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DESCRIPCION
Anticuerpos de IgE anti-HMW-MAA
Campo

La presente invencion se refiere al campo de los anticuerpos, y en particular a los anticuerpos terapéuticos para el
tratamiento del cancer, especialmente el cancer de piel.

Antecedentes

El melanoma maligno es una forma inmunégena, sumamente agresiva y muy letal de cancer de piel. Es el cancer
mas frecuente en el grupo de edad de 17-34 afos, pero afecta a personas de todas las edades, y por lo tanto tiene
un impacto socioeconémico significativo para los pacientes y sus familias. Las tasas de melanoma han estado
creciendo un 5% al afio, mas rapido que cualquier otro cancer en el R.U. [1]. Aunque las lesiones cutaneas
diagnosticadas se pueden extirpar inicialmente mediante intervencion quirirgica, desafortunadamente se dan
metastasis cutaneas y distales en un 20% de los pacientes tratados en un principio con una enfermedad local. Los
pacientes con metastasis distales en nddulos linfaticos y otras localizaciones tienen un prondstico poco prometedor,
y esto se debe parcialmente a la carencia de tratamientos eficaces para esta cohorte.

El melanoma ha representado un desafio importante en numerosos intentos de terapia selectiva, y por lo tanto se
necesitan urgentemente tratamientos eficaces para los pacientes de esta enfermedad. La aprobacion reciente del
anticuerpo monoclonal ipilimumab (dirigido al bloqueo de CTLA4 para aumentar la activacion de las células T) para
el tratamiento del melanoma da mérito a la idea de que la activacion de las respuestas inmunitarias con anticuerpos
puede tener importancia terapéutica, y ha renovado el interés en el campo de las terapias con anticuerpos para el
tratamiento de tumores desafiantes tales como el melanoma [2-4]. A pesar del éxito parcial y la promesa de diversas
estrategias inmunoterapéuticas, que incluyen anticuerpos, en la actualidad no existen terapias prometedoras con
anticuerpos que se dirijan directamente a antigenos de la superficie de las células de melanoma.

Los anticuerpos terapéuticos complementan en la actualidad los tratamientos convencionales de varias
enfermedades malignas, pero casi todos los agentes desarrollados actualmente se basan solamente en una de las
nueve clases de anticuerpos humanos, concretamente 1gG+, la clase de anticuerpo mas abundante en la sangre [5].
El sistema inmunitario humano despliega de manera natural nueve clases y subclases de anticuerpos (IgM, IgD,
IgG1-4, IgA1, IgA2 e IgE) para llevar a cabo la vigilancia inmunitaria y para mediar en la destruccion de patégenos
en los diferentes compartimentos anatémicos. Aunque solamente se ha aplicado la IgG (con mas frecuencia I1gG1)
en la inmunoterapia del cancer.

Una razén puede ser que los anticuerpos de IgG (en particular IgG1) constituyen la mayor fraccion de anticuerpos
circulantes en la sangre humana. La eleccion de la clase de anticuerpo también se basa en un trabajo pionero de
finales de los afios 80, que comparaba un panel de anticuerpos quiméricos de la misma especificidad, cada uno con
regiones Fc que pertenecian a una de las nueve clases y subclases de anticuerpos [6]. Los anticuerpos se
estudiaron con respecto a su capacidad de unirse al complemento y su potencia en la mediacion en la hemolisis y la
citotoxicidad de las células objetivo que expresaban el antigeno en presencia del complemento. La IgG1 en
combinacién con las células mononucleares de sangre periférica (PBMC) humanas fue la subclase de IgG mas
eficaz en la destruccion de células dependiente del complemento in vitro, mientras los anticuerpos de IgA e IgE
fueron completamente inertes.

Los ensayos clinicos posteriores con anticuerpos que reconocian el marcador de células B CD20 apoyaron la
deduccion de que IgG1 seria la subclase mas adecuada para la inmunoterapia de pacientes con neoplasias
malignas de las células B, tales como el linfoma no Hodgkin [7]. Desde esos estudios, las comparaciones de los
efectos anti-tumorales mediante diferente clases de anticuerpos se han limitado a IgG e IgM en los modelos murinos
y en pacientes con neoplasias malignas linfoides, mientras se ha demostrado que IgA media en la ADCC in vitro e in
vivo en modelos de linfoma en ratén [8-12]. Los anticuerpos de IgA e IgE, por otra parte, nunca se han ensayado en
pacientes de cancer.

Ahora se sabe que la muerte de células tumorales mediada por el complemento es solamente uno de varios
mecanismos mediante los cuales los anticuerpos pueden mediar en la restriccion del crecimiento tumoral [13]. Los
mecanismos conocidos incluyen involucrar a moléculas efectoras inmunitarias por medio de sus regiones Fc para
inducir la destruccion mediada por células inmunitarias de las células seleccionadas como objetivo mediante la
citotoxicidad mediada por células dependiente de anticuerpos (ADCC) y la fagocitosis (ADCP). Los anticuerpos
también pueden actuar directamente sobre las células tumorales para inhibir las rutas de sefalizacion del
crecimiento, inducir la apoptosis, restringir la proliferaciéon y la diferenciacion celular de las células tumorales, o
bloquear la adhesién y migracion de las células tumorales. Algunos anticuerpos se desarrollan para que reconozcan
objetivos asociados a la vasculatura asociada a tumores para privar a los tumores de nutrientes vitales transportados
por medio del riego sanguineo, mientras otros atacan objetivos regulatorios inmunitarios (p.ej. CTLA-4 y PD-1R) para
aumentar la activacion de las células T y superar los elementos inmunosupresores de la respuesta inmunitaria [14,
15, 3]. También se ha concentrado un esfuerzo exhaustivo en el disefio de conjugados de anticuerpos para
administrar cargas toxicas en forma de enzimas activadoras de farmacos, citocinas o radionuclidos a los tumores
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[16]. También se estan ideando muiltiples aproximaciones de modificacion de anticuerpos para mejorar agentes
terapéuticos validados, tales como trastuzumab, con el objetivo principal de optimizar la especificidad/afinidad hacia
el antigeno y las funciones efectoras de los anticuerpos de IgG [17].

Karagiannis et al (Brit. J. Derm., 2011, vol. 164. n° 4, 922) informa que un anticuerpo humano (IgE) con especificidad
hacia HMW-MAA media en la citotoxicidad dependiente de anticuerpos (ADCC) contra células cancerosas.

El documento W02006100582 describe el anticuerpo monoclonal anti-HMW-MAA 225.28S.

El documento US20082260635 describe una terapia eficaz de xenoinjertos de cancer de mama en ratones mediante
el uso del anticuerpo anti-HMW-MAA 11BD-2E11-2.

Karagiannis et al (J. Imm., 2007, vol. 179, n° 5, paginas 2832-2843) informa que la inmunoterapia dependiente de
anticuerpos de IgE de tumores soélidos mediante el uso del Ab quimérico de IgE MOv18 contra la proteina de unién
de folato superoé en gran medida a la IgG1 analoga en la promocién de la supervivencia.

Por lo tanto, todavia existe la necesidad de anticuerpos terapéuticos mejorados, en particular para el tratamiento de
enfermedades neoplasicas tales como el cancer de piel. En particular, existe la necesidad de anticuerpos que tengan
funciones efectoras mejoradas en comparacion con los anticuerpos de IgG, lo que puede conducir a un resultado
clinico mejorado en el tratamiento del cancer, especialmente del cancer de piel.

Sumario
La materia de la invencion se define mediante las reivindicaciones adjuntas.

Por lo tanto, en un aspecto, la presente descripcion proporciona un anticuerpo o un fragmento funcional del mismo,
en el que el anticuerpo o el fragmento funcional del mismo es capaz de unirse de manera especifica al antigeno
asociado a melanoma de peso molecular elevado (HMW-MAA), y unirse a un receptor de Fce.

En una realizacion, el anticuerpo es del isotipo IgE. Por ejemplo, el anticuerpo o fragmento funcional del mismo
puede comprender uno o mas dominios constantes de la cadena pesada seleccionados de Ce1, Ce2, Ce3 y Ce4.
Preferiblemente, el anticuerpo comprende una cadena pesada €. Asi, en un aspecto adicional, la presente
descripcion proporciona un anticuerpo de inmunoglobulina E que se une de manera especifica al antigeno asociado
al tumor, el antigeno asociado a melanoma de peso molecular elevado (HMW-MAA).

En otra realizacion, el anticuerpo comprende una o mas regiones variables capaces de unirse de manera especifica
a HMW-MAA, y una o mas regiones constantes capaces de unirse a un receptor de Fce. En realizaciones
especificas, el anticuerpo es un anticuerpo quimérico, un anticuerpo humanizado o un anticuerpo humano.

En una realizacion, el anticuerpo comprende uno o mas dominios variables derivados de un isotipo de
inmunoglobulina distinto de IgE (p.ej., IgA, IgD, IgG o IgM, por ejemplo IgG1), y uno o mas dominios constantes
derivados de una inmunoglobulina del isotipo IgE.

En otra realizacion, el anticuerpo comprende una o mas regiones determinantes de la complementariedad (CDRs)
derivadas de un isotipo de inmunoglobulina distinto de IgE (p.ej. IgA, IgD, IgG o IgM, por ejemplo IgG1), y una o mas
regiones estructurales y/o dominios constantes derivados de una inmunoglobulina del isotipo IgE.

Por ejemplo, el anticuerpo puede comprender uno o mas dominios variables o regiones determinantes de la
complementariedad (CDRs) derivadas de una IgG, p.ej. IgG1.

En una realizacion, los dominios variables o las CDRs derivan de una primera especie de mamifero, y las regiones
estructurales y/o los dominios constantes derivan de una segunda especie de mamifero diferente de la primera
especie de mamifero. En una realizacion, las regiones variables o CDRs derivan de una especie no humana, p.ej. un
raton. En una realizacién alternativa, las regiones variables o CDRs derivan de una secuencia humana.
Preferiblemente, las regiones estructurales y/o los dominios constantes son humanos.

En un aspecto adicional, la descripcion proporciona una composicion farmacéutica que comprende un anticuerpo o
fragmento funcional del mismo como se definié anteriormente, y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

En otro aspecto, la descripcion proporciona un método para tratar a un sujeto que padece cancer, que comprende
administrar al sujeto una cantidad terapéuticamente eficaz de un anticuerpo o fragmento funcional del mismo o una
composicion farmacéutica como se definié anteriormente.

En otro aspecto, se proporciona el uso de un anticuerpo o fragmento funcional del mismo o una composicion
farmacéutica como se definié anteriormente, para la preparacién de un medicamento para el tratamiento del cancer.

En otro aspecto, se proporciona un anticuerpo o fragmento funcional del mismo o una composicidon farmacéutica
como se definié anteriormente, para el uso en el tratamiento del cancer.
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Preferiblemente, el cancer expresa HMW-MAA. En las realizaciones especificas, el cancer puede ser cancer de piel,
cancer de mama, carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello, cancer de prostata, cancer ovarico, cancer
de colon, glioma, cancer de estbmago o cancer pancreatico. En una realizacion preferida, el cancer es melanoma
maligno.

En otro aspecto, la descripcion proporciona una molécula de acido nucleico que codifica el anticuerpo o fragmento
funcional del mismo como se definié anteriormente. También se proporciona un vector de expresién que comprende
la molécula de acido nucleico unida de forma operable a un promotor, y una célula hospedadora transformada con el
vector de expresion.

Breve descripcion de los dibujos

Figura 1: A: Representaciones esquematicas del disefio de vectores de la cadena pesada y ligera para la clonacion
de expresion de anticuerpos de IgG e IgE. B: Representacion esquematica del disefio de anticuerpos de IgE e IgG1
de la misma especificidad: las cadenas pesadas y ligeras variables de IgG+ (izquierda, regiones indicadas con
asteriscos) se insertaron en las regiones de la cadena pesada ¢ de IgE, y la cadena pesada € se combin6 con la
cadena ligera k para producir el anticuerpo de IgE correspondiente (derecha). Los sitios de glicosilacion se
representan mediante circulos negros.

Figura 2: Caracterizacion de los anticuerpos modificados de IgE (panel superior) e IgG1 (panel inferior) especificos
del antigeno de melanoma HMW-MAA. La electroforesis en gel de SDS-poliacrilamida nativa (izquierda) y reducida
(medio) de los productos proteicos de IgE (superior) e IgG4 (inferior) hacia HMW-MAA, comparado con los
anticuerpos quiméricos caracterizados previamente de IgE e IgG1 MOv18. Derecha: Perfiles de elucién de los
anticuerpos purificados en columna de afinidad mediante analisis de cromatografia de exclusién por tamafio.

Figura 3: Histogramas de citometria de flujo que muestran la union HMW-MAA-IgE. A: Union de la IgE quimérica a
células tumorales de melanoma A375 (izquierda) pero no a melanocitos (derecha). B: Unién de IgE a células
monociticas U937 (izquierda) y a melanocitos primarios (derecha). La unién del anticuerpo se detectdé mediante el
uso de un anticuerpo de cabra anti-IgE humana-FITC. C: Histogramas de citometria de flujo que muestran la unién
HMW-MAA-IgG a células tumorales de melanoma A375 (izquierda) y células monociticas U937 (derecha). La union
del anticuerpo se detectd mediante el uso de un anticuerpo de cabra anti-lgG humana-FITC.

Figura 4: Especificidad de unién de anticuerpos de IgE e IgG1 hacia HMW-MAA a células tumorales de melanoma
A375 frente a anticuerpos de IgE e IgG1 especificos de un hapteno de control de isotipo. Los anticuerpos unidos a
las células tumorales se detectaron mediante el uso de un anticuerpo de cabra anti-IgE humana-FITC. Las imagenes
se capturaron mediante el uso de un objetivo de 63x de inmersién en aceite. Barra de escala = 20 pm.

Figura 5: La IgE hacia HMW-MAA estimula la desgranulacion funcional detectada (tal como se mide mediante la
liberacion de B-hexosaminidasa) de células RBL SX-38 tras el entrecruzamiento con un anticuerpo policlonal anti-IgE
humana (A). Los ensayos de viabilidad celular con MTS exploraron los efectos directos potenciales de los
anticuerpos anti-HMW-MAA sobre la proliferacion de células tumorales de melanoma (B). Los efectos sobre la
proliferacion se compararon con los de trastuzumab (IgG+), que se sabe que reduce la proliferacion de las células
tumorales.

Figura 6: Los ensayos de ADCC/ADCP confirmaron que la IgG+ (izquierda) e IgE (derecha) anti-HMW-MAA actuaron
como mediadores en niveles significativos de ADCP y ADCC, respectivamente, de células tumorales A375 mediante
células monociticas (n=5; * p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ns: p>0,05).

Figura 7: Analisis inmunohistoquimico de un modelo de tumor subcutaneo de células de melanoma A375
metastasicas, con marcaje de la expresion del marcador de melanoma HMW-MAA (izquierda) y del anticuerpo de
control de isotipo de IgG de raton (derecha). Las imagenes se capturaron mediante el uso de un objetivo de 10x.

Figura 8: Ensayo de anticuerpos modificados mediante el uso del modelo de tumor de melanoma subcutaneo. A:
Monitorizacion del crecimiento subcutaneo (mm3) de tumores de melanoma en diferentes puntos de tiempo tras la
exposicion al tumor (n=7). B: Medidas de la masa tumoral (mg) al final del estudio (30 dias) para cada grupo de
tratamiento.

Figura 9: La IgE y las células inmunitarias humanas se incorporan a las lesiones de melanoma de ratones tratados
con IgE especifica del antigeno de melanoma, pero no a las lesiones de animales tratados con un anticuerpo
quimérico inespecifico.

Figura 10: Secuencia de aminoacidos de HMW-MAA humano (SEQ ID N°:1).
Figura 11: Secuencia de acido nucleico que codifica HMW-MAA humano (SEQ ID N°:2).

Figura 12: Secuencia de acido nucleico (SEQ ID N°:3) que codifica la region variable de la cadena pesada (V4) de
scFv (225.28S), como se publicé previamente en Neri D, et al. (1996), Recombinant anti-human melanoma
antibodies are versatile molecules, J Invest Dermatol 107: 164-170.
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Figura 13: Secuencia de aminoacidos (SEQ ID N°4) de la region variable de la cadena pesada (Vn) de scFv
(225.28S), como se publico previamente en Neri D, et al. (1996) anteriormente mencionado.

Figura 14: Secuencia de acido nucleico (SEQ ID N°:5) que codifica la region variable de la cadena ligera (Vk) de
scFv (225.28S), como se publicd previamente en Neri D, et al. (1996) anteriormente mencionado.

Figura 15: Secuencia de aminoacidos (SEQ ID N°6) de la regién variable de la cadena ligera (Vk) de scFv
(225.28S), como se publico previamente en Neri D, et al. (1996) anteriormente mencionado.

Figura 16: Secuencia de aminoacidos (SEQ ID N°:7) de la cadena pesada (¢) del anticuerpo de IgE anti-HMW-MAA
quimérico, como se describe en el Ejemplo mas adelante. Negrita: Region variable (derivada de scFv (225.28S).
Subrayado: Regién constante (region constante € humana).

Figura 17: Secuencia de aminoacidos (SEQ ID N°:8) de la cadena ligera (k) del anticuerpo de IgE anti-HMW-MAA
quimérico, como se describe en el Ejemplo mas adelante. Negrita: Region variable (derivada de scFv (225.28S).
Subrayado: Regién constante (region constante kK humana).

Figura 18: Secuencia de acido nucleico (SEQ ID N°:9) que codifica la cadena pesada (€) del anticuerpo de IgE anti-
HMW-MAA quimérico, como se describe en el Ejemplo mas adelante. Negrita: Parte que codifica la region variable
(derivada de scFv (225.28S). Subrayado: Parte que codifica la region constante (regién constante € humana).

Figura 19: Secuencia de acido nucleico (SEQ ID N°:10) que codifica la cadena ligera (k) del anticuerpo de IgE anti-
HMW-MAA quimérico, como se describe en el Ejemplo mas adelante. Negrita: Parte que codifica la region variable
(derivada de scFv (225.28S). Subrayado: Parte que codifica la region constante (region constante k humana).

Figura 20: Secuencia de acido nucleico (SEQ ID N°11) que comprende optimizaciones de codones humanos, que
codifica la region variable de la cadena pesada (V) del anticuerpo de IgE anti-HMW-MAA quimérico, como se
describe en el Ejemplo mas adelante.

Figura 21: Secuencia de acido nucleico (SEQ ID N°12) que comprende optimizaciones de codones humanos, que
codifica la region variable de la cadena ligera (Vk) del anticuerpo de IgE anti-HMW-MAA quimérico, como se
describe en el Ejemplo mas adelante.

Figura 22: Secuencias de acido nucleico que codifican los dominios constantes de la cadena pesada (g) de
inmunoglobulina humana, como se describen en la base de datos del NCBI, niumero de acceso L00022.1. A: CH)1
(SEQ ID N°:13); B: CH)2 (SEQ ID N°:14); C: CH()3 (SEQ ID N°:15); D: CH(4 (SEQ ID N°:16).

Figura 23: Secuencia de acido nucleico que codifica el dominio constante de la cadena ligera (k) humana (SEQ ID
N°:17).

Figura 24: Localizacion de las CDR vy las regiones estructurales dentro del dominio variable de la cadena pesada
(VH) presentes en el mAb 225.28s y los anticuerpos de IgE anti-HMW-MAA quiméricos.

Figura 25: Localizacion de las CDR y las regiones estructurales dentro del dominio variable de la cadena ligera (VL)
presentes en el mAb 225.28s y los anticuerpos de IgE anti-HMW-MAA quiméricos.

Descripcion detallada
Antigeno asociado a melanoma de peso molecular elevado (HMW-MAA)

Los anticuerpos para el uso segun la presente invencion se unen al antigeno asociado a melanoma de peso
molecular elevado (HMW-MAA). HMW-MAA también se conoce como proteoglicano de sulfato de condroitina
asociado a melanoma (MCSP), "proteoglicano de melanoma humano" (HMP), "antigeno de proteoglicano asociado a
melanoma" (MPG) y "proteoglicano de sulfato de condroitina de melanoma" (mel-CSPG). HMW-MAA también se
conoce como CSPG4. HMW-MAA es un proteoglicano de sulfato de condroitina asociado a melanoma humano que
desempefia un papel en la estabilizacion de las interacciones célula-sustrato durante los sucesos tempranos de
diseminacion de células de melanoma en las membranas basales endoteliales.

Asi, HMW-MAA representa un proteoglicano de sulfato de condroitina de membrana integral expresado por las
células de melanoma maligno humano. In vivo, esta presente en una molécula que consiste en dos glicopolipéptidos
asociados de manera no covalente. Uno tiene un peso molecular aparente de 280 K, y el otro tiene un peso
molecular aparente mayor de 440 K.

HMW-MAA se sintetiza y se expresa en las células de melanoma humano (Spiro, R. C. et al. F. Biol. Chem.
264:1779 (1989); Esko, J. D., et al., Science 241:1092, 1988). Los proteoglicanos son glicoproteinas con cadenas de
polisacarido glicosaminoglicano (GAG) unidas de manera covalente al residuo de serina de su nucleo. La proteina
del nudcleo de HMW-MAA se traduce inicialmente como un precursor con una masa molecular de 240 K con
oligosacaridos unidos en N de asparagina del tipo de contenido elevado de manosa.
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En una realizacion, HMW-MAA tiene la secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID N°1. La secuencia de
aminoacidos de HMW-MAA también se describe en la base de datos del NCBI, n° de acceso NP_001888.2 y la
entrada de SwissProt n® Q6UVKA1.

