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ES 2729057 T3

DESCRIPCION
Medios y métodos para contrarrestar trastornos mieloproliferativos o linfoproliferativos

La invencion se refiere a los campos de la biologia, inmunologia, medicina y terapia del cancer, en particular la terapia
contra trastornos mieloproliferativos o linfoproliferativos. Mas en particular, la invencion se refiere a anticuerpos contra las
células de leucemia mieloide aguda.

La leucemia mieloide aguda (AML, por sus siglas en inglés) es una neoplasia maligna de riesgo alto con tasas de
supervivencia a cinco afios de 40 - 50 % en pacientes menores de 60 afios edad. Para los pacientes mayores de 65 afios
de edad, los resultados son aun peores, solo menos del 20 % de los pacientes obtienen remisiones duraderas. El
trasplante alogénico de células madre se aplica con frecuencia en el tratamiento de la leucemia aguda. Se disefid
inicialmente para rescatar a los pacientes de la quimioterapia mieloablativa que de cualquier otra manera seria letal, pero
se encontré posteriormente que se complicaba debido a las complicaciones relacionadas con la respuesta inmunitaria
alorreactiva (enfermedad de injerto contra huésped; GvHD, por sus siglas en inglés). La deplecion de las células T de los
injertos antes de la reinfusion evité la GvHD, pero la observacion de que los receptores de injertos depletados de células
T, similar a los receptores de trasplantes de donantes gemelos monocigéticos, experimentaron tasas mucho mas altas de
recaida, dej6 cada vez mas claro que el éxito del SCT alogénico depende de la induccién de una respuesta inmunitaria
contra la leucemia (injerto contra leucemia (GvL, por sus siglas en inglés)). Esto ha llevado al desarrollo de estrategias
para aplicar el trasplante alogénico de células madre sin condicionamiento mieloablativo (trasplante de células madre de
intensidad reducida, RIST, por sus siglas en inglés), para reducir la citotoxicidad y permitir el SCT alogénico en un grupo
mas grande de pacientes, lo que incluye pacientes de edad avanzada y pacientes altamente pretratados. Los regimenes
de preparacion en el RIST se dirigen a diezmar el sistema inmunitario adaptativo de los receptores para prevenir el rechazo
del injerto, sin la ablacion completa de la médula ésea del receptor, lo que reduce de esta manera la toxicidad temprana
del SCT. Después del trasplante, las células madre del donante reemplazan gradualmente a las células madre del receptor
y se logra usualmente el quimerismo completo del donante dentro de los tres meses posteriores al SCT. Si bien el SCT
alogénico es curativo en un numero significativo de pacientes, y se ha progresado mucho en el cuidado de apoyo de los
receptores del SCT, aun el 15-30 % de los pacientes muere como resultado de complicaciones relacionadas con el
trasplante, tales como la GvHD y las complicaciones infecciosas (que surgen como resultado de una recuperacion
inmunitaria lenta después del SCT o como una complicacion de la terapia inmunosupresora de la GvHD).

Por lo tanto, aunque el SCT es potencialmente curativo cuando se inducen respuestas potentes de injerto contra leucemia
(GvL), su éxito terapéutico se limita por las respuestas inmunitarias contra el huésped que conducen a la GvHD, que
causa una alta morbilidad y mortalidad.

Aproximadamente el 70 % de los pacientes con SCT desarrollan GvHD en un momento posterior al SCT, con érganos
objetivo que incluyen la piel, el higado, el intestino y los pulmones. La GvHD se trata con terapia inmunosupresora local
o sistémica, lo que incluye corticosteroides. Un nimero significativo de pacientes con GvHD no responde a la terapia con
esteroides, y aproximadamente la mitad de estos pacientes responden ademas pobremente a medidas alternativas (y en
parte aun experimentales) tales como el trasplante de células mesenquimales estromales (MSC, por sus siglas en inglés)
o la terapia de modulacion de células T tal como el anti-factor de necrosis tumoral a (anti-TNFa; infliximab). La terapia
inmunosupresora extensa y a largo plazo es indeseable, ya que puede obstaculizar el desarrollo de respuestas
terapéuticas contra la leucemia. De hecho, cuando se produce una recaida en AML mientras el paciente ain esta en
terapia inmunosupresora, la primera etapa es reducir rapidamente los inmunosupresores. Esto puede inducir una
respuesta GvL curativa, a menudo a expensas de la GvHD. En pacientes con recaida en terapia inmunosupresora que
no responden a la reduccién gradual de los inmunosupresores o pacientes en recaida en los que los inmunosupresores
ya se habian descontinuado por etapas antes de que se produjera la recaida, pero que no habian desarrollado GvHD, la
reduccion de la carga tumoral mediante quimioterapia, seguida de dosis crecientes de infusiones de linfocitos del donante
(DLI, por sus siglas en inglés) puede conducir a una remisién duradera de la enfermedad. Si bien la ausencia de pruebas
de diagndéstico para demostrar la presencia de una respuesta GvL robusta hace dificil estimar exactamente cuan a menudo
el SCT alogénico induce respuestas de GvL en la AML primaria o en recaida, algunos estudios proporcionaron evidencia
convincente de la induccion de dicha respuesta en un nimero considerable de pacientes. Por ejemplo, Schmid y sus
colegas demostraron respuestas GvL potentes mediante DLI en el 50 % de un grupo pequefio de pacientes con AML con
recaida de la enfermedad que estaban en segunda remision después de la quimioterapia (Schmid y otros, 2007). Schlenk
y sus colegas demostraron convincentemente el valor aditivo del SCT alogénico en la AML primaria, con una duplicacion
de la supervivencia libre de enfermedad a los 5 afios en pacientes con AML de riesgo alto que recibieron un SCT alogénico
de un hermano, en comparacion con los pacientes que no tenian un donante hermano adecuado (Schlenk y otros, 2008).
Por lo tanto, las respuestas GvL se producen a menudo a costa de la GvHD, y la observacion de que la deplecion de las
células T del injerto redujo la incidencia de la GvHD, pero aumenté las tasas de recaida de la enfermedad, sugirid que
ambas se median principalmente por las respuestas inmunitarias dependientes de células T contra los antigenos del
receptor.

En vista de la incidencia alta de la GvHD después del trasplante alogénico de células madre, lo que da como resultado la
muerte del 15-30 % de los pacientes, asi como también el hecho de que no siempre hay un donante adecuado disponible
para un paciente determinado, se necesitan enfoques de tratamiento alternativos. Es un objeto de la presente invencion
proporcionar medios y métodos alternativos para contrarrestar y/o prevenir la AML.
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La presente invencion se refiere a anticuerpos humanos, especificos para la AML, derivados de pacientes, que pueden
unirse a células de AML intactas. Se proporciona un anticuerpo humano aislado, sintético o recombinante, o una parte
funcional de este, que puede unirse al snRNP200 de células de leucemia mieloide aguda (AML) y que puede disminuir la
proliferacion de células de AML por oncosis. Ademas, se proporciona un anticuerpo aislado, sintético o recombinante, o
una parte funcional de este, capaz de unirse al sShnRNP200 de las células de AML y disminuir la proliferacién de las células
de AML, que comprende una secuencia CDR1, CDR2 y CDR3 de cadena pesada y una secuencia CDR1, CDR2 y CDR3
de cadena ligera como se define en la reivindicacion 2. Es importante destacar que los anticuerpos se derivan de pacientes
humanos con AML que recibieron un SCT alogénico y estan en remision completa, lo que indica que los anticuerpos son
eficaces contra la AML. De hecho, en los Ejemplos se ha demostrado que los anticuerpos de acuerdo con la presente
invenciéon pueden unirse a células de AML intactas. Los anticuerpos humanos especificos para la AML de acuerdo con la
presente invencion son, por lo tanto, adecuados particularmente para su uso en la terapia contra la AML. Por ejemplo, se
proporciona un anticuerpo de acuerdo con la invencién con un resto téxico. Después de la administracion, las células de
AML se uniran y/o se internalizaran y el resto toxico ejercera su efecto toxico en la célula de la AML. Alternativamente, en
algunas modalidades, se induce citotoxicidad mediada por células dependiente de anticuerpos (ADCC, por sus siglas en
inglés) o citotoxicidad dependiente del complemento (CDC, por sus siglas en inglés) mediante el uso de un anticuerpo de
acuerdo con la presente invencién, unido opcionalmente a un compuesto inmunomodulador. EI hecho de que se
proporcionen anticuerpos humanos, o partes funcionales o equivalentes funcionales de anticuerpos humanos, disminuye
la posibilidad de efectos secundarios en los seres humanos, lo cual es una ventaja importante. Por lo tanto, con los
anticuerpos proporcionados por la presente invencion, se dispone de nuevas opciones de tratamiento de la AML que
pueden usarse ademas de la terapia para la AML existente, o como una alternativa.

Una modalidad importante de la presente invencién proporciona anticuerpos humanos especificos para la AML que son
capaces de disminuir la proliferacion de células de AML. La administracién de dichos anticuerpos a un paciente con AML
contrarrestara las células de AML sin la necesidad de agregar restos (t6xicos) adicionales al anticuerpo. Una modalidad
preferida particularmente proporciona anticuerpos humanos especificos para la AML que son capaces de disminuir la
proliferaciéon de células de AML independientemente de la citotoxicidad mediada por células dependiente de anticuerpos
(ADCC), la citotoxicidad dependiente del complemento (CDC), la apoptosis o la fagocitosis por células mieloides asociadas
a tumores tales como macréfagos o células dendriticas. Preferentemente, dichos anticuerpos son capaces de disminuir
la proliferacion de células de AML independientemente (esencialmente) de cualquier otra célula inmunitaria, o del
complemento o de la apoptosis. Como se muestra en los Ejemplos, dichos anticuerpos son capaces de disminuir o inhibir
directamente el crecimiento de las células de AML, o incluso son capaces de destruir las células de AML, en ausencia de
células inmunitarias como las células NK o los macréfagos, y en ausencia del complemento. Esta modalidad contrasta
con los enfoques de la técnica anterior tales como, por ejemplo, los descritos en Majeti y otros, 2009 y Willingham y otros,
2012, en donde se usa un anticuerpo especifico para CD47 para permitir la fagocitosis por macrofagos de las células
tumorales. El documento WO 2009/051974 describe el uso de anticuerpos especificos para la molécula 1 similar a lectina
de tipo C (CLL-1), que son capaces de inducir la CDC contra células de AML in vitro en presencia de complemento de
conejo. Bakker y otros, 2004, sin embargo, no prevén que la citotoxicidad mediada por células dependiente de anticuerpos
o la citotoxicidad dependiente del complemento a través de la CLL-1 sea un mecanismo de direccionamiento eficaz, y
proponen anticuerpos contra la CLL-1 conjugados con toxinas para su uso contra la AML. El documento WO 2012/098407
describe el uso de anticuerpos especificos para la IL1RAP para inducir la citotoxicidad mediada por células dependiente
de anticuerpos contra las células de AML, mediante el reclutamiento de células NK que inducen la muerte de las células
de AML. Por lo tanto, la técnica anterior descrita anteriormente se centra en el uso de anticuerpos para activar otras
células inmunitarias, lo que puede no proporcionar los resultados deseados en individuos inmunocomprometidos, tales
como los pacientes con AML que se han sometido a quimioterapia con o sin un SCT alogénico.

El documento WO 2013/071068 describe anticuerpos anti-CXCR4 que se generaron en ratones transcromosomicos
transgénicos que expresan genes de anticuerpos humanos. Los anticuerpos obtenidos se unen a una gama amplia de
células hematopoyéticas y son capaces de inhibir el crecimiento de una linea celular de AML in vitro. Estos anticuerpos
anti-CXCR4 inducen la apoptosis de diversas lineas celulares de AML.

Ademas, se ha descrito la terapia con el anticuerpo monoclonal anti-CD33 contra la AML (Walther y otros, 2012). Por
ejemplo, se describen anticuerpos especificos para CD33 acoplados a un conjugado de farmaco.

El documento
WO 2010/102244 describe un anticuerpo anti-EphA3 humanizado que es capaz de inducir la apoptosis de las células de
AML. Ademas, Biernacki y otros, 2010 y Wu y otros, 2000 describen anticuerpos obtenidos de pacientes con AML que
son especificos para antigenos intracelulares tales como RAB38, TBCE, DUSP12 y RAFTK.

En conclusion, varias publicaciones describen anticuerpos para la AML que se unen a antigenos intracelulares. Dichos
anticuerpos no son una primera opcion para combatir células de AML intactas y vivas in vivo debido a la inaccesibilidad
de dichos objetivos intracelulares cuando las células de AML estan intactas. Otras publicaciones describen anticuerpos
que se unen a una gama amplia de células hematopoyéticas, por ejemplo, a través de CD33, CXCR4, CD47 o CLL-1. Los
anticuerpos que se unen a una gama amplia de células (hematopoyéticas) implican el riesgo de efectos secundarios
graves.

Varios anticuerpos descritos en la técnica actian al inducir la fagocitosis, la ADCC o la CDC, lo que significa que se
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requieren otras células inmunitarias o componentes del complemento para contrarrestar las células de AML. El uso de
dichos anticuerpos se limita, por lo tanto, en individuos inmunocomprometidos. Ademas, algunos de los anticuerpos
descritos no son humanos, lo que implica un riesgo alto de efectos secundarios. Otras publicaciones (tales como los
documentos WO 2013/071068 y WO 2010/102244) describen anticuerpos que inducen la apoptosis de las células de
AML.

Por el contrario de las publicaciones mencionadas anteriormente, los presentes inventores han adoptado un enfoque
diferente. En lugar de producir artificialmente anticuerpos contra un componente que esta presente, entre otras cosas, en
las células de AML, los inventores han aislado anticuerpos de pacientes humanos con AML que, después de recibir un
SCT alogénico, montaron una respuesta de injerto contra leucemia potente mientras se mantenian en remisién completa.
Estos anticuerpos son capaces de unirse especificamente al snRNP200 de células de AML intactas. Por lo tanto, en lugar
de usar anticuerpos desarrollados artificialmente, los presentes inventores han tomado ventaja elegantemente de las
defensas inmunitarias naturales provocadas en pacientes humanos con AML después de recibir un SCT alogénico. La
respuesta humoral encontrada en la naturaleza resulta en una seleccion y crecimiento muy adecuados de células B que
producen anticuerpos eficaces in vivo. Los anticuerpos de acuerdo con la presente invencion, o partes funcionales o
derivados funcionales de estos, son por lo tanto adecuados particularmente para unirse a células de AML en pacientes
con AML. El hecho de que los anticuerpos son especificos para células de AML intactas, en lugar de antigenos
intracelulares, los hace adecuados particularmente para la terapia de la AML.

Como se describe, un anticuerpo o una parte funcional de este de acuerdo con la invencion puede acoplarse a un resto
toxico. Dicho resto toxico se dirigira después a las células de AML in vivo mediante la unién del anticuerpo a las células
de AML. Una modalidad de la presente invencién proporciona anticuerpos humanos, o partes funcionales de estos, que
pueden unirse a células de AML intactas y que pueden disminuir la proliferacion de células de AML. Dicho anticuerpo
obvia la necesidad de acoplar el anticuerpo a un componente téxico adicional (aunque el uso de un resto toxico aun puede
ser Util para proporcionar efectos adicionales contra la AML). En una modalidad preferida particularmente, se proporcionan
anticuerpos humanos, o partes funcionales de estos, de acuerdo con la invencion, que pueden unirse a células de AML
intactas y que pueden disminuir la proliferacion de células de AML independientemente de la citotoxicidad mediada por
células dependiente de anticuerpos (ADCC), la citotoxicidad dependiente del complemento (CDC) o la fagocitosis por
células mieloides asociadas a tumores, tales como macrofagos o células dendriticas. Preferentemente, dichos anticuerpos
son capaces de disminuir la proliferacion de células de AML independientemente de, o esencialmente independientemente
de, otras células inmunitarias o de componentes del complemento. Se prefiere el uso de dichos anticuerpos, que tienen
una fuerte actividad contra la AML, especialmente en individuos inmunocomprometidos. Por lo tanto, un aspecto preferido
de la presente invencion proporciona un anticuerpo humano aislado, sintético o recombinante, o una parte funcional de
este, que puede unirse al snRNP de células de leucemia mieloide aguda (AML) y que puede disminuir la proliferacion de
células de AML independientemente de, o esencialmente independientemente de la citotoxicidad mediada por células
dependiente de anticuerpos (ADCC), la citotoxicidad dependiente del complemento (CDC) o la fagocitosis por células
mieloides asociadas a tumores tales como macrdfagos o células dendriticas. Preferentemente, dichos anticuerpos son
capaces de disminuir la proliferacion de células de AML independientemente (esencialmente) de cualquier otra célula
inmunitaria o del complemento. Como se muestra en los Ejemplos, al menos los anticuerpos AT12-023, AT12-025 y AT13-
024 tienen estas caracteristicas. Estos son, por lo tanto, anticuerpos preferidos de acuerdo con la presente invencion.

En una modalidad preferida adicional, se proporcionan anticuerpos humanos, o partes funcionales de estos, de acuerdo
con la invencioén, que pueden unirse a células de AML intactas y que pueden disminuir la proliferacion de células de AML
independientemente de la apoptosis. Como se muestra en los Ejemplos, al menos los anticuerpos AT12-023, AT13-031
y AT13-037 tienen esta caracteristica. Esto se desprende del hecho de que estos anticuerpos pueden inducir la muerte
de células de AML en presencia de inhibidores de la apoptosis, tales como los inhibidores de las caspasas Q-VD-OPh o
Z-VAD-fmk, y del hecho de que la mayoria de estos anticuerpos (excepto el anticuerpo AT13-031) mantienen sus
propiedades citotoxicas a 4 °C. De acuerdo con la presente invencion, los anticuerpos tales como AT12-023, AT13-031 y
AT13-037 destruyen sus células objetivo de AML por necrosis (tales como oncosis o necroptosis). Esto proporciona la
ventaja sobre los anticuerpos inductores de apoptosis conocidos actualmente, de que los anticuerpos inductores de
necrosis de acuerdo con la presente invencion potenciaran la respuesta inmunitaria de un paciente mas que los
anticuerpos inductores de apoptosis. Esto se debe al hecho de que la necrosis causa una mayor exposicion de los
contenidos celulares al sistema inmunitario de un individuo. Por lo tanto, se proporciona ademas un anticuerpo humano
aislado, sintético o recombinante, o una parte funcional o un equivalente funcional de este, que puede unirse a un
componente de la superficie celular de las células de leucemia mieloide aguda (AML) y que puede disminuir la proliferacion
de las células de AML independientemente de, o independientemente esencialmente de, la apoptosis.

Se describen anticuerpos humanos, o partes funcionales o equivalentes funcionales de estos, de acuerdo con lainvencion,
que pueden disminuir la proliferacion de células de AML independientemente tanto de la apoptosis como de las células
inmunitarias y del complemento mencionadas anteriormente. Por lo tanto, se describe ademas, un anticuerpo humano
aislado, sintético o recombinante, o una parte funcional o un equivalente funcional de este, que puede unirse a un
componente de la superficie celular de las células de leucemia mieloide aguda (AML) y que puede disminuir la proliferacion
de las células de AML independientemente esencialmente de la citotoxicidad mediada por células dependiente de
anticuerpos (ADCC), la citotoxicidad dependiente del complemento (CDC), la apoptosis o la fagocitosis por macréfagos o
células dendriticas.
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Un anticuerpo o una parte funcional de este de acuerdo con la invencion es capaz de unirse a células de AML intactas.
Dicho anticuerpo o parte funcional puede unirse a un componente de la superficie celular que es especifico para las
células de AML. Esto significa tipicamente que las células no hematopoyéticas o las células hematopoyéticas no malignas,
tales como, por ejemplo, los hepatocitos, las células del colon, los fibroblastos, las células endoteliales, las células
mononucleares de sangre periférica (PBMC, por sus siglas en inglés) sanas y las células de médula dsea sanas, no son,
o en menor medida significativamente, reconocidas en comparacion con la afinidad de unién de un anticuerpo o parte
funcional o equivalente funcional de acuerdo con la invencién para las células de AML. Esto significa que la unién de un
anticuerpo o parte funcional o equivalente funcional de acuerdo con la invencion a células no hematopoyéticas o células
hematopoyéticas no malignas esta tipicamente en el mismo rango que la unién de un anticuerpo control irrelevante a
estas células (en donde el anticuerpo control no es especifico para dichas células). Sin embargo, parte de la reactividad
hacia otros tipos de células hematopoyéticas malignas se abarca dentro del término "especifico para la AML". Por ejemplo,
en la Tabla 4 y la Figura 6 se muestra que los anticuerpos AT13-031 y AT12-023 son capaces de unirse a células de
linfoma no Hodgkin B derivadas de pacientes. Por lo tanto, se proporciona ademas un uso del anticuerpo AT13-031 o el
anticuerpo AT12-023, o una parte funcional de cualquiera de estos anticuerpos, para la preparaciéon de un medicamento
0 agente profilactico contra el linfoma no Hodgkin B, asi como también el anticuerpo AT13-031 o el anticuerpo AT12-023,
0 una parte funcional de cualquiera de estos anticuerpos, para su uso en un método para tratar o prevenir al menos en
parte el linfoma no Hodgkin B. De manera similar, los anticuerpos AT13-024, AT13-031 y AT12-019 son capaces de unirse
a lineas celulares de linfoma y/o mieloma multiple (Tabla 4). Se proporciona ademas, por lo tanto, el uso del anticuerpo
AT13-024 o el anticuerpo AT13-031 o el anticuerpo AT12-019, o una parte funcional de cualquiera de estos anticuerpos,
para la preparacion de un medicamento o agente profilactico contra la leucemia mieloide (AML) o el linfoma no Hodgkin
B (B-HNL, por sus siglas en inglés), asi como también el anticuerpo AT13-024 o el anticuerpo AT13-031 o el anticuerpo
AT12-019, o una parte funcional o derivado funcional de cualquiera de estos anticuerpos, para su uso en un método para
tratar o prevenir al menos en parte la leucemia mieloide (AML) o el linfoma no Hodgkin B (B-HNL).

Como se usa en la presente, el término "células de AML" abarca las células de AML naturales, tales como los blastos de
AML primarios que estan presentes en los pacientes con AML, asi como también las lineas celulares de AML tales como,
por ejemplo, THP-1, Mono-Mac 6 y Molm13.

El término "anticuerpo”, como se usa en la presente, se refiere a una proteina de inmunoglobulina que comprende al
menos una region variable de cadena pesada (VH), apareada con una regién variable de cadena ligera (VL), que es
especifica para un epitopo objetivo.

En la presente descripcién se define una "parte funcional de un anticuerpo" como una parte que tiene al menos una
propiedad compartida con dicho anticuerpo en tipo, no necesariamente en cantidad. Dicha parte funcional es capaz de
unirse al mismo antigeno que dicho anticuerpo, aunque no necesariamente en la misma medida. En una modalidad, una
parte funcional de un anticuerpo comprende al menos un dominio variable de cadena pesada (VH). Los ejemplos no
limitantes de una parte funcional de un anticuerpo son un anticuerpo de dominio Unico, un anticuerpo de cadena Unica,
un nanocuerpo, un unicuerpo, un fragmento variable de cadena unica (scFv, por sus siglas en inglés), un fragmento Fab
y un fragmento F(ab'),.

Como se conoce bien por el experto en la técnica, una cadena pesada de un anticuerpo es la mayor de los dos tipos de
cadenas que forman una molécula de inmunoglobulina. Una cadena pesada comprende un dominio constante y un
dominio variable, cuyo dominio variable se involucra en la unién al antigeno. Una cadena ligera de un anticuerpo es la
mas pequeia de los dos tipos de cadenas que forman una molécula de inmunoglobulina. Una cadena ligera comprende
un dominio constante y un dominio variable. A menudo, pero no siempre, el dominio variable se involucra junto con el
dominio variable de la cadena pesada en la unién al antigeno.

Las regiones determinantes de la complementariedad (CDR, por sus siglas en inglés) son las regiones hipervariables
presentes en los dominios variables de cadena pesada y los dominios variables de cadena ligera. En el caso de los
anticuerpos completos, las CDR 1-3 de una cadena pesada y las CDR 1-3 de la cadena ligera conectada forman juntas
el sitio de unién al antigeno.

Como se usa en la presente, el término "un anticuerpo o parte funcional de acuerdo con la invencion" se denomina,
ademas, como "un compuesto de unién de acuerdo con la invencion”.

El término "componente de la superficie celular de las células de AML" significa cualquier componente que esté presente
al menos en parte en o sobre la superficie celular de las células de AML, o un componente que se une a una superficie
de la célula de AML. Los ejemplos no limitantes de componentes de la superficie celular de las células de AML son las
proteinas (trans)membrana, las glucoproteinas y cualquier compuesto unido a ellas.

Los términos "especifico para" y "capaz de unirse especificamente" se usan en la presente descripcion indistintamente y
se refieren a la interaccion entre un anticuerpo, o una parte funcional o equivalente funcional de este, y su epitopo. Esto
significa que dicho anticuerpo, o una parte funcional de este, se une preferentemente a dicho epitopo por sobre otros
antigenos o secuencias de aminoacidos. Por lo tanto, aunque el anticuerpo o la parte funcional pueden unirse no
especificamente a otros antigenos o secuencias de aminoacidos, la afinidad de union de dicho anticuerpo o parte funcional



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2729057 T3

por su epitopo es mayor significativamente que la afinidad de unién no especifica de dicho anticuerpo o parte funcional
por otros antigenos o secuencias de aminoacidos.

Un anticuerpo o parte funcional de acuerdo con la invencién que puede unirse a un epitopo particular de las células de
AML puede ser especifico, ademas, para otras células que no son de AML si dicho epitopo de las células de AML se
presenta también en otras células (por ejemplo, otras células leucémicas, células de mieloma o células de linfoma). En
ese caso, un anticuerpo al que se hace referencia en la presente descripcion como que es especifico para las células de
AML es especifico, ademas, para dichas otras células que comprenden el mismo epitopo. Preferentemente, los
anticuerpos humanos para la AML y partes funcionales de estos, segun lo proporcionado en el presente documento, no
se unen significativamente a células no hematopoyéticas y células hematopoyéticas no malignas.

"Afinidad de unién" se refiere a la fuerza de la suma total de las interacciones no covalentes entre un sitio de unién Unico
de un anticuerpo o parte funcional o equivalente funcional y su par de union (por ejemplo, un antigeno). A menos que se
indique de cualquier otra manera, como se usa en la presente, la "afinidad de unién" se refiere a la afinidad de union
intrinseca que refleja una interaccion 1:1 entre los miembros de un par de union (por ejemplo, anticuerpo y antigeno). La
afinidad puede representarse generalmente por la constante de disociacién de equilibrio (Kp), que se calcula como la
relacion ks con respecto a kg, ver, por ejemplo, Chen, Y., y otros, (1999) J. Mol Biol 293:865-881. La afinidad puede
medirse mediante métodos comunes conocidos en la técnica, tales como, por ejemplo, un ensayo de resonancia de
plasmén superficial (SPR) tal como el instrumento BiaCore o IBIS-iSPR en IBIS Technologies BV (Hengelo, Paises Bajos)
0 ensayos en fase de solucion, tal como Kinexa. Preferentemente, un anticuerpo de acuerdo con la invencion tiene una
afinidad de unién por un epitopo en o sobre la superficie celular de las células de AML caracterizada por una constante
de disociacion (Kp) de a lo maximo 100 nM, con mayor preferencia a lo maximo 50 nM, con mayor preferencia a lo maximo
25 nM, con mayor preferencia a lo maximo 10 nM, con mayor preferencia a lo maximo 5 nM, con mayor preferencia a lo
maximo 2 nM, con mayor preferencia a lo maximo 1 nM, con mayor preferencia a lo maximo 0,5 nM, con mayor preferencia
a lo maximo 0,3 nM, con mayor preferencia a lo maximo 0,1 nM.

El porcentaje de identidad de una secuencia de aminoacidos o acidos nucleicos, o el término "% de identidad de
secuencia", se define en la presente descripcién como el porcentaje de residuos en una secuencia de aminoacidos o
acidos nucleicos candidata que es idéntica a los residuos en una secuencia de referencia después de alinear las dos
secuencias e introducir los huecos, si es necesario, para lograr el porcentaje de identidad maximo. Los métodos y
programas de computadora para la alineacion se conocen bien en la técnica, por ejemplo, "Align 2".

En una modalidad preferida particularmente, se proporciona un anticuerpo o parte funcional de acuerdo con la invencién
que puede inducir la muerte de blastos de AML primarios. Dado que los blastos de AML primarios se derivan directamente
de un paciente con AML, a diferencia de las lineas celulares disponibles comercialmente, la actividad de un anticuerpo
contra dichos blastos de AML es aun mas indicativa para una situacion in vivo. Como se muestra en los Ejemplos, al
menos los anticuerpos AT13-024 y AT12-025 tienen esta caracteristica. Se prefieren, por lo tanto, estos anticuerpos. En
una modalidad preferida particularmente, se proporciona un anticuerpo o una parte funcional de acuerdo con la invencion,
que puede inducir la muerte de blastos de AML primarios independientemente de, o independientemente esencialmente
de, la citotoxicidad mediada por células dependiente de anticuerpos (ADCC), la citotoxicidad dependiente del
complemento (CDC), la apoptosis y/o la fagocitosis por macréfagos o células dendriticas. Preferentemente, dichos
compuestos de unién son capaces de inducir la muerte de blastos de AML independientemente esencialmente de otras
células inmunitarias, o del complemento o de la apoptosis. Los anticuerpos AT13-024 y AT12-025 también tienen esta
caracteristica preferida.

