC1
Antisoma Theragyn (pemtumomabitrio- |cancer de ovario antigeno
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Empresa

Boehringer
Ingelheim

Centocor/J&J

Corixa

CRC
Technology

Crucell
Cytoclonal

Genentech

IDEC

ImClone

Producto
90)

Therex

blvatuzumab

Panorex
ReoPro
ReoPro
ReoPro
Bexocar

MAb, 105AD?7 idiotipico

Anti-EpCAM

MADb, cancer de pulmon
Herceptina

Herceptina

Rituxan

Rituxan

MAb-VEGF
MAb-VEGF

AMD Fab

E-26 (2° gen. IgE)

Zevalin (Rituxan + itrio-90)

Cetuximab + innotecan

Cetuximab + cisplatino

radiacion

Cetuximab + gemcitabina

ES 2599319 T3

y

Enfermedad

cancer de mama

cancer de cabeza y cuello

cancer colorrectal
PTCA

MI agudo

ictus isquémico
NHL

vacuna para el cancer colorrectal

cancer

cancer de pulmoén de células no pequefias

cancer de mama metastasico

cancer de mama en estadio temprano

NHL recidivante/refractario de bajo grado o folicular
NHL de grado intermedio y alto

NSCLC, metastasico

Cancer colorrectal, metastasico

degeneracion macular relacionada con la edad

asma y rinitis alérgicos

grado bajo de NHL de células B folicular, recidivante o
refractario, positivo para CD20 y NHL refractario para

Rituximab

carcinoma colorrectal refractario

cancer de cabeza y cuello recién diagnosticado o

recurrente

carcinoma metastasico

diagnosticado

pancreatico

73

recién

Diana
PEM

antigeno
PEM

CD44

17-1A

gp llib/llla
gp llib/llla
gp llib/llla

CD20

ap72

Ep-CAM
NA
HER-2
HER-2
CD20
CD20
VEGF
VEGF
CD18
IgE

CD20

Receptor
de EGF

Receptor
de EGF

Receptor
de EGF



Empresa

ImmonoGen

ImmunoMedics
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Producto

Cetuximab + cisplatino + 5FU
o Taxol

Cetuximab + carboplatino +
paclitaxel

Cetuximab + cisplatino

Cetuximab + radiacion

BEC2 + Bacilo de Calmette
Guerin

BEC2 + Bacilo de Calmette
Guerin

IMC-1C11

nuC242-DM1
LymphoCide
LymphoCide Y-90
CEA-Cide
CEA-Cide Y-90

CEA-Scan (arcitumomab
marcado con Tc-99m)

CEA-Scan (arcitumomab
marcado con Tc-99m)

CEA-Scan (arcitumomab
marcado con Tc-99m)

CEA-Scan (arcitumomab
marcado con Tc-99m)

LeukoScan (sulesomab
marcado con Tc-99m)

LymphoScan (marcado con
Tc-99m)

AFP-Scan (marcado con Tc-
99m)

Enfermedad

cancer de cabeza y cuello recurrente o metastasico

carcinoma de pulmén de células no pequefias recién

diagnosticado

cancer de cabeza y cuello (enfermedad extensa

incurable local-regional y metastasis distantes)

carcinoma de cabeza y cuello localmente avanzado

carcinoma de pulmon de células pequefias

melanoma

cancer colorrectal con metastasis hepaticas

cancer colorrectal, gastrico, y pancreatico
Linfoma no de Hodgkins

Linfoma no de Hodgkins

tumores sélidos matastasicos

tumores sélidos matastasicos

cancer colorrectal (radioimagen)

cancer de mama (radioimagen)

cancer de pulmén (radioimagen)

tumores intraoperatorios (radio imagen)

infeccion de tejido blando (radioimagen)

linfomas (radioimagen)

canceres de linea germinal higado 7 (radioimagen)
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Diana

Receptor
de EGF

Receptor
de EGF

Receptor
de EGF

Receptor
de EGF

miméticos
de

gangliésido
GD3

miméticos
de

gangliésido
GD3

receptor de
VEGF

nuC242
CD22
CD22
CEA
CEA

CEA

CEA

CEA

CEA

CEA

CD22

AFP



Empresa

Intracel

Medarex

Medimmune

Merck KGaA

Millennium

NeoRx

Peregrine

Pharmacia
Corporation

Protein Design

Labs

Titan

Producto

HumaRAD-HN (+ itrio-90)

HumaSPECT

MDX-101 (CTLA-4)
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Enfermedad
cancer de cabeza y cuello
imagen colorrectal

canceres de prostata y otros

MDX-210 (sobreexpresion de |Cancer de prostata

her-2)

MDX-210/MAK

Vitaxina

MAD 425

IS-IL-2

Campath (alemtuzumab)

Cancer

Cancer

Varios canceres

Varios canceres

leucemia linfocitica crénica

CD20-streptavidina (+ biotina- | Linfoma no de Hodgkins

itrio 90)

Avidicina
NRLU13)

Oncolym (+ yodo-131)

Cotara (+ yodo-131)

C215 (+

staphylococcal)

(albumina

+ | cancer metastasico

Linfoma no de Hodgkins

glioma maligno no reseccionable

enterotoxina | cancer pancreatico

MADb, cancer de pulmoén/rifion |cancer de pulmoén y rifion

nacolomab tafenatox (C242 + |cancer de colon y pancreatico
enterotoxina staphylococcal)

Nuvion

SMART M195

SMART 1D10

CEAVac

TriGem

malignidades de células T

AML

NHL

cancer colorrectal, avanzado

melanoma metastasico y cancer de pulmén de células
pequenas
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Diana
NA

NA
CTLA-4

HER-2

HER-2
avf3

Receptor
de EGF

Ep-CAM
CD52

CD20

NA

HLA-DR 10
beta

Proteinas
asociadas
al ADN

NA

NA

NA

CD3

CD33

antigeno
HLA-DR

CEA

GD2-
gangliésido
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Empresa Producto Enfermedad Diana
TriAb cancer de mama metastasico MUC-1
Trilex CEAVac cancer colorrectal, avanzado CEA
TriGem melanoma metastasico y cancer de pulmén de células |GD2-
pequenas gangliésido
TriAb cancer de mama metastasico MUC-1
Viventia NovoMAb-G2 radiomarcado | Linfoma no de Hodgkins NA
Biotech
Monopharm C carcinoma colorrectal y pancreatico Antigeno
SK-1
GlioMAb-H (+ toxina gelonina) |gliorna, melanoma y neuroblastoma NA
Xoma Rituxan NHL recidivante/refractario de bajo grado o folicular CD20
Rituxan NHL de grado intermedio y alto CD20
ING-1 adenocarcinoma Ep-CAM

5.4.6 Terapia de vacuna

Se describe un método para aumentar una respuesta inmune a una composicion de vacuna en un sujeto,
comprendiendo dicho método administrar a dicho sujeto un anticuerpo o un fragmento de éste que se une
especificamente a FcyRIIB con mayor afinidad de la que dicho anticuerpo o un fragmento de éste se une a FcyRIIA,
y una composicion de vacuna, en el que dicho anticuerpo o un fragmento de éste aumenta la respuesta inmune a
dicha composicion de vacuna. Dicho anticuerpo o un fragmento de éste puede aumentar la respuesta inmune a
dicha composiciéon de vacuna aumentando la presentacion de antigeno y/o el procesamiento del antigeno frente al
que esta dirigida la vacuna. Cualquier composicion de vacuna conocida en la técnica es util en combinacion con los
anticuerpos o fragmentos de éstos de la invencion.

Los anticuerpos de la invencion pueden usarse en combinaciéon con cualquier vacuna de cancer conocida en la
técnica, por ejemplo, CanvaxinTM (Cancer Vax, Corporation, melanoma y cancer de colon); Oncophage (HSPPC-96;
Antigenics; melanoma metastasico); vacuna de cancer HER-2/neu, etc. Las vacunas de cancer usadas en los
métodos descritos en la presente memoria y composiciones de la invencion pueden ser, por ejemplo, vacunas
especificas de antigeno, vacunas anti-idiotipicas, vacunas de células dendriticas, vacunas de ADN. También se
describe el uso de los anticuerpos de la invencion con vacunas basadas en células como se describe por Segal et al.
(Patente U.S. No. 6.403.080). Las vacunas basadas en células en combinacion con los anticuerpos de la invencion
pueden ser bien autélogas o alogénicas. Brevemente, las vacunas basadas en cancer como se describe por Segal
et al. se basan en el producto Opsonokine (TM) por Genitrix, LLC. Las Opsonokines(TM) son citoquinas preparadas
por ingenieria genética que, cuando se mezclan con células tumorales, se unen automaticamente a la superficie de
las células. Cuando las células "decoradas" se administran como una vacuna, la citoquina en las células activa las
células presentadoras de antigeno en el receptor, mientras también permite que las células presentadoras de
antigeno ingieran las células tumorales. Las células presentadoras de antigeno son entonces capaces de instruir a
células T "asesinas" para encontrar y destruir células tumorales similares a lo largo del cuerpo. Asi, el producto de
Opsonokine(TM) convierte a las células tumorales en un inmunoterapéutico anti-tumoral potente.

Los anticuerpos de la invencion pueden usarse en combinacidon con cualquier vacuna de alergia conocida en la
técnica. Los anticuerpos de la invencidon pueden usarse, por ejemplo, en combinacién con moléculas hibridas
recombinantes que codifican los alérgenos principales de polen de hierba timotea usados para la vacunacion frente
a la alergia al polen de hierba, como se describe por Linhart et al. (2000, FASEB Journal, 16(10):1301-3). Ademas,
los anticuerpos de la invencién pueden usarse en combinacién con vacunaciones basadas en ADN descritas por
Horner et al. (2002, Allergy, 57 Supl, 72:24-9). Los anticuerpos de la invencién pueden usarse en combinacion con
vacunacion con el bacilo de Clamett-Guerin ("BCG") como se describe por Choi et al. (2002, Ann. Allergy Asthma
Immunology, 88(6): 584-91) y Barlan et al. (2002, Journal Asthma, 39(3):239-46) para regular a la baja la secrecion
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de IgE. Los anticuerpos de la invencion son Utiles para tratar alergias alimentarias. En particular, los anticuerpos de
la invencidon pueden usarse en combinacién con vacunas u otras inmunoterapias conocidas en la técnica (véase
Hourihane et al., 2002, Curr. Opin. Allergy Clin. Immunol. 2(3):227-31) para el tratamiento de alergias al cacahuete.

Los métodos descritos en la presente memoria y las composiciones de la invencion pueden usarse en combinacion
con vacunas, en las que se desea la inmunidad para el o los antigenos. Dichos antigenos pueden ser cualquier
antigeno conocido en la técnica. Los anticuerpos de la invencion pueden usarse para aumentar una respuesta
inmune, por ejemplo, frente a agentes infecciosos, células enfermas o anormales tales como, pero no limitadas a,
bacterias (por ejemplo, bacterias gram positivas, bacterias gram negativas, bacterias aerdbicas, Spirochetes,
Mycobacteria, Rickettsias, Chlamydias, etc.), parasitos, hongos (por ejemplo, Candida albicans, Aspergillus, etc.),
virus (por ejemplo, virus con ADN, virus con ARN, etc.), o tumores. Las infecciones virales incluyen, pero no estan
limitadas a, virus de la inmunodeficiencia humana (VIH); virus de la hepatitis A, virus de la hepatitis B, virus de la
hepatitis C, virus de la hepatitis D, u otros virus de hepatitis; citomagalovirus, virus del herpes simple-1 (-2,-3,-4,-5,-
6), virus de papiloma humano; virus sincitial respiratorio (RSV), virus parainfluenza (PIV), virus de Epstein Barr,
metaneumovirus humano (HMPV), virus influenza, sindrome respiratorio agudo severo (SARS) o cualesquiera otras
infecciones virales.

También se discuten métodos y composiciones de vacuna que comprenden combinaciones de un anticuerpo de la
invencion, un antigeno y una citoquina. Preferiblemente, la citoquina es IL-4, IL-10, o TGF-8.

También se discute el uso de los anticuerpos de la invencion para aumentar una respuesta humoral y/o mediada por
células frente al o los antigenos de la composicidon de vacuna, asi como el uso de los anticuerpos de la invencion
bien para prevenir o tratar un trastorno particular, en el que una respuesta inmune aumentada frente a un antigeno o
antigenos particulares es efectiva para prevenir o tratar la enfermedad o trastorno. Dichas enfermedades y
trastornos incluyen, pero no estan limitados a, infecciones virales, tales como VIH, CMV, hepatitis, virus del herpes,
sarampion, etc., infecciones bacterianas, infecciones fungicas y parasitarias, canceres, y cualquier otra enfermedad
o trastorno factible de tratamiento o prevencion mediante el aumento de una respuesta inmune frente a un antigeno
o antigenos particulares.

5.5 Composiciones y métodos de administracion

La invencién proporciona composiciones farmacéuticas que comprenden anticuerpos de la invencion.
Especificamente, la invencidon proporciona una composicion farmacéutica que comprende (i) una cantidad
terapéuticamente efectiva del anticuerpo aislado o fragmento de unién a antigeno de éste de una cualquiera de las
reivindicaciones 1-12; y (ii) un vehiculo farmacéuticamente aceptable. También se describen métodos para el
tratamiento, profilaxis y mejora de uno o mas sintomas asociados con una enfermedad, trastorno o infeccion
mediante la administracion a un sujeto de una cantidad efectiva de una proteina de fusion o molécula conjugada de
la invencién, o una composicion farmacéutica que comprende una proteina de fusiéon o moléculas conjugadas de la
invencion. Se prefiere que un anticuerpo o proteina de fusién o molécula conjugada, esté sustancialmente purificada
(es decir, que carezca sustancialmente de sustancias que limitan su efecto o producen efectos secundarios no
deseados). Especificamente, el sujeto puede ser un animal, preferiblemente un mamifero tal como un no primate
(por ejemplo, vacas, cerdos, caballos, gatos, perros, ratas etc.) y un primate (por ejemplo, un mono tal como un
mono cinomolgus y un ser humano. Se prefiere que el sujeto sea un ser humano.

En la técnica se conocen varios sistemas de administracion y pueden usarse para administrar una composicion que
comprende anticuerpos de la invencion, por ejemplo, encapsulacion en liposomas, microparticulas, microcapsulas,
células recombinantes capaces de expresar el anticuerpo o proteina de fusién, endocitosis mediada por receptor
(véase, por ejemplo, Wu y Wu, 1987, J. Biol. Chem. 262:4429-4432), construccion de un acido nucleico como parte
de un vector retroviral u otro vector, etc.

En algunos casos, los anticuerpos de la invencion se formulan en liposomas para la administracion dirigida de los
anticuerpos de la invencién. Los liposomas son vesiculas comprendidas por bicapas de fosfolipidos ordenadas
concéntricamente que encapsulan una fase acuosa. Los liposomas comprenden tipicamente varios tipos de lipidos,
fosfolipidos, y/o tensioactivos. Los componentes de los liposomas se organizan en una configuracion de bicapa,
similar a la organizacion de lipidos de las membranas bioldgicas. Los liposomas son vehiculos de administracion
particularmente preferidos debido, en parte, a su biocompatibilidad, baja inmunogenicidad, y baja toxicidad. Los
métodos para la preparacion de liposomas son conocidos en la técnica, véase, por ejemplo, Epstein et al., 1985,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 82: 3688; Hwang et al., 1980 Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 77: 4030-4; Patentes U.S. Nos.
4.485.045 y 4.544.545.