En una realizaciéon, HMW-MAA esta codificado mediante una secuencia de acido nucleico como se muestra en SEQ
ID N°:2. La secuencia de acido nucleico que codifica HMW-MAA también se describe en la base de datos del NCBI,
n° de acceso NM_001897 4.

Los anticuerpos descritos en la presente memoria se unen de manera especifica a HMW-MAA. Por ejemplo, los
anticuerpos se pueden unir (p.ej. por medio de el/los sitio(s) de union especifica al antigeno o paratopos del
anticuerpo, que estan presentes en las regiones variables) a un epitopo antigénico presente en la proteina HMW-
MAA. En general, el anticuerpo se puede unir a HMW-MAA con una afinidad elevada, p.ej. con una constante de
disociacion (Kq) menor de 1 uM, preferiblemente menor de 1 nM. Preferiblemente, el anticuerpo se une de manera
especifica a HMW-MAA y no se une significativamente a antigenos no relacionados.

La afinidad de unién del anticuerpo hacia HMW-MAA se puede calcular mediante el uso de métodos habituales, p.ej.
basados en el método de Scatchard como se describi®é en Frankel et al., Mol. Immunol., 16:101-106, 1979. La
afinidad de unién se puede medir también calculando la velocidad de disociacién antigeno/anticuerpo, mediante un
radioinmunoensayo competitivo, mediante un ensayo de inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA), o mediante
resonancia de plasmones superficiales.

Anticuerpos

Los anticuerpos son ligandos polipeptidicos que comprenden al menos una region variable de inmunoglobulina de
cadena ligera o cadena pesada que reconoce y se une de manera especifica a un epitopo de un antigeno, tal como
HMW-MAA, o un fragmento del mismo. Los anticuerpos estan compuestos en general de una cadena pesada y
ligera, cada una de las cuales tiene una region variable, denominada regién pesada variable (VH) y region ligera
variable (VL). Juntas, la region VH y la region VL son responsables de la unién al antigeno reconocido por el
anticuerpo.

Los anticuerpos incluyen las inmunoglobulinas intactas y las variantes y porciones de anticuerpos bien conocidos en
la técnica, con tal de que tales fragmentos sean capaces de unirse al receptor de Fce. Los anticuerpos también
incluyen formas genéticamente modificadas, tales como anticuerpos quiméricos, humanizados (por ejemplo,
anticuerpos humanizados con secuencias murinas contenidas en las regiones variables) o humanos, anticuerpos
heteroconjugados (tales como anticuerpos biespecificos), p.ej. como se describié en Kuby, J., Immunology, 32 Ed.,
W.H. Freeman & Co., Nueva York, 1997.

En general, una inmunoglobulina natural tiene cadenas pesadas (H) y cadenas ligeras (L) interconectadas mediante
enlaces disulfuro. Existen dos tipos de cadenas ligeras, lambda (A) y kappa (k). Existen nueve isotipos o clases
principales que determinan la actividad funcional de una molécula de anticuerpo: IgA1-2, IgD, IgE, 1IgG1-4 e IgM, que
corresponden a los tipos de cadenas pesadas a d, €, y, y Y. Asi, el tipo de cadena pesada presente define la clase
de anticuerpo. Las diferentes cadenas pesadas difieren en tamafio y composicién; a y y contienen aproximadamente
450 aminoacidos, mientras y y € tienen aproximadamente 550 aminoacidos. Las diferencias en las regiones
constantes de cada tipo de cadena pesada explican las diferentes funciones efectoras de cada isotipo de anticuerpo,
en virtud de su unién selectiva a tipos particulares de receptores (p.ej., receptores de Fc). Por lo tanto, en las
realizaciones de la presente invencion, el anticuerpo comprende una cadena pesada épsilon (g), es decir, el
anticuerpo es del isotipo IgE, que se une a receptores de Fce.

Cada cadena pesada y ligera contiene una regiéon constante y una region variable (las regiones se conocen también
como "dominios"). En combinacién, las regiones variables de la cadena pesada y ligera se unen de manera
especifica al antigeno. Las regiones variables de la cadena ligera y pesada contienen una region "estructural”
interrumpida por tres regiones hipervariables, también denominadas ‘'regiones determinantes de la
complementariedad" o "CDRs". Se ha definido la extension de la region estructural y las CDRs (véase Kabat et al.,
Sequences of Proteins of Immunological Interest, U.S. Department of Health and Human Services, 1991). La base de
datos de Kabat se mantiene actualmente en Internet. Las secuencias de las regiones estructurales de las diferentes
cadenas ligeras o pesadas estan relativamente conservadas en una especie, tal como en los seres humanos. La
region estructural de un anticuerpo, es decir, las regiones estructurales combinadas de las cadenas ligeras y
pesadas constituyentes, sirve para colocar y alinear las CDRs en el espacio tridimensional.

Las CDRs son principalmente responsables de la unién a un epitopo de un antigeno. Las CDRs de cada cadena se
denominan en general CDR1, CDR2, y CDR3, numeradas secuencialmente comenzando desde el extremo N-
terminal, y también se identifican en general mediante la cadena en la que esta localizada la CDR particular. Asi, una
CDR3 de VH esta localizada en el dominio variable de la cadena pesada del anticuerpo en el que se halla, mientras
una CDR1 de VL es la CDR1 del dominio variable de la cadena ligera del anticuerpo en el que se halla.

Los anticuerpos que se unen a HMW-MAA pueden tener una secuencia especifica de la region VH y VL, y asi
secuencias especificas de CDR. Los anticuerpos con especificidades diferentes (es decir, sitios de combinacion
diferentes para antigenos diferentes) tienen CDRs diferentes. Aunque son las CDRs las que varian de anticuerpo a
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anticuerpo, solamente un ndmero limitado de posiciones de aminoacidos en las CDRs estan implicados directamente
en la union al antigeno. Estas posiciones de las CDRs se denominan residuos determinantes de la especificidad
(SDRs). Asi, en las realizaciones de la presente invencion, el anticuerpo comprende al menos una, dos, tres, cuatro,
cinco o seis CDRs (p.ej. 3 CDRs de la cadena pesada y/o 3 CDRs de la cadena ligera), o al menos un dominio
variable (p.ej. un dominio VH o VL) derivado de un anticuerpo que se une a HMW-MAA.

Las referencias a "VH" se refieren a la region variable de una cadena pesada de inmunoglobulina. Las referencias a
"VL" se refieren a la region variable de una cadena ligera de inmunoglobulina.

Un "anticuerpo monoclonal" es un anticuerpo producido mediante un unico clon de linfocitos B o mediante una célula
en la que se han transfectado los genes de la cadena ligera y pesada de un uUnico anticuerpo. Los anticuerpos
monoclonales se producen mediante métodos conocidos para los expertos en la técnica, por ejemplo produciendo
células hibridas que forman anticuerpos a partir de una fusién de células de mieloma con células inmunitarias de
bazo. Los anticuerpos monoclonales incluyen los anticuerpos monoclonales humanizados.

Un "anticuerpo quimeérico" comprende secuencias derivadas de dos anticuerpos diferentes, que en general derivan
de especies diferentes. Por ejemplo, los anticuerpos quiméricos pueden incluir dominios de anticuerpos humanos y
murinos, p.€j. regiones constantes humanas y regiones variables murinas (p.ej. de un anticuerpo murino que se une
de manera especifica a HMW-MAA).

Los anticuerpos quiméricos en general se construyen fusionando regiones variables y constantes, p.ej. mediante
ingenieria genética, de genes de inmunoglobulinas de la cadena ligera y pesada que pertenecen a especies
diferentes. Por ejemplo, los segmentos variables de los genes de un anticuerpo monoclonal de ratén se pueden unir
a segmentos constantes humanos, tales como k y €. En un ejemplo, un anticuerpo quimérico terapéutico es por tanto
una proteina hibrida compuesta del dominio variable o de unién al antigeno de un anticuerpo de ratén, y el dominio
constante o efector de un anticuerpo humano, p.ej. un dominio Fc (efector) de un anticuerpo de IgE humano, aunque
se puede usar otra especie de mamifero, o la region variable se puede producir mediante técnicas moleculares. Los
métodos de produccion de anticuerpos quiméricos se conocen bien en la técnica, p.ej., véase la pat. de EE.UU. n°
5.807.715.

Un anticuerpo "humanizado" es un anticuerpo que incluye regiones estructurales humanas y una o mas CDRs de un
anticuerpo no humano (por ejemplo de raton, rata, o sintético). La inmunoglobulina no humana que proporciona las
CDRs se denomina "donante", y la inmunoglobulina humana que proporciona la region estructural se denomina
"aceptora”. En una realizacion, todas las CDRs son de la inmunoglobulina donante en una inmunoglobulina
humanizada. Las regiones constantes en general son sustancialmente idénticas a las regiones constantes de una
inmunoglobulina humana, es decir, idénticas al menos alrededor del 85-90%, tal como alrededor del 95% o mas. Por
lo tanto, todas las partes de una inmunoglobulina humanizada, excepto las CDRs, son sustancialmente idénticas a
las partes correspondientes de las secuencias de inmunoglobulinas humanas naturales.

Un anticuerpo humanizado comprende en general una cadena ligera de inmunoglobulina humanizada y una cadena
pesada de inmunoglobulina humanizada. Un anticuerpo humanizado se une en general al mismo antigeno que el
anticuerpo donante que proporciona las CDRs. La region estructural aceptora de una inmunoglobulina o anticuerpo
humanizado puede tener un numero limitado de sustituciones con aminoacidos tomados de la region estructural
donante. Los anticuerpos monoclonales humanizados o de otro tipo pueden tener sustituciones conservativas de
aminoacidos adicionales, que no tienen un efecto sustancial sobre la union al antigeno u otras funciones de la
inmunoglobulina.

Se pueden construir inmunoglobulinas humanizadas por medio de ingenieria genética (véase, por ejemplo, la pat. de
EE.UU. n° 5.585.089). En general, los anticuerpos monoclonales humanizados se producen transfiriendo las
regiones determinantes de la complementariedad del anticuerpo donante desde las cadenas variables pesadas y
ligeras de una inmunoglobulina de ratén a un dominio variable humano, y después sustituyendo los residuos
humanos en las regiones estructurales de los homdlogos donantes. El uso de componentes de anticuerpos
derivados de anticuerpos monoclonales humanizados evita problemas potenciales asociados a la inmunogenicidad
de las regiones constantes del anticuerpo donante. Las técnicas para producir anticuerpos monoclonales
humanizados se describen, por ejemplo, en Jones et al., Nature 321:522, 1986; Riechmann et al., Nature 332:323,
1988; Verhoeyen et al., Science 239:1534, 1988; Carter et al., Proc. Nat'l| Acad. Sci. U.S.A. 89:4285, 1992; Sandhu,
Crit. Rev. Biotech. 12:437, 1992; y Singer et al., J. Immunol. 150:2844, 1993.

Un anticuerpo "humano" (también denominado anticuerpo "completamente humano") es un anticuerpo que incluye
regiones estructurales humanas y todas las CDRs de una inmunoglobulina humana. En un ejemplo, las regiones
estructurales y las CDRs son de la misma secuencia de aminoacidos de las cadenas pesadas y/o ligeras humanas
originales. Sin embargo, las regiones estructurales de un anticuerpo humano se pueden modificar para que incluyan
las CDRs de un anticuerpo humano diferente.

En las realizaciones de la presente invencion, los anticuerpos pueden ser anticuerpos monoclonales o policlonales,
lo que incluye anticuerpos quiméricos, humanizados o completamente humanos.

Anticuerpos que se unen a HMW-MAA
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En ciertas realizaciones, el anticuerpo se une de manera especifica a HMW-MAA para formar un complejo
inmunitario. En general, el anticuerpo puede comprender una region de unién al antigeno (p.ej. una o mas regiones
variables, o una a 6 CDRs) derivadas de un anticuerpo que se sabe que se une a HMW-MAA, preferiblemente
HMW-MAA humano.

Los anticuerpos que se unen a HMW-MAA se describen, por ejemplo, en el documento WO 89/11296. Tales
anticuerpos incluyen los anticuerpos monoclonales de raton 225.28s; 763.74; VF1-TP41.2; VT80.112; 653.25;
763.74; TP61.5 y T8-203 (véase el documento WO 89/11296; Drake et al., Cancer Immunol. Immunother. DOI 10:
1007, s00262-008-0567-5, 2008; Goto et al., Clin. Cancer Res. 14: 3401-3407, 2008).

En una realizacion especifica, el anticuerpo comprende una region variable (p.ej. un dominio variable de la cadena
pesada (VH) y/o un dominio variable de la cadena ligera (VL)) o al menos una, dos, tres, cuatro, cinco o seis CDRs
(p.€j. 3 CDRs de la cadena pesada o 3 CDRs de la cadena ligera) del anticuerpo monoclonal de ratén (mAb)
225.28s. Las secuencias de aminoacidos de los dominios VH y VL del mAb 225.28s se muestran en SEQ ID N°:4 y
SEQ ID N°:6, respectivamente, y las secuencias de acido nucleico correspondientes que codifican estos dominios se
muestran en SEQ ID N°3 y SEQ ID N°5, respectivamente. Las secuencias de las CDRs de la cadena pesada y
ligera del mAb 225.28s se muestran en las Figuras 24 y 25, respectivamente, y en SEQ ID N°: 18 a 20 y 21 a 23,
respectivamente. En otra realizacién, el anticuerpo es un anticuerpo quimérico, humanizado o completamente
humano que se une de manera especifica al epitopo unido por mAb 225.28s.

En otro ejemplo especifico, el anticuerpo comprende una region variable (p.ej. un dominio variable de la cadena
pesada y/o un dominio variable de la cadena ligera) o al menos una, dos, tres, cuatro, cinco o seis CDRs (p.ej. 3
CDRs de la cadena pesada o 3 CDRs de la cadena ligera) del mAb 763.74, o es un anticuerpo quimérico,
humanizado o completamente humano que se une de manera especifica al epitopo unido por el mAb 763.74.

En otro ejemplo, el anticuerpo comprende una regién variable (p.ej. un dominio variable de la cadena pesada y/o un
dominio variable de la cadena ligera) o al menos una, dos, tres, cuatro, cinco o seis CDRs (p.ej. 3 CDRs de la
cadena pesada o 3 CDRs de la cadena ligera) derivadas de un clon de células B humanas que reconocen un
epitopo hallado en HMW-MAA, preferiblemente HMW-MAA humano.

En una realizacion, el anticuerpo comprende una o mas regiones constantes humanas, p.ej. uno o mas dominios
constantes de la cadena pesada humana (p.ej. dominios constantes €) y/o un dominio constante de la cadena ligera
humana (p.ej. kK 0 A). Se muestra una secuencia de nucledtidos que codifica un dominio constante de la cadena
ligera humana (k) en SEQ ID N°:17. Mas preferiblemente, el anticuerpo comprende una o mas regiones estructurales
humanas en los dominios VH y/o VL.

En una realizacién, la secuencia de la region estructural de la regiéon variable de la cadena pesada de la
inmunoglobulina humanizada puede ser idéntica en al menos alrededor del 65% respecto de la secuencia de la
region estructural de la region variable de la cadena pesada de la inmunoglobulina donante. Asi, la secuencia de la
region estructural de la regién variable de la cadena pesada de la inmunoglobulina humanizada puede ser idéntica
en al menos alrededor del 75%, al menos alrededor del 85%, al menos alrededor del 99% o al menos alrededor del
95%, respecto de la secuencia de la region estructural de la region variable de la cadena pesada de la
inmunoglobulina donante. Las regiones estructurales humanas, y las mutaciones que se pueden hacer en las
regiones estructurales del anticuerpo humanizado, se conocen en la técnica (véase, por ejemplo, la pat. de EE.UU.
n® 5.585.089).

Se describen anticuerpos completamente humanos y fragmentos de los mismos que se unen a HMW-MAA en el
documento WO 2010/045495, p.ej. un fragmento de scFv aislado de una biblioteca de anticuerpos de scFv de
expresion en fagos semisintética y denominada C21. En ciertas realizaciones, el anticuerpo puede comprender un
dominio variable de la cadena pesada y/o un dominio variable de la cadena ligera o al menos una, dos, tres, cuatro,
cinco o seis CDRs (p.ej. 3 CDRs de la cadena pesada o 3 CDRs de la cadena ligera) de scFv C21.

También se pueden generar anticuerpos adicionales hacia las secuencias de HMW-MAA mediante métodos bien
establecidos, y se pueden usar al menos las regiones variables o CDRs de tales anticuerpos en los anticuerpos de la
presente invencion (p.ej., los anticuerpos generados se pueden usar para donar CDRs o secuencias de las regiones
variables a secuencias aceptoras de IgE). Los métodos para sintetizar polipéptidos e inmunizar a un animal
hospedador son muy conocidos en la técnica. En general, al animal hospedador (p.ej. un ratén) se le inocula de
manera intraperitoneal una cantidad de inmunégeno (es decir, HMW-MAA o un polipéptido que comprende un
fragmento inmunoégeno del mismo), y (en el caso de la produccion de anticuerpos monoclonales) se preparan
hibridomas a partir de sus linfocitos y células de mieloma inmortalizadas mediante el uso de la técnica general de
hibridacion de células somaticas de Kohler, B. y Milstein, C. (1975) Nature 25 6:495-497.

Los hibridomas que producen los anticuerpos adecuados se pueden cultivar in vitro o in vivo mediante el uso de
procedimientos conocidos. Los anticuerpos monoclonales se pueden aislar a partir de los medios de cultivo o fluidos
corporales, mediante procedimientos de purificacion de inmunoglobulinas convencionales tales como la precipitacion
con sulfato de amonio, electroforesis en gel, dialisis, cromatografia, y ultrafiltracion, si se desea. La actividad
indeseada, si esta presente, se puede eliminar, por ejemplo, haciendo pasar la preparaciéon a lo largo de
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adsorbentes hechos del inmundgeno unido a una fase solida y eluyendo o liberando los anticuerpos deseados el
inmunogeno. Si se desea, se puede secuenciar el anticuerpo (monoclonal o policlonal) de interés, y la secuencia
polinuclectidica se puede clonar después en un vector para la expresion o propagacion. La secuencia que codifica el
anticuerpo se puede mantener en un vector en una célula hospedadora, y la célula hospedadora se puede expandir
después y congelarla para uso futuro.

La tecnologia de expresidon en fagos, por ejemplo como se describié en el documento US 5.565.332 y otros
documentos publicados, se puede usar para seleccionar y producir anticuerpos humanos y fragmentos de
anticuerpos in vitro, a partir de repertorios de genes de dominios variables (V) de inmunoglobulinas de donantes sin
inmunizar (p.ej., de sujetos humanos, lo que incluye pacientes que padecen un trastorno relevante). Por ejemplo, las
bibliotecas existentes de expresion en fagos de anticuerpos se pueden cribar en paralelo respecto de una gran
coleccion de polipéptidos sintéticos. Segun esta técnica, se clonan los genes de los dominios variables V de los
anticuerpos en el marco de lectura en el gen de la proteina de revestimiento mayor o menor de un bacteriéfago
filamentoso, tal como M13 o fd, y se expresan en forma de fragmentos de anticuerpos funcionales en la superficie de
la particula de fago. Debido a que la particula filamentosa contiene una copia de ADN monocatenario del genoma
del fago, las selecciones basadas en las propiedades funcionales del anticuerpo también dan como resultado la
seleccion del gen que codifica el anticuerpo que exhibe esas propiedades. Asi, las secuencias de anticuerpos
seleccionadas mediante el uso de la expresion en fagos de bibliotecas humanas pueden incluir secuencias humanas
de CDRs o de regiones variables que confieren una unién especifica a HMW-MAA, que se pueden usar para
proporcionar anticuerpos completamente humanos para el uso en la presente invencion.

Los métodos para obtener secuencias de la cadena pesada y ligera a partir de clones de células B y células
plasmaticas humanas también se conocen bien en la técnica, y en general se llevan a cabo mediante el uso de
técnicas de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), y se describen ejemplos de los métodos en: Kuppers R,
Methods Mol Biol. 2004;271:225-38; Yoshioka M et al., BMC Biotechnol. 21 de jul. de 2011;11:75; Scheeren FA et
al., PLoS ONE 2011, 6(4): €17189. doi:10.1371/journal.pone.0017189; Wrammert J et al., Nature 2008 453, 667-671;
Kurosawa N et al., BMC Biotechnol. 13 de abr. de 2011;11:39; Tiller et al., J Immunol Methods. 1 de enero de 2008;
329(1-2): 112-124. Asi, las secuencias de anticuerpos seleccionadas mediante el uso de clones de células B pueden
incluir secuencias humanas de CDRs o de la region variable que confieren una unién especifica a HMW-MAA, que
se pueden usar para proporcionar anticuerpos completamente humanos para el uso en la presente invencion.

