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ES 2732278 T3

DESCRIPCION
Anti-CD38 mas corticosteroides mas un agente quimioterapéutico no corticosteroideo para el tratamiento de tumores
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere al tratamiento del cancer utilizando una terapia combinada que comprende un
anticuerpo que se une a CD38, un corticosteroide y un agente quimioterapéutico no corticosteroideo.

Antecedentes

El mieloma muiltiple es una neoplasia maligna de células B caracterizada por la acumulacion latente en la médula
6sea de células plasmaticas secretoras con un indice de proliferacion bajo y una vida util prolongada. En dltima
instancia, la enfermedad ataca los huesos y la médula 6sea, lo que produce multiples tumores y lesiones en todo el
sistema esquelético.

Aproximadamente 1% de todos los canceres, y un poco mas de 10% de todas las neoplasias malignas
hematoldgicas, se pueden atribuir al mieloma multiple (MM). La incidencia de MM aumenta con el envejecimiento de
la poblacién, con una edad media en el momento del diagnostico de aproximadamente 61 afios.

Las terapias disponibles actualmente para el mieloma multiple incluyen quimioterapia, trasplante de células madre,
Thalomid® (talidomida), Velcade® (bortezomib), Aredia® (pamidronato) y Zometa® (acido zoledrénico). Los
protocolos de tratamiento actuales, que incluyen una combinacién de agentes quimioterapéuticos tales como
vincristina, BCNU, melfalan, ciclofosfamida, adriamicina y prednisona o dexametasona, producen una tasa de
remision completa de solo aproximadamente 5%, y la supervivencia media es de aproximadamente 36-48 meses
desde el momento del diagndstico. Los avances recientes en el uso de quimioterapia de dosis altas seguida de
trasplante de células mononucleares de médula 6sea autdloga o sangre periférica han aumentado la tasa de
remision completa y la duracidon de la remision. Sin embargo, la supervivencia general solo se ha prolongado
ligeramente y no se ha obtenido evidencia de cura. En ultima instancia, todos los pacientes con MM recaen, incluso
bajo terapia de mantenimiento con interferén alfa (IFN-a) solo o combinado con esteroides.

Si un paciente es candidato o posible candidato para un trasplante autélogo, la terapia de induccién a menudo
implica quimioterapia no alquilante, ya que los agentes alquilantes interfieren en la extraccion (recogida de células
madre). El régimen preferido es VAD, que permite una cosecha posterior (Wu KL, Clin Lymphoma Myeloma 2005;
6:96). Otra modalidad de tratamiento, sometida a prueba en el contexto de la induccién antes del trasplante, incluye
la Talidomida combinada con dexametasona (Cavo M Blood 2005; 106:35).

La eficacia de los regimenes de tratamiento quimioterapéutico disponibles para el MM esta limitada por la baja tasa
de proliferacion celular y el desarrollo de resistencia a multiples farmacos. Para mas de 90% de los pacientes con
MM, la enfermedad se vuelve quimiorresistente. Como resultado, se estan buscando regimenes de tratamiento
alternativos destinados a la inmunoterapia adoptiva dirigida a antigenos de superficie en células plasmaticas.

CD38 es un ejemplo de un antigeno expresado sobre tales células plasmaticas malignas, y se expresa en una
variedad de enfermedades hematolégicas malignas, que incluyen, entre otras, mieloma multiple, leucemia linfocitica
cronica de células B, leucemia linfocitica aguda de células B, macroglobulinemia de Waldenstrom, amiloidosis
sistémica primaria, linfoma de células del manto, leucemia pro-linfocitica/mielocitica, leucemia mieloide aguda,
leucemia mieloide cronica, linfoma folicular, leucemia de células NK y leucemia de células plasmaticas. La expresion
de CD38 se ha descrito en células epiteliales/endoteliales de diferente origen, incluyendo el epitelio glandular en la
prostata, las células de los islotes en el pancreas, el epitelio ductal en las glandulas, incluida la glandula parétida, las
células epiteliales bronquiales, las células en el testiculo y el ovario, y el epitelio tumoral en el adenocarcinoma
colorrectal. Las enfermedades en las que podria estar implicada la expresion de CD38 incluyen, pero no se limitan a,
carcinomas broncoepiteliales de pulmoén, cancer de mama (que evoluciona a partir de la proliferacion maligna del
revestimiento epitelial en conductos y lébulos de la mama), tumores pancreaticos que evolucionan a partir de las
células b (insulinomas), tumores que evolucionan desde el epitelio en el intestino (p. e€j., adenocarcinoma y
carcinoma de células escamosas). En el SNC, los neuroblastomas expresan CD38. Otras enfermedades de este tipo
incluyen carcinoma en la glandula prostatica, seminomas en los testiculos y cancer de ovario.

Normalmente, el CD38 es expresado por células hemopoyéticas y en tejidos soélidos. Con respecto a las células
hemopoyéticas, la mayoria de los timocitos medulares son CD38", las células T y B en reposo y en circulacién son
CD38 y las células activadas son CD38". CD38 también se expresa en aproximadamente 80% de las células NK en
reposo y en los monocitos, y en los linfoblastos del centro germinal de los ganglios linfaticos, las células B en plasma
y algunas células intrafoliculares. CD38 también puede ser expresado por células dendriticas. Una proporcion
significativa de células de médula 6sea normales, células precursoras particulares, expresan CD38. Ademas de las
células precursoras linfoides, CD38 también se expresa en eritrocitos y en plaquetas.
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Con respecto a los tejidos solidos, CD38 es expresado en el intestino por las células intraepiteliales y linfocitos de la
lamina propia, por células de Purkinje y marafias neurofibrilares en el cerebro, por células epiteliales en la préstata,
células B en el pancreas, osteoclastos en el hueso, células de la retina del ojo, y sarcolema del musculo liso y
estriado.

Las funciones atribuidas a CD38 incluyen tanto la mediacién del receptor en los eventos de adhesion y sefalizacion
como la actividad (ecto-) enzimatica. Como una ectoenzima, CD38 utiliza NAD" como sustrato para la formacién de
ADP-ribosa ciclica (CADPR) y ADPR, pero también de nicotinamida y acido nicotinico-adenina dinucleétido fosfato
(NAADP). Se ha demostrado que cADPR y NAADP actian como segundos mensajeros para la movilizacién de ca®
Al convertir NAD + en cADPR, el CD38 regula la concentracion extracelular de NAD+ y, por tanto, la superV|venC|a
celular mediante la modulacion de la muerte celular inducida por NAD (NCID). Ademas de la sefializacion via ca*
la sefalizacion de CD38 se produce a través de interferencias con los complejos antigeno-receptor en las células T y
B u otros tipos de complejos receptores, p. ej. moléculas del MHC, y de esta manera esta implicada en varias
respuestas celulares, pero también en el cambio y la secrecion de I1gG1.

Los anticuerpos anti-CD38 se describen en la bibliografia, por ejemplo, Lande R, et al., Cell Immunol. 220(1), 30-8
(2002), Ausiello CM, et al., Tissue Antigens. 56(6), 539-47 (2000), y Cotner T, et al., Int J Immunopharmacol. 3(3),
255-68 (1981) y en el documento W02005/103083 (Morphosys). CD38 tiene una serie de funciones, que pueden
estar activadas o no por una molécula que se une a CD38. Por ejemplo, el anticuerpo anti-CD38 I1B4 de raton tiene
propiedades agonisticas en reIaC|on con CD38. Se muestra que I1B4 induce la activacion de células T como se indica
mediante la movilizacion de Ca?* en células Jurkat (Zubiaur M, et al., J Immunol. 159(1), 193-205 (1997), para inducir
una proliferacién significativa de células mononucleares de sangre periférica (PBMC), para inducir la liberacion de
niveles significativos de IL-6 y para inducir la liberacion de niveles detectables de IFN-y (Lande, Zubiaur Morra,
Ansiello mas arriba).

Esta claro que a pesar del progreso reciente en el descubrimiento y desarrollo de agentes anticancerosos, muchas
formas de cancer que implican tumores que expresan CD38 aun tienen un mal prondstico. Por lo tanto, existe la
necesidad de métodos mejorados para tratar tales formas de cancer.

Peipp et al., (2005), Blood, 106, pagina 944A, resumen 3377 se refieren a anticuerpos para CD38 completamente
humanos que desencadenan eficazmente la ADCC y la CDC de células de mieloma multiple y de leucemia de
células plasmaticas.

Weers et al, 1°" Joint Meeting of the European National Societies of Immunology, septiembre de 2006, se refieren a
HuMax-CD38, un nuevo anticuerpo monoclonal para CD38 humano que media eficazmente la destruccion de células
de mieloma multiple y de leucemia de células plasmaticas. El documento WO 2005/103083 describe regiones de
union a antigeno recombinantes y anticuerpos y fragmentos funcionales que contienen tales regiones de unién a
antigeno que son especificas para CD38.

El documento WO 2005/044855 describe métodos de terapia para el tratamiento de un sujeto con mieloma multiple
que comprenden administrar una cantidad terapéuticamente eficaz de un anticuerpo antagonista anti-CD40 o un
fragmento de unién a antigeno del mismo.

Compendio de la invencion

Un objeto de la invencion es proporcionar métodos mejorados para el tratamiento de tumores que expresan CD38
que dan como resultado un aumento de la eficacia y/o una supervivencia prolongada.

La presente invencion proporciona asi:

(1) Un anticuerpo de isotipo IgG1 humano que se une a CD38 para su uso en el tratamiento del cancer, en
donde el anticuerpo es para su administracién, o para ser administrado, en terapia combinada con al menos
un corticosteroide, en donde dicho al menos un corticosteroide comprende un glucocorticoide, y al menos un
agente quimioterapéutico no corticosteroideo, en donde dicho al menos un agente quimioterapéutico no
corticosteroideo comprende (i) talidomida o un analogo de talidomida y/o (ii) un inhibidor de proteasoma, y en
donde dicho anticuerpo comprende regiones variables de cadena ligera humana y de cadena pesada
humana, en donde la regién variable de la cadena ligera comprende una CDR1 de VL que tiene la secuencia
expuesta en SEQ ID NO: 13, una CDR2 de VL que tiene la secuencia expuesta en SEQ ID NO: 14 y una
CDR3 de VL que tiene la secuencia expuesta en SEQ ID NO: 15, y la region variable de la cadena pesada
comprende una CDR1 de VH que tiene la secuencia expuesta en SEQ ID NO: 18, una CDR2 de VH que tiene
la secuencia expuesta en SEQ ID NO: 19 y una CDR3 de VH que tiene la secuencia expuesta en SEQ ID
NO: 20.

(2) Un anticuerpo para su uso de acuerdo con la reivindicacion 1), en donde a dicho tratamiento le sigue un
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trasplante autdélogo de células madre periféricas o de médula 6sea.

(3) El anticuerpo para su uso de acuerdo con la reivindicacion (1) o (2), en donde al menos un agente

quimioterapéutico no corticosteroideo comprende adicionalmente un agente citotéxico y/o un inhibidor de la

angiogénesis.

(4) El anticuerpo para su uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores1) - (3), en donde

dicho al menos un agente quimioterapéutico no corticosteroideo comprende ademas un agente alquilante.

(5) El anticuerpo para su uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores1) - (4), en donde

dicho al menos un agente quimioterapéutico no corticosteroideo comprende adicionalmente uno o mas

agentes seleccionados del grupo que consiste en: melfalan, mecloretamina, tioepa, clorambucilo, carmustina,
lomustina, ciclofosfamida, busulfan, dibromomanitol, estreptozotocina, dacarbazina, procarbazina, mitomicina

C, cisplatino y otros derivados de platino.

(6) El anticuerpo para su uso de acuerdo con la reivindicacion 5), en donde el derivado de platino es

carboplatino.

(7) El anticuerpo para su uso de acuerdo con uno cualquiera de (1) - (6), en donde dicho al menos un agente

quimioterapéutico no corticosteroideo comprende un analogo de talidomida que es lenalidomida o CC4047.

(8) El anticuerpo su para uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores1) - (7), en donde

dicho al menos un agente quimioterapéutico no corticosteroideo comprende un inhibidor de proteasoma que

es bortezomib.

(9) El anticuerpo para su uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores1) - (8), en donde

dicho al menos un agente quimioterapéutico no corticosteroideo comprende adicionalmente un alcaloide de

vinca.

(10) El anticuerpo para su uso de acuerdo con la reivindicacion 9), en donde dicho alcaloide de vinca es

vincristina.

(11) El anticuerpo para su uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores1) - (10), en donde

dicho al menos un agente quimioterapéutico no corticosteroideo comprende adicionalmente una antraciclina.

(12) El anticuerpo para su uso de acuerdo con la reivindicacion 11), en donde dicha antraciclina es

doxorrubicina.

(13) El anticuerpo para su uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores1) - (12), en donde

dicho al menos un corticosteroide comprende prednisona.

(14) El anticuerpo para su uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores1) - (13), en

donde:

(a) dicho al menos un corticosteroide comprende prednisona y dicho al menos un agente
quimioterapéutico no corticosteroideo comprende talidomida;

(b) dicho al menos un corticosteroide comprende prednisona y dicho al menos un agente
quimioterapéutico no corticosteroideo comprende bortezomib; o

(c) dicho al menos un corticosteroide comprende prednisona y dicho al menos un agente
quimioterapéutico no corticosteroideo comprende bortezomib y adicionalmente comprende melfalan.

(15) El anticuerpo para su uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores1) - (14), en donde

dicho al menos un corticosteroide comprende prednisona y dicho al menos un agente quimioterapéutico no

corticosteroideo comprende melfalan y talidomida.

(16) El anticuerpo para su uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores1) - (15), en donde

dicho al menos un corticosteroide comprende dexametasona.

(17) El anticuerpo para uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores1) - (16), en donde:
(a) dicho al menos un corticosteroide comprende dexametasona y dicho al menos un agente
quimioterapéutico no corticosteroideo comprende talidomida y/o lenalidomida;

(b) dicho al menos un corticosteroide comprende dexametasona y dicho al menos un agente
quimioterapéutico no corticosteroideo CC4047;

(c) dicho al menos un corticosteroide comprende dexametasona y dicho al menos un agente
quimioterapéutico no corticosteroideo comprende bortezomib

(d) dicho al menos un corticosteroide comprende dexametasona y dicho al menos un agente
quimioterapéutico no corticosteroideo comprende lenalidomida y adicionalmente comprende
bortezomib; o

(e) dicho al menos un corticosteroide comprende dexametasona y dicho al menos un agente
quimioterapéutico no corticosteroideo comprende talidomida y adicionalmente comprende bortezomib.

(18) El anticuerpo para su uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores1) - (17), en donde

dicho anticuerpo es un anticuerpo que comprende una region VL que tiene la secuencia de aminoacidos

expuesta en SEQ ID NO: 12 y una region VH que tiene la secuencia de aminoacidos expuesta en SEQ ID

NO: 17.

(19) El anticuerpo para su uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores1) - (18), en donde

dicho cancer es mieloma multiple o leucemia linfocitica crénica.

(20) El anticuerpo para su uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores1) - (19), en donde

dicho cancer es recurrente o refractario.

(21) El anticuerpo para su uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores1) - (20), en donde

dicho individuo no ha sido sometido a un tratamiento previo contra el cancer para el mismo cancer.
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(22) El anticuerpo para su uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores1) - (20), en donde
dicho individuo no ha respondido a un tratamiento anterior contra el cancer para el mismo cancer.
(23) El anticuerpo para su uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores1) - (22), en donde
el anticuerpo, al menos un corticosteroide y al menos un agente quimioterapéutico no corticosteroideo se
administran por separado.
(24) El anticuerpo para su uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores1) - (23), en
donde:
(a) dicho al menos un corticosteroide comprende dexametasona, dicho al menos un agente
quimioterapéutico no corticosteroideo comprende bortezomib y el anticuerpo comprende una region
VL que tiene la secuencia de aminoacidos expuesta en SEQ ID NO: 12 y una region VH que tiene la
secuencia de aminoacidos expuesta en SEQ ID NO: 17;
(b) dicho al menos un corticosteroide comprende dexametasona, dicho al menos un agente
quimioterapéutico no corticosteroideo comprende lenalidomida y el anticuerpo comprende una region
VL que tiene la secuencia de aminoacidos expuesta en SEQ ID NO: 12 y una region VH que tiene la
secuencia de aminoacidos expuesta en SEQ ID NO: 17;
(c) dicho al menos un corticosteroide comprende dexametasona, dicho al menos un agente
quimioterapéutico no corticosteroideo comprende lenalidomida y adicionalmente comprende
bortezomib y el anticuerpo comprende una regién VL que tiene la secuencia de aminoacidos expuesta
en SEQ ID NO: 12 y una region VH que tiene la secuencia de aminoacidos expuesta en SEQ ID NO:
17;
(d) dicho al menos un corticosteroide comprende dexametasona, dicho al menos un agente
quimioterapéutico no corticosteroideo comprende talidomida y adicionalmente comprende bortezomib
y el anticuerpo comprende una region VL que tiene la secuencia de aminoacidos expuesta en SEQ ID
NO: 12 y una VH region que tiene la secuencia de aminoacidos expuesta en SEQ ID NO: 17;
(e) dicho al menos un corticosteroide comprende dexametasona, dicho al menos un agente
quimioterapéutico no corticosteroideo comprende CC4047 y el anticuerpo comprende una region VL
que tiene la secuencia de aminoacidos expuesta en SEQ ID NO: 12 y una regién VH que tiene la
secuencia de aminoacidos expuesta en SEQ ID NO: 17; o
(f) dicho al menos un corticosteroide comprende prednisona, dicho al menos un quimioterapéutico no
corticosteroideo comprende bortezomib y adicionalmente comprende melfalan y el anticuerpo
comprende una region VL que tiene la secuencia de aminoacidos expuesta en SEQ ID NO: 12 y una
region VH que tiene la secuencia de aminoacidos expuesta en SEQ ID NO: 17.
(25) El uso de un anticuerpo de isotipo IgG1 humano que se une a CD38 en la fabricacion de un
medicamento para el tratamiento del cancer, en donde el medicamento es su para administracion, o para ser
administrado, en terapia combinada con al menos un corticosteroide, en donde dicho al menos un
corticosteroide comprende un glucocorticoide y al menos un agente quimioterapéutico no corticosteroideo, en
donde dicho al menos un agente quimioterapéutico no corticosteroideo comprende (i) talidomida o un analogo
de talidomida y/o (ii) un inhibidor de proteasoma, y en donde dicho anticuerpo comprende regiones variables
de cadena ligera humana y de cadena pesada humana, en donde la region variable de la cadena ligera
comprende una CDR1 de VL que tiene la secuencia expuesta en SEQ ID NO: 13, una CDR2 de VL que tiene
la secuencia expuesta en SEQ ID NO: 14 y una CDR3 de VL que tiene la secuencia expuesta en SEQ ID NO:
15, y la region variable de la cadena pesada comprende una CDR1 de VH que tiene la secuencia expuesta
en SEQ ID NO: 18, una CDR2 de VH que tiene la secuencia expuesta en SEQ ID NO: 19 y una CDR3 de VH
con la secuencia expuesta en SEQ ID NO: 20.

Los anticuerpos no agonisticos -005, -003 o -024 que se unen a CD38 se describen en la presente memoria. Estos
anticuerpos han sido descritos previamente en la solicitud de patente publicada posteriormente PCT/DK2006/000166
(WO 2006099875) (Genmab).

Breve descripcion de las figuras

La Figura 1A muestra la unién de -003, -005 y el anticuerpo de control de isotipo HuMab-KLH a células CHO
transfectadas con CD38 (CHO-CD38), segun se mide mediante citometria de flujo. La configuracion
experimental se describe en el Ejemplo 4.

La Figura 1B muestra la unién de -024 y HuMab-KLH a células CHO transfectadas con CD38 (CHO-CD38),
segun se mide mediante citometria de flujo. La configuracion experimental se describe en el Ejemplo 4.

La Figura 2A muestra la union de -003, -005 y HuMab-KLH a células de Daudi segin se mide mediante
citometria de flujo. La configuracion experimental se describe en el Ejemplo 4.

La Figura 2B muestra la union de -024 y HuMab-KLH a las células de Daudi, segun se mide mediante
citometria de flujo. La configuracion experimental se describe en el Ejemplo 4.

La Figura 3 muestra la union de -003, -005, -024 y HuMab-KLH a células de mieloma multiple. La
configuracion experimental se describe en el Ejemplo 4.

La Figura 4A muestra la capacidad de -003 y -005 para inducir la lisis de células de Daudi por ADCC en
comparacion con rituximab y HuMab-KLH. La configuracion experimental se describe en el Ejemplo 5.
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La Figura 4B muestra la capacidad de -024 para inducir la lisis de células de Daudi por ADCC en
comparacion con HuMab-KLH. La configuracion experimental se describe en el Ejemplo 5.

La Figura 5A muestra la capacidad de -003, -005 y -024 para inducir la lisis de células tumorales de mieloma
multiple recientes por ADCC en comparacion con HuMab-KLH. La configuracion experimental se describe en
el Ejemplo 5.

La Figura 5B muestra la capacidad de -003, -005 y -024 para inducir la lisis de células tumorales de leucemia
de células plasmaticas recientes mediante ADCC en comparacion con HuMab-KLH. La configuracion
experimental se describe en el Ejemplo 5.

La Figura 6 muestra la capacidad de -003 y -005 para inducir la lisis de JK6L (una linea celular de mieloma
multiple) por ADCC en comparacion con HuMab-KLH. La configuracion experimental se describe en el
Ejemplo 5.

La Figura 7 muestra la capacidad de -003 y -005 para inducir la lisis de AMO-1 (una linea celular de mieloma
multiple) por ADCC en comparacion con HuMab-KLH. La configuracion experimental se describe en el
Ejemplo 5.

La Figura 8 muestra la lisis mediada por CDC de células de Daudi-luc inducida por -003 y -005 en
comparacion con HuMab-KLH. La configuracion experimental se describe en el Ejemplo 6.

La Figura 9A muestra la lisis mediada por CDC de células CHO-CD38 inducida por -003 y -005 en
comparacion con HuMab-KLH. La configuracion experimental se describe en el Ejemplo 6.

La Figura 9B muestra la lisis mediada por CDC de células CHO-CD38 inducida por -024 en comparacion con
HuMab-KLH. La configuraciéon experimental se describe en el Ejemplo 6.

La Figura 10A muestra la lisis mediada por CDC de células tumorales refractarias al 3% en presencia de -
003, -005 y HuMab-KLH. La configuracion experimental se describe en el Ejemplo 6.

La Figura 10B muestra la lisis mediada por CDC de células tumorales refractarias al 9% en presencia de -
003, -005 y HuMab-KLH. La configuracion experimental se describe en el Ejemplo 6.

La Figura 10C muestra la lisis mediada por CDC de 30-40% de células tumorales en presencia de -003, -005
y HuMab-KLH. La configuracion experimental se describe en el Ejemplo 6.

La Figura 10D muestra la lisis mediada por CDC de 70% de células tumorales en presencia de -003, -005 y
HuMab-KLH. La configuraciéon experimental se describe en el Ejemplo 6.

La Figura 10E muestra la lisis mediada por CDC de células de mieloma mdiltiple en presencia de -024 y
HuMab-KLH. La configuraciéon experimental se describe en el Ejemplo 6.

La Figura 11 muestra que -003 y -005 no bloquean la union a CD38. La configuracién experimental se
describe en el Ejemplo 7.

La Figura 12A muestra la tincién inmunohistolégica de macréfagos, linfocitos y células plasmaticas B con -
003. La configuracion experimental se describe en el Ejemplo 10.

La Figura 12B muestra la tincion inmunohistolégica del epitelio bronquial con -003. La configuracion
experimental se describe en el Ejemplo 10.

La Figura 12C muestra la tincién inmunohistoldgica de los miocitos con -003. La configuracion experimental
se describe en el Ejemplo 10.

La Figura 12D muestra la tincién inmunohistoldgica de tejido linfoide de cinomolgo con -003. La configuracion
experimental se describe en el Ejemplo 10.

La Figura 13A muestra la tincién inmunohistolégica de macréfagos, linfocitos y células plasmaticas B con -
005. La configuracion experimental se describe en el Ejemplo 10.

La Figura 13B muestra la tincion inmunohistolégica del epitelio bronquial con -005. La configuracion
experimental se describe en el Ejemplo 10.

La Figura 13C muestra la tincién inmunohistoldgica de los miocitos con -005. La configuracion experimental
se describe en el Ejemplo 10.

La Figura 13D muestra la tincién inmunohistoldgica de tejido linfoide de cinomolgo con -005. La configuracion
experimental se describe en el Ejemplo 10.

La Figura 14A muestra la tincion inmunohistolégica del endotelio hepatico con CD31. La configuracion
experimental se describe en el Ejemplo 10.

La Figura 14B muestra la tincion inmunohistolégica del endotelio hepatico con vVWF. La configuracion
experimental se describe en el Ejemplo 10.

La Figura 14C muestra la tincion inmunohistolégica del endotelio hepatico con anti-KLH. La configuracion
experimental se describe en el Ejemplo 10.

La Figura 14D muestra la tincion inmunohistolégica del endotelio hepatico con -003. La configuracion
experimental se describe en el Ejemplo 10.

La Figura 14E muestra la tincion inmunohistolégica del endotelio hepatico con -005. La configuracion
experimental se describe en el Ejemplo 10.

La Figura 15A muestra la reactividad cruzada de -003 y -005 en comparaciéon con HuMab-KLH en linfocitos
de cinomolgo, medida por citometria de flujo. La configuracion experimental se describe en el Ejemplo 11.

La Figura 15B muestra la reactividad cruzada de -003 y -005 en comparacion con HuMab-KLH en monocitos
de cinomolgo, medida por citometria de flujo. La configuracion experimental se describe en el Ejemplo 11.