También se describen métodos para preparar liposomas con una vida media en suero prolongada, es decir, tiempo
de circulacién aumentado, tal como se describe en la Patente U.S. No. 5.013.556. Los liposomas preferidos usados
en los métodos descritos en la presente memoria no se aclaran rapidamente de la circulacién, es decir, no son
captados en el sistema de fagocitos mononuclear (MPS). Pueden usarse liposomas estéricamente estabilizados que
se preparan usando métodos comunes conocidos para un experto en la técnica. Aunque no se pretende la
vinculaciéon a ningdn mecanismo particular de accion, los liposomas estéricamente estabilizados contienen
componentes lipidicos con restos hidrofilicos voluminosos y altamente flexibles, que reduce la reaccion no deseada
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de los liposomas con proteinas séricas, reduce la oposonizacion con componentes séricos y reduce el
reconocimiento por MPS. Los liposomas estéricamente estabilizados se preparan preferiblemente usando polietilen
glicol. Para la preparacion de liposomas y liposomas estéricamente estabilizados véase, por ejemplo, Bendas et al.,
2001 BioDrugs, 15(4): 215-224; Allen et al., 1987 FEBS Lett. 223: 42-6; Klibanov et al., 1990 FEBS Lett., 268: 235-7;
Blum et al., 1990, Biochim. Biophys. Acta., 1029: 91-7; Torchilin .et al., 1996, J. Liposome Res. 6: 99-116; Litzinger
et al., 1994, Biochim. Biophys. Acta, 1190: 99-107;Maruyama et al., 1991, Chem. Pharm. Bull., 39: 1620-2; Klibanov
et al., 1991, Biochim Biophys Acta, 1062; 142-8; Allen et al., 1994, Adv. Drug Deliv. Rev, 13: 285-309. Los liposomas
que estan adaptados para direccionamiento a organos especificos, véase, por ejemplo, la Patente U.S. No.
4.544 545, o direccionamiento a células especificas, véase, por ejemplo, la Publicacion de Solicitud de Patente U.S.
No. 2005/0074403 también pueden usarse. Los liposomas particularmente Utiles para uso en las composiciones de
la invencion y los métodos descritos en la presente memoria pueden generarse por el método de evaporacion en
fase inversa con una composicién de lipido que comprende fosfatidilcolina, colesterol, y fosfatidiletanolamina
derivatizada con PEG (PEG-PE). Los liposomas se extruyen a través de filtros de tamafio de poro definido para
rendir liposomas con el diametro deseado. En algunos casos, un fragmento de un anticuerpo de la invencion, por
ejemplo, F(ab'), puede conjugarse con los liposomas usando métodos descritos previamente, véase, por ejemplo,
Martin et al., 1982, J. Biol. Chem. 257: 286-288.

Los anticuerpos de la invencion también pueden formularse como inmunoliposomas. Inmunoliposomas se refiere a
una composicion liposomal, en la que un anticuerpo de la invencion o un fragmento de éste se une, covalentemente
0 no covalentemente, a la superficie liposomal. La quimica de la unién de un anticuerpo a la superficie liposomal se
conoce en la técnica, véase, por ejemplo, la Patente U.S. No. 6.787.153; Allen et al., 1995, Stealth Liposomes, Boca
Rotan: CRC Press, 233-44; Hansen et al., 1995, Biochim. Biophys. Acta, 1239: 133-44. Se prefiere que los
inmunoliposomas para uso en los métodos descritos en la presente memoria y composiciones de la invencion estén
ademas estéricamente estabilizados. Preferiblemente, los anticuerpos de la invencién se unen covalentemente o no
covalentemente a un anclaje hidrofébico, que esta insertado de forma estable en la bicapa lipidica del liposoma. Los
ejemplos de anclajes hidrofébicos incluyen pero no estan limitados a fosfolipidos, por ejemplo, fosfatidiletanolamina
(PE), fosfatidilinositol (PI). Para conseguir una union covalente entre un anticuerpo y un anclaje hidrofébico, puede
usarse cualquiera de las estrategias bioquimicas conocidas en la técnica, véase, por ejemplo, J. Thomas August,
ed., 1997, Gene Therapy: Advances in Pharmacology, Volumen 40, Academic Press, San Diego, CA., p. 399-435,
que se incorpora en la presente memoria por referencia en su totalidad. Por ejemplo, un grupo funcional en una
molécula de anticuerpo puede reaccionar con un grupo activo en un anclaje hidrofébico asociado a liposoma, por
ejemplo, un grupo amino de una cadena lateral de lisina en un anticuerpo puede acoplarse a N-glutaril-
fosfatidiletanolamina asociada a liposoma activada con carbodiimida soluble en agua; o un grupo tiol de un
anticuerpo reducido puede acoplarse a liposomas mediante anclajes reactivos con tiol tales como piridiltiopropionil-
fosfatidiletanolamina. Véase, por ejemplo, Dietrich et al., 1996, Biochemistry, 35: 1100-1105; Loughrey et al., 1987,
Biochim. Biophys. Acta, 901: 157-160; Martin et al., 1982, J. Biol. Chem. 257: 286-288; Martin et al., 1981,
Biochemistry, 20: 4429-38. Aunque no se pretende la vinculacion a ningin mecanismo particular de accion, las
formulaciones inmunoliposomales que comprenden un anticuerpo de la invencién son particularmente efectivas
como agentes terapéuticos, ya que administran el anticuerpo al citoplasma de la célula diana, es decir, la célula que
comprende el receptor FcyRIIB al que se une el anticuerpo. Los inmunoliposomas tienen preferiblemente una vida
media en sangre incrementada, especificamente células diana, y pueden internalizarse en el citoplasma de las
células diana evitando de esta manera la pérdida o degradacién del agente terapéutico por la ruta endolisosomal.

Se describe un anticuerpo de la invencion o un fragmento de éste. Los inmunoliposomas pueden comprender
ademas uno o mas agentes terapéuticos adicionales, tales como los descritos en la presente memoria.

Las composiciones inmunoliposomales descritas en la presente memoria comprenden uno o mas lipidos formadores
de vesiculas, un anticuerpo de la invencion o un fragmento o derivado de éste, y opcionalmente un polimero
hidrofilico. Un lipido formador de vesiculas es preferiblemente un lipido con dos cadenas hidrocarbonadas, tales
como cadenas acilo y un grupo de cabeza polar. Los ejemplos de lipidos formadores de vesiculas incluyen
fosfolipidos, por ejemplo, fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina, acido fosfatidico, fosfatidilinositol, esfingomielina, y
glicolipidos, por ejemplo, cerebrésidos, ganglidsidos. Las composiciones inmunoliposomales pueden comprender
ademas un polimero hidrofilico, por ejemplo, polietilen glicol, y gangliésido GM1, que incrementa la vida media en
suero del liposoma. Los métodos para conjugar polimeros hidrofilicos a liposomas son muy conocidos en la técnica y
estan englobados en la invencion. Para una revision de inmunoliposomas y métodos para prepararlos, véase, por
ejemplo, la Publicacién de Solicitud de Patente U.S. No. 2003/0044407; Publicacion Internacional PCT No. WO
97/38731, Vingerhoeads et al., 1994, Immunomethods, 4: 259-72;Maruyama, 2000, Biol. Pharm. Bull. 23(7): 791-
799; Abra et al., 2002, Journal of Liposome Research, 12(1 y 2): 1-3; Park, 2002, Bioscience Reports, 22(2): 267-
281; Bendas et al., 2001 BioDrugs, 14(4): 215-224, J. Thomas August, ed., 1997, Gene Therapy: Advances in
Pharmacology, Volumen 40, Academic Press, San Diego, CA., p. 399-435.

Los métodos para administrar un anticuerpo de la invencion incluyen, pero no estan limitados a, administracion
parenteral (por ejemplo, intradérmica, intramuscular, intraperitoneal, intravenosa y subcutanea), epidural, y mucosal
(por ejemplo, rutas intranasal y oral). Se prefiere que los anticuerpos de la invencion se administren
intramuscularmente, intravenosamente, o subcutaneamente. Las composiciones pueden administrarse por cualquier
ruta conveniente, por ejemplo, por infusion o inyeccién en bolo, por absorcién a través de los recubrimientos epitelial
0 mucocutaneo (por ejemplo, mucosa oral, mucosa rectal e intestinal, etc.) y pueden administrarse junto con otros
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agentes biolégicamente activos. La administracion puede ser sistémica o local. Ademas, también puede emplearse
la administracion pulmonar, por ejemplo, por el uso de un inhalador o nebulizador, y formulacién con un agente
formador de aerosol. Véanse, por ejemplo, las Patentes U.S. Nos, 6,019.968; 5.985. 20; 5.985.309; 5.934.272;
5.874.064; 5.855.913; 5.290.540; y 4.880.078; y las Publicaciones PCT Nos. WO 92/19244; WO 97/32572; WO
97/44013; WO 98/31346; y WO 99/66903.

La invencion también proporciona que los anticuerpos de la invencién se envasen en un contenedor herméticamente
sellado tal como una ampolla o sobre indicando la cantidad de anticuerpo. Los anticuerpos de la invenciéon pueden
suministrarse como un polvo liofilizado seco esterilizado o concentrado sin agua en un contenedor herméticamente
sellado y puede reconstituirse, por ejemplo, con agua o disolucion salina hasta la concentracion apropiada para
administracion a un sujeto. Preferiblemente, los anticuerpos de la invencion se suministran como un polvo liofilizado
seco estéril en un contenedor herméticamente sellado a una dosificacion unitaria de al menos 5 mg, mas
preferiblemente al menos 10 mg, al menos 15 mg, al menos 25 mg, al menos 35 mg, al menos 45 mg, al menos 50
mg, o al menos 75 mg. Los anticuerpos de la invencion liofilizados deben almacenarse entre 2 y 8°C en su
contenedor original y los anticuerpos deben administrarse en las 12 horas, preferiblemente en las 6 horas, en las 5
horas, en las 3 horas, o en la 1 hora después de la reconstituciéon. Alternativamente, los anticuerpos de la invencion
pueden suministrarse en forma liquida en un contenedor herméticamente sellado indicando la cantidad y
concentracion del anticuerpo, proteina de fusién, o molécula conjugada. Preferiblemente, la forma liquida de los
anticuerpos se suministra en un contenedor herméticamente sellado al menos 1 mg/ml, mas preferiblemente al
menos 2,5 mg/ml, al menos 5 mg/ml, al menos 8 mg/ml, al menos 10 mg/ml, al menos 15 mg/kg, al menos 25 mg/ml,
al menos 50 mg/ml, al menos 100 mg/ml, al menos 150 mg/ml, al menos 200 mg/ml de los anticuerpos.

La cantidad de la composicion de la invencion que sera efectiva en el tratamiento, prevencion o mejora de uno o
mas sintomas asociados con un trastorno puede determinarse por técnicas clinicas estandar. La dosis precisa que
se va a emplear en la formulacion también dependera de la ruta de administracion, y la gravedad de la afeccion, y
debe decidirse segun el criterio del médico y las circunstancias de cada paciente. Las dosis efectivas pueden
extrapolarse de las curvas de respuesta a la dosis derivadas de sistemas de ensayo in vitro o modelos animales.

Para los anticuerpos englobados por la invencion, la dosificacién administrada a un paciente es tipicamente 0,0001
mg/kg a 100 mg/kg del peso corporal del paciente. Preferiblemente, la dosificacién administrada a un paciente es
entre 0,0001 mg/kg y 20 mg/kg, 0,0001 mg/kg y 10 mg/kg, 0,0001 mg/kg y 5 mg/kg, 0,0001 y 2 mg/kg, 0,0001 y 1
mg/kg, 0,0001 mg/kg y 0,75 mg/kg, 0,0001 mg/kg y 0,5 mg/kg, 0,0001 mg/kg a 0,25 mg/kg, 0,0001 a 0,15 mg/kg,
0,0001 a 0,10 mg/kg, 0,001 a 0,5 mg/kg, 0,01 a 0,25 mg/kg 6 0,01 a 0,10 mg/kg del peso corporal del paciente.
Generalmente, los anticuerpos humanos tienen una vida media mas larga en el cuerpo humano que los anticuerpos
de otras especies debido a la respuesta inmune frente a los polipéptidos extrafios. Asi, frecuentemente es posible
dosificaciones menores de anticuerpos humanos y administracion menos frecuente. Ademas, la dosificacion y
frecuencia de administracion de los anticuerpos de la invencion o fragmentos de éstos puede reducirse aumentando
la captacion y la penetracion en los tejidos de los anticuerpos por modificaciones tales como, por ejemplo, lipidacion.

La dosificaciéon de los anticuerpos de la invencion administrada a un paciente puede ser 0,01 mg a 1.000 mg/dia,
cuando se usa como terapia de un Unico agente. Los anticuerpos de la invencion pueden usarse en combinacion
con otras composiciones terapéuticas y la dosificaciéon administrada a un paciente es menor que cuando dichos
anticuerpos se usan como terapia de un unico agente.

Puede ser deseable administrar las composiciones farmacéuticas de la invencion localmente en el area que necesita
tratamiento; esto puede conseguirse, por ejemplo, y no como limitacién, por infusién local, por inyeccion, o mediante
un implante, siendo dicho implante de un material poroso, no poroso, o gelatinoso, incluyendo membranas, tales
como membranas sialasticas, o fibras. Preferiblemente, cuando se administra un anticuerpo de la invencién, debe
tenerse cuidado de usar materiales a los que no se absorba el anticuerpo o la proteina de fusion.

Las composiciones pueden administrarse en una vesicula, en particular un liposoma (Véase Langer, Science
249:1527-1533 (1990); Treat et al., en Liposomes in the Therapy of Infectious Disease and Cancer, Lopez-Berestein
and Fidler (eds.), Liss, Nueva York, p. 353-365 (1989); Lopez-Berestein, ibid., p. 3 17-327; véase generalmente
ibid.).