Como se usa en la presente, el término "independientemente esencialmente de la ADCC, la CDC o la fagocitosis por
células mieloides asociadas a tumores tales como macrofagos o células dendriticas" significa que no se requiere ADCC,
CDC o fagocitosis por células mieloides asociadas a tumores tales como macréfagos o células dendriticas para un efecto
contra la AML inducido por un compuesto de unién de acuerdo con la presente invencion, aunque en una situacion in vivo
también puede producirse ADCC, CDC o fagocitosis por células mieloides asociadas a tumores tales como macréfagos o
células dendriticas. Por lo tanto, en esta modalidad, la ADCC, la CDC y la fagocitosis por células mieloides asociadas a
tumores tales como macroéfagos o células dendriticas no se excluyen, pero tampoco son esenciales. Igualmente, el término
"independientemente esencialmente de otras células inmunitarias o del complemento” significa que un compuesto de
union de acuerdo con la invencion es, en principio, capaz de ejercer un efecto contra la AML sin la presencia de otras
células inmunitarias o del complemento, aunque en una situacién in vivo otras células inmunitarias o del complemento
también pueden tener una actividad contra la AML. El término "independientemente esencialmente de la apoptosis"
significa que el efecto contra la AML se ejerce por un compuesto de union de acuerdo con la presente invencion mediante
un mecanismo distinto de la apoptosis. Preferentemente, dicho efecto contra la AML se ejerce mediante la necrosis.

En una modalidad preferida adicional, se proporciona un anticuerpo o una parte funcional de este de acuerdo con la
invencion que puede disminuir la proliferacion de células de AML in vitro dentro de 7 dias, preferentemente dentro de 5
dias, con mayor preferencia dentro de 3 dias y aun con mayor preferencia dentro de 1 dia. Esto indica un efecto terapéutico
rapido.

La presente invencion proporciona anticuerpos humanos aislados, sintéticos y recombinantes, y partes funcionales de
estos, que pueden unirse a células de AML intactas. Dichas células de AML pertenecen preferentemente a una
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clasificacion franco-estadounidense-britanica (FAB, por sus siglas en inglés) seleccionada del grupo que consiste en M5,
MO, M1, M2, M3 y M4. Con mayor preferencia, dichas células de AML pertenecen a la clasificacion FAB M5 o M1 o M0 o
M4, preferentemente M5. Estas son las clasificaciones FAB que se encuentran cominmente en los pacientes con AML.
En una modalidad preferida adicional, se proporcionan anticuerpos humanos aislados, sintéticos y recombinantes, o
partes funcionales o equivalentes funcionales de estos, que pueden unirse a células de AML diferentes de al menos dos,
preferentemente al menos tres, con mayor preferencia al menos cuatro clasificaciones FAB diferentes. Dichos anticuerpos
son Utiles para diferentes pacientes con AML que tienen clasificaciones FAB diferentes, por lo que estos anticuerpos son
aplicables ampliamente. Como se muestra en la Tabla 3, el anticuerpo AT12-025 es capaz de unirse a células de AML de
al menos dos clasificaciones FAB (M5 + M1). Este es, por lo tanto, un anticuerpo preferido de acuerdo con la invencion.
El anticuerpo AT13-031 también es capaz de unirse a células de AML de al menos tres clasificaciones FAB (M5 + M1 +
M4). Se prefiere aiin mas, por lo tanto, estos anticuerpos. Ademas, el anticuerpo AT12-023 es capaz de unirse a células
de AML de al menos cuatro clasificaciones FAB (M5 + MO + M1 + M4). Este anticuerpo es, por lo tanto, ain mas aplicable
ampliamente y, por lo tanto, se prefiere particularmente.

En una modalidad preferida particularmente, un anticuerpo o parte funcional de acuerdo con la invencion es del isotipo
IgG, preferentemente IgG1 o IgG3. Esto es beneficioso para aplicaciones médicas en humanos.

Las Tablas 1Ay 1B, y la Figura 1, proporcionan una informacion general de las secuencias variables de cadenas pesadas
y ligeras, asi como también las secuencias CDR individuales, de los anticuerpos AT12-023, AT12-025, AT13-024, AT12-
019, AT13-022, AT13-023, AT13-031, AT12-020, AT13-033, AT13-034, AT13-035, AT13-036, AT13-037, AT14-013,
AT14-014, AT14-015 y AT14-016. Estos son anticuerpos preferidos de acuerdo con la invencion, obtenidos de tres
pacientes humanos con AML. Los términos "AT12-023", "AT12-025", "AT13-024", "AT12-019", "AT13-022", "AT13-023",
"AT13-031", "AT12-020", "AT13-033", "AT13-034", "AT13-035", "AT13-036", "AT13-037", "AT14-013", "AT14-014", "AT14-
015" y "AT14-016" como se usa en la presente, abarcan todos los anticuerpos y partes funcionales y equivalentes
funcionales que tienen al menos las regiones CDR1-3 de las cadenas pesadas y ligeras, preferentemente las secuencias
variables de las cadenas pesadas y cadenas ligeras de estos anticuerpos, como se representa en las Tablas 1Ay 1By la
Figura 1, tales como, por ejemplo, anticuerpos aislados y/o purificados o anticuerpos producidos recombinantemente.

Como se usa en la presente, cualquier referencia a la "Tabla 1" incluye una referencia a la Tabla 1A y/o la Tabla 1B.

Basado en los anticuerpos representados en la Tabla 1 y la Figura 1, es posible producir un anticuerpo o una parte
funcional de este que comprende al menos una secuencia CDR de un anticuerpo representado en la Tabla 1 o la Figura
1, que es especifica para las células de AML. Por lo tanto, se describe un anticuerpo aislado, recombinante y/o sintético
o una parte funcional o equivalente funcional de este que comprende al menos una secuencia CDR de un anticuerpo
como se representa en la Tabla 1. Dicha secuencia CDR es preferentemente una secuencia CDR3 de un anticuerpo de
acuerdo con la presente invencion. Por lo tanto, preferentemente al menos tres CDR de las cadenas pesadas y ligeras de
los anticuerpos AT12-023, AT12-025, AT13-031, AT13-033, AT13-035 o AT13-037 se presentan conjuntamente en un
compuesto de unién de acuerdo con la invencién. Opcionalmente, al menos una de dichas secuencias CDR se optimiza,
lo que genera de esta manera un compuesto de unién variante, preferentemente para mejorar la eficacia, selectividad o
estabilidad de union. Esto se realiza, por ejemplo, mediante procedimientos de mutagénesis en los que, después de probar
preferentemente la estabilidad y/o eficacia de union de los compuestos resultantes, se selecciona un compuesto de unién
mejorado especifico para la AML. Un experto en la técnica es muy capaz de generar variantes que comprendan al menos
una secuencia CDR alterada de acuerdo con la invenciéon. Por ejemplo, se aplica la sustitucion conservadora de
aminoacidos. Los ejemplos de sustitucion conservadora de aminoacidos incluyen la sustitucion de un residuo hidrofébico
tal como isoleucina, valina, leucina o metionina por otro residuo hidrofébico, y la sustitucién de un residuo polar por otro
residuo polar, tal como la sustitucion de arginina por lisina, acido glutamico por acido aspartico, o glutamina por
asparagina. Dichos compuestos de unidon comprenden secuencias CDR 1-3 de cadena pesada y cadena ligera que son
al menos un 90 % idénticas a las secuencias CDR 1-3 de cadena pesada y ligera del mismo anticuerpo representado en
la Tabla 1 o la Figura 1. Preferentemente, las secuencias CDR difieren en no mas de tres, preferentemente en no mas de
dos, preferentemente en no mas de un aminoacido de las secuencias CDR originales de un anticuerpo de acuerdo con la
invencion.

Ademas de optimizar las secuencias CDR para mejorar la eficacia o la estabilidad de unién, puede optimizarse al menos
una secuencia en al menos una de las regiones marco. Esto se hace preferentemente para mejorar la eficacia o la
estabilidad de union. Las secuencias marco se optimizan, por ejemplo, mediante la mutaciéon de una molécula de acido
nucleico que codifica dicha secuencia marco, donde después se prueban preferentemente las caracteristicas del
anticuerpo resultante, o parte funcional o equivalente funcional. De esta manera, es posible obtener compuestos de unién
mejorados. En una modalidad preferida, se usan las secuencias de la linea germinal humana para las regiones marco en
anticuerpos de acuerdo con la invencion. El uso de secuencias de la linea germinal humana minimiza el riesgo de
inmunogenicidad de dichos anticuerpos, debido a que estas secuencias tienen menos probabilidad de contener
alteraciones somaticas que son Unicas para los individuos de los que se derivan las regiones marco, y que pueden causar
una respuesta inmunogénica cuando se aplican a otro individuo humano. Por lo tanto, se proporciona ademas un
anticuerpo sintético o recombinante o parte funcional de acuerdo con la invencién, que comprende al menos una mutacion
no natural en una region marco. Adicionalmente, o alternativamente, se proporciona un anticuerpo sintético o
recombinante o una parte funcional de acuerdo con la invenciéon que comprende al menos una mutaciéon no natural en
una region constante. Por una "mutacion no natural" se entiende que la secuencia de aminoacidos resultante no se

7



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2729057 T3

produce en la naturaleza. En su lugar, se ha producido artificialmente. En una modalidad, una region Fc de 1gG3 del
anticuerpo AT12-023 o AT12-025, se reemplaza al menos parcialmente por una regién Fc de IgG1. Esto aumenta
tipicamente la estabilidad y la vida media de la inmunoglobulina resultante.

Un compuesto de unidn de acuerdo con la presente invencion comprende preferentemente una region variable humana.
Con mayor preferencia, dicho compuesto de unién comprende una regidon constante humana y una region variable
humana. Con la maxima preferencia, dicho compuesto de unién es un anticuerpo humano. El uso de anticuerpos humanos
especificos para la AML es ventajoso por sobre el uso de anticuerpos no humanos. El uso in vivo de anticuerpos no
humanos para el diagnoéstico y/o tratamiento de enfermedades humanas se ve obstaculizado por una serie de factores.
En particular, el cuerpo humano puede reconocer los anticuerpos no humanos como extrafos, lo que resultara en una
respuesta inmunogénica contra los anticuerpos no humanos, lo que da como resultado efectos secundarios adversos y/o
una eliminacion rapida de los anticuerpos de la circulacion. Un anticuerpo humano disminuye la posibilidad de efectos
secundarios cuando se administra a un individuo humano y a menudo resulta en una vida media mas larga en la circulacion
debido a un aclaramiento reducido en comparacion con los anticuerpos no humanos. En otra modalidad, un compuesto
de unién de acuerdo con la invencion es un anticuerpo humanizado. En otra modalidad, un compuesto de unién de
acuerdo con la invencién es un anticuerpo quimérico. En un anticuerpo quimérico, las secuencias de interés, tales como,
por ejemplo, un sitio de unién adicional de interés, se incluyen en un compuesto de unién de acuerdo con la invencion.

Ademas, los compuestos de uniéon de acuerdo con la invencion son preferentemente anticuerpos monoclonales. Un
anticuerpo monoclonal es un anticuerpo que consiste de una sola especie molecular. Los anticuerpos monoclonales
pueden producirse en grandes cantidades mediante células productoras de anticuerpos monoclonales o tecnologia de
ADN recombinante.

Por lo tanto, pueden generarse ademas variantes de compuestos de unién basados en los anticuerpos preferidos
representados en la Tabla 1y la Figura 1, mediante el uso de técnicas conocidas en la técnica, tales como, por ejemplo,
la mutagénesis. Tipicamente, se toleran las variaciones de secuencia entre el 80 y 99 % mientras mantengan una cierta
especificidad de antigeno. Por lo tanto, los compuestos de unién de acuerdo con la invencidon que comprenden una
secuencia que tiene al menos un 80 % de identidad de secuencia con al menos una secuencia CDR de cualquiera de los
anticuerpos de la Tabla 1 o la Figura 1, se describen también en la presente descripcion. Dado que la especificidad
antigénica de un anticuerpo se domina tipicamente por las secuencias CDR3, una variante de anticuerpo comprende al
menos, preferentemente, una secuencia CDR3 de cadena pesada que tiene al menos 80 % de identidad de secuencia
con una secuencia CDR3 de cadena pesada como se representa en la Tabla 1 o la Figura 1. Dicha variante de anticuerpo
comprende, preferentemente, una secuencia CDR3 de cadena pesada y una secuencia CDR3 de cadena ligera que tiene
al menos un 80 % de identidad de secuencia con las secuencias CDR3 de cadena pesada y ligera del mismo anticuerpo,
seleccionadas del grupo que consiste en AT12-023, AT12-025, AT13-024, AT12-019, AT13-022, AT13-023, AT13-031,
AT12-020, AT13-033, AT13-034, AT13-035, AT13-036, AT13-037, AT14-013, AT14-014, AT14-015y AT14-016.

Un anticuerpo preferido de acuerdo con la presente invencion es el anticuerpo AT12-023. Se prefiere este anticuerpo
porque es capaz de unirse y destruir eficientemente células de la linea celular de AML THP-1, como se muestra en los
Ejemplos y en las Figuras 7 y 8. Este anticuerpo es, por lo tanto, adecuado particularmente para la terapia y/o el
diagnéstico de la AML. Curiosamente, el AT12-023 es del isotipo IgG3 y pertenece a la familia VH4-34, que es una familia
de secuencias VH conocida por sus propiedades de destruccion potenciales (Bhat y otros, 1997). El anticuerpo AT12-023
es capaz, ademas, de unirse eficientemente a blastos de AML primarios de al menos cuatro clasificaciones FAB diferentes
(Tabla 3). Las secuencias CDR1, CDR2 y CDRS3 de cadena pesada, y las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de cadena
ligera del anticuerpo AT12-023 son las SEQ ID NO 1, 14, 27, 40, 53 y 66, respectivamente, como se representa en la
Tabla 1. Por lo tanto, la invencién proporciona un anticuerpo aislado, sintético o recombinante, o una parte funcional de
este, que comprende:

° una secuencia CDR1 de cadena pesada que comprende una secuencia que tiene al menos un 90 % de identidad
de secuencia con la SEQ ID NO: 1; y

° una secuencia CDR2 de cadena pesada que comprende una secuencia que tiene al menos un 90 % de identidad
de secuencia con la SEQ ID NO: 14; y

° una secuencia CDR3 de cadena pesada que comprende una secuencia que tiene al menos un 90 % de identidad
de secuencia con la SEQ ID NO: 27; y

° una secuencia CDR1 de cadena ligera que comprende una secuencia que tiene al menos un 90 % de identidad de
secuencia con la SEQ ID NO: 40; y

° una secuencia CDR2 de cadena ligera que comprende una secuencia que tiene al menos un 90 % de identidad de
secuencia con la SEQ ID NO: 53; y

° una secuencia CDR3 de cadena ligera que comprende una secuencia que tiene al menos un 90 % de identidad de
secuencia con la SEQ ID NO: 66. Preferentemente, dichas identidades de secuencia son al menos el 91 %, con
mayor preferencia al menos el 92 %, con mayor preferencia al menos el 93 %, con mayor preferencia al menos el
94 %, con mayor preferencia al menos el 95 %, con mayor preferencia al menos el 96 %, con mayor preferencia al
menos el 97 %, con mayor preferencia al menos el 98 %, con mayor preferencia al menos el 99 %, con mayor
preferencia el 100 %. Como se describid anteriormente en la presente descripcion, al menos 1, 2 o 3 residuos de
aminoacidos en las secuencias CDR citadas pueden variar mientras mantengan el mismo tipo de actividad de unién
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(en tipo, no necesariamente en cantidad). Por lo tanto, dichas secuencias CDR 1, 2 y 3 de cadena pesada y ligera
contienen preferentemente secuencias CDR derivadas del anticuerpo AT12-023 que difieren en no mas de tres,
preferentemente no mas de dos, con mayor preferencia no mas de un aminoacido de las secuencias CDR del AT12-
023 citadas.

Otro anticuerpo preferido de acuerdo con la presente invencién es el anticuerpo AT12-025. Se prefiere este anticuerpo
porque es capaz de unir y destruir eficazmente células de la linea celular de AML THP-1, asi como también blastos de
AML primarios derivados del paciente, como se muestra en los Ejemplos y las Figuras 8 y 10. Este anticuerpo es, por lo
tanto, adecuado particularmente para la terapia y/o el diagnéstico de la AML. Curiosamente, el AT12-025 es del isotipo
IgG3 y pertenece a la familia VH4-34, que es una familia de secuencias VH conocida por sus propiedades de destruccion
potenciales (Bhat y otros, 1997). Las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de cadena pesada y las secuencias CDR1, CDR2
y CDR3 de cadena ligera del anticuerpo AT12-025 son las SEQ ID NO 2, 15, 28, 41, 54 y 67, respectivamente, como se
muestra en la Tabla 1. Por lo tanto, la invencién proporciona ademas un anticuerpo aislado, sintético o recombinante, o
una parte funcional de este, que comprende:

e una secuencia CDR1 de cadena pesada que comprende una secuencia que tiene al menos un 90 % de identidad de
secuencia con la SEQ ID NO: 2; y

e una secuencia CDR2 de cadena pesada que comprende una secuencia que tiene al menos un 90 % de identidad de
secuencia con la SEQ ID NO: 15; y

e una secuencia CDR3 de cadena pesada que comprende una secuencia que tiene al menos un 90 % de identidad de
secuencia con la SEQ ID NO: 28; y

e una secuencia CDR1 de cadena ligera que comprende una secuencia que tiene al menos un 90 % de identidad de
secuencia con la SEQ ID NO: 41; y

e una secuencia CDR2 de cadena ligera que comprende una secuencia que tiene al menos un 90 % de identidad de
secuencia con la SEQ ID NO: 54; y

e una secuencia CDR3 de cadena ligera que comprende una secuencia que tiene al menos un 90 % de identidad de
secuencia con la SEQ ID NO: 67. De nuevo, dichas identidades de secuencia son preferentemente al menos el 91 %,
con mayor preferencia al menos el 92 %, con mayor preferencia al menos el 93 %, con mayor preferencia al menos el
94 %, con mayor preferencia al menos el 95 %, con mayor preferencia al menos el 96 %, con mayor preferencia al
menos el 97 %, con mayor preferencia al menos el 98 %, con mayor preferencia al menos el 99 %, con mayor
preferencia el 100 %. Como se describié anteriormente, al menos 1, 2 o 3 residuos de aminoacidos en las secuencias
CDR del AT12-025 citadas pueden variar mientras mantengan el mismo tipo de actividad de unién (en tipo, no
necesariamente en cantidad). Por lo tanto, las secuencias CDR 1, 2 y 3 de las cadenas pesada y ligera mencionadas
anteriormente contienen preferentemente secuencias CDR que difieren en no mas de tres, preferentemente no mas
de dos, con mayor preferencia no mas de un aminoacido de las secuencias CDR del AT12-025 citadas.

La invencién proporciona ademas un anticuerpo aislado, sintético o recombinante, o una parte funcional de este, que
comprende:

e una secuencia CDR1 de cadena pesada que comprende una secuencia que tiene al menos un 90 % de identidad de
secuencia con la SEQ ID NO: 7; y

e una secuencia CDR2 de cadena pesada que comprende una secuencia que tiene al menos un 90 % de identidad de
secuencia con la SEQ ID NO: 20; y

e una secuencia CDR3 de cadena pesada que comprende una secuencia que tiene al menos un 90 % de identidad de
secuencia con la SEQ ID NO: 33; y

e una secuencia CDR1 de cadena ligera que comprende una secuencia que tiene al menos un 90 % de identidad de
secuencia con la SEQ ID NO: 46; y

e una secuencia CDR2 de cadena ligera que comprende una secuencia que tiene al menos un 90 % de identidad de
secuencia con la SEQ ID NO: 59; y

e una secuencia CDR3 de cadena ligera que comprende una secuencia que tiene al menos un 90 % de identidad de
secuencia con la SEQ ID NO: 72. Estas son las secuencias CDR del anticuerpo AT13-031. Curiosamente, el AT13-
031 pertenece a la familia VH4-34, que es una familia de secuencias VH conocida por sus propiedades de destruccion
potenciales (Bhat y otros, 1997). El anticuerpo AT13-031, derivado de un paciente humano con AML en remision
completa, es capaz de unirse especificamente a células intactas de AML. Ademas, se prefiere este anticuerpo porque
es capaz de unirse y destruir eficientemente las células de la linea celular de AML THP-1. Por lo tanto, un compuesto
de unién que contiene secuencias CDR derivadas del AT13-031 es adecuado particularmente para la terapia y/o
diagnéstico de la AML. Dicho compuesto de unién se usa, por ejemplo, como un conjugado anticuerpo-farmaco (ADC,
por sus siglas en inglés), de manera que un compuesto toxico se dirigira a las células de AML, o se usa mediante la
induccion de CDC y/o ADCC. Alternativamente, o adicionalmente, dicho compuesto de unién puede usarse para
marcar células de AML para fagocitosis especifica por células mieloides asociadas a tumores tales como macrofagos
o células dendriticas, células que pueden inducir subsecuentemente una respuesta inmunitaria especifica de la AML.
De nuevo, dichas identidades de secuencia son preferentemente al menos el 91 %, con mayor preferencia al menos
el 92 %, con mayor preferencia al menos el 93 %, con mayor preferencia al menos el 94 %, con mayor preferencia al
menos el 95 %, con mayor preferencia al menos el 96 %, con mayor preferencia al menos el 97 %, con mayor
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preferencia al menos el 98 %, con mayor preferencia al menos el 99 %, con mayor preferencia el 100 %. Como se
describié anteriormente, al menos 1, 2 o 3 residuos de aminoacidos en las secuencias CDR del AT13-031 citadas
pueden variar mientras mantengan el mismo tipo de actividad de unién (en tipo, no necesariamente en cantidad). Por
lo tanto, las secuencias CDR 1, 2 y 3 de las cadenas pesada y ligera mencionadas anteriormente contienen
preferentemente secuencias CDR que difieren en no mas de tres, preferentemente no mas de dos, con mayor
preferencia no mas de un aminoacido de las secuencias CDR del AT13-031 citadas.

La invencién proporciona ademas un anticuerpo aislado, sintético o recombinante, o una parte funcional de este, que
comprende:

una secuencia CDR1 de cadena pesada que comprende una secuencia que tiene al menos un 90 % de identidad de
secuencia con la SEQ ID NO: 9; y

una secuencia CDR2 de cadena pesada que comprende una secuencia que tiene al menos un 90 % de identidad de
secuencia con la SEQ ID NO: 22; y

una secuencia CDR3 de cadena pesada que comprende una secuencia que tiene al menos un 90 % de identidad de
secuencia con la SEQ ID NO: 35; y

una secuencia CDR1 de cadena ligera que comprende una secuencia que tiene al menos un 90 % de identidad de
secuencia con la SEQ ID NO: 48; y

una secuencia CDR2 de cadena ligera que comprende una secuencia que tiene al menos un 90 % de identidad de
secuencia con la SEQ ID NO: 61; y

una secuencia CDR3 de cadena ligera que comprende una secuencia que tiene al menos un 90 % de identidad de
secuencia con la SEQ ID NO: 74. Estas son las secuencias CDR del anticuerpo AT13-033. El anticuerpo AT13-033,
derivado de un paciente humano con AML en remisién completa, es capaz de unirse especificamente a células intactas
de AML. Ademas, se prefiere este anticuerpo porque es capaz de unirse y destruir eficientemente las células de la
linea celular de AML THP-1. Por lo tanto, un compuesto de unién que contiene secuencias CDR derivadas del AT13-
033 es adecuado particularmente para la terapia y/o diagnéstico de la AML. Dicho compuesto de union se usa, por
ejemplo, como un conjugado anticuerpo-farmaco (ADC), de manera que un compuesto téxico se dirigira a las células
de AML, o se usa mediante la induccién de CDC y/o ADCC. Alternativamente, o adicionalmente, dicho compuesto de
union puede usarse para marcar células de AML para fagocitosis especifica por células mieloides asociadas a tumores
tales como macrdéfagos o células dendriticas, células que pueden inducir subsecuentemente una respuesta inmunitaria
especifica de la AML. De nuevo, dichas identidades de secuencia son preferentemente al menos el 91 %, con mayor
preferencia al menos el 92 %, con mayor preferencia al menos el 93 %, con mayor preferencia al menos el 94 %, con
mayor preferencia al menos el 95 %, con mayor preferencia al menos el 96 %, con mayor preferencia al menos el 97
%, con mayor preferencia al menos el 98 %, con mayor preferencia al menos el 99 %, con mayor preferencia el 100
%. Como se describié anteriormente, al menos 1, 2 o 3 residuos de aminoacidos en las secuencias CDR del AT13-
033 citadas pueden variar mientras mantengan el mismo tipo de actividad de unién (en tipo, no necesariamente en
cantidad). Por lo tanto, las secuencias CDR 1, 2 y 3 de las cadenas pesada y ligera mencionadas anteriormente
contienen preferentemente secuencias CDR que difieren en no mas de tres, preferentemente no mas de dos, con
mayor preferencia no mas de un aminoacido de las secuencias CDR del AT13-033 citadas.

La invencién proporciona ademas un anticuerpo aislado, sintético o recombinante, o una parte funcional de este, que
comprende:

una secuencia CDR1 de cadena pesada que comprende una secuencia que tiene al menos un 90 % de identidad de
secuencia con la SEQ ID NO: 11; y

una secuencia CDR2 de cadena pesada que comprende una secuencia que tiene al menos un 90 % de identidad de
secuencia con la SEQ ID NO: 24; y

una secuencia CDR3 de cadena pesada que comprende una secuencia que tiene al menos un 90 % de identidad de
secuencia con la SEQ ID NO: 37; y

una secuencia CDR1 de cadena ligera que comprende una secuencia que tiene al menos un 90 % de identidad de
secuencia con la SEQ ID NO: 50; y

una secuencia CDR2 de cadena ligera que comprende una secuencia que tiene al menos un 90 % de identidad de
secuencia con la SEQ ID NO: 63; y

una secuencia CDR3 de cadena ligera que comprende una secuencia que tiene al menos un 90 % de identidad de
secuencia con la SEQ ID NO: 76. Estas son las secuencias CDR del anticuerpo AT13-035. El anticuerpo AT13-035,
derivado de un paciente humano con AML en remisién completa, es capaz de unirse especificamente a células intactas
de AML. Ademas, se prefiere este anticuerpo porque es capaz de unirse y destruir eficientemente las células de la
linea celular de AML THP-1. Por lo tanto, un compuesto de unién que contiene secuencias CDR derivadas del AT13-
035 es adecuado particularmente para la terapia y/o diagnéstico de la AML. Dicho compuesto de union se usa, por
ejemplo, como un conjugado anticuerpo-farmaco (ADC), de manera que un compuesto téxico se dirigira a las células
de AML, o se usa mediante la induccién de CDC y/o ADCC. Alternativamente, o adicionalmente, dicho compuesto de
union puede usarse para marcar células de AML para fagocitosis especifica por células mieloides asociadas a tumores
tales como macrdéfagos o células dendriticas, células que pueden inducir subsecuentemente una respuesta inmunitaria
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especifica de la AML. De nuevo, dichas identidades de secuencia son preferentemente al menos el 91 %, con mayor
preferencia al menos el 92 %, con mayor preferencia al menos el 93 %, con mayor preferencia al menos el 94 %, con
mayor preferencia al menos el 95 %, con mayor preferencia al menos el 96 %, con mayor preferencia al menos el 97
%, con mayor preferencia al menos el 98 %, con mayor preferencia al menos el 99 %, con mayor preferencia el 100
%. Como se describié anteriormente, al menos 1, 2 o 3 residuos de aminoacidos en las secuencias CDR del AT13-
035 citadas pueden variar mientras mantengan el mismo tipo de actividad de unién (en tipo, no necesariamente en
cantidad). Por lo tanto, las secuencias CDR 1, 2 y 3 de las cadenas pesada y ligera mencionadas anteriormente
contienen preferentemente secuencias CDR que difieren en no mas de tres, preferentemente no mas de dos, con
mayor preferencia no mas de un aminoacido de las secuencias CDR del AT13-035 citadas.