Anticuerpos que se unen a receptores de Fce

Los anticuerpos descritos en la presente memoria también son capaces de unirse a receptores de Fce, p.ej. a los
receptores FceRI y/o FceRIl. Preferiblemente, el anticuerpo al menos es capaz de unirse a FceRI (es decir, el
receptor de Fce de elevada afinidad), o al menos es capaz de unirse a FceRIl (CD23, el receptor de Fce de baja
afinidad). En general, los anticuerpos también son capaces de activar los receptores de Fcg, p.ej. expresados en las
células del sistema inmunitario, para iniciar las funciones efectoras mediadas por IgE.

La cadena pesada épsilon (g) es caracteristica de los anticuerpos de IgE, y comprende un dominio variable N-
terminal VH, y cuatro dominios constantes Ce1-Ce4. Como ocurre con otros isotipos de anticuerpos, los dominios
variables confieren la especificidad hacia el antigeno, y los dominios constantes incorporan las funciones efectoras
especificas del isotipo.

IgE difiere de los isotipos IgG mas abundantes, ya que es incapaz de fijarse al complemento y no se une a los
receptores de Fc FcyRI, RIl y RIIl expresados en las superficies de las células mononucleares, las células NK y los
neutrdfilos. Sin embargo, la IgE es capaz de interaccionar de manera muy especifica con el receptor de IgE de
"elevada afinidad" en una diversidad de células inmunitarias, tales como los mastocitos, basdfilos,
monocitos/macréfagos, eosindfilos (FceRI, Ka 10" M™), y con el receptor de "baja afinidad"”, Fce RIl (Ka 10” M™),
también conocido como CD23, expresado en las células inflamatorias y las células presentadoras de antigenos
(p-€j., monocitos/macréfagos, plaquetas, células dendriticas, linfocitos T y B).

Los sitios en IgE responsables de estas interacciones con receptores se han cartografiado en las secuencias
peptidicas en la cadena Cg, y son diferentes. El sitio de FceRI se halla en una hendidura creada por los residuos
entre GIn 301 y Arg 376, e incluye la unién entre los dominios Ce2 y Ce3 [Helm, B. et al. (1988) Nature 331, 180183].
El sitio de union de FceRIl se localiza en Ce3 alrededor del residuo Val 370 [Vercelli, D. et al. (1989) Nature 338,
649-651]. Una diferencia importante distintiva los dos receptores es que FcsRI se une a Ce monomérico, mientras
FceRIl se unira solamente a Ce dimerizado, es decir, las dos cadenas Ce deben estar asociadas. Aunque la IgE esta
glicosilada in vivo, no es necesario para su union a FceRI y FceRIl. La unidn es, de hecho, ligeramente mas fuerte
sin glicosilacion [Vercelli, D. et al. (1989) et al., anteriormente mencionado].

Asi, la unién a los receptores de Fce y las funciones efectoras relacionadas en general estan mediadas por los
dominios constantes de la cadena pesada del anticuerpo, en particular por los dominios que forman juntos la region
Fc del anticuerpo. Los anticuerpos descritos en la presente memoria comprenden en general al menos una porcion
de un anticuerpo de IgE, p.ej. uno o mas dominios constantes derivados de una IgE, preferiblemente una IgE
humana. En las realizaciones particulares, los anticuerpos comprenden uno o mas dominios (derivados de IgE)
seleccionados de Ce1, Ce2, Ce3 y Ce4. En una realizacion, el anticuerpo comprende al menos Ce2 y Ce3, mas
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preferiblemente al menos Ce2, Ce3 y Ce4, preferiblemente en el que los dominios derivan de una IgE humana. En
una realizacién, el anticuerpo comprende una cadena pesada épsilon (g), preferiblemente una cadena pesada €
humana.

Las secuencias de nucledtidos que codifican los dominios constantes derivados de una IgE humana, en particular los
dominios Ce1, Ce2, Ce3 y Ce4, se muestran en SEQ ID N°s: 13, 14, 15 y 16, respectivamente, y se describen en la
base de datos del NCBI, n° de acceso L00022.1. Las secuencias de aminoacidos que corresponden a estas
secuencias de acido nucleico las puede deducir una persona experta segun el coédigo genético, y también se indican
en la base de datos del NCBI, n° de acceso L00022.1. La secuencia de aminoacidos de la regiéon constante de la
cadena pesada (€) de longitud completa codificada por la combinacion de SEQ ID N%: 13, 14, 15 y 16 también se
muestra en la Figura 16 (SEQ ID N°:7, parte subrayada). Las secuencias de aminoacidos de otras IgEs humanas y
de mamifero y los dominios de las mismas, que incluyen los dominios Ce1, Cs2, Ce3 y Ce4 humanos y las
secuencias de la cadena pesada € humana, se conocen en la técnica y estan disponibles de bases de datos
accesibles publicamente. Por ejemplo, las bases de datos de las secuencias de inmunoglobulinas humanas son
accesibles en el sitio de Internet del International ImMunoGeneTics Information System (IMGT®) en
http://www.imgt.org. Como ejemplo, las secuencias de diversos alelos de la cadena pesada (€) de IgE humana y sus
dominios  constantes  individuales (Ce1-4) son  accesibles en  http://www.imgt.org/IMGT_GENE-
DB/GENEIlect?query=2+IGHE&species=Homo+sapiens.

Anticuerpos anti-HMW-MAA preferidos que se unen a receptores de Fce

En una realizacion, el anticuerpo anti-HMW-MAA comprende un dominio VH codificado mediante una secuencia de
nucleotidos que comprende al menos una porcién de SEQ ID N°: 3 o SEQ ID N°:11, p.ej. que comprende al menos
50, 100, 200, 300 o 350 nucledtidos de SEQ ID N°:3 o SEQ ID N°:11, o la longitud completa de SEQ ID N°:3 o SEQ
ID N°:11. En una realizacion, el anticuerpo anti-HMW-MAA comprende un dominio VH que comprende al menos una
porcion de la secuencia de aminoacidos definida en SEQ ID N°:4, p.ej. que comprende al menos 20, 30, 50 o 100
aminodacidos de SEQ ID N°:4 o la longitud completa de SEQ ID N°:4.

En una realizacion, el anticuerpo anti-HMW-MAA comprende un dominio VL codificado mediante la secuencia de
nucleotidos que comprende al menos una porcién de SEQ ID N°: 5 o SEQ ID N°:12, p.ej. que comprende al menos
50, 100, 200, o 300 nucledtidos de SEQ ID N°:5 o SEQ ID N°:12, o la longitud completa de SEQ ID N°:5 o SEQ ID
N°:12. En una realizacion, el anticuerpo anti-HMW-MAA tiene un dominio VL que comprende al menos una porcion
de la secuencia de aminoacidos definida en SEQ ID N°6, p.ej. que comprende al menos 20, 30, 50 o 100
aminodacidos de SEQ ID N°:6 o la longitud completa de SEQ ID N°:6.

En una realizacion, el anticuerpo anti-HMW-MAA comprende una cadena pesada codificada mediante una secuencia
de nucledtidos que comprende al menos una porcion de SEQ ID N° 9, p.ej. que comprende al menos 100, 500,
1000 o 1500 nucledtidos de SEQ ID N°:9 o la longitud completa de SEQ ID N°:9. En una realizacion, el anticuerpo
anti-HMW-MAA comprende una cadena pesada que comprende al menos una porcidon de la secuencia de
aminoacidos definida en SEQ ID N°7, p.ej. que comprende al menos 50, 100, 300 o 500 aminoacidos de SEQ ID
N°:7 o la longitud completa de SEQ ID N°:7.

En una realizacion, el anticuerpo anti-HMW-MAA comprende una cadena ligera codificada mediante una secuencia
de nucledtidos que comprende al menos una porcion de SEQ ID N°: 10, p.ej. que comprende al menos 50, 100, 300
0 500 nucledtidos de SEQ ID N°:10 o la longitud completa de SEQ ID N°:10. En una realizacion, el anticuerpo anti-
HMW-MAA comprende una cadena ligera que comprende al menos una porcion de la secuencia de aminoacidos
definida en SEQ ID N°:8, p.ej. que comprende al menos 50, 100, 150 o 200 aminoacidos de SEQ ID N°:8.

En una realizacion, el anticuerpo anti-HMW-MAA comprende uno o mas dominios constantes de la cadena pesada
codificados mediante al menos una porcién de SEQ ID N°:13, SEQ ID N°:14, SEQ ID N°:15 y/o SEQ ID N°:16, p.€j.
codificados mediante al menos 50, 100, 200 o 300 nucleétidos, o mediante la secuencia de longitud completa, de
uno o mas de SEQ ID N°: 13 a 16. En una realizacion especifica, el anticuerpo anti-HMW-MAA comprende un
dominio constante de la cadena pesada codificado mediante SEQ ID N°:13, SEQ ID N°:14, SEQ ID N°:15y SEQ ID
N°:16.

En una realizacion, el anticuerpo anti-HMW-MAA comprende un dominio constante de la cadena ligera codificado
mediante al menos una porcioén de SEQ ID N°:17, p.ej. codificado mediante al menos 50, 100, 200 o 300 nucleétidos,
o mediante la secuencia de longitud completa, de SEQ ID N°:17.

En una realizacion, el anticuerpo anti-HMW-MAA comprende una o mas secuencias de CDR de la cadena pesada
seleccionadas de GFTFSNYW (SEQ ID N°2:18), IRLKSNNFGR (SEQ ID N°:19) y TSYGNYVGHYFDH (SEQ ID
N°:20). En otra realizacion, el anticuerpo anti-HMW-MAA comprende una o mas secuencias de CDR de la cadena
ligera seleccionadas de QNVDTN (SEQ ID N°21), SAS (SEQ ID N°22) y QQYNSYPLT (SEQ ID N°:23).
Preferiblemente, el anticuerpo comprende una CDR1 de la cadena pesada que comprende (SEQ ID N°:18), una
CDR2 de la cadena pesada que comprende (SEQ ID N°:19), una CDR3 de la cadena pesada que comprende (SEQ
ID N°:20), una CDR1 de la cadena ligera que comprende (SEQ ID N°21), una CDR2 de la cadena ligera que
comprende (SEQ ID N°:22) y/o una CDR3 de la cadena ligera que comprende (SEQ ID N°:23).
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En general, se pueden usar fragmentos funcionales de las secuencias definidas anteriormente en la presente
descripcion. Los fragmentos funcionales pueden ser de cualquier longitud, tal como se especificd anteriormente (p.ej.
al menos 50, 100, 300 o 500 nucledtidos, o al menos 50, 100, 200 o 300 aminoacidos), con tal de que el fragmento
conserve la actividad necesaria cuando esté presente en el anticuerpo (p.gj. la union especifica a HMW-MAA y/o un
receptor de Fce).

También se pueden usar variantes de las secuencias de aminoacidos y nucledtidos anteriores en la presente
descripcion, con tal de que el anticuerpo resultante se una a HMW-MAA y a un receptor de Fce. En general, tales
variantes tienen un grado elevado de identidad de secuencia con una de las secuencias especificadas
anteriormente.

La similitud entre las secuencias de aminoacidos o nucleétidos se expresa con respecto a la similitud entre las
secuencias, denominada de otra manera identidad de secuencia. La identidad de secuencia se mide con frecuencia
con respecto a la identidad en porcentaje (o similitud u homologia); cuanto mayor sea el porcentaje, mas similares
son las dos secuencias. Los homdlogos o variantes de la secuencia de aminoacidos o nucleétidos poseeran un
grado relativamente elevado de identidad de secuencia al alinearlos mediante el uso de los métodos habituales.

Los métodos de alineacion de secuencias para la comparacién se conocen bien en la técnica. Se describen diversos
programas y algoritmos de alineacion en: Smith y Waterman, Adv. Appl. Math. 2:482, 1981; Needleman y Wunsch, J.
Mol. Biol. 48:443, 1970; Pearson y Lipman, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 85:2444, 1988; Higgins y Sharp, Gene
73:237, 1988; Higgins y Sharp, CABIOS 5:151, 1989; Corpet et al., Nucleic Acids Research 16:10881, 1988; y
Pearson y Lipman, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 85:2444, 1988. Altschul et al., Nature Genet. 6:119, 1994, presenta
un estudio detallado de los métodos de alineacién de secuencias y de los calculos de homologia.

La herramienta de busqueda de alineaciones locales basicas (BLAST) del NCBI (Altschul et al., J. Mol. Biol. 215:403,
1990) esta disponible de varias fuentes, que incluyen el National Center for Biotechnology Information (NCBI,
Bethesda, Md.) y en Internet, para el uso en relaciéon con los programas de analisis de secuencias blastp, blastn,
blastx, tblastn y tblastx. Hay disponible una descripcion de como determinar la identidad de secuencia mediante el
uso de este programa en el sitio del NCBI en Internet.

Los homadlogos y las variantes del anticuerpo anti-HMW-MAA o un dominio del mismo (p.ej. un dominio VL, VH, CL o
CH) tienen en general al menos alrededor del 75%, por ejemplo al menos alrededor del 80%, 90%, 95%, 96%, 97%,
98% o0 99% de identidad de secuencia con la secuencia original (p.ej. una secuencia definida anteriormente), por
ejemplo contada a lo largo de la alineacién de longitud completa con la secuencia de aminoacidos del anticuerpo o
dominio del mismo mediante el uso de Blast 2.0 del NCBI, Gapped Blastp ajustado con los parametros por defecto.
Para las comparaciones de secuencias de aminoacidos de mas de alrededor de 30 aminoacidos, se emplea la
funcién Blast 2 Sequences mediante el uso de la matriz BLOSUM62 por defecto ajustada con los parametros por
defecto (coste de existencia de hueco de 11, y un coste de hueco por residuo de 1). Cuando se alinean péptidos
cortos (menos de alrededor de 30 aminoacidos), la alineacion se deberia llevar a cabo mediante el uso de la funcién
Blast 2 Sequences, mediante el empleo de la matriz PAM30 ajustada con los parametros por defecto (penalizaciones
por apertura de hueco 9, por prolongacion de hueco 1). Las proteinas con una similitud ain mayor respecto de las
secuencias de referencia mostraran identidades en porcentaje crecientes al estudiarlas mediante este método, tal
como al menos un 80%, al menos un 85%, al menos un 90%, al menos un 95%, al menos un 98%, o al menos un
99% de identidad de secuencia. Cuando se compara menos de la secuencia completa con respecto a la identidad de
secuencia, los homdlogos y variantes poseeran en general al menos un 80% de identidad de secuencia a lo largo de
ventanas cortas de 10-20 aminoacidos, y pueden poseer identidades de secuencia de al menos un 85% o al menos
un 90% o 95%, dependiendo de su similitud respecto de la secuencia de referencia. Los métodos para determinar la
identidad de secuencia a lo largo de tales ventanas cortas estan disponibles en el sitio del NCBI en Internet. Un
experto en la técnica apreciara que estos intervalos de identidades de secuencia se proporcionan como guia
solamente; es completamente posible que se pudieran obtener homdlogos muy significativos que se hallasen fuera
de los intervalos proporcionados.

En general, las variantes pueden contener una o mas sustituciones conservativas de aminoacidos en comparacion
con la secuencia original de aminoacidos o de acido nucleico. Las sustituciones conservativas son las sustituciones
que no afectan o disminuyen sustancialmente la afinidad de un anticuerpo hacia HMW-MAA y/o los receptores de
Fce. Por ejemplo, un anticuerpo humano que se une de manera especifica a HMW-MAA puede incluir hasta 1, hasta
2, hasta 5, hasta 10, o hasta 15 sustituciones conservativas en comparacion con la secuencia original (p.ej. como se
definio anteriormente), y conservar la unién especifica al polipéptido HMW-MAA. La expresion variacion conservativa
también incluye el uso de un aminoacido sustituido en lugar de un aminoacido original sin sustituir, con tal de que el
anticuerpo se una de manera especifica a HMW-MAA. Las sustituciones no conservativas son aquellas que reducen
una actividad o union a HMW-MAA y/o los receptores de Fce.

Los aminoacidos funcionalmente similares que se pueden intercambiar a modo de sustituciéon conservativa son muy
conocidos para alguien de experiencia habitual en la técnica. Los seis grupos siguientes son ejemplos de
aminoacidos que se considera que son sustituciones conservativas entre si: 1) Alanina (A), Serina (S), Treonina (T);
2) Acido Aspartico (D), Acido Glutamico (E); 3) Asparagina (N), Glutamina (Q); 4) Arginina (R), Lisina (K); 5)
Isoleucina (1), Leucina (L), Metionina (M), Valina (V); y 6) Fenilalanina (F), Tirosina (Y), Triptofano (W).
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Produccion de anticuerpos anti-HMW-MAA y acidos nucleicos

Las moléculas de acido nucleico (también denominadas polinucledtidos) que codifican los polipéptidos
proporcionados en la presente memoria (que incluyen, pero sin limitacion, anticuerpos y fragmentos funcionales de
los mismos) las puede producir faciimente un experto en la técnica, mediante el uso de las secuencias de
aminoacidos proporcionadas en la presente memoria, las secuencias disponibles en la técnica, y el cédigo genético.
Ademas, un experto puede construir facilmente una diversidad de clones que contienen acidos nucleicos
funcionalmente equivalentes, tales como acidos nucleicos que difieren en la secuencia pero que codifican la misma
secuencia de molécula efectora o anticuerpo. Asi, en la presente memoria se proporcionan acidos nucleicos que
codifican anticuerpos.

Las secuencias de acido nucleico que codifican los anticuerpos que se unen de manera especifica a HMW-MAA, o
los fragmentos funcionales de los mismos que se unen de manera especifica a HMW-MAA, se pueden preparar
mediante cualquier método adecuado que incluye, por ejemplo, la clonacién de secuencias adecuadas o mediante
sintesis quimica directa con métodos tales como el método de fosfotriéster de Narang et al., Meth. Enzymol. 68:90-
99, 1979; el método de fosfodiéster de Brown et al., Meth. Enzymol. 68:109-151, 1979; el método de
dietilfosforamidita de Beaucage et al., Tetra. Lett. 22:1859-1862, 1981; el método de triéster de fosforamidita en fase
solida descrito por Beaucage y Caruthers, Tetra. Letts. 22(20):1859-1862, 1981, por ejemplo, mediante el uso de un
sintetizador automatizado como se describe, por ejemplo, en Needham-VanDevanter et al., Nucl. Acids Res.
12:6159-6168, 1984; y el método de soporte sdlido de la pat. de EE.UU. n° 4.458.066. La sintesis quimica produce
un oligonucleétido monocatenario. Este se puede convertir en ADN bicatenario mediante hibridaciéon con una
secuencia complementaria o mediante polimerizacién con una ADN polimerasa con el uso de la molécula
monocatenaria como molde. Un experto reconoceria que aunque la sintesis quimica de ADN se limita en general a
secuencias de alrededor de 100 bases, se pueden obtener secuencias mas largas mediante la ligadura de
secuencias mas cortas.

Los acidos nucleicos ejemplares que codifican anticuerpos que se unen de manera especifica a HMW-MAA, o los
fragmentos funcionales de los mismos que se unen de manera especifica a HMW-MAA, se pueden preparar
mediante técnicas de clonacién. Los ejemplos de técnicas de clonacién y secuenciacion adecuadas y las
instrucciones suficientes para dirigir a los expertos a través de muchos ejercicios de clonacién se hallan, por
ejemplo, en Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 22 ed., vol. 1-3, ed. Sambrook et al., Cold Spring Harbor
Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y., 1989); y Current Protocols in Molecular Biology (Ausubel et al., eds.,
suplemento de 1995)). La informacion de los productos de fabricantes de reactivos bioldgicos y equipos
experimentales también proporciona informacion util. Tales fabricantes incluyen SIGMA Chemical Company (Saint
Louis, Mo.), R&D Systems (Minneapolis, Minn.), Pharmacia Amersham (Piscataway, N.J.), CLONTECH Laboratories,
Inc. (Palo Alto, Calif.), Chem Genes Corp., Aldrich Chemical Company (Milwaukee, Wis.), Glen Research, Inc.,
GIBCO BRL Life Technologies, Inc. (Gaithersburg, Md.), Fluka Chemica-Biochemika Analytika (Fluka Chemie AG,
Buchs, Suiza), Invitrogen (Carlsbad, Calif.), y Applied Biosystems (Foster City, Calif.), asi como muchas otras
fuentes comerciales conocidas para un experto.

Los acidos nucleicos que codifican anticuerpos anti-HMW-MAA nativos se pueden modificar para formar los
anticuerpos descritos en la presente memoria. La modificacion mediante mutagénesis dirigida se conoce bien en la
técnica. Los acidos nucleicos se pueden preparar también mediante métodos de amplificacion. Los métodos de
amplificacion incluyen la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), la reaccion en cadena de la ligasa (LCR), el
sistema de amplificacion basado en la transcripcion (TAS), el sistema de replicacion de secuencias autosostenida
(3SR). Los expertos conocen una amplia diversidad de métodos de clonacion, células hospedadoras, y metodologias
de amplificacioén in vitro.