La Figura 15C muestra la reactividad cruzada de -003 y -005 en comparaciéon con HuMab-KLH en PBMC de
monos rhesus, medida por citometria de flujo. La configuracion experimental se describe en el Ejemplo 11.
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La Figura 16A muestra la internalizacién de -003 medida por la extincion de EtBr. La configuracion
experimental se describe en el Ejemplo 12.

La Figura 16B muestra la internalizacién de -005 medida por la extincion de EtBr. La configuracion
experimental se describe en el Ejemplo 12.

La Figura 17A muestra la inhibicién causada por -003 y -005 en comparacion con un anticuerpo monoclonal
anti-CD20 (rituximab) y HuMab-KLH del crecimiento de células tumorales en un entorno preventivo segun lo
medido por imagenes de luciferasa SCID in vivo. La configuracion experimental se describe en el Ejemplo 13.
La Figura 17B muestra la inhibiciéon causada por -003 y -005 en comparaciéon con un anticuerpo monoclonal
anti-CD20 (rituximab) y HuMab-KLH del crecimiento de células tumorales en el entorno terapéutico I, segun lo
medido por imagenes de luciferasa SCID in vivo. La configuracion experimental se describe en el Ejemplo 13.
La Figura 17C muestra la inhibicién causada por -003 y -005 en comparacion con un anticuerpo monoclonal
anti-CD20 (rituximab) y HuMab-KLH del crecimiento de células tumorales en el entorno terapéutico Il segun lo
medido por imagenes de luciferasa SCID in vivo. La configuracion experimental se describe en el Ejemplo 13.
La Figura 17D muestra la inhibicién del crecimiento de células tumorales en -003 y -024 en comparacion con
HuMab-KLH en el entorno terapéutico Il segun lo medido por imagenes de luciferasa SCID in vivo. La
configuracion experimental se describe en el Ejemplo 13.

La Figura 18 muestra la induccion de la apoptosis por -003 y -005 en comparacion con un anticuerpo
monoclonal anti-CD20 (rituximab) y HuMab-KLH sin o con entrecruzamiento. La configuracion experimental
se describe en el Ejemplo 14.

La Figura 19 muestra la puntuacion histolégica para las células positivas para CD38 en xenoinjertos de raton
RA-SCID implantados el dia 14, después del tratamiento con anti-KLH (HuMab-KLH) o -005. Los métodos se
describen en el Ejemplo 15.

La Figura 20 muestra la puntuacion histoldgica para las células positivas para CD138 en xenoinjertos de raton
RA-SCID implantados el dia 14, después del tratamiento con anti-KLH o -005. Los métodos se describen en
el Ejemplo 15.

La Figura 21 muestra la tincion con CD38 de células B en xenoinjertos antes de la implantacion (A), o
después del tratamiento con anti-KLH (B) o -005 (C). Los métodos se describen en el Ejemplo 15.

La Figura 22 muestra la tincion con CD138 de células B en xenoinjertos antes de la implantacion (A), o
después del tratamiento con anti-KLH (B) o -005 (C). Los métodos se describen en el Ejemplo 15.

La Figura 23 muestra la union de -003 y -005 a CD38 humano de tipo salvaje y mutante segun lo medido por
ELISA. 23A: union de -003 y -005 a CD38 humano mutante T237A. 23B: Unién de -003 y -005 a CD38
humano mutante Q272R. 23C: Unién de -003 y -005 a CD38 humano mutante S274F. Los métodos se
describen en el Ejemplo 17.

La Figura 24 muestra el efecto de -003 y -005 en comparacion con HuMab-KLH sobre la proliferacion (A), la
produccion de IL-6 (B) y la produccion de IFN-y (C) de PBMC humanas. Los métodos se describen en los
Ejemplos 18, 19 y 20, respectivamente.

La Figura 25 muestra la produccion enzimatica de cGDPribosa en presencia de diversas concentraciones de -
003 (B), -005 (C), -024 (D) o anti-KLH (A). Los métodos se describen en el Ejemplo 23.

La Figura 26 muestra la comparacion entre -003, -005 y el anticuerpo TH-3079 de Morphosys en CDC de
células CHO-CD38 (26A), CDC de células de Daudi (26B) y ADCC de células de Daudi (26C). Los métodos
se describen en el Ejemplo 24.

La Figura 27 muestra la union de -005 y el anticuerpo de control de isotipo HuMab-KLH a células B de
chimpancé transformadas con EBV, segun lo medido por citometria de flujo. La configuraciéon experimental se
describe en el Ejemplo 26.

La Figura 28 muestra la capacidad de -005 solo y combinado con otros compuestos (Dexametasona (Dex) y
Bortezomib (Bor)) para inducir la muerte celular de la linea celular de mieloma multiple UM6 in vitro.

La Figura 29 muestra una lista de secuencias de las secuencias de la invencion.

SEQ ID NO: 1 es la secuencia de nucleétidos de la region V. del anticuerpo -003.

SEQ ID NO: 2 es la secuencia de aminoacidos de la regién V. del anticuerpo -003.

SEQ ID NO: 3 es la secuencia de aminoacidos de la CDR1 de V| del anticuerpo -003 que comprende los aa
24-34 de SEQ ID NO: 2.

SEQ ID NO: 4 es la secuencia de aminoacidos de la CDR2 de V. del anticuerpo -003 que comprende los aa
50-56 de SEQ ID NO: 2.

SEQ ID NO: 5 es la secuencia de aminoacidos de la CDR3 de V. del anticuerpo -003 que comprende los aa
89-97 de SEQ ID NO: 2.

SEQ ID NO: 6 es la secuencia de nucleétidos de la region V4 del anticuerpo -003.

SEQ ID NO: 7 es la secuencia de aminoacidos de la region Vy del anticuerpo -003.

SEQ ID NO: 8 es la secuencia de aminoacidos de la CDR1 de V4 del anticuerpo -003 que comprende los aa
31-35de SEQ ID NO: 7.

SEQ ID NO: 9 es la secuencia de aminoacidos de la CDR2 de Vy del anticuerpo -003 que comprende los aa
50-66 de SEQ ID NO: 7.

SEQ ID NO: 10 es la secuencia de aminoacidos de la CDR3 de Vy del anticuerpo -003 que comprende los aa
99-109 de SEQ ID NO: 7.

SEQ ID NO: 11 es la secuencia de nucledtidos de la regiéon Vi del anticuerpo -005.
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SEQ ID NO: 12 es la secuencia de aminoacidos de la region V. del anticuerpo -005.

SEQ ID NO: 13 es la secuencia de aminoacidos de la CDR1 de V_ del anticuerpo -005 que comprende los aa
24-34 de SEQ ID NO: 12.

SEQ ID NO: 14 es la secuencia de aminoacidos de la CDR2 de V. del anticuerpo -005 que comprende los aa
50-56 de SEQ ID NO: 12.

SEQ ID NO: 15 es la secuencia de aminoacidos de la CDR3 de V| del anticuerpo -005 que comprende los aa
89-97 de SEQ ID NO: 12.

SEQ ID NO: 16 es la secuencia de nucledtidos de la region Vi del anticuerpo -005.

SEQ ID NO: 17 es la secuencia de aminoacidos de la region Vi del anticuerpo -005.

SEQ ID NO: 18 es la secuencia de aminoacidos de la CDR1 de Vy del anticuerpo -005 que comprende los aa
31-35de SEQ ID NO: 17.

SEQ ID NO: 19 es la secuencia de aminoacidos de la CDR2 de Vy del anticuerpo -005 que comprende los aa
50-66 de SEQ ID NO: 17.

SEQ ID NO: 20 es la secuencia de aminoacidos de la CDR3 de V4 del anticuerpo -005 que comprende los
aa 99-111 de SEQ ID NO: 17.

SEQ ID NO: 21 es la secuencia de nucledtidos de la regién V. del anticuerpo -024.

SEQ ID NO: 22 es la secuencia de aminoacidos de la region V. del anticuerpo -024.

SEQ ID NO: 23 es la secuencia de aminoacidos de la CDR1 de V| del anticuerpo -024 que comprende los aa
24-34 de SEQ ID NO: 22.

SEQ ID NO: 24 es la secuencia de aminoacidos de la CDR2 de V| del anticuerpo -024 que comprende los aa
50-56 de SEQ ID NO: 22.

SEQ ID NO: 25 es la secuencia de aminoacidos de la CDR3 de V| del anticuerpo -024 que comprende los aa
89-97 de SEQ ID NO: 22.

SEQ ID NO: 26 es la secuencia de nucledtidos de la region Vi del anticuerpo -024.

SEQ ID NO: 27 es la secuencia de aminoacidos de la region Vy del anticuerpo -024.

SEQ ID NO: 28 es la secuencia de aminoacidos de la CDR1 de Vy del anticuerpo -024 que comprende los aa
31-35 de SEQ ID NO: 27.

SEQ ID NO: 29 es la secuencia de aminoacidos de la CDR2 de Vy del anticuerpo -024 que comprende los aa
50-66 de SEQ ID NO: 27.

SEQ ID NO: 30 es la secuencia de aminoacidos de la CDR3 de Vy del anticuerpo -024 que comprende los aa
99-111 de SEQ ID NO: 27.

SEQ ID NO: 31 es la secuencia de CD38 humano.

SEQ ID NO: 32 es la secuencia de un CD38 humano mutante, en donde el residuo de treonina en la posicion
237 se ha sustituido por un residuo de alanina.

SEQ ID NO: 33 es la secuencia de un CD38 humano mutante, en donde el residuo de glutamina en la
posicién 272 se ha sustituido por un residuo de arginina.

SEQ ID NO: 34 es la secuencia de un CD38 humano mutante, en donde el residuo de serina en la posicion
274 se ha sustituido por un residuo de fenilalanina.

Descripcion detallada de la invenciéon
Definiciones

Un "anticuerpo no agonistico que se une a CD38" o "anticuerpo anti-CD38" cuando se utilizan en la presente
memoria se refieren a un anticuerpo que al unirse a CD38 no induce una proliferacion significativa de células
mononucleares de sangre periférica cuando se compara con la proliferaciéon inducida por un anticuerpo de control de
isotipo o medio solo (tal como se analiza, p. ej., como se describe a continuacion en el Ejemplo 18). En una
realizacion, un anticuerpo anti-CD38 utilizado en la invencion no solo es un no-agonista, sino que es incluso un
antagonista de CD38.

Los términos "CD38" y "antigeno CD38" se utilizan indistintamente en la presente memoria, e incluyen cualquier
variante, isoforma y homologos de especie de CD38 humano, que son expresados de forma natural por las células o
son expresados en células transfectadas con el gen de CD38. Los sinonimos de CD38, como se reconoce en la
técnica, incluyen ADP ribosil ciclasa 1, cADPr hidrolasa 1, Cd38-rs1, ADP-ribosa hidrolasa 1 ciclica, 1-19, antigeno
NIM-R5.

El término "inmunoglobulina" se refiere a una clase de glicoproteinas relacionadas estructuralmente que consisten
en dos pares de cadenas polipeptidicas, un par de cadenas ligeras (L) de bajo peso molecular y un par de cadenas
pesadas (H), las cuatro interconectadas por enlaces disulfuro. La estructura de las inmunoglobulinas ha sido bien
caracterizada. Véase por ejemplo Fundamental Immunology cap. 7 (Paul, W., ed., 22 ed. Raven Press, N.Y. (1989)).
Brevemente, cada cadena pesada tipicamente comprende una region variable de cadena pesada (abreviada en la
presente memoria como Vy) y una region constante de cadena pesada. La regién constante de la cadena pesada
tipicamente se compone de tres dominios, Cx1, C2, y Cy3. Cada cadena ligera tipicamente esta compuesta por una
region variable de cadena ligera (abreviada en la presente memoria como V\) y una regién constante de cadena
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ligera. La region constante de la cadena ligera tipicamente se compone de un dominio, C.. Las regiones Vy y V. se
pueden subdividir en regiones de hipervariabilidad (o regiones hipervariables que pueden tener secuencias y/o
formas de bucles estructuralmente definidos hipervariables), también denominadas regiones determinantes de la
complementariedad (CDR), intercaladas con regiones que son mas conservadas, denominadas regiones marco
(FR).

Cada V4 y VL normalmente se compone de tres CDR y cuatro FR, dispuestas desde el extremo amino al extremo
carboxi en el siguiente orden: FR1, CDR1, FR2, CDR2, FR3, CDR3, FR4 (véase también Chothia y Lesk J. Mol. Biol.
196, 901-917 (1987)). Normalmente, la numeracion de los residuos de aminoacidos en esta region se realiza
mediante el método descrito en Kabat et al., Sequences of Proteins of Immunological Interest, 52 ed. Servicio de
Salud Publica, Institutos Nacionales de Salud, Bethesda, MD. (1991) (frases tales como la numeracion de residuos
del dominio variable como en Kabat o segun Kabat en la presente memoria se refieren a este sistema de
numeracion para dominios variables de cadena pesada o dominios variables de cadena ligera). Utilizando este
sistema de numeracion, la secuencia de aminoacidos lineal real de un péptido puede contener menos aminoacidos o
aminoacidos adicionales correspondientes a un acortamiento o una inserciéon en una FR o CDR del dominio variable.
Por ejemplo, un dominio variable de cadena pesada puede incluir un inserto de un Unico aminoacido (residuo 52a
segun Kabat) después del residuo 52 de la CDR2 de Vy y residuos insertados (por ejemplo, residuos 82a, 82b y 82c,
etc. segun Kabat) después del residuo 82 de FR de la cadena pesada. Se puede determinar la numeracion de
residuos de Kabat para un anticuerpo dado mediante alineamiento en regiones de homologia de la secuencia del
anticuerpo con una secuencia numerada de Kabat "patron”.

El término "anticuerpo” (Ab) en el contexto de la presente invencién se refiere a una molécula de inmunoglobulina,
un fragmento de una molécula de inmunoglobulina, o un derivado de cualquiera de ellos, que tiene la capacidad de
unirse especificamente a un antigeno en condiciones fisioldgicas tipicas durante periodos de tiempo significativos,
tales como al menos aproximadamente 30 minutos, al menos aproximadamente 45 minutos, al menos
aproximadamente una hora, al menos aproximadamente dos horas, al menos aproximadamente cuatro horas, al
menos aproximadamente 8 horas, al menos aproximadamente 12 horas, aproximadamente 24 horas o mas,
aproximadamente 48 horas o mas, aproximadamente 3, 4, 5, 6, 7 o mas dias, etc., o cualquier otro periodo relevante
definido funcionalmente (tal como un tiempo suficiente para inducir, promover, mejorar y/o o modular una respuesta
fisiolégica asociada con la unién del anticuerpo al antigeno).

Las regiones variables de las cadenas pesada y ligera de la molécula de inmunoglobulina contienen un dominio de
union que interactia con un antigeno. Las regiones constantes de los anticuerpos (Ab) pueden mediar en la unién
de la inmunoglobulina a los tejidos o factores del anfitrion, incluyendo varias células del sistema inmunitario (tales
como las células efectoras) y el primer componente (Clq) del sistema del complemento clasico.

Un anticuerpo anti-CD38 puede ser un anticuerpo biespecifico, un diacuerpo o una molécula similar (véase, por
ejemplo, PNAS USA 90(14), 6444-8 (1993) para una descripcion de diacuerpos). De hecho, los anticuerpos
biespecificos, diacuerpos y similares, proporcionados por la presente invenciéon se pueden unir a cualquier diana
adecuada ademas de a una porcién de CD38.

Como se indicé anteriormente, el término anticuerpo en la presente memoria, a menos que se indique lo contrario o
se desmienta claramente por el contexto, incluye fragmentos de un anticuerpo que conservan la capacidad de unirse
especificamente a un antigeno. Se ha demostrado que la funciéon de unién a antigeno de un anticuerpo se puede
realizar mediante fragmentos de un anticuerpo de longitud completa. Los ejemplos de fragmentos de unién
abarcados dentro del término "anticuerpo” incluyen (i) un fragmento Fab, un fragmento monovalente que consiste en
los dominios Vi, Vy, C. y Cu1 (ii) fragmentos F(ab), y F(ab'), , fragmentos bivalentes que comprenden dos
fragmentos Fab unidos por un puente disulfuro en la regién bisagra; (iii) un fragmento Fd que consiste esencialmente
en los dominios Vu y Cy1; (iv) un fragmento Fv que consiste esencialmente en los dominios V. y V4 de un solo brazo
de un anticuerpo; (v) un fragmento dAb (Ward et al., Nature 341, 544-546 (1989)), que consiste esencialmente en un
dominio Vy; (vi) una region determinante de la complementariedad (CDR) aislada, y (vii) una combinacion de dos o
mas CDR aisladas que se pueden unir opcionalmente mediante un conector sintético. Ademas, aunque los dos
dominios del fragmento Fv, V_ y Vy, estan codificados por genes separados, se pueden unir, utilizando métodos
recombinantes, por medio de un conector sintético que permite fabricarlos como una cadena de proteina Unica en la
que las regiones V. y Vy se emparejan para formar moléculas monovalentes (conocidas como anticuerpos de
cadena sencilla o Fv de cadena sencilla (scFv), véanse por ejemplo Bird et al., Science 242, 423-426 (1988) y
Huston et al., PNAS USA 85, 5879-5883 (1988)). Tales anticuerpos de cadena sencilla se incluyen dentro del
término anticuerpo, a menos que se indique lo contrario o esté claramente indicado por el contexto. Otras formas de
anticuerpos de cadena sencilla, tales como los diacuerpos, se incluyen dentro del término anticuerpo. Aunque tales
fragmentos se incluyen generalmente dentro del significado de anticuerpo, colectivamente y cada uno
independientemente son caracteristicas Unicas de la presente invencién, que muestran diferentes propiedades
bioldgicas y utilidades. Estos y otros fragmentos de anticuerpos utiles se comentan adicionalmente en la presente
memoria.

También se debe entender que el término anticuerpo también incluye generalmente anticuerpos policlonales,
9
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anticuerpos monoclonales (mAb), polipéptidos similares a anticuerpos, tales como anticuerpos quiméricos y
anticuerpos humanizados, anticuerpos antiidiotipicos (anti-ld) para anticuerpos y fragmentos de anticuerpos que
conservan la capacidad de unirse especificamente al antigeno (fragmentos de union a antigeno) proporcionados por
cualquier técnica conocida, tal como la escisiéon enzimatica, la sintesis de péptidos y las técnicas recombinantes. Un
anticuerpo generado puede poseer cualquier isotipo.

El término "epitopo" significa un determinante proteico capaz de unirse especificamente a un anticuerpo. Los
epitopos generalmente consisten en agrupamientos de moléculas quimicamente activas en la superficie tales como
aminoacidos o cadenas laterales de azucares y generalmente tienen caracteristicas estructurales tridimensionales
especificas, asi como caracteristicas de carga especificas. Los epitopos conformacionales y no conformistas se
distinguen porque la unién a los primeros, pero no los ultimos, se pierde en presencia de disolventes
desnaturalizantes. El epitopo puede comprender residuos de aminoacidos directamente implicados en la unién
(también denominado componente inmunodominante del epitopo) y otros residuos de aminoacidos, que no estan
directamente implicados en la unién, tales como los residuos de aminoacidos que estan eficazmente bloqueados por
el péptido que se une al antigeno de manera especifica (en otras palabras, el residuo de aminoacido esta dentro de
la huella del péptido que se une al antigeno especificamente).

Se pretende que el término "molécula biespecifica" incluya cualquier agente, tal como una proteina, un péptido o un
complejo de proteinas o péptidos, que tenga dos especificidades de union diferentes. Por ejemplo, la molécula se
puede unir a, o interactuar con, (a) un antigeno de la superficie celular y (b) un receptor de Fc sobre la superficie de
una célula efectora. Se pretende que el término "molécula multiespecifica" incluya cualquier agente, por ejemplo,
una proteina, un péptido o un complejo de proteinas o péptidos, que tenga mas de dos especificidades de unién
diferentes. Por ejemplo, la molécula se puede unir a, o interactuar con, (a) un antigeno de la superficie celular, (b) un
receptor Fc sobre la superficie de una célula efectora, y (c) al menos otro componente. En consecuencia, la presente
invencion incluye, pero no se limita a, moléculas biespecificas, triespecificas, tetraspecificas y otras multiespecificas
que estan dirigidas a CD38, y a otros antigenos o dianas de la superficie celular, tales como receptores de Fc sobre
células efectoras.

Se pretende que el término "anticuerpos biespecificos" incluya cualquier anticuerpo anti-CD38, que sea una
molécula biespecifica. El término "anticuerpos biespecificos" también incluye diacuerpos. Los diacuerpos son
anticuerpos bivalentes, biespecificos en los que los dominios V4 y Vi se expresan sobre una sola cadena
polipeptidica, pero utilizando un conector que es demasiado corto para permitir el emparejamiento entre los dos
dominios sobre la misma cadena, lo que obliga a los dominios a emparejarse con dominios complementarios de otra
cadena y crea dos sitios de unién al antigeno (véanse por ejemplo Holliger, P. et al., PNAS USA 90, 6444-6448
(1993), Poljak, R.J. et al., Structure 2, 1121-1123 (1994)).

Como se emplea en la presente memoria, el término "célula efectora" se refiere a una célula inmunitaria que esta
implicada en la fase efectora de una respuesta inmunitaria, en oposicion a las fases cognitiva y de activacion de una
respuesta inmunitaria. Las células inmunitarias ilustrativas incluyen una célula de origen mieloide o linfoide, por
ejemplo, linfocitos (tales como las células B y las células T, incluyendo las células T citoliticas (CTL)), células
asesinas, células asesinas naturales, macréfagos, monocitos, eosinofilos, neutrdfilos, células polimorfonucleares,
granulocitos, mastocitos y baséfilos. Algunas células efectoras expresan receptores de Fc especificos y llevan a
cabo funciones inmunitarias especificas. En algunas realizaciones, una célula efectora es capaz de inducir
citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (ADCC), tal como un neutréfilo capaz de inducir ADCC. Por
ejemplo, los monocitos, macrofagos, que expresan FcR estan implicados en la destruccion especifica de las células
diana y en la presentacion de antigenos a otros componentes del sistema inmunolégico, o en la unién a células que
presentan antigenos. En algunas realizaciones, una célula efectora puede fagocitar un antigeno diana, una célula
diana o un microorganismo. La expresion de un FcR particular en una célula efectora puede estar regulada por
factores humorales tales como las citoquinas. Por ejemplo, se ha encontrado que la expresién de FcyRI esta
regulada por incremento por el interferon y (IFN-y) y/o el G-CSF. Esta expresion mejorada aumenta la actividad
citotoxica de las células portadoras de FcyRI contra las dianas. Una célula efectora puede fagocitar o lisar un
antigeno diana o una célula diana.

El término "anticuerpo humano", como se emplea en la presente memoria, pretende incluir anticuerpos que tienen
regiones variables y constantes derivadas de secuencias de inmunoglobulina de la linea germinal humana. Los
anticuerpos humanos de la presente invencién pueden incluir residuos de aminoacidos no codificados por
secuencias de inmunoglobulina de la linea germinal humana (por ejemplo, mutaciones introducidas por mutagénesis
al azar o especifica del sitio in vitro o por mutacién somatica in vivo). Sin embargo, no se pretende que el término
"anticuerpo humano", como se emplea en la presente memoria, incluya anticuerpos en los cuales las secuencias de
CDR derivadas de la linea germinal de otra especie de mamifero, tal como un raton, se hayan injertado sobre
secuencias marco humanas.

Como se emplea en la presente memoria, un anticuerpo humano "deriva de" una secuencia de linea germinal
particular si el anticuerpo se obtiene de un sistema que usa secuencias de inmunoglobulina humana, por ejemplo

10



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2732278 T3

inmunizando un ratén transgénico portador de genes de inmunoglobulina humana o seleccionando una biblioteca de
genes de inmunoglobulina humana, y en donde el anticuerpo humano seleccionado tiene una secuencia de
aminoacidos que es al menos 90%, tal como al menos 95%, por ejemplo al menos 96%, tal como al menos 97%, por
ejemplo al menos 98%, o tal como al menos 99% idéntica a la secuencia de aminoacidos codificada por el segmento
génico de la region variable VH o VL de la linea germinal. Tipicamente, un anticuerpo humano derivado de una
secuencia del segmento génico de la regién variable VH o VL de la linea germinal humana no mostrara mas de 10
diferencias de aminoacidos, por ejemplo no mas de 5, por ejemplo, no mas de 4, 3, 2 o 1 diferencias de aminoacidos
con la secuencia de aminoacidos codificada por el gen de inmunoglobulina de la linea germinal.

Un anticuerpo "quimérico" es un anticuerpo que contiene una o mas regiones de un anticuerpo y una o mas regiones
de uno o mas anticuerpos diferentes derivados de otra especie. Un anticuerpo quimérico monovalente es un dimero
(HL) formado por una cadena H quimérica asociada a través de puentes disulfuro con una cadena L quimérica. Un
anticuerpo quimérico divalente es un tetramero (HzL») formado por dos dimeros HL asociados a través de al menos
un puente disulfuro. También se puede producir un anticuerpo quimérico polivalente, por ejemplo, empleando una
region CH que oligomeriza (por ejemplo, a partir de una cadena H de IgM, o una cadena p). Tipicamente, un
anticuerpo quimérico se refiere a un anticuerpo en el que una porcion de la cadena pesada y/o ligera es idéntica o
homologa a las secuencias correspondientes en anticuerpos derivados de una especie particular o pertenecientes a
una clase o subclase de anticuerpos particular, mientras que el resto de las cadenas son idénticas o homdlogas a
las secuencias correspondientes en anticuerpos derivados de otra especie o pertenecientes a otra clase o subclase
de anticuerpos, asi como a fragmentos de tales anticuerpos, siempre que muestren la actividad biolégica deseada
(véanse por ejemplo el documento US 4,816,567 y Morrison et al., PNAS USA 81, 6851-6855 (1984)). Los
anticuerpos quiméricos se producen mediante procesos recombinantes bien conocidos en la técnica (véanse, por
ejemplo, Cabilly et al., PNAS USA 81, 3273-3277 (1984), Morrison et al., PNAS USA 81, 6851-6855 (1984),
Boulianne et al., Nature 312, 643-646 (1984), documento EP125023, Neuberger et al., Nature 314, 268-270 (1985),
documentos EP171496, EP173494, WO86/01533, EP184187, Sahagan et al., J. Immunol. 137, 1066-1074 (1986),
documento WO87/02671, Liu et al., PNAS USA 84, 3439-3443 (1987), Sun et al., PNAS USA 84, 214-218 (1987),
Better et al., Science 240, 1041-1043 (1988) y Harlow et al., Antibodies: A laboratory Manual, Cold Spring Harbor
Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y., (1988)).