La invencién proporciona ademas un anticuerpo aislado, sintético o recombinante, o una parte funcional de este, que
comprende:

e una secuencia CDR1 de cadena pesada que comprende una secuencia que tiene al menos un 90 % de identidad de
secuencia con la SEQ ID NO: 13; y

e una secuencia CDR2 de cadena pesada que comprende una secuencia que tiene al menos un 90 % de identidad de
secuencia con la SEQ ID NO: 26; y

e una secuencia CDR3 de cadena pesada que comprende una secuencia que tiene al menos un 90 % de identidad de
secuencia con la SEQ ID NO: 39; y

e una secuencia CDR1 de cadena ligera que comprende una secuencia que tiene al menos un 90 % de identidad de
secuencia con la SEQ ID NO: 52; y

e una secuencia CDR2 de cadena ligera que comprende una secuencia que tiene al menos un 90 % de identidad de
secuencia con la SEQ ID NO: 65; y

e una secuencia CDR3 de cadena ligera que comprende una secuencia que tiene al menos un 90 % de identidad de
secuencia con la SEQ ID NO: 78. Estas son las secuencias CDR del anticuerpo AT13-037. El anticuerpo AT13-037,
derivado de un paciente humano con AML en remisién completa, es capaz de unirse especificamente a células intactas
de AML. Ademas, se prefiere este anticuerpo porque es capaz de unirse y destruir eficientemente las células de la
linea celular de AML THP-1, asi como también los blastos de AML primarios derivados del paciente, como se muestra
en los Ejemplos. Por lo tanto, un compuesto de unidon que contiene secuencias CDR derivadas del AT13-037 es
adecuado particularmente para la terapia y/o diagnéstico de la AML. Dicho compuesto de union se usa, por ejemplo,
como un conjugado anticuerpo-farmaco (ADC), de manera que un compuesto toxico se dirigira a las células de AML,
o se usa mediante la induccion de CDC y/o ADCC. Alternativamente, o adicionalmente, dicho compuesto de union
puede usarse para marcar células de AML para fagocitosis especifica por células mieloides asociadas a tumores tales
como macréfagos o células dendriticas, células que pueden inducir subsecuentemente una respuesta inmunitaria
especifica de la AML. De nuevo, dichas identidades de secuencia son preferentemente al menos el 91 %, con mayor
preferencia al menos el 92 %, con mayor preferencia al menos el 93 %, con mayor preferencia al menos el 94 %, con
mayor preferencia al menos el 95 %, con mayor preferencia al menos el 96 %, con mayor preferencia al menos el 97
%, con mayor preferencia al menos el 98 %, con mayor preferencia al menos el 99 %, con mayor preferencia el 100
%. Como se describié anteriormente, al menos 1, 2 o 3 residuos de aminoacidos en las secuencias CDR del AT13-
037 citadas pueden variar mientras mantengan el mismo tipo de actividad de unién (en tipo, no necesariamente en
cantidad). Por lo tanto, las secuencias CDR 1, 2 y 3 de las cadenas pesada y ligera mencionadas anteriormente
contienen preferentemente secuencias CDR que difieren en no mas de tres, preferentemente no mas de dos, con
mayor preferencia no mas de un aminoacido de las secuencias CDR del AT13-037 citadas.

Preferentemente, un anticuerpo de acuerdo con la invencion comprende una secuencia variable de cadena pesada y/o
una secuencia variable de cadena ligera como se representa en la Tabla 1 o la Figura 1, o una secuencia que tiene al
menos un 90 % de identidad de secuencia con ellas. Como se muestra en la Tabla 1, las secuencias variables de cadena
pesada de los anticuerpos AT12-023, AT12-025, AT13-024, AT12-019, AT13-022, AT13-023, AT13-031, AT12-020, AT13-
033, AT13-034, AT13-035, AT13-036, AT13-037, AT14-013, AT14-014, AT14-015 y AT14-016 son las SEQ ID NO 79-91
y 233-236, respectivamente. Las secuencias variables de cadena ligera de los anticuerpos AT12-023, AT12-025, AT13-
024, AT12-019, AT13-022, AT13-023, AT13-031, AT12-020, AT13-033, AT13-034, AT13-035, AT13-036, AT13-037,
AT14-013, AT14-014, AT14-015 y AT14-016 son las SEQ ID NO 92-104 y 237-240, respectivamente. Se proporciona
ademas, por lo tanto, un anticuerpo o una parte funcional de este de acuerdo con la invencién, que comprende una
secuencia variable de cadena pesada que tiene al menos un 90 % de identidad de secuencia con una secuencia
seleccionada del grupo que consiste en las SEQ ID NO: 79, 80, 85, 87, 89 y 91, y/o que comprende una secuencia variable
de cadena ligera que tiene al menos un 90 % de identidad de secuencia con una secuencia seleccionada del grupo que
consiste en las SEQ ID NO: 92, 93, 98, 100, 102 y 104, o secuencias que son al menos el 91 %, con mayor preferencia
al menos el 92 %, con mayor preferencia al menos el 93 %, con mayor preferencia al menos el 94 %, con mayor preferencia
al menos el 95 %, con mayor preferencia al menos el 96 %, con mayor preferencia al menos el 97 %, con mayor preferencia
al menos el 98 %, con mayor preferencia al menos el 99 %, o incluso el 100 % idénticas a cualquiera de estas secuencias
de cadena pesada o de cadena ligera. Cuanta mas alta es la identidad, mas fielmente se parece un anticuerpo a un
anticuerpo representado en la Figura 1. Preferentemente, un compuesto de unién de acuerdo con la invenciéon comprende
la secuencia variable de cadena pesada de cualquiera de los anticuerpos representados en la Figura 1, junto con la
secuencia variable de cadena ligera del mismo anticuerpo, o secuencias de cadena pesada y ligera que son al menos el
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91 %, o al menos el 92 %, o al menos el 93 %, o al menos el 94 %, o al menos el 95 %, o al menos el 96 %, o al menos
el 97 %, o al menos el 98 %, o al menos el 99 %, de ellas.

Por ejemplo, el anticuerpo AT12-023 tiene la secuencia variable de cadena pesada de la SEQ ID NO: 79 y la secuencia
variable de cadena ligera de la SEQ ID NO: 92 como se representa en la Tabla 1. Por lo tanto, se proporciona
preferentemente un compuesto de unién de acuerdo con la presente invencién, que tiene una secuencia variable de
cadena pesada que tiene al menos el 90 %, o al menos el 91 %, o al menos el 92 %, o al menos el 93 %, o al menos el
94 %, o al menos el 95 %, o al menos el 96 %, o al menos el 97 %, o al menos el 98 %, o al menos el 99 %, o el 100 %
de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 79. Preferentemente, dicho compuesto de unién comprende ademas una
secuencia variable de cadena ligera que tiene al menos el 90 %, o al menos el 91 %, o al menos el 92 %, o al menos el
93 %, o al menos el 94 %, o al menos el 95 %, o al menos el 96 %, o al menos el 97 %, o al menos el 98 %, o al menos
el 99 % de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 92.

El anticuerpo AT12-025 tiene la secuencia variable de cadena pesada de la SEQ ID NO: 80 y la secuencia variable de
cadena ligera de la SEQ ID NO: 93 como se representa en la Tabla 1. Por lo tanto, se proporciona ademas un compuesto
de unién de acuerdo con la presente invencion, que tiene una secuencia variable de cadena pesada que tiene al menos
un 90 %, o al menos un 91 %, o al menos un 92 %, o al menos un 93 %, o al menos un 94 %, o al menos el 95 %, o al
menos el 96 %, o al menos el 97 %, o al menos el 98 %, o al menos el 99 %, o el 100 % de identidad de secuencia con
la SEQ ID NO: 80. Preferentemente, dicho compuesto de unién comprende ademas una secuencia variable de cadena
ligera que tiene al menos el 90 %, o al menos el 91 %, o al menos el 92 %, o al menos el 93 %, o al menos el 94 %, o al
menos el 95 %, o al menos el 96 %, o al menos el 97 %, o al menos el 98 %, o al menos el 99 % de identidad de secuencia
con la SEQ ID NO: 93.

El anticuerpo AT13-023 tiene la secuencia variable de cadena pesada de la SEQ ID NO: 84 y la secuencia variable de
cadena ligera de la SEQ ID NO: 97 como se representa en la Tabla 1. Por lo tanto, se proporciona ademas un compuesto
de unién de acuerdo con la presente invencion, que tiene una secuencia variable de cadena pesada que tiene al menos
el 90 %, o al menos el 91 %, o al menos el 92 %, o al menos el 93 %, o al menos el 94 %, o al menos el 95 %, o al menos
el 96 %, o al menos el 97 %, o al menos el 98 %, o al menos el 99 %, o el 100 % de identidad de secuencia con la SEQ
ID NO: 84. Preferentemente, dicho compuesto de unién comprende ademas una secuencia variable de cadena ligera que
tiene al menos el 90 %, o al menos el 91 %, o al menos el 92 %, o al menos el 93 %, o al menos el 94 %, o al menos el
95 %, o al menos el 96 %, o al menos el 97 %, o al menos el 98 %, o al menos el 99 % de identidad de secuencia con la
SEQ ID NO: 97.

El anticuerpo AT13-031 tiene la secuencia variable de cadena pesada de la SEQ ID NO: 85 y la secuencia variable de
cadena ligera de la SEQ ID NO: 98 como se representa en la Tabla 1. Por lo tanto, se proporciona ademas un compuesto
de unién de acuerdo con la presente invencion, que tiene una secuencia variable de cadena pesada que tiene al menos
el 90 %, o al menos el 91 %, o al menos el 92 %, o al menos el 93 %, o al menos el 94 %, o al menos el 95 %, o al menos
el 96 %, o al menos el 97 %, o al menos el 98 %, o al menos el 99 %, o el 100 % de identidad de secuencia con la SEQ
ID NO: 85. Preferentemente, dicho compuesto de unién comprende ademas una secuencia variable de cadena ligera que
tiene al menos el 90 %, o al menos el 91 %, o al menos el 92 %, o al menos el 93 %, o al menos el 94 %, o al menos el
95 %, o al menos el 96 %, o al menos el 97 %, o al menos el 98 %, o al menos el 99 % de identidad de secuencia con la
SEQ ID NO: 98.

El anticuerpo AT13-033 tiene la secuencia variable de cadena pesada de la SEQ ID NO: 87 y la secuencia variable de
cadena ligera de la SEQ ID NO: 100 como se representa en la Tabla 1. Por lo tanto, se proporciona ademas un compuesto
de unién de acuerdo con la presente invencion, que tiene una secuencia variable de cadena pesada que tiene al menos
el 90 %, o al menos el 91 %, o al menos el 92 %, o al menos el 93 %, o al menos el 94 %, o al menos el 95 %, o al menos
el 96 %, o al menos el 97 %, o al menos el 98 %, o al menos el 99 %, o el 100 % de identidad de secuencia con la SEQ
ID NO: 87. Preferentemente, dicho compuesto de unién comprende ademas una secuencia variable de cadena ligera que
tiene al menos el 90 %, o al menos el 91 %, o al menos el 92 %, o al menos el 93 %, o al menos el 94 %, o al menos el
95 %, o al menos el 96 %, o al menos el 97 %, o al menos el 98 %, o al menos el 99 % de identidad de secuencia con la
SEQ ID NO: 100.

El anticuerpo AT13-035 tiene la secuencia variable de cadena pesada de la SEQ ID NO: 89 y la secuencia variable de
cadena ligera de la SEQ ID NO: 102 como se representa en la Tabla 1. Por lo tanto, se proporciona ademas un compuesto
de unién de acuerdo con la presente invencion, que tiene una secuencia variable de cadena pesada que tiene al menos
el 90 %, o al menos el 91 %, o al menos el 92 %, o al menos el 93 %, o al menos el 94 %, o al menos el 95 %, o al menos
el 96 %, o al menos el 97 %, o al menos el 98 %, o al menos el 99 %, o el 100 % de identidad de secuencia con la SEQ
ID NO: 89. Preferentemente, dicho compuesto de unién comprende ademas una secuencia variable de cadena ligera que
tiene al menos el 90 %, o al menos el 91 %, o al menos el 92 %, o al menos el 93 %, o al menos el 94 %, o al menos el
95 %, o al menos el 96 %, o al menos el 97 %, o al menos el 98 %, o al menos el 99 % de identidad de secuencia con la
SEQ ID NO: 102.

El anticuerpo AT13-037 tiene la secuencia variable de cadena pesada de la SEQ ID NO: 91 y la secuencia variable de

cadena ligera de la SEQ ID NO: 104 como se representa en la Tabla 1. Por lo tanto, se proporciona ademas un compuesto
de unién de acuerdo con la presente invencion, que tiene una secuencia variable de cadena pesada que tiene al menos
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el 90 %, o al menos el 91 %, o al menos el 92 %, o al menos el 93 %, o al menos el 94 %, o al menos el 95 %, o al menos
el 96 %, o al menos el 97 %, o al menos el 98 %, o al menos el 99 %, o el 100 % de identidad de secuencia con la SEQ
ID NO: 91. Preferentemente, dicho compuesto de uniéon comprende ademas una secuencia variable de cadena ligera que
tiene al menos el 90 %, o al menos el 91 %, o al menos el 92 %, o al menos el 93 %, o al menos el 94 %, o al menos el
95 %, o al menos el 96 %, o al menos el 97 %, o al menos el 98 %, o al menos el 99 % de identidad de secuencia con la
SEQ ID NO: 104.

Un anticuerpo o una parte funcional de este de acuerdo con la invencion es capaz de unirse al shRNP200 de células de
AML. El snRNP200, también conocido como U5-snRNP, es un complejo de proteinas que forma parte del espliceosoma
en todas las células eucaridticas. Normalmente, el snRNP200 se localiza en el nucleo. Sin embargo, la presente invencion
proporciona la sorprendente revelacion de que el snRNP200 se presenta ademas sobre la superficie de las células de
AML. Este antigeno se une por al menos los anticuerpos AT12-023, AT13-031 y AT13-037, y partes funcionales de estos.
Por lo tanto, el snRNP200 es un objetivo importante para la terapia contra la AML y, por lo tanto, los anticuerpos
especificos para el snRNP200 de acuerdo con la invenciéon son adecuados particularmente para contrarrestar estas
células.

La invencién proporciona ademas una molécula de acido nucleico aislada, sintética o recombinante, que codifica al menos
la secuencia variable de cadena pesada y/o la secuencia variable de cadena ligera de un anticuerpo o parte funcional de
acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en donde preferentemente dicha molécula de acido nucleico
comprende una secuencia que tiene al menos un 80 % de identidad de secuencia con una secuencia seleccionada del
grupo que consiste en las SEQ ID NO: 183, 184, 189, 191, 193 y 195, y/o que comprende una secuencia que tiene al
menos un 80 % de identidad de secuencia con una secuencia seleccionada del grupo que consiste en las SEQ ID NO:
196, 197, 202, 204, 206 y 208. Una molécula de acido nucleico de acuerdo con la invencion se aisla, por ejemplo, a partir
de una célula B que es capaz de producir un anticuerpo de acuerdo con la invencion. Dicha célula B produce
preferentemente el anticuerpo AT12-023, AT12-025, AT13-024, AT12-019, AT13-022, AT13-023, AT13-031, AT12-020,
AT13-033, AT13-034, AT13-035, AT13-036, AT13-037, AT14-013, AT14-014, AT14-015, o AT14-016.

Las secuencias de acido nucleico que codifican las CDR de cadena pesada y cadena ligera de los anticuerpos AT12-023,
AT12-025, AT13-024, AT12-019, AT13-022, AT13-023, AT13-031, AT12-020, AT13-033, AT13-034, AT13-035, AT13-036,
AT13-037, AT14-013, AT14-014, AT14-015 y AT14-016 se representan en la Tabla 1. Las moléculas de acido nucleico
que codifican una CDR de cadena pesada o ligera de un anticuerpo de acuerdo con la invencion que difieren de las
secuencias de acidos nucleicos de CDR representadas en la Tabla 1, pero que tienen codones de acido nucleico que
codifican los mismos aminoacidos de dicha CDR de cadena pesada o ligera, también se abarcan por la invencion. Dichas
moléculas de acido nucleico, por ejemplo, comprenden secuencias de acidos nucleicos que se han optimizado en codones
para una célula productora, tal como por ejemplo, E. coli o células de ovario de hamster chino (CHO, por sus siglas en
inglés), células NSO (un mieloma de raton) o células 293(T), que permiten la produccion a gran escala de compuestos de
unién de acuerdo con la invencién. Debe sefialarse que la produccion de anticuerpos puede realizarse mediante cualquier
sistema de produccién de anticuerpos recombinantes; los cuatro sistemas celulares productores mencionados aqui son
solo algunos ejemplos de los muchos sistemas disponibles hasta la fecha. Como se usa en la presente, el término "codon”
significa un ftriplete de nucledtidos (o equivalentes funcionales de estos) que codifican un residuo de aminoacido
especifico. El término "optimizado en codones" significa que uno o mas codones de la secuencia de acidos nucleicos
humana original se reemplazan por uno o mas codones que se prefieren mediante un cierto sistema de produccion de
anticuerpos. Estos codones de reemplazo codifican preferentemente el mismo residuo de aminoacido que el codén
humano original que se ha reemplazado. Alternativamente, uno o mas codones de reemplazo codifican un resto de
aminoacido diferente. Esto produce preferentemente una sustitucion conservadora de aminoacidos, aunque esto no es
necesario. Tipicamente, en regiones constantes y regiones marco se permite generalmente una o mas sustituciones de
aminoacidos. En las regiones CDR, se usan preferentemente codones que codifican el mismo residuo de aminoacido que
el codon humano original que se ha reemplazado.

Se proporciona ademas un vector que comprende una molécula de acido nucleico aislada, recombinante o sintética, que
codifica al menos la secuencia variable de cadena pesada y/o la secuencia variable de cadena ligera de un anticuerpo o
parte funcional de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en donde preferentemente dicha molécula de
acido nucleico comprende una secuencia que tiene al menos un 80 % de identidad de secuencia con una secuencia
seleccionada del grupo que consiste en las SEQ ID NO: 183, 184, 189, 191, 193 y 195, y/o que comprende una secuencia
que tiene al menos un 80 % de identidad de secuencia con una secuencia seleccionada del grupo que consiste en las
SEQ ID NO: 196, 197, 202, 204, 206 y 208. Preferentemente, la CDR resultante difiere en no mas de tres, preferentemente
en no mas de dos, preferentemente en solo un aminoacido de la secuencia CDR original de un anticuerpo de acuerdo con
la invencion.

Dichas identidades de secuencia son preferentemente al menos 85 %, con mayor preferencia al menos 90 %, con la
maxima preferencia al menos 95 % de secuencia, con la maxima preferencia 100 %.

Una molécula o vector(es) de acido nucleico preferido de acuerdo con la invencion comprende una secuencia que tiene
al menos un 80 % de identidad de secuencia con una secuencia seleccionada del grupo que consiste en las SEQ ID NO:
183, 184, 189, 191, 193 y 195, y/o que comprende una secuencia que tiene al menos un 80 % de identidad de secuencia
con una secuencia seleccionada del grupo que consiste en las SEQ ID NO: 196, 197, 202, 204, 206 y 208. Dichas
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identidades de secuencias son preferentemente al menos el 85 %, con mayor preferencia al menos el 86 %, con mayor
preferencia al menos el 87 %, con mayor preferencia al menos el 88 %, con mayor preferencia al menos el 89 %, con
mayor preferencia al menos el 90 %, con mayor preferencia al menos el 91 %, con mayor preferencia al menos el 92 %,
con mayor preferencia al menos el 93 %, con mayor preferencia al menos el 94 %, con mayor preferencia al menos el 95
%, con mayor preferencia al menos el 96 %, con mayor preferencia al menos el 97 %, con mayor preferencia al menos el
98 %, con mayor preferencia al menos el 99 %, con mayor preferencia el 100 %.

Con mayor preferencia, una molécula de acido nucleico o uno o mas vectores de acuerdo con la invencion comprende(n)
una secuencia codificadora variable de cadena pesada asi como también una secuencia codificadora variable de cadena
ligera que se asemejan a las secuencias codificadoras variables de cadena ligera y pesada del mismo anticuerpo
representado en la Tabla 1. Por lo tanto, en una modalidad preferida, una molécula de acido nucleico o vector(es) de
acuerdo con la invencion comprende(n) la secuencia codificadora variable de cadena pesada del anticuerpo AT12-023,
AT12-025, AT13-031, AT13-033, AT13-035 0 AT13-036, y la secuencia codificadora variable de cadena ligera del mismo
anticuerpo, o secuencias que son al menos el 80 %, con mayor preferencia al menos el 85 %, con mayor preferencia al
menos el 86 %, con mayor preferencia al menos el 87 %, con mayor preferencia al menos el 88 %, con mayor preferencia
al menos el 89 %, con mayor preferencia al menos el 90 %, con mayor preferencia al menos el 91 %, con mayor preferencia
al menos el 92 %, con mayor preferencia al menos el 93 %, con mayor preferencia al menos el 94 %, con mayor preferencia
al menos el 95 %, con mayor preferencia al menos el 96 %, con mayor preferencia al menos el 97 %, con mayor preferencia
al menos el 98 %, con mayor preferencia al menos el 99 %, idéntico a ellas.

En algunas modalidades, se proporcionan vectores y moléculas de acido nucleico que codifican un anticuerpo o una parte
funcional de este de acuerdo con la invencion. Por lo tanto, se proporciona ademas una molécula de acido nucleico, o
uno o mas vectores, que codifica(n) el anticuerpo AT12-023, AT12-025, AT13-031, AT13-033, AT13-035 o AT13-037, o
una parte funcional de estos. En algunas modalidades, dicha molécula de acido nucleico o vector(es) se optimiza(n) en
codones para un sistema de expresién recombinante no humano.

Se proporciona, ademas, un vector que comprende una molécula de acido nucleico de acuerdo con la invenciéon. Como
se usa en la presente, un vector que comprende una molécula de acido nucleico de acuerdo con la invencién se denomina
ademas como "un vector de acuerdo con la invencion". Estos términos abarcan uno o mas vectores de acuerdo con la
invencion, que comprenden una o mas moléculas de acido nucleico de acuerdo con la invencién. Como se usa en la
presente, el término singular "un" abarca el término "uno o mas".

Los métodos para construir vectores que comprenden una o mas moléculas de acido nucleico de acuerdo con la invencién
se conocen bien en la técnica. Ejemplos no limitantes de vectores adecuados para generar un vector de la invencion son
los vectores retrovirales y lentivirales. Dichos vectores son adecuados para una variedad de aplicaciones. Por ejemplo,
uno o mas vectores de la invencién que comprenden una secuencia de acidos nucleicos beneficiosa terapéuticamente de
acuerdo con la invencion es/son adecuados para aplicaciones profilacticas o terapéuticas contrala AML. La administracion
de dicho(s) vector(es) a un individuo, preferentemente un humano, que necesita de esto, da como resultado la expresion
de dicha secuencia de acido nucleico profilactica o terapéutica in vivo, lo que da como resultado al menos un tratamiento
o profilaxis parcial contra la AML. Dicho(s) vector(es) puede(n) usarse, ademas, en aplicaciones que involucran la
expresion in vitro de una molécula de acido nucleico de interés, por ejemplo para la produccion (comercial) de anticuerpos
0 equivalentes funcionales de acuerdo con la invencién. Por lo tanto, se proporciona ademas una célula aislada o
recombinante, o un animal no humano, que comprende al menos una molécula de acido nucleico o al menos un vector,
de acuerdo con la invencion.

Una molécula de acido nucleico o un vector de acuerdo con la invencién es util particularmente para generar anticuerpos
o partes funcionales de estos de acuerdo con la invencion, que son especificos para la AML. Esto se realiza, por ejemplo,
mediante la introduccion de dicha molécula de acido nucleico o vector(es) en una célula de modo que la maquinaria de
traducciéon de acidos nucleicos de la célula produzca los anticuerpos o las partes funcionales codificadas. En una
modalidad, una molécula de acido nucleico o vector que codifica una cadena pesada y/o ligera de acuerdo con la invencion
se expresa en las llamadas células productoras, tales como, por ejemplo, células de E. coli, CHO, NSO o 293(T), algunas
de las cuales se adaptan a la produccién comercial de anticuerpos. Es de destacar que cualquier sistema de produccién
de anticuerpos recombinantes es adecuado; los cuatro sistemas celulares productores mencionados son solo algunos
ejemplos de los muchos sistemas disponibles hasta la fecha. Como se describié anteriormente en la presente descripcion,
en dichos casos se prefiere usar moléculas de acido nucleico en donde las secuencias humanas originales que se
proporcionan en la presente descripcion se optimizan en codones para la célula productora. La proliferacion de dichas
células productoras da como resultado una linea celular productora capaz de producir compuestos de unién de acuerdo
con la invencion. Preferentemente, dicha linea celular productora es adecuada para producir anticuerpos para su uso en
seres humanos. Por lo tanto, dicha linea celular productora esta libre preferentemente de agentes patdgenos tales como
microorganismos patégenos. Con la maxima preferencia, los anticuerpos que consisten de secuencias humanas se
generan mediante el uso de al menos una molécula de acido nucleico o un vector de acuerdo con la invencion.

Por lo tanto, se proporciona ademas una célula productora de anticuerpos aislados o recombinantes capaz de producir
un compuesto de unién de acuerdo con la invencion. Dicha célula comprende tipicamente al menos una molécula de
acido nucleico o vector de acuerdo con la invencién, que contiene preferentemente una secuencia de acido nucleico que
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se optimiza en codones para dicha célula. Una célula productora de anticuerpos se define en la presente descripcion
como una célula que es capaz de producir y/o secretar anticuerpos o partes funcionales de estos, y/o que es capaz de
convertirse en una célula que es capaz de producir y/o secretar anticuerpos o partes funcionales de estos. Una célula
productora de anticuerpos de acuerdo con la invencién es preferentemente una célula productora que se adapta a la
producciéon comercial de anticuerpos. Como se explicé anteriormente, dicha célula productora es adecuada
preferentemente para producir anticuerpos para su uso en seres humanos. Por lo tanto, se proporciona ademas un método
para producir un anticuerpo o parte funcional de acuerdo con la invencion, dicho método comprende proporcionar una
célula, preferentemente una célula productora de anticuerpos, con una molécula de acido nucleico o un vector de acuerdo
con la invencion, y permitir que dicha célula traduzca dicha molécula de acido nucleico o vector, lo que produce de esta
manera dicho anticuerpo o parte funcional de acuerdo con la invencién. Un método de acuerdo con la invencion
comprende ademas, preferentemente, una etapa de cosecha, purificacion y/o aislamiento de dicho anticuerpo o parte
funcional de acuerdo con la invencién. Los compuestos de unidon obtenidos de acuerdo con la invencién se usan
preferentemente en terapia humana, opcionalmente después de etapas adicionales de purificacion, aislamiento o
procesamiento.

Otro aspecto de la invencién proporciona un anticuerpo o parte funcional de acuerdo con la invencion, que se acopla a
otro compuesto. En una modalidad, se acopla a otro resto terapéutico, tal como un farmaco quimioterapéutico u otro
compuesto tdxico o compuesto radiactivo, para formar el denominado "conjugado anticuerpo-farmaco”. En otra modalidad,
un resto que se acopla a un compuesto de uniéon de acuerdo con la invencién es una molécula inmunomoduladora tal
como, por ejemplo, un anticuerpo especifico para CD3. Dicho anticuerpo especifico para CD3 es capaz de unirse a las
células Ty, si se acopla a un compuesto de unién de acuerdo con la invencion, dirigira las células T a las células de AML,
lo que potencia de esta manera una respuesta de células T contra la leucemia. Esto proporciona un efecto contra la AML
aun mas fuerte. Por lo tanto, una modalidad preferida de la invencién proporciona un compuesto de unién biespecifico o
multiespecifico, que comprende un compuesto de unién especifico para la AML de acuerdo con la presente invencion y
una molécula inmunomoduladora, preferentemente un compuesto de unién especifica para CD3. Otra modalidad preferida
proporciona un compuesto contra la AML, dicho compuesto comprende un compuesto de unién de acuerdo con la
presente invencion, que es especifico para las células de AML, y un resto toxico. En algunas otras modalidades, un
compuesto de unién de acuerdo con la presente invencion se acopla a un marcador. Esto permite la deteccion de células
mieloproliferativas, tales como las células de AML, mediante el uso de dicho compuesto de unién marcado. Otras
modalidades proporcionan un compuesto de unién de acuerdo con la invencion que se acopla a otro compuesto de unién
a AML. En algunas modalidades, dicho otro compuesto de unién a AML también es un compuesto de unién de acuerdo
con la presente invencion. Por lo tanto, se proporciona un compuesto que comprende dos compuestos de unién de
acuerdo con la invencion que se acoplan entre si. Sin embargo, esto no es necesario ya que un compuesto de unién de
acuerdo con la invencion también puede acoplarse a otros compuestos de uniéon a AML, tales como los anticuerpos
conocidos actualmente que se unen a las células de AML. Los compuestos biespecificos de acuerdo con la invencién
permiten, por ejemplo, un aumento de la unién de células de AML, especialmente cuando los dos compuestos de unién
acoplados son especificos para epitopos diferentes en las células de AML. Dicho compuesto biespecifico es, por lo tanto,
muy adecuado para aplicaciones terapéuticas o de diagndstico. Ademas, es posible usar compuestos biespecificos de
acuerdo con la invencion en ensayos en donde diferentes células de AML se unen al mismo compuesto de union
biespecifico.

En una modalidad, se proporciona un anticuerpo sintético o recombinante, o una parte funcional de este, que comprende
un fragmento Fab de un anticuerpo de acuerdo con la presente invencion, y un fragmento Fab de otro anticuerpo de
acuerdo con la invencion. El compuesto de unién resultante es especifico para las células de AML, pero cada brazo Fab
se unira tipicamente a su propio epitopo. En algunas modalidades, los epitopos reconocidos por los fragmentos Fab son
diferentes entre si. En otra modalidad, los epitopos son los mismos. Los brazos Fab pueden unirse a los epitopos con
afinidad diferente. Alternativamente, los brazos Fab se unen a sus epitopos con esencialmente la misma afinidad, lo que
significa que las Kpde los brazos Fab difieren no mas del 30 %, preferentemente no mas del 20 % o no mas del 10 %
entre si.