Las composiciones pueden administrarse en un sistema de liberacidon controlada o liberacion sostenida. Puede
usarse cualquier técnica conocida para un experto en la técnica para producir formulaciones de liberacion sostenida
que comprenden uno o mas anticuerpos de la invencion. Véase, por ejemplo, la Patente U.S. No. 4.526.938;
Publicacion PCT WO 91/05548; Publicacion PCT WO 96/20698; Ning et al., 1996, "Intratumoral
Radioimmunotheraphy of a Human Colon Cancer Xenograft Using a Sustained-Release Gel," Radiotherapy &
Oncology 39:179-189, Song et al., 1995, "Antibody Mediated Lung Targeting of Long-Circulating Emulsions," PDA
Journal of Pharmaceutical Science & Technology 50:372-397; Cleek et al., 1997, "Biodegradable Polymeric Carriers
for a bFGF Antibody for Cardiovascular Application," Pro. Int'l. Symp. Control. Rel. Bioact. Mater. 24:853-854; y Lam
et al., 1997, "Microencapsulation of Recombinant Humanized Monoclonal Antibody for Local Delivery," Proc. Int'l.
Symp. Control Rel. Bioact. Mater. 24:759-760. Puede usarse una bomba en un sistema de liberaciéon controlada
(Véase, Langer, supra; Sefton, 1987, CRC Crit. Ref. Biomed. Eng. 14:20; Buchwald et al., 1980, Surgery 88:507; y
Saudek et al., 1989, N. Engl. J. Med. 321:574). Pueden usarse materiales poliméricos para conseguir la liberacion
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controlada de anticuerpos (véase, por ejemplo, Medical Applications of Controlled Release, Langer and Wise (eds.),
CRC Pres., Boca Raton, Florida (1974); Controlled Drug Bioavailability, Drug Product Design and Performance,
Smolen and Ball (eds.), Wiley, Nueva York (1984); Ranger y Peppas, 1983, J., Macromol. Sci. Rev. Macromol.
Chem. 23:61; Véase también Levy et al., 1985, Science 228:190; During et al., 1989, Ann. Neurol. 25:351; Howard et
al., 1989, J. Neurosurg. 7 1:105); Patente U.S. No. 5.679.377; Patente U.S. No. 5.916.597; Patente U.S. No.
5.912.015; Patente U.S. No. 5.989.463; Patente U.S. No. 5.128.326; Publicacion PCT No. WO 99/15154; y
Publicacion PCT No. WO 99/20253). Los ejemplos de polimeros usados en las formulaciones de liberacion
sostenida incluyen, pero no estan limitados a, poli(2-hidroxi etil metacrilato), poli(metil metacrilato), poli(acido
acrilico), poli(etileno-co-vinil acetato), poli(acido metacrilico), poliglicélidos (PLG), polianhidridos, poli(N-vinil
pirrolidona), poli(vinil alcohol), poliacrilamida, poli(etilen glicol), polilactidos (PLA), poli(lactido-co-glicolidos) (PLGA), y
poliortoésteres. Un sistema de liberacion controlada puede ponerse en la proximidad de la diana terapéutica (por
ejemplo, los pulmones), requiriendo asi solo una fraccion de la dosis sistémica (véase, por ejemplo, Goodson, en
Medical Applications of Controlled Release, supra, vol. 2, p. 115-138 (1984)). Las composiciones poliméricas Utiles
como implantes de liberacion controlada se usan segin Dunn et al. (Véase U.S. 5.945.155). Este método particular
se basa en el efecto terapéutico de la liberacién controlada in situ del material bioactivo del sistema de polimero. El
implante puede ocurrir generalmente en cualquier lugar en el cuerpo del paciente que necesita tratamiento
terapéutico. Puede usarse un sistema de administracién sostenido no polimérico, mediante el cual un implante no
polimérico en el cuerpo del sujeto se usa como sistema de administracion del farmaco. Después del implante en el
cuerpo, el disolvente organico del implante se disipara, dispersara, o se liberara de la composicién en el fluido tisular
circundante, y el material no polimérico se coagulara o precipitara gradualmente para formar una matriz sélida
microporosa (Véase U.S. 5.888.533).

Los sistemas de liberacion controlada se discuten en la revision por Langer (1990, Science 249:1527-1533). Puede
usarse cualquier técnica conocida para un experto en la técnica para producir formulaciones de liberacion sostenida
que comprenden uno o mas agentes terapéuticos de la invencion. Véase, por ejemplo, la Patente U.S. No.
4.526.938; Publicaciones Internacionales Nos. WO 91/05548 y WO 96/20698; Ning et al., 1996, Radiotherapy &
Oncology 39:179-189; Song et al., 1995, PDA Journal of Pharmaceutical Science & Technology 50:372-397; Cleek et
al., 1997, Pro. Int'l. Symp. Control. Rel. Bioact. Mater. 24:853-854; y Lam et al., 1997, Proc. Int'l. Symp. Control Rel.
Bioact. Mater. 24:759-760.

Cuando la composicion de la especificacion es un acido nucleico que codifica un anticuerpo, el acido nucleico puede
administrarse in vivo para estimular la expresion de su anticuerpo codificado, construyéndolo como parte de un
vector de expresion de acido nucleico apropiado y administrandolo de manera que sea intracelular, por ejemplo, por
el uso de un vector retroviral (Véase, la Patente U.S. No. 4.980.286), o por inyeccion directa, o por el uso de
bombardeo de microparticulas (por ejemplo, una pistola de genes; Biolistic, Dupont), o recubrimiento con lipidos o
receptores de la superficie celular o agentes de transfeccion, o administrandolo en un unién a un péptido semejante
a caja homedtica que se sabe que entra en el nucleo (Véase, por ejemplo, Joliot et al., 1991, Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 88:1864-1868), etc. Alternativamente, un acido nucleico puede introducirse intracelularmente e incorporarse en
el ADN de la célula huésped para expresion por recombinacién homologa.

Para los anticuerpos, la dosificacion terapéuticamente o profilacticamente efectiva administrada a un sujeto es
tipicamente 0,1 mg/kg a 200 mg/kg del peso corporal del sujeto. Preferiblemente, la dosificacion administrada a un
sujeto es entre 0,1 mg/kg y 20 mg/kg del peso corporal del sujeto y mas preferiblemente la dosificacion administrada
a un sujeto es entre 1 mg/kg a 10 mg/kg del peso corporal del sujeto. La dosificacion y frecuencia de administracion
de los anticuerpos de la invencion también puede reducirse aumentando la captacion y la penetracion en los tejidos
(por ejemplo, en el pulmon) de los anticuerpos o proteina de fusion por modificaciones tales como, por ejemplo,
lipidacion.

El tratamiento de un sujeto con una cantidad terapéuticamente o profilacticamente efectiva de anticuerpos de la
invencion puede incluir un Unico tratamiento o, preferiblemente, puede incluir una serie de tratamientos. En un
ejemplo preferido, un sujeto se trata con anticuerpos de la invencion en el intervalo de entre aproximadamente 0,1 a
30 mg/kg de peso corporal, una vez a la semana durante entre aproximadamente 1 a 10 semanas, preferiblemente
entre 2 a 8 semanas, mas preferiblemente entre aproximadamente 3 a 7 semanas, e incluso mas preferiblemente
durante aproximadamente 4, 5, 6 6 semanas. En otros ejemplos, las composiciones farmacéuticas de la invencion
se administran una vez al dia, dos veces al dia, o tres veces al dia. En mas ejemplos adicionales, las composiciones
farmacéuticas se administran una vez a la semana, dos veces a la semana, una vez cada dos semanas, una vez al
mes, una vez cada seis semanas, una vez cada dos meses, dos veces al afo o una vez al afo. También se
apreciara que la dosificacion efectiva de los anticuerpos usados para el tratamiento puede incrementarse o
disminuirse durante el curso de un tratamiento particular.

5.5.1 Composiciones farmacéuticas

Las composiciones de la invencion incluyen composiciones de farmaco a granel utiles en la fabricacion de
composiciones farmacéuticas (por ejemplo, composiciones impuras o no estériles) y composiciones farmacéuticas
(es decir, composiciones que son adecuadas para administracion a un sujeto o paciente) que pueden usarse en la
preparacion de formas de dosificacion unitaria. Dichas composiciones comprenden una cantidad profilacticamente o
terapéuticamente efectiva de un agente profilactico y/o terapéutico descrito en la presente memoria o una
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combinacién de los agentes y un vehiculo farmacéuticamente aceptable. Preferiblemente, las composiciones
comprenden una cantidad profilacticamente o terapéuticamente efectiva de anticuerpos de la invencién y un vehiculo
farmacéuticamente aceptable.

En una realizacién particular que se encuentra en el alcance de las reivindicaciones especificadas, la composicion
farmacéutica comprende una cantidad terapéuticamente efectiva de un anticuerpo o fragmento de éste que se une a
FcyRIIB con una mayor afinidad de la que dicho anticuerpo o un fragmento de éste se une a FcyRIIA, un anticuerpo
citotdxico que se une especificamente a un antigeno de cancer, y un vehiculo farmacéuticamente aceptable. En otra
realizacién que se encuentra en el alcance de las reivindicaciones especificadas, dicha composiciéon farmacéutica
comprende ademas uno o mas agentes anti-cancerosos.

En un caso especifico, el término "farmacéuticamente aceptable" significa aprobado por una agencia reguladora del
gobierno federal o estatal o listada en la Farmacopea de los EEUU u otra farmacopea reconocida generalmente para
uso en animales, y mas particularmente en seres humanos. El término "vehiculo" se refiere a un diluyente,
adyuvante (por ejemplo, adyuvante de Freund (completo e incompleto)), excipiente, o vehiculo con el que se
administra el terapéutico. Dichos vehiculos farmacéuticos pueden ser liquidos estériles, tales como agua y aceites,
incluyendo los de origen en petroleo, animal, vegetal o sintético, tal como aceite de cacahuete, aceite de soja, aceite
mineral, y aceite de sésamo. El agua es un vehiculo preferido cuando la composicién farmacéutica se administra
intravenosamente. Las disoluciones salinas y dextrosa acuosa y disoluciones de glicerol también pueden emplearse
como vehiculos liquidos, particularmente para disoluciones inyectables. Los excipientes farmacéuticos adecuados
incluyen almidén, glucosa, lactosa, sacarosa, gelatina, malta, arroz, harina, tiza, gel de silice, estearato de sodio,
monoestearato de glicerol, talco, cloruro de sodio, leche desnatada seca, glicerol, propilen glicol, agua, y etanol. La
composicion, si se desea, también puede contener cantidades menores de agentes humectantes o emulsionantes, o
agentes tamponadores del pH. Estas composiciones pueden tomar la forma de disoluciones, suspensiones,
emulsion, comprimidos, pastillas, capsulas, polvos, y formulaciones de liberacion sostenida.

Generalmente, los ingredientes de las composiciones de la invencidon se suministran bien separadamente o
mezclados entre si en forma de dosificacion unitaria, por ejemplo, como un polvo liofilizado seco o concentrado sin
agua en un contenedor herméticamente sellado tal como una ampolla o sobre indicando la cantidad de agente
activo. Cuando la composicién es para administrarse como infusion, puede dispensarse con una botella de infusion
que contiene agua o disolucion salina estéril de grado farmacéutico. Cuando la composicion se administra por
inyeccion, puede proporcionarse una ampolla de agua o disolucién salina para inyeccion estéril de manera que los
ingredientes pueden mezclarse antes de la administracion.

Las composiciones de la invencién pueden formularse como formas neutras o de sal. Las sales farmacéuticamente
aceptables incluyen, pero no estan limitadas a las formadas con aniones tales como las derivadas de acidos
clorhidrico, fosférico, acético, oxalico, tartarico, etc., y las formadas con cationes tales como las derivadas de sodio,
potasio, amonio, calcio, hidroxidos férricos, isopropilamina, trietilamina, 2-etilamino etanol, histidina, procaina, etc.

La presente especificacion también proporciona composiciones farmacéuticas y kits que comprenden un antagonista
de FcyRIIB para uso en la prevencion, tratamiento, gestion, o mejora de una malignidad de células B, o uno o mas
sintomas de ésta. En particular, la presente especificacion proporciona composiciones farmacéuticas y kits que
comprenden un antagonista de FcyRIIB, un analogo, derivado o un anticuerpo anti-FcyRIIB o un fragmento de unién
a antigeno de éste.

5.5.2 Terapia génica

Los acidos nucleicos que comprenden secuencias que codifican anticuerpos o proteinas de fusién, pueden
administrarse para tratar, prevenir o mejorar uno o mas sintomas asociados con una enfermedad, trastorno, o
infeccion, mediante terapia génica. Terapia génica se refiere a la terapia realizada por la administracion a un sujeto
de un acido nucleico expresado o que se puede expresar. Los acidos nucleicos producen su anticuerpo o proteina
de fusion codificado que media un efecto terapéutico o profilactico.

En la presente memoria se puede usar cualquiera de los métodos para terapia génica disponibles en la técnica. Los
métodos ejemplares se describen a continuacion.

Para revisiones generales de los métodos de terapia génica, véase Goldspiel et al., 1993, Clinical Pharmacy 12:488-
505; Wu y Wu, 1991, Biotherapy 3:87-95;Tolstoshev, 1993, Ann. Rev. Pharmacol. Toxicol. 32:573-596; Mulligan,
Science 260:926-932 (1993); Morgan y Anderson, 1993, Ann. Rev. Biochem. 62:191-217; mayo, 1993, TIBTECH
11(5):155-215; y Scholl, 2003, J. Biomed Biotechnol 2003:35-47. Los métodos conocidos comunmente en la técnica
de la tecnologia de ADN recombinante que pueden usarse se describen en Ausubel et al. (eds.), Current Protocols in
Molecular Biology, John Wiley & Sons, NY (1993); NY; y Kriegler, Gene Transfer and Expression, A Laboratory
Manual, Stockton Press, NY (1990).

Una composicion de la especificacion puede comprender acidos nucleicos que codifican un anticuerpo, siendo parte
dichos acidos nucleicos de un vector de expresion que expresa el anticuerpo en un huésped adecuado. En
particular, dichos acidos nucleicos tienen promotores, preferiblemente promotores heterdlogos, unidos de forma
operativa a la region codificadora del anticuerpo, siendo dicho promotor inducible o constitutivo, y, opcionalmente,
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especifico de tejido. Pueden usarse moléculas de acido nucleico en las que las secuencias codificadoras del
anticuerpo y cualesquiera otras secuencias deseadas estan flanqueadas por regiones que estimulan la
recombinacion homoéloga en un sitio deseado en el genoma, proporcionando asi la expresion intracromosémica de
los acidos nucleicos que codifican el anticuerpo (Koller y Smithies, 1989, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86:8932-8935; y
Zijlstra et al., 1989, Nature 342:435-438).

Una composicion de la especificacion puede comprender acidos nucleicos que codifican una proteina de fusion,
siendo una parte dichos acidos nucleicos de un vector de expresién que expresa la proteina de fusién en un
huésped adecuado. En particular, dichos &acidos nucleicos tienen promotores, preferiblemente promotores
heterdlogos, unidos de forma operativa a la region codificadora de una proteina de fusion, siendo dicho promotor
inducible o constitutivo, y, opcionalmente, especifico de tejido. En otro caso particular, se usan moléculas de acido
nucleico en las que la secuencia codificadora de la proteina de fusion y cualesquiera otras secuencias deseadas
estan flanqueadas por regiones que estimulan la recombinacion homodloga en un sitio deseado en el genoma,
proporcionando asi la expresién intracromosémica de los acidos nucleicos que codifican la proteina de fusion.

La administracion de los acidos nucleicos en un sujeto puede ser bien directa, en cuyo caso el sujeto se expone
directamente al acido nucleico o vectores que portan el acido nucleico, o indirecta, en cuyo caso, las células se
transforman en primer lugar con los acidos nucleicos in vitro, después se trasplantan en el sujeto. Estas dos
estrategias se conocen, respectivamente, como terapia génica in vivo o ex vivo.