Un anticuerpo "humanizado" es un anticuerpo derivado de una especie no humana, en el que ciertos aminoacidos en
el marco y los dominios constantes de las cadenas pesada y ligera se han mutado para evitar o anular una
respuesta inmunitaria en seres humanos. Las formas humanizadas de anticuerpos no humanos (por ejemplo,
murinos) son anticuerpos quiméricos que contienen una secuencia minima derivada de inmunoglobulina no humana.
En su mayor parte, los anticuerpos humanizados son inmunoglobulinas humanas (anticuerpo receptor) en las cuales
los residuos de una region hipervariable del receptor se reemplazan por residuos de una region hipervariable de una
especie no humana (anticuerpo donante) tal como ratén, rata, conejo o primate no humano que tiene las
caracteristicas de unién a antigeno deseadas, tales como especificidad y afinidad. En algunos casos, los residuos de
la region marco (FR) de Fv de la inmunoglobulina humana se reemplazan por los residuos no humanos
correspondientes. Ademas, los anticuerpos humanizados pueden comprender residuos que no se encuentran en el
anticuerpo receptor o en el anticuerpo donante. Estas modificaciones se realizan para optimizar aiun mas el
rendimiento del anticuerpo. En general, un anticuerpo humanizado comprendera sustancialmente al menos uno, y
tipicamente dos, dominios variables, en los que todos o sustancialmente todos los bucles hipervariables
corresponden a los de una inmunoglobulina no humana y todas o sustancialmente todas las regiones FR son los de
una secuencia de inmunoglobulina humana. Un anticuerpo humanizado opcionalmente también comprendera al
menos una porcion de una region constante de inmunoglobulina (Fc), tipicamente la de una inmunoglobulina
humana. Para mas detalles, véanse Jones et al., Nature 321, 522-525 (1986), Riechmann et al., Nature 332, 323-
329 (1988) y Presta, Curr. Op. Struct Biol. 2, 593-596 (1992).

Los términos "anticuerpo monoclonal” o "composiciéon de anticuerpo monoclonal”, como se emplean en la presente
memoria, se refieren a una preparacion de moléculas de anticuerpo de composicion molecular Unica. Una
composicion de anticuerpo monoclonal muestra una Unica especificidad de unién y afinidad por un epitopo particular.
En consecuencia, el término "anticuerpo monoclonal humano" se refiere a anticuerpos que presentan una Unica
especificidad de unién que tienen regiones constantes y variables derivadas de secuencias de inmunoglobulina de la
linea germinal humana. Los anticuerpos monoclonales humanos pueden ser generados por un hibridoma que
incluye una célula B obtenida de un animal no humano transgénico o transcromosémico, tal como un raton
transgénico, que tiene un genoma que comprende un transgén de cadena pesada humana y un transgén de cadena
ligera, fusionados a una célula inmortalizada . Un anticuerpo monoclonal se puede abreviar como mAb.

Como se emplea en la presente memoria, "unién especifica" se refiere a una unién de anticuerpo a un antigeno
predeterminado. Tipicamente, el anticuerpo, se une con una afinidad correspondiente a una Kp de aproximadamente
107 M o menos, tal como aproximadamente 108 M o menos, tal como aproximadamente 10° M o menos,
aproximadamente 10" M o menos, o aproximadamente 10" M o incluso menos cuando se determina mediante
tecnologia de resonancia de plasmén superficial (SPR) en un aparato BIAcore 3000 utilizando CD38 recombinante
como ligando y el anticuerpo como analito. El anticuerpo se puede unir al antigeno predeterminado con una afinidad
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correspondiente a una Kp que es al menos diez veces mas baja, tal como al menos 100 veces mas baja, por
ejemplo, al menos 1000 veces mas baja tal como al menos 10.000 veces mas baja, por ejemplo, al menos 100.000
veces mas baja que su afinidad para unirse a un antigeno no especifico (p. €j., BSA, caseina) distinto del antigeno
predeterminado o un antigeno estrechamente relacionado. La cantidad con la cual la afinidad es menor, depende de
la Kp del anticuerpo, de manera que cuando la Kp del anticuerpo es muy baja (es decir, el anticuerpo es altamente
especifico), en ese caso la cantidad con la cual la afinidad por el antigeno es menor que la afinidad por un antigeno
no especifico puede ser al menos 10.000 veces.

El término especificidad en la presente memoria se refiere a la capacidad de un péptido de unién a CD38, tal como
un anticuerpo anti-CD38, para reconocer un epitopo dentro de CD38, mientras que solo tiene poca o ninguna
reactividad detectable con otras porciones de CD38 (incluyendo otros epitopos que estan unidos a otros anticuerpos
anti-CD38). La especificidad se puede determinar relativamente mediante ensayos de competicion como se describe
en la presente memoria. La especificidad se puede determinar mas particularmente mediante cualquiera de las
técnicas de identificacion/caracterizacion de epitopos descritas en la presente memoria o sus equivalentes
conocidos en la técnica.

Sin embargo, un anticuerpo especifico para un determinante antigénico particular puede reaccionar de forma
cruzada con otras biomoléculas que pueden estar presentes en algun contexto biolégico con CD38. Mas
tipicamente, un anticuerpo anti-CD38, puede reaccionar de forma cruzada con homodlogos de CD38 de otras
especies. En uno o ambos contextos, tipicamente tales anticuerpos con reactividad cruzada son selectivos para
CD38 humano con respecto a la estructura relevante y/o los factores ambientales.

El término "selectividad" en la presente memoria se refiere a la unién preferencial de un anticuerpo anti-CD38, para
una region, diana o péptido particulares; tipicamente una regiéon o epitopo en CD38, en oposicién a una o mas
moléculas bioldgicas, estructuras, células, tejidos, etc. distintos. En una realizaciéon, un anticuerpo anti-CD38
utilizado en la presente invencién es selectivo para una porciéon de CD38 en el contexto de células de cancer de
colon (es decir, el anticuerpo anti-CD38 se unira selectivamente a la porcién de CD38 sobre otros componentes de
una célula de cancer de colon).

Se pretende que el término "kq" (sec‘1), como se emplea en la presente memoria, haga referencia a la constante de
velocidad de equilibrio de disociacion de una interaccién anticuerpo-antigeno particular. Tal valor también se conoce
como valor Kof.

Se pretende que el termino ka"(M'1 X seg'1), como se emplea en la presente memoria, haga referencia a la constante
de velocidad de equilibrio de asociacion de una interaccion anticuerpo-antigeno particular.

Se pretende que el término "kp"(M), como se emplea en la presente memoria, haga referencia a la constante de
equilibrio de disociacion de una interaccion anticuerpo-antigeno particular.

Se pretende que el término "ka" (M'1), como se emplea en la presente memoria, haga referencia a la constante de
equilibrio de asociacion de una interaccion anticuerpo-antigeno particular y se obtiene dividiendo la ka por el kg.

Como se emplea en la presente memoria, "isotipo" se refiere a la clase de anticuerpo (por ejemplo, 1gG1, IgG2,
1gG3, 1gG4, IgD, IgA, IgE o IgM) que esta codificada por los genes de la region constante de la cadena pesada.

"Célula diana" significara cualquier célula no deseada en un individuo. En algunas realizaciones, la célula diana es
una célula que expresa o expresa de manera anormalmente alta CD38. Las células que expresan CD38 incluyen
tipicamente células hemopoyeéticas, tales como timocitos medulares, células T y B activadas, 80% de las células NK
en reposo y monocitos, linfoblastos del centro germinal del ganglio linfatico, células B plasmaticas y algunas células
intrafoliculares, células dendriticas, células de médula ésea normal, células precursoras particulares, 50-80% de las
células de la sangre del cordén umbilical, eritrocitos y plaquetas. CD38 también puede ser expresado por células no
hemopoyéticas, tales como células intraepiteliales y linfocitos de la lamina propia en el intestino, por células de
Purkinje y marafias neurofibrilares en el cerebro, por células epiteliales en la prostata, por células 3 en el pancreas,
osteoclastos en el hueso, células de la retina en el ojo y sarcolema del musculo liso y estriado. En células malignas,
CD38 se expresa en una variedad de enfermedades hematoldgicas malignas, incluyendo, pero no limitadas a,
mieloma multiple, leucemia de células plasmaticas primarias o secundarias, leucemia linfocitica crénica de células B,
leucemia linfocitica aguda de células B, macroglobulinemia de Waldenstréom, amiloidosis sistémica primaria, linfoma
de células del manto, leucemia pro-linfocitica/mielocitica, leucemia mieloide aguda, leucemia mieloide cronica,
linfoma folicular y leucemia de células NK.

Como se emplea en la presente memoria, el término "individuo" incluye cualquier animal humano o no humano. El
término "animal no humano" incluye todos los vertebrados, por ejemplo, mamiferos y no mamiferos, tales como
primates no humanos, ovejas, perros, vacas, pollos, anfibios, reptiles, etc.

"Tratamiento" significa la administracion de una cantidad eficaz de un compuesto terapéuticamente activo de la
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presente invencion con el propdsito de aliviar, mejorar o erradicar (curar) los sintomas o estados de enfermedad.
Aspectos y realizaciones de la invencion

En un primer aspecto principal, la invencién se refiere a un método para inhibir el crecimiento y/o la proliferacion de
células tumorales que expresan CD38 en un individuo que lo necesite, cuyo método comprende la administracion a
dicho individuo de

i) un anticuerpo no agonistico que se une a, es decir, se une especificamente a, CD38,
ii) al menos un corticosteroide, y
ii) al menos un agente quimioterapéutico no corticosteroideo.

En un aspecto principal adicional, la invencion se refiere a un método para el tratamiento del cancer que implica
células tumorales que expresan CD38 en un individuo que lo necesite, cuyo método comprende la administracion a
dicho individuo de:

i) un anticuerpo no agonistico que se une a, es decir, se une especificamente a, CD38,
ii) al menos un corticosteroide, y
ii) al menos un agente quimioterapéutico no corticosteroideo,

seguido de trasplante autélogo de células madre periféricas o de médula 6sea.

El al menos un agente quimioterapéutico no corticosteroideo comprende talidomida (Thalomid®) o un analogo de
talidomida, p. ej. CC-5013 (lenalidomida, Revlimid™) o CC4047 (Actimid™) y/o comprende un inhibidor de
proteasoma, tal como bortezomib (Velcade®).

El al menos un corticosteroide comprende un glucocorticoide. En una realizacion, dicho al menos un corticosteroide
comprende prednisona o dexametasona. En una realizaciéon, dicho al menos un agente quimioterapéutico no
corticosteroideo comprende un agente citotoxico y/o un inhibidor de la angiogénesis. En una realizacién adicional,
dicho al menos un agente quimioterapéutico no corticosteroideo comprende un agente alquilante.

En una realizacion adicional mas, dicho al menos un agente quimioterapéutico no corticosteroideo comprende uno o
mas agentes seleccionados del grupo que consiste en: melfalan, mecloretamina, tioepa, clorambucilo, carmustina
(BSNU), lomustina (CCNU), ciclofosfamida, busulfan, dibromomanitol, estreptozotocina, dacarbazina (DTIC),
procarbazina, mitomicina C, cisplatino y otros derivados de platino, tal como el carboplatino.

Incluso en una realizacién adicional, dicho al menos un agente quimioterapéutico no corticosteroideo comprende un
alcaloide de vinca, tal como vincristina o una antraciclina, tal como doxorrubicina.

En realizaciones adicionales de la invencion, dicho al menos un corticosteroide comprende prednisona y dicho al
menos un agente quimioterapéutico no corticosteroideo comprende melfalan.

Incluso en realizaciones adicionales de la invencion, dicho al menos un corticosteroide comprende prednisona y
dicho al menos un agente quimioterapéutico no corticosteroideo comprende talidomida.

Incluso en realizaciones adicionales de la invencion, dicho al menos un corticosteroide comprende prednisona y
dicho al menos un agente quimioterapéutico no corticosteroideo comprende melfalan y talidomida.

Incluso en realizaciones adicionales de la invencion, dicho al menos un corticosteroide comprende dexametasona y
dicho al menos un agente quimioterapéutico no corticosteroideo comprende talidomida y/o lenalidomida.

Incluso en realizaciones adicionales de la invencion, dicho al menos un corticosteroide comprende dexametasona y
dicho al menos un agente quimioterapéutico no corticosteroideo comprende vincristina y/o doxorrubicina.

En una realizacion, dicho anticuerpo no agonistico que se une a CD38 es un anticuerpo monoclonal.

En una realizacion adicional de la invencion, dicho anticuerpo es un antagonista de CD38.

En una realizacién adicional de la invencion, dicho anticuerpo es:
e un anticuerpo que no induce la liberacion de IL-6 significativa por monocitos humanos o células
mononucleares de sangre periférica segun lo determinado por el método descrito en el Ejemplo 19 de la

memoria descriptiva
ylo
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e un anticuerpo que no induce la liberacién de IFN-y detectable por células T humanas o células
mononucleares de sangre periférica segun lo determinado por el método descrito en el Ejemplo 20 de la
memoria descriptiva

ylo

e un anticuerpo que es internalizado por células que expresan CD38; tal como internalizado por células CHO-
CD38 en el plazo de 5 a 15 minutos a 37°C mediante el método descrito en el Ejemplo 12 de la memoria
descriptiva

ylo

e un anticuerpo que induce ADCC; tal como con un valor de CEsg inferior a 15 ng/ml, tal como inferior a 10
ng/ml en células de Daudi-luc y con un valor de CEsy inferior a 75 ng/ml, tal como inferior a 50 ng/ml, 30
ng/ml o 10 ng/ml en células MM segun lo determinado por el método descrito en el Ejemplo 5 de la memoria
descriptiva

ylo

e un anticuerpo que induce CDC en presencia de complemento; tal como con un valor de CEsy inferior a 5
pg/ml, tal como inferior a 1 pg/ml en células de Daudi-luc o CD38-CHO por el método descrito en el Ejemplo 6
de la memoria descriptiva

ylo

e un anticuerpo que inhibe la sintesis de cGDPR.

ylo

e un anticuerpo que inhibe la sintesis de cADPR

ylo

e un anticuerpo que se une a CD38 humano con una afinidad (Kp) de menos de 10® M, tal como en el
intervalo de 10 M a 107" M, por ejemplo, en el intervalo de 7 x 10°Ma 10" M, segun lo determinado por
resonancia de plasmoén superficial como se describe en el Ejemplo 20 de la memoria descriptiva

ylo

e un anticuerpo que inhibe la sintesis de cGDPR en al menos 25%, tal como al menos 30% después de 90
minutos a una concentracion de 3 pg/ml segun lo determinado por el método espectrofotométrico descrito en
el Ejemplo 24 de la memoria descriptiva

ylo

e un anticuerpo que inhibe la sintesis de cADPR en al menos 25%, tal como al menos 30% después de 90
minutos a una concentracion de 3 pg/ml segun lo determinado por el método de HPLC descrito por Munshi et
al., J. Biol. Chem. 275, 21566-21571 (2000).

El anticuerpo contra CD38 no agonistico -003 es un anticuerpo IgG1 monoclonal humano que tiene una region Vi
que consiste en la secuencia de SEQ ID NO: 2 y una region V4 que consiste en la secuencia de SEQ ID NO: 7.

En una realizacion, el anticuerpo contra CD38 no agonistico utilizado en la invencion es el anticuerpo -005. -005 es
un anticuerpo 1IgG1 monoclonal humano que tiene una region V. que consiste en la secuencia de SEQ ID NO: 12 y
una region Vy que consiste en la secuencia de SEQ ID NO: 17.

El anticuerpo contra CD38 no agonistico -024 es un anticuerpo IgG1 monoclonal humano que tiene una region Vi
que consiste en la secuencia de SEQ ID NO: 22 y una regién Vy que consiste en la secuencia de SEQ ID NO: 27.

El anticuerpo contra CD38 no agonistico -003 es un anticuerpo que se une a CD38 humano codificado por los acidos
nucleicos de la cadena ligera humana y de la cadena pesada humana que comprenden secuencias de nucleétidos
en sus regiones variables como se expone en SEQ ID NO: 1y SEQ ID NO: 6, respectivamente.

En una realizacion, el anticuerpo contra CD38 no agonistico -005 utilizado en la invencion es un anticuerpo que se
une a CD38 humano codificado por los acidos nucleicos de la cadena ligera humana y de la cadena pesada humana
que comprenden secuencias de nucledtidos en sus regiones variables como se expone en SEQ ID NO: 11y SEQ ID
NO: 16, respectivamente.

El anticuerpo contra CD38 no agonistico -024 es un anticuerpo que se une a CD38 humano codificado por los acidos
nucleicos de la cadena ligera humana y de la cadena pesada humana que comprenden secuencias de nucleétidos
en sus regiones variables como se expone en SEQ ID NO: 21 y SEQ ID NO: 26, respectivamente.

Los anticuerpos contra CD38 no agonisticos se describen en el documento W0O2005/103083 (Morphosys), en
particular un anticuerpo que comprende una o mas de las secuencias proporcionadas en la Figura 1b y/o las
secuencias proporcionadas en la Figura 2B del documento WO 2005/103083.

Los anticuerpos interactian con los antigenos diana principalmente a través de los residuos de aminoacidos que se
encuentran en las seis regiones determinantes de complementariedad (CDR) de las cadenas pesadas y ligeras. Por
esta razoén, las secuencias de aminoacidos dentro de las CDR son mas diversas entre los anticuerpos individuales
que las secuencias fuera de las CDR. Debido a que las secuencias de las CDR son responsables de la mayoria de
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las interacciones anticuerpo-antigeno, es posible expresar anticuerpos recombinantes que imitan las propiedades de
los anticuerpos naturales especificos mediante la construccion de vectores de expresion que incluyen secuencias de
CDR del anticuerpo natural especifico injertado en secuencias marco de un anticuerpo diferente con diferentes
propiedades (véanse por ejemplo Riechmann, L. et al., Nature 332, 323-327 (1998), Jones, P. et al., Nature 321,
522-525 (1986) y Queen, C. et al., PNAS USA 86, 10029-10033 (1989)).

Dado que es bien conocido en la técnica que los dominios de CDR3 de la cadena pesada del anticuerpo
desempefian un papel particularmente importante en la especificidad/afinidad de unién de un anticuerpo por un
antigeno (Ditzel HJ, et al., J Immunol. 157 (2), 739-49 (1996), Barbas SM et al., J. Am. Chem. Soc. 116, 2161-2162
(1994), y Barbas SM et al., Proc Natl Acad Sci USA 92 (7), 2529-33 (1995), los anticuerpos utilizados en la invencion
comprenden las CDR3 de las cadenas pesadas y ligeras de -005.

En la presente memoria se describe un anticuerpo que comprende una CDR3 de Vy que tiene la secuencia expuesta
en SEQ ID NO: 10 o un anticuerpo que compite por la unién a CD38 con dicho anticuerpo, p. €j. mediante la union
del mismo epitopo a dicho anticuerpo.

La competicion se puede determinar mediante el uso de un ELISA como se describe en la seccion de Ejemplos.

La competicién también se puede determinar mediante el uso de un FACS como se describe en la seccion de
Ejemplos.

En la presente memoria se describe un anticuerpo que comprende una CDR3 de V. con la secuencia expuesta en
SEQ ID NO: 5 y una CDR3 de V4 con la secuencia expuesta en SEQ ID NO: 10.

En la presente memoria se describe un anticuerpo que comprende las regiones variables la cadena ligera humana y
pesada humana, en donde la regién variable de la cadena ligera comprende una CDR1 de V. con la secuencia
expuesta en SEQ ID NO: 3, una CDR2 de V. con la secuencia expuesta en SEQ ID NO: 4 y una CDR3 de V| que
tiene la secuencia expuesta en SEQ ID NO: 5, y la region variable de la cadena pesada comprende una CDR1 de Vy
con la secuencia expuesta en SEQ ID NO: 8, una CDR2 de V4 con la secuencia expuesta en SEQ ID NO: 9y una
CDR3 de Vy con la secuencia expuesta en SEQ ID NO: 10.

En la presente memoria se describe un anticuerpo que comprende una region V. que tiene la secuencia de
aminoacidos expuesta en SEQ ID NO: 2 o una region V. que tiene al menos aproximadamente 90%, tal como al
menos aproximadamente 95% de identidad de secuencia de aminoacidos con la secuencia expuesta en SEQ ID NO:
2.

En la presente memoria se describe un anticuerpo que comprende una regién Vy que tiene la secuencia de
aminoacidos expuesta en SEQ ID NO: 7 o una regién V4 que tiene al menos aproximadamente 90%, tal como al
menos aproximadamente 95% de identidad de secuencia de aminoacidos con la secuencia expuesta en SEQ ID NO:
7 o una region Vy que tiene 1-5, tal como 1-3 sustituciones, deleciones o adiciones de aminoacidos en comparacion
con la secuencia expuesta en SEQ ID NO: 7.

En la invencién, dicho anticuerpo es un anticuerpo que comprende una CDR3 de V4 con la secuencia expuesta en
SEQ ID NO: 20. En la presente memoria se describe un anticuerpo que compite por la uniéon de CD38 con dicho
anticuerpo, p. ej. mediante la unién al mismo epitopo que dicho anticuerpo.

En particular, en la invencion, dicho anticuerpo es un anticuerpo que comprende una CDR3 de V. con la secuencia
expuesta en SEQ ID NO: 15 y una CDR3 de V4 con la secuencia expuesta en SEQ 1D NO: 20.

Especificamente, en la invencién, dicho anticuerpo es un anticuerpo que comprende las regiones variables de la
cadena ligera humana y pesada humana, en donde la regién variable de la cadena ligera comprende una CDR1 de
V| que tiene la secuencia expuesta en SEQ ID NO: 13, una CDR2 de V| que tiene la secuencia expuesta en SEQ ID
NO: 14 y una CDR3 de V. que tiene la secuencia expuesta en SEQ ID NO: 15, y la regién variable de la cadena
pesada comprende una CDR1 de V4 que tiene la secuencia expuesta en SEQ ID NO: 18, una CDR2 de Vy que tiene
la secuencia expuesta en SEQ ID NO: 19 y una CDR3 de Vy que tiene la secuencia expuesta en SEQ ID NO: 20.

En una realizacion, dicho anticuerpo es un anticuerpo que comprende una region V. que tiene la secuencia de
aminoacidos expuesta en SEQ ID NO: 12 o una region V. que tiene al menos aproximadamente 90%, tal como al
menos aproximadamente 95% de identidad de secuencia de aminoacidos con la secuencia de acuerdo con SEQ ID
NO: 12.

En ofra realizacion, dicho anticuerpo es un anticuerpo que comprende una regidon Vy que tiene la secuencia de
aminoacidos expuesta en SEQ ID NO: 17 o una regiéon Vy que tiene al menos aproximadamente 90%, tal como al
menos aproximadamente 95% de identidad de secuencia de aminoacidos con la secuencia expuesta en SEQ ID NO:
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17 o una regiodn Vy que tiene 1-5, tal como 1-3 sustituciones, deleciones o adiciones de aminoacidos en comparacion
con la secuencia expuesta en SEQ ID NO: 17.

En la presente memoria se describe un anticuerpo que comprende una CDR3 de Vy que tiene la secuencia expuesta
en SEQ ID NO: 30 o un anticuerpo que compite por la unién de CD38 con dicho anticuerpo, p. €j. mediante la union
al mismo epitopo que dicho anticuerpo.

En la presente memoria se describe un anticuerpo que comprende una CDR3 de V. con la secuencia expuesta en
SEQ ID NO: 25 y una CDR3 de Vy con la secuencia expuesta en SEQ ID NO: 30.

En la presente memoria se describe un anticuerpo que comprende las regiones variables de la cadena ligera
humana y pesada humana, en donde la region variable de la cadena ligera comprende una CDR1 de V. que tiene la
secuencia expuesta en SEQ ID NO: 23, una CDR2 de V. que tiene la secuencia expuesta en SEQ ID NO: 24 y una
CDR3 de V. que tiene la secuencia expuesta en SEQ ID NO: 25, y la region variable de la cadena pesada
comprende una CDR1 de V4 con la secuencia expuesta en SEQ ID NO: 28, una CDR2 de V4 que tiene la secuencia
expuesta en SEQ ID NO: 29 y una CDR3 de V4 que tiene la secuencia expuesta en SEQ ID NO: 30.

En la presente memoria se describe un anticuerpo que comprende una regién V. que tiene la secuencia de
aminoacidos expuesta en SEQ ID NO: 22 o una region V. que tiene al menos aproximadamente 90%, tal como al
menos aproximadamente 95% de identidad de secuencia de aminoacidos con la secuencia de acuerdo con SEQ ID
NO: 22.

En la presente memoria se describe un anticuerpo que comprende una regiéon Vy que tiene la secuencia de
aminoacidos expuesta en SEQ ID NO: 27 o una regiéon Vy que tiene al menos aproximadamente 90%, tal como al
menos aproximadamente 95% de identidad de secuencia de aminoacidos con la secuencia de acuerdo con SEQ ID
NO: 27 o una region Vy que tiene 1-5, tal como 1-3 sustituciones, deleciones o adiciones de aminoacidos en
comparacion con la secuencia expuesta en SEQ ID NO: 27.