Dicho otro resto, por ejemplo un agente quimioterapéutico o un anticuerpo especifico para CD3, se acopla
preferentemente a un compuesto de union de acuerdo con la invencion mediante un enlazador tal como, por ejemplo, un
enlazador de hidrazona labil en acido, o mediante un enlazador peptidico como citrulina-valina, o mediante un enlace
tioéter, o por transamidacioén catalizada por sortasa, que se describe en detalle en el documento WO 2010/087994.

La transamidacion catalizada por sortasa implica el disefio por ingenieria de un sitio de reconocimiento de sortasa
(LPETGG) en la cadena pesada de un anticuerpo, preferentemente en la parte C-terminal de la cadena pesada, y en el
resto a acoplarse a dicho anticuerpo. El anticuerpo y el resto contienen ademas tipicamente una secuencia GGGGS y
una etiqueta para propésitos de purificacion, tal como una etiqueta HIS. Subsecuentemente, se realiza la transamidacion
mediada por sortasa, seguida de un enlace por quimica clic. En una transaminidacion catalizada por sortasa, el "enlace
por quimica clic" involucra tipicamente el acoplamiento quimico de, por ejemplo, un reactivo que contiene alquino y, por
ejemplo, un reactivo que contiene azida, el cual se afiade mediante sortasa a través de la adicién de glicinas al motivo
sortasa en la cadena pesada del anticuerpo y a un motivo sortasa en el resto (tal como una proteina, péptido o anticuerpo)
a acoplarse al anticuerpo. En una modalidad, la invencién proporciona, por lo tanto, un anticuerpo de acuerdo con la
invencion en donde un sitio de reconocimiento de sortasa (LPETGG) se disefia por ingenieria en la cadena pesada del
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anticuerpo, preferentemente en la parte C-terminal de la cadena pesada, el anticuerpo contiene preferentemente ademas
una secuencia GGGGS y una etiqueta de purificacion, tal como una etiqueta HIS.

En otra modalidad, un compuesto de unién de acuerdo con la invencién se acopla a otro resto mediante un enlace tioéter.
En tal caso, se incorporan preferentemente una o mas cisteinas en un compuesto de unién de acuerdo con la invencion.
Las cisteinas contienen un grupo tiol y, por lo tanto, la incorporacion de una o mas cisteinas en un compuesto de unioén
de acuerdo con la invencion, o el reemplazo de uno o mas aminoacidos por una o mas cisteinas de un compuesto de
unién de acuerdo con la invencion, permite el acoplamiento de dicho compuesto de union a otro resto. Dichas una o mas
cisteinas se introducen preferentemente en un compuesto de unién de acuerdo con la invencién en una posicién en la
que no influye significativamente en el plegado de dicho compuesto de unién, y no altera significativamente la unién a
antigeno o la funcion efectora. Por lo tanto, la invencién proporciona ademas un compuesto de unién de acuerdo con la
invencion, en donde al menos un aminoacido distinto de la cisteina se ha reemplazado por una cisteina.

En una modalidad, un compuesto de unién especifico para la AML de acuerdo con la presente invencion se acopla a al
menos otro compuesto de unidn especifico para la AML de acuerdo con la presente invencién. Dicho compuesto de union
biespecifico o multiespecifico proporciona un efecto contra la AML mas fuerte.

Los compuestos de unién de acuerdo con la presente invencidon son adecuados para su uso contra trastornos
mieloproliferativos tales como la AML, o leucemias agudas que se desarrollaron a partir de sindrome mielodisplasico,
leucemia mieloide crénica, mielofibrosis u otros sindromes mieloproliferativos no malignos. Como algunos de los
anticuerpos se unen, ademas, a neoplasias malignas linfoproliferativas no mieloides tales como el mieloma muiltiple y el
linfoma no Hodgkin B (B-NHL), también son adecuados para su uso contra estos trastornos. Los compuestos de unién de
acuerdo con la presente invencion son, por lo tanto, adecuados particularmente para su uso como un medicamento o
agente profilactico. Preferentemente, se usan compuestos de union de acuerdo con la invencion los cuales consisten de
secuencias humanas, para reducir la posibilidad de efectos secundarios adversos cuando se tratan individuos humanos.
Dichas secuencias humanas pueden aislarse a partir de un humano o producirse de forma sintética o recombinante
basado en la secuencia de anticuerpos humanos, opcionalmente mediante el uso de secuencias de acidos nucleicos
optimizadas en codon que codifican los mismos aminoacidos que la secuencia de acidos nucleicos humana original. Por
lo tanto, se proporciona un anticuerpo o una parte funcional de acuerdo con la invencién para su uso como un
medicamento y/o agente profilactico. Dicho anticuerpo comprende preferentemente un anticuerpo seleccionado del grupo
que consiste en AT12-023, AT12-025, AT13-031, AT13-033, AT13-035 y AT13-037. Ademas, se proporciona una
molécula de acido nucleico de acuerdo con la invencién o un vector de acuerdo con la invenciéon que comprende dicho
acido nucleico, o una célula de acuerdo con la invencioén, para su uso como un medicamento y/o agente profilactico.
Cuando se administra(n) (un vector que comprende) una o mas moléculas de acido nucleico de acuerdo con la invencion,
la(s) molécula(s) de acido nucleico se traducira(n) in situ por la maquinaria del huésped en un compuesto de unién de
acuerdo con la invencion. Los compuestos de unién producidos de acuerdo con la invencion son capaces de prevenir y/o
contrarrestar trastornos mieloproliferativos tales como la AML y trastornos linfoproliferativos tales como, por ejemplo,
linfoma, B-NHL y mieloma multiple. Por lo tanto, se proporciona ademas un anticuerpo o parte funcional o equivalente
funcional de acuerdo con la invencién, o una molécula de acido nucleico o equivalente funcional de acuerdo con la
invencioén, o un vector o una célula de acuerdo con la invencion, para su uso en un método para al menos en parte tratar
o prevenir la leucemia mieloide (AML) o el linfoma no Hodgkin B (B-HNL). Como se describié anteriormente en la presente
descripcioén, dicho trastorno puede tratarse o prevenirse mediante el uso de compuestos de union citotdxicos de acuerdo
con la invencion. Como se demuestra en los Ejemplos, al menos los anticuerpos AT13-033, AT13-035, AT13-036, AT13-
037, AT12-023, AT12-025 y AT13-031 tienen actividad citotdxica. Por lo tanto, se proporciona ademas un anticuerpo
seleccionado del grupo que consiste en los anticuerpos AT13-033, AT13-035, AT13-037, AT12-023, AT12-025 y AT13-
031, y partes funcionales de estos, o una molécula de acido nucleico o uno o mas vectores que los codifican, para su uso
en un método para al menos en parte tratar o prevenir la AML o el B-HNL. Preferentemente, dicho trastorno es AML.

En algunas modalidades, un compuesto de union de acuerdo con la invencion se acopla a un resto terapéutico, tal como
un farmaco quimioterapéutico u otro compuesto téxico o un compuesto radioactivo o una molécula inmunomoduladora tal
como, por ejemplo, un anticuerpo especifico para CD3, para formar un denominado "conjugado anticuerpo-farmaco” o
una "célula T del receptor de antigeno quimérico (CAR, por sus siglas en inglés)", respectivamente, que puede
contrarrestar un trastorno mieloproliferativo o linfoproliferativo.

En algunas modalidades, dicho trastorno linfoproliferativo se trata con uno o mas anticuerpos seleccionados del grupo
que consiste en los anticuerpos AT12-023, AT12-025 y AT13-031, y partes funcionales de estos. Por lo tanto, se
proporciona ademas un anticuerpo seleccionado del grupo que consiste en los anticuerpos AT12-023, AT12-025 y AT13-
031, y partes funcionales de estos, o una molécula de acido nucleico o uno o mas vectores que los codifican, por lo tanto,
para su uso en un método para al menos en parte tratar o prevenir la AML o el B-HNL

Un compuesto de union de acuerdo con la invencion, o una molécula de acido nucleico de acuerdo con la invencion, o al
menos un vector o célula de acuerdo con la invencion, se usa preferentemente para al menos en parte tratar y/o prevenir
la AML. Como se usa en la presente, el término "al menos en parte tratar y/o prevenir la AML" incluye contrarrestar el
crecimiento del tumor de la AML y/o aliviar los sintomas que resultan de la presencia de células de AML en un paciente.
Por lo tanto, se proporciona ademas el uso de un anticuerpo o una parte funcional de acuerdo con la invencién, o de una
molécula de acido nucleico de acuerdo con la invencién, o de al menos un vector o célula de acuerdo con la invencion,
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para la preparacion de un medicamento y/o agente profilactico para al menos en parte tratar y/o prevenir la AML. Ademas,
se proporciona un anticuerpo o una parte funcional de acuerdo con la invencién, o una molécula de acido nucleico de
acuerdo con la invencién, o al menos un vector o célula de acuerdo con la invencién, para su uso en un método para al
menos en parte tratar y/o prevenir la AML.

Los anticuerpos preferidos para su uso en cualquiera de los métodos citados son los anticuerpos AT12-023, AT12-025,
AT13-031, AT13-033, AT13-035 y AT13-037.

La invencion proporciona, ademas, una composicion que comprende un anticuerpo o una parte funcional de acuerdo con
la invencion. Ademas, se proporciona una composicién que comprende una molécula de acido nucleico de acuerdo con
la invencion, asi como también una composicién que comprende un vector o una célula de acuerdo con la invencion. En
algunas modalidades, una composicion de acuerdo con la invencion comprende al menos dos anticuerpos o partes
funcionales de estos de acuerdo con la invencion.

Una composicion de acuerdo con la presente invencion comprende preferentemente una composicion farmacéutica. Dicha
composicion farmacéutica comprende ademas preferentemente un portador, diluyente y/o excipiente aceptable
farmacéuticamente. Los ejemplos no limitantes de portadores adecuados comprenden, por ejemplo, hemocianina de lapa
californiana (KLH, por sus siglas en inglés), albumina sérica (por ejemplo, BSA o RSA) y ovoalbumina. En una modalidad
preferida, dicho portador adecuado comprende una solucion, como, por ejemplo, solucidon salina. Una composicion
farmacéutica de acuerdo con la invencién es adecuada preferentemente para uso humano.

La invencion describe ademas un método para al menos en parte tratar y/o prevenir un trastorno mieloproliferativo o
linfoproliferativo, que comprende administrar a un individuo que necesita de esto una cantidad eficaz terapéuticamente de
un anticuerpo o parte funcional o equivalente funcional de acuerdo con la invencion, y/o una molécula de acido nucleico
o equivalente funcional de esta de acuerdo con la invencion, y/o un vector o célula de acuerdo con la invencion, y/o una
composicion de acuerdo con la invencién. Como se usa en la presente, un "individuo" o "sujeto" es un ser humano o un
animal, preferentemente un paciente humano con AML. Dicha composicién es preferentemente una composicion
farmacéutica de acuerdo con la invencion.

Un compuesto y/o composicion de unién de acuerdo con la presente invencion es adecuado particularmente para
administrar a individuos inmunocomprometidos con un riesgo aumentado de complicaciones, tales como individuos que
se han sometido a quimioterapia, particularmente nifios y personas mayores. Un compuesto de unién, o una molécula de
acido nucleico, o un vector, y/o una composicion farmacéutica de acuerdo con la invencién se administra preferentemente
mediante una o mas inyecciones. Las dosis tipicas de administraciéon de un compuesto de unién de acuerdo con la
invencion estan entre 0,1y 10 mg por kg de peso corporal.

Un compuesto de union de acuerdo con la invencion es, ademas, adecuado particularmente para uso diagnéstico. Por
ejemplo, si se sospecha que un individuo, preferentemente un ser humano, padece un trastorno mieloproliferativo tal como
la AML o un trastorno linfoproliferativo tal como el B-NHL o el mieloma multiple, una muestra, tal como una muestra de
sangre o tejido de dicho individuo, puede probarse para la presencia de células mieloproliferativas o células
linfoproliferativas, mediante el uso de un compuesto de unién de acuerdo con la invencién. Preferentemente, dicha
muestra se mezcla con un compuesto de unién de acuerdo con la invencion, que se unira especificamente a las células
mieloproliferativas. Las células mieloproliferativas o las células linfoproliferativas unidas a un compuesto de unién de
acuerdo con la invencién pueden aislarse de la muestra y/o detectarse mediante el uso de cualquier método conocido en
la técnica, por ejemplo, pero sin limitarse a, el aislamiento mediante el uso de perlas magnéticas, perlas recubiertas con
estreptavidina, o el aislamiento mediante el uso de anticuerpos secundarios inmovilizados en una columna.
Alternativamente, o adicionalmente, un compuesto de unién de acuerdo con la invencién se marca para poder detectar
dicho anticuerpo, por ejemplo, pero sin limitarse a, se marca con fluorescencia, se marca enzimaticamente o se marca
radiactivamente. Alternativamente, un compuesto de unién de acuerdo con la invencion se detecta mediante el uso de un
anticuerpo secundario marcado que se dirige contra dicho compuesto de union. Si se detecta la unién de dicho anticuerpo,
esto indica la presencia de células mieloproliferativas o linfoproliferativas. Por lo tanto, la invencién proporciona un
anticuerpo o una parte funcional de acuerdo con la invencién, o una molécula de acido nucleico de acuerdo con la
invencion, o un vector o una célula de acuerdo con la invencién, para su uso en la deteccion de células de AML o B-HNL.
Ademas, se proporciona un anticuerpo o una parte funcional de acuerdo con la invencién, o una molécula de acido nucleico
de acuerdo con la invencioén, o un vector o una célula de acuerdo con la invencién, para su uso en el diagndstico de la
AML o el B-HN. Las células linfoproliferativas se detectan preferentemente con uno o mas anticuerpos seleccionados del
grupo que consiste en AT12-023, AT12-025 y AT13-031, y partes funcionales de estos.

Ademas, se proporciona el uso de un anticuerpo o una parte funcional de acuerdo con la invencion, o el uso de una
molécula de acido nucleico de acuerdo con la invencion, o el uso de un vector o una célula de acuerdo con la invencion,
para determinar si una muestra comprende células de AML o B-HNL, asi como también un método para detectar células
de AML o B-HNL mediante el uso de un anticuerpo o una parte funcional de acuerdo con la invencién. La invencién
proporciona, ademas, un método para determinar si las células de AML o B-HNL estan presentes en una muestra, que
comprende:

e poner en contacto dicha muestra con un anticuerpo o una parte funcional de acuerdo con la invencion, y
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e permitir que dicho anticuerpo o parte funcional se una a las células mieloproliferativas o linfoproliferativas, si estan
presentes, y

e determinar si las células de AML o B-HNL se unen o no a dicho anticuerpo o parte funcional, lo que determina de esta
manera si las células de AML o B-HNL estan o no presentes en dicha muestra.

En una modalidad preferida, dichas células mieloproliferativas son células de AML. En otra modalidad preferida, dichas
células linfoproliferativas son de B-NHL. Las células linfoproliferativas se detectan preferentemente con uno o mas
anticuerpos seleccionados del grupo que consiste en AT12-023, AT12-025 y AT13-031, y partes funcionales de estos.

En una modalidad se refiere a determinar si un individuo padece un trastorno mieloproliferativo o linfoproliferativo. Ademas,
se proporciona un método para determinar si un individuo padece un trastorno mieloproliferativo o un trastorno
linfoproliferativo, en donde dicho trastorno mieloproliferativo es AML y en donde dicho trastorno linfoproliferativo es linfoma
no Hodgkin B, que comprende:

e poner en contacto una muestra de dicho individuo con un anticuerpo o una parte funcional de este de acuerdo con la
invencion, y

e permitir que dicho anticuerpo o parte funcional se una a las células mieloproliferativas o linfoproliferativas, si estan
presentes, y

e determinar si las células mieloproliferativas o las células linfoproliferativas se unen o no a dicho anticuerpo o parte
funcional o equivalente funcional, lo que determina de esta manera si dicho individuo padece o no un trastorno
mieloproliferativo o un trastorno linfoproliferativo. Preferentemente, dicho individuo es un ser humano. En algunas
modalidades, dicho trastorno mieloproliferativo es AML. En otras modalidades, dicho trastorno linfoproliferativo es
linfoma, B-NHL o mieloma multiple.

Como se describié anteriormente en la presente descripcion, la presente invencidn proporciona la sorprendente revelacion
de que el snRNP200 esta presente en la superficie de las células de AML, en tanto que normalmente el snRNP200 se
localiza solo en el nucleo. Por lo tanto, el snRNP200 es un objetivo importante para la terapia contra la AML. Ademas, los
anticuerpos AT12-023 y AT13-031, que son especificos para el snRNP200, también se unen a las células de B-NHL y a
las células de mieloma multiple. Esto indica que la expresién superficial del sSnRNP200 también se produce en células de
B-NHL y en células de mieloma multiple. Ahora que se ha proporcionado esta revelacién, se hacen posibles muchas
aplicaciones. Por ejemplo, los compuestos de union especificos para el snRNP200 ahora pueden usarse para tratar o
prevenir trastornos mieloproliferativos o linfoproliferativos. Por lo tanto, se describe el uso de un compuesto de unién
especifico para el snRNP200 para la preparacion de un medicamento para el tratamiento o la profilaxis de un trastorno
mieloproliferativo o linfoproliferativo, tal como la AML, el B-NHL o el mieloma multiple. Ademas, se describe un compuesto
de unién especifico para el snRNP200 para su uso en un método para al menos en parte tratar o prevenir un trastorno
mieloproliferativo o linfoproliferativo, asi como también un método para al menos en parte tratar y/o prevenir un trastorno
mieloproliferativo o linfoproliferativo, que comprende administrar a un individuo que necesita de esto una cantidad eficaz
terapéuticamente de un compuesto de unién especifico para el snRNP200.

Se dispone ademas de nuevos métodos de deteccion. Como el snRNP200 esta presente normalmente solo en el nucleo,
pero parece ademas estar presente en la superficie de las células mieloproliferativas y linfoproliferativas, estas células
ahora pueden detectarse y distinguirse de las células sanas al determinar si el sSnRNP200 esta presente en su superficie.
Ademas, se describe un método para determinar si una célula mieloide o una célula linfoide es una célula mieloproliferativa
o una célula linfoproliferativa, el método comprende determinar si el snRNP200 esta presente en la superficie de dicha
célula, en donde la presencia del snRNP200 en la superficie de dicha célula indica si dicha célula es mieloproliferativa o
linfoproliferativa. Ademas, se describe un método para identificar células mieloproliferativas o linfoproliferativas, que
comprende detectar la presencia del snRNP200 sobre la superficie de dichas células. Como se usa en la presente, la
expresion "presente en la superficie de una célula" o "presente sobre la superficie de una célula” significa que al menos
parte del snRNP200 esta presente en, o dentro de, la superficie de la célula, o asociada con la misma.

En algunas modalidades, se tipifica una muestra de un individuo que contiene células. Dicha muestra, que contiene
tipicamente células linfoides y/o células mieloides, se prueba en algunas modalidades para detectar la presencia del
snRNP200 sobre la superficie de estas células. Si el snRNP200 parece estar presente sobre la superficie de las células,
la muestra se tipifica como que contiene células mieloproliferativas o linfoproliferativas. Por lo tanto, se proporciona
ademas un método para tipificar una muestra que contiene células mieloides o una muestra que contiene células linfoides
de un individuo, el método comprende determinar si el ShRNP200 esta presente sobre la superficie de las células de dicha
muestra. Si este es el caso, indica que en dicha muestra estan presentes células mieloproliferativas o linfoproliferativas.

En algunas modalidades, el individuo padece de, o se sospecha que padece, un trastorno mieloproliferativo o
linfoproliferativo. Sin embargo, esto no es necesario, ya que dicho método de tipificacion puede ser parte, ademas, de una
prueba de deteccion general, por ejemplo, para controles de salud.

Dicha muestra puede ser cualquier muestra que contenga células mieloides y/o linfoides, tal como, por ejemplo, una
muestra de médula ésea, una muestra de tejido o una muestra de fluido linfatico. Preferentemente, dicha muestra
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comprende células mononucleares de sangre periférica, ya que una muestra de sangre puede obtenerse facilmente con
poca incomodidad para el individuo.

La presente invencién proporciona la revelacion de que al menos una subpoblacion de pacientes que padecen un trastorno
mieloproliferativo o linfoproliferativo produce anticuerpos que son especificos para el sSnRNP200. La presencia de dichos
anticuerpos en una muestra de un individuo es, por lo tanto, indicativa de un trastorno mieloproliferativo o linfoproliferativo.
Por lo tanto, se proporciona ademas un método para determinar si un individuo padece un trastorno mieloproliferativo o
linfoproliferativo, en donde dicho trastorno mieloproliferativo es AML y en donde dicho trastorno linfoproliferativo es linfoma
no Hodgkin B, y comprende determinar si una muestra de dicho individuo comprende anticuerpos que son especificos
para el snRNP200. En algunas modalidades, dicho método comprende las etapas de:

e poner en contacto una muestra de dicho individuo con el snRNP200 o un epitopo de este;

e permitir que dicho snRNP200 o epitopo se una a anticuerpos especificos para el snRNP200 de dicha muestra, si estan
presentes, y

e determinar si dicho snRNP200 o epitopo se une o no a los anticuerpos especificos para el shRNP200, en donde la
unién de dicho snRNP200 o epitopo a los anticuerpos especificos para el shRNP200 indica que dicho individuo padece
un trastorno mieloproliferativo o linfoproliferativo.

Los ensayos de deteccion, tal como se proporcionan en la presente descripcion, pueden realizarse mediante el uso de
métodos tales como, por ejemplo, ensayos inmunoabsorbentes ligados a enzimas (ELISA, por sus siglas en inglés),
radioinmunoensayos (RIA, por sus siglas en inglés), ensayos de transferencia de Western y ensayos de tincion
inmunohistoquimica. Estos ensayos se conocen bien en la técnica y, por lo tanto, no necesitan explicacion adicional. Las
variaciones o adaptaciones de ELISA, RIA, ensayo de transferencia de Western y ensayo de tinciéon inmunohistoquimica
también se conocen en la técnica.

Otro aspecto de la invencién proporciona un método para determinar si un paciente que padece un trastorno
mieloproliferativo o linfoproliferativo tiene una probabilidad mejorada de un resultado positivo del tratamiento con un
anticuerpo o una parte funcional especifica para el shRNP200, en comparacién con la poblacion media de pacientes que
padecen un trastorno mieloproliferativo o linfoproliferativo, el método comprende determinar si el shRNP200 esta presente
en la superficie de las células mieloproliferativas o células linfoproliferativas de dicho paciente. Si este es el caso, los
anticuerpos especificos para el snRNP200, tales como AT12-023, AT13-031 y AT13-037, son adecuados particularmente
para contrarrestar dicho trastorno mieloproliferativo o linfoproliferativo. Por lo tanto, si se conoce que las células
mieloproliferativas o linfoproliferativas de un individuo expresan el snRNP200 en su superficie, la posibilidad de un
tratamiento exitoso aumenta. Un método de acuerdo con la invencion comprende las etapas de:

e poner en contacto una muestra que contiene células mieloproliferativas o células linfoproliferativas de dicho individuo
con un anticuerpo o parte funcional que es especifico para el snRNP200;

e permitir que dicho anticuerpo o parte funcional se una a las células mieloproliferativas o células linfoproliferativas de
dicha muestra, y

e determinar si dicho anticuerpo o parte funcional especifica para el shARNP200 se une o no a células mieloproliferativas
o células linfoproliferativas de dicha muestra, en donde la unién de dicho anticuerpo o parte funcional especifico para
el snRNP200 a células mieloproliferativas o células linfoproliferativas de dicha muestra, indica que dicho paciente tiene
una posibilidad mejorada de un resultado positivo del tratamiento con un anticuerpo o parte funcional, en comparacion
con la poblacién media de pacientes que padecen un trastorno mieloproliferativo o linfoproliferativo, en donde dicho
trastorno mieloproliferativo es AML y en donde dichas células mieloproliferativas son células de AML, o en donde dicho
trastorno linfoproliferativo es linfoma no Hodgkin B y en donde dichas células linfoproliferativas son células de linfoma
no Hodgkin B. Dicho tratamiento comprende preferentemente el uso de anticuerpos AT12-023, AT13-031 0 AT13-037,
o partes funcionales de estos, ya que al menos estos anticuerpos son capaces de unirse al shnRNP200.

Si se contempla el uso del anticuerpo AT12-023, AT13-031 y/o AT13-037, se determina preferentemente de antemano si
un determinado paciente contiene células malignas que expresan el snRNP200 en su superficie. Por lo tanto, algunas
modalidades proporcionan un método para determinar si un paciente que padece un trastorno mieloproliferativo o un
trastorno linfoproliferativo es un candidato para el tratamiento con el anticuerpo AT12-023, AT13-031 o AT13-037, o una
parte funcional o un equivalente funcional de este, el método que comprende determinar si el shnRNP200 esta presente
sobre la superficie de las células mieloproliferativas o linfoproliferativas de dicho paciente.

En un método de acuerdo con la invencion, dicho trastorno mieloproliferativo es preferentemente AML y dichas células
mieloproliferativas son preferentemente células de AML. Ademas, dicho trastorno linfoproliferativo es preferentemente
linfoma, linfoma no Hodgkin B o mieloma muiltiple y dichas células linfoproliferativas son preferentemente células de
linfoma, linfoma no Hodgkin B o mieloma muiltiple.

Los procedimientos mencionados anteriormente para detectar células mieloproliferativas o linfoproliferativas mediante el
uso de compuestos de unidn son, por ejemplo, adecuados particularmente para determinar si un paciente que padece un
trastorno mieloproliferativo o un trastorno linfoproliferativo que ha recibido tratamiento médico, tal como, por ejemplo, un
paciente con AML que ha recibido tratamiento contra la AML, por ejemplo, un paciente de AML que ha recibido
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inmunoterapia, tal como un trasplante de células madre o una infusién de linfocitos de donantes, tiene una respuesta GvL.
Hasta la fecha, no existen herramientas de diagndstico para probar la presencia de una respuesta GvL potente en un
paciente tratado. Dicha herramienta de diagnéstico es muy necesaria, por ejemplo, porque: 1) permitira la identificacion
temprana de receptores de SCT alogénicos con riesgo alto de recaida, en un punto temporal antes de que se produzca
la recaida, lo que permite de esta manera intervenciones mas tempranas, tal como la disminuciéon de los
inmunosupresores o de las infusiones de linfocitos de donantes; 2) permitira la valoracion de dichas infusiones de linfocitos
del donante hasta que aparezcan anticuerpos anti-leucemia; y 3) ofrecera esperanza para los receptores de SCT
alogénicos en un momento en el que a menudo padecen una de las muchas complicaciones relacionadas con el SCT
cuando puede demostrarse la presencia de una respuesta GvL potente. Hoy en dia, los pacientes tienen que esperar y
ver si se produce o no una recaida, y no existe manera de predecir la recaida de la enfermedad. Por lo tanto, la
disponibilidad de una prueba para determinar si un paciente tiene una respuesta GvL mejorara en gran medida la atencion
clinica de los pacientes con SCT, lo que afecta el prondstico y la calidad de vida. Se proporciona por lo tanto, ademas, el
uso de un compuesto de unién de acuerdo con la invencién para determinar si una muestra es indicativa de una respuesta
GvL. Ademas, se proporciona el uso de un anticuerpo de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-4 para
determinar si un paciente con AML tiene o no una respuesta GvL. Ademas, se describe el uso de un compuesto de unién
de acuerdo con la invencion para determinar si un tratamiento contra una enfermedad mieloproliferativa o linfoproliferativa,
tal como, por ejemplo, una terapia contra la AML, una terapia contra el B-NHL o una terapia contra el mieloma multiple,
es eficaz. Esto se realiza, por ejemplo, al determinar si una muestra (por ejemplo, una muestra de sangre o tejido) de un
paciente (que, por ejemplo, ha recibido un SCT o DLI o cualquier otra forma de inmunoterapia) contiene células
mieloproliferativas o linfoproliferativas, por ejemplo células de AML, células de B-NHL o células de mieloma multiple. La
ausencia de células mieloproliferativas o linfoproliferativas indica que dicho paciente tiene una respuesta GvL. Se
proporciona por lo tanto, ademas, un método para determinar si un paciente que padece un trastorno mieloproliferativo o
un trastorno linfoproliferativo que ha recibido inmunoterapia contra dicho trastorno tiene una respuesta GvL, el método
comprende poner en contacto una muestra de dicho paciente con un anticuerpo o una parte funcional de este de acuerdo
con la invencion, y permitir que dicho anticuerpo o parte funcional se una a las células mieloproliferativas o
linfoproliferativas, si estan presentes, y determinar si las células mieloproliferativas o las células linfoproliferativas se unen
o no a dicho anticuerpo o parte funcional o equivalente funcional, lo que determina de esta manera si el individuo tiene
una respuesta GvL, por lo que la ausencia de células mieloproliferativas o linfoproliferativas es indicativa de una respuesta
GvL y la presencia de células mieloproliferativas o linfoproliferativas es indicativa de la falta de, o de una insuficiente
(ineficaz), respuesta GvL. En algunas modalidades, dicho trastorno linfoproliferativo es linfoma, B-NHL o mieloma muiltiple.
En algunas modalidades, dicho trastorno mieloproliferativo es AML. Se proporciona por lo tanto, ademas, un método para
determinar si un paciente con AML que ha recibido inmunoterapia contra la AML tiene una respuesta GvL, el método
comprende poner en contacto una muestra de dicho paciente con AML con un anticuerpo o una parte funcional o
equivalente funcional de acuerdo con la invencion, y permitir que dicho anticuerpo o parte funcional o equivalente funcional
se una a las células de AML, si estan presentes, y determinar si las células de AML se unen a dicho anticuerpo o parte
funcional o equivalente funcional, lo que determina de esta manera si dicho individuo tiene o no una respuesta GvL, de
manera que la ausencia de células de AML es indicativa de una respuesta GvL y la presencia de la respuesta de AML es
indicativa de la falta de, o de una insuficiente (ineficaz), respuesta GvL. Preferentemente, dicho individuo es un ser
humano. Alternativamente, los compuestos de unién de acuerdo con la presente invencidon que se marcan con un resto
detectable, tal como por ejemplo con un compuesto de cobre, se administran a un paciente con AML que ha recibido
inmunoterapia contra la AML tal como un SCT o DLI, y se determina subsecuentemente si dicho anticuerpo marcado se
une a las células de AML de dicho paciente in vivo, por ejemplo, mediante el uso de una exploracion PET. La ausencia
de compuestos de union unidos es indicativa de una respuesta GvL y la presencia de compuestos de unién unidos es
indicativa de la falta de, o de una insuficiente (ineficaz), respuesta GvL.