Las secuencias de acido nucleico pueden administrarse directamente in vivo, donde se expresan para producir el
producto codificado. Esto puede conseguirse por cualquiera de numerosos métodos conocidos en la técnica, por
ejemplo, construyéndolas como parte de un vector de expresion de acido nucleico apropiado y administrandolas de
manera que sea intracelular, por ejemplo, por infeccion usando vectores retrovirales defectivos o atenuados u otros
vectores virales (véase, la Patente U.S. No. 4.980.286), o por inyeccion directa de ADN desnudo, o por el uso de
bombardeo de microparticulas (por ejemplo, una pistola de genes; Biolistic, Dupont), o por recubrimiento con lipidos
o receptores de la superficie celular o agentes de transfeccién, encapsulacion en liposomas, microparticulas, o
microcapsulas, o administrandolas en unién con un péptido que se sabe que entra en el nlcleo, administrandolas en
union con un ligando sujeto a endocitosis mediada por receptor (Véase, por ejemplo, Wu y Wu, 1987, J. Biol. Chem.
262:4429-4432) (que puede usarse para tomar como diana tipos celulares que expresan especificamente los
receptores), etc. Pueden formarse complejos acido nucleico-ligando en los que el ligando comprende un péptido viral
fusogénico para romper los endosomas, permitiendo que el acido nucleico evite la degradacion lisosomal. El acido
nucleico puede dirigirse in vivo para captacion y expresion especifica de célula, tomando como diana un recetor
especifico (Véase, por ejemplo, la Publicacion de Solicitud de Patente No. 2005/0002903; Publicaciones PCT WO
92/06180; WO 92/22635; W092/20316; W093/14188; WO 93/20221). Alternativamente, el acido nucleico puede
introducirse intracelularmente e incorporarse en el ADN de la célula huésped para expresion, por recombinacion
homdloga (Koller y Smithies, 1989, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86:8932-8935; y Zijlstra et al., 1989, Nature 342:435-
438).

Pueden usarse vectores virales que contienen secuencias de acido nucleico que codifican un anticuerpo o una
proteina de fusion. Por ejemplo, puede usarse un vector retroviral (Véase, Miller et al., 1993, Meth. Enzymol.
217:581-599). Estos vectores retrovirales contienen los componentes necesarios para el empaquetamiento correcto
del genoma viral y la integracion en el ADN de la célula huésped. Las secuencias de acido nucleico que codifican el
anticuerpo o una proteina de fusién que se va a usar en terapia génica se clonan en uno o mas vectores, lo que
facilita la administracion de la secuencia de nucledtidos en un sujeto. Mas detalles acerca de los vectores
retrovirales pueden encontrarse en Boesen et al., (1994, Biotherapy 6:291-302), que describe el uso de un vector
retroviral para administrar el gen de mdr 1 a células madre hematopoyéticas con el fin de hacer a las células madre
mas resistentes a quimioterapia. Otras referencias que ilustran el uso de vectores retrovirales en terapia génica son:
Clowes et al., 1994, J. Clin. Invest. 93:644-651; Klein et al., 1994, Blood 83:1467-1473; Salmons y Gunzberg, 1993,
Human Gene Therapy 4:129-141; y Grossman y Wilson, 1993, Curr. Opin. in Genetics and Devel. 3:110-114.

Los adenovirus son otros vectores virales que pueden usarse en terapia génica. Los adenovirus son vehiculos
especialmente atractivos para administrar genes a epitelios respiratorios. Los adenovirus infectan naturalmente los
epitelios respiratorios donde causan una enfermedad leve. Otras dianas para sistemas de administracién basados
en adenovirus son el higado, el sistema nervioso central, células endoteliales, y musculo. Los adenovirus tienen la
ventaja de ser capaces de infectar células que no se estan dividiendo. Kozarsky y Wilson (Current Opinion in
Genetics and Development 3:499-503, 1993, presentan una revision de terapia génica basada en adenovirus. Bout
et al., (Human Gene Therapy, 5:3-10, 1994) demuestran el uso de vectores de adenovirus para transferir genes a los
epitelios respiratorios de monos rhesus. Otros casos del uso de adenovirus en terapia génica pueden encontrarse en
Rosenfeld et al., 1991, Science 252:431-434; Rosenfeld et al., 1992, Cell 68:143-155; Mastrangeli et al., 1993, J.
Clin. Invest. 91:225-234; Publicacion PCT W094/12649; y Wang et al., 1995, Gene Therapy 2:775-783. Se prefiere
usar vectores adenovirus.

Los virus adeno-asociados (AAV) también se han propuesto para uso en terapia génica (véase, por ejemplo, Walsh
et al., 1993, Proc. Soc. Exp. Biol. Med. 204:289-300 y la Patente U.S. No. 5.436.146).

Otra estrategia para la terapia génica implica transferir un gen a células en cultivo tisular por métodos tales como
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electroporacion, lipofeccién, transfeccion mediada por fosfato de calcio, o infeccién viral. Habitualmente, el método
de transferencia incluye la transferencia de un marcador seleccionable a las células. Las células se ponen bajo
seleccion para aislar aquellas células que han tomado y estan expresando el gen transferido. Estas células se
administran entonces a un sujeto.

El acido nucleico puede introducirse en una célula antes de la administraciéon in vivo de la célula recombinante
resultante. Dicha introduccion puede llevarse a cabo por cualquier método conocido en la técnica, incluyendo pero
no limitado a, transfeccion, electroporacion, microinyeccion, infeccion con un vector viral o bacteriéfago, que
contiene las secuencias de acido nucleico, fusion celular, transferencia génica mediada por cromosoma,
transferencia génica mediada por microcell, fusion de esferoblastos, etc. En la técnica se conocen numerosas
técnicas para la introduccion de genes extrafios en células (Véase, por ejemplo, Loeffler y Behr, 1993, Meth.
Enzymol. 217:599-618, Cohen et al., 1993, Meth. Enzymol. 217:618-644; y Clin. Pharma. Ther. 29:69-92, 1985) y
pueden usarse segun la presente especificacion, con la condicion de que no se interrumpen las funciones de
desarrollo y fisioldgicas necesarias de las células receptoras. La técnica debe proporcionar la transferencia estable
del acido nucleico a la célula, de manera que el acido nucleico se puede expresar por la célula y preferiblemente es
hereditario y se puede expresar por su progenie celular.

Las células recombinantes resultantes pueden administrarse a un sujeto por varios métodos conocidos en la técnica.
Las células sanguineas recombinantes (por ejemplo, células madre o progenitoras hematopoyéticas) se administran
preferiblemente intravenosamente. La cantidad de células que considera para uso depende del efecto deseado,
estado del paciente, etc., y puede ser determinada por un experto en la técnica.

Las células en las que puede introducirse un acido nucleico para los propésitos de terapia génica engloban cualquier
tipo celular disponible deseado, e incluyen pero no esta limitado a células epiteliales, células endoteliales,
queratinocitos, fibroblastos, células musculares, hepatocitos; células sanguineas tales como linfocitos T, linfocitos B,
monocitos, macréfagos, neutrofilos, eosindfilos, megacariocitos, granulocitos; varas células madre o progenitoras, en
particular células madre o progenitoras hematopoyéticas, por ejemplo, como se obtienen de la médula 6sea, sangre
de corddn umbilical, sangre periférica, higado fetal, etc.

Preferiblemente, la célula usada para terapia génica es autdloga para el sujeto.

En un ejemplo en el que se usan células recombinantes en terapia génica, se introducen secuencias de acido
nucleico que codifican un anticuerpo o una proteina de fusién en las células de manera que se pueden expresar por
las células o su progenie, y las células recombinantes se administran entonces in vivo para efecto terapéutico. En un
ejemplo especifico, se usan células madre o progenitoras. Cualesquiera células madre y/o progenitoras que pueden
aislarse y mantenerse in vitro pueden usarse potencialmente como se describe en la presente memoria (Véase, por
ejemplo, la Publicacion PCT WO 94/08598; Stemple y Anderson, 1992, Cell 7 1:973-985; Rheinwald, 1980, Meth.
Cell Bio. 21A:229; y Pittelkow y Scott, 1986, Mayo Clinic Proc. 61:771).

El acido nucleico que puede introducirse para los propositos de terapia génica comprende un promotor inducible
unido de forma operativa a la region codificadora, de manera que la expresion del acido nucleico se puede controlar
controlando la presencia o ausencia del inductor apropiado de la transcripcion.

5.5.3 Kits

También se describe un envase farmacéutico o kit que comprende uno o mas contenedores llenos con anticuerpos
de la invencion. Adicionalmente, uno o mas agentes profilacticos o terapéuticos adicionales Utiles para el tratamiento
de una enfermedad también pueden estar incluidos en el envase farmacéutico o kit. También se describe un envase
farmacéutico o kit que comprende uno o mas contenedores llenos con uno o mas de los ingredientes de las
composiciones farmacéuticas de la invenciéon. Opcionalmente, asociado con dicho o dichos contenedores, puede
haber una nota en la forma prescrita por una agencia gubernamental que regula la fabricaciéon, uso o venta de
productos farmacéuticos o biolégicos, nota que refleja la aprobacion por la agencia de la fabricacion, uso o venta
para administracion humana.

También se describen kits que pueden usarse en los métodos anteriores. Un kit puede comprender uno o mas
anticuerpos de la invencion. Un kit puede comprender ademas uno o mas de otros agentes profilacticos o
terapéuticos utiles para el tratamiento de cancer, en uno o mas contenedores. Un kit puede comprender ademas uno
0 mas anticuerpos citotoxicos que se unen a uno o mas antigenos de cancer asociados con cancer. El otro agente
profilactico o terapéutico puede ser un quimioterapéutico. El agente profilactico o terapéutico puede ser un
terapéutico biolégico u hormonal.

5.6 Caracterizacion y demostracion de la utilidad terapéutica

Varios aspectos de las composiciones farmacéuticas o agentes profilacticos o terapéuticos de la especificacion se
ensayan preferiblemente in vitro, por ejemplo, en un sistema de cultivo celular, y después in vivo, por ejemplo, en un
organismo de modelo animal, tal como un sistema de modelo animal en roedores, para la actividad terapéutica
deseada antes de su uso en seres humanos. Por ejemplo, los ensayos que pueden usarse para determinar si la
administracién de una composicion farmacéutica especifica esta indicada, incluyen ensayos de cultivo celular en los
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que se crece en cultivo una muestra de tejido de un paciente, y se expone a o se pone en contacto de otra manera
con una composicion farmacéutica, y se observa el efecto de dicha composicién en la muestra de tejido, por
ejemplo, inhibicion de o disminucién del crecimiento y/o formacion de colonias en agar blando o formacioén de redes
tubulares en membrana de basamento tridimensional o preparacion de matriz extracelular. La muestra de tejido
puede obtenerse por biopsia del paciente. Este ensayo permite la identificacion de la o las moléculas profilacticas o
terapéuticas mas terapéuticamente efectivas para cada paciente individual. Alternativamente, en lugar de cultivar
células de un paciente, los agentes terapéuticos y métodos pueden cribarse usando células de una linea celular
tumoral o maligna. En varios casos especificos, los ensayos in vitro pueden llevarse a cabo con células
representativas de tipos celulares implicados en un trastorno autoinmune o inflamatorio (por ejemplo, células T),
para determinar si una composicion farmacéutica de la invencion tiene un efecto deseado en dichos tipos celulares.
Pueden usarse muchos ensayos estandar en la técnica para evaluar dicha sugnervivencia y/o crecimiento; por
ejemplo, la proliferacion celular puede ensayarse midiendo la incorporacion de “H-timidina, por recuento celular
directo, detectando cambios en la actividad transcripcional de genes conocidos tales como proto-oncogenes (por
ejemplo, fos, myc) o marcadores del ciclo celular; la viabilidad celular puede evaluarse por tincién con azul de tripan,
la diferenciacion puede evaluarse visualmente sobre la base de cambios en la morfologia, crecimiento disminuido
y/o formacién de colonias en agar blando o formacion de redes tubulares en membrana de basamento tridimensional
o preparacion de matriz extracelular, etc. Los ensayos adicionales incluyen asociacion de balsas, CDC, ADCC y
ensayos de apoptosis como se conoce en la técnica y se describe en los Ejemplos.

Las combinaciones de agentes profilacticos y/o terapéuticos pueden ensayarse en sistemas de modelo animal
adecuados antes de su uso en seres humanos. Dichos sistemas de modelo animal incluyen, pero no estan limitados
a, ratas, ratones, pollo, vacas, monos, cerdos, perros, conejos, etc. Puede usarse cualquier sistema animal muy
conocido en la técnica. Las combinaciones de agentes profilacticos y/o terapéuticos pueden ensayarse en un
sistema de modelo de ratén. Dichos sistemas de modelo se usan ampliamente y son muy conocidos para el experto
en la técnica. Los agentes profilacticos y/o terapéuticos pueden administrarse repetidamente. Varios aspectos del
procedimiento pueden variar tal como el régimen temporal de administracion de los agentes profilacticos y/o
terapéuticos, y si dichos agentes se administran separadamente o como una mezcla.

Los modelos animales preferidos para uso en los métodos descritos en la presente memoria son por ejemplo,
ratones transgénicos que expresan FcyR en células efectoras de raton, por ejemplo, cualquier modelo de raton
descrito en la Patente U.S. No. 5.877.396. Los ratones transgénicos para uso en los métodos descritos en la
presente memoria incluyen pero no estan limitados a ratones que portan FcyRIIIA humano, ratones que portan
FcyRIIA humano, ratones que portan FcyRIIB humano y FcyRIIIA humano, ratones que portan FcyRIIB humano y
FcyRIIA humano.

Una vez los agentes profilacticos y/o terapéuticos descritos en la presente memoria se han ensayado en un modelo
animal pueden ensayarse en estudios clinicos para establecer su eficacia. El establecimiento de estudios clinicos se
hara segun las metodologias comunes conocidas para un experto en la técnica, y las dosificaciones y rutas de
administracion éptimas asi como perfiles de toxicidad de las composiciones de la invencién pueden establecerse
usando experimentacion rutinaria.

La actividad anti-inflamatoria de las terapias de combinacién descritas en la presente memoria puede determinarse
usando varios modelos animales experimentales de artritis inflamatoria conocidos en la técnica y descritos en
Crofford L.J. y Wilder R.L., "Arthritis and Autoimmunity in Animals", en Arthritis and Allied Conditions: A Textbook of
Rheumatology, McCarty et al.(eds.), Capitulo 30 (Lee y Febiger, 1993). Los modelos animales experimentales y
espontaneos de artritis inflamatoria y enfermedades reumaticas autoinmunes también pueden usarse para evaluar la
actividad anti-inflamatoria de las terapias de combinacion descritas. Los siguientes son algunos ensayos
proporcionados como ejemplos, y no como limitacion.

Los modelos animales principales para artritis o enfermedad inflamatoria conocidos en la técnica y usados
ampliamente incluyen: modelos de rata de artritis inducida por adyuvante, modelos de rata y raton de artritis inducida
por colageno, y modelos de de rata, conjeo y hamster de artritis inducida por antigeno, todos descritos en Crofford
L.J. y Wilder R.L., "Arthritis and Autoimmunity in Animals", en Arthritis and Allied Conditions: A Textbook of
Rheumatology, McCarty et al.(eds.), Capitulo 30 (Lee y Febiger, 1993).