En una realizacion de la invencion, dicho al menos un agente quimioterapéutico no corticosteroideo comprende uno
0 mas agentes seleccionados del grupo que consiste en: melfalan, mecloretamina, tioepa, clorambucilo, carmustina
(BSNU), lomustina (CCNU), ciclofosfamida, busulfan, dibromomanitol, estreptozotocina, dacarbazina (DTIC),
procarbazina, mitomicina C, cisplatino y otros derivados de platino, tales como el carboplatino, y dicho anticuerpo es
un anticuerpo IgG1 monoclonal humano que tiene una V| regién que consiste en la secuencia de SEQ ID NO: 12y
una region Vy que consiste en la secuencia de SEQ ID NO: 17.

En una realizacién de la invenciéon, dicho al menos un agente quimioterapéutico no corticosteroideo comprende
melfalan, y dicho anticuerpo es un anticuerpo IgG1 monoclonal humano que tiene una regién V. que consiste en la
secuencia de SEQ ID NO: 12 y una region Vy que consiste en la secuencia de SEQ ID NO: 17.

En otra realizacion, dicho al menos un agente quimioterapéutico no corticosteroideo comprende un derivado de
acido glutamico, tal como talidomida (Thalomid®) o un analogo de talidomida, p. €j., CC-5013 (lenalidomida,
Revlimid™) o CC4047 (Actimid™), y dicho anticuerpo es un anticuerpo IgG1 monoclonal humano que tiene una
region V_ que consiste en la secuencia de SEQ ID NO: 12 y una regidon Vy que consiste en la secuencia de SEQ ID
NO: 17.

En otra realizacion, dicho al menos un agente quimioterapéutico no corticosteroideo comprende talidomida
(Thalomid®) o un analogo de talidomida, p. ej. CC-5013 (lenalidomida, Revlimid™) o CC4047 (Actimid™), y dicho
anticuerpo es un anticuerpo IgG1monoclonal humano que tiene una region V. que consiste en la secuencia de SEQ
ID NO: 12 y una region Vy que consiste en la secuencia de SEQ ID NO: 17.

En otra realizacion, dicho al menos un agente quimioterapéutico no corticosteroideo comprende un inhibidor de
proteasoma, tal como bortezomib (Velcade®), y dicho anticuerpo es un anticuerpo IgG1 monoclonal humano que
tiene una region Vi que consiste en la secuencia de SEQ ID NO: 12 y una region Vy que consiste en la secuencia de
SEQ ID NO: 17.

En otra realizacion, dicho al menos un corticosteroide comprende dexametasona, dicho al menos un agente
quimioterapéutico no corticosteroideo comprende un inhibidor de proteasoma, tal como bortezomib (Velcade®), y
dicho anticuerpo es un anticuerpo IgG1 monoclonal humano que tiene una region V. que consiste en la secuencia de
SEQ ID NO: 12 y una region Vy que consiste en la secuencia de SEQ ID NO: 17.

En otra realizacion, dicho al menos un agente quimioterapéutico no corticosteroideo comprende un alcaloide de
vinca, tal como vincristina, y dicho anticuerpo es un anticuerpo IgG1 monoclonal humano que tiene una region Vi
que consiste en la secuencia de SEQ ID NO: 12 y una regién Vy que consiste en la secuencia de SEQ ID NO: 17.

En otra realizacion, dicho al menos un agente quimioterapéutico no corticosteroideo comprende una antraciclina, tal
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como doxorrubicina, y dicho anticuerpo es un anticuerpo IgG1 monoclonal humano que tiene una regién V. que
consiste en la secuencia de SEQ ID NO: 12 y una region Vx que consiste en la secuencia de SEQ ID NO: 17.

En otra realizacion, dicho al menos un corticosteroide comprende prednisona, y dicho anticuerpo es un anticuerpo
IgG1 monoclonal humano que tiene una regién V. que consiste en la secuencia de SEQ ID NO: 12 y una region Vy
que consiste en la secuencia de SEQ ID NO: 17.

En otra realizaciéon, dicho al menos un corticosteroide comprende prednisona y dicho al menos un agente
quimioterapéutico no corticosteroideo comprende melfalan, y dicho anticuerpo es un anticuerpo IgG1 monoclonal
humano que tiene una region V. que consiste en la secuencia de SEQ ID NO: 12 y una region Vy que consiste en la
secuencia de SEQ ID NO: 17.

En otra realizaciéon, dicho al menos un corticosteroide comprende prednisona y dicho al menos un agente
quimioterapéutico no corticosteroideo comprende talidomida, y dicho anticuerpo es un anticuerpo IgG1 monoclonal
humano que tiene una region V. que consiste en la secuencia de SEQ ID NO: 12 y una region Vy que consiste en la
secuencia de SEQ ID NO: 17.

En otra realizaciéon, dicho al menos un corticosteroide comprende prednisona y dicho al menos un agente
quimioterapéutico no corticosteroideo comprende melfalan y talidomida, y dicho anticuerpo es un anticuerpo IgG1
monoclonal humano que tiene una region V. que consiste en la secuencia de SEQ ID NO: 12 y una regién V4 que
consiste en la secuencia de SEQ ID NO: 17

En otra realizacion, dicho al menos un corticosteroide comprende dexametasona, y dicho anticuerpo es un
anticuerpo IgG1 monoclonal humano que tiene una region V, que consiste en la secuencia de SEQ ID NO: 12 y una
region Vy que consiste en la secuencia de SEQ ID NO: 17.

En otra realizacion, dicho al menos un corticosteroide comprende dexametasona y dicho al menos un agente
quimioterapéutico no corticosteroideo comprende talidomida y/o lenalidomida, y dicho anticuerpo es un anticuerpo
IgG1 monoclonal humano que tiene una regién V. que consiste en la secuencia de SEQ ID NO: 12 y una region Vy
que consiste en la secuencia de SEQ ID NO: 17.

En otra realizacion, dicho al menos un corticosteroide comprende dexametasona y dicho al menos un agente
quimioterapéutico no corticosteroideo comprende vincristina y/o doxorrubicina, y dicho anticuerpo es un anticuerpo
IgG1 monoclonal humano que tiene una regién V. que consiste en la secuencia de SEQ ID NO: 12 y una region Vy
que consiste en la secuencia de SEQ ID NO: 17.

Los anticuerpos adecuados para su uso en la presente invencion también incluyen variantes de los anticuerpos de
los Ejemplos. Una variante funcional de una V. o V4 utilizada en el contexto de un anticuerpo contra CD38 todavia
permite que el anticuerpo conserve al menos una proporcion sustancial (al menos aproximadamente 50%, 60%,
70%, 80%, 90%, 95% o mas) de la afinidad/avidez y/o la especificidad/selectividad del anticuerpo parental y en
algunos casos, tal anticuerpo se puede asociar con mayor afinidad, selectividad y/o especificidad que el anticuerpo
parental.

Un anticuerpo anti-CD38 "variante" es un anticuerpo que difiere de un anticuerpo parental (generado tipicamente por
inmunizacién) por una o mas alteraciones adecuadas de residuos de aminoacidos, es decir, sustituciones,
deleciones, inserciones o adiciones de secuencias terminales, en las secuencias de Vy y/o V. (siempre que dichos
cambios conserven, si no mejoren, al menos una cantidad sustancial de las caracteristicas de unién al epitopo del
anticuerpo parental).

Asi, por ejemplo, en una variante de anticuerpo, se pueden introducir o insertar uno o mas residuos de aminoacidos
en o adyacentes a una o mas de las regiones hipervariables de un anticuerpo parental. Una variante de anticuerpo
anti-CD38 puede comprender cualquier nimero de residuos de aminoacidos insertados, siempre que se conserve al
menos una cantidad sustancial de las caracteristicas de unién al epitopo del anticuerpo parental. Una variante de
anticuerpo anti-CD38 de la presente invencion puede comprender, por ejemplo, de aproximadamente 1 a 30
residuos de aminoacidos insertados, por ejemplo, de aproximadamente 1 a 10, tal como, por ejemplo, de
aproximadamente 2 a 10, por ejemplo de 2 a 5 o por ejemplo de aproximadamente 1 a 5 residuos de aminoacidos
insertados. Del mismo modo, una variante de anticuerpo anti-CD38 de la presente invencion puede comprender, por
ejemplo, de aproximadamente 1 a 30 residuos de aminoacidos eliminados, por ejemplo de aproximadamente 1 a 10,
tal como, por ejemplo, de aproximadamente 2 a 10, por ejemplo de 2 a 5 o por ejemplo de aproximadamente 1 a 5
residuos de aminoacidos eliminados. Del mismo modo, una variante de anticuerpo anti-CD38 de la presente
invencion puede comprender, por ejemplo, de aproximadamente 1 a 30 residuos de aminoacidos sustituidos, por
ejemplo, de aproximadamente 1 a 10, tal como, por ejemplo, de aproximadamente 2 a 10, por ejemplo, de 2 a 5 o
por ejemplo de aproximadamente 1 a 5 residuos de aminoacidos sustituidos. Del mismo modo, una variante de
anticuerpo anti-CD38 util para la presente invencion puede comprender, por ejemplo, de aproximadamente 1 a 30
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adiciones de residuos de aminoacidos de la secuencia terminal, por ejemplo de aproximadamente 1 a 10, tal como
por ejemplo de aproximadamente 2 a 10, por ejemplo de 2 a 5 o por ejemplo de aproximadamente 1 a 5 adiciones
de residuos de aminoacidos de secuencia terminal. Una variante de anticuerpo de la presente invencién también
puede comprender una combinaciéon de dos o mas de tales inserciones, deleciones, sustituciones y adiciones de
residuos de aminoacidos de secuencia terminal, siempre que la variante posea al menos una proporcién sustancial
de la afinidad, especificidad y/o selectividad de los anticuerpos parentales con respecto a uno o mas epitopos de
CD38.

En la presente memoria se describen anticuerpos que comprenden una CDR3 de Vy variante que consiste
esencialmente en una secuencia que tiene al menos aproximadamente 80%, tal como al menos aproximadamente
85%, por ejemplo al menos aproximadamente 90%, tal como al menos aproximadamente 95% de identidad de
secuencia de aminoacidos con una secuencia de acuerdo con cualquiera de SEQ ID NO: 10 o SEQ ID NO: 20 o
SEQ ID NO: 30, en donde el anticuerpo tiene al menos una proporcién sustancial (al menos aproximadamente 50%,
60%, 70%, 80%, 90%, 95% o mas) de las caracteristicas de unién al epitopo de un anticuerpo que tiene una
secuencia de CDR3 de Vy variante de SEQ ID NO: 10 o SEQ ID NO: 20 o SEQ ID NO: 30, respectivamente, tal
como un anticuerpo que tiene una secuencia de V4 de SEQ ID NO: 7 o SEQ ID NO: 17 o SEQ ID NO: 27,
respectivamente, tal como un anticuerpo que tiene una secuencia de V4 de SEQ ID NO: 7 y una secuencia de V. de
SEQ ID NO: 2, o un anticuerpo que tiene una secuencia de Vy de SEQ ID NO: 17 y una secuencia de V, de SEQ ID
NO: 12, o un anticuerpo que tiene una secuencia de Vy de SEQ ID NO: 27 y una secuencia de V. de SEQ ID NO: 22,
respectivamente.

El porcentaje de identidad entre dos secuencias es una funcion del numero de posiciones idénticas compartidas por
las secuencias (es decir, % de homologia = ndm. de posiciones idénticas/nimero total de posiciones x 100),
teniendo en cuenta el numero de espacios y la longitud de cada espacio, que debe introducirse para una alineacion
optima de las dos secuencias. La comparacion de las secuencias y la determinaciéon del porcentaje de identidad
entre dos secuencias se puede lograr utilizando un algoritmo matematico, como se describe en los ejemplos no
limitativos a continuacion.

El porcentaje de identidad entre dos secuencias de nucledtidos se puede determinar utilizando el programa GAP en
el paquete de soporte ldgico GCG (disponible en http://www.gcg.com), utilizando una matriz NWSgapdna.CMP y un
peso de espacio de 40, 50, 60, 70, o 80 y un peso de longitud de 1, 2, 3, 4, 5 o 6. El porcentaje de identidad entre
dos secuencias de nucledtidos o aminoacidos también se puede determinar utilizando el algoritmo de E. Meyers y
W. Miller, Comput. Appl. Biosci 4, 11-17 (1988)) que se ha incorporado al programa ALIGN (version 2.0), utilizando
una tabla de residuos de peso PAM120, una penalizacion por longitud de espacio de 12 y una penalizacion por
espacio de 4. Ademas, el porcentaje de identidad entre dos secuencias de aminoacidos se puede determinar
utilizando el algoritmo de Needleman y Wunsch, J. Mol. Biol. 48, 444-453 (1970)) que se ha incorporado al programa
GAP en el paquete de soporte l6gico GCG (disponible en http://www.gcg.com), utilizando una matriz Blossum 62 o
una matriz PAM250, y un peso de espacio de 16, 14, 12, 10, 8, 6 0 4 y un peso de longitud de 1, 2, 3, 4, 50 6.

La secuencia de las variantes de CDR puede diferir de la secuencia de las CDR de las secuencias de anticuerpos
parentales a través de sustituciones principalmente conservativas; por ejemplo, al menos aproximadamente 35%,
aproximadamente 50% o mas, aproximadamente 60% o mas, aproximadamente 70% o mas, aproximadamente 75%
0 mas, aproximadamente 80% o mas, aproximadamente 85% o mas, aproximadamente 90% o mas,
aproximadamente 95% o mas (por ejemplo, aproximadamente 65-99%) de las sustituciones en la variante son
reemplazos de residuos de aminoacidos conservativos. En el contexto de la presente invencion, las sustituciones
conservativas se pueden definir mediante sustituciones dentro de las clases de aminoacidos reflejadas en una o mas
de las siguientes tres tablas:
Clases de residuos de aminoacidos para sustituciones conservativas

Residuos Acidos Asp y Glu

Residuos alcalinos Lys, Argy su

Residuos hidréfilos no cargados | Ser, Thr, Asn, y Gin

Residuos Alifaticos no Cargados |Gly, Ala, Val, Leu e lle

Residuos no polares no cargados |Cys, Met y Pro

Residuos aromaticos Phe, Tyr,y Trp
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Clases alternativas de sustituciones conservativas de residuos de aminoacidos
1 |Ala(a) |[Ser(S) Thr(T)

Asp (D) |Glu (E

Asp (N) [GIn (Q

Arg (R) |Lys (K)

lle () |Leu (L) Met (M)

Phe (F) | Tyr (Y) [Trp (W)

)
)

|l WDN

Clasificaciones fisicas y funcionales alternativas de Residuos de aminoacidos

Residuos que contienen grupos alcohol SyT

Residuos alifaticos ILL,VyM

Residuos asociados a cicloalquenilo F,HHWeY

Residuos hidréfobos ACFGHILLMRT VWeY
Residuos cargados negativamente DyE

Residuos polares C,D,E,H,K,N,Q,R,SyT
Residuos cargados positivamente H, KyR

Residuos pequerios A,C,D,G, NP, S TyV

Residuos muy pequefios A,GyS

Residuos implicados en la formacion de giros (A, C, D, E, G, H,K,N,Q,R, S, Py T
Residuos flexibles QT,KS,GP,DEYR

Los grupos de sustituciones mas conservativas incluyen: valina-leucina-isoleucina, fenilalanina-tirosina, lisina-
arginina, alanina-valina y asparragina-glutamina. También se pueden formular grupos adicionales de aminoacidos
utilizando los principios descritos, por ejemplo, por Creighton (1984) en Proteins: Structure and Molecular Properties
(2° Ed. 1993), W.H. Freeman and Company.

Cuando se realizan inserciones en la region hipervariable para generar un anticuerpo variante, se debe tener en
cuenta el intervalo tipico de longitudes de la regién hipervariable en cuestién en los anticuerpos conocidos. Por
ejemplo, para la primera region hipervariable de un dominio variable de cadena ligera, las inserciones se pueden
introducir en la secuencia de CDR1 de V. de un anticuerpo parental mientras conserva un tamafo apropiado
sustancialmente similar y, por lo tanto, esperado, que segun Kabat et al., mas arriba, p. €j., tipicamente tiene un total
de aproximadamente 9-20 (p. ej., aproximadamente 10-17) residuos. Del mismo modo, una CDR2 de V., tiene
tipicamente una longitud total de aproximadamente 5-10 residuos; CDR3 de V. tiene tipicamente una longitud de
aproximadamente 7-20 residuos; CDR1 de V4 tiene tipicamente una longitud de aproximadamente 10-15 residuos;
CDR2 de V4 tiene tipicamente una longitud de aproximadamente 15-20 residuos; y CDR3 de Vy tiene tipicamente
una longitud de aproximadamente 6-30 residuos (. €j., 3-25 residuos). Las inserciones en la regidon Vy tipicamente se
hacen en la CDR3 de V4 y, por lo general, cerca del extremo C terminal del dominio, por ejemplo, aproximadamente
los residuos 97-102 de la CDR3 de V4 CDR3 parental (por ejemplo, adyacente a, o C-terminal en la secuencia con
respecto, al residuo numero 100 de la secuencia de CDR3 de Vy parental) utilizando el alineamiento y la numeracion
descritos por Kabat. Las variantes de anticuerpo con uno o varios residuos de aminoacido insertados en una region
hipervariable del mismo se pueden preparar al azar, especialmente cuando la afinidad de unién inicial del anticuerpo
parental para el antigeno diana es tal que las variantes de anticuerpo producidas aleatoriamente pueden
seleccionarse facilmente. Por ejemplo, la presentaciéon en fagos proporciona un método conveniente para detectar
tales variantes aleatorias.

En la presente memoria se describen anticuerpos que se caracterizan con respecto a su capacidad para competir
(inhibir competitivamente) o competir de forma cruzada (es decir, inhibir la unién del epitopo de forma relativamente
parcial) con un anticuerpo que tiene una secuencia de V. de SEQ ID NO: 2 y una secuencia de Vy de SEQ ID NO: 7
(tal como el anticuerpo -003), o un anticuerpo que tiene una secuencia de V. de SEQ ID NO: 12 y una secuencia de
Vy de SEQ ID NO: 17 (tal como el anticuerpo -005) o un anticuerpo que tiene una secuencia de V. de SEQ ID NO:
22 y una secuencia de V4 de SEQ ID NO: 27, (tal como el anticuerpo -024), por la unién a CD38. Tal anticuerpo
puede ser, por ejemplo, un fragmento Fab, derivado de un anticuerpo que se une a un epitopo idéntico o que se
solapa con un epitopo unido por un anticuerpo que tiene una secuencia de V. de SEQ ID NO: 2 y una secuencia de
V4 de SEQ ID NO: 7, o un anticuerpo que tiene una secuencia de V. de SEQ ID NO: 12 y una secuencia de Vy de
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SEQ ID NO: 17 o un anticuerpo que tiene una secuencia de V. de SEQ ID NO: 22 y una secuencia de V4 de SEQ ID
NO: 27. La competicion por la uniéon a CD38 o una porcién de CD38 por dos o mas anticuerpos se puede determinar
mediante cualquier técnica adecuada. En una realizacién, la competicion se determina, por ejemplo, como se
describe en el Ejemplo 7,8y 9.

A menudo, la competicién esta marcada por una inhibicion relativa significativamente mayor que aproximadamente
5%, segun lo determinado por ELISA y/o el analisis FACS. Puede ser deseable establecer un umbral mas alto de
inhibiciéon relativa como criterio/determinante de lo que es un nivel adecuado de competicion en un contexto
particular (p. ej., cuando el analisis de competicion se utiliza para seleccionar o escrutar nuevos anticuerpos
disefiados con la funcién prevista de bloguear la unién de otro péptido o molécula a CD38 (p. €j., los compafieros de
union naturales de CD38, tales como CD31, también denominado antigeno CD31, EndoCAM, GPIIA', PECAM-1,
molécula de adhesion de las células plaquetarias/endoteliales o anticuerpo anti-CD38)). Asi, por ejemplo, es posible
establecer un criterio de competitividad en donde se detecte al menos aproximadamente 10% de inhibicién relativa;
se detecta al menos aproximadamente 15% de inhibicion relativa; o se detecte al menos aproximadamente 20% de
inhibicién relativa antes de que un anticuerpo se considere suficientemente competitivo. En los casos en que los
epitopos que pertenecen a anticuerpos competidores estan localizados cerca de un antigeno, la competicion puede
estar marcada por una inhibicion relativa de la unién a CD38 superior a aproximadamente 40% (p. €j., al menos
aproximadamente 45% de inhibicién, tal como al menos aproximadamente 50% de inhibicién, por ejemplo, al menos
aproximadamente 55% de inhibicién, tal como al menos aproximadamente 60% de inhibicién, por ejemplo, al menos
aproximadamente 65% de inhibicién, tal como al menos aproximadamente 70% de inhibicidn, por ejemplo al menos
aproximadamente 75% de inhibicién, tal como al menos aproximadamente 80% de inhibicién, por ejemplo, al menos
aproximadamente 85% de inhibicién, tal como al menos aproximadamente 90% de inhibicién, por ejemplo, al menos
aproximadamente 95% de inhibicion, o un nivel mas alto de inhibicion relativa).

En la presente memoria se describe un anticuerpo que se une especificamente a un epitopo de CD38 que también
esta unido especificamente a un anticuerpo que tiene una secuencia de V. de SEQ ID NO: 2 y una secuencia de Vy
de SEQ ID NO: 7 (tal como el anticuerpo -003), o un anticuerpo que tiene una secuencia de V| de SEQ ID NO: 12y
una secuencia de Vyde SEQ ID NO: 17 (tal como el anticuerpo -005) o un anticuerpo que tiene una secuencia de V.
de SEQ ID NO: 22 y una secuencia de V4 de SEQ ID NO: 27 (tal como el anticuerpo -024).

Un epitopo de CD38 unido a un anticuerpo que tiene una secuencia de V. de SEQ ID NO: 2 y una secuencia de V4
de SEQ ID NO: 7 (tal como el anticuerpo -003), o un anticuerpo que tiene una secuencia de V| de SEQ ID NO: 12y
una secuencia de V4 de SEQ ID NO: 17 (tal como el anticuerpo -005) o un anticuerpo que tiene una secuencia de V.
de SEQ ID NO: 22 y una secuencia de V4 de SEQ ID NO: 27 (tal como el anticuerpo -024), se puede identificar
mediante técnicas convencionales de mapeo y caracterizacion, cuyo ajuste adicional se puede identificar mediante
cualquier mecanismo adecuado, cuyos ejemplos numerosos estan disponibles para el experto en la técnica. Estos
mecanismos también se pueden utilizar para identificar y/o caracterizar epitopos para anticuerpos anti-CD38 en
general. Como ejemplo de tales métodos de mapeo/caracterizacion, se puede determinar un epitopo para un
anticuerpo anti-CD38 por medio de la "huella" del epitopo utilizando la modificacién quimica de las aminas/carboxilos
expuestos en la proteina CD38. Un ejemplo especifico de tal mecanismo de huella es el uso de HXMS (intercambio
de hidrégeno-deuterio detectado por espectrometria de masas) en donde se produce un intercambio de
hidrogeno/deuterio de los protones de amida de la proteina de ligando y receptor, unién, e intercambio de vuelta, en
donde los grupos amida de la cadena principal que participan en la unién de la proteinas estan protegidos del
intercambio de vuelta y, por lo tanto, permaneceran deuterados. Las regiones relevantes se pueden identificar en
este punto por protedlisis péptica, separacion por cromatografia liquida de alto rendimiento de microprocesador
rapido y/o espectrometria de masas de ionizacion por electropulverizacion. Véanse, por ejemplo, Ehring H, Analytical
Biochemistry, 267(2) 252-259 (1999) y/o Engen, J.R. y Smith, D.L. (2001) Anal. Chem. 73, 256A-265A. Otro ejemplo
de una técnica de identificacion de epitopos adecuada es el mapeo de epitopos por resonancia magnética nuclear
(RMN), donde se compara tipicamente la posicion de las sefiales en los espectros de RMN bidimensionales del
antigeno libre y el antigeno complejado con el péptido de union al antigeno, tal como un anticuerpo. El antigeno
normalmente se marca de forma isotdpica selectiva con *N;, de modo que solo se ven sefiales correspondientes al
antigeno y no se ve ninguna sefial del péptido de union al antigeno en el espectro de RMN. Las sefiales de
antigenos que se originan a partir de los aminoacidos implicados en la interaccién con el péptido de unién al
antigeno generalmente cambiaran de posicion en los espectros del complejo en comparacion con los espectros del
antigeno libre, y los aminoacidos implicados en la unidon se pueden identificar de esa manera. Véase por ejemplo
Ernst Schering Res Found Workshop. (44), 149-67 (2004), Huang et al., Journal of Molecular Biology 281(1), 61-67
(1998) y Saito y Patterson, Methods. 9(3), 516-24 (1996).

El mapeo/caracterizacion de epitopos también se puede realizar utilizando métodos de espectrometria de masas.
Véanse por ejemplo Downward, J Mass Spectrom. 35(4), 493-503 (2000) y Kiselar y Downard, Anal Chem. 71(9),
1792-801 (1999).