Ademas, es posible determinar la cantidad de anticuerpo que pertenece a la familia VH4-34 antes y después de la
inmunoterapia contra la AML. Si la cantidad de anticuerpo que pertenece a la familia VH4-34, que es una familia de
secuencias VH conocida por sus propiedades de destruccion potenciales (Bhat y otros, 1997), se incrementa
significativamente después de la inmunoterapia, esto indica que existe una respuesta GvL. Ademas, se describe, por lo
tanto, un método para determinar si un paciente con AML que ha recibido inmunoterapia contra la AML tiene una respuesta
GvL, el método comprende determinar la cantidad de anticuerpo que pertenece a la familia VH4-34 antes y después de
la inmunoterapia contra la AML, y determinar si la cantidad de anticuerpo que pertenece a la familia VH4-34 aumenta
significativamente después de la inmunoterapia. Si este es el caso, se concluye que esta presente una respuesta GvL en
dicho paciente. Si este no es el caso, se concluye que falta una respuesta GvL, o que no es suficiente.

La invencion se explica adicionalmente en los ejemplos siguientes. Estos ejemplos no limitan el alcance de la invencion,
sino que sirven simplemente para aclarar la invencion.

Breve descripcion de las figuras

Figura 1. Secuencias de los anticuerpos AT12-023, AT12-025, AT13-024, AT12-019, AT13-022, AT13-023, AT13-031,
AT12-020, AT13-033, AT13-034, AT13-035, AT13-036, AT13-037, AT14-013, AT14-014, AT14-015 y AT14-016.

Figura 2. Paciente de 36 afios de edad con AML, que obtuvo una remisién completa después del primer ciclo de

quimioterapia de induccion y recibié un trasplante de células madre (SCT) alogénico mieloablativo (MA) de su hermano
(her) HLA-compatible como terapia de consolidacion. La recaida de la AML se produjo, sin embargo, 5 meses después
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del trasplante. La quimioterapia de reinduccion resultd nuevamente en una remisién completa y en una enfermedad de
injerto contra huésped (GvHD) grave de grado IV del higado y GvHD de grado | de la piel. La observacion de que ella ha
permanecido en remision completa durante mas de tres afos ahora implica que ha desarrollado una respuesta de injerto
contra leucemia potente. Se aislaron linfocitos B de un producto de flebotomia obtenido aproximadamente 1,5 afios
después de un ciclo de quimioterapia de reinduccion.

Figura 3. a) Union del sobrenadante de uno de los minicultivos (20 o 40 células por pocillo) a la linea celular de AML THP-
1. b) Las células B de este minicultivo se sembraron en placas en soluciones de 1 célula/pocillo y los sobrenadantes se
examinaron nuevamente para determinar su unién a THP-1. La THP-1 expresa HLA-DR, que se usé en este experimento
de tamizaje como control positivo. Como control negativo se us6 un anticuerpo monoclonal especifico para la influenza.

Figura 4. Dos ejemplos de los anticuerpos especificos para la AML identificados. AT12-023 (a) y AT13-031 (b) se unen a
las lineas celulares de AML THP-1 y MonoMac6, pero no a células mononucleares de sangre periférica (PBMC) sanas,
células endoteliales (células endoteliales de vena umbilical humana: HUVEC), la linea de células T Jurkat, fibroblastos
primarios, hepatocitos (linea celular de carcinoma hepatocelular hepatico: HepG2) o la linea celular de adenocarcinoma
de colon HT-29. EI AcM F1 contra MRSA es un AcM IgG3 humano generado internamente que se usa como anticuerpo
control.

Figura 5. Los anticuerpos derivados a partir del donante 59 se unen a las lineas celulares de AML THP-1 y MonoMac6, y
a los blastos leucémicos primarios aislados de pacientes con AML diagnosticados recientemente (que varian desde la
clasificacion FAB M0-M4). Ver ademas la tabla 3 para una informacién general mas detallada.

Figura 6. Algunos de los anticuerpos también se unen a otras neoplasias malignas hematoldgicas. Aqui, se muestra la
union del AT12-023 (anticuerpos aislados del sobrenadante del clon de células B) y el AT 13-031 (anticuerpo
recombinante) a células de linfoma no Hodgkin B (B-NHL) que se aislaron recientemente a partir de un paciente con
linfoma. Los anticuerpos no se unieron a células B no malignas (no se muestra en este experimento). El anticuerpo
Palivizumab del RSV se usé como control negativo, y Rituximab, un anticuerpo CD20 que se une especificamente al
linfoma de células B, como control positivo. Ver la tabla 4 para obtener mas detalles sobre la unién del anticuerpo a otras
neoplasias malignas hematolégicas.

Figura 7. Las células THP-1 se cultivaron en medio solo o con anticuerpos afiadidos a una concentracion de 5 ug/ml en
el dia 0. En presencia de AT12-023, las células THP-1 mostraron una inhibicion del crecimiento significativa. Se
representan los numeros totales de células en cultivo.

Figura 8. Cuando se afadieron en el dia 0 del cultivo, los anticuerpos AT12-023 y AT12-025 redujeron fuertemente la
viabilidad de las células THP-1. La viabilidad se representa como la proporcién de células doble negativas para los
marcadores de muerte celular Anexina V' y 7AAD.

Figura 9. Para cuantificar la cantidad de células THP-1 destruidas especificamente por AT12-023, se us6 un ensayo de
liberacién de calceina AM. Brevemente, antes de que las células THP-1 se incubaran con AT12-023, las células THP-1
se cargaron con calceina AM, que se libera cuando las células estan moribundas y la membrana celular se vuelve
inestable. La lisis se ley6 después de 4 horas de incubacion y se relacioné con la muerte de referencia de células cargadas
con calceina, medida con un anticuerpo irrelevante.

Figura 10.

1. a) Ademas de la destruccion de células THP-1, el AT12-025 induce ademas la muerte de células tumorales
primarias, similar a AT13-024. Blastos leucémicos, aislados a partir de un paciente con AML-M5 en el momento del
diagndstico, se incubaron con AT12-025 o AT13-024 (5 ug/ml) durante 24 horas a 37 °C, después de lo cual las células
se tifieron con 7AAD y Anexina V para determinar la cantidad de células muertas (doble positivas para 7AAD y Anexina
V).

2. b) Ademas, la lactato deshidrogenasa (LDH) puede usarse como un marcador para determinar las células
moribundas. Los blastos leucémicos, aislados a partir de un paciente con AML-MO, se incubaron con AT13-024 o el
anticuerpo Palivizumab del RSV durante 18 horas, después de lo cual se midié la liberacion de LDH. Estos dos
experimentos muestran que AT13-024, pero no el Palivizumab, indujo la muerte de blastos leucémicos y que esta
propiedad no se restringe a un tipo de AML, sino que incluye diferentes clasificaciones FAB (M0 a M5).

Figura 11. La donante 58 se diagnostic6 con AML-M5, por lo que recibié tres ciclos de quimioterapia. Permanecié en
remision completa durante aproximadamente un afio, después de lo cual la AML recaydé. Recibio un ciclo de quimioterapia
de reinduccion, seguido de un trasplante alogénico de células madre de intensidad reducida (RIST) de un donante
compatible no relacionado (MUD, por sus siglas en inglés). Desarrollé una GvHD grado | del higado y ha permanecido en
remision completa durante casi 4 afios ahora, lo que implica que ha desarrollado una potente respuesta de injerto contra
leucemia. Las células B se aislaron de un producto de flebotomia obtenido a partir de este paciente aproximadamente 3
afios después del SCT.

Figura 12. Los anticuerpos derivados del donante 58 se unen a las lineas celulares de AML THP-1 y MonoMac6.
Palivizumab, el anticuerpo especifico para RSV disponible comercialmente, se usé como control negativo.
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Figura 13. Historia clinica de un tercer paciente con una respuesta GvL potente. El donante 101 se diagnosticd con una
AML de riesgo intermedio (sin anomalias citogenéticas o moleculares; clasificacion FAB AML-M5) a la edad de 49 afios.
Recibié dos ciclos de quimioterapia y un ciclo de quimioterapia de consolidacion, seguido de un HSCT autdlogo, ya que
no habia un donante de células madre hermano HLA-compatible disponible. Catorce meses después del primer
diagnéstico recay6 de su enfermedad. Obtuvo una remision completa después de un ciclo de citarabina a dosis alta,
después de lo cual recibié un HSCT alogénico de intensidad reducida de un donante no relacionado compatible (RIST-
MUD). Seis semanas después, desarrollé una GvHD aguda de piel, higado e intestino (estadio 1; grado Il) que respondio
bien a la terapia con corticosteroides. Las células B se aislaron de un producto de flebotomia obtenido a partir de este
paciente 38 meses después del HSCT alogénico. Ha mantenido una remisién duradera hasta hoy.

Figura 14. Los anticuerpos derivados a partir del donante 101 se unen a las lineas celulares de AML THP-1 y Molm13,
pero no a fibroblastos, monocitos, células B y células T. Se usé un anticuerpo humano contra CD30 producido
internamente como control negativo. EI AT14-013 mostré una reactividad baja con los fibroblastos, en comparacion con
su union alta a las lineas celulares de AML. Ver las tablas 7 y 8 para una informacién general de las capacidades de union
de los anticuerpos derivados a partir del donante 101.

Figura 15. El anticuerpo especifico para la AML AT14-013 (donante 101) se une a los blastos leucémicos primarios
aislados a partir de pacientes con AML diagnosticados recientemente (clasificaciones FAB M0-M5).

Control negativo: anticuerpo CD30 generado internamente. Ver la tabla 7 para una informacion general de las capacidades
de union a blastos de AML primarios de los anticuerpos derivados a partir del donante 101.

Figura 16. El anticuerpo AT13-037 induce la muerte de los blastos primarios. Los blastos leucémicos, aislados a partir de
un paciente con AML en el momento del diagnostico (BL-038; AML-M5), se incubaron con anticuerpos purificados de los
sobrenadantes del clon de células B parentales (sAT13-037) o con el anticuerpo recombinante (rAT13-037) a una
concentracion de 5 ug/ml durante 4 horas a 37 °C, después de lo cual las células se tifieron con el marcador de muerte
celular Dapi. Para cuantificar la muerte de las células se anadié una cantidad estandar de perlas. Se usé el rAT10-002
recombinante especifico para la influenza como control negativo.

Figura 17. Los anticuerpos citotéxicos indujeron una via de muerte no apoptética. a) Obtencion de imagenes por contraste
de fase de células THP-1. Las células THP-1 se incubaron con el anticuerpo no citotéxico especifico para la AML AT13-
023 (panel izquierdo) o el anticuerpo citotoxico AT13-037 especifico para la AML (panel derecho). La interacciéon se
visualizd mediante el uso de obtencion de imagenes de lapso de tiempo y demostré hinchazén de las células objetivo
después de lo cual las células murieron. Se tomaron instantaneas después de 4 horas de incubacion, con flechas azules
que indican células grandes muertas. b) La doble tincién con DIOC6 y Pl mostré que los anticuerpos citotdxicos no inducen
apoptosis. Las células THP-1 se incubaron con el anticuerpo citotéxico especifico para la AML AT12-023, con diclofenaco
(que induce la apoptosis en células THP-1) o solo con medio. Las células que experimentan apoptosis primero pierden su
potencial de membrana mitocondrial (pérdida de la tincion de DIOC6), después de lo cual se vuelven permeables (positivas
a PI), como puede verse después de la incubacién de las células THP-1 con diclofenaco. Las células THP-1 incubadas
con AT12-023 mostraron un aumento de la permeabilidad de la membrana (PI+) pero mantuvieron el potencial de
membrana mitocondrial (DioC6+), lo que indica la induccién de una via de muerte celular no apoptética. ¢) Para confirmar
la naturaleza no apoptética de la via de muerte inducida, se probd la implicaciéon de las caspasas en la induccion de la
muerte celular. La muerte celular de las células THP-1 mediante los anticuerpos especificos para la AML no pudo
prevenirse con los inhibidores de caspasas Q-VD-OPh (panel izquierdo) o Z-VAD-fmk (panel derecho).

Figura 18. La muerte celular inducida por anticuerpos especificos para la AML se produjo también a 4 °C, lo que sugiere
laimplicacion de un proceso pasivo. Esto fue cierto para todos los anticuerpos, excepto para el AT13-031, que es citotdxico
solo a 37 °C (no se muestra). Los controles negativos incluyeron los anticuerpos no citotoxicos especificos para la AML
AT13-034, AT12-019, AT13-022, AT13-023 y AT13-024.

Figura 19. (a) La incubacion de las células objetivo con citocalasina D no inhibié la unién de los anticuerpos. Las células
THP-1 se incubaron con citocalasina D, después de lo cual se afiadieron los anticuerpos especificos para la AML AT12-
023, AT13-031 y AT13-037. (b) La preincubacion de las células objetivo con el agente estabilizador de membrana
citocalasina D protegio a las células THP-1 contra la muerte celular por los anticuerpos citotdxicos especificos para la
AML.

Figura 20. Verificacion de objetivo de AT12-023, AT13-031 y AT13-037. a) El lisado de membrana THP-1 se incubd con
AT12-023 y AT13-031, con el anticuerpo especifico para la influenza AT10-002 o solo con marcador. El analisis de
transferencia Western que incluy6 el snRNP200 antihumano de raton (y HMGB1 como control negativo) reveld la union
especifica de AT12-023 y AT13-031 al snRNP200. b) Los anticuerpos especificos para la AML AT12-019, AT12-023,
AT13-031y AT13-037 o anticuerpos especificos para snRNP200 disponibles comercialmente snRNP200 453 y snRNP200
454 se recubrieron sobre una placa ELISA, se incubaron con un constructo snRNP200-flag para la captura y con HRP
anti-flag para la deteccion. AT12-023, AT13-031 y AT13-037 se unieron especificamente al sShRNP200, mientras que los
controles negativos y, por ejemplo, AT12-019, no lo hicieron.
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Figura 21. Las células THP-1 expresan el snRNP200 sobre su membrana. Las células THP-1 y las células Jurkat se
tiferon con un anticuerpo anti-snRNP200 de ratén humano disponible comercialmente. La tincién intracelular de las
células Jurkat y las células THP-1 mostré tincion nuclear, como se esperaba (paneles de la izquierda). Sin embargo, la
tincion de membrana del snRNP200 se restringio a las células THP-1 (paneles de la derecha).

EJEMPLOS

Ejemplo 1

Materiales y métodos

Materiales de humanos sanos y pacientes

Los protocolos de estudio se aprobaron por el Comité de Etica Médica del Centro Médico Académico. Todos los
participantes firmaron el consentimiento informado. Se seleccionaron dos pacientes que habian recibido un trasplante
alogénico de células madre (trasplante mieloablativo de hermano para el donante 59 y un trasplante de células madre de
intensidad reducida de donante no relacionado compatible para el donante 58) para la AML y que, basado en sus historias
clinicas, puede asumirse que han generado respuestas de injerto contra leucemia fuertes. Estos dos receptores de SCT
donaron 500 ml de sangre periférica cada uno, los productos de una de las muchas flebotomias a las que se sometieron
por hiperferritinemia posterior a la transfusion. Ademas, los pacientes admitidos en nuestra clinica con AML diagnosticada
recientemente consintieron en donar de 2-5 ml de médula 6sea o sangre que contenia blastos de AML para usarse en los
ensayos de unién de anticuerpos. La médula 6sea sana se dond por pacientes sometidos a toracotomia por cirugia
cardiaca en nuestro instituto. Las células de linfoma no Hodgkin B se obtuvieron como material de residuo a partir de
biopsias de pacientes con linfoma no Hodgkin B diagnosticado recientemente. Estas células de linfoma no Hodgkin B se
usaron para probar la union de nuestros anticuerpos como se describe mas abajo. El material de residuo de células
endoteliales de vena umbilical humana (HUVECS), que se aislaron recientemente en el Departamento de Oftalmologia
(AMC, Amsterdam, Paises Bajos) se us6 directamente para los ensayos de unién como se describe mas abajo. Para la
pureza, las células se tifieron conjuntamente con y se seleccionaron para el CD14+ antihumano.

Las células mononucleares se aislaron a partir de la sangre periférica y la médula 6sea de individuos sanos y pacientes
con AML mediante la separacion por Ficoll. Se usaron marcadores adicionales como CD45, CD33, CD34, CD14, CD3 y
CD19 para aislar poblaciones de células especificas (blastos de AML, monocitos, linfocitos T y B, respectivamente,
obtenidos de donantes de bancos de sangre).

Aislamiento de células B

Obtuvimos células B de sangre periférica mediante separacion por Ficoll y microperlas MACS CD22 (Miltenyi Biotech).
Subsecuentemente, clasificamos estas células para CD19+CD3-IgM-IgA- CD27- o CD27+ (células de I1gG virgenes o de
memoria, respectivamente) y CD19+CD3-CD27+IgG-IgA- (células de IgM de memoria) en un FACSAria (Becton
Dickinson).

Cultivo de células

Mantuvimos células B (2x10° células/ml) en medio de cultivo IMDM (Gibco) que contiene FBS al 8 % (HyClone) y
penicilina/estreptomicina (Roche), complementado con IL-21 de ratén recombinante (50 ng/ml, producida internamente) y
se cultivaron conjuntamente en fibroblastos de células L de ratén y-irradiados (50 Gy) que expresan establemente CD40L
(células CD40L-L, 10° células/ml). Los cultivos se analizaron rutinariamente para detectar la presencia de micoplasma
mediante PCR (datos no mostrados).

Transduccion retroviral

La transduccion retroviral se realizd6 como se describe en Kwakkenbos y otros, Nat Med 2010. Brevemente, se cultivaron
células B virgenes e IgG de memoria e IgM de memoria y se activaron durante 36 horas en células CD40L-L en presencia
de mIL-21. Después, los constructos retrovirales BCL6 y Bcl-xL que incluyen el gen marcador para GFP se usaron para
transducir las células B como se describié anteriormente (Diehl y otros, J Immunol 2008), con la adicion de que
centrifugamos las células y el virus a temperatura ambiente durante 60 min a 360 xg (1800 RPM). La eficiencia de
transduccion vari6 de 69-90 %.

Cultivo de lineas celulares objetivo

Las lineas celulares de AML objetivo THP-1 (ATCC; densidad de 2x10° células/ml a 1x10° células/ml) y Mono-Mac6 (un
amable regalo del Dr. Hamann del Departamento de Inmunologia Experimental, densidad de 2x10° células/ml a 2x108
células/ml) se mantuvieron en medio de cultivo RPMI 1640 (Gibco), que contenia FBS al 10 % (HyClone) y
penicilina/estreptomicina (Roche). El medio de cultivo de Mono-Mac6 se enriquecié con aminoacidos no esenciales
(Invitrogen), piruvato de sodio 1 mM (Invitrogen) e insulina humana 10 pg/ml (Sigma). La linea celular de AML Molm13 se
mantuvo a una densidad de 5x10° células/ml a 1,5x10° células/ml en medio de cultivo RPMI 1640 (Gibco), que contenia
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FBS al 20 % (HyClone) y penicilina/estreptomicina (Roche). Las lineas celulares de higado HepG2 y Huh7 vy la linea
celular de colon HT29 (un amable regalo del Instituto Tytgat, AMC, Amsterdam, Paises Bajos) se cultivaron en medio de
cultivo DMEM (Gibco), que contenia FBS al 8 % (HyClone) y penicilina/estreptomicina (Roche). La linea celular de
leucemia aguda de células T Jurkat (ATCC) se mantuvo en medio de cultivo RPMI 1640 (Gibco), que contenia FBS al 10
% (HyClone) y penicilina/estreptomicina (Roche) a una densidad de 1x10° células/ml a 2x10° células/ml. Los fibroblastos
primarios de piel (un amable regalo de la Universidad de Leiden, Paises Bajos) se cultivaron dos veces por semana en
medio de cultivo DMEM (Gibco), que contenia FBS al 10 % (HyClone) y penicilina/estreptomicina (Roche). Las células se
pasaron no mas de 10 veces. Las lineas celulares de linfoma difuso de células B grandes (DLBCL, por sus siglas en
inglés) OCI-Ly1 y OCI-Ly7 (DSMZ y ATCC, respectivamente) se mantuvieron en medio de cultivo IMDM (Gibco) que
contenia FBS al 8 % (HyClone) y penicilina/estreptomicina (Roche). Los cultivos se mantuvieron a 0,5-2x10° células/ml.
Finalmente, las lineas celulares de mieloma multiple (MM) U266 y NCI-H929 se mantuvieron y cultivaron como se
describi6 para las células THP-1.

Generacion de clones especificos para la AML

Las células B virgenes e IgG e IgM de memoria transducidas de cada paciente se sembraron a concentraciones de 20 o
40 células por pocillo (denominadas en lo sucesivo microcultivos) y se expandieron con IL-21 y CD40L. Después, los
sobrenadantes de microcultivos de células B expandidas se analizaron para determinar la unién del anticuerpo a lineas
celulares de leucemia (THP-1, MonoMac6 y las lineas celulares representadas en la Tabla 4), a lineas celulares de higado
y colon, y ademas algunos sobrenadantes a los blastos primarios aislados de pacientes con AML-MO0, M1, M4 y M5, por
FACS, mediante el uso de IgG-PE humana (Southern Biotech) o IgG H+L AF647 humana (Life Technologies) como un
anticuerpo secundario. Se usaron varios anticuerpos generados internamente como anticuerpos de control negativo, tales
como anti-CD30 (expresado en los linfocitos B y T activados), anti-CD33 (expresado en monocitos, células progenitoras
mieloides y leucemias mieloides), D25 (contra RSV; se describe en el documento WO 2008/147196), AT10-002, AT10-
004 (contra la influenza; se describe en el documento WO 2013/081463), y F1 (contra MRSA; se describe en el documento
WO 2011/008092). Ademas, se usaron algunos anticuerpos disponibles comercialmente, tales como Rituximab (anti-
CD20), Palivizumab (anti-RSV), Panitumumab (anti-EGFR) y HLA-DR. Se seleccionaron los microcultivos que se unieron
a las lineas celulares de AML pero no a las lineas celulares de higado y colon y se sembraron a una concentracion de 1
célula/pocillo y sus sobrenadantes se probaron nuevamente para determinar la especificidad para las lineas celulares de
AML. Se seleccionaron para la secuenciacion los clones con sobrenadantes que se unen especificamente a lineas
celulares de AML y no a lineas celulares de higado o colon, o PBMC sanas y médula 6sea. Los clones se expandieron
en condiciones normales de cultivo en presencia de suero bajo en FBS IgG (Hyclone) y los anticuerpos se purificaron a
partir de los sobrenadantes de estos cultivos como se describe mas abajo para los anticuerpos recombinantes.

Clonacion de anticuerpos especificos para la AML

Para producir anticuerpos recombinantes, aislamos el ARN total con el mini kit RNeasy® (Qiagen), generamos ADNCc,
realizamos el PCR y clonamos las regiones variables de las cadenas pesada y ligera en el vector de clonacion TA pCR2.1
(Invitrogen). Para descartar las mutaciones inducidas por transcriptasa inversa o ADN polimerasa, realizamos varios
experimentos de clonacion independientes. Para producir AcM recombinante, clonamos regiones variables pesadas y
ligeras de cada anticuerpo en marco con IgG1 o IgG3 humanas y regiones constantes de Kappa en un vector basado en
pcDNA3.1 (Invitrogen) y células 293T transfectadas transitoriamente. Purificamos los anticuerpos recombinantes del
sobrenadante de cultivo con proteina A o G, en dependencia del subtipo Ig del clon.

Actividad in vitro de los anticuerpos especificos para la AML

Para medir el efecto in vitro de los anticuerpos especificos para la AML sobre las células de AML usamos varios enfoques.
En primer lugar, las células THP-1 (2x10%) se sembraron en placas de 96 pocillos de fondo plano (Costar). Los anticuerpos
para la AML o control se afiadieron el dia 1, en una concentracion de 5-10 pg/ml. El nimero de células por pocillo se conté
diariamente. La induccion de la muerte celular tanto en las células THP-1 como en las células leucémicas primarias por
los anticuerpos especificos para la AML se midié en paralelo mediante tincidon conjunta de una alicuota de células para la
Anexina V (BD Pharmingen) y 7-Aminoactinomicina D (7-AAD; Beckman Coulter), las células doble negativas son las
células viables. Ademas, usamos un ensayo de lisis especifico. Las células objetivo (THP-1) se marcaron con calceina
AM (Becton Dickinson), un colorante verde fluorescente que se libera del citoplasma cuando las células mueren. En
resumen, se incubaron 2 millones de células THP-1 con 2 ml de calceina AM 2 uM durante 30 minutos a 37 °C. Se
afiadieron anticuerpos para la AML o control durante 4 horas, después de lo cual se midio la fluorescencia verde mediante
el uso de un lector de placa de fluorescencia. La proporcioén de lisis especifica se calculé como (valor experimental-control
bajo)/(control alto-control bajo) x 100, donde control bajo significa la liberacién espontanea de calceina AM por células no
afectadas y control alto significa la cantidad maxima de calceina AM liberada cuando se lisan todas las células. Ademas
del ensayo de liberacion de calceina AM, aplicamos el ensayo de liberacion de lactato deshidrogenasa (LDH) para medir
la actividad destructora de los anticuerpos especificos para la AML. La LDH se libera a partir del citosol por las células
dafadas. Los blastos leucémicos, aislados en el momento del diagndstico de un paciente con AML-MO, se incubaron con
AT13-024 a una concentracion maxima de 10 uyg/ml por 10.000 blastos. La liberacién de LDH se mide después de afadir
la mezcla de reaccion y la solucién de parada (Roche Diagnostics/Applied Science) de acuerdo con el protocolo del
fabricante en un lector ELISA. El porcentaje de citotoxicidad se calcula como (valor experimental-control bajo)/(control
alto-control bajo) x 100, donde control bajo significa la liberacion espontanea de LDH por células no afectadas y control
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alto significa la cantidad maxima de LDH cuando se lisan todas las células. Para cuantificar la muerte de las células
objetivo inducida por anticuerpos especificos para la AML, usamos un ensayo de lisis de células de leucemia basado en
FACS como se describi6 previamente (Schmiedel y otros, 2013). En resumen, se afiadieron perlas de calibracion de FACS
(perlas fluorescentes Accudrop, BD Biosciences) a las células en una relacién 50/50, después de lo cual se adquirié una
cantidad estandar de perlas con FACS. Como las perlas de calibracion determinaron un volumen de ensayo igual, la
cantidad de células muertas o desaparecidas puede calcularse de la siguiente manera: 100 - ((células negativas a Dapi
en el tratamiento respectivo/células negativas a Dapi en el control) x 100).

Finalmente, para discernir entre las vias apoptéticas y no apoptéticas de la muerte celular inducida por nuestros
anticuerpos, tefiimos de forma conjunta las células objetivo con DIOC6 y yoduro de propidio (PI, por sus siglas en inglés).
El DIOC6 (yoduro de 3,3-dihexiloxacarbocianina) es un colorante lipofilo verde-fluorescente permeable a las células, que
es selectivo para las mitocondrias de las células vivas, cuando se usa en concentraciones bajas. Las células apoptéticas
perderan su potencial de membrana mitocondrial (pérdida de la tincion con DiOC6) antes de que la membrana celular se
vuelva permeable (positiva para Pl); las células necréticas se vuelven positivas para Pl antes de perder su potencial de
membrana mitocondrial (y se vuelven negativas para DiOC6). Los métodos usados para la tincién se adaptaron de Hugh
J. My otros, 2004. En resumen, las células THP-1 se tifieron con 40 nM de DiOCS6 (Invitrogen) durante 20 minutos a 37
°C. Se afnadio PI, después de lo cual las muestras se analizaron inmediatamente mediante citometria de flujo.