La actividad anti-inflamatoria de las terapias de combinacién descritas en la presente memoria puede evaluarse
usando un modelo de rata de artritis inducida por carragenano. La artritis inducida por carragenano también se ha
usado en conejo, perro y cerdo en estudios de artritis o inflamaciéon crénica. La evaluacion histomorfométrica
cuantitativa se usa para determinar la eficacia terapéutica. Los métodos para usar dicho modelo de artritis inducida
por carragenano se describen en Hansra P. et al., "Carrageenan-Induced Arthritis in the Rat," Inflammation, 24(2):
141-155, (2000). También se usan comunmente los modelos animales de inflamacion inducida por zimosan como se
conoce y describe en la técnica.

La actividad anti-inflamatoria de las terapias de combinacién descritas en la presente memoria también puede
evaluarse midiendo la inhibicion del edema en la pata inducido por carragenano en la rata, usando una modificacién
del método descrito en Winter C. A. et al., "Carrageenan-Induced Edema in Hind Paw of the Rat as an Assay for
Anti-inflammatory Drugs" Proc. Soc. Exp. Biol Med. 111, 544-547, (1962). Este ensayo se ha usado como un cribado
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primario in vivo para la actividad anti-inflamatoria de la mayor parte de los NSAID, y se considera predictiva de
eficacia en seres humanos. La actividad anti-inflamatoria de los agentes profilacticos o terapéuticos de ensayo se
expresa como el porcentaje de inhibicion del incremento en el peso de la pata trasera del grupo de ensayo respecto
al grupo control dosificado con vehiculo.

Adicionalmente, también pueden usarse modelos animales para enfermedad inflamatoria del intestino para evaluar
la eficacia de las terapias de combinacion descritas en la presente memoria (Kim et al., 1992, Scand. J. Gastroentrol.
27:529-537; Strober, 1985, Dig. Dis. Sci. 30(12 Supl):3S-10S). La colitis ulcerosa y la enfermedad de Crohn son
enfermedades inflamatorias del intestino humanas que pueden inducirse en animales. Los polisacaridos sulfatados
incluyendo, pero no limitado a amilopectina, carragenano, sulfato de amilopectina, y sulfato de dextrano o los
irritantes quimicos incluyendo pero no limitado a acido trinitrobencenosulfénico (TNBS) y acido acético pueden
administrarse a animales oralmente para inducir enfermedades inflamatorias del intestino.

Los modelos animales para asma también pueden usarse para evaluar la eficacia de las terapias de combinacion
descritas. Un ejemplo de dicho modelo es el modelo de transferencia adoptiva murina en el que la provocacion con
aeroalérgeno de ratones receptores TH1 o TH2 resulta en la migracion de las células efectoras TH a las vias aéreas
y se asocia con una respuesta inflamatoria de la mucosa pulmonar intensa neutrofilica (TH1) y eosinofilica (TH2)
(Cohn et al., 1997, J. Exp. Med. 1861737-1747).

Los modelos animales para trastornos autoinmunes también pueden usarse para evaluar la eficacia de las terapias
de combinacién descritas. Se han desarrollado modelos animales para trastornos autoinmunes tales como diabetes
tipo 1, autoinmunidad tiroidea, lupus eritematoso sistémico, y glomerulonefritis (Flanders et al., 1999, Autoimmunity
29:235-246; Krogh et al., 1999, Biochimie 81:511-515; Foster, 1999, Semin. Nephrol. 19:12-24).

Ademas, cualesquiera ensayos conocidos para los expertos en la técnica pueden usarse para evaluar la utilidad
profilactica y/o terapéutica de las terapias de combinacion descritas en la presente memoria para enfermedades
autoinmunes y/o inflamatorias.

La toxicidad y eficacia de los protocolos profilacticos y/o terapéuticos de la presente especificacion pueden
determinarse por procedimientos farmacéuticos estandar en cultivos celulares o animales experimentales, por
ejemplo, para determinar la DLsg (la dosis letal para el 50% de la poblacion) y la DEso (la dosis terapéuticamente
efectiva en el 50% de la poblacién). La relacién de dosis entre los efectos toxicos y terapéuticos es el indice
terapéutico y puede expresarse como la relacion DLso/DEso. Se prefieren los agentes profilacticos y/o terapéuticos
que presentan altos indices terapéuticos. Aunque los agentes profilacticos y/o terapéuticos que presentan efectos
secundarios toxicos pueden usarse, debe tenerse cuidado en el disefio de un sistema de administracion que dirige a
dichos agentes al sitio de tejido afectado con el fin de minimizar el dafio potencial a células no infectadas y, de esta
manera, reducir los efectos secundarios.

Los datos obtenidos a partir de los ensayos de cultivo celular y estudios en animales pueden usarse en la
formulacién de un intervalo de dosificacion de los agentes profilacticos y/o terapéuticos para uso en seres humanos.
La dosificacion de dichos agentes se encuentra preferiblemente en un intervalo de concentraciones circulantes que
incluye la DEsp con poca o ninguna toxicidad. La dosificacion puede variar en este intervalo dependiendo de la forma
de dosificacién empleada y la ruta de administracion utilizada. Para cualquier agente usado en el método de la
especificacion, la dosis terapéuticamente efectiva puede estimarse inicialmente a partir de los ensayos de cultivo
celular. Puede formularse una dosis en modelos animales para conseguir un intervalo de concentracion circulante en
plasma que incluya la Clso (es decir, la concentracion del compuesto de ensayo que consigue una inhibicion de
sintomas mitad de la maxima) segun se determina en cultivo celular. Dicha informacion puede usarse para
determinar mas exactamente las dosis Utiles en seres humanos. Los niveles en plasma pueden medirse, por
ejemplo, por cromatografia liquida de alto rendimiento.

La actividad anti-cancerosa de las terapias usadas segun la presente especificacion también puede determinarse
usando varios modelos animales experimentales para el estudio del cancer tales como el modelo de ratéon SCID o
ratones transgénicos o ratones desnudos con xenoinjertos humanos, modelos animales, tales como hamsteres,
conejos, etc. conocidos en la técnica y descritos en Relevance of Tumor Models for Anticancer Drug Development
(1999, eds. Fiebig y Burger); Contributions to Oncology (1999, Karger); The Nude Mouse in Oncology Research
(1991, eds. Boven y Winograd); y Anticancer Drug Development Guide (1997 ed. Teicher).

Los protocolos y composiciones descritos en la presente memoria se ensayan preferiblemente in vitro, y después in
vivo, para la actividad terapéutica, o profilactica deseada, antes de su uso en seres humanos. Los agentes
terapéuticos y métodos pueden cribarse usando células de una linea celular tumoral o maligna. Pueden usarse
muchos ensayos estandar en la técnica para evaluar dicha supervivencia y/o crecimiento; por ejemplo, la
proliferacion celular puede ensayarse midiendo la incorporacion de *H-timidina, por recuento celular directo,
detectando cambios en la actividad transcripcional de genes conocidos tales como proto-oncogenes (por ejemplo,
fos, myc) o marcadores del ciclo celular; la viabilidad celular puede evaluarse por tincion con azul de tripan, la
diferenciacion puede evaluarse visualmente sobre la base de cambios en la morfologia, crecimiento disminuido y/o
formacion de colonias en agar blando o formacion de redes tubulares en membrana de basamento tridimensional o
preparacion de matriz extracelular, etc.

85



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2599319 T3

Los compuestos para uso en terapia pueden ensayarse en sistemas de modelos animales adecuados antes del
ensayo en seres humanos, incluyendo pero no limitado a en ratas, ratones, pollo, vacas, monos, conejos,
hamsteres, etc., por ejemplo, los modelos animales descritos anteriormente. Los compuestos pueden usarse
entonces en los estudios clinicos apropiados.

Ademas, cualesquiera ensayos conocidos para los expertos en la técnica pueden usarse para evaluar la utilidad
profilactica y/o terapéutica de las terapias de combinacion descritas en la presente memoria para el tratamiento o
prevencién de cancer, trastorno inflamatorio, o enfermedad autoinmune.

5.7 Métodos de diagnéstico

Los anticuerpos de la invencion marcados pueden usarse para propésitos de diagndstico para detectar, diagnosticar,
o monitorizar enfermedades, trastornos o infecciones. También se discute la deteccién o diagndstico de una
enfermedad, trastorno o infeccién, particularmente una enfermedad autoinmune que comprende: (a) ensayar la
expresion de FcyRIIB en células o una muestra de tejido de un sujeto usando uno o mas anticuerpos que se unen
inmunoespecificamente a FcyRIIB; y (b) comparar el nivel del antigeno con un nivel control, por ejemplo, los niveles
en muestras de tejido normal, mediante lo cual un incremento en el nivel ensayado de antigeno comparado con el
nivel control del antigeno es indicativo de la enfermedad, trastorno o infeccion.

Los anticuerpos de la invencidon pueden usarse para ensayar los niveles de FcyRIIB en una muestra bioldgica
usando métodos inmunohistoldgicos clasicos como se describe en la presente memoria 0 como es conocido para los
expertos en la técnica (por ejemplo, véase, Jalkanen et al., 1985, J. Cell. Biol. 101:976-985; Jalkanen et al., 1987, J.
Cell. Biol. 105:3087-3096). Otros métodos basados en anticuerpo Utiles para detectar la expresion génicas de
proteinas incluyen inmunoensayos, tales como el ensayo inmunoabsorbente ligado a enzima (ELISA) y el
radioinmunoensayo (RIA). Los marcadores de ensayos de anticuerpo adecuados son conocidos en la técnica e
incluyen marcadores enzimaticos, tales como, fosfatasa alcalina, glucosa oxidasa; radioisétopos, tales como yodo
(*®1, ")), carbono (™C), azufre (**S), tritio (°H), indio ("?In), y tecnecio (*™Tc); marcadores luminiscentes, tales
como luminol; y marcadores fluorescentes, tales como fluoresceina y rodamina.

También se describe la deteccion y diagnéstico de una enfermedad, trastorno o infeccién en un ser humano. El
diagndstico puede comprender: a) administrar (por ejemplo, parenteralmente, subcutaneamente, o
intraperitonealmente) a un sujeto una cantidad efectiva de un anticuerpo marcado que se une
inmunoespecificamente a FcyRIIB; b) esperar durante un intervalo de tiempo después de la administraciéon para
permitir que el anticuerpo marcado se concentre preferentemente en sitios en el sujeto donde se expresa FcyRIIB (y
que la molécula marcada no unida se aclare hasta un nivel de fondo); c) determinar el nivel de fondo; y d) detectar el
anticuerpo marcado en el sujeto, de manera que la deteccién del anticuerpo marcado por encima del nivel de fondo
indica que el sujeto tiene la enfermedad, trastorno, o infeccion. El anticuerpo se marca con un resto formador de
imagenes que es detectable usando un sistema formador de imagenes conocido para un experto en la técnica. El
nivel de fondo puede determinarse por varios métodos incluyendo comparar la cantidad de molécula marcada
detectada con un valor estandar determinado previamente para un sistema particular.

Se entendera en la técnica que el tamafio del sujeto y el sistema formador de imagenes usado determinaran la
cantidad de resto formador de imagenes necesaria para producir imagenes de diagnostico. En el caso de un resto
de radioisétopo, para un sujeto humano, la cantidad de radiactividad inyectada variara normalmente de
aproximadamente 5 a 20 milicurios de 9MTe, El anticuerpo marcado se acumulara preferentemente en la localizacién
de células que contienen la proteina especifica. La formacion de imagenes de tumor in vivo se describe en S.W.
Burchiel et al., "Immunopharmacokinetics of Radiolabeled Antibodies and Their Fragments." (Capitulo 13 en Tumor
Imaging: The Radiochemical Detection of Cancer, S.W. Burchiel y B. A. Rhodes, eds., Masson Publishing Inc.
(1982).

Dependiendo de varias variables, incluyendo el tipo de marcador usado y el modo de administracion, el intervalo de
tiempo posterior a la administracién para permitir que la molécula marcada se concentre preferentemente en los
sitios del sujeto y que la molécula marcada no unida se aclare hasta un nivel de fondo es 6 a 48 horas 6 6 a 24
horas 6 6 a 12 horas. En otro ejemplo, el intervalo de tiempo posterior a la administracién es 5 a 20 dias 6 5 a 10
dias.

La monitorizacion de una enfermedad, trastorno o infecciéon puede llevarse a cabo repitiendo el método para
diagnosticar la enfermedad, trastorno o infeccion, por ejemplo, un mes después del diagndstico inicial, seis meses
después del diagndstico inicial, un afio después del diagndstico inicial, etc.

La presencia de la molécula marcada puede detectarse en el sujeto usando métodos conocidos en la técnica para el
escaneo in vivo. Estos métodos dependen del tipo de marcador usado. Los expertos en la técnica seran capaces de
determinar el método apropiado para detectar un marcador particular. Los métodos y dispositivos que pueden
usarse en los métodos de diagnodstico de la especificacion incluyen, pero no estan limitados a, tomografia
computerizada (CT), escaneo de cuerpo completo tal como tomografia de emisién de positrones (PET), formacion
de imagenes por resonancia magnética (MRI), y sonografia.

En un ejemplo especifico, la molécula se marca con un radioisétopo y se detecta en el paciente usando un
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instrumento quirdrgico respondedor a la radiacion (Thurston et al., Patente U.S. No. 5.441.050). En otro ejemplo, la
molécula se marca con un compuesto fluorescente y se detecta en el paciente usando un instrumento de escaneo
respondedor a la fluorescencia. En otro ejemplo, la molécula se marca con un metal emisor de positrones y se
detecta en el paciente usando tomografia de emision de positrones. En otro ejemplo mas, la molécula se marca con
un marcador paramagnético y se detecta en un paciente usando formacién de imagenes por resonancia magnética
(MRI).

6. Ejemplos
6.1 Preparacion de anticuerpos monoclonales

Se produjo un anticuerpo monoclonal de raton a partir del clon 8B5.3.4 con numero de acceso ATCC PTA-7610. Se
generd un anticuerpo monoclonal de ratéon que se une especificamente a FcyRIIB con mayor afinidad de la que
dicho anticuerpo monoclonal se une a FcyRIIA. Los ratones transgénicos para FcyRIIA (generados en el Laboratorio
del Dr. Ravetch, Rockefeller University) se inmunizaron con FcyRIIB purificado del sobrenadante de células 293 que
se habian transfectado con ADNc que codifica el dominio extracelular del receptor FcyRIIB humano, residuos 1-180.
Se produjeron lineas celulares de hibridoma a partir de las células del bazo de estos ratones y se cribaron para
anticuerpos que se unen especificamente a FcyRIIB con mayor afinidad de la que los anticuerpos se unen a
FcyRIIA.

6.2 Cribado y caracterizacion de los anticuerpos
6.2.1 Materiales y métodos

Los sobrenadantes de los cultivos de hibridoma se criban para inmunoreactividad frente a FcyRIIA o FcyRIIB usando
ensayos ELISA. En cada caso, la placa se recubre con 100 ng/pocillo de FcyRIIA o FcyRIIB. La unién del anticuerpo
al receptor especifico se detecta con anticuerpo anti-ratéon de cabra conjugado con HRP mediante la monitorizacién
de la absorbancia a 650 nm.