En una realizacion, los anticuerpos se preparan insertando un cADN que codifica uno o mas dominios del anticuerpo
(p-€j. una region variable de la cadena pesada de IgG1 de ratén que se une a HMW-MAA humana) en un vector que
comprende un cADN que codifica uno o mas dominios de anticuerpo adicionales (p.ej. una region constante de la
cadena pesada € humana). La inserciéon se hace de forma que los dominios del anticuerpo se leen en el marco de
lectura, es decir, en un polipéptido continuo que contiene una regiéon de anticuerpo funcional.

En una realizacion, el cADN que codifica una regién constante de la cadena pesada se liga a una region variable de
la cadena pesada, de forma que la region constante esta localizada en el extremo carboxilo del anticuerpo. Las
regiones variables y/o constantes de la cadena pesada se pueden ligar posteriormente a una regién variable y/o
constante de la cadena ligera del anticuerpo mediante el uso de enlaces disulfuro.

Una vez que los acidos nucleicos que codifican el anticuerpo anti-HMW-MAA o fragmento funcional del mismo se
han aislado y clonado, la proteina deseada se puede expresar en una célula modificada de manera recombinante, tal
como células bacterianas, vegetales, de levadura, de insecto y de mamifero. Se espera que los expertos en la
técnica conozcan los numerosos sistemas de expresion disponibles para la expresion de proteinas, que incluyen E.
coli, otros hospedadores bacterianos, levaduras, y diversas células eucaridticas superiores, tales como las lineas
celulares COS, CHO, Hela y células de mieloma.
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Se puede expresar una o mas secuencias de ADN que codifican el anticuerpo o fragmento del mismo in vitro
mediante transferencia de ADN a una célula hospedadora adecuada. La célula puede ser procariética o eucariética.
El término también incluye la progenie de la célula hospedadora en cuestion. Se entiende que la progenie puede no
ser idéntica a la célula original, ya que puede haber mutaciones que se den durante la replicacion. Los métodos de
transferencia estable, que significa que el ADN exdgeno se mantiene de manera continua en el hospedador, se
conocen en la técnica. Los hibridomas que expresan los anticuerpos de interés también estan incluidos en esta
descripcion.

La expresion de los acidos nucleicos que codifican los anticuerpos aislados y los fragmentos de anticuerpos
descritos en la presente memoria se puede conseguir uniendo de manera operable el ADN o cADN a un promotor
(que es constitutivo o inducible), seguido de la incorporacién en un casete de expresion. Los casetes pueden ser
adecuados para la replicacion y la integracion en procariotas o eucariotas. Los casetes de expresion tipicos
contienen secuencias especificas Utiles para la regulacion de la expresion del ADN que codifica la proteina. Por
ejemplo, los casetes de expresion pueden incluir promotores adecuados, potenciadores, terminadores de la
transcripcion y traduccion, secuencias de inicio, un codén de inicio (es decir, ATG) delante de un gen que codifica
una proteina, sefial de corte y empalme para intrones, mantenimiento del marco de lectura correcto de ese gen para
permitir la traduccién adecuada del mARN, y codones de parada.

Para obtener una expresion de nivel elevado de un gen clonado, es deseable construir casetes de expresion que
contengan, como minimo, un promotor fuerte para dirigir la transcripcién, un sitio de union al ribosoma para el inicio
traduccional, y un terminador de la transcripcion/traducciéon. Para E. coli, esto incluye un promotor, tal como los
promotores T7, trp, lac, o lambda, un sitio de unién al ribosoma, y preferiblemente una sefial de terminacién de la
transcripcion. Para las células eucarioticas, las secuencias de control pueden incluir un promotor y/o un potenciador
derivado, por ejemplo, de un gen de inmunoglobulina, SV40 o citomegalovirus, y una secuencia de poliadenilacion, y
pueden incluir ademas secuencias donantes y aceptoras de corte y empalme. Los casetes se pueden transferir a la
célula hospedadora elegida mediante métodos bien conocidos, tales como transformacion o electroporacion para E.
coli y tratamiento con fosfato calcico, electroporacion o lipofeccion para las células de mamifero. Las células
transformadas con los casetes se pueden seleccionar mediante la resistencia a antibiéticos conferida por los genes
contenidos en los casetes, tales como los genes amp, gpt, neo y hyg.

Cuando el hospedador es un eucariota, se pueden usar métodos de transfeccién de ADN tales como la
coprecipitacion con fosfato calcico, procedimientos mecanicos convencionales, tales como microinyeccion,
electroporacion, inserciéon de un plasmido encerrado en liposomas, o vectores virales. Las células eucaridticas
también se pueden cotransformar con secuencias polinucleotidicas que codifican el anticuerpo, anticuerpo marcado,
o un fragmento funcional del mismo, y una segunda molécula de ADN exdégeno que codifica un fenotipo
seleccionable, tal como el gen de timidina quinasa de herpes simple. Otro método es usar un vector viral eucariético,
tal como el virus simio 40 (SV40) o papilomavirus bovino, para infectar o transformar de manera transitoria células
eucaridticas y expresar la proteina (véase, por ejemplo, Eukaryotic Viral Vectors, Cold Spring Harbor Laboratory,
Gluzman ed., 1982). Un experto en la técnica puede usar facilmente un sistema de expresion, tal como plasmidos y
vectores utiles en la produccion de proteinas en células, lo que incluye las células eucaridticas superiores, tales
como las lineas celulares COS, CHO, Hela y las células de mieloma.

Se pueden hacer modificaciones a un acido nucleico que codifica un polipéptido descrito en la presente memoria (es
decir, un anticuerpo monoclonal especifico de HMW-MAA humano) sin disminuir su actividad biologica. Se pueden
hacer ciertas modificaciones para facilitar la clonacién, expresién, o incorporacion de la molécula selectiva en una
proteina de fusion. Tales modificaciones son muy conocidas para los expertos en la técnica, e incluyen, por ejemplo,
codones de terminacién, una metionina anadida en el extremo aminoterminal para proporcionar un sitio de inicio,
aminoacidos adicionales colocados en cada extremo para crear sitios de restriccion localizados de manera
conveniente, o aminoacidos adicionales (tales como poli His) para ayudar en las etapas de purificacion. Ademas de
los métodos recombinantes, los anticuerpos de la presente descripcion también se pueden construir completamente
o parcialmente mediante el uso de sintesis de péptidos estandar, muy conocida en la técnica.

Una vez expresados, los anticuerpos recombinantes se pueden purificar segun los procedimientos habituales de la
técnica, que incluyen la precipitacion con sulfato de amonio, columnas de afinidad, cromatografia en columna, y
similares (véase, en general, R. Scopes, PROTEIN PURIFICATION, Springer-Verlag, N.Y., 1982). No es necesario
que los anticuerpos, inmunoconjugados y moléculas efectoras sean puras al 100%. Una vez purificadas,
parcialmente o hasta homogeneidad, segun se desee, si son para uso terapéutico, los polipéptidos deberian estar
sustancialmente exentos de endotoxinas.

Los métodos para la expresion de anticuerpos de cadena simple y/o para el replegamiento hasta una forma activa
adecuada, que incluye los anticuerpos de cadena simple, de bacterias tales como E. coli, se han descrito y son muy
conocidos y aplicables a los anticuerpos descritos en la presente memoria. Véase, Buchner et al., Anal. Biochem.
205:263-270, 1992; Pluckthun, Biotechnology 9:545, 1991; Huse et al., Science 246:1275, 1989 y Ward et al., Nature
341:544, 1989.

A menudo, las proteinas heterélogas funcionales de E. coli u otras bacterias se aislan de cuerpos de inclusion, y
requieren la solubilizacion mediante el uso de agentes desnaturalizantes fuertes, y el replegamiento posterior.
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Durante la etapa de solubilizacion, como se conoce bien en la técnica, debe haber presente un agente reductor para
separar los enlaces disulfuro. Un tampon ejemplar con un agente reductor es: Tris 0,1 M de pH 8, guanidina 6 M,
EDTA 2 mM, DTE 0,3 M (ditioeritritol). La reoxidacion de los enlaces disulfuro se puede dar en presencia de
reactivos de tiol de bajo peso molecular en forma reducida y oxidada, como se describi6 en Saxena et al.,
Biochemistry 9: 5015-5021, 1970, y en especial como describié Buchner et al., anteriormente mencionado.

La renaturalizacion se lleva a cabo en general mediante dilucion (por ejemplo, 100 veces) de la proteina
desnaturalizada y reducida en tampén de replegamiento. Un tampoén ejemplar es Tris 0,1 M, pH 8,0, L-arginina 0,5
M, glutatiéon oxidado 8 mM (GSSG), y EDTA 2 mM.

Como modificacion para el protocolo de purificacion de anticuerpos de dos cadenas, las regiones de la cadena
pesada y ligera se solubilizan por separado y se reducen, y después se combinan en la disolucion de replegamiento.
Se obtiene un rendimiento ejemplar cuando estas dos proteinas se mezclan en una proporcion molar de forma que
no se supera un exceso molar de 5 veces de una proteina respecto de la otra. Se puede afadir glutation oxidado en
exceso u otros compuestos oxidantes de peso molecular bajo a la disolucion de replegamiento después de
completar la reordenacioén redox.

Ademas de los métodos recombinantes, los anticuerpos, anticuerpos marcados y fragmentos funcionales de los
mismos que se describen en la presente memoria también se pueden construir completamente o parcialmente
mediante el uso de la sintesis de péptidos estandar. La sintesis en fase sélida de los polipéptidos de menos de
alrededor de 50 aminoacidos de longitud se puede llevar a cabo uniendo el aminoacido C-terminal de la secuencia a
un soporte insoluble, seguido de la adiciéon secuencial de los aminoacidos restantes de la secuencia. Las técnicas
para la sintesis en fase solida se describen en Barany y Merrifield, The Peptides: Analysis, Synthesis, Biology. Vol. 2:
Special Methods in Peptide Synthesis, Parte A, pags. 3-284; Merrifield et al., J. Am. Chem. Soc. 85:2149-2156, 1963,
y Stewart et al., Solid Phase Peptide Synthesis, 22 ed., Pierce Chem. Co., Rockford, Ill., 1984. Las proteinas de
longitud mayor se pueden sintetizar mediante la condensacion de los extremos amino y carboxilo de fragmentos mas
cortos.

Los métodos para la formacion de enlaces peptidicos mediante la activacion de un extremo carboxiterminal (tal como
mediante el uso del reactivo de acoplamiento N,N'-diciclohexilcarbodiimida) son muy conocidos en la técnica.

En una realizacion, los anticuerpos, acidos nucleicos, vectores de expresion, células hospedadoras u otros
productos bioldgicos estan aislados. "Aislado" significa que el producto se ha separado o purificado sustancialmente
de otros componentes bioldgicos del medio (tal como una célula) en el que se da de manera natural el componente,
es decir, otro ADN y ARN cromosémico y extracromosoémico, proteinas y organulos. Los acidos nucleicos y
anticuerpos que se han "aislado" incluyen acidos nucleicos y anticuerpos purificados mediante métodos de
purificacion habituales. El término también abarca los acidos nucleicos y anticuerpos preparados mediante expresion
recombinante en una célula hospedadora, asi como los acidos nucleicos sintetizados quimicamente.

Inmunoconjugados que comprenden anticuerpos anti-HMW-MAA

Los anticuerpos, o los fragmentos funcionales de los mismos, que se unen de manera especifica a HMW-MAA se
pueden usar en métodos terapéuticos. En varias realizaciones, los anticuerpos o los fragmentos funcionales de los
mismos descritos en la presente memoria se pueden conjugar con un agente terapéutico. Los inmunoconjugados
incluyen, pero sin limitacion, las moléculas en las que hay una unién covalente de un agente terapéutico a un
anticuerpo. Un agente terapéutico es un agente con una actividad biologica particular dirigida hacia una molécula
objetivo particular o una célula que alberga una molécula objetivo. Un experto en la técnica apreciara que los
agentes terapéuticos pueden incluir diversos farmacos, tales como vinblastina, daunomicina y similares, citotoxinas
tales como exotoxina de Pseudomonas nativa o modificada o toxina de la Difteria, agentes de encapsulacion (tales
como liposomas) que contienen ellos mismos composiciones farmacolégicas, agentes radiactivos tales como 125
¥p Mc, *H y ¥g y otros marcadores, restos selectivos y ligandos.

La eleccion de un agente terapéutico particular depende de la molécula o célula objetivo particular, y del efecto
biolégico deseado. Asi, por ejemplo, el agente terapéutico puede ser una citotoxina que se usa para provocar la
muerte de una célula objetivo particular. A la inversa, cuando se desea provocar una respuesta biolégica no letal, el
agente terapéutico se puede conjugar con un agente farmacolégico no letal o un liposoma que contiene un agente
farmacologico no letal.

Con los agentes terapéuticos y anticuerpos descritos en la presente memoria, un experto puede construir facilmente
una diversidad de clones que contienen acidos nucleicos funcionalmente equivalentes, tales como acidos nucleicos
que difieren en la secuencia pero que codifican la misma secuencia de M.E. o anticuerpo. Asi, la presente
descripcion proporciona acidos nucleicos que codifican anticuerpos y conjugados y proteinas de fusion de los
mismos.

Las moléculas efectoras se pueden unir a un anticuerpo de interés mediante el uso de cualquier medio conocido
para los expertos en la técnica. Se pueden usar medios de unién tanto covalentes como no covalentes. El
procedimiento para la unién de una molécula efectora a un anticuerpo varia segun la estructura quimica de la
molécula efectora. Los polipéptidos contienen en general una diversidad de grupos funcionales; tales como acido
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carboxilico (-COOH), amina libre (-NH2) o grupos sulfhidrilo (-SH), que estan disponibles para la reaccioén con un
grupo funcional adecuado en un anticuerpo para dar como resultado la unién de la molécula efectora. De manera
alternativa, el anticuerpo se derivatiza para exponer o unir grupos funcionales reactivos adicionales. La
derivatizacion puede implicar la uniéon de cualquiera de varias moléculas ligadoras, tales como las disponibles de
Pierce Chemical Company, Rockford, lll. El ligador puede ser cualquier molécula usada para unir el anticuerpo a la
molécula efectora. El ligador es capaz de formar enlaces covalentes tanto con el anticuerpo como con la molécula
efectora. Los ligadores adecuados son muy conocidos para los expertos en la técnica, e incluyen, pero sin limitacion,
ligadores de carbono de cadena lineal o ramificada, ligadores de carbono heterociclicos, o ligadores peptidicos.
Cuando el anticuerpo y la molécula efectora son polipéptidos, los ligadores se pueden unir a los aminoacidos
constituyentes por medio de sus grupos laterales (tal como por medio de una unioén disulfuro en las cisteinas) o en
los grupos amino y carboxilo en el carbono alfa de los aminoacidos terminales.

En ciertas circunstancias, es deseable liberar la molécula efectora del anticuerpo cuando el inmunoconjugado ha
alcanzado su sitio objetivo. Por lo tanto, en estas circunstancias, los inmunoconjugados comprenderan uniones que
son escindibles en las inmediaciones del sitio objetivo. La escision del ligador para liberar la molécula efectora del
anticuerpo se puede provocar mediante la actividad enzimatica o las condiciones a las que se somete al
inmunoconjugado dentro de la célula objetivo o en las inmediaciones del sitio objetivo.

En vista del gran nimero de métodos que se han informado para unir una diversidad de compuestos de
radiodiagnostico, compuestos radioterapéuticos, farmacos marcadores (tales como enzimas o moléculas
fluorescentes), toxinas, y otros agentes a los anticuerpos, un experto en la técnica sera capaz de determinar un
método adecuado para unir un agente concreto a un anticuerpo u otro polipéptido.

Los anticuerpos o fragmentos de anticuerpos que se unen de manera especifica a HMW-MAA descritos en la
presente memoria se pueden derivatizar o unir a otra molécula (tal como otro péptido o proteina). En general, los
anticuerpos o una porcion de los mismos se derivatiza de forma que la union a HMW-MAA no se vea afectada de
manera adversa por la derivatizacion o marcaje. Por ejemplo, el anticuerpo se puede unir funcionalmente (mediante
acoplamiento quimico, fusiéon genética, asociacion no covalente o de otra manera) a otra u otras entidades
moleculares, tales como otro anticuerpo (por ejemplo, un anticuerpo biespecifico o un diacuerpo), un agente de
deteccion, un agente farmacéutico, y/o una proteina o péptido que puede mediar en la asociacion del anticuerpo o
porcién del anticuerpo con otra molécula (tal como una regiéon central de estreptavidina o una etiqueta de
polihistidina).

Un tipo de anticuerpo derivatizado se produce mediante el entrecruzamiento de dos o mas anticuerpos (del mismo
tipo o de tipos diferentes, tal como para crear anticuerpos biespecificos). Los entrecruzadores adecuados incluyen
los que son heterobifuncionales, que tienen dos grupos reactivos diferentes separados mediante un espaciador
adecuado (tal como éster de m-maleimidobenzoil-N-hidroxisuccinimida) u homobifuncionales (tal como suberato de
disuccinimidilo). Tales entrecruzadores estan disponibles de Pierce Chemical Company, Rockford, IIl.

Un anticuerpo que se une de manera especifica a HMW-MAA o un fragmento funcional del mismo se puede marcar
con un resto detectable. Los agentes de deteccidon utiles incluyen compuestos fluorescentes, que incluyen
fluoresceina, isotiocianato de fluoresceina, rodamina, cloruro de 5-dimetilamin-1-naftalensulfonilo, ficoeritrina,
compuestos fosforescentes de lantanidos y similares. Los marcadores bioluminiscentes también son Uutiles, tales
como luciferasa, proteina fluorescente verde (GFP), proteina fluorescente amarilla (YFP). Un anticuerpo también se
puede marcar con enzimas que son utiles para la deteccion, tales como peroxidasa de rabano, beta-galactosidasa,
luciferasa, fosfatasa alcalina, glucosa oxidasa y similares.

Cuando un anticuerpo se marca con una enzima detectable, se puede detectar afiadiendo reactivos adicionales que
la enzima usa para producir un producto de reaccién que se puede detectar. Por ejemplo, cuando el agente
peroxidasa de rabano esta presente, la adicion de perdxido de hidrégeno y diaminobencidina conduce a un producto
de reaccion coloreado, que es detectable visualmente. Un anticuerpo también se puede marcar con biotina, y
detectarlo por medio de la medida indirecta de la unién de avidina o estreptavidina. Se deberia indicar que la propia
avidina se puede marcar con una enzima o un marcador fluorescente.

Un anticuerpo se puede marcar con un agente magnético, tal como gadolinio. Los anticuerpos también se pueden
marcar con lantanidos (tales como europio y disprosio), y manganeso. Las particulas paramagnéticas, tales como el
oxido de hierro superparamagnético, también son utiles como marcadores. Un anticuerpo se puede marcar también
con epitopos polipeptidicos predeterminados reconocidos por un indicador secundario (tales como secuencias de
pares de cremalleras de leucina, sitios de unién para anticuerpos secundarios, dominios de uniéon de metales,
etiquetas de epitopos). En ciertas realizaciones, los marcadores se unen mediante brazos espaciadores de diversas
longitudes para reducir el impedimento estérico potencial.

Un anticuerpo se puede marcar también con un radiomarcador, p.ej. un aminoacido radiomarcado. El radiomarcador
se puede usar para fines tanto diagnosticos como terapéuticos. Por ejemplo, el radiomarcador se puede usar para
detectar HMW-MAA mediante rayos x, espectros de emision, formacion de imagenes de resonancia magnética
(MRI), barrido mediante tomografia computerizada (CT), tomografia de emision de positrones (PET), u otras técnicas
de diagnéstico. Los ejemplos de marcadores para polipéptidos incluyen, pero sin limitacion, los radioisétopos o
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radionuclidos siguientes: *°F, "'C, N, °0, "®F, °F, ®*™T¢, "], *H, "C, N, ?°Y, #*Tc, "In, y "l

Los anticuerpos marcados se pueden usar en una diversidad de inmunoensayos, que incluyen la clasificacion de
células activada por fluorescencia (FACS), inmunohistoquimica, radioinmunoensayos (RIAs), y ensayo de
inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA). Los medios para detectar tales marcadores son muy conocidos para los
expertos en la técnica. Asi, por ejemplo, los radiomarcadores se pueden detectar mediante el uso de una pelicula
fotografica o contadores de centelleo, y los marcadores fluorescentes se pueden detectar mediante el uso de un
fotodetector para detectar la iluminacion emitida.

Un anticuerpo también se puede derivatizar con un grupo quimico, tal como polietilen glicol (PEG), un grupo metilo o
etilo, o un grupo de carbohidrato. Estos grupos pueden ser Utiles para mejorar las caracteristicas bioldgicas del
anticuerpo, tal como para incrementar la semivida en suero o para incrementar la unién al tejido.