Citometria de flujo

Las células tefiidas se analizaron en citometros de flujo FACSAria (BD), FACSCanto (BD), FACS LSRFortessa X-20 (BD)
y Guava (Millipore) y los datos de citometria de flujo se procesaron con el programa informatico FlowJo (Tree Star).

Obtencién de imagenes por contraste de fase

Se afadieron células THP-1 a un sistema de cubreobjeto de vidrio con dos camaras (LabTek). Mediante el uso de un
microscopio de obtencion de imagenes por contraste de fase (fabricado internamente), se eligieron cuatro campos de
interés por camara. El programa informatico se configuré para tomar una fotografia de cada campo de interés cada dos
minutos. Justo antes de la corrida, el anticuerpo no citotoxico AT13-023, unido a THP-1, y el anticuerpo citotéxico AT13-
037, unido a THP-1, se afiadieron a sus respectivos pocillos a una concentracion de 10 pg/ml.

Verificacion del objetivo: Inmunoprecipitacion y citometria de flujo

Las células THP-1 se lisaron y se purificaron previamente con un anticuerpo irrelevante (anticuerpo D25 de RSV generado
internamente) y perlas para eliminar las proteinas de unién no especificas. El lisado purificado previamente se incubd
después con anticuerpos especificos para la AML marcados con perlas o con el anticuerpo especifico para la influenza
AT10-002 como control negativo (3 horas a 4 °C). Los lisados incubados con anticuerpos se lavaron cinco veces, las
proteinas unidas se eluyeron del lisado de THP-1 y después se corrieron en un gel SDS-PAGE. Las proteinas se
transfirieron y se tifieron con Ponseau S para revelar la proteina total. La transferencia se bloqued con BSA y se incubd
con anti-snRNP200 de raton (Millipore, clon 3B6.1) o anti-HMGB1 de conejo (Abcam) para el analisis de transferencia de
Western. La tincion intracelular para el snRNP200 se realizd después de la fijacion y la permeabilizacion de las células
THP-1 con metanol (Sigma) y un tampdn de permeabilizacién que contiene Triton X-100 (Sigma), EDTA (Gibco) y BSA
(Roche), seguido de la incubacién con anti-snRNP200 humano de conejo (Sigma) durante toda la noche a 4 °C.

Conformacion del objetivo: ELISA de snRNP200

Las células HEK 293T se transfectaron con un vector de expresion que contiene el marco abierto de lectura de longitud
completa del snRNP200 con una etiqueta FLAG N-terminal. A los 2 dias después de la transfeccion, las células se
cosecharon y se lisaron en un tampén de lisis que contenia inhibidores de proteasa. Este lisado se purificé y se midi6 la
concentracion de proteina. Después, los anticuerpos especificos para AML AT12-019, AT12-023, AT13-031 y AT13-037
o los anticuerpos especificos para el snRNP200 disponibles comercialmente (Bethyl Labs) se recubrieron en una placa
ELISA. El lisado se afadid a una concentracion de 3 pg/ml para la captura. Después de un lavado prolongado, el
snRNP200-flag capturado se detectd con un anticuerpo monoclonal HRP anti-flag de raton (Sigma-Aldrich, clon M2).

Resultados
Generacion de anticuerpos especificos para la AML

En nuestro proyecto usamos una tecnologia Unica que se desarroll6 recientemente en nuestro laboratorio (documento
WO 2007/067046; incorporado en la presente descripcion como referencia) que permite la seleccion de las células B
especificas para la leucemia de origen natural y los anticuerpos producidos por estas células. Empleamos esta tecnologia
para generar lineas de células B especificas para la leucemia a partir de dos pacientes con AML que desarrollaron
respuestas potentes de GvL en paralelo con GvHD grave del higado y la piel. Con nuestra técnica de inmortalizacion de
células B, se hizo posible identificar las respuestas de células B de pacientes con leucemia y crear lineas de células B
especificas de leucemia que permiten estudios funcionales de los anticuerpos que estas lineas celulares producen y

25



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2729057 T3

permiten la generacion de un mayor nimero de anticuerpos, en comparacion con otros métodos conocidos en la técnica,
con potencial diagnéstico y terapéutico.

Primero, aplicamos nuestra técnica como se describe en el documento WO 2007/067046 para realizar una serie de
experimentos piloto, donde aislamos e inmortalizamos linfocitos B a partir de un paciente seleccionado cuidadosamente
(donante 59) que desarrollé una respuesta GvL potente después de una extensa GvHD de higado y piel. Este paciente
se diagnosticé con AML a la edad de 36 afios. Obtuvo una remision completa después del primero de dos ciclos de
quimioterapia de induccién, después de lo cual recibié un SCT de donante hermano HLA-compatible mieloablativo como
terapia de consolidacion. Solo 5 meses después del SCT, poco después de que se redujo la terapia inmunosupresora, su
AML recayd. Con un ciclo de dosis alta de citarabina obtuvo nuevamente una remision completa, después de lo cual,
espontaneamente, antes de la infusion de linfocitos del donante programada, desarroll6 GvHD en estadio Il del higado y
GvHD en estadio Il de la piel. Se traté con éxito con terapia de dosis alta de corticosteroides, pero durante la reduccion
de la terapia, la GvHD hepatica recayo dos veces. Al final, la terapia con corticosteroides se descontinué por etapas
exitosamente aproximadamente 6 meses antes de que comenzaran los experimentos actuales (1,5 afios después de la
recaida de la AML) y ha permanecido en remision completa de su leucemia durante mas de tres afios (Figura 2).

A partir de este paciente, generamos clones de células B mediante el uso de nuestra técnica para inmortalizar células B.
Brevemente, las PBMC se aislaron a partir de la sangre periférica mediante centrifugacion por ficoll y los linfocitos B se
clasificaron por FACS. Los linfocitos B aislados se cultivaron después con IL21 y CD40L y se transdujeron con BCL6 y
BCL-xL, con una eficiencia de transduccion de alrededor del 70 %. Mediante el uso de esta técnica, se generaron clones
Unicos de células B que simultaneamente expresan el receptor de células B y secretan anticuerpos monoclonales. Se
sembraron células B IgG+ de memoria CD27+ y virgenes CD27- inmortalizadas a concentraciones de 20 o 40 células por
pocillo y se expandieron con IL21 y CD40L. Los sobrenadantes de los microcultivos de células B expandidas se
seleccionaron entonces para determinar la union de anticuerpo a las lineas celulares de leucemia, higado y colon mediante
FACS, mediante el uso de IgG-PE humana como un anticuerpo secundario de deteccion.

Como el paciente se habia diagnosticado con AML-M5 de acuerdo con la clasificacion franco-estadounidense-britanica
(FAB) (Bennett y otros, 1976), seleccionamos la linea celular THP-1 que morfolégicamente y fenotipicamente es similar
aproximadamente a la AML-M5 para estos ensayos de seleccion (Tsuchiya y otros, 1988). Ademas, debido a que el
paciente padecia de GvHD extensa del higado, tamizamos para identificar los clones de células B con unién al higado
mediante el uso de la linea celular hepatica HepG2. Como control negativo, y para seleccionar los clones de células B de
union cruzada, usamos las lineas celulares de colon HT-29 y LSTR. Los microcultivos con la mayor unién a cualquiera de
estas lineas celulares se clasificaron entonces y las células individuales se depositaron en formatos de 96 pocillos, se
expandieron y los sobrenadantes de estos clones expandidos se seleccionaron nuevamente para determinar su union
contra lineas celulares de leucemia (Figura 3).

Propiedades de los anticuerpos especificos para la AML

Con este enfoque, generamos ocho lineas de células B a partir de este paciente, que producen anticuerpos que se unen
a THP-1 (Figura 3) pero no a lineas celulares de higado o colon, fibroblastos, células endoteliales (células endoteliales de
vena umbilical humana o HUVEC), PBMC sanas o médula ésea (Tabla 2 y Figura 4). Estos son los anticuerpos AT12-
019, AT12-023, AT12-025, AT13-022, AT13-023, AT13-024, AT13-031 y AT12-020. Las regiones variables de las cadenas
pesada y ligera de estos anticuerpos se representan en la Tabla 1 y la Figura 1.

Curiosamente, los anticuerpos son de los isotipos IgG1 e IgG3, y varias de las secuencias de ADN mostraron
hipermutaciones somaticas. Los anticuerpos AT12-023, AT12-025, AT13-023 y AT13-031 pertenecen a la familia VH4-
34, que es una familia de secuencias VH conocida por sus propiedades de destruccion potenciales (Bhat y otros, 1997).
Los anticuerpos son de origen del donante, como lo confirman los analisis de microquimerismo.

Después, determinamos la amplitud de unién dentro del espectro de los subtipos de AML y probamos los clones de células
B especificos para AML generados para determinar la union a otros tipos de clasificacion FAB de AML. Los clones
especificos de leucemia seleccionados se unieron ademas a la linea celular de AML-M5 MonoMac6 (Tabla 3) (ver para
una revision de las lineas celulares de AML (Drexler y Minowada, 1998)).

Nuestros anticuerpos especificos para la AML se unen ademas a blastos de AML recién aislados de pacientes recién
diagnosticados (Tabla 3 y Figura 5).

Ademas, algunos anticuerpos se unieron, ademas, a otras lineas celulares malignas hematopoyéticas, tales como las
lineas celulares de linfoma difuso de células B grandes OCI-Ly1 y OCI-Ly7 y las lineas celulares de mieloma mdltiple
U266 y NCI-H929, y/o células tumorales hematolédgicas derivadas del paciente (tabla 4 y figura 6).

Actividad in vitro de anticuerpos especificos para la AML

Al probar la especificidad de los anticuerpos de unién a AML, hicimos una observacion sorprendente. Tres de los ocho
anticuerpos indujeron espontaneamente la muerte de las células leucémicas a las que se unieron. Las células THP-1 se
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destruyeron con AT12-023 y AT12-025, y los blastos de AML primarios aislados a partir de pacientes diagnosticados con
AML se destruyeron con AT12-025 y AT12-024 (Tabla 5 y Figuras 7-10).

La Figura 7 muestra la destruccion rapida de células THP-1 por el AT12-023. Los blastos moribundos expresaron 7-AAD
y Anexina V. Sorprendentemente, mientras que el cocultivo de THP-1 con AT12-025 al principio no afecté el numero total
de células en los cultivos (Figura 7), este anticuerpo parece inducir también la muerte de células THP-1, aunque con un
poco de retraso en comparacion con el AT12-023 (Figura 8). La observacion de que algunos de los anticuerpos muestran
una actividad de destruccion directa contra las células leucémicas es altamente emocionante y, hasta donde tenemos
conocimiento, no se ha informado anteriormente.

Confirmacion de nuestros hallazgos mediante la generacion de lineas de células B especificas para la AML a partir de un
segundo paciente

Se encontré que aproximadamente del 0,05 al 0,1 % de las células B que examinamos a partir del primer paciente eran
especificas para la AML. Para confirmar nuestros hallazgos, seleccionamos un segundo paciente con AML en recaida
que obtuvo una remisidon duradera después de un SCT alogénico (donante 58; Figura 11). Ademas, esta paciente
desarrollo GvHD de la piel y el higado, por lo que se traté con esteroides orales. Después de que se eliminaron por etapas
los esteroides, aproximadamente un afio después del SCT, se aislaron las PBMC, las células B se inmortalizaron y las
lineas de células B se examinaron para determinar su unién a las lineas celulares de AML como se describid
anteriormente. Se han generado cinco clones de células B a partir de esta paciente que se unen a las lineas celulares de
AML THP-1y MonoMac6 (Figura 12), pero no a lineas celulares de higado o intestino, fibroblastos o PBMC sanas (Tabla
6). Estos clones producen los anticuerpos AT13-033, AT13-034, AT13-035, AT13-036 y AT13-037. Curiosamente, todos
estos anticuerpos son del isotipo IgG3. Las secuencias de las regiones variables de las cadenas pesada y ligera de estos
anticuerpos se representan también en la Tabla 1 y la Figura 1. Estos datos confirman la viabilidad de nuestro proyecto;
a pesar de las frecuencias bajas de las células B a las que nos dirigimos, pudimos aislarlas y generar lineas de células B
robustas productoras de anticuerpos que fueron especificos para la AML.

Discusion

Estos datos preliminares son muy emocionantes, ya que, hasta donde tenemos conocimiento, somos los primeros en
generar varios clones de linfocitos B humanos, no quiméricos y especificos de leucemia a partir de pacientes que
desarrollaron una respuesta GvL robusta y duradera contra la AML. La observacion de que algunos de estos anticuerpos
muestran espontaneamente una actividad destructora contra los blastos leucémicos in vitro es altamente emocionante y
muy prometedora. Ademas, la observacion de que algunos de los anticuerpos tienen una secuencia de linea germinal y
son de la subclase 1gG3, un tipo de anticuerpo que puede inducirse sin ayuda de células T, merece atencion adicional ya
que estos hallazgos demuestran que los anticuerpos "naturales" generados de una manera independiente de las células
T afecta las respuestas GvL en pacientes con SCT. Es importante destacar que estos datos ofrecen una prueba de
concepto de que, mediante el uso de esta técnica, podemos seleccionar los clones de células B especificos de leucemia.

Ejemplo 2
Anticuerpos especificos para la AML a partir de un tercer paciente

Para confirmar ain mas nuestro enfoque y mostrar que esta respuesta contra la AML no solo se reserva a las mujeres,
seleccionamos también un paciente masculino. Este paciente (Figura 13), donante 101, se diagnosticé con una AML de
riesgo intermedio (sin anomalias citogenéticas o moleculares; clasificacion FAB AML-M5) a la edad de 49 afios. Recibidé
dos ciclos de quimioterapia (citarabina, idarubicina, amsacrina) y un ciclo de quimioterapia de consolidacion (busulfan,
ciclofosfamida) seguido de un HSCT autdlogo, ya que no habia un donante de células madre hermano HLA-compatible.
Catorce meses después del primer diagndstico recayé de su enfermedad. Obtuvo una remision completa después de un
ciclo de citarabina en dosis alta, después de lo cual recibié un HSCT alogénico de intensidad reducida de un donante
compatible no relacionado (RIST-MUD). Seis semanas después, desarrollé una GvHD aguda de piel, higado e intestino
(estadio 1; grado Il) que respondié bien a la terapia con corticosteroides. Las células B se aislaron de un producto de
flebotomia obtenido a partir de este paciente 38 meses después del SCT.

Mediante el uso de los mismos métodos que se describen en el Ejemplo 1, se han generado cuatro clones de células B a
partir de este paciente que se unen a las lineas celulares de AML THP-1 y/o Molm13 (Figura 14 y Tabla 7) pero no a
lineas celulares de higado o intestino (fetal), fibroblastos o PBMC sanas (Tabla 8). Estos clones producen los anticuerpos
AT14-013 (IgG1), AT14-014 (IgG3), AT14-015 (IgG3) y AT14-016 (IgG3). Curiosamente, de nuevo la mayoria de los
anticuerpos es del isotipo IgG3. Las secuencias de las regiones variables de las cadenas pesada y ligera de estos
anticuerpos muestran cantidades altas de hipermutaciones somaticas y se representan en la Tabla 1B y la Figura 1. El
clon AT14-013 muestra una reactividad muy baja con la linea celular de carcinoma hepatocelular Huh7, pero no con la
linea celular de carcinoma hepatocelular HepG2 o células hepaticas fetales sanas. Ademas, se observa una reactividad
baja hacia los fibroblastos, sin embargo, la unién de este anticuerpo a estas células especificas de tejido, en comparacion
con la unién a los blastos leucémicos primarios, es insignificante (Figura 14).
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Ademas, se probo si los cuatro anticuerpos del donante 101 podian unirse a los blastos de AML primarios (Materiales y
Métodos: ver Ejemplo 1). La Figura 15y la Tabla 7 muestran que el anticuerpo AT14-013 parece unirse a blastos primarios
de al menos tres clasificaciones FAB diferentes (AML-MO, M4 y M5). Los anticuerpos AT14-015 y AT14-016 pueden unirse
a blastos de AML primarios de la clasificacion M4.

Ejemplo 3
Actividad in vitro de anticuerpos especificos para la AML de los donantes 59, 58 y 101

En el Ejemplo 1, se determiné la amplitud de unién de los anticuerpos del donante 59 dentro del espectro de los subtipos
de AML (Tabla 3). Mediante el uso de los mismos métodos, esto también se ha determinado para los anticuerpos del
donante 58. Los resultados se muestran en la Tabla 9A: los cinco anticuerpos del donante 58 (AT13-033, AT13-034, AT13-
035, AT 13-036 y AT 13-037) se unieron a la linea celular de AML-M5 THP-1, asi como también a la linea celular de AML-
M5 MonoMac6. Estos anticuerpos especificos para la AML no se unieron significativamente a blastos de AML recién
aislados de pacientes recién diagnosticados de clasificacion FAB MO, M1 o M4. El AT13-034 solo pudo unirse débilmente
a los blastos MO. Esto indica que estos anticuerpos tienen una especificidad por (al menos) los blastos de AML M5.

En el Ejemplo 1, se determiné ademas que los anticuerpos AT12-023 y AT12-025 del donante 59 destruyeron las células
THP-1 (Tabla 5 y Figuras 7-9). Subsecuentemente, hemos probado si los otros anticuerpos del donante 59, asi como
también los anticuerpos del donante 58, también podrian destruir las células THP-1, mediante el uso de los mismos
Materiales y Métodos que en el Ejemplo 1. Como se muestra en las Tablas 9B-10, ademas de AT12-023 y AT12-025,
también el anticuerpo AT13-031 (donante 59), asi como también los anticuerpos AT13-033, AT13-035, AT13-036 y AT13-
037 (donante 58) parecen ser capaces de destruir las células THP-1.

Ademas, se probd la capacidad de inducir la muerte de blastos de AML primarios (Materiales y Métodos: ver Ejemplo 1).
De manera similar a algunos de los anticuerpos obtenidos a partir del donante 59, algunos de los anticuerpos derivados
a partir del donante 58 también son capaces de inducir la muerte celular de células de AML primarias. Esto se muestra
en la Figura 16 para el anticuerpo AT13-037, en ambas formas (sobrenadante de células B purificadas (sAT13-037) y
anticuerpo producido recombinantemente (rAT13-037); ambos en la confirmacion de IgG3). Las células leucémicas se
derivan a partir de la médula 6sea de un paciente con AML recién diagnosticada, clasificacion FAB AML-M5.

Ejemplo 4
La actividad in vitro de los anticuerpos para la AML es rapida e implica una via de muerte celular no apoptética

Para investigar la via a través de la cual varios de los anticuerpos mencionados anteriormente indujeron la muerte de sus
células objetivo, visualizamos la muerte de las células objetivo con microscopia de lapso de tiempo (Figura 17a).
Observamos que, pocos minutos después de la incubacion con el anticuerpo AT13-037, las células empezaron a
hincharse y luego murieron. Esto sugirié que los anticuerpos de acuerdo con la invencion activaban vias distintas a las
vias de apoptosis clasicas, ya que las células apoptéticas se encogen en lugar de hincharse. Para investigar mas a fondo
esto, realizamos una doble tincién con los marcadores de muerte celular DiIOC6 y yoduro de propidio (PI). Las células
comprometidas a experimentar apoptosis primero pierden la carga mitocondrial (lo que puede visualizarse mediante la
pérdida de la unidn a DiIOC6) antes de que aumente la permeabilidad de la membrana (visualizada mediante tincion con
yoduro de propidio (Pl)), mientras que las células que experimentan necrosis pierden su integridad de membrana (positivas
para PI) pero no inmediatamente el potencial de membrana mitocondrial. Como se conoce que el diclofenaco induce la
apoptosis de las células THP-1, usamos el diclofenaco como control positivo. Las células THP-1 apoptéticas tratadas con
diclofenaco se convirtieron en negativas para DIOC6 (pérdida de potencial de membrana mitocondrial), pero mantuvieron
la integridad de la membrana. Tras la incubacién con el anticuerpo citotéxico especifico para la AML AT12-023, se
mantuvo el potencial de membrana mitocondrial (positivas para DiOC6) mientras que la permeabilidad de membrana de
las células THP-1 aumento (positivas para Pl). Por lo tanto, las células THP-1 tratadas con anticuerpos para la AML se
volvieron positivas para Pl a la vez que mantenian el potencial de membrana mitocondrial (Figura 17b, panel derecho) lo
que indica la activacion de una via de muerte no apoptética. De hecho, la muerte de las células THP-1 por el tratamiento
con anticuerpo citotoxico especifico para la AML no pudo prevenirse mediante la incubacion de las células con los
inhibidores de las caspasas Z-VAD-fmk o QVD-OPh (Figura 17c).

Muerte celular mediada por interferencia con la membrana de la célula objetivo

Las vias de muerte no apoptéticas incluyen necroptosis y oncosis. La necroptosis es, similar a la apoptosis, una via de
muerte celular activa que depende de la activacion de vias moleculares definidas, lo que incluye la activacion de la proteina
quinasa 3 de interaccion con el receptor (RIPK3, por sus siglas en inglés). Para investigar si la muerte celular inducida por
anticuerpos para la AML dependia de la activacion de las vias moleculares intracelulares, probamos si la citotoxicidad
inducida por el anticuerpo dependia de la temperatura. Encontramos que en estas condiciones experimentales, las
actividades citotoxicas de al menos los anticuerpos AT13-033, AT13-035, AT13-036, AT13-037, AT12-023 y AT12-025
eran igualmente potentes a 4 °C en comparacion con sus actividades a 37 °C (Figura 18), lo que sugiere que al menos
estos anticuerpos indujeron la muerte celular mediante un proceso pasivo. Es de destacar que la actividad citotdxica del
anticuerpo AT13-031 fue mas potente significativamente a 37 °C en comparacién con a 4 °C. Sin embargo, dado que el
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anticuerpo AT13-031 induce la muerte de células de AML en presencia de inhibidores de la apoptosis (tales como los
inhibidores de las caspasas Q-VD-OPh o Z-VAD-fmk), esta claro que el anticuerpo AT13-031 también es capaz de
disminuir la proliferacién de células de AML independientemente de la apoptosis.

La oncosis es un modo de muerte celular que se caracteriza por la hinchazén de la célula, mediante una lesion selectiva
de la membrana, lo que resulta en un aumento de la permeabilidad de la membrana y, en Ultima instancia, en la muerte
celular. Se han descrito anticuerpos que inducen oncosis que median la muerte celular al formar poros grandes en la
membrana mediante la desestabilizacion de la membrana (Hernandez y otros, 2011). La citocalasina D es un inhibidor de
la polimerizacion de la actina que puede estabilizar el citoesqueleto. El tratamiento de la linea celular objetivo THP-1 con
citocalasina D no impidié la unién del anticuerpo a estas células (Figura 19a), sin embargo, si impidi6 la muerte de las
células objetivo (Figura 19b). Por lo tanto, la estabilizacion de la membrana protege a las células objetivo contra la actividad
citotdxica de nuestros anticuerpos.

Ejemplo 5
Uno de los objetivos reconocidos por nuestros anticuerpos es el shnRNP200

Después, nos propusimos determinar el objetivo reconocido por varios anticuerpos especificos para la AML. Para esto
usamos la inmunoprecipitacion de lisados de la membrana celular de las células THP-1 con AT12-023 y AT13-031.
Encontramos una banda de proteina evidente a 250 kD que se envio para el analisis de espectrometria de masas, el cual
revel6 al snRNP200 como el antigeno objetivo lo cual puede confirmarse mediante el analisis de transferencia de Western
(Figura 20a). Desarrollamos un ELISA para verificar al snRNP200 como el objetivo de algunos de los anticuerpos para la
AML. Con este ELISA, encontramos que ademas de AT12-023 y AT13-031, el AT13-037 reconoce especificamente el
snRNP200 (Figura 20b). Otros anticuerpos especificos para la AML, como el AT12-019, no reconocieron al snRNP200
como antigeno objetivo.

El snRNP200 es parte del espliceosoma en todas las células eucariéticas y, por lo tanto, se espera que se localice en el
nucleo. Para confirmar que las células de AML expresan esta proteina sobre su superficie celular, tefiimos la membrana
celular de las células THP-1 con un anticuerpo anti-snRNP200 disponible comercialmente. La Figura 21 muestra que el
anticuerpo anti-snRNP200 se une en efecto a la membrana de las células AML, pero no a la linea celular Jurkat. Como
se esperaba, como el snRNP200 es una proteina nuclear, se unié intracelularmente a las lineas celulares Jurkat y THP-
1 (Figura 21).

Todas las células eucariotas tienen la proteina snRNP200 (conocida también como U5-snRNP) en el nicleo, como parte
del espliceosoma (Kattah, 2010). El espliceosoma consiste en una serie de proteinas. Se ha descrito que al menos una
de estas proteinas, U1-snRNP, se expresa en células apoptéticas en pacientes con lupus eritematoso sistémico (SLE, por
sus siglas en inglés) y enfermedad mixta del tejido conectivo (MCTD) lo que conduce a respuestas autoinmunitarias
(Kattah, 2010).

Proponemos que la expresion del snRNP200 por las células de AML ha desencadenado una respuesta aloinmunitaria
(respuesta de injerto contra leucemia) que ha mantenido a los pacientes en remision duradera. Por lo tanto, esta proteina
ahora puede usarse como un nuevo objetivo de la AML. Ademas, dado que los anticuerpos AT12-023 y AT13-031
reconocen especificamente el snRNP200 y también reconocen las células B-NHL, ahora también puede usarse el
snRNP200 como un objetivo para el B-NHL.
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Tabla 3

Informacion general sobre los AcM especificos para la AML derivados a partir de un paciente con una respuesta GvL
potente (donante 59)

AcM AML AML primaria*

Nombre Clase de Ig CD27 |SHM Vu/VL THP-1 | [MM6 | (MO M1 M1 | M1 | M4
AT12-019 IgG1 k + 10/9 ++ + + I+ |++ +/- |-
AT13-023 1gG1 K + 8/4 ++ ++ |+

AT13-031 IgG1 k + 1M ++ + -+ - - |-
AT12-020 IgG3 k + 4/2 ++

AT12-023 IgG3 A - Linea germinal/6 | |+++ ++ + |+t [+t +- | ++
AT12-025 IgG3 k - 171 ++ ++ - |4t - -
AT13-022 IgG3 A + Linea germinal ++ ++ | ++

AT13-024 IgG3 k - 6/3 ++ ++ ++ |+ [+

MM6: MonoMac6; MO: donante 77; M1: donante 69, 79, 86 respectivamente; M4: donante 78
* AML de acuerdo con la clasificacion FAB; SHM: nimero de hipermutaciones somaticas

Tabla 4
Algunos AcM se unen a otros tumores hematolégicos
AcM Otras lineas celulares tumorales hematolégicas Tumores primarios
Nombre Clase de Ig OCI-Ly1 OCI-Ly7 U266 NCI-H929 NHL pt ALL pt
AT12-019 IgG1 k + - - - - -
AT13-023 IgG1 k
AT13-031 IgG1 k ++ + - +/- ++ -
AT12-020 IgG3 k
AT12-023 IgG3 A - - +/- - ++ -
AT12-025 IgG3 k - - + - - -
AT13-022 IgG3 A
AT13-024 IgG3 k ++ + - - - -

OCI-Ly1 y OCI-Ly7: lineas celulares de linfoma difuso de células B grandes; U266 y NCI-H929: lineas celulares de
mieloma multiple; NHL pt: células de linfoma no Hodgkin B recién aisladas a partir de un paciente recién diagnosticado;
ALL pt: células de leucemia linfatica aguda B recién aisladas a partir de un paciente recién diagnosticado.

Tabla 5
Algunos AcM muestran actividad in vitro
AcM Muerte
Nombre Clase de Ig CD27 SHM Vu/VL THP-1 MO/5
AT12-019 IgG1 k + 10/9 no no
AT13-023 IgG1 k + 8/4
AT13-031 IgG1 k + 171
AT12-020 IgG3 k + 4/2
AT12-023 IgG3 A - Linea germinal/6 si

47



ES 2729057 T3

(continuacion)
Algunos AcM muestran actividad in vitro

AcM

Nombre Clase de Ig CD27 SHM Vu/VL
AT12-025 IgG3 k - 1M

AT13-022 IgG3 A + Linea germinal
AT13-024 IgG3 k - 6/3

AT13-023, AT13-031, AT12-020 y AT13-022 ain no se probaron para la actividad in vitro

Tabla 6
2do paciente con AML con respuesta GvL (donante 58)
AcM AML No seune a
Clon CD27 |Clasedelg |SHM Vy/V. |THP-1 (MM6 PBMC |Caco
AT13-033 |+ IgG3 A 18/5 ++ ++ |- -
AT13-034 |+ IgG3 k 14/6 ++ ++ |- -
AT13-035 |- IgG3 A 0/0 ++ ++ |- -
AT13-036 |- IgG3 A 4/9 ++ ++ |- -
AT13-037 |+ IgG3 k 4/8 ++ ++ - -
SHM: numero de hipermutaciones somaticas.