En el experimento ELISA de bloqueo, se monitoriza la capacidad del anticuerpo del sobrenadante de hibridoma para
bloquear la unién de IgG agregada a FcyRIIB. La placa se bloquea con el "agente bloqueante" apropiado, se lava
tres veces (200 pl/pocillo) con tampén de lavado (PBS mas 0,1% Tween). La placa se pre-incuba con sobrenadante
de hibridoma durante 1 hora a 37°C. Posteriormente al bloqueo, se afiade una cantidad fijjada de IgG humana
biotinilada agregada (1 pg/pocillo) a los pocillos para permitir que el agregado se una al receptor FcyRIIB. Esta
reaccion se lleva a cabo durante dos horas a 37°C. La detecciéon se monitoriza entonces, después de lavado
adicional, con conjugado de estreptavidina peroxidasa de rabano, que detecta la IgG agregada unida. La
absorbancia a 650nm es proporcional a la IgG agregada unida.

En un ensayo de liberacién de B-hexoaminidasa se monitoriza la capacidad de un anticuerpo del sobrenadante de
hibridoma para inhibir la liberacién inducida por Fcy de B-hexoaminidasa. Se transfectan células RBL-2H3 con
FcyRIIB humano; las células se estimulan con varias concentraciones de fragmento F(ab), anti-ratén de cabra que
varian de 0,03 pg/mL a 30 yg/mL; se sensibilizan bien con IgE de ratén sola (a 0,01 pg/mL) o con un anticuerpo anti-
FcyRIIB. Después de 1 hora de incubacion a una temperatura de 37°, las células se sedimentan; el sobrenadante se
recoge; y las células se lisan. La actividad -hexoaminidasa liberada en el sobrenadante se determina en un ensayo
colorimétrico, usando p-nitrofenil N-acetil-B-D-glucosaminida. La actividad de liberacién de B-hexoaminidasa se
expresa como un porcentaje de la actividad liberada respecto a la actividad total.

Analisis BlAcore: La unién de los anticuerpos a CD32A-H"™', CD32A-R™" 0 CD32B se analizo por resonancia de
plasmén superficial en un biosensor BlAcore 3000 (Biacore AB, Uppsala, Suecia) usando dominios extracelulares
solubles de los receptores expresados en células 293H. El anticuerpo de captura, un fragmento F(ab'), de un
anticuerpo especifico de anti-Fc de raton de cabra (Jackson Immunoresearch, West Grove, PA), se inmovilizo en el
chip sensor CM-5 segun el procedimiento recomendado por el fabricante. Brevemente, los grupos carboxilo en la
superficie del chip sensor se activaron con una inyeccion de una disolucion que contiene 0,2M N-etil-N-(3dietilamino-
propil) carbodiimida y 0,05M N-hidroxi-succinimida. El fragmento F(ab'), se inyectd sobre la superficie activada de
CM-5 en 10mM acetato de sodio, pH 5,0, a una velocidad de flujo de 5 pl/min durante 420 seg, seguido de 1 M
etanolamina para desactivacion. Los experimentos de unién se realizaron en tampén HBS-P que contenia 10mM
Hepes, pH 7,4, 150mM NaCl, y 0,005% tensioactivo P20. Cada anticuerpo monoclonal se capturé en el chip CM-5
inyectando una disolucion de anticuerpo 300nM a una velocidad de flujo de 5 pl/min durante 240seg, seguido de una
inyeccion de los receptores monoméricos solubles a una concentracion de 100 nM y una velocidad de flujo de 50
pl/min durante 120seg con un tiempo de disociacion de 180seg. La regeneracion de la superficie GAM F(ab'); se
realizd por inyeccion de pulso de 50mM glicina, pH 1,5 y 50mM NaOH. Las curvas de referencia se obtuvieron por
inyeccion de cada receptor soluble sobre la superficie de GAM F(ab'), inmovilizado sin anticuerpo capturado. Las
curvas de referencia se restaron y las respuestas se normalizaron al mismo nivel de anticuerpo capturado. Para
obtener parametros cinéticos de unién de receptores solubles a anticuerpos capturados, se restaron las curvas de
union a IgG correspondiente a concentraciones correspondientes. Las curvas resultantes se analizaron por ajuste
ka/kd separado. Los valores de Kp se calcularon como el promedio de cuatro curvas a dos concentraciones
diferentes.
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ANALISIS FACS: se tifien células CHO, que expresan FcyRIIB con varios anticuerpos y se analizan por FACS. En
una serie de experimentos, las células se marcan directamente para determinar si los anticuerpos monoclonales
reconocen el receptor.

En el experimento FACS de bloqueo, se monitoriza la capacidad del anticuerpo del sobrenadante de hibridoma para
bloquear la unién de IgG agregada a FcyRIIB. Aproximadamente 1 millon de células (células CHO que expresan
FcyRIIB) para cada muestra se incuban en hielo durante 30 minutos con 2 ug del control de isotipo (IgG1 de ratén) o
con el anticuerpo 8B5.3.4. Las células se lavan una vez con PBS+1%BSA y se incuban con 1 pg de IgG humana
biotinilada agregada durante 30 minutos en hielo. Las células se lavan y se afiaden los anticuerpos secundarios,
anti-ratéon de cabra-FITC para detectar el anticuerpo unido y estreptavidina conjugada con PE para detectar la IgG
humana biotinilada agregada unida y se incuba en hielo durante 30 minutos. Las células se lavan y se analizan por
FACS.

Los linfocitos B se tifien para detectar la presencia de FcyRIIB y CD20. Se incuban 200 pl de "capa leucoplaquetaria”
para cada muestra en hielo con 2ug de control de isotipo o los anticuerpos monoclonales, 8B5.3.4. Las células se
lavan una vez con PBS+1%BSA y se incuban con 1 pl de anticuerpo anti ratén de cabra-PE durante 30 minutos en
hielo. Las células se lavan una vez y se afiade el anticuerpo CD20-FITC (2ug) a las muestras y se incuba en hielo
durante 30 minutos. Todas las muestras se lavan con PBS+1%BSA una vez y las células se analizan por FACS.

Los PBMC humanos se tifien con los anticuerpos 8B5.3.4 e IV.3, seguido de un anticuerpo anti-ratéon de cabra
conjugado con cianina (Cy5) (tincion de dos colores usando anti-CD20 conjugado con FITC para los linfocitos B,
anti-CD14 conjugado con PE para los monicitos, anti-CD56 conjugado con PE para las células NK y anti-CD16
conjugado con PE para los granulocitos.

ENSAYO ADCC: Se marcan 4-5x10° células diana que expresan el antigeno Her2/neu (células IGROV-1 o SKBR-3)
con bis(acetoximetil) 2,2":6',2"-terpiridina-t-6"-dicarboxilato (Reactivo DELFIA BATDA, Perkin Elmer/Wallac). El
reactivo BATDA se afiade a las células y la mezcla se incuba a 37°C preferiblemente bajo 5% CO,, durante al
menos 30 minutos. Las células se lavan con un tampon fisioldgico, por ejemplo, PBS con 0,125 mM sulfinpirazol, y
medio que contiene 0,125 mM sulfinpirazol. Las células diana marcadas se afiaden a células efectoras, por ejemplo,
PBMC, para producir relaciones de efector a diana de aproximadamente 50:1, 75:1, 6 100:1. Las PBMC se aislan
poniendo en capas sangre completa en Ficoll-Hypaque (Sigma) y sedimentando a temperatura ambiente durante 30
mins a 500 g. La capa leucocitaria se recoge como efectores para ensayos ADCC basados en europio. Se usan
monocitos congelados o recién aislados elutriados (Advanced Biotechnologies, MD) como efectores con las lineas
celulares tumorales diana a una relacion efector a diana variada de 100:1 a 10:1 y la concentracion de los
anticuerpos se titula de 1-15ug/ml. Los monicitos obtenidos como preparaciones madre congeladas estimulados con
citoquinas se usan como células efectoras en ensayos ADCC. Si los monicitos congelados tienen un rendimiento
6ptimo se usaran rutinariamente, en otro caso se usaran células frescas. MDM se preparara por tratamiento con
citoquinas GM-CSF o M-CSF que se sabe que aumentan la viabilidad y diferenciacion de monocitos en cultivo. MDM
se estimularan con citoquinas y la expresion de los distintos FcyR (I, 1A, 1IB, y 1lIA) se determinara por analisis
FACS.

Las células efectoras y diana se incuban durante al menos dos horas, y hasta 16 horas, a 37°C, bajo 5% CO; en
presencia de un anticuerpo anti-tumoral, especifico para un antigeno expresado en las células diana, Her2/neu, y en
presencia o ausencia de un anticuerpo anti-FcyRIIB. Un anticuerpo 4D5 quimérico que se ha preparado por
ingenieria para contener la mutacion N297A se usa como un control negativo ya que este anticuerpo se une a las
células tumorales diana a través de su region variable. La pérdida de glicosilacion en este sitio suprime la unién de la
region Fc del anticuerpo a FcyR. La IgG1/k humana disponible comercialmente sirve como un control de isotipo para
el anticuerpo anti-FcyRIIB. Los sobrenadantes celulares se recogen y se afiaden a una disolucién acida de europio
(por ejemplo, disolucion de europio DELFIA, Perkin ElImer/Wallac). La fluorescencia de los quelatos europio-TDA
formados se cuantifica en un fluorimetro de tiempo resuelto (por ejemplo, Victor 1420, Perkin Elmer/Wallac). La
liberacion maxima (MR) y la liberacion espontanea (SR) se determinan por incubacion de las células diana con 1%
TX-100 y medio solo, respectivamente. La citotoxicidad celular independiente de anticuerpo (AICC) se mide por
incubacion de las células diana y efectoras en ausencia de anticuerpo. Cada ensayo se realiza preferiblemente en
triplicado. El porcentaje medio de lisis especifica se calcula como: Liberacion experimental (ADCC) - AICC)/(MR-SR)
x 100.

6.2.2 Caracterizacion del anticuerpo monoclonal producido a partir del clon 8b5.3.4

Unién directa del anticuerpo producido a partir del clon 8B5.3.4 a FcyRIIA y FcyRIIB: La union directa del MAb
8B5.3.4 producido a partir del clon 8B5.3.4 a FcyRIIA y FcyRIIB se compard por ensayo ELISA con placas
recubiertas con FcyRIIA y FcyRIIB (Tabla 8 y FIG. 1). El sobrenadante del cultivo del clon de hibridoma 8B5.3.4 que
contenia el MAb 8B5.3.4 se ensayo (en duplicado) para union especifica a FcyRIIA y FcyRIIB. El sobrenadante del
clon de hibridoma 8B5.3.4 tiene una afinidad significativamente mayor para FcyRIIB que para FcyRIIA, como se
indica por los valores de absorbancia mas altos respecto a los controles positivo y negativo en la Tabla 8 (FIG. 1).
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Tabla 8: Resultados de ensayo ELISA para caracterizar la union de MAb 8B5.3.4 producido por el clon de
hibridoma 8B5.3.4 a FcyRIIA y FcyRIIB. Se reportan los valores de absorbancia (en duplicado) a 650 nm para
cada muestra.

Pocillos recubiertos con CD32A Pocillos recubiertos con CD32B
0,094 2,044
8B5.3.4
0,092 2,028
0,071 0,074
Control negativo
0,065 0,078
0,340 0,332
Control positivo
0,352 0,308

Isotipado de MAb 8BS.3.4 producido a partir del clon 8B5.3.4: El isotipo del MAb 8B5.3.4 se determind por
ensayo ELISA (Tabla 9 y FIG. 2). Se ensayaron anticuerpos frente a varios isotipos indicados. Los valores de
absorbancia en la Fig. 2 muestran que los anticuerpos anti-IgG, anti-lgG1, y anti-kappa tienen la mayor reactividad
con el MAb 8B5.3.4, lo que indica que el MAb 8B5.3.4 tiene un isotipo IgG1/kappa.

Tabla 9: Resultados de ensayo ELISA para caracterizar el isotipo de MAb 8B5.3.4 producido por el clon de
hibridoma 8B5.3.4. Se reportan los valores de absorbancia a 650 nm para el isotipo de anticuerpo indicado.

Isotipo del anticuerpo Absorbancia a 650 nm
IgG 2,828
IgG3 0,165
IgM 0,105
IgG2a 0,246
lgG2b 0,213
IgG1 2,488
IgA 0,363
kappa 0,511

6.2.3 Ensayos ADCC in vivo

6.2.3.1 Actividad de los anticuerpos FcyRIIB en modelos murinos de xenoinjerto usando lineas celulares
tumorales humanas

Se utilizan ratones desnudos Balb/c hembra de seis a ocho semanas de edad (Jackson Laboratories, Bar Harbor,
ME; Taconic) para establecer los modelos de xenoinjerto de carcinoma de ovario y mama. Los ratones se estabulan
en instalaciones de bioseguridad nivel 2 para el modelo de xenoinjerto que usa las células de ovario derivadas de
ascitis y células de cancer de mama derivadas de efusion pleural como fuentes de tumores. Los ratones se ponen
en grupos de 4 para estos experimentos y se monitorizan tres veces a la semana. El peso de los ratones y el tiempo
de supervivencia se registran y los criterios para el crecimiento de tumores es distension abdominal y tumores
palpables. Los ratones que muestran signos de malestar visible o que alcanzan 5 gramos de peso tumoral se
sacrifican por eutanasia con didxido de carbono y se someten a autopsia. Los animales tratados con anticuerpo se
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ponen bajo observacién durante dos meses adicionales después del grupo control.

Establecimiento del modelo de xenoinjerto tumoral con lineas celulares tumorales. Con el fin de establecer el
modelo de xenoinjerto tumoral, se inyectan 5 x 10° células IGROV-1 o SKBR-3 viables s.c en tres ratones desnudos
hembra con concordancia de edad 9/ peso con Matrigel (Becton Dickinson). El peso estimado del tumor se calcula
por la férmula: longitud x (anchura)?/2 que no debe superar los 3 gramos. Para el paso in vivo de las células para
expansion, se aisla tumor dependiente de anclaje y las células se disocian afiadiendo 1 pg de colagenasa (Sigma)
por gramo de tumor a 37 C toda la noche.

La inyeccion de células IGROV-1 subcutaneamente da lugar a tumores con crecimiento rapido mientras la ruta
intraperitoneal induce una carcinomatosis peritoneal que mata a los ratones en 2 meses. Como las células IGROV-1
forman tumores en 5 semanas, en el dia 1 después de la inyeccion de células tumorales, se co-inyectan i.p.
monocitos como efectores junto con los anticuerpos terapéuticos ch4D5 y ch8B5.3.4 a 4 ug cada uno por gm de
peso corporal de ratén (mbw) (Tabla 10). La inyeccion inicial es seguida de inyecciones semanales de anticuerpos
durante 4-6 semanas posteriormente. Las células efectoras humanas se reponen una vez cada dos semanas. Un
grupo de ratones no recibira anticuerpo terapéutico sino que se le inyectara ch4D5 N297A e IgG1 humana como
anticuerpos de control de isotipo para el anticuerpo anti-tumoral y ch8B5.3.4, respectivamente.

Tabla 10: Resumen de los estudios de aclaramiento tumoral con anticuerpo anti-Her2neu quimérico ch4D5 y
anticuerpo anti-FcyRIIB quimérico ch8B5.3.4 (o anticuerpo anti-FcyRIIB humanizado (h8B5.3.4)) en modelo
de xenoinjerto tumoral en ratones desnudos con monocitos humanos transferidos de forma adoptiva como
efectores ADCC. MBW (peso corporal del ratén).