Se pueden emplear toxinas con los anticuerpos especificos hacia HMW-MAA, y los fragmentos funcionales de los
mismos, que se describen en la presente memoria, para producir inmunotoxinas. Las toxinas ejemplares incluyen
ricina, abrina, toxina de la difteria y las subunidades de las mismas, asi como las toxinas botulinicas A a F. Estas
toxinas estan facilmente disponibles de fuentes comerciales (por ejemplo, Sigma Chemical Company, St. Louis,
Mo.). Las toxinas contempladas también incluyen las variantes de las toxinas descritas en la presente memoria
(véanse, por ejemplo, las pat. de EE.UU. n°s 5.079.163 y 4.689.401). En una realizacion, la toxina es la exotoxina de
Pseudomonas (EP) (pat. de EE.UU. n° 5.602.095). Tal como se usa en la presente memoria, "exotoxina de
Pseudomonas" se refiere a una EP nativa de longitud completa (que se da de manera natural) o una EP que se ha
modificado. Tales modificaciones pueden incluir, pero sin limitacién, la eliminacién del dominio la, deleciones de
diversos aminoacidos en los dominios Ib, Il y lll, sustituciones de aminoacidos individuales y la adicién de una o mas
secuencias en el extremo carboxiloterminal (por ejemplo, véase Siegall et al., J. Biol. Chem. 264:14256-14261,
1989). En una realizacion, el fragmento citotdxico de EP conserva al menos un 50%, al menos un 75%, al menos un
90%, o al menos un 95% de la citotoxicidad de la EP nativa. En ciertos ejemplos, el fragmento citotoxico es mas
téxico que la EP nativa.

La exotoxina de Pseudomonas (EP) A nativa es una proteina monomérica extremadamente activa (peso molecular
de 66 kD), secretada por Pseudomonas aeruginosa, que inhibe la sintesis de proteinas en las células eucaridticas.
El método de accion de EP es la inactivacion de la ADP-ribosilacion del factor de elongacion 2 (EF-2). La exotoxina
contiene tres dominios estructurales que actuan coordinadamente para provocar la citotoxicidad. El dominio la media
en la union celular. El dominio 1l es responsable de la translocacion al citosol, y el dominio Il media en la ADP-
ribosilacion del factor de elongacién 2. La funcion del dominio Ib es desconocida. La EP empleada con los
anticuerpos monoclonales descritos en la presente memoria puede incluir la secuencia nativa, fragmentos citotoxicos
de la secuencia nativa, y variantes modificadas de manera conservativa de la EP nativa y sus fragmentos citotoxicos.
Los fragmentos citotdxicos de EP incluyen los que son citotdxicos con o sin procesamiento proteolitico posterior o de
otro tipo en la célula objetivo. Los fragmentos citotoxicos de EP incluyen PE40, PE38, y PE35. Para una descripcion
adicional de EP y de las variantes de la misma, véanse, por ejemplo, las pat. de EE.UU. n° 4.892.827; 5.512.658;
5.602.095; 5.608.039; 5.821.238; y 5.854.044; el documento WO 99/51643; Pai et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA
88:3358-3362, 1991; Kondo et al., J. Biol. Chem. 263:9470-9475, 1988; Pastan et al., Biochim. Biophys. Acta
1333:C1-C6, 1997.

Los anticuerpos y los fragmentos funcionales de los mismos descritos en la presente memoria se pueden usar
también para transportar selectivamente cualquier nimero de diferentes compuestos diagnosticos o terapéuticos a
las células que expresan HMW-MAA en su superficie. Asi, un anticuerpo de la presente descripcién se puede unir
directamente o por medio de un ligador a un farmaco que se va a administrar directamente a las células que
expresan HMW-MAA en la superficie celular. Los agentes terapéuticos incluyen compuestos tales como acidos
nucleicos, proteinas, péptidos, aminoacidos o derivados, glicoproteinas, radioisétopos, lipidos, carbohidratos, o virus
recombinantes. Los restos de acido nucleico terapéuticos y diagnésticos incluyen acidos nucleicos inversos,
oligonucledtidos derivatizados para el entrecruzamiento covalente con ADN simple o doble, y oligonucleétidos que
forman moléculas triples.

De manera alternativa, la molécula unida a un anticuerpo anti-HMW-MAA puede ser un sistema de encapsulacion,
tal como un liposoma o micela que contiene una composicién terapéutica tal como un farmaco, un acido nucleico
(por ejemplo, un acido nucleico inverso), u otro resto terapéutico que preferiblemente se protege de la exposicion
directa al sistema circulatorio. Los medios para preparar liposomas unidos a anticuerpos son muy conocidos para los
expertos en la técnica (véase, por ejemplo, la pat. de EE.UU. n°® 4.957.735; Connor et al., Pharm. Ther. 28:341-365,
1985).

Composiciones y Métodos Terapéuticos

En la presente memoria se proporcionan composiciones que incluyen un vehiculo y uno o mas anticuerpos que se
unen de manera especifica a HMW-MAA, o fragmentos funcionales de los mismos que se unen de manera
especifica a HMW-MAA. Las composiciones se pueden preparar en formas farmacéuticas unitarias para la
administracion a un sujeto. La cantidad y el momento de la administracion dependen del criterio del médico que
aplica el tratamiento para alcanzar los fines deseados. El anticuerpo se puede formular para la administracion
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sistémica o local (tal como intratumoral). En un ejemplo, el anticuerpo que se une de manera especifica a HMW-
MAA se formula para la administracion parenteral, tal como administracién intravenosa.

Las composiciones para administraciéon pueden incluir una disolucién del anticuerpo que se une de manera
especifica a HMW-MAA (o un fragmento funcional del mismo) disuelto en un vehiculo farmacéuticamente aceptable,
tal como un vehiculo acuoso. Se puede usar una diversidad de vehiculos acuosos, por ejemplo, soluciéon salina
tamponada y similares. Estas disoluciones son estériles y en general estan exentas de materias indeseables. Estas
composiciones se pueden esterilizar mediante técnicas de esterilizacion convencionales bien conocidas. Las
composiciones pueden contener sustancias auxiliares farmacéuticamente aceptables segin sea necesario para
aproximarse a las condiciones fisioldgicas, tales como agentes de ajuste del pH y agentes tamponadores, agentes
de ajuste de la toxicidad y similares, por ejemplo, acetato sédico, cloruro sédico, cloruro potasico, cloruro calcico,
lactato sddico y similares. La concentracion del anticuerpo en estas formulaciones puede variar ampliamente, y se
seleccionara principalmente basandose en los volimenes de fluido, la viscosidad, el peso corporal, y similares, de
acuerdo con el modo de administracion particular seleccionado y las necesidades del sujeto.

Una dosis tipica de la composicion farmacéutica para administracion intravenosa incluye alrededor de 0,1 a 15 mg
de anticuerpo por kg peso corporal del sujeto al dia. Se pueden usar dosis de 0,1 a alrededor de 100 mg por kg al
dia, en particular si el agente se administra en un sitio aislado y no en el sistema circulatorio o linfatico, tal como en
una cavidad corporal o en la luz de un 6rgano. Los métodos concretos para la preparacion de composiciones
administrables seran conocidos o evidentes para los expertos en la técnica, y se describen con mas detalle en
publicaciones tales como Remington's Pharmaceutical Science, 192 ed., Mack Publishing Company, Easton, Pa.
(1995).

Los anticuerpos se pueden proporcionar en forma liofilizada y rehidratarlos con agua estéril antes de la
administracién, aunque también se proporcionan en soluciones estériles de concentracién conocida. La solucion de
anticuerpo se afade después a una bolsa de infusidon que contiene un 0,9% de cloruro sddico, USP, y en general se
administran a una dosis de 0,5 a 15 mg/kg de peso corporal. Hay disponible una experiencia considerable en la
técnica en la administracion de farmacos de anticuerpos, que se han comercializado en los EE.UU. desde la
aprobacion de RITUXAN (marca registrada) en 1997. Los anticuerpos se pueden administrar mediante infusion lenta,
en vez de en una inyeccion rapida intravenosa. En un ejemplo, se administra una dosis de carga mayor, con dosis
de mantenimiento posteriores que se administran a un nivel inferior. Por ejemplo, se puede infundir una dosis de
carga inicial de 4 mg/kg a lo largo de un periodo de unos 90 minutos, seguido de dosis de mantenimiento semanales
durante 4-8 semanas de 2 mg/kg infundidos a lo largo de un periodo de 30 minutos si la dosis previa se toleré bien.

El anticuerpo que se une de manera especifica a HMW-MAA (o un fragmento funcional del mismo) se puede
administrar para ralentizar o inhibir el crecimiento de células, tales como células cancerosas. En estas aplicaciones,
se administra una cantidad terapéuticamente eficaz de un anticuerpo a un sujeto en una cantidad suficiente para
inhibir el crecimiento, la replicacion o la metastasis de las células cancerosas, o para inhibir un signo o sintoma del
cancer. En ciertas realizaciones, los anticuerpos se administran a un sujeto para inhibir o prevenir el desarrollo de
metastasis, o para disminuir el tamafio o nuimero de metastasis, tal como micrometastasis, por ejemplo
micrometastasis en los nédulos linfaticos regionales (Goto et al., Clin. Cancer Res. 14(11): 3401-3407, 2008).

Los sujetos adecuados pueden incluir los diagnosticados con un cancer que expresa HMW-MAA, tal como, pero sin
limitacién, melanoma, cancer de prostata, carcinoma de células escamosas (tal como carcinoma de célula
escamosas de cabeza y cuello), cancer de mama (que incluye, pero sin limitacion, carcinoma de mama basal,
carcinoma ductal y carcinoma de mama lobulillar), leucemia (tal como leucemia mielégena aguda y leucemia aguda
positiva para 11g23), un tumor de la cresta neural (tal como un astrocitoma, glioma o neuroblastoma), cancer
ovarico, cancer de colon, cancer de estbmago, cancer pancreatico, cancer de hueso (tal como un cordoma), glioma
0 un sarcoma (tal como condrosarcoma). Preferiblemente, el anticuerpo se administra para tratar un tumor solido.
Mas preferiblemente, el anticuerpo se administra a un sujeto que padece cancer de piel, p.ej. melanoma maligno.

Una cantidad terapéuticamente eficaz de un anticuerpo especifico de HMW-MAA dependera de la gravedad de la
enfermedad y del estado general de la salud del paciente. Una cantidad terapéuticamente eficaz del anticuerpo es
aquella que proporciona el alivio subjetivo de un/varios sintoma(s), o una mejora identificable objetivamente, tal
como la observa el médico u otro observador cualificado. Estas composiciones se pueden administrar junto con otro
agente quimioterapico, de manera simultanea o secuencial.

En la actualidad se conocen muchos agentes quimioterapicos en la técnica. En una realizacion, los agentes
quimioterapicos se seleccionan del grupo que consiste en inhibidores mitéticos, agentes alquilantes, anti-
metabolitos, antibiéticos intercalantes, inhibidores de factores de crecimiento, inhibidores del ciclo celular, enzimas,
inhibidores de topoisomerasas, agentes anti-supervivencia, modificadores de la respuesta bioldgica, anti-hormonas,
p.ej. anti-andrégenos, y agentes anti-angiogénesis.

Los agentes anti-angiogénesis, tales como los inhibidores de MMP-2 (metaloproteinasa de la matriz 2), inhibidores
de MMP-9 (metaloproteinasa de la matriz 9), e inhibidores de COX-Il (ciclooxigenasa Il), se pueden usar junto con un
compuesto de la invencién. Los ejemplos de inhibidores de COX-II dtiles incluyen CELEBREX (Marca Registrada)
(alecoxib), valdecoxib, y rofecoxib. Los ejemplos de inhibidores de metaloproteinasa de la matriz utiles se describen
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en los documentos WO 96/33172, WO 96/27583, WO 98/07697, WO 98/03516, WO 98/34918, WO 98/34915, WO
98/33768, WO 98/30566, EP606.046, EP931.788, WO 90/05719, WO 99/52910, WO 99/52889, WO 99/29667, U.S.
5.863.949, U.S. 5.861.510 y EP780.386.

En un ejemplo, los inhibidores de MMP no inducen artralgia tras la administracion. En otro ejemplo, el inhibidor de
MMP inhibe selectivamente MMP-2 y/o MMP-9 respecto de las otras metaloproteinasas de la matriz (tales como
MMP-1, MMP-3, MMP-4, MMP-5, MMP-6, MMP-7, MMP-8, MMP-10, MMP-11, MMP-12, y MMP-13). Algunos
ejemplos especificos de inhibidores de MMP (utiles son AG-3340, RO 32-3555, RS 13-0830, acido 34[4-(4-fluoro-
fenoxi)-bencenosulfonil]-(1-hidroxicarbamoil-ciclopentil)-amino]-propionico; hidroxiamida de acido 3-exo-3-[4-(4-
fluoro-fenoxi)-bencenosulfonilamino]-8-oxabiciclo[3.2.1]octano-3-carboxilico; hidroxiamida de acido (2R,3R) 1-[4-(2-
cloro-4-fluoro-benciloxi)-bencenosulfonil]-3-hidroxi-3-metil-piperidin-2-carboxilico; hidroxiamida de acido 4-[4-(4-
fluoro-fenoxi)-bencenosulfonilamino]-tetrahidropiran-4-carboxilico; acido 3-[[4-(4-fluoro-fenoxi)-bencenosulfonil]-(1-
hidroxicarbamoil-ciclobutil)-amino]-propionico; hidroxiamida de acido 4-[4-(4-cloro-fenoxi)-bencenosulfonilamino]-
tetrahidro-piran-4-carboxilico; hidroxiamida de acido (R) 3-[[4-(4-cloro-fenoxi)-bencenosulfonilamino]-tetrahidro-piran-
3-carboxilico; hidroxiamida de acido (2R,3R) 1-[4-(4-fluoro-2-metil-benciloxi)-bencenosulfonil]-3-hidroxi-3-metil-
piperidin-2-carboxilico; acido 3-[[4-(4-fluoro-fenoxi)-bencenosulfonil]-(1-hidroxicarbamoil-1-metil-etil)-amino]-
propionico; acido 3-[[4-(4-fluoro-fenoxi)-bencenosulfonil]-(4-hidroxicarbamoil-tetrahidropiran-4-il)-amino]-propionico;
hidroxiamida de acido 3-exo-3-[4-(4-cloro-fenoxi)-bencenosulfonilamino]-8-oxabiciclo[3.2.1]octano-3-carboxilico;
hidroxiamida de acido 3-exo-3-[4-(4-fluoro-fenoxi)-bencenosulfonilamino]-8-oxabiciclo[3.2.1]octano-3-carboxilico; e
hidroxiamida de acido (R) 3-[4-(4-fluoro-fenoxi)-bencenosulfonilamino]-tetrahidro-furano-3-carboxilico; y las sales y
solvatos farmacéuticamente aceptables de dichos compuestos.

Los anticuerpos que se unen de manera especifica a HMW-MAA también se pueden usar con inhibidores de la
transduccion de sefales, tales como los agentes que pueden inhibir las respuestas del EGF-R (receptor de factor de
crecimiento epidérmico), tales como anticuerpos hacia EGF-R, anticuerpos hacia EGF, y moléculas que son
inhibidores de EGF-R; inhibidores de VEGF (factor de crecimiento endotelial vascular), tales como receptores de
VEGF y moléculas que pueden inhibir VEGF; e inhibidores del receptor de erbB2, tales como moléculas organicas o
anticuerpos que se unen al receptor de erbB2, por ejemplo, HERCEPTIN (Marca Registrada) (Genentech, Inc.). Los
inhibidores de EGF-R se describen, por ejemplo, en los documentos WO 95/19970, WO 98/14451, WO 98/02434, y
U.S. 5.747.498. Los agentes que inhiben EGFR también incluyen, pero sin limitacién, los anticuerpos monoclonales
C225 y anti-EGFR 22Mab (ImClone Systems Incorporated), ABX-EGF (Abgenix/Cell Genesys), EMD-7200 (Merck
KgaA), EMD-5590 (Merck KgaA), MDX-447/H-477 (Medarex Inc. y Merck KgaA), y los compuestos ZD-1834, ZD-
1838 y ZD-1839 (AstraZeneca), PKI-166 (Novartis), PKI-166/CGP-75166 (Novartis), PTK 787 (Novartis), CP 701
(Cephalon), leflunomida (Pharmacia/Sugen), CI-1033 (Warner Lambert Parke Davis), CI-1033/PD 183,805 (Warner
Lambert Parke Davis), CL-387,785 (Wyeth-Ayerst), BBR-1611 (Boehringer Mannheim GmbH/Roche), Naamidina A
(Bristol Myers Squibb), RC-3940-I (Pharmacia), BIBX-1382 (Boehringer Ingelheim), OLX-103 (Merck & Co.),
VRCTC-310 (Ventech Research), la toxina de fusion de EGF (Seragen Inc.), DAB-389 (Seragen/Lilgand), ZM-
252808 (Imperial Cancer Research Fund), RG-50864 (INSERM), LFM-A12 (Parker Hughes Cancer Center), WH1 --
P97 (Parker Hughes Cancer Center), GW-282974 (Glaxo), KT-8391 (Kyowa Hakko) y la vacuna de EGF-R (York
Medical/Centro de Immunologia Molecular (CIM)).

También se pueden usar inhibidores de VEGF, por ejemplo SU-5416 y SU-6668 (Sugen Inc.), SH-268 (Schering), y
NX-1838 (NeXstar) junto con un anticuerpo que se une de manera especifica a HMW-MAA. Los inhibidores de
VEGF se describen, por ejemplo, en los documentos WO 99/24440, WO 95/21613, WO 99/61422, U.S. 5.834.504,
WO 98/50356, U.S. 5.883.113, U.S. 5.886.020, U.S. 5.792.783, WO 99/10349, WO 97/32856, WO 97/22596, WO
98/54093, WO 98/02438, WO 99/16755 y WO 98/02437. Otros ejemplos de algunos inhibidores de VEGF
especificos son IM862 (Cytran Inc.); el anticuerpo monoclonal anti-VEGF de Genentech, Inc.; y angiozima, una
ribozima sintética de Ribozyme y Chiron. Se pueden usar estos y otros inhibidores de VEGF junto con un anticuerpo
que se une de manera especifica a HMW-MAA.

Los inhibidores del receptor ErbB2, tales como GW-282974 (Glaxo Wellcome plc), y los anticuerpos monoclonales
AR-209 (Aronex Pharmaceuticals Inc.) y 2B-1 (Chiron), se pueden combinar ademas con el compuesto de la
descripcion, por ejemplo los indicados en los documentos WO 98/02434, WO 99/35146, WO 99/35132, WO
98/02437, WO 97/13760, WO 95/19970, U.S. 5.587.458 y U.S. 5.877.305.

Para el tratamiento del cancer, tal como melanoma, los anticuerpos descritos en la presente memoria se pueden
usar con un tratamiento quirdrgico, o con otro tratamiento terapéutico que incluye dacarbazina (también denominada
DTIC), o interleucina-2 (IL-2) o interferdn, tal como interferon-a2b (IFN-a2b), o bisfosfonatos, tales como zoledronato.
Para el tratamiento de un melanoma superficial, se pueden usar los anticuerpos junto con Imiquimod. Para
tratamiento del cancer de prostata, se pueden usar los anticuerpos junto con, por ejemplo, cirugia, radioterapia,
quimioterapia y terapia hormonal (tal como anti-andrégenos o antagonistas de GnRH). Para el tratamiento de
HNSCC, los anticuerpos proporcionados en la presente memoria se pueden usar junto con cirugia, radioterapia,
quimioterapia, otros anticuerpos (tales como cetuximab y bevacizumab) o agentes terapéuticos de moléculas
pequenas (tales como erlotinib).

Se proporcionan administraciones simples o multiples de las composiciones dependiendo de la dosis y la frecuencia,
segun sean requeridas y toleradas por el paciente. En cualquier caso, la composicion deberia proporcionar una
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cantidad suficiente de al menos uno de los anticuerpos (o fragmentos funcionales de los mismos) descritos en la
presente memoria para tratar de manera eficaz al paciente. La dosis se puede administrar una vez, pero se puede
aplicar de manera periodica hasta alcanzar un resultado terapéutico o hasta que los efectos secundarios justifiquen
el abandono de la terapia. En un ejemplo, se infunde una dosis del anticuerpo durante treinta minutos cada dos dias.
En este ejemplo, se puede administrar de alrededor de una a alrededor de diez dosis, tal como tres o seis dosis cada
dos dias. En un ejemplo adicional, se administra una infusion continua durante alrededor de cinco a alrededor de
diez dias. El sujeto se puede tratar a intervalos regulares, tal como mensualmente, hasta alcanzar un resultado
terapéutico deseado. En general, la dosis es suficiente para tratar o mejorar los sintomas o signos de la enfermedad
sin producir una toxicidad inaceptable al paciente.

Las formulaciones parenterales de liberacion controlada se pueden hacer en forma de implantes, inyecciones
oleosas, o en forma de sistemas particulados. Para un resumen amplio de los sistemas de administracion de
proteinas, véase, Banga, A. J., Therapeutic Peptides and Proteins: Formulation, Processing, and Delivery Systems,
Technomic Publishing Company, Inc., Lancaster, Pa., (1995). Los sistemas particulados incluyen microesferas,
microparticulas, microcapsulas, nanocapsulas, nanoesferas, y nanoparticulas. Las microcapsulas contienen la
proteina terapéutica, tal como una citotoxina o un farmaco, en forma de un nucleo central. En las microesferas, el
agente terapéutico se dispersa por toda la particula. Las particulas, microesferas, y microcapsulas menores de
alrededor de 1 pm se denominan en general nanoparticulas, nanoesferas, y nanocapsulas, respectivamente. Los
capilares tienen un diametro de aproximadamente 5 um, de forma que solamente las nanoparticulas se administran
de manera intravenosa. Las microparticulas tienen en general alrededor de 100 ym de diametro, y se administran de
manera subcutanea o intramuscular. Véase, por ejemplo, Kreuter, J., Colloidal Drug Delivery Systems, J. Kreuter,
ed., Marcel Dekker, Inc., Nueva York, N.Y., pags. 219-342 (1994); y Tice y Tabibi, Treatise on Controlled Drug
Delivery, A. Kydonieus, ed., Marcel Dekker, Inc. Nueva York, N.Y., pags. 315-339, (1992).