Tabla 7

Muerte
THP-1

si

no

HT-29

HepG2

Informacion general de AcM especificos para la AML derivados a partir de un 3¢" paciente con

una respuesta GvL potente (donante 101)

AcM AML

Nombre Clase de Ig |CD27 |SHM Vw/VL | THP-1 |Molm13
AT14-013 |1gG1«k + 26/11 +++ +++
AT14-014 |1gG3k + 9/6 ++ ++
AT14-015 |IgG3 A + 9/9 ++ -
AT14-016 |IgG3 A + 9/5 ++ ++

AML primaria*

MO M4 | M5!
+++  |++ (/-
- + -

- + -

M52

+

M1: donante 77; M4: donante BL-046; M5': donante BL-034, M5% donante BL-038
* AML de acuerdo con la clasificacion FAB; SHM: nimero de hipermutaciones somaticas

Tabla 8
Los AcM son especificos para la AML (donante 101)
AcM Lineas celulares PBMC
Nombre Clasedelg |FB |[Col |Liv' |[LivZ |CD3 |CD14 |CD19
AT14-013 1gG1 K +- |- +- |- - - -
AT14-014 IgG3 k - - - - - - -
AT14-015 IgG3 A - - - - - - -
AT14-016 IgG3 A - - - - - - -

FB: fibroblastos primarios (piel); Col: Caco-2; Liv': Linea celular hepatica
PBMC: células mononucleares de sangre periférica;
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Tabla 9A

Informacion general de AcM especificos para la AML derivados a partir de un 2% paciente con
una respuesta GvL potente (donante 58)

AcM AML AML primaria*

Clon CD27 |[Clasedelg |SHMVwV. |THP-1 |MM6 MO |MO M1 |M4
AT13-033 |+ IgG3 A 18/5 ++ ++ - - - -
AT13-034 |+ IgG3 k 14/6 ++ ++ +- - - -
AT13-035 |- IgG3 A 0/0 ++ ++ - - - -
AT13-036 |- IgG3 A 4/9 ++ ++ - - - -
AT13-037 |+ IgG3 k 4/8 ++ ++ - - - -

MM6: MonoMac6; MO: donante 77, BL-030; M1 donante 69, respectivamente;

M4 donante 78

* AML de acuerdo con la clasificacion FAB; SHM: nimero de hipermutaciones somaticas

Tabla 9B
Algunos AcM muestran actividad in vitro (donante 59)
AcM Muerte
Nombre Clase de Ig CD27 SHM Vu/VL THP-1 M1
AT12-019 IgG1 k + 10/9 no no
AT13-023 IgG1 k + 8/4 no nd
AT13-031 IgG1 k + 1M si* nd
AT12-020 IgG3 k + 4/2 nd nd
AT12-023 IgG3 A - Linea germinal/6 si nd
AT12-025 IgG3 k - 1M si si
AT13-022 IgG3 A + Linea germinal no nd
AT13-024 IgG3 k - 6/3 no si
*Solo a 37 °C; nd = no determinada

Tabla 10
Algunos AcM muestran actividad in vitro (donante 58)
AcM Muerte
Clon CD27 Clase de Ig SHM Vu/VL THP-1
AT13-033 + IgG3 A 18/5 si
AT13-034 + IgG3 k 14/6 no
AT13-035 - IgG3 A 0/0 si
AT13-036 - IgG3 A 4/9 si
AT13-037 + IgG3 k 4/8 si
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REIVINDICACIONES

Un anticuerpo humano aislado, sintético o recombinante, o una parte funcional de este, que puede unirse al
snRNP200 de células de leucemia mieloide aguda (AML) y que puede disminuir la proliferacion de las células de
AML por oncosis.

Un anticuerpo aislado, sintético o recombinante, o una parte funcional de este capaz de unirse al snRNP200 de
células de AML y disminuir la proliferacion de células de AML, que comprende:

- una secuencia CDR1, CDR2 y CDR3 de cadena pesada y una secuencia CDR1, CDR2 y CDR3 de cadena ligera,
tal como se define por la SEQ ID NO: 1, 14, 27, 40, 53 y 66, respectivamente, o secuencias que muestran al menos
un 90 % de identidad con ellas;

- una secuencia CDR1, CDR2 y CDR3 de cadena pesada y una secuencia CDR1, CDR2 y CDR3 de cadena ligera,
tal como se define por la SEQ ID NO: 2, 15, 28, 41, 54 y 67, respectivamente, o secuencias que muestran al menos
un 90 % de identidad con ellas;

- una secuencia CDR1, CDR2 y CDR3 de cadena pesada y una secuencia CDR1, CDR2 y CDR3 de cadena ligera,
tal como se define por la SEQ ID NO: 7, 20, 33, 46, 59 y 72, respectivamente, o secuencias que muestran al menos
un 90 % de identidad con ellas;

- una secuencia CDR1, CDR2 y CDR3 de cadena pesada y una secuencia CDR1, CDR2 y CDR3 de cadena ligera,
tal como se define por la SEQ ID NO: 9, 22, 35, 48, 61 y 74, respectivamente, o secuencias que muestran al menos
un 90 % de identidad con ellas;

- una secuencia CDR1, CDR2 y CDR3 de cadena pesada y una secuencia CDR1, CDR2 y CDR3 de cadena ligera,
tal como se define por la SEQ ID NO: 11, 24, 37, 50, 63 y 76, respectivamente, o secuencias que muestran al
menos un 90 % de identidad con ellas; o

- una secuencia CDR1, CDR2 y CDR3 de cadena pesada y una secuencia CDR1, CDR2 y CDR3 de cadena ligera,
tal como se define por la SEQ ID NO: 13, 26, 39, 52, 65 y 78, respectivamente, o secuencias que muestran al
menos un 90 % de identidad con ellas.

Un anticuerpo o una parte funcional de este de conformidad con la reivindicacion 2, que comprende una secuencia
variable de cadena pesada que tiene al menos un 90 % de identidad de secuencia con una secuencia seleccionada
del grupo que consiste en las SEQ ID NO: 79, 80, 85, 87, 89 y 91, y/o que comprende una secuencia variable de
cadena ligera que tiene al menos un 90 % de identidad de secuencia con una secuencia seleccionada del grupo
que consiste en las SEQ ID NO: 92, 93, 98, 100, 102 y 104.

Un anticuerpo o una parte funcional de este de conformidad con una cualquiera de las reivindicaciones 1-3, que
se acopla a otro compuesto, preferentemente en donde dicho otro compuesto es un marcador detectable, un
farmaco quimioterapéutico, un resto toxico, una molécula inmunomoduladora, otro compuesto de unién especifica
para la AML, o un compuesto radiactivo.

Una molécula de acido nucleico aislada, sintética o recombinante, que codifica al menos la secuencia variable de
cadena pesada y/o la secuencia variable de cadena ligera de un anticuerpo o una parte funcional de este de
conformidad con una cualquiera de las reivindicaciones 1-3, preferentemente en donde dicha molécula de acido
nucleico comprende una secuencia que tiene al menos un 80 % de identidad de secuencia con una secuencia
seleccionada del grupo que consiste en las SEQ ID NO: 183, 184, 189, 191, 193 y 195, y/o una secuencia que
tiene al menos un 80 % de identidad de secuencia con una secuencia seleccionada del grupo que consiste en las
SEQ ID NO: 196, 197, 202, 204, 206 y 208.

Un vector que comprende una molécula de acido nucleico de conformidad con la reivindicacion 5.

Una célula aislada o recombinante, o un animal no humano, que comprende una molécula de acido nucleico de
conformidad con la reivindicacion 5 o un vector de conformidad con la reivindicacion 6.

Una composicién que comprende un anticuerpo o una parte funcional de este de conformidad con una cualquiera
de las reivindicaciones 1-4, o una molécula de acido nucleico de conformidad con la reivindicacion 5, o un vector
de conformidad con la reivindicaciéon 6, o una célula de conformidad con la reivindicacion 7, preferentemente en
donde dicha composicién es una composicion farmacéutica que comprende un portador, diluyente o excipiente
aceptable farmacéuticamente, con mayor preferencia en donde dicha composicién farmacéutica comprende al
menos dos anticuerpos o partes funcionales de estos de conformidad con una cualquiera de las reivindicaciones
1-4.

Un anticuerpo o una parte funcional de conformidad con una cualquiera de las reivindicaciones 1-4, o una molécula
de acido nucleico de conformidad con la reivindicacion 5, o un vector de conformidad con la reivindicacion 6, o una
célula de conformidad con la reivindicacion 7, para su uso como un medicamento o agente profilactico.

Un anticuerpo o una parte funcional de conformidad con una cualquiera de las reivindicaciones 1-4, o una molécula

de acido nucleico de conformidad con la reivindicacion 5, o un vector de conformidad con la reivindicacion 6, o una
célula de conformidad con la reivindicacién 7, para su uso en un método para al menos en parte tratar o prevenir
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la leucemia mieloide (AML) o el linfoma no Hodgkin B (B-HNL) o para el uso en el diagndstico de la AML o el B-
HNL.

El uso de un anticuerpo o una parte funcional de conformidad con una cualquiera de las reivindicaciones 1-4, o
una molécula de acido nucleico de conformidad con la reivindicaciéon 5, o un vector de conformidad con la
reivindicacion 6, o una célula de conformidad con la reivindicacién 7, para determinar si una muestra comprende
células de AML o células de linfoma no Hodgkin B.

Un método para producir un anticuerpo o una parte funcional de conformidad con una cualquiera de las
reivindicaciones 1-3, que comprende proporcionar una célula con una molécula de acido nucleico o un vector de
conformidad con la reivindicacion 5 o 6, y permitir que dicha célula traduzca dicha molécula de acido nucleico o
vector, lo que produce de esta manera dicho anticuerpo o una parte funcional de conformidad con una cualquiera
de las reivindicaciones 1-3, el método comprende ademas preferentemente cosechar, purificar y/o aislar dicho
anticuerpo o parte funcional.

Un método para determinar si una célula mieloide o una célula linfoide es una célula de leucemia mieloide (AML)
o linfoma no Hodgkin B (B-HNL), el método comprende determinar si el sSnRNP200 esta presente sobre la superficie
de dicha célula, en donde la presencia del snRNP200 sobre la superficie de dicha célula indica que dicha célula
es una célula de AML o B-HNL.

Un método para determinar si las células de AML o B-HNL estan presentes en una muestra que comprende:

- poner en contacto dicha muestra con un anticuerpo o una parte funcional de conformidad con una cualquiera de
las reivindicaciones 1-4, y

- permitir que dicho anticuerpo o parte funcional se una a las células mieloproliferativas o linfoproliferativas, si
estan presentes, y

- determinar si las células AML o B-HNL se unen o no a dicho anticuerpo o parte funcional o, de esta manera,
determinar si las células AML o B-HNL estan o no presentes en dicha muestra.

Un método para determinar si un individuo padece un trastorno mieloproliferativo o linfoproliferativo, en donde
dicho trastorno mieloproliferativo es AML y en donde dicho trastorno linfoproliferativo es linfoma no Hodgkin B, y
comprende determinar si una muestra de dicho individuo comprende anticuerpos especificos para el snRNP200,
preferentemente en donde el método comprende:

- poner en contacto una muestra de dicho individuo con el snRNP200 o un epitopo de este;

- permitir que dicho snRNP200 o epitopo se una a anticuerpos especificos de snRNP200 de dicha muestra, si esta
presente, y

- determinar si dicho snRNP200 o epitopo se une o no a anticuerpos especificos para el snRNP200, en donde la
unién de dicho snRNP200 o epitopo a anticuerpos especificos para el shARNP200 indica que dicho individuo padece
dicho trastorno mieloproliferativo o linfoproliferativo.

Un método para determinar si un paciente que padece de un trastorno mieloproliferativo o linfoproliferativo tiene
una probabilidad mejorada de un resultado positivo del tratamiento con un anticuerpo especifico o una parte
funcional para el snRNP200, en comparacion con la poblacién media de pacientes que padecen un trastorno
mieloproliferativo o linfoproliferativo, el método comprende determinar si el shRNP200 esta presente sobre la
superficie de las células mieloproliferativas o las células linfoproliferativas de dicho paciente, el método comprende:
- poner en contacto una muestra que contiene células mieloproliferativas o células linfoproliferativas a partir de
dicho individuo con un anticuerpo o una parte funcional que es especifica para el shRNP200;

- permitir que dicho anticuerpo o parte funcional se una a las células mieloproliferativas o linfoproliferativas de dicha
muestra, y

- determinar si dicho anticuerpo o parte funcional especifica para el sShRNP200 se une a células mieloproliferativas
o células linfoproliferativas de dicha muestra, en donde la unién de dicho anticuerpo o parte funcional especifica
para el snRNP200 a células mieloproliferativas o células linfoproliferativas de dicha muestra indica que dicho
paciente tiene un posibilidad mejorada de un resultado positivo del tratamiento con un anticuerpo o una parte
funcional especifica para el snRNP200, en comparacién con la poblacién media de pacientes que padecen un
trastorno mieloproliferativo o linfoproliferativo, en donde dicho trastorno mieloproliferativo es la AML y en donde
dichas células mieloproliferativas son células de AML, o en donde dicho trastorno linfoproliferativo es linfoma no
Hodgkin B y en donde dichas células linfoproliferativas son células de linfoma no Hodgkin B.

El uso de un anticuerpo o parte funcional de conformidad con una cualquiera de las reivindicaciones 1-4 para
determinar si un paciente con AML tiene una respuesta injerto contra leucemia.
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FIG. 1

Panel de anticuerpos para la AML de AIMM Therapeutics

NB: numeracion de CDR de acuerde con Eabat y otres (1291)

AT12-023 (11C9-22C11)
Cadena pesada

Reconbinada a partir de los segmentos genicos:
IGHW4A-34*01 F

IGHDZ2-2%01 F

IGHIG*Q3 F

AMTNOACIDO:

Fwl OWOLOOWGAGLLEFSETLELTCAVYGGEFS
COR1 GYYWS

Fwi WIRQPFGEGLEWIG

CDRZ EINHSGESTHYNFSLES

Fw3 BVTISVDTSENQFS LELSSVTAADTAVY YCAR
CORI GRSTSFLOYYYYYMDV

Fwd WAKGTTVTVSS

NUCLEOTIDO:
Fwl cag gty cag cbla cag cag Loy gge goa gga obg LLg aag ool Log gag ace obg bLeo cbo acoe Lgo
got gko tab ggb ggo toco tbo agh

COR1 ggt tac tac tog ago
FwZ tgg atc cgo cag ococ coca ggg aag 999 ckg gag togg atk ggg
CDRZ gaa atc aal cal agh gga age acc aac Lac aac cog boo oboc aag agt

Fw3 ocga gtc acc ata toca ghta gac acg koo aag aac cag btc toc ctg aag cotg ageo tob ghg ace goo
gog gac acg gob ghbg tat tac togbt gog agg

COE3 goco cgt agh acc age cog cbe gac tac tac tac tac tac atg gac gto
Fwd tgg goc aaa ggg aco acyg gtc ace gbte tooc tea

Cadena ligera
Recorbinada a partir de los segmentos génices:

IGLV3I-19%01 F

IGLIZ*02 F

AMINCACIDO:

Fwl E2ELTQLPAVEVALGOTVRITC

COR1 QGDFLRSYTAS

Fwi WYQQKPGQAFVLVIF

CDRZ GEMERES

Fw3 GIFDBFSGESSGHTASLTI TGAQREDEADYY

CDR3 WSRODRSGHHLY
Fwd FGGGTELTWVL

KUCLEATIDD:
Fwl tet bebk gag cbg act cag gac oot geb ghg tebt gbtg gooc thtg gga cag aca gbte agg abkc aca btgoe

CDR1 caa gga gac tte ctc aga ageo tat takt geoa age
Fw? tgg tac cag cag aag cca gga cag goc oot ghka ckt ghbc ate ttt
CDR2 ggt aaa aac aag <gg <cc toa

Fw3 ggg atc cca gac cga tko toct ggeo toc ago tca gga aac aca get toc ttg acc atc act ggg got
cag gog gaa gatb gag got gac tat tac tgt

CDR3 aac tocc ogg gac ogo agt ggt aac cac cotg gtg

Fwd tbko goo gga ggg aco aag cbtg ace gbte cka
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AT12-025 (14D3-12D5)

Cadena pesada

Recombinada a partir de los segmentos genicos:

IGHV4-34*01 F
IGHD1-1*01 F
IGHI4*02 F

BAMINOACIDO:

Fwl OQVOLOOWGAGLLEFSETLSLTCAVYGGSES
COR1 GYYWS

Fw? WIRQPFGEGLEWIG

COR? EINHSGSTHNYMPSLES

Fw3 RVTISVDTSENQFSLELSSVTAADTAVYYCAR
COR23 GSMARFEFPFDY

Fwd WGQGTLVTVSS

NUCLEOTIDO:

Fwl cag gbtg cag cta cag cag Log gge gea gga cbg thg aag cob teg gag ace cbg bteo cte ace bge
got gte tat ggt ggg too tto agt

COR1 ggt tat tac tgg agce

Fw2 tgg atc cgo cag coco cca ggg aag ggg cbg gag tgg att ggg

CORZ gaa atc aat cat agt gga agec acc aac tac aac cog too cto aag aghb

Fwi coga gtc acc ata teoa gta gac acg toc aag aac cag tte too cktg aag ctg age tok gtg acc goo
gog gac acg gob gty tat tac Lot gog aga

CDR3 ggo teoa atg goa aga coo aag cca bttt gac tac
Fwd Lgg ggc cag gga acc ctg gte ace gte toc tea
Cadena ligera

Recombinada a partir de los segmentos génicos:

IGEV1-33*01 F
IGEJ3*0d1 F

AMIKOACIDO:

Fwl DIQMTQSFSSLESASVGDRVTITC

COR1 RASQSISRYLHM

Fw2 WYQUEFGEAFKLLIY

COR2 BASSLOS

Fw3 GVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLOPEDFATYYC
COR3 QDEYSTERT

Fwi FGPGTEVDIE

NUCLEATIDO:

Fwl gac atc cag atg acc cag tet cca too tec cbg teot gea tet ghba gga gac aga gtc acc atc act
tgc

CCOR1 cgg gca aght cag agc att age agg tat tta aat

Fw? bLgg Labt cag cag aaa cca gog aaa goo ook aag cbo cbg akc tat

CCORZ geb gea teco agt bttg caa agt

Fw3 ggg otc coa toca agg tte agt ggo agt gga tot ggg aca gat thto act cto acc atc age agt ctg

caa cctk gaa gat bttt goa act tac tac tgh
CCOR3 caa cag agt tac agt acc cct cgc act

Fwd ttc ggc cct ggg acc aaa gbtg gat atc aaa
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AT13-024 (15H3-10F7)

Cadena pesada

Recombinada a partir de los segmentos génicos:

IGHV3I-30*0Z F

IGHD3-22*01 F

IGHT4*02 F

AMINOCACIDO:

Fwl QVQLVESGGEVYOPGRELRLECARSGETES

CDR1 SYGMH

FwZ WWRQAPGEGLEWVA

CDRZ FIRYDGENEYFADSVRG

Fw3 RFTISRDNSENTLFLOMNSLEAEDTAVYYCAK

CLR3 DPQERIYYSDTSGYLDY

Fwd WEQGTLVTVSS

KUCLEOTIDO:

Fwl cag gty cag ctg gtg gag tot ggg gga gge gbg gtc cag cobt g9y agyg toc ctg aga cto toc tgb
goa gog teok gga thko aco tbto agt

COR1 ago tat gogo atg cac

Fw? btgg gbte cgoe cag goebt oca gge aag gog oty gag tgg gbg goa

CLORZ LLL abta cgg tal gabt gga agb aal aaa tac LLL geoa gac boc gbg agyg goc

Fw? cga tte aco ate too aga gac aat too aag aac acg obtg ttt ctg caa atg aac age ctg aga got
gag gac acg got gbtg tat tac tgt

COE3 gog aaa gat cooc caa gag cogb att tat tac tet gat act agk got tac okt gac tac
Fwd4 tgg ggo cag gga acc obkg gbeo aco gbe teoc btea

Cadena ligera

Recombinada a partir de los segmentos génicos:
IGEV1-5*03 F

IGKEIZ=01 F

AMINCACIDO:

Fwl DIGMTOSPSTLSASVGDRVTITE

CLR1 RASQSISSWLA

Fw? WYQQKPGEAPKLLIY

CLCR2Z KASSLES

Fw3 GVPSRFSGTGSGTEFTLTISSLOFDDFATYYC
CDR3 QUYNTYFYT

Fud FGOGTELEIE

NUCLEOTIDG:

Fwl gac atc cag atg acc cag teot oot teoo acc obg tet goa tob gta gga gac aga gto ace ate act
tgo

CDR1 cgg goo agt cag aght att agk ago btgg ttg goco
Fw? tgg tabt cag cag aaa cca ggyg aaa goo oot aag cte cotg atc tat
CDRZ aag gog tot aght tta gaa agt

Fw3 ggg gto cca tca agg tte age ggc act gge teb ggg aca gaa tto act cte aco atc ago age otg
cag oot gat gat ttt goa act tat tac tge

CLR3 caa cag tat aat act tac cocg tac act

Fwd ttt ggo cag ggg acc aag ckg gag aktc aaa
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AT12-019 (1B3-15E2)

Cadena pesada
RBecorbinada a partir de los segmentos génicos:

IGHV3-23*01 F
IGED3-10*01 F
IGHJ4*02 F

AMINOACIDO:

Fwl EVHLLESGGGLVOPGGSLRLSCAASGFTES

CCR1 SYAMS

Fwz WVEQAPGEGLEWWS

CCR2 TIRASGGSTSYADSVER

Fw2 RFTISRDNSQSRLYLOQMNSLTAEDTAVY YCAE

CLR3 SPAMIRGYRGGDYFDY

Fwd WEQGTLVTVES

NUCLEGTIDO:

Fwl gag gtg cac otg ttg gag tet g9gg gga ggo ttg gta cag cot ggg ggg tec ctg aga cto toe tgt
goa goes tek gga tito acoe btk age

COR1 age tat goc atg agt

FwZ Lgg gte cgo cag gob cca ggy aag ggg oblyg gag tgg ghe Loa

CDR2 act att ago got agt gob ggt age aca ago tac goa gac too gbg aag ggo

Fwd cgg tte ace ate too Aga gac aat Loc cAg AQC agg thg tab ctg caa atg aac agh oty aca goo
gag gac acg goo gta tat tac tgt gog aaa

CDR3 tct ect got atg att cgg gga gtt agg ggg ggt gac tac ttt gac tac

Fwd tgg ggo cag gga ace obg gte ace gto too tca

Cadena ligera

Recombinada a partir de los segmentos génicos:
IGEWV1-8%01 F

IGKJZ2*01 F

AMIKCACIDO:

Fwl ATIRLTQSPSSVSASTGDRVTITOC

CDR1 RASQAFSSYLV

Fwi WYQQKPGEAPHNLLIY

COR2 ATSTLQG

Fw3 GVPSRFSGSGSGTDFTLTISNLOSECFATYYC
CDR3 QY YSYFFT

Fwd FGQGTELEIE

NUCLEOTIDO:

Fwl gos ate cgg titg ace cag tet cca koo beca gte bot goa tot aca gga gac aga gto ace ate act
Lgt

CDR1 cgg gog aghk cag got tikk ago agt tat tta gtco
FwZ tgg tat cag caa aaa cca ggg aaa goc oot aac cte ctg ate tac
CDR? geb aca toe ack ttg caa ggt

Fw3 gog gtc coa tea agg ttc age ggo agt gga tot ggg aca gat tte act cto acc ato ago aac ctg
cag tot gaa gat ttt goa act tat kbac tgt

CCDR3 caa cag tat tat aght tac cot cog act

Fwd ttt ggo cag ggg acc aag ttg gag atc aaa
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AT13-022 (BH1l1l-6P4)

Cadena EEBada

Recombinada a partir de los segrmentos génicos:

IGHWV3-30*03 F
TGHDZ-15*01 F
IGHI&*02 F

AMINOACIDO:

Fwl QVOLVESGGEGVVOIFGRSLELSCAASCFTES

CDR1 SYGMH

Fw? WVRQAPGKGLEWVAV

CDRZ ISYDGSHEYYADSVEG

Fwi RFTISROHSENTLYLOQMHNSLRAEDTAVYYCAK

CDOR3 DGEGIVVIYYYYGMDV

Fwd WGRDGTTVTWVSS

NUCLEATIDO:

Fwl cag gtg cag ctg gtg gag tcoct ggg gga ggo gbtg gtc cag cct ggg agyg teocc octg aga cotc teoo tgt
goa gee Leb gga btbe ace Lbo agl

CDR1 agc tat ggc atg cac

Fw2 tgg gtc coo cag got cca ggo aag ggg ctg gag tgg gbkg goa gttt

CDR2 ata tca tat gat gga aght aat aaa tac tat gca gac toc ghtg aag ggo

Fw3 cga tto acc ate toc aga gac aat too aag aac acg obg tat ctg caa atg aac age obg aga got
gag gac acg gob gbg LAt tac tgt gog aaa

CDR3 gat ggg aag ggg att gta gtt att tac tac tac tac ggt atg gac gtc

Fwd tgg ggc caa ggg ace acg gte acc gto too tea

Cadena ligera

Recorbinada a partir de los segmentos géniceos:

IGLV3I-1*01 F
IGLJ2*01 F

AMINOACIDO:

Fwl SYELTQPRSVSVSPGOTASITC

CDR] SGDELGOEYAC

Fw2 WYQDKPGQSEVLVIY

CDRZ QDSKRES

Fw3 GIPERFSGSNSGNTATLTISGTRAMDEADYYC
CDR3 QAWDSSTVVE

Fwd GEGTELTVL

NUCLEOTIDO:
Fwl tce tat gag ctg act cag cca coc tca gtg too ghbg too oca gga cag aca goc age ate ace tgo

CDR1 tet gga gat aaa ttg ggyg gat aaa tat gotb tgc
Fw2 tgg tat cag cag aag cca ggo cag toco ccoct gbg otg gbto ate tat
CDR2 caa gat age aag ogg coo toa

Fw3 ggg atc cct gag oga tte tet gge too aac tobt ggg aac aca goo act ctg ace ate age ggg acco
cag got atg gat gag geot gac tat tac tgt

CDR3 cag gog tgg gac age ago act gtg gta tte

Fwd ggo gga ggg acc aag ocbg ace gte cta
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AT13-023 (19G7-8L15)

Cadena pesada

Recombinada a partir de los segmentos genicos:

IGHV4-34*12 F
IGHDZ-2*01 F
IGHTJ4*02 F

AMINCACIDO:

Fwl OWVOLOOWGAGLLEPSETLSLTCAVYGGSES
COR1 GYFWT

Fwz WIRQFPGEGLEWIG

CORZ2 ETVHSGGTHNYNFSLES

Fw3 RVTISVDTESKMNQFSLRLNSVTAADTAVYYOVER
CDR3 GLNSFFDY

Fwd WGQGTLVTVSS

NUCLEGTIDG:

Fwl cag gta cag cta cag cag tgg ggo goa gga cktg tbg aag cot tog gag aco ctg too cte acc tgo
goet gbc tat g9t ggg tec tho agt

CDR1 ggt tac tte tgg acc
FwZ tgg atc cgo cag coc cca ggg aag ggg cobg gag tgg atk ggog
CORZ gaa acc gtt cat agt gga ggo acc aac tac aac cocg too cto aag agt

Fw3 cga gtc ace ata Lea gbe gac acg Lec aag aac cag tbte bee ctg agg chkg aac btek gtg ace goo
gog gac aocg gob gbg tabk tas bLglbk gbg aga

CDR3 gge cbb aac age cce LEL gac tac
Fwd bLgg goe cag gga ace cbta ghte ace gte bec tea

Cadena ligera

Becombinada a partir de los segmentos génicos:
IGEV1-17*01 F

IGEJ1*01 F

AMIKCACTDO:

Fwl DIQMTQESPSSLSASVGDRVTITC

CLR1 RASQGIRNVLG

FwZ WYQUEFGKAFKCLIY

CDRZ AASSLOS

Fw3 GVPSRFSGESGEGTEFTLTISSLOPEDFATY YO
COR3 LOHNSHFRT

Fwd FGOGTEVELE

NUCLEQTIDO:

Fwl gac atc cag atg acc cag tot ceoca too btoo ckg tek goa teot gta gga gac aga ghko acc ato act
bgo

CLOR1 ogg goa agl cag gge abll aga aal gttt Lbta ggo
Fw2 bLgg tabt cag cag aaa coca ggg aaa goeo ool aag btge cbg ate tat
CDRZ got gea toc agt ttg caa agt

Fw3 ggg gtc cca teoa agg the age ggo agt gga tot 999 aca gaa tto act cto aca ate ago age ctg
cag oot gaa gat ttt goa act tat tac tgt

CLR3 cta cag cat aat agt cac coco cgg acg

Fwd tbtc ggo caa ggg acc aag gtg gaa atc aaa
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AT13-031 (6GE—2I10)

Cadena pesada

Recombinada a partir de leos segmentos génicos:
IGHYV4-34%01 F

IGHD&E-6*01 F

IGHJ4*02 F

AMINOACIDC:

Ful QVOLOOWGAGLLEPSETLSLTCAVYGGEFS
CORL GYYWS

Fw? WIRQFPGEGLEWIG

CDEZ EINHSGSTHYHNESLES

Fw3 RVTISVDTSEEQFSLELSSVTARDTAVYYCAR
COR3 GPRGMYSSSSGOY

Fwd WGQGTLVTVES

NUCLEOTIDO:

Fwl cag gtg cag cta cag cag tgg ggo goa gga ctg thkg aag coct tog gag acoc ctg  too ckco acc tgo
got gbe tat got ggg koo tto agt

CDR1l ggt tac Lac Lgg age
Fw2 tgg abtc cge cag ooo oca ggg aayg gog obg gag bLgg abthl ggg
CORZ gaa atc aat cat agk gga ago aco aac tac aac cog btoco cto aag agt

Fw3l cga gbtc acc ata tca gta gac acg tocc aag aag cag tte too cktg aag ctg age tot gtg acc goo
gog gac acyg gob gkg tat tat tgt gog aga ggo

COE3 coc ogg gge atg tat age age teog too gog gac tac

Fwd tgg goge cay gga ace obg gto acc gt too tea

Cadena ligera

Becombinada a partir de los segmentos geénicos:
IGEV1-17+*01 F

IGKJZ*02 F

AMINOACIDO:

Fwl DIQMTQSPFSSLEASVGDRVTITC

COR1 RASQGIRNDLG

Fuw? WYQRDEPGEAFKRLIY

CORZ ARVELOS

Ful GVPSPFSGSGSGTEFTLTISSLOPERFATY YD
CDER2 LOQHNSYERT

Fwd FGOGETELEIE

NUCLEOTIDO:

Fwl gac atc cag abtg acc <ag tet cca too too oty Lok gea bot gta gga gac aga gte ace atc act
tgz

TRl ogg cgeoa agt cag ggo att aga ast gat bka ggo

Fw? Lgg Lal cag cag aaa oca ggo aaa goo ccb aag cge cbg abc tat

COREZ gob goa gblc agt Lig caa agt

Fwl ggg gtc cca teca agg tte age ggo aghb gga tek ggg aca gaa tbte act cte aca atec ago ago ctg
cag ook gaa gat tEE goa act tat tac tgt

COR3 ota cag cat aat agh tac cot cgg act

Fw4 ttt ggo cag ggg acc aag cotg gag atc asa
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AT12-020 (1B3-13CH)

Cadena Egaadn

Recombinada & partir de los segmentos génicos:

IGHVI-Z1*01 F
IGHD1-26401 F
IGHTE*03 F
AMINCACIDO:

Fwl EVOLVESGGGLVKPGGELRLSCARSGFTFS
COR1 TYSMEN

Fw? WWRQAPGEGLEWYS

CORZ SIS555GYIYYADSVEG

Fw3 RFTISRDHAKNSLYLOMNSLRAEDTAWYYCAR
COR3 DGTFSYYYYMOW

Fwd WOEGTTVTVES

KUCLEOTIDO:

Fwl gag gbg cag cbtg gbtg gag bteb gog gga ggc cbg gboc aag cob gogy g9y Looc obg aga cke bteo bgt
goa goc tet gga tte aco tte agt

CDR1 acc tat agc atg aac
Fw? Lge gbe cgo cag gob coca 999 aag g9y oLy gag Loy gbe Lea
CDRZ too att aght aght agh agt ggbt tac ata tac tac goa gac tca gbg aag gogo

Fw3 cga thoe acc atc Loo aga gac aac Qoo Aag Aaac Loa cbg Lab cbtg caa abtg aac age cbg aga goo
gag gac acg gob gtg bat tac bgb gog aga

CDR3 gabt ggg act Lbc Lec bac tac tac Lac alg gac gtc

Fwi Lgo ggoe Aa® gog Acc acg gt ace gbo too toa

Cadena ligera
Reconbinada a partir de los segmentos géenicos:

IGKV1-8*01 F
IGEJ1*01 F

AMINOACIDO:

Fwl AIEMTQSPSSFEASTGDRVTITC

COR1 RASQDISSSLA

Fwz WYQQEPGEAFELLIY

CORZ AASTLOS

Fw3 GVPERFEGEGEGTOFTLTISCLOSEDFATYYC
CORY QUYYSYPFT

Fwé FGOGTRLEIE

NUCLEATIDO:

Fwl goc akc cgg atg acc cag btoct coca toc teca tte tet goa btock aca gga gac aga gto acce atc act
Lot

COR1 cog gog agb cag gab abtt age agb Lot tha gec
Fw? tgg tat cag caa aaa coa ggg aaa goo oot aag oftc obg ato tat
CORZ gob gea too act Ltg caa agh

Fiwd gga ghe cca Lea agyg Lbe age gge agl gga bel ggg aca gas bLbe act chke ace abs age Lgs clyg
cag kot gaa gat btk geoa act ktat tac tgt

CORY caa cag LAb tat aght tac oot cog acg

Fwéd ttc ggo caa gog acc agg ttg gaa atc aaza
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AT13-033 (TH10-2A4)

Cadena pesada

Recombinada a partir de los segmentos genicos:
IGHV3-30%03 F

IGHD4-23*01 ORF

IGHI&*02 F

AMINCACIDO:

Fwl OVQLVESGGGVVIFGRSLRLSCAVSGLSFR
CHR1 MYGMH

Fw? WWRQAFPGEGLEWVA

CDRZ VISHDGEETYYGHSVEG

Fw3 RFTISROESKTMLFLOMNSLRFEDTAVYYCAK
CDR3 AGLMNYYGMLLSNYFYYGMDV

Fwi WGQGTTVTVES

NUCLESTIDO:
Fwl cag gtg cag ctg gtg gag tct ggg gga gge gbg gte cag oot ggg agg toc cotg aga coto teoc tgt
goa gte tot goga cte agh the agg

CDR1 aat tat gge atg cac
FwZ tgg obtec cge cag gob coc gge aag ggg cbg gag togg gbg geoa
CoRZ gbe att tocg cat gat gga agt aasg aca tac tat gga cac toce gtg aag ggo

Fw3 cga ttc acc ata tocc aga gac aaa too aag act atg ttg ttk ckco caa atg aac ago ctg aga cct
gag gac acg gob gbt tab tac tgb gog aaa

CDR3 goo ggy Lbg aac tac Lab gga aac oba Lta btca aac tac tboe Lac Lac gga abtg gac ghc
Fwd Lgg ggc caa g9y acc aca gbc aco gbke btog tea
Cadena ligera

Becorbinada a partir de los segmentos génicos:

IGLVZ-8*01 F
IGLJ2*01 F

AMINCACTIDO:

Fwl QSALTOPPSASGSPGOSVTISC
COR1 TGTSS0IGEYNYVE

FwZ WYQHEFPGEAFELMIY

CDRZ EVTERFS

Fw3 GVPLRFSGEKSGHNTASLTVSGLOAEDEARRYYC
CDR3 SSYAGSHDLL
Fwi FGGGTELTVL

NUCLEOTIDO:
Fwl cag tet goc ctbg act cag oot coc tof gog toe ggg tot ootk ggt cag toa gbe aco ate toc tat

CDR1 act ggg acc ago agt gac akt ggb ggt tat aac tat gtc too
FwZ tgg tac caa cac cac oca ggo aaa goo ococ aia ktg atg att tat
CORZ gag gtc act aag cgg coc tcoa

Fw3 ggg gtc cokbk gat cghb tte kot ggo too aag tot ggo aac acg goo teoo ckg acc ghto kot gga cko
cag got gag gat gag gob cat tab tac tge

CDOR3 age teca tat gea ggo agoe aac gat ttg cta

Fw4 ttc ggo gga ggg ace aag ctg acc gbe ctg
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AT13-034 (7H10-4F3)

Cadena Egsada

Recombinada a parctir de los segmentos geénicos:

IGHW3-33%01 F
IGHDZ-15*01 F
IGHJ4*02 F

AMIKCACIDO:

Fwl OWVHLVESGGGWVIPGTSLELSCAASEFTES
CCR1 SHAIH

FuZ WWROAPGEGLEWVA

CDRZ2 LIWYDGSHNNYYADSVEG

Fw3 BFTISRDSSKNTVHLOMNSLEVEDTAVYYC
CORI ARDGCTGESCCYRDE

Fud WGQOTLVIVES

NUCLEOTIDO:

Fwl cag gtg cac cbtg gto gag tot ggg oga goo gbg gto cag oot ggo acg too ctg aga cko too tgb
goa gog Lel gaa tbo aco Lbe agl

CCeR1 toc cat goo ata cac
Fw? btgg gbe ogo cag goeb coca gge aag gog cbg gag btgg gbg goa
CDRZ ctt ata tgg tat gat gga agt aat aat tat tat gca gac teo gbg aag ggo

Fw3 cga tte aco atc toc aga gac agh tooc aag aac acg gbtg cat ctg caa atg aac ago cbtg aga gto
gag gac acy gob gbg Lab Lac Lgl

CDR3I gog aga gat ggt tgt act ggt ggt age tge tge tat ttt gac aac
Fwd4 tgg ggo cag gga acc cta gbteo acc ghko too tog
Cadena ligera

Becorkbinada a partir de los segmentos génicos:
IGEW3-15*01 F

IGKJ4*01 F

AMINCACTIDO:

Fwl EVVMTQSPATLSVSPGERATLSC

CLR1 RASQSISHNLG

Fws WYQQEPGIAFRLLIY

CRREE GASTRAT

Fw? GIPGRFSGSGEGTEFTLTIYSLOSEDFAVY YD
CCR3I QOYHNWERLT

Fwd FGGGTEVEIK

RUCLEOTIDO:

Fwl gaa gta gtg atg acg cag toct cca goo aco cbg kot gbg tet coca ggg gaa aga goo aco cto toco
bgo

CLR1 agg goc agt cag age att age aac aac tta goo

FwZ tgg tat cag cag aaa cct ggo cag gobt coco agg cto cto ate tac

CORZ gobt goa too acc agg goc act

Fw3 ggt atc cca ggo ago ttc agt ggo agt gog tot ggg aca gag ttoc act cteo acc atoc tac ago ctg
cag toct gag gat tkt goa gtt tat tac tgt

CCRI cas caa tat aat aac tgg oot ogg cbe act

Fwd4 ttc ggo gga ggg acc aag gbtg gag atc aaa
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AT13-035 jl!c?—!rﬁi
Cadena EEaada

Becombinada a partir de leos segmentos génicos:
IGHW3-30*03 F

IGHD3-10*01 F

IGHJ4*02 F

EMINCACIDOD:

Fwl QVOLVESGGGVVIPGRSLRLSCAARSGETFS
CDR1 SYGMH

FwZ WVRQAPGEGLEWVA

COR2 VISYDESHEYYADSVEG

Fw? RFTISRDNSERTLYLOQMNSLRAEDTAVYYC
CORE3 AKDSYYYGESGRRWGYYFDY

Fwd WGEQGTLVTVES

NUCLEAQTIDO:

Fwl cag gtg cag ctg gtg gag teot gog gga gge gbg gbto cag oot ggg agg tcoc ctg aga cto too kgt
goa goc Lot gga btbe ace Loe agt

CDR1 agc tat ggo atg cac
Fw2 tgg gtc ogo cag got coca ggo aag ggg obtg gag tgg gbg goa
CORZ gttt ata tca tab gab gga agbt aal aaa tac Lab gca gac Loc gbtg aag ggo

Fwl cga tke acc ate Lec aga gac aak toco aag aac acyg chtg tat cbg caa atg aac age ctg aga got
gag gac acg got gtg tat tac tgt

COR3 gog aaa gac tog tat tac tat ggt tog ggg aga coga tgg ggo tac tac ttk gac tac

Fwid tgg gge cag gga acc otg gtc acc gba too tea

Cadena 1iEE£a

Recombinada & partir de los segmentos génicos:
IGLW3-19*01 F

IGLJZ*01 F

AMINCACTDO:

Fwl SERLTOLDPAVEVALGOTVRITE

COR1 QGDSLRSYYAS

Fu? WYQUKPGOAPVLVIY
COE2 GENMEES

Fwl GIPDRFSGSSSGNTASLTITCAQAEDEADYYC

COR3 NSROSSGHEVY

Fud FGGEGETELTVL

KUCLEOTIDO:

Fwl tct tet gag oty act ¢cag gac cocb geb gty teb gty goe thg gga cag aca gt agg ate aca tge

CDR1 caa gga gac age cbo aga age tabk tat goa ago
Fw2 tgg tac cag cag aag oca gga cag goo oct ghka okt ghbe ate tat
CDR? ggL aaa aac aac cgg coo Lea

Fwl ggyg akc cca gac oga tte tot gge too age teca gga aac aca got too ttg acc atc act ggg got
cag gog gaa gat gag get gac tat tac tgt

COR3 aac tec ogg gac age agb ggbt aac cak gbg gla

Fwd tkc ggo gga ggg acc aag cobtg acc gbe cta
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AT13-036 ({12C2-5F6)

Cadena pesada

Recombinada a partir de los segmentos génicos:

IGHV3I-21*01 F

TGHDAE-Z24%01 ORF

IGHJe*az2 F

AMINOACIDO:

Fwl EVOLVESGGGLVEPGGSLRLSCAASGFTFS

CDR1 S5YSMM

Fw? WVRQAPGRGLEWYS

CDR2 SISSSSTYIYYADSVEG

Fwi RFTISRDNARNSLYLOMHSLRAREDTAVYYC

CDR3 ARRREVGRDGYSLYPRGYHYGMDV

Fwd WGEQGETTWVTWVSS

NUCLEOTIDO:

Fwl gag gtg cag ctg gtg gag tot gog gga gge ctg gbte aag oot ggg ggg tooc ctg aga cbo too tgt
geoa gee tob gga tto acc titc agt

CDR1 agt tat agec atg aac

Fw2 tgg gtce cge cag got cca gogg aag ooy obg gag Lgg gte teoa

CDR? tcocc att agt agt agt agt act tac ata tac tac gcoca gac tca gtg aag ggo

Fwd cga ttc acc atc toc aga gac aac goc agg aac tca ctg tat ctg caa atg aac age cbtg aga goco
gag gac acg got gtg tat tat togt

CDR3 gog aga agg agg gag gbo ggbt aga gat ggo tac agt ttg tac coc ogg gogg tac cac tac ggbt atg
gac gte

Fwd tgg ggc caa ggg acc acg gteoc acc gbko toco tca

Cadena ligera
Recombinada a partir de los segrmentos génicos:

IGLVE-14*01 F
ICLJZ*O1 F

BMINOACIDO:

Fwl QSALTOFASVSGSPROQSITISC

CDR1 TGTEEDVEEYNYWVS

Fwl WYOQLFGHAFKLMIY

CDRZ DVHDRFS

Fw3 GVSIRFSGESKSGNTASLTISGLOAEDEADYYC
CDR3 S5YTRSNTVI

Fwd FGGGTELTVL

NUCLEATIDO:

Fwl cag tet gec ctyg act cag cot goo btoo gbg teb ggg tet oot aga cag teg ate ace abe too tge
CDRl act gga acc age agt gac gttt ggb ggb tat aac tat gto teo

Fw2 tgg tac caa caa ctc coca ggo aaa goc coc aaa ke atg att tat

CDR2 gat gtc aat gat cgg coo toa

Fw3 ggg gtt tot att cgo the tot ggo toc aag tet gge aac acg goo too otg aco atc tot ggg cto
cag got gag gac gag got gat tat tac tgo

COR3 age tcea tat aca aga ago aac act gtg ata

Fwd bbe ggc gga ggg ace aaa cbg aco gbte cka
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AT13-037 (3G11-5E3)

Cadena EEBada

Recorbinada a parcir de los segmentos génicos:

IGHW3-33*01 F

IGHD5-12*01 F

IGHJ4*02 F

AMINGQACIDO:

Fwl QWOLVESGGEVVIPGRELRELSCAASGEFTES

CDR1 TYGMH

Fw? WVRQAPGHEGLEWVA

CDR2 VIWYDGENTYYADSVEG

Fw3 RFTISRDHSKENTLYLOQIKSLRAEDTAVYYC

CDR3 ARGRGYSAQGHRENRAYYFDY

Fwd WGQGTLWTVES

NUCLESTIDO:

Fwl cag gtg cag ctg gbtg gag tot ggg gga ggoe gtg gbkc cag ook ggo agg too cobkg aga ckce teoo tgt
gza gog kot gga kbt aceo tke agt

CDR1 acc tat ggo atg cac

Fw2 tgg gtc ogeo cag get cca gge aag ggg ctt gag tgg gtg gea

CDR2 gtt ata tgg tat gat gga agt aat aca tac tat gcoca gac toc gbtg aag ggo

Fw3 cga tte ace atc toc aga gac aat toc aag aac aca ctg tat ctg caa ata aag age ctg aga goo
gag gac acg got ghbc tat tac tgt

CDR3 gog aga gge oght gga tat agt goo caa ggg aat ogg aat agg got tac tac ttt gac tac

Fwi tgg gge cag gga acc cotg gte acc gto too tca

Cadena ligera

RBecormbinada a partir de los segmentos geénicos:
IGKW3-15*01 F

IGEJ2*d1 F

AMINOACIDC:

Fwl EIVMTQSPATLSVSPGERVILSC

CDR1 RABQEVESHLA

Fw? WYQOKPGQFPELLIY

CDRZ GAFTEWT

Fw3 GVRARFSGSGSGTEFTLTISSLOQSEDFAVYYC
CDR3 QUYNDRERYT

Fwé FGQGTELEIEK

KUCLEOTIDO:

Fwl gaa ata gtg atg acg cag tct cca goo aco otg tot gtg tet cca ggg gaa agg ghc atc cto too
Lgc

CDR1 agg goc aght cag aghk gbbk age age aac tta gec
Fw2 tgg tac cag cag aaa oot gge cag cct coco agg cte cte ate tat
CDR2 gyl goa tbte acg agg gbto act

Fw3 ggt gtc cca goc agg LLo agt ggo agt ggg Lot ggg aca gaa tLhc act ¢t acc atc Ago ago ctg
cag belb gaa galk £bb geoa gbbt tabt tac bgt

CDR3 cag cag tac aat gac cgg ceoc ceg tac act

Fwéd LLL ggo cag ggg aco aag cbg gag atc aaa
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AT14-013 (2K23-1K13)

Cadena pesada

Recombinada a partir de los segmentos génicos:

IGHV4-4*02 F

IGHD&-19*01 F

IGHJ5*02 F

AMINCACTIDO:

Fwl QGRLOESGPGLVEFSETLTLTCAVSGGESSVE

COE1 SPHWWT

Fw2 WVEQAFGEGLEWIG

CORZ EIYYGGRWVSYMSALRS

Fw3 RVTISSDRSKEEFSLELRSVTAADTAIYYC

CCR3 AGQENIGCGYSSCFISWFDT

Fwd WGOGIAVTVSS

NUCLEGTIDO:

Fwl cag ggg cga ctg cag gag tog goc cca gga cbg gtg aag oot tog gag ace ctyg acc cte acg tge
got gtg tooc ggbt ggo btoco too gbko ago

CDER1 agk cob aac Lgg Lgg act

FwZz tgg gtc cgo cag goo coc ggg aag ggg ctg gag tgg att gga

CDRZ gaa ate tabt tat ggbt ggg aga gbg age tac aac bLeg goo cbe agg agt

Fw3 cga gtc acc att ktca tca gac agg tocc aaa gag gag ttcoc tcoc cktg aaa ctg agg tcoct gtg acc goco
gog gac acg goc ata tat tat kgt

CDRY gog got caa aaa aat att gge tgb ggt tac age aght tgo ttb ate agt tgg the gac ace

Fwd tgg gga cag gga att geog gkc acc gbto too tcoa

Cadena ligera

Becombinada a partir de los segmentos génicos:
IGEV4-1*01 F

IGKJ2*01 F

AMINCACIDO:

Fwl DIVMTOSPDSLAVSLGERATIAC

CDOR1 EKSSQTILOQRSHMHLNYLA

Fwe WYQORPGOPFKVLIY

CLCRZ WASTRES

Fw3 GVPDRFSGSGSGTDFTLTINSLOAEDWVAVYYC
CCRY HOYYTTFQT

Fwd FGRGETEVEILR

NUCLEOTIDO:

Fwl gac atc gtg atg acc cag btob cca gac too cbg got gty tot obg gge gag agg goc acc atc goo
tgc

CDER1 aag Loo ago cag ack abtt Lba casa agg btoo aac cab Lbg aac Lac tba got
Fw?Z tgg tac cag cag aaa cca gga cag cckt cct aaa gtg cte att tat
CORZ2 tgyg goa Lebt acc ogg gaa Lo

Fwl ggg gtec cct gac oga tte agt ggc age gog tot ggg aca gat tte act cte acc atec aac age ctg
cag got gag gat gtg geoa gkt tat tac tgt

CCRI cac caa tat tat act act c¢og cag act

Fwd4 ttt ggo cag ggg acce aag gbkg gag atc aaa
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AT14-014 (6P13—5HS)

Cadena pesada

Decombinada a partir de los segmentos genicos:
IGHWV3I-15*01 F

IGHD3-22*01 F

IGHTJ4*02 F

AMINOACIDO:

Fwl BEVOLVESGEGLVEPGGSLELSCARSGRTES
COR1 DAWME

Fwi WWRZAPGEGLEWVG

COEZ HINTEVDGETTEYAAFVEG

Fw3 RFTISRCOSEMSLYLHMODSLETEDTAVYYC
COR3 TTEAIYDSSGYFHOY

Fwd WGERGELVTVES

NUCLEGTIDO:

Fwl gag gtg cag ctg gtg gag tct ggg gga ggt ttg gta aag ccot ggg ggg too ctt aga ctc koo kgt
goa goo btet gga tto act the agh

CORl gac goo Lgg atg ago
Fw2 Ltgg gle cgo cag gob cca g9y aag g9y obg gag Lgg gbtl ggo
CORZ2 cat att aac acc aaa gkbt gat ggt ggg aca aca gag tac got goa coc gbg aaa ggo

Fw3l aga ttc acc atc tca aga gat gat tca aaa aat teog ckg tat ctg cac atg gac age ctg aaa acco
gag gac aca goo ghbg tak tac tgt

COR3 acc aca gag gog aka tat gat agt agh ggb tat tkc cat gac tat
Fwd tgg ggo cag gga toe cbtg gbe ace gte tec tcoa

Cadena ligera

Recombinada a partir de los segmentos génicos:
IGKV4-1#*01 F _
IGEJ1*01 F

AMINCACIDG:

Fwl DIVMTOSPDSLAVSLGERATING

COR1 KSSRSVLYSSHNENYLA

Fw? WYQRKPGOPFKLLIY

CDRZ WASIRES

Fw3 GVFDRFSGSGSGTDFTLTINS LQARDVAVY YD
COR3 QUYSRERT

Fwd FOQCTEVEIE

NUCLEGTIDO:

Fwl gac atc gtg atg acc cag tob ooa gac Loc obg gob ghtg Lot obg ggo gag agg goo ace abtc Aac
tge

ChEl aag tceo age cgg agkt gbt tta tac age toce aac aat aag aac tac tta get
Fw? Lgg Lac cag cag aaa cca gga cag ool oot aag cbg cboe akbt tac
COR2 tgg goa Lot atc cgg gaa Lo

Fw3l ggg gtc oot gac cga ttc agt ggo age ggg tot ggg aca gat ttc act cto ace atc aac ageo ctg
cag gob gaa gat gbg goa gbkt tab tac kgt

COR3 cag caa tat tobt cgb cot cog acg

Fwd4 tbc ggo caa ggg acc aag ghg gaa atc aaa

68



ES 2729 057 T3

AT14-015 (1L18-7H16&)

Cadena Eeaada

Recombinada a partir de los segmentos génicos:
IGHV3I-49*04 F

IGHD4-11*01 F

IGHI&E*03 F

AMINCACTIDO:

Fwl EVQLVESGGCLADPCGRSLRLECTASGFRFG

COR1 DFAMS

Fwz WWRDAPGEGLEWVG

CDRZ FIRTEANDGTTEYAASVEG

Fw3 EFITSEDDSESTAYLOMHMSLETREDTAVY YO

COR3 ASDEFFMTTRY Y Y Y Y MOV

Fwd WGEGTTVTVES

NUCLEQTIDO:

Fwl gag gtg cag ctg gtg gag tog ggg goga ggo tbg goa cag cca g9g ogg teoo cbg aga cte too tot
aca got tok gga tko agg bbb ggt

CDR1 gat tkk gcot atg aght

FwZ tgg gte ogce cag got ©oa ggy aag gga obg gag tgg gba got
CDRZ tte att aga acc aaa gob aat gat @@ aca &CAa gaa LAc goc gog tob gty aaa ggo

Fw3 aga ttc atc atc toa aga gat gat toco aaa act atoc oo tat cotg caa atg aac ago cbkg aaa acc
gag gac aca goc gbt tat tac tgt

COR3 gcot age gat coo tto atg act aca gac tat tac tac tac tac atg gac gto

Fwd tgg ggo aaa ggg acc acg ghte aco gbeo btoo teoa

Cadena ligera

Recombinada a partir de los segmentos génicos:

IGLVE-8*01 F
IGLIE*01 F

AMINCACIDO:

Fwl QSALTOPPSASGSPGOSVTISC

COR1 TGTSSOVGGYNEVS

Fw2 WYQHHPGEAPKELMIY

CODRZ? EVYKRPL

Fw3 GVPFDRFSGSKSGNTASLTVSGLQAEDEAYYYC
CODR3 SSYGGTVLF

Fwid GGGTHELTVL

NUCLEOTIDO:

Fwl zag tckt goc ctg act cag ccot coco too gog toc ggg tot ccoct gga cag toca gbc ace atc too tgo
CLOR1 ach ggg acc age agb gac gtb ggt ggtb Lat aac teb ghke too

Fw2 Lgg btac caa cak cac ¢cca gge aaa Qoo oo aaa clbe abg att tat

CLDRZ gag gbto tat aag cgg ooc Lta

Fw3 ggg gte cct gat cgo thbe tot gge too aag tet goo aac acg goo too otg ace gto tot ggg cto
cag got gag gat gag got tat tat tac tgo

CDR3 agc tca tat gga ggo acc gbtg cta thko

Fwid ggc gga ggg acc aag ckg acc gto cta
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AT14-016 (lP22Z-8F16)

Cadena pesada
Recombinada a partir de los segmentos génicos:

IGHVI-23%01 F i

IGHDZ-15%01 F

TGHIZ*02 F

AMINOACIDO:

Fwl EVOVLESGGDSVOPGGSLRLSCAASGETRS

CDR1l SYAMT

Fw2 WVRQAPGEGLEW/ES

CDRZ SISGSGESTYYADSVRG

Fw3 RFTISRODNSKENTLYVOMNSLERAEDTAVYYC

CDR3 AKGYVOCSGGHNCYSGERFDI

Fwa WEQGETVVTVSS

NUCLEATIDO:

Fwl gag gtg <aa gtg ttg gag tck ggg gga gac tog gta cag cct ggg ggg toc ctg aga cbe too tgt
gcoca goo teot gga tte ace kbt agoe

CDR1 agc tat goc atg acc

FwZ tgg gtc cgo cag got cca ggg aag ggg ctg aaa tgg gtec toa

CDR2 agt att agt ggt agt ggbt ggt age aca tac tac gea gac toc gbg agg ggco

Fw3 cgg Lbtg acc atc tcc aga gac aat Lcc aag aac acg obg tat gtg cag atg aac age cbg aga gcc
gag gac acg goo gta tat tac bgh

CDR3 gog aaa gga tat gtg ggg tot agt got ggg aac tgo tac tog ogg oot got ttbt gat atco

Fwd4 tgg ggo caa ggg aca gtg gte ace gte tot tea

Cadena liﬂgra

Fecombinada a partir de los segmentos genicos:

ICLV3I-Z21*01 F

IGLJ2*01 F

AMINOACIDO:

Fwl SYVLTQFFSVSVAPGKTARITC

COR1 GGNNIGSESVH

Fw? WYQORPGORPVIVTY

COR2 YOTORES

Fw3 GIFERFSGSHSGHTATLTTSRVEAGOEADYYC
CDR3 QVWONTSDHEWWE

Fwd GGGTELTVL

NUCLEATIDO:
Fwl tcc tat gbtg ctg act cag coca cocc teca gtg tca gtg goc cca gga aag acg goc cgg aktt acc tgt

CDR1 ggg 999 aac aac att gga agkt gaa agt gtt cac
Fw2 tgg tac cag cag aag coa ggo cag goo oot gbg gtg gto ato tat
CDRZ2 tat gat acc gac cgg ccc tea

Fw3 ggg atc coct gag cgeo tbo tot gge toe aac tot ggg aac acg goc ace otg ace atc age agg gto
gaa goo g9y gat gag goo gac tat tac tgt

CDR3 cag gtg tgg gat aac act agt gat cat cct gtg gta tte

Fwd ggo gga ggg ace aag ckg ace ghke cta
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FIG. 2
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Actividad in vitro del AT12-023
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Destruccion de blastos primarios (AML M5)
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Anticuerpos derivados a partir del donante 58
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Historia clinica del donante 101
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Destruccion de blastos primarios (AML M5)
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