Las técnicas de digestion con proteasa también pueden ser Utiles en el contexto del mapeo e identificacion de
epitopos. Las regiones/secuencias relevantes para los determinantes antigénicos se pueden determinar mediante
digestion con proteasas, p. ej. mediante el uso de tripsina en una proporcién de aproximadamente 1:50 para la
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digestion de CD38 durante la noche (O/N), a 37°C y pH 7-8, seguido de un analisis de espectrometria de masas
(MS) para la identificacion de péptidos. Los péptidos protegidos de la escision con tripsina del anticuerpo se pueden
identificar posteriormente por comparacion de muestras sometidas a digestion con tripsina y muestras incubadas con
anticuerpo y después sometidas a digestion p. ej. con ftripsina (revelando asi una huella para el aglutinante).
También, o alternativamente, se pueden utilizar otras enzimas como la quimotripsina, la pepsina, etc., en un método
de caracterizacion de epitopos similar. Se considera que un anticuerpo que proporciona significativamente el mismo
resultado que un anticuerpo que tiene una secuencia de V. de SEQ ID NO: 2 y una secuencia de Vy de SEQ ID NO:
7 (tal como el anticuerpo

-003), o un anticuerpo que tiene una secuencia de V. de SEQ ID NO: 12 y una secuencia de V4 de SEQ ID NO: 17
(tal como el anticuerpo -005) o un anticuerpo que tiene una secuencia de V| de SEQ ID NO: 22 y una secuencia de
Vy de SEQ ID NO: 27 (tal como el anticuerpo -024) en estas mediciones es un anticuerpo que se une al mismo
epitopo que un anticuerpo que tiene una secuencia de V. de SEQ ID NO: 2 y una secuencia de Vy de SEQ ID NO: 7
(tal como el anticuerpo -003), o un anticuerpo que tiene una secuencia de V. de SEQ ID NO: 12 y una secuencia de
Vy de SEQ ID NO: 17 (tal como el anticuerpo -005) o un anticuerpo que tiene una secuencia de V. de SEQ ID NO:
22 y una secuencia de V4 de SEQ ID NO: 27 (tal como el anticuerpo

-024), respectivamente. Véase por ejemplo Manca, Ann 1°" Super Sanita. 27(1), 15-9 (1991) para una discusion de
técnicas similares.

Otros métodos potencialmente Utiles para mapear epitopos incluyen técnicas de cristalografia, técnicas de difraccion
de rayos X (tales como las técnicas de estudio de difraccion de rayos X/secuencia desarrolladas por Poljak y otros
en la década de 1970-1980) y la aplicacion de la Tecnologia de Sintesis de péptidos Multipin. Los métodos
informaticos tales como el analisis de secuencias y el analisis de estructuras tridimensionales y el acoplamiento
también se pueden utilizar para identificar determinantes antigénicos. Por ejemplo, también se puede determinar un
epitopo por modelado molecular utilizando una estructura de CD38 con acoplamiento de la estructura del fragmento
Fab del anticuerpo monoclonal individual. Estos y otros métodos de mapeo se discuten en Epitope Mapping A
Practical Approach (Westwood y Hay Eds.) 2001 Oxford University Press.

Un anticuerpo utilizado en la presente invencién puede tener cualquier afinidad y/o avidez adecuada para un epitopo
contenido en CD38. La afinidad se refiere a la fuerza de unién del anticuerpo a semejante epitopo. Tipicamente, la
afinidad se mide por la constante de disociacion Kp, definido como [Ab] x [Agl/[Ab-Ag] donde [Ab-Ag] es la
concentracion molar del complejo anticuerpo-antigeno (o el complejo antigeno-anticuerpo), [Ab] es la concentracion
molar del anticuerpo no unido y [Ag] es la concentraciéon molar del antigeno no unido. La constante de afinidad K, se
define por 1/Ky. Los métodos adecuados para determinar la especificidad y la afinidad por inhibicion competitiva se
pueden encontrar, por ejemplo, en Harlow et al., Antibodies: A Laboratory Manual, Cold Spring Laboratory Press,
Cold Spring Harbor, N.Y., 1988), Colligan et al., Eds., Current Protocols in Immunology, Greene Publishing Assoc. y
Wiley InterScience N.Y., (1992, 1993) y Muller, Meth. Enzymol. 92, 589-601 (1983).

Los anticuerpos anti-CD38 utilizados en la presente invencién pueden tener una afinidad por un epitopo de CD38 en
el intervalo de aproximadamente 10* a aproximadamente 10" M. Tal anticuerpo puede tener una afinidad que sea
al menos tan grande para CD38 como la de -003 y -005 y -024, y en algunas realizaciones tiene una afinidad que es
al menos tan grande como la de -003 y -005 y -024. La afinidad se puede determinar por cualquiera de los métodos
descritos en otra parte de la presente memoria o sus equivalentes conocidos en la técnica. Un ejemplo de un
método que se puede utilizar para determinar la afinidad se proporciona en Scatchard analysis of Munson & Pollard,
Anal. Biochem. 107, 220 (1980). La afinidad de unién también se puede determinar mediante métodos de equilibrio
(por ejemplo, ensayo de inmunoabsorcién con enzima ligada (ELISA) o radioinmunoensayo (RIA)) o analisis cinético
(por ejemplo, analisis BIACORE™).

Tipicamente, la constante de disociacion para los anticuerpos anti-CD38 utilizados en la presente invencién es
menor que aproximadamente 100 nM, menor que aproximadamente 50 nM, menor que aproximadamente 10 nM,
aproximadamente 5 nM o menos, aproximadamente 1 nM o menos, aproximadamente 0,5 nM o menos,
aproximadamente 0,1 nM o menos, aproximadamente 0,01 nM o menos, o incluso aproximadamente 0,001 nM o
menos.

Los ejemplos no limitantes de anticuerpos anti-CD38 incluyen (a) una molécula de inmunoglobulina funcional
completa, que comprende: (i) dos cadenas pesadas quiméricas idénticas que comprenden una regioén variable con
una especificidad de antigeno de superficie de células B humanas y una region constante humana vy (ii) dos cadenas
ligeras humanas idénticas en su totalidad (es decir, no quiméricas); (b) una molécula de inmunoglobulina completa,
funcional que comprende: (i) dos cadenas pesadas quiméricas idénticas que comprenden una regién variable como
se indica, y una region constante humana, y (ii) dos cadenas ligeras no humanas idénticas en su totalidad (es decir,
no quiméricas) cadenas; (c) un anticuerpo monovalente, es decir, una molécula de inmunoglobulina funcional,
completa que comprende: (i) dos cadenas pesadas quiméricas idénticas que comprenden una region variable como
se indica, y una region constante humana, y (ii) dos cadenas ligeras diferentes, solo una de las cuales tiene la
misma especificidad que la region variable de las cadenas pesadas. La molécula de anticuerpo resultante se une
solo a un extremo de la misma y, por lo tanto, no es susceptible de unién divalente. Como ofra ilustracién, se puede
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decir que los péptidos relacionados con la inmunoglobulina incluyen lo siguiente: (a) una molécula de
inmunoglobulina completa; (b) un scFv; (c) un anticuerpo monoclonal; (d) un anticuerpo humano; (e) un anticuerpo
quimérico; (f) un anticuerpo humanizado; (g) un fragmento Fab; (h) un fragmento Fab’; (i) un fragmento F(ab'),; (j)
una molécula de Fv; y (k) una molécula de Fv unida por disulfuro.

En una realizacion, el anticuerpo utilizado en la invencién esta glicosilado en una célula eucariética. En ofra
realizacion, el anticuerpo utilizado en la invencidon comprende adicionalmente un conector quelante para anclar un
radiois6topo. En una realizaciéon adicional, el anticuerpo utilizado en la invencion esta en una forma sustancialmente
aislada.

Un anticuerpo monoclonal se refiere a una composicion que comprende una poblaciéon homogénea de anticuerpos
que tiene una estructura y especificidad uniformes. Tipicamente, un anticuerpo monoclonal es un anticuerpo
obtenido de una poblacién de anticuerpos sustancialmente homogéneos, es decir, los anticuerpos individuales que
comprenden la poblacién son idénticos, excepto por posibles mutaciones naturales que pueden estar presentes en
pequefias cantidades. Los anticuerpos monoclonales son altamente especificos y cada anticuerpo monoclonal se
dirige tipicamente contra un solo epitopo, que esta en contraste con las preparaciones de anticuerpos policlonales
que incluyen tipicamente diferentes anticuerpos dirigidos contra diferentes epitopos. No se debe interpretar que un
anticuerpo que sea monoclonal requiera la produccién del anticuerpo por ningin método en particular. Por ejemplo,
los anticuerpos monoclonales de la presente invencién se pueden producir por el método de hibridoma descrito por
primera vez por Kohler et al., Nature 256, 495 (1975), o puede ser producido por métodos de ADN recombinante.
Los anticuerpos monoclonales también se pueden aislar de bibliotecas de anticuerpos en fagos utilizando las
técnicas descritas, por ejemplo, por Clackson et al., Nature 352, 624-628 (1991) y Marks et al., J. Mol. Biol. 222, 581-
597 (1991).

Los anticuerpos monoclonales se pueden obtener de cualquier fuente adecuada. Asi, por ejemplo, se pueden
obtener anticuerpos monoclonales a partir de hibridomas preparados a partir de células B esplénicas murinas
obtenidas de ratones inmunizados con un antigeno de interés, por ejemplo, en forma de células que expresan el
antigeno sobre la superficie, o un acido nucleico que codifica un antigeno de interés. Los anticuerpos monoclonales
también se pueden obtener a partir de hibridomas derivados de células que expresan anticuerpos de seres humanos
inmunizados o de mamiferos no humanos tales como ratas, perros, primates, etc.

Alternativamente, los genes de anticuerpos clonados se pueden expresar en oftros sistemas de expresion,
incluyendo las células procariéticas, tales como microorganismos, tales como E. coli, para la produccion de
anticuerpos Fv de cadena sencilla, "algi", asi como células de insectos. Ademas, los anticuerpos se pueden producir
en animales transgénicos no humanos, tal como en la leche de ovejas y conejos o en huevos de gallinas, o en
plantas transgénicas. Véanse por ejemplo Verma, R., et al., J. Immunol. Meth. 216, 165-181 (1998); Pollock, et al., J.
Immunol. Meth. 231, 147-157 (1999); y Fischer, R., et al., Biol. Chem. 380, 825-839 (1999).

Los anticuerpos monoclonales humanos dirigidos contra CD38 se pueden generar utilizando ratones transgénicos o
transcromosomicos que portan partes del sistema inmunitario humano en lugar del sistema de ratén. Tales ratones
transgénicos y transcromosomicos incluyen ratones referidos en la presente memoria como ratones HuMAb y
ratones KM, respectivamente, y se denominan colectivamente en la presente memoria "ratones transgénicos". Un
anticuerpo monoclonal humano generado en tales ratones se puede abreviar como HuMab.

El ratbn HuMAb contiene miniloci de un gen de inmunoglobulina humana que codifica secuencias de
inmunoglobulina de cadena pesada humana (u y y) ligera k no reorganizadas, junto con mutaciones elegidas como
diana que inactivan los loci de las cadenas p y k enddgenas (Lonberg, N. et al., Nature 368, 856-859 (1994)). Por
consiguiente, los ratones muestran una reduccion de la expresién de IgM o k de ratén y, en respuesta a la
inmunizacion, los transgenes de cadena pesada y ligera humanas introducidos, sufren un cambio de clase y
mutacién somatica para generar anticuerpos monoclonales IgG,k humanos de alta afinidad, (Lonberg, N. et al.).
(1994), mas arriba; revisado en Lonberg, N. Handbook of Experimental Pharmacology 113, 49-101 (1994), Lonberg,
N. y Huszar, D., Intern. Rev. Immunol. Vol. 13 65-93 (1995) y Harding, F. y Lonberg, N. Ann. N.Y. Acad. Sci 764 536-
546 (1995)). La preparacion de ratones HUMAD es descrita con detalle por Taylor, L. et al., Nucleic Acids Research
20, 6287-6295 (1992), Chen, J. et al., International Immunology 5, 647-656 (1993), Tuaillon et al., J. Immunol. 152,
2912-2920 (1994), Taylor, L. et al., International Immunology 6, 579-591 (1994), Fishwild, D. et al., Nature
Biotechnology 14, 845-851 (1996).). Véanse también los documentos US 5.545.806, US 5.569.825, US 5.625.126,
US 5.633.425, US 5.789.650, US 5.877.397, US 5.661.016, US 5.814.318, US 5.874.299, US 5.770.429, US
5.545.807, WO 98/24884, WO 94/25585, WO 93/1227, WO 92/22645, WO 92/03918 y WO 01/09187.

Los ratones HCo7 tienen una alteracion de JKD en sus genes de cadena ligera (kappa) endégenos (como describen
Chen et al., en EMBO J. 12, 821-830 (1993)), una alteracion de CMD en sus genes de cadena pesada endogenos
(como se describe en el Ejemplo 1 del documento WO 01/14424), un transgén de la cadena ligera kappa humana
KCo5 (como describen Fishwild et al., en Nature Biotechnology 14, 845-851 (1996)), y un transgén de cadena
pesada humana HCo7 (como se describe en el documento US 5.770.429).
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Los ratones HCo12 tienen una alteracion de JKD en sus genes de cadena ligera (kappa) endégenos (como
describen Chen et al., en EMBO J. 12, 821-830 (1993)), una alteracién de CMD en sus genes de cadena pesada
enddgenos (como se describe en el Ejemplo 1 del documento WO 01/14424), un transgén de la cadena ligera kappa
humana KCo5 (como describen Fishwild et al., en Nature Biotechnology 14, 845-851 (1996)), y un transgén de
cadena pesada humana HCo12 (como se describe en el Ejemplo 2 del documento WO 01/14424). En la cepa de
raton KM, el gen de la cadena ligera kappa de raton enddgeno se ha alterado de forma homocigotica como
describen Chen et al., en EMBO J. 12, 811-820 (1993) y el gen enddgeno de la cadena pesada de raton se ha
alterado de forma homocigoética como se describe en el Ejemplo 1 del documento WO 01/09187. Esta cepa de ratén
porta un transgén de cadena ligera kappa humana, KCo5, como describen Fishwild et al., en Nature Biotechnology
14, 845-851 (1996). Esta cepa de ratdn también porta un transcromosoma humano de cadena pesada compuesto
por el fragmento de cromosoma 14 hCF (SC20) como se describe en el documento WO 02/43478.

El ratdbn KM contiene un transcromosoma de cadena pesada humana y un transgén de cadena ligera kappa
humana. Los genes de la cadena ligera y pesada de raton endégenos también se han alterado en los ratones KM,
de modo que la inmunizacién de los ratones conduce a la produccidon de inmunoglobulinas humanas en lugar de
inmunoglobulinas de ratén. La construccion de ratones KM y su uso para elevar las inmunoglobulinas humanas se
describe con detalle en el documento WO 02/43478. Los esplenocitos de estos ratones transgénicos se pueden usar
para generar hibridomas que secretan anticuerpos monoclonales humanos de acuerdo con técnicas bien conocidas.

Los anticuerpos monoclonales o policlonales humanos, o anticuerpos originados de otras especies también se
pueden generar de manera transgénica a través de la generacion de otro mamifero no humano o planta que sean
transgénicos para las secuencias de cadena pesada y ligera de inmunoglobulina de interés y la produccion del
anticuerpo en una forma recuperable. En relacién con la produccién transgénica en mamiferos, los anticuerpos se
pueden producir y recuperar de la leche de cabras, vacas u otros mamiferos. Véanse por ejemplo los documentos
US 5.827.690, US 5.756.687, US 5.750.172 y US 5.741.957.

Adicionalmente, los anticuerpos humanos utilizados en la presente invencién o los anticuerpos de otras especies se
pueden generar a través de tecnologias de tipo de presentacion, que incluyen, sin limitacion, presentacion en fagos,
presentacion retroviral, presentacion en ribosomas y otros mecanismos, utilizando mecanismos bien conocidos en la
técnica y las moléculas resultantes se pueden someter a una maduracién adicional, tal como la maduraciéon por
afinidad, ya que tales mecanismos son bien conocidos en la técnica (véanse por ejemplo Hoogenboom et al., J. Mol.
Biol. 227, 381 (1991) (presentacion en fagos), Vaughan et al., Nature Biotech 14, 309 (1996) (presentacion en
fagos), Hanes y Plucthau, PNAS USA 94, 4937-4942 (1997) (presentacion en ribosomas), Parmley y Smith, Gene
73, 305-318 (1988) (presentacion en fagos), Scott TIBS 17, 241-245 (1992), Cwirla et al., PNAS USA 87, 6378-6382
(1990), Russel et al., Nucl. Acids Research 21, 1081-1085 (1993), Hoogenboom et al., Immunol. Reiews 130, 43-68
(1992), Chiswell y McCafferty TIBTECH 10, 80-84 (1992), y documento US 5.733.743). Si se utilizan tecnologias de
presentacion para producir anticuerpos que no son humanos, tales anticuerpos se pueden humanizar, por ejemplo,
como se describe en otro lugar en la presente memoria.

Los ejemplos de cdmo elaborar anticuerpos humanizados se pueden encontrar, por ejemplo, en los documentos US
6.054.297, US 5.886.152 y US 5.877.293. Ademas, el uso de ADNc de Ig para la construccion de genes de
inmunoglobulina quiméricos es conocido en la técnica (véanse por ejemplo Liu et al., PNAS USA 84, 3439 (1987) y
J. Immunol. 139, 3521 (1987).

Los anticuerpos anti-CD38 se pueden recuperar de bibliotecas combinatorias de anticuerpos recombinantes, tal
como una biblioteca de presentacion en fagos de scFv, que se puede preparar con ADNc de V. y Vy humanos
preparados a partir de ARNm derivado de linfocitos humanos. Los métodos para preparar y escrutar tales bibliotecas
son conocidos en la técnica. Hay una serie de kits disponibles comercialmente para generar bibliotecas de
presentacion en fagos. También hay otros métodos y reactivos que se pueden utilizar para generar y escrutar
bibliotecas de presentacion de anticuerpos (véanse, por ejemplo, los documentos US 5.223.409, WO 92/18619, WO
91/17271, WO 92/20791, WO 92/15679, WO 93/01288, WO 92/01047, WO 92/09690, Fuchs et al., Bio/Technology
9,1370-1372 (1991), Hay et al., Hum. Antibod. Hybridomas 3, 81-85 (1992), Huse et al., Science 246,1275-1281
(1989), McCafferty et al., Nature 348, 552-554 (1990), Griffiths et al., EMBO J 12, 725-734 (1993), Hawkins et al., J.
Mol. Biol. 226, 889-896 (1992), Clackson et al., Nature 352, 624-628 (1991), Gram et al., PNAS USA 89, 3576-3580
(1992), Garrad et al., Bio/Technology 9, 1373-1377 (1991), Hoogenboom et al., Nuc Acid Res 19, 4133-4137 (1991)
y Barbas et al., PNAS USA 88, 7978-7982 (1991)). Las secuencias de acido nucleico de V. y V4 adecuadas se
pueden seleccionar utilizando cualquier método apropiado. Por ejemplo, los acidos nucleicos de V. y V4 se pueden
seleccionar empleando los métodos de impronta epitépica descritos en el documento WO 93/06213. Las bibliotecas
de anticuerpos, tales como las bibliotecas de scFv, se pueden preparar y escrutar utilizando métodos conocidos y
adecuados (con péptidos que contienen CD38 humanos como antigeno), tales como los descritos, por ejemplo, en el
documento W092/01047, McCafferty et al., Nature 348, 552-554 (1990) y Giriffiths et al., EMBO J 12, 725-734
(1993). Tales bibliotecas de anticuerpos se pueden utilizar terapéuticamente para proporcionar una respuesta
inmunitaria mas completa; como herramientas en los métodos de escrutinio de péptidos inmunogénicos, moléculas
pequefias, otros anticuerpos anti-CD38 (p. ej., mediante ensayos de competicion), y similares; y/o en métodos y
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composiciones de diagndstico (p. €j., se puede preparar un chip de inmunoensayo que comprende un panel de tales
anticuerpos, opcionalmente en asociacion con otros anticuerpos mediante técnicas convencionales). Una vez que se
seleccionan los segmentos de V. y Vu humanos iniciales, se pueden realizar experimentos de "mezcla y
coincidencia", en los que diferentes pares de los segmentos de V. y Vy seleccionados inicialmente se escrutan para
determinar la unién del péptido que contiene CD38, para seleccionar las combinaciones de pares de V./ Vu
deseables. Por ejemplo, la reactividad de los péptidos se puede determinar por medio de ELISA u otros métodos de
analisis de epitopos adecuados (véanse por ejemplo Scott, J. K. y Smith, G. P. Science 249, 386-390 (1990), Cwirla
et al., PNAS USA 87, 6378-6382 (1990), Felici et al., J. Mol. Biol. 222, 301-310 (1991) y Kuwabara et al., Nature
Biotechnology 15, 74-78 (1997) para la discusion de tales técnicas y principios). Los anticuerpos se pueden
seleccionar por su afinidad por el antigeno y/o por su cinética de disociacién (velocidad de disociacion) del antigeno
(véase, por ejemplo, Hawkins et al., J. Mol. Biol. 226, 889-896 (1992)).

Los péptidos de anticuerpos de alta afinidad, tales como los fragmentos de anticuerpos Fv de cadena sencilla (scFv)
y Fab humanos, también se pueden aislar de tales bibliotecas utilizando una técnica de inmunopurificacién en la que
el antigeno de interés esta inmovilizado sobre una superficie sélida, tal como placas de microtitulacion o esferas
(véanse por ejemplo Barbas y Burton, Trends. Biotechnol. 14, 230-234 (1996) y Aujame et al., Hum. Antibodies 8,
155-68 (1997). La presentacion en fagos de bibliotecas grandes no sometidas a tratamiento previo también hace
posible aislar anticuerpos humanos directamente sin inmunizacion (véase, por ejemplo, de Haard et al., J. Biol.
Chem. 274 (26), 18218-18230 (1999)).

Los anticuerpos adecuados para su uso en la presente invencion se pueden seleccionar basandose en su capacidad
para proporcionar la capacidad de fijacién del complemento, o no. Existe una serie de isotipos de anticuerpos que
son susceptibles de de fijacion del complemento y CDC, incluyendo, pero no limitados a, los siguientes: IgM murina,
IgG2a murina, 1gG2b murina, 1IgG3 murina, IgM humana, IgG1 humana e IgG3 humana. Aquellos isotipos que no
incluyen, sin limitacion, IgG2 humana e IgG4 humana. La determinacion de isotipos y otros métodos para modificar
la fijacion del complemento y las caracteristicas funcionales de la CDC de los anticuerpos son conocidos en la
técnica.

Los anticuerpos anti-CD38 utilizados en la presente invencién se pueden preparar por expresion recombinante en
cualquier tipo adecuado de células o animales. Los métodos adecuados para la producciéon de anticuerpos son
conocidos en la técnica e incluyen los descritos, por ejemplo, por Harlow et al., en Antibodies: A Laboratory Manual,
Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y., (1988), Harlow y Lane: Using Antibodies: A
Laboratory Manual (Cold Spring Harbor Laboratory Press (1999))), documento US 4.376.110 y Ausubel et al., Eds.,
Current Protocols In Molecular Biology, Greene Publishing Assoc. y Wiley InterScience N.Y., (1987, 1992). Los
anticuerpos monoclonales se pueden producir utilizando el método de hibridoma descrito por primera vez por Kohler
et al., Nature 256, 495 (1975), o por otros métodos conocidos y desarrollados posteriormente (véase, p. €j., Goding,
Monoclonal Antibodies: Principles and Practice, pag. 59-103 (Academic Press, 1986)). Los hibridomas se pueden
utilizar en la produccién de anticuerpos anti-CD38 de la presente invencién. Tales hibridomas se pueden formar
mediante fusién quimica, fusién eléctrica o cualquier otra técnica adecuada, con cualquier tipo de mieloma
adecuado, heteromieloma, células linfoblastoides, plasmacitoma u otro equivalente de los mismos y cualquier tipo
adecuado de célula que exprese anticuerpos. Las células B inmortalizadas transformadas también se pueden utilizar
para producir eficazmente anticuerpos de la presente invencién. Tales células se pueden producir mediante técnicas
convencionales, tales como la transformacion con un virus de Epstein Barr o un gen transformador. (Véase, p. €j.,
"Continuously Proliferating Human Cell Lines Synthesizing Antibody of Predetermined Specificity", Zurawaki, V. R. et
al., en Monoclonal Antibodies, ed. de Kennett R. H. et al., Plenum Press, N.Y. 1980, pag. 19-33).

Las células recombinantes que comprenden acidos nucleicos exdégenos que codifican anticuerpos anti-CD38 se
pueden preparar mediante cualquier técnica adecuada (p. €j., transfeccion/transformacion con un vector plasmidico
de ADN desnudo, vector viral, vector de célula bacteriana invasiva u otro vector de célula completa, etc., que
comprende una secuencia (o secuencias) codificante de anticuerpo suministrada a la célula mediante transfeccion
facilitada por precipitacion con fosfato de calcio, direccionamiento y transfeccion mediados por el receptor, suministro
biolistico, electroporacién, transfecciéon mediada por dextrano, transformaciéon mediada por liposomas, fusién de
protoplastos, microinyeccién directa, etc.) . Los métodos para transformar/transfectar células son bien conocidos en
la técnica (véanse, p. €j., Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory
Press (22 edicion, 1989 y 32 edicion, 2001) y F. Ausubel et al., Ed. Current Protocols in Molecular Biology, Greene
Publishing y Wiley InterScience Nueva York (1987).

Las lineas celulares disponibles como anfitriones para la expresién de proteinas recombinantes son bien conocidas
en la técnica e incluyen muchas lineas celulares inmortalizadas disponibles de la Coleccion Americana de Cultivos
Tipo (ATCC). Estas incluyen, entre otras, células de ovario de hamster chino (CHO), células NSO, SP2, células
Hela, células de rifién de cria de hamster (BHK), células de rifion de mono (COS), células de carcinoma
hepatocelular humano (p. €j., Hep G2), células A549 , y una serie de otras lineas celulares. Otras lineas celulares
que se pueden utilizar son lineas celulares de insectos, tales como las células Sf9. Cuando los acidos nucleicos (o
vectores que contienen los acidos nucleicos) que codifican las proteinas, tales como los anticuerpos anti-CD38), se
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introducen en células anfitrionas de mamifero, las proteinas se pueden producir cultivando las células anfitrionas
durante un periodo de tiempo suficiente para permitir la expresion de la proteina en las células anfitrionas o por
medio de la secrecion de la proteina al medio de cultivo en el que se cultivan las células anfitrionas. Los anticuerpos
se pueden recuperar del medio de cultivo utilizando métodos convencionales de purificacion de proteinas. Los
anticuerpos también se pueden recuperar de los productos lisados de las células anfitrionas cuando se expresan
directamente sin una sefal secretora.