Se pueden usar polimeros para la liberacién controlada por iones de las composiciones de anticuerpos descritas en
la presente memoria. En la técnica se conocen diversas matrices poliméricas degradables y no degradables para el
uso en la administracion controlada de farmacos (Langer, Accounts Chem. Res. 26:537-542, 1993). Por ejemplo, el
copolimero en bloque, polaxamero 407, existe en forma de un liquido viscoso, aunque movil, a temperaturas bajas,
pero forma un gel semisolido a la temperatura corporal. Se ha demostrado que es un vehiculo eficaz para la
formulacion y administracion sostenida de interleucina-2 recombinante y ureasa (Johnston et al., Farm. Res. 9:425-
434, 1992; y Pec et al., J. Parent. Sci. Tech. 44(2):58-65, 1990). De manera alternativa, se ha usado hidroxiapatito
como microvehiculo para la liberacion controlada de proteinas (ljntema et al., Int. J. Pharm. 112:215-224, 1994). En
otro aspecto, se usan liposomas para la liberacién controlada, asi como para el transporte selectivo del farmaco
encapsulado en lipidos (Betageri et al., Liposome Drug Delivery Systems, Technomic Publishing Co., Inc., Lancaster,
Pa. (1993)). Se conocen numerosos sistemas adicionales para la administracion controlada de proteinas
terapéuticas (véanse los documentos U.S. 5.055.303; U.S. 5.188.837; U.S. 4.235.871; U.S. 4.501.728; U.S.
4.837.028; U.S. 4.957.735; U.S. 5.019.369; U.S. 5.055.303; U.S. 5.514.670; U.S. 5.413.797; U.S. 5.268.164; U.S.
5.004.697; U.S. 4.902.505; U.S. 5.506.206; U.S. 5.271.961; U.S. 5.254.342 y U.S. 5.534.496).

Eficacia terapéutica relativa de los anticuerpos de IgE e IgG hacia un antigeno asociado a melanoma

Los anticuerpos terapéuticos complementan ahora los tratamientos convencionales de ciertas enfermedades
malignas, y han mejorado el prondstico para muchos pacientes de cancer. Mas de la mitad de los anticuerpos se
aprueban para el tratamiento de neoplasias malignas sanguineas, pero se necesitan urgentemente tratamientos con
anticuerpos de tumores sdlidos, no hematopoyéticos.

IgG es la Unica clase de anticuerpo examinada en la inmunoterapia del cancer. La escasa penetracion en los tejidos
de los anticuerpos de IgG y la baja afinidad de las IgGs hacia sus receptores en las células inmunitarias pueden
explicar parcialmente las débiles respuestas inmunitarias observadas y la escasa actividad resultante de muchos
anticuerpos de IgG contra tumores solidos.

Los anticuerpos de clase IgE desempefian un papel importante en la respuesta alérgica humana, pero también son
contribuyentes clave a la defensa del cuerpo contra las infecciones parasitarias. Los anticuerpos de IgE residen de
manera natural en los tejidos. Se pueden transportar desde la circulacion a los tejidos, en los que, por medio de su
intensa afinidad hacia sus receptores en las células inmunitarias, se sabe que desencadenan potentes respuestas
inmunitarias.

En las realizaciones de la presente invencion, el anticuerpo se dirige contra el antigeno de melanoma de la superficie
celular HMW-MAA (antigeno asociado a melanoma de peso molecular elevado), que se sobreexpresa en > 80% de
los melanomas, como objetivo para la inmunoterapia con anticuerpos. Como se demuestra en el Ejemplo mas
adelante, dos anticuerpos monoclonales quiméricos (un IgG y un IgE) de la misma especificidad contra HMW-MAA
(cada uno comprende las mismas secuencias de la regidon variable de un anticuerpo de ratén) tuvieron efectos
diferenciales in vivo. Debido a la destruccién diferencial de tumores de melanoma mediada por células efectoras
inmunitarias mediante cada anticuerpo, el anticuerpo de IgE tuvo una eficacia superior en un modelo de xenoinjerto
in vivo de melanoma.

En la presente memoria se ha demostrado sorprendentemente que la modificacion de anticuerpos con regiones Fc
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de una clase de anticuerpo diferente puede mejorar las funciones efectoras del anticuerpo, si los anticuerpos de esta
clase pueden ejercer una vigilancia inmunitaria natural en las localizaciones anatémicas en las que se pueden hallar
los tumores. Este concepto puede ser especialmente relevante en el caso de los tumores solidos, ya que con
frecuencia estos son resistentes al tratamiento con los anticuerpos de IgG. Con una semivida en suero de 21-24
dias, en comparacion con una semivida de 2-3 dias en los tejidos, los anticuerpos de IgG pueden ser la clase de
anticuerpos mas eficaz para seleccionar como objetivo los tumores que residen en la sangre y las células tumorales
circulantes, aunque su capacidad de ejercer la vigilancia de tumores en los tejidos puede ser menos potente [18, 19].
Otros parametros que pueden modular las funciones anti-tumorales de las IgG podrian ser una incorporacion lenta o
ineficaz y/o una inhibicién local de las células efectoras inmunitarias activadoras por las células tumorales en las
lesiones, y la presencial/induccion de células inmunorreguladoras por los tumores in situ [20]. Para los anticuerpos de
la clase IgG que si se localizan en las lesiones tumorales, superar estos medios inmunomoduladores puede ser un
desafio. Ademas, factores tales como la baja afinidad de las IgG hacia sus receptores Fcy y la presencia del receptor
inhibitorio FcyRIIb en las células inmunitarias que infiltran los tumores, tales como los macroéfagos, pueden influir
negativamente en la eficacia de los anticuerpos de IgG en los tejidos [21, 22].

Debido a que cada clase de anticuerpo funciona en diferentes compartimentos anatémicos, y funciona a través de
receptores de Fc y células efectoras inmunitarias exclusivas, los presentes inventores se han centrado en los
anticuerpos de la clase IgE, habitualmente conocida por su papel en la respuesta alérgica y la proteccion contra
parasitos. Los anticuerpos de esta clase funcionan a través de sus receptores especificos de Fc de afinidad elevada
en un espectro diferente de células efectoras respecto de IgG, y residen de manera natural en los tejidos en los que
ejercen la vigilancia inmunoldgica. Los resultados mostrados en la presente memoria demuestran que estas
propiedades se pueden traducir en una eficacia superior en la seleccion como objetivo de tumores que residen en
los tejidos, tales como el melanoma.

Ventajas de IgE como terapia de anticuerpos para el tratamiento de tumores soélidos
Residencia en los tejidos:

La concentracion de IgE en el suero de los individuos normales es minima (<150 ng/ml, es decir, 1/10.000 la
concentracion de IgG), y, a diferencia de IgG, la presencia de IgE en la sangre es de corta duracion (semivida de 1,5
dias) [23, 24, 19]. Sin embargo, la IgE se transfiere a los tejidos y se retiene localmente mediante células residentes
que expresan receptores de IgE potentes tales como mastocitos, macréfagos y células dendriticas con una semivida
medida de dos semanas, proporcionalmente mas larga que la de I1gG (2-3 dias) [24, 18].

Afinidad elevada por los receptores de IgE:

La afinidad de IgE por su receptor de afinidad elevada, FceR1, (K=10"" M™") es 10%-10° veces mayor que la de las
IgGs por sus receptores, lo que le hace el Unico anticuerpo claramente retenido por las células efectoras en ausencia
de antigeno [23, 25, 19]. La disociacion lenta del complejo IgE-FceR1 y la retencion local de IgE en los tejidos se
puede traducir en dosis terapéuticas eficaces inferiores y/o una frecuencia reducida de administracion en
comparacion con IgG.

Carencia de receptor inhibitorio:

A diferencia de IgG, IgE no esta sujeta a ningun receptor inhibitorio (cf. FcyRIIb), con la implicacion potencial de que
las propiedades supresoras de los micromedios del tumor pueden no resistir tan intensamente las funciones
efectoras de IgE especificas del tumor contra los tumores residentes en los tejidos.

Células efectoras inmunitarias residentes en los tejidos en tumores:

Una gran proporcion, tan alta como un 50%, de las lesiones tumorales estan constituidas por células inmunitarias
infiltrantes que se concentran también alrededor de los tumores [26]. Algunos de estos infiltrados son células
efectoras que expresan FceR potentes conocidas, tales como monocitos/macrofagos, mastocitos, células dendriticas
y eosinofilos. En ausencia de IgE especifica de antigeno tumoral, estas células pueden carecer de la actividad
necesaria para seleccionar como objetivo las células tumorales debido a las sefiales inmunosupresoras en el
micromedio tumoral [27, 28].

Funciones efectoras potentes:

La IgE es extremadamente potente en la incorporacion y activacion de células efectoras (células T, monocitos,
eosinofilos, basofilos) en el sitio de exposicion al antigeno, por medio de la liberacién de citocinas (IL-3, IL-4, IL-5, IL-
6, IL-9, IL-13, GM-CSF y TNF-a), y también en la activacion de estas células in sifu. Los mediadores liberados por
los mastocitos (histamina, leucotrienos y proteasas) estimulan la incorporacion y activacion adicional de células
efectoras sanguineas [29]. En el contexto de su papel protector en las infecciones parasitarias, se sabe que los
anticuerpos de IgE desencadenan tanto la citotoxicidad celular mediada por anticuerpos (ADCC), como la fagocitosis
celular mediada por anticuerpos de los parasitos [30-34]. Ambos receptores de IgE se activan por IgE e IL-4 en las
células efectoras in situ, y se sabe que participan en estos mecanismos de accion.
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Estas propiedades de los anticuerpos de IgE se pueden redirigir a aumentar la citotoxicidad y la fagocitosis de las
células tumorales, asi como a iniciar la presentacion de antigenos dependiente de anticuerpos de IgE por parte de
las células presentadoras de antigenos que albergan receptores de IgE tales como las células dendriticas, células B
y macroéfagos. Asi, la inmunidad pasiva y activa contra los tumores sélidos podria actuar en conjunto en tejidos tales
como la piel, poblada de manera natural por células efectoras de IgE. La intensidad de las respuestas inmunitarias
mediadas por IgE en los tejidos, entonces, conlleva la expectativa de una potencia, asi como una longevidad,
incrementadas de la vigilancia inmunitaria mediante IgE y las células efectoras contra los tumores de piel.

HMW-MAA es un objetivo adecuado para la inmunoterapia con anticuerpos

Se ha identificado el antigeno asociado a melanoma de peso molecular elevado (HMW-MAA) como objetivo
adecuado para la inmunoterapia con anticuerpos. El proteoglicano de sulfato de condroitina de la superficie celular
HMW-MAA se expresa en > 80% de las lesiones de melanoma, pero no en los melanocitos normales. Su distribucion
restringida en los tejidos normales estd bien documentada (células basales de la epidermis, progenitores
epidérmicos y del foliculo piloso, condrocitos). La expresion en las lesiones primarias y metastasicas y la
heterogeneidad limitada entre tumores lo convierten potencialmente en un objetivo terapéutico sumamente
adecuado [35]. Su presencia en los pericitos activados de la vasculatura angiogénica asociada a tumores sugiere un
papel en la regulacion y estimulacion de la angiogénesis tumoral [36]. Esto podria ofrecer una ventaja adicional para
la terapia con anticuerpos, no solamente para seleccionar como objetivo las células tumorales que expresan HMW-
MAA, sino también para restringir la angiogénesis y reducir el crecimiento y la migracion de las células tumorales.
HMW-MAA aumenta la motilidad, la migracion y la capacidad metastasica de las células de melanoma aumentando
las interacciones con la matriz extracelular. También puede actuar como factor de crecimiento auxiliar, y tiene un
papel en la proliferacion de las células de melanoma. Esto da esperanzas sobre la eliminacién preferente de las
células de melanoma que expresan HMW-MAA mas agresivas - es decir, mas proliferativas y metastasicas -
mediante anticuerpos especificos. Los estudios preclinicos y clinicos han estudiado la eficacia de la inmunoterapia
dirigida a HMW-MAA del melanoma. Sin embargo, se ha propuesto que los anticuerpos de ratén hacia HMW-MAA
no funcionan mediante mecanismos inmunoldgicos in vitro y en modelos animales [37], y por tanto no se han
descrito intentos de modificar derivados que puedan desencadenar las funciones de las células efectoras que
expresan Fc humano (es decir, la clonacion con regiones Fc humanas).

mAb 225.28s: un anticuerpo monoclonal contra HMW-MAA

En una realizacion, el anticuerpo comprende una region de uniéon al antigeno derivada de mAb 225.28s. El
anticuerpo monoclonal 225.28s se dirige contra HMW-MAA, y se desarrollé en el laboratorio del Prof. Soldano
Ferrone (actualmente en la Universidad de Pittsburg, EE.UU.). Las secuencias de la regién variable las publicé en
1996 Neri et al, y el clon de ratén original se hizo en un formato de hibridoma [38]. Se ha establecido que el
anticuerpo se une con una afinidad elevada y especificidad elevada a un epitopo de la proteina objetivo, y que es
univalente - un requisito de seguridad en el contexto de una IgE terapéutica, como se explicé anteriormente. La
eficacia de este clon se ensay6 en varios modelos in vitro e in vivo [39, 40].

Los primeros estudios in vitro indican que el clon de anticuerpo 225.28s de ratéon provoca, aunque solamente
débilmente, una toxicidad hacia las células de melanoma mediada tanto por el complemento como por células. Las
pruebas sugieren, de hecho, que los mecanismos principales mediante los que funcionan los anticuerpos, tales
como 225.28s, desarrollados contra HMW-MAA no son inmunoldgicos, ya que estan asociados a una proliferacion y
neovascularizacion reducidas, y la restriccion de la migracion y metastasis de las células. Estos mecanismos se han
informado recientemente en el contexto de las células de cancer de mama triple negativo que expresan el antigeno.
Los estudios adicionales han demostrado la capacidad del anticuerpo de IgG 225.28s de raton de inhibir el
crecimiento tumoral del melanoma en un xenoinjerto humano cultivado s.c. en ratones SCID. Aunque los
mecanismos de su funcién no se analizaron completamente, los autores admitieron que el acceso restringido de
estos anticuerpos (de clase IgG) a los tejidos soélidos fue una explicacion probable al grado moderado de regresiones
tumorales observadas. En un modelo diferente, la IgG de raton acoplada a metotrexato fue activa en la seleccién e
inhibicién del crecimiento de un xenoinjerto de melanoma humano, cultivado s.c. en ratones atimicos. Un derivado
de 225.28s conjugado con toxina ha alcanzado la fase de ensayo clinico, y se han disefiado derivados de scFv [41,
42].

Sin embargo, hasta la fecha, no se ha modificado una molécula de esta especificidad hasta una forma recombinante
quimérica o humanizada. El clon de anticuerpo de raton adolece de dos desventajas evidentes: a) se espera que las
secuencias de ratén induzcan respuestas HAMA (anticuerpo humano anti-murino) en los pacientes, lo que da como
resultado la neutralizacion del anticuerpo y el aclaramiento rapido de la circulacion, y de ese modo se reduce
significativamente la eficacia contra las células tumorales, y b) no se espera que un anticuerpo con regiones Fc de
ratén incorpore de manera eficaz células efectoras inmunitarias humanas que expresan FcR que pueden seleccionar
como objetivo y destruir células tumorales mediante mecanismos tales como citotoxicidad y/o fagocitosis. Por lo
tanto, no se ha propuesto previamente la relevancia terapéutica potencial de un agente recombinante con esta
especificidad. Por lo tanto, como se describe en el Ejemplo siguiente, se llevd a cabo una comparacion directa,
basada en anticuerpos 225.28s quiméricos de clases diferentes, IgG1 e IgE, y se examind su eficacia potencial en el
tratamiento del melanoma.
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La invencion se describira adicionalmente a continuacion con referencia al siguiente ejemplo no limitante.
Ejemplo

Modificacion de anticuerpos especificos del antigeno de melanoma

Modificacion y caracterizacion de anticuerpos quiméricos de IgE e IgG1 que reconocen el antigeno HMW-MAA

El sistema para la clonacién de expresion usado en el presente estudio permite la produccion de anticuerpos de
cualquier clase en unas cuantas semanas (véase la Figura 1). Se optimizaron los codones de las secuencias de
nucledtidos que codificaban las regiones variables de la cadena pesada y ligera del clon del anticuerpo murino
225.28s (véanse las Figuras 12 a 15, SEQ ID N°s: 3 a 6) para la expresion en seres humanos. Las secuencias
optimizadas para los codones humanos (mostradas en las Figuras 20 y 21, SEQ ID N°s: 11 y 12) se insertaron en
los vectores de la cadena pesada y ligera k de IgG+ e IgE humanas (que comprenden las regiones constantes de la
cadena pesada y ligera k de IgG+ e IgE humanas). La secuencia de nucleétidos que codifica la region constante de
la cadena pesada de IgE se muestra en la Figura 22 (SEQ ID N°s: 13 a 16), y la secuencia que codifica la region
constante de la cadena ligera k se muestra en la Figura 23 (SEQ ID N°: 17). Las secuencias de aminoacidos y
nucledtidos de la cadena pesada y ligera del anticuerpo de IgE quimérico resultante se muestran en las Figuras 16 a
19 (SEQ ID N°s: 7 a 10). Los vectores que comprenden las secuencias quiméricas se usaron para transfectar células
HEK297 con eficacias de produccion de hasta 15-20 mg por litro de sobrenadante.

Los anticuerpos se purificaron mediante métodos rutinarios previamente publicados [43-47]. Las propiedades
biofisicas de los anticuerpos quiméricos modificados se ensayan de manera rutinaria mediante electroforesis en gel
y mediante analisis de cromatografia de exclusion por tamafio en HPLC, y se comparan con los anticuerpos de 1gG;
e Igg MOv18 previamente ensayados generados contra FRa, y también con Trastuzumab de grado clinico
(Herceptin®, IgG1) (Figura 2), para determinar la calidad y pureza del producto.

Las interacciones de los anticuerpos anti-HMW-MAA con las células tumorales A375 de melanoma se analizaron
mediante citometria de flujo e inmunofluorescencia. La IgE anti-HMW-MAA reconocié el antigeno HMW-MAA en las
células A375 (99,81%), pero no se unié a melanocitos primarios humanos. El anticuerpo de IgE también se unié a
monocitos primarios humanos que expresaban FceR y células de la linea celular monocitica U937, que también
expresaban ambos receptores de IgE, FceRI y FceRlIl, con densidades bajas (Figura 3). El anticuerpo de I1gG1 se
unio a la superficie de las células de melanoma A375 y a células monociticas U937 (Figura 3C). La union especifica
de los anticuerpos quiméricos de IgE e IgG1 a la superficie de las células tumorales A375 se confirmé mediante
microscopia de inmunofluorescencia, mientras un anticuerpo de IgE de control de isotipo especifico de hapteno (IgE
NIP) y un anticuerpo de control de IgG1 humano no mostraron una unién por encima del nivel de fondo (Figura 4).
Por lo tanto, se podrian modificar ambos anticuerpos quiméricos de especificidad conocida que reconocieron el
objetivo tumoral y las células efectoras inmunitarias esperadas.

Ensayos funcionales in vitro

Se emplearon varios ensayos in vitro para examinar la capacidad de los anticuerpos modificados de seleccionar
como objetivo y destruir células tumorales, concretamente ensayos de activacion de células efectoras mediada por
receptores Fc, tales como ensayos de desgranulacion funcional y ADCC/ADCP, y ensayos de viabilidad celular
(MTT) para estudiar la capacidad de destruir directamente células tumorales por medio del reconocimiento del
antigeno. Se observo que:

1) En un ensayo de desgranulacién funcional que midi6 el % de liberacion de B-hexosaminidasa por células de
leucemia basdfila de rata RBL SX-38 que expresaban FceRI humano, el anticuerpo de IgE hacia HMW-MAA
por si solo no potencié la liberacion de B-hexosaminidasa (0,6%). Sin embargo, el anticuerpo indujo una
desgranulacion significativa de las células RBL SX-38 tras la estimulacion con un anticuerpo policlonal anti-IgE
humana (Figura 5), lo que demuestra la capacidad de este anticuerpo de activar las células efectoras
inmunitarias por medio de la participacion de su receptor de afinidad elevada.

2) Los ensayos de viabilidad celular in vitro (MTT) demostraron que, a diferencia de trastuzumab (anticuerpos
de IgE e IgG1), y como se informé previamente para el anticuerpo de IgG de raton de la misma especificidad, ni
la IgE quimérica anti-HMW-MAA ni el homdlogo de IgG1 ejercieron ningun efecto directo sobre la proliferacion
celular (Figura 5).