8 Célula |Monocitos |[ch4D5 a 4 |ch4D5 N297A a 4 |ch8B5.3.4 N297A a 4 |IgG1 humana 4
ratones/grupo |tumoral |i.p en el |ug/gm de mbw |ug/gm de mbw dia |[pg/gm de mbw dia 1 \juyg/gm de mbw
s.cdia 0 |dia 1 dia1ip 1ip i.p dia1i.p
A + - - - - -
B + + - - - -
C + + + - - -
D + + + - + -
E + + - - + -
F + + - + - +

Como se muestra en la Tabla 10, se requieren 6 grupos de 8 ratones cada uno para ensayar el papel de un
anticuerpo anti-FcyRIIB en el aclaramiento tumoral con una combinacion diana y efector, con dos combinaciones
diferentes de concentraciones de anticuerpo. Estos grupos son A) células tumorales, B) células tumorales y
monocitos, C) células tumorales, monocitos, anticuerpo anti-tumoral, ch4D5, D) células tumorales, monocitos,
anticuerpo anti-tumoral ch4D5, y un anticuerpo anti-FcyRIIB, por ejemplo, ch8B5.3.4, E) células tumorales,
monocitos, y un anticuerpo anti-FcyRIIB, por ejemplo, ch8B5.3.4, y F) células tumorales, monocitos, ch4D5 N297A, e
IgG1 humana. Pueden ensayarse varias combinaciones de concentracion de anticuerpo en esquemas similares.

Los estudios usando la linea celular de cancer de mama, SKBR-3, se llevan a cabo en paralelo con el modelo
IGROV-1 ya que las células SKBR-3 sobreexpresan Her2/neu. Esto incrementara la astringencia de la evaluacion
del papel del anticuerpo anti-FcyRIIB en el aclaramiento tumoral. Sobre la base del resultado de los estudios de
aclaramiento tumoral con las células IGROV-1, se hacen modificaciones en el disefio experimental de futuros
experimentos con otras dianas.

El punto final del modelo de xenoinjerto tumoral se determina sobre la base del tamafio de los tumores (peso de los
ratones), tiempo de supervivencia, y reporte de histologia para cada grupo en la Tabla 10. Los ratones se
monitorizan tres veces a la semana; los criterios para el crecimiento de tumores son distension abdominal y
presencia de masas palpables en la cavidad peritoneal. Se calculan las estimaciones del peso tumoral frente a los
dias después de la inoculacion. Sobre la base de estos criterios los ratones del grupo D en la Tabla 10 frente a los
demas grupos de ratones definira el papel de los anticuerpos anti-FcyRIIB en el aumento del aclaramiento tumoral.
Los ratones que muestran signos de dolor visible o que alcanzan 5 gramos de peso tumoral se sacrifican por
eutanasia con diéxido de carbono y se someten a autopsia. Los animales tratados con anticuerpo se siguen durante
dos meses después de este punto de tiempo.
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6.2.3.2 Actividad in vivo de anticuerpos FCyRIIB en modelo murino de xenoinjerto con células derivadas de
carcinoma primario de ovario y mama humano

Los tumores primarios se establecen a partir de canceres primarios de ovario y mama mediante la transferencia de
células tumorales aisladas de exudados de pacientes con carcinomatosis. Con el fin de trasladar estos estudios a la
clinica, el modelo de xenoinjerto se evallia con células tumorales derivadas de ascitis y efusion pleural de dos
pacientes con carcinoma de ovario y dos con carcinoma de mama, respectivamente. La efusion pleural, como una
fuente de células de cancer de mama, y el implante de tejido de mama maligno se han usado para establecer
modelos murinos de xenoinjerto con éxito, véase, por ejemplo, Sakakibara et al., 1996, Cancer J. Sci. Am. 2: 291.
Estos estudios determinaran la aplicacion de amplio rango del anticuerpo anti-FcyRIIB en el aclaramiento tumoral de
células primarias. El aclaramiento tumoral se ensaya usando anticuerpo anti-tumoral, ch4D5 y anticuerpo anti-
FcyRIIB, por ejemplo, ch8B5.3.4, en el modelo de ratones desnudos Balb/c con monocitos humanos transferidos de
forma adoptiva

Células tumorales primarias humanas derivadas de ascitis y efusion pleural. Se usan ascitis de pacientes con
cancer de ovario y efusiones pleurales de pacientes con cancer de mama. Las ascitis y efusiones pleurales de
pacientes pueden contener 40-50% de células tumorales y las muestras con una alta expresion de células tumorales
Her2neu+ se usaran para establecer los modelos de xenoinjerto.

Las muestras de ascitis y efusion pleural se ensayan para expresion de Her2/neu en células neoplasicas antes del
establecimiento del modelo de xenoinjerto tumoral. Se determinara el porcentaje de células neoplasicas frente a
otros subconjuntos celulares que puede influir en el establecimiento del modelo tumoral. Las ascitis y efusion pleural
de pacientes con cancer de ovario y mama, respectivamente, se analizan rutinariamente para determinar el nivel de
expresion de Her2/neu+ en las células neoplasicas. Se usa analisis FACS para determinar el porcentaje de células
neoplasicas Her2/neu+ en las muestras clinicas. Las muestras con un alto porcentaje de células neoplasicas
Her2/neu+ se seleccionan para el inicio de tumores en ratones Balb/c.

Histoquimica e inmunoquimica. La histoquimica e inmunohistoquimica se realiza en ascitis y efusion pleural de
pacientes con carcinoma de ovario para analizar las caracteristicas estructurales de la neoplasia. Los marcadores
que se monitorizan son citoqueratina (para identificar células neoplasicas y mesoteliales de ovario de células
inflamatorias y mesenquimales); calretinina (para separar células mesoteliales de neoplasicas positivas para
Her2/neu); y CD45 (para separar células inflamatorias del resto de la poblacion celular en las muestras). Los
marcadores adicionales que se seguiran incluiran CD3 (células T), CD20 (células B), CD56 (células NK), y CD14
(monocitos).

Para la tincion por inmunohistoquimica, se preparan secciones congeladas y tejidos parafinizados por técnicas
estandar. Las secciones congeladas asi como las desparafinizadas se tifien en un protocolo de tincion similar. La
peroxidasa endogena de los tejidos se inactiva sumergiendo los portaobjetos en 3% peréxido de hidrégeno y
lavando con PBS durante 5 minutos. Las secciones se bloquean y se afiade el anticuerpo primario ch4D5 en suero
de bloqueo durante 30 minutos seguido de lavado de las muestras con PBS tres veces. El anticuerpo anti-humano
secundario conjugado con biotina se afiade durante 30 minutos y los portaobjetos se lavan en PBS durante 5
minutos. El complejo avidina-Biotina peroxidasa (Vector Labs) se afiade durante 30 minutos seguido de lavado. El
color se desarrolla incubando los portaobjetos en disolucion fresca de sustrato DAB y la reaccion se para lavando
con agua del grifo. Para la tincion H y E, los portaobjetos se desparafinan y se hidratan en diferentes
concentraciones de alcohol. Los portaobjetos se lavan con agua del grifo y se ponen en hematoxilina durante 5
minutos. El exceso de tincion se elimina con acido-alcohol, seguido de amoniaco, y agua. Los portaobjetos se ponen
en eosina y se sigue de lavados con 90 a 100% alcohol para deshidratacion. Finalmente, los portaobjetos se ponen
en xileno y se montan con fijador para almacenamiento a largo plazo. En todos los casos, el porcentaje de células
tumorales se determina por tinciéon de Papanicolaou.

Tincion histoquimica. Los ascitis de dos pacientes diferentes con carcinoma de ovario se tifien con hematoxilina y
eosina (H y E) y Giemsa para analizar la presencia de células tumorales y otros tipos celulares.

Modelos murinos. Las muestras de pacientes con carcinoma de ovario se procesan sedimentando los ascitis a
6.370g durante 20 minutos a 4C, lisando las células sanguineas rojas seguido de lavado de las células con PBS.
Sobre la base del porcentaje de células tumorales Her2/neu+ en cada muestra, se seleccionan dos muestras, con
expresion media y alta, para inoculacion s.c para establecer el modelo de xenoinjerto para evaluar el papel del
anticuerpo anti-FcyRIIB en el aclaramiento de los tumores. Se ha reportado que las células tumorales representan
hasta el 40-50% del subconjunto de células de ascitis no procesados, y después de la purificacion se obtuvieron
~ 10-50 x 10° células tumorales de 2 litros de ascitis (Barker et al., 2001, Gynecol. Oncol. 82: 57-63). Las células de
ascitis aisladas se inyectan i.p. en ratones para expandir las células. Se inyectaran a aproximadamente 10 ratones
i.p. y los ascitis de cada ratéon se pasan ademas a dos ratones cada uno para obtener ascitis de un total de 20
ratones que se usan para inyectar a un grupo de 80 ratones. La efusion pleural se gestiona de manera similar a los
ascitis y se inyectan células tumorales Her2neu+ en las almohadillas mamarias superior derecha e izquierda en
matrigel. Después de la inoculacion s.c. de las células tumorales, los ratones se siguen para cambios clinicos y
anatémicos. Segun se necesite, los ratones pueden someterse a necropsia para correlacionar la carga tumoral total
con localizacién de 6rgano especifica.
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6.3 Cribado de anticuerpos monoclonales especificos de CD32B

Los anticuerpos especificos de CD32B se cribaran para reactividad, asociacién a balsas, CDC, e induccién de
apoptosis en lineas de linfoma de células B de pacientes con malignidades de células B. El aislamiento de las
células de pacientes y el cribado de reactividad se ha descrito anteriormente.

Asociacioén raft. Como una medida de la capacidad del anticuerpo de desencadenar la redistribuciéon del antigeno
en microdominios de membrana especializados, se realiza convenientemente la asociaciéon a balsas lipidicas
midiendo la cantidad de anticuerpo recuperada en la fraccion celular insoluble en detergente después de la lisis con
0,5% TX-100 a 4C (Veri et al., 2001, Mol Cell Bio 21:6939-6950; Cragg et al., 2004, Blood 103:2738-43). En un
experimento tipico, las células se recubriran en hielo con el anticuerpo de interés y se lavaran. Una alicuota se
sometera a entrecruzamiento adicional con un anticuerpo secundario apropiado. Las células sedimentadas se
someteran a fraccionamiento con detergente TX-100. Se solubilizaran muestras paralelas con glucopirandsido, un
detergente que se sabe que destruye las balsas lipidicas, o directamente con tampdn de muestra Laemmli basado
en SDS para obtener la cantidad total de anticuerpo asociado a las células. Las fracciones insolubles se analizaran
por SDS-PAGE y transferencia western. La redistribucion a balsas lipidicas con o sin entrecruzamiento adicional se
registrara por comparaciones densitométricas.

CDC. CDC se evaluara por uno de varios métodos conocidos en la técnica, tal como exclusion de yoduro de propidio
(PI) en analisis FACS SCragg et al., 2004, Blood 103:2738-43) o liberacién de radiomarcador tradicional (por ejemplo,
liberacion de *'Cr y "'In). Brevemente, las células se incubaran con cantidades tituladas de los anticuerpos de
interés durante 15 min a 37C seguido de la adicién de suero (20% concentracién final) como una fuente de
complemento y la incubacion se continta durante 5 min adicionales antes del analisis. Debido a la alta variacion del
suero humano, se usara suero de conejo Pel-Freeze como una fuente estandar de complemento. También se
preparara suero humano normal combinado AB. Cada lote de suero se ensayara en lisis de células sanguineas rojas
frente a suero de conejo como medida de calidad.

Apoptosis. La apoptosis inducida por anticuerpos anti-CD32B solubles o inmovilizados en placas se estudiara por
metodologia estandar basada en FACS usando la translocacion en la membrana de anexina V y tincion con Pl
(Cragg et al., 2004, Blood 103:2738-43) en analisis multicolor para identificar la poblacion de interés (por ejemplo,
Cy5-CD19). Brevemente, las células se trataran durante diferentes intervalos de tiempo (2 a 18 horas) con
cantidades tituladas del anticuerpo de interés en disolucion libre o inmovilizado en placas de 96 pocillos. Las células
se recuperaran por raspado suave y/o centrifugacion y se tefiiran con 1 ug/ml de FITC-anexina V mas 10 ug/ml de PI
para distinguir entre apoptosis temprana y necrosis secundaria.

6.4 Estudios de aclaramiento tumoral in vivo en modelos murinos de xenoinjerto tumoral de linfomas

La capacidad para prevenir tumores en un modelo de ratén de linfoma es un criterio importante para determinar el
potencial de un anticuerpo para continuar en estudios clinicos.

Estan disponibles varias lineas celulares de linfoma de Burkitt bien caracterizadas para uso como modelos de NHL
(Epstein et al., 1966, J Natl Cancer Inst 37:547-559; Klein et al., 1968, Cancer Res 28:1300-1310; Klein et al., 1975,
Intervirology 5:319-334; Nilsson et al., 1977, Intl J Cancer 19:337-344; Ohsugi et al., 1980, J Natl Cancer Inst 65:715-
718). A xenograft model of lymphoma formation has been established in nude mice similar to previously reported
models(Vallera et al., 2003, Cancer Biother Radiopharm 18:133-145; Vuist et al., 1989, Cancer Res 49:3783-3788).

Brevemente, la linea celular de linfoma de Burkitt, Daudi (5-‘I0x106 células), se trasplantara subcutaneamente en
una cepa de ratén nu/nu inmunodeficiente. La cepa de ratén BALB/c nu/nu se usara junto con PBMC humanos
transferidos de forma adoptiva purificados de un donante sano como células efectoras. Una poblacion de células
efectoras dominante en PBMC humano esta representada por células NK, que ejercen ADCC a través de su CD16A
(FcyRllla). También se usara una cepa de ratén nu/nu en la que el gen CD16A murino se ha inactivado y que se ha
preparado por ingenieria genética para expresar CD16A humano. Este raton nu/nu CD16A-/-huCD16Atg permite el
examen de actividad anti-tumoral en el contexto de un receptor Fc humano sin la necesidad de la transferencia
adoptiva de células humanas.