Cuando se introducen vectores de expresion recombinantes que codifican genes de anticuerpos anti-CD38 en
células anfitrionas de mamifero, los anticuerpos se producen cultivando las células anfitrionas durante un periodo de
tiempo suficiente para permitir la expresion del anticuerpo en las células anfitrionas o para la secrecién del
anticuerpo al medio de cultivo en el que se cultivan las células anfitrionas. La purificacién de anticuerpos a partir de
cultivos celulares, productos lisados celulares y animales (p. ej., del fluido ascitico de un animal transgénico que
produce anticuerpos anti-CD38) se puede lograr mediante la aplicacién de cualquier nimero de mecanismos
adecuados conocidos en la técnica, incluyendo, p. €j., purificacion en columna por inmunoafinidad; precipitacion con
sulfato; cromatoenfoque; SDS-PAGE preparativa, y similares.

Los anticuerpos monoclonales humanos de la presente invencién también se pueden producir mediante una
variedad de técnicas diferentes, incluyendo la metodologia de anticuerpos monoclonales convencional, p. €j., la
técnica de hibridacion de células somaticas convencional de Kohler y Milstein, Nature 256, 495 (1975). También se
pueden emplear otros mecanismos para producir anticuerpos monoclonales, p. €j., mecanismos de presentacion en
fagos utilizando bibliotecas de genes de anticuerpos humanos. En una realizacion, los anticuerpos anti-CD38 de la
presente invencion se producen mediante el uso de hibridomas generados en un sistema murino. La produccion de
hibridomas en el raton es un procedimiento muy bien establecido. Los protocolos y mecanismos de inmunizacion
para el aislamiento de esplenocitos inmunizados para la fusién son conocidos en la técnica. Los compafieros de
fusion (p. e€j., células de mieloma murino) y los procedimientos de fusién también son conocidos.

Para generar anticuerpos monoclonales completamente humanos contra CD38, se pueden inmunizar ratones
transgénicos o transcromosomicos que contienen genes de inmunoglobulina humana (p. €j., ratones HCo12, HCo7 o
KM) con una preparacion enriquecida de antigeno CD38 y/o células que expresan CD38, como describen, por
ejemplo, Lonberg et al., (1994), mas arriba, Fishwild et al., (1996), mas arriba, y el documento WO 98/24884.
Alternativamente, los ratones se pueden inmunizar con ADN que codifica CD38 humano. Los ratones pueden tener
6-16 semanas de edad después de la primera infusion. Por ejemplo, se puede utilizar una preparacion enriquecida
(5-50 ug) del antigeno CD38 para inmunizar los ratones HuUMAb por via intraperitoneal. En el caso de que las
inmunizaciones que utilizan una preparacion purificada o enriquecida del antigeno CD38 no produzcan anticuerpos,
los ratones también se pueden inmunizar con células que expresan CD38, por ejemplo, una linea celular, para
promover respuestas inmunitarias.

La experiencia acumulada con varios antigenos ha demostrado que los ratones transgénicos HUMAb responden
mejor cuando se inmunizan inicialmente por via intraperitoneal (i.p.) o por via subcutanea (s.c.) con células que
expresan CD38 en coadyuvante completo de Freund, seguido de inmunizaciones i.p. (hasta un total de 10) en
semanas alternas con células que expresan CD38 en PBS. La respuesta inmunitaria se puede controlar durante el
curso del protocolo de inmunizacién, obteniéndose muestras de plasma mediante sangrados retroorbitales. El
plasma se puede escrutar mediante analisis FACS, y se pueden utilizar los ratones con titulos suficientes de
inmunoglobulina humana anti-CD38 para las fusiones. Los ratones se pueden reforzar por via intravenosa con
células que expresan CD38 para los Ejemplos 4 y 3 dias antes del sacrificio y la extraccion del bazo.

Para generar hibridomas que producen anticuerpos monoclonales humanos contra CD38 humano, se pueden aislar
esplenocitos y células de ganglios linfaticos de ratones inmunizados y fusionarlos con una linea celular inmortalizada
apropiada, tal como una linea celular de mieloma de ratén. Los hibridomas resultantes se pueden escrutar a
continuacion para determinar la produccion de anticuerpos especificos del antigeno. Por ejemplo, las suspensiones
de células individuales de linfocitos esplénicos de ratones inmunizados se pueden fusionar con células de mieloma
de ratén SP2/0 no secretoras (ATCC, CRL 1581) con PEG al 50% (p/v). Las células se pueden cultivar en placas a
aproximadamente 1 x 105 por pocillo en una placa de microtitulacion de fondo plano, seguido de una incubacion de
dos semanas en medio selectivo que contiene, ademas de los reactivos habituales, 10% de Suero de Clon fetal, 5-
10% de factor de clonacion de hibridoma de origen (IGEN) y 1X HAT. (Sigma). Después de aproximadamente dos
semanas, las células se pueden cultivar en un medio en el que la HAT se reemplaza por HT. Los pocillos
individuales se pueden escrutar a continuacion mediante ELISA para detectar anticuerpos que contienen cadenas
ligeras kappa humanas y mediante analisis FACS utilizando células que expresan CD38 para determinar la
especificidad de CD38. Una vez que se produce un crecimiento extenso del hibridoma, el medio puede observarse
generalmente después de 10-14 dias. Los hibridomas que secretan anticuerpos pueden ser volver a cultivar en
placa, y si aun son positivos para la IgG humana, los anticuerpos monoclonales anti-CD38 pueden ser subclonados
al menos dos veces por dilucién limitante. Los subclones estables pueden ser cultivados después in vitro para
generar anticuerpo en medio de cultivo tisular para su caracterizacion.
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Los anticuerpos humanos de la presente invencion también se pueden producir en un transfectoma de una célula
anfitriona utilizando, por ejemplo, una combinacién de técnicas de ADN recombinante y métodos de transfeccion de
genes como es bien conocido en la técnica, véase por ejemplo Morrison, S., Science 229, 1202 (1985).

Por ejemplo, para expresar los anticuerpos, o fragmentos de anticuerpos de los mismos, se pueden obtener ADN
que codifican cadenas ligeras y pesadas de longitud parcial o completa, mediante técnicas convencionales de
biologia molecular (por ejemplo, amplificacion por PCR, mutagénesis dirigida al sitio) y se pueden insertar en
vectores de expresion, de tal manera que los genes estan conectados operativamente a las secuencias de control
de la transcripcion y la traduccidon. En este contexto, se pretende que el término "conectado operativamente”
signifique que un gen de anticuerpo esta ligado en un vector de tal manera que las secuencias de control de la
transcripcion y la traduccion dentro del vector cumplen su funcion prevista de regular la transcripcion y la traduccion
del gen de anticuerpo. El vector de expresion y las secuencias de control de la expresion se eligen para que sean
compatibles con la expresion de la célula anfitriona utilizada. El gen de la cadena ligera del anticuerpo y el gen de la
cadena pesada del anticuerpo se pueden insertar en vectores separados o, mas tipicamente, ambos genes se
insertan en el mismo vector de expresion. Los genes de anticuerpos se pueden insertar en el vector de expresion
por métodos convencionales (p. €j., la ligacion de sitios de restriccion complementarios en el fragmento del gen del
anticuerpo y el vector, o ligadura de extremo romo si no hay sitios de restriccion presentes). Las regiones variables
de la cadena ligera y pesada de los anticuerpos descritos en la presente memoria se pueden utilizar para crear
genes de anticuerpos completos de cualquier isotipo de anticuerpo insertandolos en vectores de expresion que ya
codifican regiones constantes de cadena pesada y de cadena ligera del isotipo deseado, de manera que el
segmento Vy esta conectado operativamente al segmento o los segmentos de CH dentro del vector y el segmento
V| esta conectado operativamente al segmento de CL dentro del vector. Adicional o alternativamente, el vector de
expresion recombinante puede codificar un péptido sefal que facilita la secrecién de la cadena de anticuerpo de una
célula anfitriona. El gen de la cadena del anticuerpo se puede clonar en el vector de manera que el péptido sefial
esté conectado en marco al extremo amino del gen de la cadena del anticuerpo. El péptido sefial puede ser un
péptido sefal de inmunoglobulina o un péptido sefial heterdlogo (es decir, un péptido sefial de una proteina distinta
de inmunoglobulina).

Ademas de los genes de las cadenas del anticuerpo, los vectores de expresidon recombinantes llevan secuencias
reguladoras que permiten y controlan la expresion de los genes de la cadena de anticuerpos en una célula anfitriona.
Ademas, los vectores de expresion recombinantes pueden llevar secuencias adicionales, tales como secuencias que
regulan la replicacion del vector en células anfitrionas (p. ej., origenes de replicacién) y genes marcadores
seleccionables. El gen marcador seleccionable facilita la seleccion de células anfitrionas en las que se ha introducido
el vector (véanse, por ejemplo, los documentos US 4.399.216, US 4.634.665 y US 5.179.017). Por ejemplo,
normalmente el gen marcador seleccionable confiere resistencia a farmacos, tales como G418, higromicina o
metotrexato, a una célula anfitriona en la que se ha introducido el vector. Los ejemplos de genes marcadores
seleccionables incluyen el gen de la dihidrofolato reductasa (DHFR) (para su uso en células anfitrionas dhfr- con
seleccion/amplificacion por metotrexato) y el gen neo (para la seleccion con G418).

Para la expresion de las cadenas ligeras y pesadas, el vector o los vectores de expresion que codifican las cadenas
pesadas y ligeras se transfectan en una célula anfitriona mediante técnicas convencionales. Las células anfitrionas
pueden ser procariéticas o eucaritticas, tales como células anfitrionas de mamiferos. Por ejemplo, los fragmentos de
union a antigeno se pueden expresar en células anfitrionas procariéticas y los anticuerpos completos se pueden
expresar en células anfitrionas eucaridticas.

En una realizacion, los anticuerpos se expresan en células eucariéticas, tales como células anfitrionas de mamifero.
Los ejemplos de células anfitrionas de mamifero para expresar los anticuerpos recombinantes de la presente
invencion incluyen células CHO (incluyendo células dhfr-CHO, descritas por Urlaub y Chasin, en PNAS USA 77,
4216-4220 (1980), utilizadas con un marcador seleccionable DHFR, por ejemplo, como describen R. J. Kaufman y P.
A. Sharp, en Mol. Biol. 159, 601-621 (1982)), células de mieloma NS/0, células COS, células HEK293 y células
SP2.0. En particular para uso con células de mieloma NS/0, otro ejemplo de un sistema de expresion es el sistema
de expresion génica GS (glutamina sintetasa) descrito en los documentos WO087/04462, WO89/01036 y EP338 841.

Los genes de anticuerpos se pueden expresar en otros sistemas de expresion, incluyendo células procaridticas,
tales como microorganismos, p. €j. E. coli para la produccidon de anticuerpos scFv, "algi", asi como células de
insecto. Ademas, los anticuerpos se pueden producir en animales transgénicos no humanos, tal como en la leche de
ovejas y conejos o en los huevos de gallinas, o en plantas transgénicas. Véanse por ejemplo Verma, R. et al., J.
Immunol. Meth. 216, 165-181 (1998), Pollock et al., J. Immunol. Meth. 231, 147-157 (1999) y Fischer, R. et al., Biol.
Chem. 380, 825-839 (1999).

Anticuerpos biespecificos y multiespecificos

En una realizacion, el anticuerpo utilizado puede estar derivatizado o unido a otra molécula funcional, por ejemplo,
otro péptido o proteina (tal como un fragmento Fab') para generar una molécula biespecifica o multiespecifica que se
une a multiples sitios de unién o epitopos diana. Por ejemplo, un anticuerpo utilizado en la presente invencion puede
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estar unido funcionalmente (por ejemplo, por acoplamiento quimico, fusién genética, asociaciéon no covalente o de
otra manera) a una o mas moléculas de union, tales como otro anticuerpo, péptido o mimético de unién.

Por consiguiente, el anticuerpo puede ser una molécula biespecifica o0 multiespecifica que comprende al menos una
primera especificidad de unién para CD38 y una segunda especificidad de unién para un segundo epitopo diana. En
una realizacion de la presente invencion, el segundo epitopo diana es un receptor de Fc, p. €j., FcyRI humano
(CD64) o un receptor de Fca humano (CD89), o un receptor de células T, p. ej.,, CD3. En una realizacion, las
moléculas biespecificas y multiespecificas pueden ser capaces de unirse a células efectoras que expresan FcyR,
FcaR o FceR (p. €j., monocitos, macrofagos o células polimorfonucleares (PMN)), y a células diana que expresan
CD38. Estas moléculas biespecificas y multiespecificas dirigen las células que expresan CD38 a la célula efectora y
desencadenan actividades de la célula efectora mediadas por el receptor de Fc, tales como la fagocitosis de las
células que expresan CD38, la citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (ADCC), la liberacion de citoquinas o
la generacion de aniones superoxido.

En una realizacion, las moléculas biespecificas y multiespecificas comprenden como especificidad de unién al
menos un anticuerpo adicional, que incluye, p. €j., un Fab, Fab', F(ab')2, Fv o un scFv. El anticuerpo adicional
también puede ser un dimero de cadena ligera o cadena pesada, o cualquier fragmento minimo del mismo, tal como
un Fv o una construccion de cadena sencilla como describen Ladner et al., en el documento US 4.946.778. El
anticuerpo también puede ser una proteina de fusidon de inmunoglobulina con dominio de unién como se describe en
los documentos US 2003/0118592 y US 2003/0133939.

En una realizacion, la especificidad de unién para un receptor de Fc es proporcionada por un anticuerpo monoclonal
humano, cuya unién no esta bloqueada por la inmunoglobulina G humana (IgG). Como se emplea en la presente
memoria, el término "receptor de IgG" se refiere a cualquiera de los ocho genes de la cadena y ubicados en el
cromosoma 1. Estos genes codifican un total de doce isoformas de receptor soluble o transmembrana que se
agrupan en tres clases de receptores de Fc*: FcyRI (CD64), FcyRIl (CD32) y FcyRIIl (CD16). En una realizacion, el
receptor de Fcy es un FcyRI de alta afinidad humano. La produccion y caracterizacion de estos anticuerpos
monoclonales son descritas por Fanger et al., en los documentos WO 88/00052 y US 4.954.617. Estos anticuerpos
se unen a un epitopo de FcyRI, FcyRIl o FcyRIll en un sitio que es distinto del sitio de union a Fcy del receptor y, por
lo tanto, su unién no esta bloqueada sustancialmente por los niveles fisiolégicos de IgG. Los anticuerpos anti-FcyRI
especificos Utiles en la presente invencion son mAb 22, mAb 32, mAb 44, mAb 62 y mAb 197. En otras
realizaciones, el anticuerpo anti-receptor de Fcy es una forma humanizada de mAb 22 (H22). La produccion y
caracterizacion del anticuerpo H22 es descrita por Graziano, R.F. et al., en J. Immunol. 155(10), 4996-5002 (1995) y
en el documento WO 94/10332. La linea celular productora de anticuerpos H22 se depositd en la Coleccion
Americana de Cultivos Tipo el 4 de noviembre de 1992 con la designacion HA022CL1 y tiene el numero de registro
CRL 11177.

En una realizacion, la especificidad de unién para un receptor de Fc es proporcionada por un anticuerpo que se une
a un receptor de IgA humano, p. €j., un receptor de Fca (Fcal (CD89)), cuya unién en una realizacion no esta
bloqueada por la inmunoglobulina A humana (IgA). Se pretende que el término "receptor de IgA" incluya el producto
génico de un gen a (FcaRl) ubicado en el cromosoma 19. Se sabe que este gen codifica varias isoformas
transmembrana empalmadas alternativamente de 55 a 110 kDa. FcaRI (CD89) se expresa de forma constitutiva en
monocitos/macréfagos, granulocitos eosindfilos y neutrofilicos, pero no en poblaciones de células no efectoras.
FcaRI tiene una afinidad media tanto para IgA1 como para IgA2, que aumenta con la exposicion a citoquinas tales
como G-CSF o GM-CSF (Morton, H.C. et al., Critical Reviews in Immunology 16, 423-440 (1996)). Se han descrito
cuatro anticuerpos monoclonales especificos de FcaRl, identificados como A3, A59, A62 y A77, que se unen a
FcaRI fuera del dominio de unién al ligando de IgA (Monteiro, R.C. et al., J. Immunol. 148, 1764 (1992)).

FcaRl, FcyRI, FeyRIl'y FeyRIll, especialmente FcyRIl y FeyRIll, son ejemplos de receptores desencadenantes para
su uso en la presente invencion porque (1) se expresan principalmente en células efectoras inmunitarias, p. €j.,
monocitos, PMN, macréfagos y células dendriticas; (2) se expresan a niveles altos (por ejemplo, 5.000-100.000 por
célula); (3) son mediadores de actividades citotdxicas (por ejemplo, ADCC, fagocitosis); y (4) median una mejor
presentacion de antigenos de los antigenos, incluyendo los auto-antigenos, dirigidos a ellos.

Las moléculas de anticuerpos biespecificos ilustrativas comprenden (i) dos anticuerpos, uno con una especificidad
para CD38 y otro con una segunda diana que se conjugan entre si, (ii) un Unico anticuerpo que tiene una cadena
especifica para CD38 y una segunda cadena especifica para una segunda molécula, y (iii) un anticuerpo de cadena
sencilla que tiene especificidad por CD38 y una segunda molécula. Tipicamente, la segunda diana/segunda
molécula es una molécula distinta de CD38. En una realizaciéon, la segunda molécula es un antigeno
canceroso/antigeno asociado a tumor tal como antigeno carcinoembrionario (CEA), antigeno especifico de prostata
(PSA), RAGE (antigeno renal), a-fetoproteina, CAMEL (antigeno reconocido por CTL en el melanoma), antigenos
CT (tales como MAGE-B5, -B6, -C2, -C3 y D; Mage-12; CT10; NY-ESO-1, SSX-2, GAGE, BAGE, MAGE y SAGE),
antigenos de mucina (p. ej., MUC1, mucina-CA125, etc.), antigenos gangliésidos, tirosinasa, gp75, C-myc, Mart1,
MelanA, MUM-1, MUM-2, MUM-3, HLA-B7 y Ep-CAM. En una realizacién, la segunda molécula es una integrina
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asociada al cancer, tal como la integrina a583. En una realizacion, la segunda molécula es un factor angiogénico u
otro factor de crecimiento asociado al cancer, tal como factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF), factor de
crecimiento de fibroblastos (FGF), factor de crecimiento epidérmico (EGF), receptor del factor de crecimiento
epidérmico (EGFR), angiogenina y receptores de los mismos, particularmente los receptores asociados con la
progresion del cancer (por ejemplo, uno de los receptores HER1-HER4). Otras proteinas asociadas con la
progresion del cancer discutidas en la presente memoria también pueden ser segundas moléculas adecuadas. En
una realizacion, la segunda molécula es una molécula expresada sobre la superficie de células de mieloma multiple,
tales como CD138.

En una realizacién, un anticuerpo biespecifico es un diacuerpo.

Los anticuerpos biespecificos y multiespecificos se pueden elaborar utilizando técnicas quimicas (véase, por
ejemplo, D. M. Kranz et al., PNAS USA 78, 5807 (1981)), técnicas de "polidoma" (véase el documento US
4.474.893) o técnicas de ADN recombinante.

Productos conjugados

En una realizacion, el anticuerpo contra CD38 se conjuga con un radical terapéutico, tal como una citotoxina, un
farmaco quimioterapéutico, un inmunosupresor o un radiois6topo. Tales productos conjugados se denominan en la
presente memoria "productos inmunoconjugados”. Los productos inmunoconjugados que incluyen una o mas
citotoxinas se conocen como "inmuno-toxinas".

Una citotoxina o agente citotdxico incluye cualquier agente que sea perjudicial para (p. €j., que destruya) las células.
Para una descripcion de estas clases de farmacos que son bien conocidos en la técnica, y sus mecanismos de
accion, véase Goodman et al., Goodman y Gilman's, The Pharmacological Basis Of Therapeutics, 82 edicion,
Macmillan Publishing Co., 1990. Otras técnicas relevantes para la preparacion de inmunotoxinas de anticuerpos, son
proporcionadas, por ejemplo, por Vitetta, en Immunol. Today 14, 252 (1993) y en el documento US 5.194.594.

Los agentes terapéuticos adecuados para la formacién de productos inmunoconjugados incluyen taxol, citocalasina
B, gramicidina D, bromuro de etidio, emetina, mitomicina, etopdsido, tenopodsido, vincristina, vinblastina, colchicina,
doxorrubicina, daunorrubicina, dihidroxi antracinodiona, mitoxantrona, actinomicina D, 1-deshidrotestosterona,
glucocorticoides, procaina, tetracaina, lidocaina, propranolol, y puromicina, antimetabolitos (tales como metotrexato,
6-mercaptopurina, 6-tioguanina, citarabina, fludarabina, 5-fluorouracilo, descarbazina, hidroxiurea, asparraginasa,
gemcitabina, cladribina), agentes alquilantes (tales como mecloretamina, tioepa, clorambucilo, melfalan, carmustina
(BSNU), lomustina (CCNU), ciclofosfamida, busulfan, dibromomanitol, estreptozotocina, dacarbazina (DTIC),
procarbazina, mitomicina C, cisplatino y otros derivados de platino, tales como carboplatino), antibiéticos (tales como
dactinomicina (antes actinomicina), bleomicina, daunorrubicina (antes daunomicina), doxorrubicina, idarrubicina,
mitramicina, caliqueamina, mitomicina, mitoxantrona, plicamicina, antramicina (AMC)), toxina de la difteria y
moléculas relacionadas (tales como cadena A de la difteria y fragmentos activos de la misma y moléculas hibridas),
toxina de ricina (tales como ricina A o una toxina de cadena de ricina A desglicosilada), toxina del célera, una toxina
de tipo Shiga (SLT-I, SLT-Il, SLT-IIV), toxina LT, toxina C3, toxina Shiga, toxina pertussis, toxina tetanica, inhibidor
de proteasa de Bowman-Birk de la soja, exotoxina de Pseudomonas, alorina, saporina, modeccina, gelanina, cadena
A de abrina, cadena A de modeccina, alfa-sarcina, proteinas de Aleurites fordii, proteinas dianthina, proteinas de
Phytolacca americana (PAPI, PAPII, y PAP-S), inhibidor de Momordica charantia, curcina, crotina, inhibidor de
saponaria officinalis, gelonina, mitogelina, restrictocina, fenomicina y toxinas de enomicina. Los agentes
terapéuticos, que se pueden administrar combinados con un anticuerpo como se describe en otra parte en la
presente memoria, también pueden ser candidatos para radicales terapéuticos utiles para la conjugacién con un
anticuerpo utilizado en la presente invencion. Por ejemplo, el radical de farmaco puede ser una proteina o
polipéptido que poseen una actividad biolégica deseada. Tales proteinas pueden incluir, por ejemplo, una toxina
enzimaticamente activa, o un fragmento de la misma, tal como abrina, ricina A, exotosina de Pseudomonas, o toxina
de la difteria; una proteina tal como factor de necrosis tumoral o interferén y; o, modificadores de la respuesta
biolégica tales como, por ejemplo, linfoquinas, interleuquina 1 (IL-1), interleuquina 2 (IL-2), interleuquina 6 (IL-6),
factor estimulador de las colonias de granulocitos macrofagos (GM-CSF), factor estimulador de las colonias de
granulocitos (G-CSF), u otros factores de crecimiento y proteinas inductoras de la apoptosis aislados de
mitocondrias.

Los productos conjugados de anticuerpos y tales radicales citotdxicos se pueden preparar utilizando una variedad de
agentes de acoplamiento de proteinas bifuncionales. Los ejemplos de tales reactivos incluyen SPDP, IT, derivados
bifuncionales de imidoésteres tales como HCI de adipimidato de dimetilo, ésteres activos tales como suberato de
disuccinimidilo, aldehidos tales como glutaraldehido, compuestos de bis-azido tales como bis (p-
azidobenzoil)hexanodiamina, derivados de bis-diazonio tales como bis-(p-diazoniobenzoil)-etilendiamina,
diisocianatos tales como 2,6-diisocianato de tolileno y compuestos de fltor bis-activos tales como 1,5-difluoro-2,4-
dinitrobenceno y agentes anti-mitoticos (p. €j., vincristina, vinblastina, docetaxel, paclitaxel y vinorelbina).
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En una realizacion, el anticuerpo anti-CD38 se conjuga con un inmunomodulador, tal como una citoquina
inmunomoduladora, factor de crecimiento de células madre, linfotoxina (tal como un TNF tal como TNFa), o un factor
hematopoyético. Los ejemplos de tales moléculas que pueden ser utiles como productos conjugados incluyen IL-1,
IL-2, IL-3, IL-6, IL-10, IL-12, IL-18 e IL-21, factores estimuladores de colonias (tales como factor estimulador de
colonias de granulocitos (G-CSF) y factor estimulador de colonias de granulocitos macréfagos (GM-CSF),
interferones (tales como IFNa, IFNB e IFNy), factor de crecimiento de células madre denominado "factor S1",
eritropoyetina y trombopoyetina, fragmentos activos de los mismos, derivados de los mismos, variantes de los
mismos, 0 una combinacién de cualquiera de los mismos.

Las técnicas para conjugar tales radicales terapéuticos con anticuerpos, son bien conocidas, véase por ejemplo
Arnon et al., "Monoclonal Antbodies For Immunotargeting Of Drugs In Cancer Therapy", en in Monoclonal Antibodies
And Cancer Therapy, Reisfeld et al., (eds.), pag. 243-56 (Alan R. Liss, Inc. 1985), Hellstrom et al., "Antibodies For
Drug Delivery", en Controlled Drug Delivery (22 Ed.), Robinson et al., (eds.), pag. 623-53 (Marcel Dekker, Inc.
1987), Thorpe, "Antibody Carriers Of Cytotoxic Agents In Cancer Therapy: A Review", en Monoclonal Antibodies '84:
Biological And Clinical Applications, Pinchera et al., (eds.), pag. 475-506 (1985), "Analysis, Results, And Future
Prospective Of The Therapeutic Use Of Radiolabeled Antibody In Cancer Therapy", en Monoclonal Antibodies For
Cancer Detection And Therapy, Baldwin et al., (eds.), pag. 303-16 (Academic Press 1985) and Thorpe et al., "The
Preparation And Cytotoxic Properties Of Antibody-Toxin Conjugates”, Immunol. Rev. 62, 119-58 (1982).