3) Ambos anticuerpos fueron capaces de activar células efectoras inmunitarias para destruir células cancerosas
in vitro con una eficacia similar, pero cada uno mediante mecanismos diferentes: la IgG1 quimérica activo
monocitos humanos para destruir células tumorales mediante ADCP, mientras la IgE medié en la ADCC de
células tumorales (Figura 6).

Estudios de eficacia en un modelo de xenoinjerto de melanoma humano en ratones NOD/SCID y” injertados con
células efectoras inmunitarias humanas

Se llevaron a cabo estudios para analizar la capacidad de los anticuerpos quiméricos especificos del antigeno de
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melanoma de restringir el crecimiento tumoral in vivo en un modelo de raton inmunodeficiente de melanoma humano
cultivado de manera subcutanea en ratones NOD/SCID y” de origen BALB/c. Las células efectoras inmunitarias
humanas administradas en este modelo como PBLs, demuestran de manera reproducible mas de un 40% de injerto
en el bazo en ratones, lo que hace que este sistema in vivo sea equivalente a un fenotipo humanizado. Una
exposicién a células tumorales de 5 x 10° células de melanoma por ratén dio como resultado un crecimiento tumoral
reproducible a lo largo de un periodo de ~4 semanas, y las lesiones fueron positivas para el antigeno HMW-MAA
(Figura 7).

Mediante el uso de este modelo in vivo subcutaneo de melanoma y el injerto de células efectoras inmunitarias
humanas en estos ratones, el tratamiento con dosis semanales de IgE (10 mg/kg) dio como resultado un crecimiento
tumoral del melanoma drasticamente restringido a lo largo de un periodo de 30 dias en comparacioén con los tratados
con la IgG1 quimérica correspondiente a las mismas dosis y en comparacion con los que recibieron los controles de
anticuerpo inespecifico (n=7, Figura 8). Por lo tanto, a pesar de los niveles similares de eficacias de destruccién de
células tumorales in vitro, se observé una eficacia mejorada para la IgE anti-HMW-MAA en comparacion con la IgG1
correspondiente de la misma especificidad in vivo.

También se observé una profunda infiltracion de células inmunitarias humanas y la presencia de IgE humana en las
lesiones tumorales de los ratones que recibieron el anticuerpo de IgE anti-HMW-MAA, pero no se detectd ni
infiltracion de células inmunitarias humanas ni localizacion del anticuerpo de IgE en las lesiones de los animales
tratados con el anticuerpo de IgE quimérico inespecifico MOv18. Por lo tanto, se concluyd que el tratamiento con el
anticuerpo de IgE especifico del antigeno de melanoma fue superior en la induccién de la restriccion del crecimiento
tumoral in vivo en comparacion con la IgG1 correspondiente. Ademas, el tratamiento sistémico con la IgE especifica
del antigeno tumoral estuvo asociado a una intensa localizacion de IgE e infiltracion de células efectoras inmunitarias
humanas en las lesiones tumorales de una manera especifica del antigeno.

En conclusién, los anticuerpos de clases diferentes y especificidades diferentes pueden tener propiedades
funcionales diferentes hacia las células cancerosas, activando diferentes familias de receptores de Fc en las células
efectoras inmunitarias para destruir los tumores. En el contexto del melanoma, estos estudios indican que un
anticuerpo de IgE hacia un antigeno de melanoma tiene una eficacia superior en comparacion con la IgG1
correspondiente, lo cual puede estar relacionado con la activacion y/o incorporacion de células efectoras
inmunitarias con FceR en un modelo de xenoinjerto en ratén de melanoma.

Aunque la presente invencion se ha descrito con respecto a realizaciones preferidas especificas, se deberia
entender que la invenciéon tal como se reivindica no se deberia limitar excesivamente a tales realizaciones
especificas. De hecho, las diversas modificaciones de los modos descritos de llevar a cabo la invencion que son
evidentes para los expertos en bioquimica y biotecnologia o los campos relacionados pretenden estar dentro del
alcance de las reivindicaciones siguientes.
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REIVINDICACIONES
1. Un anticuerpo para el uso en el tratamiento del melanoma maligno, en el que el anticuerpo es capaz de:
(a) unirse de manera especifica al antigeno asociado a melanoma de peso molecular elevado (HMW-MAA); y
(b) unirse a un receptor de Fceg, en el que el anticuerpo es del isotipo IgE y comprende una cadena pesada «.

2. El anticuerpo para el uso segun la reivindicacion 1, en el que el anticuerpo comprende una o mas regiones
variables capaces de unirse de manera especifica a HMW-MAA, y una o mas regiones constantes capaces de unirse
a un receptor de Fce.

3.  El anticuerpo para el uso segun cualquier reivindicacion precedente, en el que el anticuerpo es un anticuerpo
quimérico, humanizado o humano.

4.  El anticuerpo para el uso segun la reivindicacién 2 o 3, en el que los dominios variables o las CDRs derivan de
una primera especie de mamifero, y las regiones estructurales y/o los dominios constantes derivan de una segunda
especie de mamifero diferente de la primera especie de mamifero.

5.  El anticuerpo para el uso segun la reivindicacién 4, en el que las regiones variables o CDRs derivan de una
especie no humana, y las regiones estructurales y/o los dominios constantes derivan de un ser humano.

6. El anticuerpo para el uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que las regiones variables o
CDRs derivan de un humano, y las regiones estructurales y/o los dominios constantes derivan de un ser humano.

7. El anticuerpo para el uso segun cualquier reivindicacion precedente, que comprende uno o mas dominios
constantes de la cadena pesada seleccionados del grupo que consiste en Ce1, Ce2, Ce3, y Ce4.

8. El anticuerpo para el uso segun cualquier reivindicacion precedente, en el que el anticuerpo se conjuga a un
marcador detectable o un agente terapéutico, preferiblemente una citotoxina, un agente de encapsulacion o un resto
radiactivo.

9. El anticuerpo para el uso segun cualquier reivindicacion precedente, en el que el anticuerpo comprende una o
mas secuencias de CDR de la cadena pesada seleccionadas de SEQ ID N°: 18, SEQ ID N°: 19y SEQ ID N°: 20, y
una o mas secuencias de CDR de la cadena ligera seleccionadas de SEQ ID N°: 21, SEQ ID N°: 22 y SEQ ID N°: 23,
o en el que el anticuerpo comprende (i) un dominio VH codificado mediante una secuencia de nucledtidos que
comprende SEQ ID N°3 o SEQ ID N°11, o (ii) un dominio VH que comprende SEQ ID N°4, o en el que el
anticuerpo comprende (i) un dominio VL codificado mediante una secuencia de nucleétidos que comprende SEQ ID
N°:5 0 SEQ ID N°: 12, o (ii) un dominio VL que comprende SEQ ID N°:6, o en el que el anticuerpo comprende (i) una
cadena pesada codificada mediante una secuencia de nucleétidos que comprende SEQ ID N°: 9, o (ii) una cadena
pesada que comprende la secuencia de aminoacidos como se define en SEQ ID N°:7, o

en el que el anticuerpo comprende (i) una cadena ligera codificada mediante una secuencia de nucledtidos que
comprende SEQ ID N°: 10, o (ii) una cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos como se define en
SEQ ID N°:8, o

en el que el anticuerpo comprende uno o mas dominios constantes de la cadena pesada codificados mediante SEQ
ID N°: 13, SEQ ID N°:14, SEQ ID N°:15 y/o SEQ ID N°: 16, o

en el que el anticuerpo comprende un dominio constante de la cadena ligera codificado mediante SEQ ID N°: 17.

10. El anticuerpo para el uso segun la reivindicacion 9, en el que el anticuerpo comprende las secuencias de CDR
de la cadena pesada definidas en SEQ ID N°s: 18, 19 y 20, y las secuencias de CDR de la cadena ligera definidas
en SEQ ID N%:21, 22 y 23.

11. El anticuerpo para el uso segun cualquier reivindicacion precedente, en el que el cancer expresa HMW-MAA.
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SEQID NO:1

1

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161
2221
2281

MOSGPRPPLP
EALLLLAAGP
ATLSVDGFLN
LRPLTPDVHE
FQAGGRRGDF
DQYPTHTSNR
NGQRRGLREA
LPPVFANFTQ
LELDIPGAQA
LLPIQVNPVN
LPVERRDQPG
PAIQIHRSTG
EGAEWWATQA
RATVWMLRLE
LSDGQGFTQD
VLTNVLLVVP
TNEDLLRGRL
QTISRIFHVA
FTQEDLRKRR
GQGTIDTAVL
HNGSLSPRDT
QLEAAQEAVP
LHSRPEAWSD
RVSGPYFPTL
TDSFVLMANA
DGDSGSEDLV
SDGEHTSPGH
RVVRGPQLGR
PPARDVAATL
QRSEHDVLFQ
RAHLQGPAGA
PDSAPGEIEY
MSDGASPPLP
LIQGPQYGHL
VTVRALLHVW
RTEPGGSQLV
ATEPYNAARP
NMFSVIIPMC
GQAIPLTAVP
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APGLALALTL
ADHLLLQLYS
ASSAVPGAPL
GCAEEFSASD
IYVDIFEGHL
GVLSYLEPRG
LLTRNMAAGC
LLTISPLVVA
RKMFTLLDVV
DPPHIIFPHG
EPATEFSCRE
LRLAQGSAMP
FHQRDVEQGR
PLHTQONTQQE
DIQAGRVTYG
EGGEGVLSAD
VYQHDDSETT
RGGRRLLTTD
VLFVHSGADR
HLDTNLDIRS
MAFSVEAGPV
PADIVEFSVKS
AFSLDVASGL
LGLSLQVLEP
SEMDRQSHPV
YTIEQPSNGR
FFRVTAQKQV
LFHAQQDSTG
AVAVSFERAC
VIQFPSRGQL
SVAGPQTSEA
EVQRAPHNGF
MSLAVDILPS
LVGGRPTSAF
AGGPWPQGAT
EQETQQODLED
YSVALLSVPE
LVLLLLALIL
GQGPPPGGQP

TMLARLASAR
GRLQVRLVLG
EVPYGLFVGG
DVALGFSGPH
RAVVEKGQGT
SLLLGGLDAE
RLEEEEYEDD
EGGTAWLEWR
NRKARFIHDG
SLMVILERTQ
LEAGSLVYVH
ILPANLSVET
VRYLSTDPQH
TLTTAHLEAT
ATARASEAVE
HLFVKSLNSA
EDDIPFVATR
DVAFSDADSG
GWIQLQVSDG
GDEVHYHVTA
HTDATLQVTI
PPSAGYLVMV
GAPLEGVLVE
PQHGALQKED
AFTVTVLPVN
VVLRGAPGTE
LLSLKGSQTL
EALVNFTQAE
PORPSHLWKN
LVSEEPLHAG
FAITVRDVNE
LSLVGGGLGP
AIEVQLRAPL
SQFQIDQGEV
LRLDPTVLDA
GRLGLEVGRP
AARTEAGKPE
PLLFYLRKRN
DPELLQFCRT

SFFGENHLEV
QEELRLQTPA
TGTLGLPYLR
SLAAFPAWGT
VLLHNSVPVA
ASRHLQEHRL
AYGHYEAFST
HVQPTLDLME
SEDTSDQLVL
KPLGPEVFQA
RGGPAQDLTF
NAVGQDVSVL
HAYDTVENLA
LEEAGPSPPT
DTFRFRVTAP
SYLYEVMERP
QGESSGDMAW
FADAQLVLTR
QHOATALLEV
GPRWGQLVRA
ALEGPLAPLK
SRGALADEPP
LEVLPAAIPL
GPQARTLSAF
DQPPILTTNT
VRSFTQAQLD
TVCPGSVQPL
VYAGNILYEH
KGLWVPEGQOR
QPHFLQSQLA
RPPQPQASVP
VIRFTQADVD
EVPQALGRSS
VFAFTNFSSS
GELANRTGSV
EGRAPGPAGD
SSTPTGEPGP
KTGKHDVQVL
PNPALKNGQY

FIG. 10
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PVATALTDID
ETLLSDSIPH
GTSRPLRGCL
QDEGTLEFTL
DGQPHEVSVH
GLTPEATNAS
LAPEAWPAME
AELRKSQVLF
EVSVTARVPM
YDPDSACEGL
RVSDGLQASP
FRVTGALQFG
LEVQVGQEIL
FHYEVVQAPR
PYFSPLYTFP
RHGRLAWRGT
EEVRGVERVA
KDLLFGSIVA
QASEPYLRVA
GOPATAFSQQ
LVRHKKIYVF
SLDPVQSFSQ
EAQNFSVPEG
SWRMVEEQLI
GLOMWEGATA
GGLVLFSHRG
SSQTLRASSS
EMPPEPFWEA
ARITVAALDA
AGQLVYAHGG
LRLTRGSRAP
SGRLAFVANG
LSQOQLRVVS
HDHFRVLALA
PRFRLLEGPR
SLTLELWAQG
MASSPEPAVA
TAKPRNGLAG
Wv

LQLQFSTSQP
TVVLTVVEGW
HAATLNGRSL
TTQSRQAPLA
INAHRLEISV
LLGCMEDLSV
LPEPCVPEPG
SVTRGARHGE
PSCLRRGQTY
TFQVLGTSSG
PATLKVVAIR
ELQKQGAGGV
SNLSFPVTIQ
KGNLQLQGTR
IHIGGDPDAP
QDKTTMVTSF
IQPVNDHAPV
VDEPTRPIYR
NGSSLVVPQG
DLLDGAVLYS
QGEARREIRRD
EAVDTGRVLY
GSLTLAPPLL
RYVHDGSETL
PIPAEALRST
TLDGGFRFRL
AGTDPQLLLY
HDTLELQLSS
SNLLASVPSP
GGTQQDGFHF
ISRAQLSVVD
SSVAGIFQLS
DREEPEAAYR
RGVNASAVVN
HGRVVRVPRA
VPPAVASLDF
KGGFLSFLEA
DTETFRKVEP



SEQIDNO:2

1

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401

atgcagtccg
actatgttqg
cctgtggceca
gaagccctcec
ggacgcctgce
gagacgctgce
gccacgttagt
gaggtcccct
ggaaccagcce
ctceggecte
gatgtggccce
caggacgaaq
ttccaggcag
cgggeegtyg
gatgggcage
gaccagtacc
agtctcctte
ggcctgacac
aatggccaga
aggctggagg
ctggcccectyg
ctgcectectyg
gagggggaca
gctgagcetgc
ctcgagctqg
aaccgcaaqgq
gaggtgtcgg
ctcctgececa
agcctcatqq
tatgacccqg
ctceecgtqgg
ttggaggccey
cgggtcageg
ccggecatac
atcttgcecg
ttcegegtcea
gagggtgctg
gtgaggtacc
ctggaggtgc
agagccactg
accctcacca
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ggccgeggcc
ccagacttgc
cggctctgac
ttctcetggce
aggtcagact
tgagtgactc
cagtcgatagg
atgggctctt
gacccctgag
tgacccccga
tgggcttctce
gaaccctaga

ggggccgacy
tggagaagqgg
cccatgaggt
ctacgcatac
tcggggggct
cagaggccac
ggcgggggct
aggaggagta
aggcettggece
tctttgecaa
cagcctggcet
gcaaatccca
acatcccggg
ccegetteat
tgacggctcg
tccaggtcaa
tgatcctgga
actctgectg
agcegecgaga
gcagcctagt
atggactgca
agatccaccg
ccaacctgte
ctggggccect
agtagtggac
tgagcactga
aggtgggcca
tgtggatgct
cagcccacct

cccacttcca
atccgeggct
cgacatagac
agcaggccca
tgttctgggce
catcccccac
gtttctgaac
tgttggggge
gggttgcctc
tgtgcatgag
tgggceccac
gtttacactc
tggggacttc
ccagggtacc
cagtgtccac
ttcgaaccga
ggatgcagag
caatgcctec
gcgggaaget
tgaggacgat
agccatqggag
tttcacccag
tgagtggagg
ggtgctgtte
agcccaggcea
ccacgatggc
ggtgcccatg
ccctgtcaat
acacacgcag
tgagggcctce
ccagcctqgg
ctatgtccac
ggccagececce
cagcacaggg
ggtggagacc
gcagtttggg
cacacaggcg
cccacagcac
ggagatcctg
gcggetggag
ggaggccacc

gceeecggcec
teettetteg
ctgcagctge
gctgaccacce
caggaggagc
actgtggtge
gcctectcag
actgggaccc
catgcagcca
ggctgtgctg
tctectggcta
accacacaga
atctatgtagg
gtattgctcc
atcaatgctc
ggagtcctca
gcctetegte
ctgctgggct
ttgctgacge
gcctatggac
ctgcctgage
ctgctgacta
catgtgcage
agcgtgacce
cgaaaaatgt
tctgaggaca
cccteatgee
gacccacccee
aagccgcetgg
accttccagg
gagceggega
cgcggtggte
ccggecacge
ttgcgactgg
aatgccegtgg
gagctgcaga
ttccaccage
cacgcttacg
agcaatctgt
ccactgcaca

ctggaggagg

tggecttgge
gtgagaacca
agttctccac
tcctgctgea
tgaggctgca
tgactgtegt
cagtcccagg
ttggcctgee
ccctcaatgg
aagagtttte
cctteectgce
gccggeaggce
acatatttga
acaacagtgt
accggctgga
gctacctgga
acctccagga
gcatggaaga
gcaacatggc
attatgaagc
catgcgtgcec
tcagcccact
ccacgctgga
gaggggcacy
tcaccctect
cctecgacca
ttcggaggqg
acatcatctt
ggcctgaggt
tcettggeac
ccgagttcete
ctgcacagga
tgaaggtggt
cccaaggcete
ggcaggatgt
agcagggggce
gggatgtgga
acaccgtgga
ccttececagt
ctcagaacac
caggccecaag

FIG. 11 (continuacion)
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tttgaccctg
cctggaggty
gtcccagecece
gctctactct
gactccagca
agagggctgg
agecccccta
ctacctgagg
ccgeagecte
tgccagtgat
ctggggcact
acccttggcee
gggccacctg
gcetgtggee
aatctccgtg
gccacggggc
acaccgcectg
cctcagtgte
agccggcetgce
tttctccace
tgagccaggg
ggtggtggee
cctgatggag
ccatggcgag
ggacgtggtg
gctggtgetg
ccaaacatac
cccacatggce
tttccaggee
ctectetgge
ctgcegggag
cttgacgttc
ggccatceqg
tgccatgceec
gagcgtgctg
agqgtgggqtg
gcagggcecegc
gaacctggcce
gaccatccag
ccagcaggag
cceeecaacce



2461
2521
2581
2641
2701
2761
2821
2881
2941
3001
3061
3121
3181
3241
3301
3361
3421
3481
3541
3601
3661
3721
3781
3841
3901
3961
4021
4081
4141
4201
4261
4321
4381
4441
4501
4561
4621
4681
4741
4801
4861
4921
4981
5041

ttccattatg
ctgtcagatg
gccacagcac
ccatatttct
gtcctcacca
cacctctttyg
cgccatggga
accaatgaag
gaagatgata
gaggaggtac
cagaccatca
gacgtggccet
aaggacctcc
ttcacccagg
ggctggatce
caggcecteqgg
ggccagggea

ggggatgaqgg
ggtcagccag

cacaatggca
cacacggatg
ctggtccggc
cagctggagq
ccaccgagtg
agcctggacce
ctgcactccee
ggtgctccee
gaggcgcaaa
cgtgtctecg
ccccagceatg
tcetggagaa
acagacagtt
gccttcactg
ggcctgcaga
gacggcgact
gtagtgctgce
ggcgggceteg
tctgacggcyg
ctecctetege
agcagtcaga
cgtgtggtgce
gaggcccetygg
gagatgcccc
ccgectgeee
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aggtggttca
gccagggctt
gtgcctcaga
ccccactcta
atgtcctect
tcaagagtct
ggttggcttg
acctgttqgcg
tceccatttgt
ggggtgtctt
gccggatcett
tcagcgatgc
tctttggcag
aggacctcag
agctgcaggt
aaccctacct
ccatcgacac
tccactacca
ccacagcectt
gcctceagcecece
ccaccctaca
acaagaagat
cagcccagga
ccggctacct
ctgtgcagag
gccctgaggce
tcgagggegt
acttcagegt
ggccctactt
gagccectgea
tggtggaaga
ttgtcctgat
tcactgtcect
tgtgggaggg
ctgggtctga
ggggggcgcee
tgctgttcte
agcacacttce
tgaagggcag
cccteagggce
ggggccccca
tgaacttcac
ccgagecectt

gggacqtggc

ggctcccagg
cacccaggat
ggcagtcgag
taccttccce
cgtggtgect
caacagtgcc
gcgtgggaca
tggceggetg
tgctacccge
ccgagtggcec
ccatgtggee
tgactcgggc
tatcgtggcec
gaagaggcga
gtcegacggg
ccgtgtggcec
ggcegtacetce
cgtcacagct
ctcccageag
ccgegacacce
agtgaccatt
ctacgtcttc
ggcagtgcca
ggtgatggtg
cttcteccag
ctggagcgat
ccttgtggag
ccctgagggt
ccccactcete
gaaggaggac
gcagctgatc
ggctaatgec
gcctgtcaat
ggccactgeg
ggatctggtc
gggcactgag
acacagagga
cceeggacac
ccagacactg
cagctccage
gctaggeegy
tcaggcagag

ttgggaggcc
cgccaccctt

aaaggcaacc
gacatacaqg
gacaccttcc
atccacattg
gagggtggty
agctacctct
caggacaaga
gtctaccagc
cagggcgaga
atccagcccg
cggggtgggc
tttgctgacg
gtagatgagc
gtactgttcg
caacaccagg
aacggctcca
cacctggaca
ggcectcegcet
gacctgctgg
atggccettcet
gcectagagqg
cagggagaqgg
cctgcagaca
tcgegtggeg
gaggcagtqg
gccttctege
ctggaggtagc
ggcagcctca
ctgggcctca
ggacctcaag
cgctacgtgce
tccgagatygg
gaccaacccc
cccatecctg
tacaccatcg
gtgcgcagcet
accctggatg
ttcttecgag
actgtctgcc
gcaggcactg
ctgttccacg
gtctacgctg
catgataccc

gctgtggcetg

ttcaactaca
ctggcegggt
gtttccgtgt
gtggtgaccc
agggtgtect
atgaggtcat
ccactatggt
atgatgactc
gcagtggtga
tgaatgacca
ggcggctgcet
cccagctggt
ccacgceggcec
tgcactcaqg
ccactgegcet
gccttgtggt
ccaacctcga
ggggacaget
atggggecegt
ccgtggaage
gcccactggce
cagctgagat
tcgtattcete
ccttggeaga
acacaggcag
tggatgtggc
tgccegetge
ccetggeecc
gcctgeaggt
ccaggaccct
atgacgggag
atcgccagag
ccatccteac
cggaggctcet
agcagcccag
tcacgcaggc
gaggcttccg
tgacggccca
cagggtccgt
acccceaget
cccagcagga
ggaatattct
tagagctcca
tgtcttttga