Los ratones se trataran con el anticuerpo quimerizado seleccionado inyectado i.p. en el dia 1, 4, 7, y 15. Se usara
una dosis de partida de 4 ug/g de peso corporal, pero se ensayaran dosis adicionales para establecer la potencia
relativa de los anticuerpos en este modelo. Se usaran Rituxan y Campath para comparacion. Ademas, también se
estudiara el sinergismo potencial de la terapia de combinacion con Rituxan o Campath. En estos estudios, se
monitorizaran el crecimiento tumoral y la morbilidad para comparar los grupos tratado con anticuerpo y control. Los
ratones se sacrificaran inmediatamente si estan moribundos o al finalizar los estudios. Los tumores se escindiran y
se realizara una necropsia macroscopica y microscopica. La citopatologia en secciones incluidas en parafina y la
inmunohistoquimica en secciones congeladas se realizaran para una evaluacion morfolégica e inmunoldgica del
tumor y los infiltrados celulares.
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<210>1
<211> 321
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Sintética

<220>

<221> caracteristica_misc
<223> secuencia de nucleétidos de 8B5.3.4 VL

<400> 1

gacattcaga
ctecacttgte
gatggaacta
aggttcagtg
gaagattteg

gggaccaage

<210> 2
<211> 348
<212> ADN

tgacacagte
gggcaagteca
ttaaacgcct
gcagtgagtc
caéactatta

tggagctgaa

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Sintética

<220>

<221> caracteristica_misc
<223> secuencia de nucleétidos de 8B5.3.4 VH

<400> 2
gaagtgaage
tcttgtgaag
ccagagaagg

tactatgctg
gtctacctge

ctgggecttg

<210>3

ttgaggagtc
cectbctggatct
ggcttgagtyg

agtcrgtgat

aaatgaacag

tecatecece
ggaaattagﬁ
gatctacgcc
tgggtcagat
ctgtctacaa

a

ctacttgcgg
ggttacttaa
gcatccactt
tattctctca

tattttagtt’

tggaggagge ttggtgcaac

cacttttagt gacgectgga

ggttgctgaa attagaaaca

agggaggttc accatctcaa

cttaagagct gaagacactyg gcatttatta ctgtgggget

cgctgggaga aagagtcagt
gctggektca gcagaaacca
tagattctgg tgtcécaaaa
ccatcagcag tcttgagtcet

atccgctcac gttcggtget

ctggaggatc catgaaactc

tggactgggt ccgtcagtet
aagctaaaaa tcatgcaaca

gagatgattc caaaagtagt

actactgggg ccaaggcacc actctcacag tctectceg
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180
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300
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60
120
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240
300
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<211> 107

<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Sintética

<220> )
<221> CARACTERISTICA_MISC
<223> secuencia de aminoacidos de 8B5.3.4 VL

<400> 3

Asp Ile Gln
1

Glu

Leu

Tyr

Ser

65

Glu

Thr

Arg
Ser

Ala

50

Glu

ASpP

Phe

<210> 4

<211> 116

val

Trp

is

Ala

Ser

Phe

Glvy

<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Sintética

<220> )
<221> CARACTERISTICA_MISC
<223> secuencia de aminoacidos de 8B5.3.4 VH

<400> 4

Glu Val Lys Leu Glu Glu Ser Gly Gl
1

Met

Ser

20

Leu

Ser

Gly

Ala

Ala
100

Thr
Leu
Gln
Thr
Ser
Asp

85

Gly

5

Gln

Thr

Gln

Leu

‘Asp

70

TYxr

Thr

Ser

Cys

Lys

Asp

55

Tyr

Tyr

Lys

Pro

Arg

Pro

40

Ser

Ser

Cys

Leu

ES 2599319 T3

Ser Ser

10

Ala Ser
25 '

Asp Gly
Gly Va}
Leu Thr
Leu Gin

S0

Glu Leu
105

Leu

Gln

Thyxy

Pro

Ile

75

Tyxr

Lys

Leu
Giu
Ile
Lys
60

Sex

Phe

94

Ala

Ile

Lys

45

Ser

Ser

Ala
Ser
30

Arg

Phe

Leu

TyT

Leu
15

Giy
Leu
Ser

Glu

Pro
95

Gly

Tyr

Ile

Gly

Ser

80

Leu

y Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly
10 15
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65

val Tyr
TYr Cys

Thr val

<210>5
<211>11

LyYs

Asp
35

Ile

Ile

Leu

Gly

Ser
115

<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Sintética

<220>

Leu Ser
20
Trp Val

Arg Asn

Gly Arg

Gln Met -

85

Ala Leu
100

Ser

Cys

Arg

Lys

Phe

70

hAsn

Gly

Glu

Gln

Ala

55

Thr

Ser

Leu

<221> CARACTERISTICA MISC
<223> secuencia de aminoacidos de 8B5.3.4 VL (CDR1)

<400> 5

<210>6
<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Sintética

<220>

5

Arg Ala Ser Gln Glu
1

<221> CARACTERISTICA_MISC
<223> secuencia de aminoacidos de 8B5.3.4 VL (CDR2)

<400> 6

Ala Ala Ser Thr Leu Asp Ser

1

<210>7
<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Sintética

<220>

5

<221> CARACTERISTICA_MISC
<223> secuencia de aminoacidos de 8B5.3.4 VL (CDR3)

‘Ala

Ser

40

Lys

Ile

Leu

AsSp

ES 2599319 T3

Ser Gly
25

Pro Glu

Asn His

Ser Arg

Arg Ala
90

Tyr Trp
105

Phe Thr
Lys ély
Ala Thr
Asp Asp
75

Glu Asp

Gly Gln

Ile Ser Gly Tyr Leu. Ser
: : 10

95

Phe

Leu

45

Tyxr

Ser

Thr

Gly

Ser
30

Glu

Tyr

Lys

Gly

Thr
110

Asp
Trp
Ala
Ser
Ile

95

Thr

Ala

Val

Glu

‘Ser

8Q

Tyr

Leu
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<400>7

Leu Gin Tyr Phe Ser Tyr Pro Leu Thr
1 5

<210> 8

<211>5

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<220> ,
<221> CARACTERISTICA_MISC

<223> secuencia de aminoacidos de 8B5.3.4 VH (CDR1)
<400> 8

Asp Ala Trp Met Asp
1 5

<210>9

<211>19

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<220> )
<221> CARACTERISTICA_MISC
<223> secuencia de aminoacidos de 8B5.3.4 VH (CDR2)

<400> 9

Glu Ile Arg Asn Lys Ala Lys Asn His Ala Thr Tyr Tyr Ala Glu Ser

1 5 10

val Ile Gly

<210> 10

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<220> )
<221> CARACTERISTICA_MISC
<223> secuencia de aminoacidos de 8B5.3.4 VH (CDR3)

<400> 10

Gly Ala Leu Gly Leu Asp Tyr
1 5

<210> 11

<211>5

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
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<223> Sintética

<220> )
<221> CARACTERISTICA_MISC
<223> Proteina de fusion - secuencia parcial

<400> 11

Ala Pro Ser Ser Ser
1 5

<210> 12

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<220> )
<221> CARACTERISTICA_MISC
<223> Proteina de fusion - secuencia parcial

<400> 12

Val Pro Ser Met Gly Ser Ser Ser
1 5
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REIVINDICACIONES

1. Un anticuerpo aislado, o un fragmento de unién a antigeno de éste, en el que dicho anticuerpo aislado o dicho
fragmento de union a antigeno se une especificamente al dominio extracelular de FcyRIIB humano nativo con mayor
afinidad de la que dicho anticuerpo o dicho fragmento de unién a antigeno se une a FcyRIIA humano nativo, y en el
que:

i) dicho anticuerpo es anticuerpo 8B5.3.4 producido por una linea celular de hibridoma que tiene el nimero de
acceso ATCC PTA-7610; o

ii) dicho anticuerpo o dicho fragmento de unién a antigeno comprende un dominio variable de cadena pesada que
tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 4 y un dominio variable de cadena ligera que tiene la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO: 3; o

i) dicho anticuerpo o dicho fragmento de unién a antigeno comprende las seis CDR del anticuerpo producido por el
clon de hibridoma 8B5.3.4 que tiene el numero de acceso ATCC PTA-7610, teniendo dichas seis CDR la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NOs: 5-10, en el que dicho anticuerpo o dicho fragmento de unién a antigeno se une al
mismo epitopo de FcyRIIB que el reconocido por el anticuerpo producido por el clon de hibridoma 8B5.3.4 que tiene
el numero de acceso ATCC PTA-7610 y compite con dicho anticuerpo 8B5.3.4 para la union a FcyRIIB humano
nativo, y en el que dicho anticuerpo o dicho fragmento de unién a antigeno tiene una constante de disociacion Kg
(Kdisoo/Kasoc) de menos de 5 x 10 M seguin se determina por resonancia de plasmén superficial.

2. Un anticuerpo o fragmento de unidn a antigeno de éste de la reivindicacion 1, en el que dicho anticuerpo o dicho
fragmento de union a antigeno comprende las seis CDR del anticuerpo producido por el clon de hibridoma 8B5.3.4
que tiene el nimero de acceso ATCC PTA-7610, teniendo dichas seis CDR las secuencias de aminoacidos de SEQ
ID NOs: 5-10, en el que dicho anticuerpo o dicho fragmento de unién a antigeno se une al mismo epitopo de FcyRIIB
que el reconocido por el anticuerpo producido por el clon de hibridoma 8B5.3.4 que tiene el nimero de acceso ATCC
PTA-7610 y compite con dicho anticuerpo 8B5.3.4 para la union a FcyRIIB humano nativo, y en el que dicho
anticuerpo o dicho fragmento de union a antigeno tiene una constante de disociacion Ky (Kaisoo/Kasoc) d& menos de
5x10°M segun se determina por resonancia de plasmon superficial.

3. El anticuerpo o fragmento de unién a antigeno de éste de la reivindicacion 1, en el que dicho anticuerpo es el
anticuerpo 8B5.3.4 producido por la linea celular de hibridoma que tiene el nimero de acceso ATCC PTA-7610.

4. El anticuerpo o fragmento de unién a antigeno de éste de la reivindicacion 1 o reivindicacion 2, en el que dicho
anticuerpo es un anticuerpo humano, un anticuerpo monoclonal, un anticuerpo de cadena Unica, un anticuerpo
biespecifico, o es una forma humanizada de dicho anticuerpo 8B5.3.4.

5. El anticuerpo o fragmento de unién a antigeno de éste de la reivindicacion 1 que comprende un dominio variable
de cadena pesada que tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 4 y un dominio variable de cadena ligera
que tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 3.

6. El anticuerpo o fragmento de union a antigeno de éste de la reivindicaciéon 1 o reivindicacion 2 que tiene un
dominio Fc que comprende al menos una modificacién en el dominio Fc de la cadena pesada.

7. El anticuerpo o fragmento de unidn a antigeno de éste de la reivindicacion 6, en el que el dominio Fc de la cadena
pesada del anticuerpo comprende al menos una sustitucién de aminoacido en la posiciéon 240, 243, 247, 255, 270,
292, 300, 305, 316, 370, 392, 396, 416, 419, 6 421 con otro aminoacido en esa posicion.

8. El anticuerpo de la reivindicacion 7, en el que el dominio Fc de la cadena pesada del anticuerpo tiene una leucina
en la posicidon 243, una prolina en la posicién 292, una leucina en la posicién 300, una isoleucina en la posicion 305,
y una leucina en la posicion 396.

9. El fragmento de anticuerpo de la reivindicacion 1 o reivindicacion 2, que es un fragmento F(ab')2 o un fragmento
F(ab).

10. El anticuerpo o fragmento de unién a antigeno de éste de una cualquiera de las reivindicaciones 1-9, en el que
dicho anticuerpo o dicho fragmento de union a antigeno esta unido de forma operativa a un polipéptido heterélogo o
esta conjugado con un agente terapéutico.

11. El anticuerpo o fragmento de unién a antigeno de éste de la reivindicacion 10, en el que el agente terapéutico es:
(A) un anticuerpo que se une inmunoespecificamente a un receptor de la superficie celular distinto de FcyRIIB;

o}

(B) un anticuerpo que se une inmunoespecificamente a un antigeno asociado a tumor.

12. El anticuerpo o fragmento de unién a antigeno de éste de la reivindicacion 1 que reduce la unién de un Ig-Fc a
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FcyRIIB.

13. Una composicion farmacéutica que comprende (i) una cantidad terapéuticamente efectiva del anticuerpo aislado
o fragmento de unién a antigeno de éste de una cualquiera de las reivindicaciones 1-12; y (ii) un vehiculo
farmacéuticamente aceptable.

14. La composicion farmacéutica de la reivindicacion 13, que comprende ademas un agente adicional seleccionado
del grupo que consiste en un agente quimioterapéutico, un agente terapéutico de radiacién, un agente terapéutico
hormonal, un agente inmunoterapéutico, un agente anti-inflamatorio, y un agente inmunomodulador.
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Figura 1
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Figura 2
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Figura 3

Secuencia de nucleotidos/aminoacidos de 8B5.3.4 VL

gac att cag atg aca cag tct cca tec tec cta ctt geg geg ctg gga
Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser lLeu Leu Ala Ala Leu Gly
1 5 10 15
— CDR
gaa aga gtc agt ctc act tgt cqg gca agt cag gaa att agt ggt tac
Glu Arg Val Ser Leu Thr Cys Arg Rla Ser Gln Glu Ile Ser Gly Tyr
20 25 30

tta agc tgg ctt cag cag aaa cca gat gga act att aaa cgc ctg atc
Leu Ser Trp Leu Gln Gln Lys Pro Asp Gly Thr Ile Lys Arg Leu Ile
35 40 45
r CDR2 i |
tac gec gea tee act tta gat tet ggt gtc cca aaa agg ttc agt ggc
Tyr Ala Ala Ser Thr Leu Asp Ser Gly Val Pro Lys Arg Phe Ser Gly
50 55 | 60

agt gag tct ggg tea gat tat tct cte acc atc age agt ctt gag tet

Ser Glu Ser Gly Ser Asp Tyr Ser Leu Thr Ile Ser Ser Leu Glu Ser

65 10 15 80

COR3

gaa gat ttt gca gac tat tac tgt cta caa tat ttt agt tat ccg ctc

Glu Asp Phe Ala Asp Tyr Tyr Cys Leu Gln Tyr Phe Ser Tyr Pro Leu
85 90 95

;;;]ttc ggt gct ggg acc aag ctq gag ctg aaa
Thr Phe Gly Ala Gly Thr Lys Leu Glu Leu Lys
100 105

102

48

96

144

192

240

288

321
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Figura 4

Secuencia de nucledtidos/aminoacidos de 8B5.3.4 VH

gaa gtg aag ctt gag gag tct gga gga ggc ttg gtg caa cct gga gga

Glu Val Lys Leu Glu Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly
1 5 10 15

tcc atg aaa ctc tct tgt gaa gec tet gga tte act ttt agt gac gec
Ser Met Lys Leu Ser Cys Glu Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Asp Ala
20 25 30

-—-CDHJ--1

tgg atg gac tgg gtc cgt cag tct cca gag aag ggg ctt gag tgg gtt

Trp Met Asp Trp Val arg Gln Ser Pro Glu Lys Gly Leu Glu Trp Val

35 40 45

— ' CDR2 .

gct gaa att aga aac aaa gct aaa aat cat gca aca tac tat get gag

Ala Glu Ile Arg Asn Lys Ala Lys Asn His Ala Thr Tyr Tyr Ala Glu
50 55 60

%
tct gtg ata ggg agg ttc acc atc tca aga gat gat tcc aaa agt agt
Ser Val Ile Gly Arg Fhe Thr Ile Ser Arg Asp Asp Ser Lys Ser Ser
65 10 15 80

gtc tac ctg caa atg aac agc tta aga gct gaa gac act ggc att tat
Val Tyr Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Gly Ile Tyr
85 90 95
i (DR3 |
tac tgt ggg gct ctg ggc ctt gac tac tgg ggc caa gge ace act cte
Tyr Cys Gly Ala Leu Gly Leu Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Thr Leu
100 105 110

aca gtc tec teg
Thr Val Ser Ser
115

103

48

96

144

192

240

288

336
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