Adicionalmente, los sustituyentes de productos conjugados utiles incluyen retinoides anticancerigenos. También
pueden ser Utiles los productos conjugados de taxano (véase por ejemplo Jaime et al., Anticancer Res. 21 (2A),
1119-28 (2001), productos conjugados de cisplatino, productos conjugados de tapsigargina, productos conjugados
de acido linoleico, productos conjugados de caliqueamicina (véase por ejemplo Damle et al., Curr Opin Pharmacol.
3(4), 386-90 (2003), productos conjugados de doxorrubicina, productos conjugados de geldanamicina y similares,
para promover el tratamiento del cancer (véase, en general, Trail et al., Cancer Immunol Immunother. 52(5), 328-37
(2003)).

Formulaciéon y modo de administracion

Los agentes utilizados en la presente invencién se pueden formular como una composicion farmacéutica con
portadores o diluyentes farmacéuticamente aceptables, asi como cualquier otro adyuvante y excipiente conocido de
acuerdo con técnicas convencionales tales como las descritos en Remington: The Science and Practice of
Pharmacy, 192 edicion, Gennaro, Ed., Mack Publishing Co., Easton, PA, 1995.

Los portadores o diluyentes farmacéuticamente aceptables, asi como cualquier otro coadyuvante y excipiente
conocidos, deben ser adecuados para el compuesto elegido utilizado en la presente invenciéon y el modo de
administracion elegido. La idoneidad para los portadores y otros componentes de las composiciones farmacéuticas
se determina en funcién de la falta de un impacto negativo significativo sobre las propiedades biolégicas deseadas
del compuesto o composicion farmaceéutica elegidos (p. ej., menos de un impacto sustancial (10% o menos de
inhibicién relativa, 5% o menos de inhibiciéon menos relativa, etc.) sobre la unién del antigeno.

Una composicion farmacéutica utilizada en la presente invencion también puede incluir diluyentes, cargas, sales,
tampones, detergentes (p. €j., un detergente no i6nico, tal como Tween-80), estabilizadores, estabilizadores (p. €j.,
azucares o aminoacidos libres de proteinas), conservantes, fijadores de tejidos, solubilizantes y/u otros materiales
adecuados para su inclusién en una composicién farmacéutica.

Los niveles de dosificacion reales de los ingredientes activos en las composiciones farmacéuticas se pueden variar
para obtener una cantidad del ingrediente activo que sea eficaz para lograr la respuesta terapéutica deseada para
un paciente, composicion y modo de administracion particulares, sin que sean toxicos para el paciente. El nivel de
dosificacion seleccionado dependera de una variedad de factores farmacocinéticos que incluyen la actividad de las
composiciones particulares empleadas, o el éster, sal o amida de los mismos, la via de administracion, el tiempo de
administracion, la velocidad de excrecion del compuesto particular que se estd empleando, la duracién del
tratamiento, otros farmacos, compuestos y/o materiales utilizados combinados con las composiciones particulares
empleadas, la edad, el sexo, el peso, el estado, la salud general y el historial médico anterior del paciente que se
esta tratando, y factores similares bien conocidos en las artes médicas.

La composicion farmacéutica se puede administrar por cualquier via y modo adecuados. Las vias adecuadas de
administracion de un compuesto de la presente invencion in vivo e in vitro son bien conocidas en la técnica y pueden
ser seleccionadas por los expertos en la técnica.

Los compuestos utilizados en la presente invenciéon se pueden administrar por cualquier via adecuada, tal como oral,
nasal, inhalable, topica (incluyendo bucal, transdérmica y sublingual), rectal, vaginal y/o parenteral.

En una realizaciéon, uno o mas de los compuestos utilizados en la presente invencion se administran por via oral, por
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ejemplo, con un diluyente inerte o un portador comestible asimilable. El ingrediente activo se puede incluir en una
capsula de gelatina de cubierta dura o blanda, comprimir en comprimidos o incorporar directamente a la dieta del
sujeto. Las composiciones farmacéuticas que son adecuadas para la administracion oral incluyen comprimidos
ingeribles, comprimidos bucales, trociscos, capsulas, elixires, suspensiones, jarabes, obleas y similares que
contienen portadores que se conocen en la técnica como apropiados. Para permitir la administracién oral, puede ser
necesario recubrir el compuesto con, o coadministrar el compuesto con, un material para evitar su inactivacion.

En una realizacién, uno o mas de los compuestos utilizados en la presente invencidon se administran por via
parenteral.

Las expresiones "administracion parenteral" y "administrado parenteralmente" como se emplean en la presente
memoria representan modos de administracion distintos a la administracion entérica y topica, generalmente por
inyeccién, e incluyen inyeccion e infusion epidérmica, intravenosa, intramuscular, intraarterial, intratecal,
intracapsular, intraorbital, intracardiaca, intradérmica, intraperitoneal, intratendinosa, transtraqueal, subcutanea,
subcuticular, intraarticular, subcapsular, subaracnoidea, intraespinal, intracraneal, intratoracica, epidural e
intrastemal.

En una realizacion, el compuesto se administra mediante inyeccién o infusion intravenosa o subcutanea.

En una realizacién, los compuestos utilizados en la presente invencién se administran en forma cristalina por
inyeccion subcutanea, véase. Yang et al., PNAS USA 100(12), 6934-6939 (2003).

Las composiciones farmacéuticas utilizadas en la presente invencion se pueden formular para vias de
administracion particulares, tales como administracion oral, nasal, topica (incluyendo bucal, transdérmica y
sublingual), rectal, vaginal y/o parenteral. Las composiciones farmacéuticas se pueden presentar convenientemente
en forma de dosificacion unitaria y se pueden preparar mediante cualquier método conocido en la técnica
farmacéutica. La cantidad de ingrediente activo que se puede combinar con un material portador para producir una
forma de dosificaciéon Unica variara dependiendo del sujeto que se esté tratando y del modo particular de
administracion. La cantidad de ingrediente activo que se puede combinar con un material portador para producir una
forma de dosificacion Unica sera generalmente aquella cantidad de composicién que produce un efecto terapéutico.
Generalmente, del cien por cien, esta cantidad oscilara entre aproximadamente 0,01% y aproximadamente 99% del
ingrediente activo, tal como de aproximadamente 0,1% a aproximadamente 70%, por ejemplo, de aproximadamente
1% a aproximadamente 30%.

Independientemente de la via de administraciéon seleccionada, los compuestos utilizados en la presente invencion,
que se pueden utilizar en forma de una sal farmacéuticamente aceptable o en una forma hidratada adecuada, y/o las
composiciones farmacéuticas se formulan en formas de dosificacidon farmacéuticamente aceptables por medio de
métodos convencionales conocidos por los expertos en la técnica. Una "sal farmacéuticamente aceptable" se refiere
a una sal que conserva la actividad biolégica deseada del compuesto parental y no confiere ningun efecto
toxicolégico no deseado (véase, por ejemplo, Berge, S.M. et al., J. Pharm. Sci. 66, 1-19 (1977)). Los ejemplos de
tales sales incluyen sales de adicién de acido y sales de adicion de base. Las sales de adicién de acido incluyen
aquellas derivadas de acidos inorganicos no toxicos, tales como los acidos clorhidrico, nitrico, fosférico, sulftrico,
bromhidrico, yodhidrico, fosforoso y similares, asi como de acidos organicos no toxicos tales como acidos mono- y
di-carboxilicos alifaticos, acidos alcanoicos sustituidos con fenilo, acidos hidroxi alcanoicos, acidos aromaticos,
acidos sulfonicos alifaticos y aromaticos y similares. Las sales de adicion de base incluyen aquellas derivadas de
metales alcalinotérreos, tales como sodio, potasio, magnesio, calcio y similares, asi como de aminas organicas no
toxicas, tales como N,N'-dibenciletilendiamina, N-metilglucamina, cloroprocaina, colina, dietanolamina, etilendiamina,
procaina y similares.

Los portadores farmacéuticamente aceptables incluyen todos y cada uno de los disolventes, medios de dispersion,
recubrimientos, agentes antibacterianos y antifingicos, agentes de isotonicidad, antioxidantes y agentes retardantes
de la absorcion adecuados, y similares que sean fisioldgicamente compatibles con un compuesto utilizado en la
presente invencion.

Los ejemplos de portadores acuosos y no acuosos adecuados que se pueden emplear en las composiciones
farmacéuticas incluyen agua, solucion salina, solucion salina tamponada con fosfato, etanol, dextrosa, polioles (tales
como glicerol, propilenglicol, polietilenglicol y similares), y mezclas adecuadas de los mismos, aceites vegetales,
tales como aceite de oliva, aceite de maiz, aceite de cacahuete, aceite de semilla de algoddn y aceite de sésamo,
soluciones coloidales de carboximetilcelulosa, goma de tragacanto y ésteres organicos inyectables, tales como
oleato de etilo, y/o varios tampones. Otros portadores son bien conocidos en la técnica farmacéutica.

Los portadores farmacéuticamente aceptables incluyen soluciones o dispersiones acuosas estériles y polvos
estériles para la preparacion extemporanea de soluciones o dispersiones inyectables estériles. El uso de tales
medios y agentes para sustancias farmacéuticamente activas es conocido en la técnica. Excepto en la medida en
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que cualquier medio o agente convencional sea incompatible con el compuesto activo, se contempla su uso en las
composiciones farmacéuticas.

La fluidez adecuada se puede mantener, por ejemplo, mediante el uso de materiales de recubrimiento, tales como la
lecitina, mediante el mantenimiento del tamafio de particula requerido en el caso de las dispersiones, y mediante el
uso de tensioactivos.

Las composiciones farmacéuticas comprenden agentes utilizados en la presente invencion y también pueden
comprender antioxidantes farmacéuticamente aceptables, por ejemplo (1) antioxidantes solubles en agua, tales
como acido ascorbico, hidrocloruro de cisteina, bisulfato de sodio, metabisulfito de sodio, sulfito de sodio y similares;
(2) antioxidantes solubles en aceite, tales como palmitato de ascorbilo, hidroxianisol butilado (BHA), hidroxitolueno
butilado (BHT), lecitina, galato de propilo, alfa-tocoferol y similares; y (3) agentes quelantes de metales, tales como
acido citrico, acido etilendiaminotetraacético (EDTA), sorbitol, acido tartarico, acido fosférico y similares.

Las composiciones farmacéuticas también pueden comprender agentes de isotonicidad, tales como azulcares,
polialcoholes tales como manitol, sorbitol, glicerol o cloruro de sodio en las composiciones.

Los diluyentes farmacéuticamente aceptables incluyen soluciones salinas y soluciones tampén acuosas.

Las composiciones farmacéuticas utilizadas en la presente invencién también pueden contener uno o mas
coadyuvantes apropiados para la via de administracion elegida, tales como conservantes, agentes humectantes,
agentes emulsionantes, agentes dispersantes, conservantes o tampones, que pueden mejorar la vida util o la
eficacia de la composicion farmacéutica. Los compuestos de la presente invencién se pueden mezclar, por ejemplo,
con lactosa, sacarosa, polvos (p. €j., polvo de almiddn), ésteres de celulosa de acidos alcanoicos, acido estearico,
talco, estearato de magnesio, 6xido de magnesio, sales de sodio y calcio de acidos fosféricos y sulfuricos, goma
arabiga, gelatina, alginato de sodio, polivinilpirrolidina y/o poli(alcohol vinilico). Otros ejemplos de coadyuvantes son
QS21, GM-CSF, SRL-172, dihidrocloruro de histamina, timocartina, Tio-TEPA, composiciones de monofosforil-lipido
A/micobacterias, alumbre, coadyuvante incompleto de Freund, Montanide ISA, sistema coadyuvante ribi,
coadyuvante TiterMax, formulaciones coadyuvantes Syntex, complejos inmunoestimuladores (ISCOM), coadyuvante
Gerbu, oligodesoxinucleotidos CpG, lipopolisacaridos y acido poliinosinico:policitidilico.

La prevencion de la presencia de microorganismos se puede garantizar mediante procedimientos de esterilizacion y
mediante la inclusion de diversos agentes antibacterianos y antifungicos, por ejemplo, parabeno, clorobutanol, fenol,
acido soérbico y similares. Ademas, la absorcion prolongada de la forma farmacéutica inyectable se puede lograr
mediante la inclusién de agentes que retrasan la absorcion, tales como el monoestearato de aluminio y la gelatina.

Las composiciones farmacéuticas que comprenden un compuesto para su uso en la presente invencién también
pueden incluir una sal adecuada por lo tanto. Se puede utilizar cualquier sal adecuada, tal como una sal de metal
alcalinotérreo en cualquier forma adecuada (p. €j., una sal tampon), en la estabilizacion del compuesto utilizado en la
presente invencion. Las sales adecuadas incluyen tipicamente cloruro de sodio, succinato de sodio, sulfato de sodio,
cloruro de potasio, cloruro de magnesio, sulfato de magnesio y cloruro de calcio. En una realizacion, se utiliza una
sal de aluminio para estabilizar un compuesto utilizado en la presente invencién en una composicion farmacéutica,
cuya sal de aluminio también puede servir como coadyuvante cuando tal composicion se administra a un paciente.

Los compuestos utilizados en la presente invencién se pueden preparar con portadores que protegeran el
compuesto contra la liberacion rapida, tal como una formulacion de liberaciéon controlada, incluyendo implantes,
parches transdérmicos y sistemas de suministro microencapsulados. Tales portadores pueden incluir gelatina,
monoestearato de glicerilo, diestearato de glicerilo, polimeros biodegradables, biocompatibles, tales como
etilenvinilacetato, polianhidridos, poli(acido glicélico), colageno, poliortoésteres y poli(acido lactico) solo o con una
cera u otros materiales bien conocidos en la técnica. Los métodos para la preparacion de tales formulaciones son
generalmente conocidos por los expertos en la técnica. Véase, p. €j., Sustained and Controlled Release Drug
Delivery Systems, J.R. Robinson, ed., Marcel Dekker, Inc., Nueva York, 1978.

Para administrar las composiciones por ciertas vias de administracion, puede ser necesario recubrir el compuesto
con, o coadministrar el compuesto con, un material para evitar su inactivacion. Por ejemplo, el compuesto utilizado
en el método de la invencion se puede administrar a un sujeto en un portador apropiado, por ejemplo, liposomas, o
un diluyente. Los liposomas incluyen emulsiones CGF de agua en aceite en agua, asi como liposomas
convencionales (Strejan et al., J. Neuroimmunol. 7, 27 (1984)).

Dependiendo de la via de administracion, el compuesto activo se puede recubrir con un material para proteger el
compuesto de la accion de los acidos y otras condiciones naturales que pueden inactivar el compuesto. Por ejemplo,
el compuesto se puede administrar a un sujeto en un portador apropiado, por ejemplo, liposomas. Los liposomas
incluyen emulsiones CGF de agua en aceite en agua, asi como liposomas convencionales (Strejan et al., J.
Neuroimmunol. 7, 27 (1984)).
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En una realizacion de la presente invencion, los compuestos para su uso en la presente invencion se pueden
formular en liposomas. En una realizacién adicional, los liposomas incluyen un radical de direccionamiento. En una
realizacion adicional, los compuestos en los liposomas se administran mediante inyeccion en embolada a un sitio
proximo al area deseada, p. €j., el sitio de inflamacion o infeccion, o el sitio de un tumor. La composicién debe ser
fluida en la medida en que exista una facil jeringabilidad. Debe ser estable en las condiciones de fabricacion y
almacenamiento y debe conservarse frente a la accion contaminante de microorganismos tales como bacterias y
hongos.

En una realizacion, los compuestos utilizados en la presente invencion se pueden formular para prevenir o reducir su
transporte a través de la placenta. Esto se puede realizar por métodos conocidos en la técnica, p. €j., mediante
PEGilacion de los compuestos o mediante el uso de fragmentos F(ab'),. Se pueden hacer referencias adicionales a
Cunningham-Rundles C et al., J Immunol Methods. 152, 177-190 (1992) y a Landor M., Ann Allergy Asthma Immunol
74, 279-283 (1995).

Los portadores farmacéuticamente aceptables para administracion parenteral incluyen soluciones o dispersiones
acuosas estériles y polvos estériles para la preparacion extemporanea de soluciones o dispersiones inyectables
estériles. El uso de tales medios y agentes para sustancias farmacéuticamente activas es conocido en la técnica.
Excepto en la medida en que cualquier medio o agente convencional sea incompatible con el compuesto activo, se
contempla su uso en las composiciones farmacéuticas. También se pueden incorporar a las composiciones
compuestos activos complementarios.

Las composiciones farmacéuticas para inyectables tipicamente deben ser estériles y estables en las condiciones de
fabricacion y almacenamiento. La composicién se puede formular como una solucién, microemulsion, liposoma u
otra estructura ordenada adecuada para una alta concentracion de farmaco. El portador puede ser un medio de
dispersion o disolvente acuoso o no acuoso que contiene, por ejemplo, agua, etanol, polioles (tales como glicerol,
propilenglicol, polietilenglicol y similares), y mezclas adecuadas de los mismos, aceites vegetales, tales como aceite
de oliva, y ésteres organicos inyectables, tales como el oleato de etilo. La fluidez adecuada se puede mantener, por
ejemplo, mediante el uso de un recubrimiento tal como la lecitina, mediante el mantenimiento del tamafo de
particula requerido en el caso de la dispersiéon y mediante el uso de tensioactivos. En muchos casos, sera preferible
incluir agentes isotdnicos, por ejemplo, azlcares, polialcoholes tales como glicerol, manitol, sorbitol o cloruro de
sodio en la composicion. La absorcion prolongada de las composiciones inyectables se puede lograr incluyendo en
la composicidon un agente que retrase la absorcion, por ejemplo, sales monoestearato y gelatina. Las soluciones
inyectables estériles se pueden preparar incorporando el compuesto activo en la cantidad requerida en un disolvente
apropiado con uno o una combinacién de ingredientes, p. ej. como los enumerados anteriormente, segun se
requiera, seguido de microfiltracién en condiciones estériles. En general, las dispersiones se preparan incorporando
el compuesto activo en un vehiculo estéril que contiene un medio de dispersion basico y los otros ingredientes
requeridos, p. ej. de los enumerados anteriormente. En el caso de los polvos estériles para la preparacion de
soluciones inyectables estériles, los ejemplos de métodos de preparacion son el secado al vacio y el secado por
congelacion (liofilizacion) que producen un polvo del ingrediente activo mas cualquier ingrediente deseado adicional
de una solucion previamente esterilizada y filirada del mismo. .

Las soluciones inyectables estériles se pueden preparar incorporando el compuesto activo en la cantidad requerida
en un disolvente apropiado con uno o una combinacion de los ingredientes enumerados anteriormente, segun sea
necesario, seguido de una microfiltracion en condiciones estériles. En general, las dispersiones se preparan
incorporando el compuesto activo en un vehiculo estéril que contiene un medio de dispersion basico y los otros
ingredientes requeridos de los enumerados anteriormente. En el caso de polvos estériles para la preparacion de
soluciones inyectables estériles, los ejemplos de métodos de preparacion son el secado al vacio y el secado por
congelacion (liofilizacion) que producen un polvo del ingrediente activo mas cualquier ingrediente deseado adicional
de una solucion previamente esterilizada y filtrada del mismo. .

En una realizacién de la invenciéon, dicho al menos un agente quimioterapéutico no corticosteroideo comprende
melfalan, en el que el melfalan se administra por via intravenosa o por via oral.

En ofra realizacion de la invencion, dicho al menos un agente quimioterapéutico no corticosteroideo comprende un
derivado de acido glutamico, tal como talidomida (Thalomid®) o un andlogo de talidomida, p. ej., CC-5013
(lenalidomida, Revlimid™) o CC4047 (Actimid™), en donde dicho derivado de acido glutamico se administra por via
oral.

En ofra realizacion de la invencion, dicho al menos un agente quimioterapéutico no corticosteroideo comprende un
inhibidor de proteasoma, tal como bortezomib (Velcade®), en donde el bortezomib se administra por via intravenosa.

En ofra realizacion de la invencion, dicho al menos un agente quimioterapéutico no corticosteroideo comprende un
alcaloide de vinca, tal como vincristina, en donde la vincristina se administra por via intravenosa.
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En otra realizacion de la invencion, dicho al menos un agente quimioterapéutico no corticosteroideo comprende una
antraciclina, tal como doxorrubicina, en donde la doxorrubicina se administra por via intravenosa.

En oftra realizaciéon de la invencién, dicho al menos un corticosteroide comprende prednisona, en donde dicha
prednisona se administra por via oral.

En otra realizaciéon de la invencién, dicho al menos un corticosteroide comprende prednisona, en donde dicha
prednisona se administra por via oral.

Pacientes y enfermedades a tratar

Los individuos que se pueden tratar con la terapia combinada de la invencion pueden incluir, por ejemplo, pacientes
humanos con trastornos que se pueden corregir o mejorar mediante la inhibicion de la funcién de CD38, tal como la
actividad enzimatica, la transduccién de sefales, la induccién de la expresion de citoquinas, la induccién de la
proliferacion o la diferenciacion, y/o la induccién de la lisis y/o la eliminacion/reducciéon del nimero de células que
expresan CD38.

Por ejemplo, los anticuerpos anti-CD38 se pueden usar para provocar in vivo o in vitro una o mas de las siguientes
actividades bioldgicas: inhibicién de la funcion de CD38 (tal como la actividad enzimatica, la transduccion de
sefiales, la induccion de la expresion de citoquinas, la induccién de la proliferacion o diferenciacion y/o la induccion
de la lisis), destruccion de a una célula que expresa CD38, mediando la fagocitosis o la ADCC de una célula que
expresa CD38 en presencia de células efectoras humanas, y mediando la CDC de una célula que expresa CD38 en
presencia de complemento, o destruyendo las células que expresan CD38 mediante apoptosis.

En una realizacion, los productos inmunoconjugados descritos en la presente memoria se pueden utilizar para dirigir
compuestos (p. €j., agentes terapéuticos, marcas, citotoxinas, inmunosupresores, etc.) a células que tienen CD38
unido a su superficie utilizando tales compuestos diana como radicales terapéuticos en los productos
inmunoconjugados.

Las células que tienen CD38 unido a su superficie se pueden destruir administrando tales productos
inmunoconjugados.

Los anticuerpos anti-CD38 se utilizan para inhibir las actividades inducidas por CD38 asociadas con ciertos
trastornos o para eliminar o reducir el nimero de células que expresan CD38.

Un trastorno que implica células que expresan CD38 puede ser un trastorno tumorigénico, tal como un trastorno
caracterizado por la presencia de células tumorales que expresan CD38 incluyendo, por ejemplo, linfoma de células
B, neoplasias malignas de células plasmaticas, linfoma de células T/NK 'y neoplasias malignas mieloides.

Los ejemplos de tales enfermedades tumorigénicas incluyen linfoma/leucemias de células B que incluyen leucemia
linfoblastica/linfoma de células B precursoras y linfomas no Hodgkin de células B; leucemia promielocitica
aguda/leucemia linfoblastica aguda y neoplasias malignas de células B maduras, tales como leucemia linfocitica
cronica (CLL)/linfoma linfocitico de células pequefias (SLL) de células B, leucemia linfocitica aguda de células B,
leucemia prolinfocitica de células B, linfoma linfoplasmacitico, linfoma de células del manto (MCL), linfoma folicular
(FL), incluyendo FL de grado bajo, de grado intermedio y de grado alto, linfoma cutaneo del centro folicular, linfoma
de células B de la zona marginal (tipo MALT, tipo nodal y esplénico), leucemia de células pilosas, linfoma difuso de
células B grandes, linfoma de Burkitt, plasmacitoma, mieloma de células del plasma, leucemia de células del plasma,
trastorno linfoproliferativo post-transplante, macroglobulinemia de Waldenstrom, leucemias de células del plasma y
linfoma anaplasico de células grandes (ALCL).

En una realizacion, el trastorno que implica células que expresan CD38 es mieloma multiple.

Los ejemplos de linfomas no Hodgkin de células B son la granulomatosis linfomatoide, el linfoma de efusion primaria,
el linfoma intravascular de células B grandes, el linfoma mediastinico de células B grandes, las enfermedades de
cadena pesada (incluidas las enfermedades y, p y a), los linfomas inducidos por terapia con agentes
inmunosupresores, tales como el linfoma inducido por ciclosporina y el linfoma inducido por metotrexato.

En una realizacién de la presente invencion, el trastorno que implica células que expresan CD38 puede ser el
linfoma de Hodgkin.

Los ejemplos de un trastorno que implica células que expresan CD38 pueden ser una neoplasia maligna derivada de
células T y NK que incluyen: neoplasias de células T y células NK maduras que incluyen leucemia prolinfocitica de
células T, leucemia linfocitica granular de células T grandes, leucemia de células NK agresiva, leucemia/linfoma de
células T adultas, linfoma de células NK/T extranodal, tipo nasal, linfoma de células T asociado a enteropatia,
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linfoma de células T hepatoesplénicas, linfoma de células T tipo paniculitis subcutanea, linfoma blastico de células
NK, micosis fungoide/sindrome de Sézary, trastornos linfoproliferativos de células T positivos para CD30 cutaneos
primarios (linfoma anaplasico de células cutaneo primario de células grandes C-ALCL, papulosis linfomatoide,
lesiones limitrofes), linfoma angioinmunoblastico de células T, linfoma periférico de células T no especificado y
linfoma anaplasico de células grandes.

Los ejemplos de neoplasias malignas derivadas de células mieloides incluyen la leucemia mieloide aguda,
incluyendo la leucemia promielocitica aguda, y las enfermedades mieloproliferativas cronicas, incluyendo la leucemia
mieloide crénica.