FIG. 11 (continuacion)
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gggcacaagg
gacctatggqg
cacagctcca
agatgcgect
ctctgetgac
ggagcggeec
gacatccttc
cgagaccaca
catggcctgg
cgccectgtg
gactacagac
gcttacccegce
catctaccgce
ggctgaccgt
gctggaggtg
cccteaagga
catccgceagt
agtccgggct
fctetatage
agggccagtg
cccactgaag
cagaagggac
agtgaagagc
tgagccacce
ggtcctgtac
ctcaggccetg
catcccacta
tccactgctce
gctggagcca
cagcgcectte
cgagacactg
ccatcctgtyg
tacaaacaca
gaggagcacg
caacgggcyg
ccagctggac
cttccegecte
gaagcaagtg
ccagccacte
cctgctctac
cagcacagqaqg
gtatgagcat
gctgtecteg
ggctgectagt



5101
5161
5221
5281
5341
5401
5461
5521
5581
5641
5701
5761
5821
5881
5941
6001
6061
6121
6181
6241
6301
6361
6421
6481
6541
6601
6661
6721
6781
6841
6901
6961

ccecagegece
gccaggatca
cagcgcetcag
ttggtgtccg
gcagggcage
cgtgccecacce
tttgccatca
ctceggetea
ccagactcag
ctcagcectgg
tcagggcgge
atgtctgatg
gccatcgagq
ctgagccagce
ctcatccagg
agccaattcc
catgaccact
gtcactgtga
ctgcgectqg
ccgegettcec
aggacggagce
gggaggctygg
agtctcactce
gccactgagce
gcegeecgga
atggcatcca
aacatgttca
cceetgetet
actgccaagc
ggccaggcca
gacccagagce
tgggtgtga
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ccagcecacct
cecgtggcetgce
agcatgatgt
aggagcccect
tagtgtatgc
tccaggggece
cggtgaggga
ccegaggcte
ctcctgggga
tgggtggtgg
tggcettegt
gggccagecec
tgcagctgceg
agcagceteceqg
gaccccagta
agatagacca
tcagagtcect
gggctctact
accccaccgt
gcctectgga

ccgggggcag
ggctggaggt
tggagctgtg
cttacaatgc
cggaagcagq
gcectgagece
gcgtcatcat
tctacctceeg
cccgcaacyg
tceegetceac
tgctgcagtt

ctggaagaac
tctggatgece
gctcttcecag
ccatgctgag
ccacggceggt
agcaggggcec
tgtaaatgag
tcgtgecece
gattgagtac
cctggggece
ggccaacggyg
acccctgecece
ggcacccctg
ggtggtttca
tgggcatctc
9ggcgagqty
ggcactggcet
gcatgtgtgg
cctagatgct
gggaccccgg
ccagctggtg
gggcaggcca

ggcacagggce
tgcceggece

gaagccagag
cgctgtggcee
ccccatgtge
aaaacgcaac
cctggetggt
agctgtgecet
ctgccggaca

aaaggtctct
tccaatctcet
gtcacacagt
cagcececact
gggggcacce
tcegtggetyg
cggccececcte
atctceceggg
gaggtccagce
gtgacccgcet
agcagcgtag
atgtccctgg
gaggtgccce
gatcgggagq
ctggtgggcy
gtctttgect
aggggtgtca
gcaggtgggc
ggcgagetgg
catggccgceg
gagcagttca
gaggggagqgyg
gtccegectg
tacagcgtqgg
agcagcaccc
aagggaggct
ctggtacttc
aagacgggca
gacaccgaga
ggccagggqgc
cccaaccctg

gggtccccga
tggccagegt
tceccageceg
tcetgeagte
agcaggatgg
gaccccaaac
agccacaggc
cccagctgag
gggcaccccea
tcacgcaagc
caggcatctt
ctgtggacat
aagctttggg
agccagaggc
ggcggcccac
tcaccaactt
atgcatcagc
catggcccca
ccaaccqgcac
tggtcegegt
ctcagcagga
cceecggcecce
ctgtggcecte
ccctgctceag
ccacaggcga
tcetgagett
tgctcctgge
agcatgacgt
cctttegcaa
ccectecagg
cccttaagaa

FIG. 11 (continuacion)
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gggccagcgyg
tccatcacce

gggccagcetg
ccagetggcet
cttccacttt
ctcagaggcece
ctctgtcceca
tgtggtggac
caacgqctte
cgatgtggat
ccagctgage
cctaccatcce
gcgctcectcea
agcataccgc
ctcggectte
ctcctectet
cgtagtgaac
gggtgccacc
aggcagtgtg
gcececgagcee
ccttgaggac
cgcaggtgac
cctggacttt
tgtccecgag
gccaggceccce
ccttgaggcec
gctcatcctg
ccaggtcctyg
ggtggagcea
aggccagecet
tggccagtac
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SEQID NO:3

GCCATGGCCCAGGTGAAGCTGCAGCAGTCAGGAGGGGGCTTGGTGCAACCTG

GAGGATCCATGAAACTCTCCTGTGTTGTCTCTGGATTCACTTTCAGTAATTACT
GGATGAACTGGGTCCGCCAGTCTCCAGAGAAGGGGCTTGAGTGGATTGCAGA

AATTAGATTGAAATCCAATAATTTTGGAAGATATTATGCGGAGTCTGTGAAAG
GGAGGTTCACCATCTCAAGAGATGATTCCAAAAGTAGTGCCTACCTGCAAATG
ATCAACCTAAGAGCTGAAGATACTGGCATTTATTACTGTACCAGTTATGGTAA

CTACGTTGGGCACTATTTTGACCACTGGGGCCAAGGGACCACGGTCACCGTCT
CGAGT

FIG. 12

SEQ ID NO:4

AMAQVKLQQSGGGLVQPGGSMKLSCVVSGFTESNYWMNWVRQSPEKGLEWIA
EIRLKSNNFGRYYAESVKGRFTISRDDSKSSAYLQMINLRAEDTGIYYCTSYGNYV
GHYFDHWGQGTTVTVSS

FIG. 13

SEQ ID NO:$

GATATCGAGCTCACCCAATCTCCAAAATTCATGTCCACATCAGTAGGAGACAG
GGTCAGCGTCACCTGCAAGGCCAGTCAGAATGTGGATACTAATGTAGCGTGGT
ATCAACAAAAACCAGGGCAATCTCCTGAACCACTGCTTTTCTCGGCATCCTAC
CGTTACACTGGAGTCCCTGATCGCTTCACAGGCAGTGGATCTGGGACAGATTT
CACTCTCACCATCAGCAATGTGCAGTCTGAAGACTTGGCAGAGTATTTCTGTC
AGCAATATAACAGCTATCCTCTGACGTTCGGTGGCGGCACCAAGCTGGAAATC
AAACGGGCGGCCGCAGAA

FIG. 14
SEQ ID NO:6
DIELTQSPKFMSTSVGDRVSVTCKASQNVDTNVAWYQQKPGQSPEPLLFSASYRY

TGVPDRFTGSGSGTDFTLTISNVQSEDLAEYFCQQYNSYPLTFGGGTKLEIKRAAA
E

FIG. 15
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SEQ ID NO:7

QVKLQQSGGGLVQPGGSMKLSCVVSGFTFSNYWMNWVRQSPEKGLEWIAE
IRLKSNNFGRYYAESVKGRFTISRDDSKSSAYLQMINLRAEDTGIYYCTSYGN
YVGHYFDHWGQGTTVTVSSASTQSPSVFPLTRCCKNIPSNATSVTILGCLATGYF
PEPVMVTWDTGSINGTTMTLPATTLTLSGHYATISLLTVSGAWAKOMFTCRVAH
TPSSTDWVDNKTFSVCSRDFTPPTVKILQSSCDGGGHFPPTIQLLCLVSGYTPGTINI
TWLEDGOVMDVDLSTASTTQEGELASTOSELTLSQKHWLSDRTYTCOVTYQGHT
FEDSTKKCADSNPRGVSAYLSRPSPFDLFIRKSPTITCLVVDLAPSKGTVNLTWSR
ASGKPVNHSTRKEEKQRNGTLTVTSTLPYGTRDWIEGETYQCRVTHPHLPRALM
RSTTKTSGPRAAPEVYAFATPEWPGSRDKRTLACLIQNFMPEDISVOWLHNEVQL
PDARHSTTQPRKTKGSGFFVFSRLEVTRAEWEQKDEFICRAVHEAASPSQTV
QRAVSVNPGK

FIG. 16

SEQID NO:8

DIELTQSPKFMSTSVGDRVSVTCKASQNVDTNVAWYQQKPGQSPEPLLFSAS
YRYTGVPDRFTGSGSGTDFTLTISNVQSEDLAEYFCQQYNSYPLTFGGGTKLE
IKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVOWKVDNALQSGNSQ
ESVTEQDSKDSTYSLSSTLT LSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

FIG. 17
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SEQID NO:9

CAAGTCAAACTGCAGCAGAGCGGTGGAGGCCTGGTGCAGCCTGGTGGCA
GCATGAAGCTGAGCTGCGTCGTGAGCGGCTTCACCTTCAGCAACTACTGG
ATGAACTGGGTCCGGCAGAGCCCCGAGAAGGGCCTGGAATGGATCGCCG
AGATCCGGCTGAAAAGCAACAACTTCGGCCGGTACTACGCCGAGAGCGT
GAAGGGCCGGTTCACCATCAGCCGGGACGACAGCAAGAGCAGCGCCTAC
CTGCAGATGATCAACCTGCGGGCCGAGGACACCGGCATCTACTACTGCA
CCAGCTACGGCAACTACGTGGGCCACTACTTCGACCACTGGGGCCAGGG
CACCACCGTGACTGTCAGCAGCGCTAGCACACAGAGCCCATCCGTCTTCCC
CTTGACCCGCTGCTGCAAAAACATTCCCTCCAATGCCACCTCCGTGACTCTGG
GCTGCCTGGCCACGGGCTACTTCCCGGAGCCGGTGATGGTGACCTGGGACACA
GGCTCCCTCAACGGGACAACTATGACCTTACCAGCCACCACCCTCACGCTCTC
TGGTCACTATGCCACCATCAGCTTGCTGACCGTCTCGGGTGCGTGGGCCAAGC
AGATGTTCACCTGCCGTGTGGCACACACTCCATCGTCCACAGACTGGGTCGAC
AACAAAACCTTCAGCGTCTGCTCCAGGGACTTCACCCCGCCCACCGTGAAGAT
CTTACAGTCGTCCTGCGACGGCGGCGGGCACTTCCCCCCGACCATCCAGCTCC
TGTGCCTCGTCTCTGGGTACACCCCAGGGACTATCAACATCACCTGGCTGGAG
GACGGGCAGGTCATGGACGTGGACTTGTCCACCGCCTCTACCACGCAGGAGG
GTGAGCTGGCCTCCACACAAAGCGAGCTCACCCTCAGCCAGAAGCACTGGCT
GTCAGACCGCACCTACACCTGCCAGGTCACCTATCAAGGTCACACCTTTGAGG
ACAGCACCAAGAAGTGTGCAGATTCCAACCCGAGAGGGGTGAGCGCCTACCT
AAGCCGGCCCAGCCCGTTCGACCTGTTCATCCGCAAGTCGCCCACGATCACCT
GTCTGGTGGTGGACCTGGCACCCAGCAAGGGGACCGTGAACCTGACCTGGTC
CCGGGCCAGTGGGAAGCCTGTGAACCACTCCACCAGAAAGGAGGAGAAGCAG
CGCAATGGCACGTTAACCGTCACGTCCACCCTGCCGGTGGGCACCCGAGACTG
GATCGAGGGGGAGACCTACCAGTGCAGGGTGACCCACCCCCACCTGCCCAGG
GCCCTCATGCGGTCCACGACCAAGACCAGCGGCCCGCGTGCTGCCCCGGAAG
TCTATGCGTTTGCGACGCCGGAGTGGCCGGGGAGCCGGGACAAGCGCACCCT
CGCCTGCCTGATCCAGAACTTCATGCCTGAGGACATCTCGGTGCAGTGGCTGC
ACAACGAGGTGCAGCTCCCGGACGCCCGGCACAGCACGACGCAGCCCCGCAA
GACCAAGGGCTCCGGCTTCTTCGTCTTCAGCCGCCTGGAGGTGACCAGGGCCG
AATGGGAGCAGAAAGATGAGTTCATCTGCCGTGCAGTCCATGAGGCAGCGAG
CCCCTCACAGACCGTCCAGCGAGCGGTGTCTGTAAATCCCGGTAAATGA

FIG. 18
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SEQ ID NO:10

GACATCGAGCTGACCCAGAGCCCCAAGTTCATGAGCACCAGCGTGGGCG

ACAGAGTGTCCGTGACCTGCAAGGCCAGCCAGAACGTGGACACCAACGT

GGCCTGGTATCAGCAGAAGCCCGGCCAGAGCCCTGAGCCTCTGCTGTTC

AGCGCCAGCTACAGATACACCGGCGTGCCCGACAGATTCACAGGCAGCG
GCTCCGGCACCGACTTCACCCTGACCATCAGCAACGTGCAGAGCGAGGA

CCTGGCCGAGTACTTCTGCCAGCAGTACAACAGCTACCCCCTGACCTTCG
GCGGAGGCACCAAGCTGGAAATCAAGCGTACGGTGGCGGCGCCATCTGTCT
TCATCTTCCCGCCATCTGATGAGCAGTTGAAATCTGGAACTGCCTCTGTTGTGT
GCCTGCTGAATAACTTCTATCCCAGAGAGGCCAAAGTACAGTGGAAGGTGGA

TAACGCCCTCCAATCGGGTAACTCCCAGGAGAGTGTCACAGAGCAGGACAGC

AAGGACAGCACCTACAGCCTCAGCAGCACCCTGACGCTGAGCAAAGCAGACT
ACGAGAAACACAAAGTCTACGCCTGCGAAGTCACCCATCAGGGCCTGAGCTC

GCCCGTCACAAAGAGCTTCAACAGGGGAGAGTGTTAG

FIG. 19
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SEQ IDNO:11

CAAGTCAAACTGCAGCAGAGCGGTGGAGGCCTGGTGCAGCCTGGTGGCAGCA
TGAAGCTGAGCTGCGTCGTGAGCGGCTTCACCTTCAGCAACTACTGGATGAAC
TGGGTCCGGCAGAGCCCCGAGAAGGGCCTGGAATGGATCGCCGAGATCCGGC
TGAAAAGCAACAACTTCGGCCGGTACTACGCCGAGAGCGTGAAGGGCCGGTT
CACCATCAGCCGGGACGACAGCAAGAGCAGCGCCTACCTGCAGATGATCAAC
CTGCGGGCCGAGGACACCGGCATCTACTACTGCACCAGCTACGGCAACTACGT
GGGCCACTACTTCGACCACTGGGGCCAGGGCACCACCGTGACTGTCAGCAGC

G
FIG. 20

SEQ ID NO:12

GACATCGAGCTGACCCAGAGCCCCAAGTTCATGAGCACCAGCGTGGGCGACA

GAGTGTCCGTGACCTGCAAGGCCAGCCAGAACGTGGACACCAACGTGGCCTG

GTATCAGCAGAAGCCCGGCCAGAGCCCTGAGCCTCTGCTGTTCAGCGCCAGCT
ACAGATACACCGGCGTGCCCGACAGATTCACAGGCAGCGGCTCCGGCACCGA

CTTCACCCTGACCATCAGCAACGTGCAGAGCGAGGACCTGGCCGAGTACTTCT
GCCAGCAGTACAACAGCTACCCCCTGACCTTCGGCGGAGGCACCAAGCTGGA

AATCAAGC

FIG. 21
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SEQ ID NO:13

CTAGCACACAGAGCCCATCCGTCTTCCCCTTGACCCGCTGCTGCAAAAAC
ATTCCCTCCAATGCCACCTCCGTGACTCTGGGCTGCCTGGCCACGGGCTA
CTTCCCGGAGCCGGTGATGGTGACCTGGGACACAGGCTCCCTCAACGGG
ACAACTATGACCTTACCAGCCACCACCCTCACGCTCTCTGGTCACTATGC
CACCATCAGCTTGCTGACCGTCTCGGGTGCGTGGGCCAAGCAGATGTTCA
CCTGCCGTGTGGCACACACTCCATCGTCCACAGACTGGGTCGACAACAAA
ACCTTCAGCG

FIG. 22A

SEQID NO:14
TCTGCTCCAGGGACTTCACCCCGCCCACCGTGAAGATCTTACAGTCGTCC
TGCGACGGCGGCGGGCACTTCCCCCCGACCATCCAGCTCCTGTGCCTCG
TCTCTGGGTACACCCCAGGGACTATCAACATCACCTGGCTGGAGGACGG
GCAGGTCATGGACGTGGACTTGTCCACCGCCTCTACCACGCAGGAGGGT
GAGCTGGCCTCCACACAAAGCGAGCTCACCCTCAGCCAGAAGCACTGGC
TGTCAGACCGCACCTACACCTGCCAGGTCACCTATCAAGGTCACACCTTT
GAGGACAGCACCAAGAAGTGTGCAG

FIG. 22B

SEQ ID NO:15

ATTCCAACCCGAGAGGGGTGAGCGCCTACCTAAGCCGGCCCAGCCCGTT
CGACCTGTTCATCCGCAAGTCGCCCACGATCACCTGTCTGGTGGTGGACC
TGGCACCCAGCAAGGGGACCGTGAACCTGACCTGGTCCCGGGCCAGTGG
GAAGCCTGTGAACCACTCCACCAGAAAGGAGGAGAAGCAGCGCAATGGC
ACGTTAACCGTCACGTCCACCCTGCCGGTGGGCACCCGAGACTGGATCG
AGGGGGAGACCTACCAGTGCAGGGTGACCCACCCCCACCTGCCCAGGGC
CCTCATGCGGTCCACGACCAAGACCAGCG

FIG. 22C

SEQ ID NO:16

GCCCGCGTGCTGCCCCGGAAGTCTATGCGTTTGCGACGCCGGAGTGGCC
GGGGAGCCGGGACAAGCGCACCCTCGCCTGCCTGATCCAGAACTTCATG
CCTGAGGACATCTCGGTGCAGTGGCTGCACAACGAGGTGCAGCTCCCGG
ACGCCCGGCACAGCACGACGCAGCCCCGCAAGACCAAGGGCTCCGGCTT
CTTCGTCTTCAGCCGCCTGGAGGTGACCAGGGCCGAATGGGAGCAGAAA
GATGAGTTCATCTGCCGTGCAGTCCATGAGGCAGCGAGCCCCTCACAGA
CCGTCCAGCGAGCGGTGTCTGTAAATCCCGGTAAATGA

FIG. 22D
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SEQ ID NO:17

GTACGGTGGCGGCGCCATCTGTCTTCATCTTCCCGCCATCTGATGAGCAG
TTGAAATCTGGAACTGCCTCTGTTGTGTGCCTGCTGAATAACTTCTATCC
CAGAGAGGCCAAAGTACAGTGGAAGGTGGATAACGCCCTCCAATCGGGT
AACTCCCAGGAGAGTGTCACAGAGCAGGACAGCAAGGACAGCACCTACA
GCCTCAGCAGCACCCTGACGCTGAGCAAAGCAGACTACGAGAAACACAA
AGTCTACGCCTGCGAAGTCACCCATCAGGGCCTGAGCTCGCCCGTCACAA
AGAGCTTCAACAGGGGAGAGTGTTAG

FIG. 23
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