Dosificaciones y regimenes de tratamiento

El tratamiento de acuerdo con la presente invencion incluye una "cantidad terapéuticamente eficaz" de los
medicamentos utilizados. Una "cantidad terapéuticamente eficaz" se refiere a una cantidad eficaz, a dosificaciones y
durante los periodos de tiempo necesarios, para lograr un resultado terapéutico deseado. Una cantidad
terapéuticamente eficaz puede variar de acuerdo con factores tales como el estado de la enfermedad, la edad, el
sexo y el peso del individuo, y la capacidad de los medicamentos para provocar una respuesta deseada en el
individuo. Una cantidad terapéuticamente eficaz es también una en la que cualquier efecto tdxico o perjudicial del
anticuerpo o porcion del anticuerpo se ve compensado por los efectos terapéuticamente beneficiosos. En el contexto
de la presente terapia combinada, una cantidad terapéutica incluye cantidades que son terapéuticamente eficaces
solamente combinadas con los otros compuestos, p. €j., cantidades que serian demasiado bajas para ser eficaces
en monoterapia.

Una "cantidad terapéuticamente eficaz" para la terapia de tumores también se puede medir por su capacidad para
estabilizar la progresion de la enfermedad. La capacidad de un compuesto para inhibir el cancer se puede evaluar
en un sistema modelo animal predictivo de la eficacia en tumores humanos. Alternativamente, esta propiedad de una
composicion se puede evaluar examinando la capacidad del compuesto para inhibir el crecimiento celular o para
inducir la apoptosis mediante ensayos in vitro conocidos por el experto en la materia. Una cantidad terapéuticamente
eficaz de un compuesto terapéutico puede disminuir el tamafio del tumor o mejorar los sintomas en un sujeto. Un
experto en la técnica seria capaz de determinar tales cantidades basandose en factores tales como el tamafo del
sujeto, la gravedad de los sintomas del sujeto y la composicion o via de administracion particular seleccionados.

Los regimenes de dosificacion se ajustan para proporcionar la respuesta 6ptima deseada (p. €j., una respuesta
terapéutica). Por ejemplo, se puede administrar una sola embolada, se pueden administrar varias dosis divididas a lo
largo del tiempo o la dosis se puede reducir o aumentar proporcionalmente segun lo indiquen las exigencias de la
situacion terapéutica. Las composiciones parenterales se pueden formular en forma de unidad de dosificacién para
facilitar la administracion y la uniformidad de la dosificacion. La forma de unidad de dosificacion como se emplea en
la presente memoria se refiere a unidades fisicamente discretas adecuadas como dosificaciones unitarias para los
sujetos que se van a tratar; cada unidad contiene una cantidad predeterminada de compuesto activo calculada para
producir el efecto terapéutico deseado asociado con el portador farmacéutico requerido. La memoria descriptiva para
las formas unitarias de dosificacion de la presente invencion esta dictada por (a) las caracteristicas Unicas del
compuesto activo y el efecto terapéutico particular que se debe lograr, y (b) las limitaciones inherentes en la técnica
de la composicion de semejante compuesto activo para el tratamiento de la sensibilidad en individuos.

Las dosificaciones y los regimenes de dosificacion eficaces para los anticuerpos anti-CD38 utilizados en la presente
invencion dependen de la enfermedad o afeccion a tratar y pueden ser determinados por los expertos en la técnica.
Un intervalo no limitante ilustrativo para una cantidad terapéuticamente eficaz de un anticuerpo anti-CD38 utilizado
en la presente invencion es de aproximadamente 0,1 a 100 mg/kg, tal como de aproximadamente 0,1 a 50 mg/kg,
por ejemplo de aproximadamente 0,1 a 20 mg/kg, tal como de aproximadamente 0,1 a 10 mg/kg, por ejemplo
aproximadamente 0,5, aproximadamente tal como 0,3, aproximadamente 1, o aproximadamente 3 mg/kg. En otra
realizacion, el anticuerpo se administra en una dosis de 1 mg/kg o mas, tal como una dosis de 1 a 20 mg/kg, p. €j.
una dosis de 5 a 20 mg/kg, p. €j. una dosis de 8 mg/kg.

Un médico o veterinario que tenga experiencia normal en la técnica puede determinar y prescribir facilmente la
cantidad eficaz de la composicion farmacéutica requerida. Por ejemplo, el médico o veterinario podria comenzar las
dosis del medicamento empleado en la composicion farmacéutica a niveles mas bajos que los requeridos para lograr
el efecto terapéutico deseado y aumentar gradualmente la dosis hasta lograr el efecto deseado. En general, una
dosis diaria adecuada de una composicion sera la cantidad del compuesto que sea la dosis mas baja eficaz para
producir un efecto terapéutico. Tal dosis eficaz dependera generalmente de los factores descritos anteriormente. La
administracion puede ser intravenosa, intramuscular, intraperitoneal o subcutanea, y por ejemplo se puede
administrar cerca del sitio de la diana. Si se desea, la dosis diaria eficaz de una composiciéon farmacéutica se puede
administrar en dos, tres, cuatro, cinco, seis 0 mas subdosis administradas por separado a intervalos apropiados a lo
largo del dia, opcionalmente, en formas de dosificacion unitaria. Si bien es posible que un compuesto se administre
solo, es preferible administrar el compuesto como una composicion farmacéutica como se ha descrito anteriormente.
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En una realizacion, el anticuerpo anti-CD38 se administra por infusién a una dosificacion semanal de 10 a 500
mg/mz, tal como de 200 a 400 mg/mz. Tal administracion se puede repetir, p. €j., de 1 a 8 veces, tal comode 3a 5
veces. La administracion se puede realizar por infusion continua durante un periodo de 2 a 24 horas, tal como de 2 a
12 horas.

En una realizacion, el anticuerpo anti-CD38 se administra por infusion continua lenta durante un periodo prolongado,
tal como mas de 24 horas, para reducir los efectos secundarios téxicos.

En una realizacion, el anticuerpo anti-CD38 se administra a una dosificacion semanal de 250 mg a 2.000 mg, tal
como por ejemplo 300 mg, 500 mg, 700 mg, 1.000 mg, 1.500 mg o 2.000 mg, hasta 8 veces, tal como de 4 a 6
veces. La administracion se puede realizar por infusion continua durante un periodo de 2 a 24 horas, tal como de 2 a
12 horas. Tal régimen se puede repetir una o0 mas veces segun sea necesario, por ejemplo, después de 6 meses o
12 meses. La dosificacion se puede determinar o ajustar midiendo la cantidad de compuesto de la presente
invencion en la sangre tras su administracion, por ejemplo, extrayendo una muestra biolégica y utilizando
anticuerpos antiidiotipicos que se dirigen a la regién de unién al antigeno del anticuerpo anti-CD38.

En una realizacién adicional, el anticuerpo anti-CD38 se administra una vez a la semana durante 2 a 12 semanas, tal
como durante 3 a 10 semanas, tal como durante 4 a 8 semanas.

En una realizacion, el anticuerpo anti-CD38 se administra mediante terapia de mantenimiento, tal como, p. €j., una
vez a la semana durante un periodo de 6 meses o mas.

En una realizacién, el anticuerpo anti-CD38 se administra mediante un régimen que incluye una infusién de un
anticuerpo anti-CD38 seguido de una infusién de un anticuerpo anti-CD38 conjugado con un radioisétopo. El
régimen se puede repetir, por ejemplo, 7 a 9 dias después.

Como ejemplos no limitantes, el tratamiento de acuerdo con la presente invencién se puede proporcionar como una
dosificacion diaria de un anticuerpo en una cantidad de aproximadamente 0,1-100 mg/kg, tal como 0,5, 0,9, 1,0, 1,1,
1,5,2,3,4,5,6,7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 40, 45, 50,
60, 70, 80, 90 o 100 mg/kg, por dia, en al menos uno de los dias 1, 2, 3, 4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16,
17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39 o0 40, o alternativamente, al
menos una de la semana 1, 2, 3,4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 o0 20 después del inicio del
tratamiento, o cualquier combinacién de los mismos, utilizando dosis Unicas o divididas de cada 24, 12, 8,6, 4 0 2
horas, o cualquier combinacién de los mismos.

En una realizacién de la invenciéon, dicho al menos un agente quimioterapéutico no corticosteroideo comprende
melfalan, y dicho al menos un corticosteroide comprende prednisona. Tipicamente, el melfalan se dosifica por via
intravenosa (IV), pero se puede utilizar por via oral (PO), p. €j. en el intervalo de 0,2 a 0,25 mg/kg por dia o p. €j. 7-9
mg/m2). La prednisona se puede administrar p. ej. a 2 mg/kg durante 4 dias cada 4-6 semanas (Alexanian et al., J
Am Med Assoc 1969; 208:1680). En otras realizaciones, el melfalan se puede utilizar en régimen de dosis altas en
dosis unicas de hasta 140 mg/m2 (IV) o dosis intermedias en el intervalo de 25 a 75 mg/m2 (IV), un ejemplo es 40
mg/d administrados los dias 1-4, 9-12 y 17-20 cada ciclo de 5 semanas (Tsakanikas et al., Oncology 1991; 48:369,
Richardson PG Am J Oncol 2005; 4:737).

En otra realizacion de la invencion, dicho al menos un agente quimioterapéutico no corticosteroideo comprende
talidomida (Thalomid®), y dicho al menos un corticosteroide comprende dexametasona. La talidomida se puede
utilizar p. €j. a una dosis de 200 mg/d (PO), o p. €j. en un intervalo de 50 a 400 mg/d junto con, p. €j. una dosis de
dexametasona de 40 mg/d administrada diariamente o administrada secuencialmente, p. €j. el dia 1-4, 9-12 y 17-20
de cada ciclo de 28 dias. (Rajkumar SV J Clin Oncol 2006; 24:431).

En otra realizacion de la invencion, dicho al menos un agente quimioterapéutico no corticosteroideo comprende
lenalidomida, y dicho al menos un corticosteroide comprende dexametasona. La lenalidomida se puede administrar
p. €j. a dosis de 25 mg/d administrados diariamente (PO) y dexametasona, p. €j. en un intervalo de 40 mg/d
administrados (PO), p. €j. los dias 1-4, 9-12 y 17-20 del ciclo de 28 dias, opcionalmente mas tarde solo los dias 1-4
de cada ciclo (Rajkumar SV, ASH 2004).

En otra realizacion de la invencion, dicho al menos un agente quimioterapéutico no corticosteroideo comprende
bortezomib (Velcade®). El bortezomib se puede utilizar p. ej. combinado con dexametasona. Esta combinacion se
puede utilizar tanto en un entorno de induccion como de mantenimiento. Un ejemplo es bortezomib 1,3 mg/m2 los
dias 1, 4, 8 y 11 cada ciclo de 21 dias (fase de induccion, normalmente hasta 8 ciclos) seguido de los dias 1, 8, 11,
15 y 22 cada ciclo de 5 semanas para mantenimiento (Richardson PG N Engl J Med 2005; 352:2487).

En otra realizacion de la invencion, dicho al menos un agente quimioterapéutico no corticosteroideo comprende
vincristina y doxorrubicina, y dicho al menos un corticosteroide comprende dexametasona. La vincristina se puede
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administrar p. ej. mediante infusiéon IV continua, 0,4 mg por dia (dias 1-4 en cada ciclo de 4 semanas) y
doxorrubicina, p. €j. a una dosis de 9 mg/m2/d en infusiones IV continuas los dias 1-4 en cada ciclo de 4 semanas.
La dexametasona se puede administrar p. ej. a una dosis de 40 mg los dias 1-4, 9-12 y 17-21 en cada ciclo de 4
semanas. Como alternativa, se puede utilizar doxorrubicina liposomal pegilada (p. €j., a una dosis de 40 mg/m2 el
dia 1 en un ciclo de una semana) (Rifkin Cancer 2006; 106:848).

Combinaciones adicionales

La terapia combinada de la invenciéon se puede combinar adicionalmente con otros medicamentos, es decir,
combinada con agentes terapéuticos adicionales relevantes para la enfermedad o afeccion a tratar. Tal
administracion puede ser simultanea, separada o secuencial. Para la administracion simultanea, los agentes se
pueden administrar como una composicidon o como composiciones separadas, segun sea apropiado.

Por consiguiente, la presente invencion proporciona una terapia combinada para el tratamiento de un trastorno que
implica células que expresan CD38 como se describié anteriormente, cuyos métodos comprenden la triple terapia de
la presente invencién combinada con uno o mas agentes terapéuticos adicionales como se describe a continuacion.

En una realizacion, la terapia combinada de la invencion incluye adicionalmente la administracion de al menos un
agente quimioterapéutico, al menos un agente antiinflamatorio, o al menos un agente inmunosupresor y/o
inmunomodulador.

En una realizacion, tal agente quimioterapéutico se puede seleccionar entre un antimetabolito, tal como metotrexato,
6-mercaptopurina, 6-tioguanina, citarabina, fludarabina, 5-fluorouracilo, descarbazina, hidroxiurea, asparraginasa,
gemcitabina, cladribina y agentes similares.

En una realizacion, tal agente quimioterapéutico se puede seleccionar entre un antibiético, tal como dactinomicina
(antes actinomicina), bleomicina, daunorrubicina (antes daunomicina), idarrubicina, mitramicina, mitomicina,
mitoxantrona, plicamicina, antramicina (AMC) y agentes similares.

En una realizacién, tal agente quimioterapéutico se puede seleccionar entre un agente antimitético, tal como
taxanos, por ejemplo, docetaxel y paclitaxel.

En una realizacion, tal agente quimioterapéutico se puede seleccionar entre un inhibidor de topoisomerasa, tal como
topotecan.

En una realizacion, dicho agente quimioterapéutico se puede seleccionar entre un inhibidor del factor de crecimiento,
tal como un inhibidor de ErbB1 (EGFR) (tal como gefitinib (Iressa®), cetuximab (Erbitux®), erlotinib (Tarceva®), 2F8
(descrito en el documento WO 2002/100348) y agentes similares), un inhibidor de ErbB2 (Her2/neu) (tal como el
trastuzumab (Herceptin®) y agentes similares) y agentes similares. En una realizacion, tal inhibidor del factor de
crecimiento puede ser un inhibidor de la farnesil transferasa, tal como SCH-66336 y R115777. En una realizacion, tal
inhibidor del factor de crecimiento puede ser un inhibidor del factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF), tal
como bevacizumab (Avastin®).

En una realizacion, tal agente quimioterapéutico puede ser un inhibidor de tirosina quinasa, tal como imatinib (Glivec,
Gleevec STI571), lapatinib, PTK787/ZK222584 y agentes similares.

En una realizacion, tal agente quimioterapéutico puede ser un inhibidor de histona desacetilasa. Los ejemplos de
tales inhibidores de histona desacetilasa incluyen compuestos polares hibridos basados en acido hidroxamico, tales
como SAHA (acido suberoilanilido hidroxamico).

En una realizacién, tal agente quimioterapéutico puede ser un inhibidor de la quinasa MAP P38a, tal como SCIO-
469.

En una realizaciéon adicional, la terapia combinada de la invencion incluye adicionalmente la administracion de al
menos un inhibidor de la angiogénesis, neovascularizacién y/u otra vascularizacion a un sujeto que lo necesite.

Los ejemplos de tales inhibidores de la angiogénesis son los inhibidores de la uroquinasa, los inhibidores de la
metaloproteasa de la matriz (tal como marimastat, neovastat, BAY 12-9566, AG 3340, BMS-275291 y agentes
similares), los inhibidores de la migracion y proliferacion de células endoteliales (tales como TNP-470, escalamina),
2-metoxiestradiol, combretastatina, endostatina, angiostatina, penicilamina, SCH66336 (Schering-Plough Corp,
Madison, NJ), R115777 (Janssen Pharmaceutica, Inc, Titusville, NJ) y agentes similares), antagonistas de factores
de crecimiento angiogénicos (tales como ZD6474, SU6668, anticuerpos contra agentes angiogénicos y/o sus
receptores (tales como VEGF, bFGF y angiopoietina-1), Sugen 5416, SU5402, ribozima antiangiogénica (tal como
angiozima), interferén a (tal como el interferon a2a), suramina y agentes similares), inhibidores de la quinasa VEGF-
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Ry otros inhibidores de la tirosina quinasa anti-angiogénicos (tales como SU011248), inhibidores de la sefalizacion
de supervivencia de las integrinas especifica endoteliales (tal como vitaxina y agentes similares),
antagonistas/quelantes de cobre (tales como tetratiomolibdato, captopril y agentes similares), carboxiamido triazol
(CAl), ABT-627, CM101, interleuquina-12 (IL-12), IM862, PNU145156E asi como moléculas de nucleétido que
inhiben la angiogénesis (tales como ADNc de VEGF antisentido, ADNc que codifica angiostatina, ADNc que codifica
p53 y ADNc que codifica la deficiencia de receptor 2 de VEGF) y agentes similares.

Otros ejemplos de tales inhibidores de la angiogénesis, neovascularizacion y/u otra vascularizacion son los
derivados de heparina anti-angiogénicos y las moléculas relacionadas (p. €j., heparinasa Ill), temozolomida, NK4,
factor inhibidor de la migracion de macrofagos (MIF), inhibidores de la ciclooxigenasa-2, inhibidores de Factor 1
inducible por hipoxia, isoflavonas de soja antiangiogénicas, oltipraz, fumagilina y analogos de la misma, analogos de
somatostatina, polisulfato de pentosano, tecogalan soddico, dalteparina, tumstatina, trombospondina, NM-3,
combrestatina, canstatina, avistatina, anticuerpos contra otras dianas relevantes (tales como mAb integrina anti-alfa-
v/beta-3 y anti-quininostatina) y agentes similares.

En una realizacion adicional, la terapia combinada de la invencién incluye adicionalmente la administracion de un
inmunogeno anticanceroso, tal como un antigeno canceroso/antigeno asociado a tumor (p. €j., una molécula de
adhesion de células epiteliales (EpCAM/TACSTD1), mucina 1 (MUC1), antigeno carcinoembrionario (CEA),
glicoproteina asociada a tumor 72 (TAG-72), gp100, Melan-A, MART-1, KDR, RCAS1, MDA7, vacunas virales
asociadas al cancer (p. €j., vacunas contra el virus del papiloma humano), proteinas de choque térmico derivadas de
tumores, y agentes similares. También se puede utilizar o se puede utilizar alternativamente en tal realizacion una
serie de otros antigenos cancerosos/antigenos asociados a tumores descritos en otras partes de la presente
memoria y moléculas similares conocidas en la técnica. Los péptidos inmunogénicos anticancerosos también
incluyen "vacunas" anti-idiotipicas tales como los anticuerpos antiidiotipicos BEC2, Mitumomab, CeaVac y los
anticuerpos antiidiotipicos relacionados, el anticuerpo antiidiotipico contra el anticuerpo MG7 y otros anticuerpos
antiidiotipicos contra el cancer (véanse, por ejemplo, Birebent et al., Vaccine. 21(15), 1601-12 (2003), Li et al., Chin
Med J (Engl). 114(9), 962-6 (2001), Schmitt et al., Hybridoma. 13(5), 389-96 (1994), Maloney et al., Hybridoma. 4(3),
191-209 (1985), Raychardhuri et al., J Immunol. 137(5), 1743-9 (1986), Pohl et al., Int J Cancer. 50(6), 958-67
(1992), Bohlen et al., Cytokines Mol Ther. 2(4), 231-8 (1996) y Maruyama, J Immunol Methods. 264(1-2), 121-33
(2002)). Tales anticuerpos anti-idiotipicos se pueden conjugar opcionalmente con un portador, que puede ser un
portador de molécula sintética (tipicamente inerte), una proteina (por ejemplo, hemocianina de lapa californiana
(KLH) (véase por ejemplo Ochi et al., Eur J Immunol. 17(11), 1645-8 (1987)), o una célula (por ejemplo, un glébulo
rojo, véase por ejemplo Wi et al., J. Immunol Methods. 122(2), 227-34 (1989)).

En una realizacion adicional, la terapia combinada de la invencién incluye adicionalmente la administracion de un
bifosfonato. Los ejemplos de bifosfonatos potencialmente adecuados son pamidronato (Aredia®), acido zoledrénico
(Zometa®), clodronato (Bonefos®), risendronato (Actonel®), ibandronato (Boniva®), etidronato (Didronel®),
alendronato (Fosamax®), tiludronato (Skelid®), incadronato (Yamanouchi Pharmaceutical) y minodronato (YM529,
Yamanouchi).

En una realizacion adicional, la terapia combinada de la invencién incluye adicionalmente la administracion de un
factor estimulador de colonias. Los ejemplos de factores estimuladores de colonias adecuados son los factores
estimuladores de colonias de granulocitos (G-CSF), tales como filgrastim (Neupogen®) y pedfilgrastim (Neulasta®),
y los factores estimuladores de colonias de granulocitos macréfagos (GM-CSF) tal como sargramostim (Leukine®).

En una realizacion adicional, la terapia combinada de la invencién incluye adicionalmente la administracion de un
agente eritropoyético. Los ejemplos de agentes eritropoyéticos adecuados son la eritropoyetina (EPO), tal como la
epoetina alfa (por ejemplo, Procrit®, Epogen® y Eprex®) y la epoetina beta (por ejemplo, NeoRecormon®) y las
proteinas estimuladoras de la eritropoyesis (por ejemplo, Aranesp®).

En una realizacién adicional, la terapia combinada de la invencion incluye adicionalmente la administraciéon de una
citoquina anti-cancerosa, quimioquina o combinaciéon de las mismas. Los ejemplos de citoquinas y factores de
crecimiento adecuados incluyen IFNy, IL-2, IL-4, IL-6, IL-7, IL-10, IL-12, IL-13, IL-15, IL-18, IL-23, IL-24, IL-27, IL-
28a, IL-28b, IL-29, KGF, IFNa (p. €j., INFa2b), IFNB, GM-CSF, CD40L, ligando de FIt3, factor de células madre,
ancestim y TNFa. Las quimioquinas adecuadas pueden incluir quimioquinas negativas para Glu-Leu-Arg (ELR), tales
como IP-10, MCP-3, MIG y SDF-1a de las familias de quimioquinas CXC y C-C humanas. Las citoquinas adecuadas
incluyen derivados de citoquinas, variantes de citoquinas, fragmentos de citoquinas y proteinas de fusién de
citoquinas.

En una realizacion adicional, la terapia combinada de la invencién incluye adicionalmente la administracion de un
agente que modula, p. €., aumenta o inhibe, la expresion o actividad de los receptores de Fca o Fcy. Los ejemplos
de agentes adecuados para este uso incluyen interleuquina-1 (IL-1), interleuquina-2 (IL-2), interleuquina-6 (IL-6),
factor estimulador de colonias de granulocitos (G-CSF), tales como filgrastim (Neupogen®) y pedfilgrastim
(Neulasta®), y factores estimuladores de colonias de granulocitos macréfagos (GM-CSF) tal como sargramostim
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(Leukine®), interferon-y (IFN-y) y factor de necrosis tumoral (TNF).

En una realizacion adicional, la terapia combinada de la invencién incluye adicionalmente la administracion de un
regulador de control del ciclo celular/apoptosis (o0 "agente regulador"). Un regulador de control del ciclo
celular/apoptosis puede incluir moléculas (i) que dirigen y modulan los reguladores de control del ciclo
celular/apoptosis tales como cdc-25 (tal como NSC 663284), (ii) quinasas dependientes de ciclina que estimulan en
exceso el ciclo celular (tales como flavopiridol (L868275, HMR1275), 7-hidroxiestaurosporina (UCN-01, KW-2401) y
roscovitina (R-roscovitina, CYC202)), y (iii) moduladores de telomerasa (tales como BIBR1532, SOT-095, GRN16 y
composiciones descritas en por ejemplo en los documentos US 6.440.735 y US 6.713.055). Los ejemplos no
limitantes de moléculas que interfieren en las rutas apoptéticas incluyen el ligando inductor de la apoptosis
relacionada con el TNF (TRAIL)/ligando de apoptosis-2 (Apo-2L), agentes que inducen el bloqueo de NF-kB que
conduce a la inhibicion de la produccién de IL-6, anticuerpos que activan los receptores TRAIL, IFN, Bcl-2
antisentido y As,Os3 (tridxido arsénico, Trisenox®).

En una realizacion adicional, la terapia combinada de la invencién incluye adicionalmente la administracion de un
agente regulador hormonal, tales como los agentes Utiles para la terapia con anti-andrégenos y anti-estrégenos. Los
ejemplos de tales agentes reguladores hormonales son tamoxifeno, idoxifeno, fulvestrant, droloxifeno, toremifeno,
raloxifeno, dietilestilbestrol, etinilestradiol/estinilo, un anti-andrégeno (tal como flutaminida/Eulexin), una progestina
(tal como caproato de hidroxiprogesterona, medroxiprogesterona/provera, acepato de megestrol/Megace), un
adrenocorticosteroide (tal como hidrocortisona, prednisona), hormona liberadora de hormona luteinizante (y sus
analogos y otros agonistas de la LHRH tales como buserelina y goserelina), un inhibidor de la aromatasa (tal como
anastrazol/arimidex, aminoglutetimida/citraden, exemestano), un inhibidor hormonal (tal como
octreotida/Sandostatin) y agentes similares.

En una realizacion adicional, la terapia combinada de la invencién incluye adicionalmente la administracion de un
agente antianérgico (por ejemplo, compuestos de moléculas pequeniias, proteinas, glicoproteinas o anticuerpos que
rompen la tolerancia a antigenos de tumores y cancer). Ejemplos de tales compuestos son moléculas que bloquean
la actividad de CTLA-4, como MDX-010 (Phan et al., PNAS USA 100, 8372 (2003)).

En una realizacion adicional, la terapia combinada de la invencién incluye adicionalmente la administracion de un
acido nucleico o vector que contiene un gen supresor de tumores, tal como un adenovirus de replicacién deficiente
que codifica p53/SCH58500 de tipo salvaje recombinante humano, etc.; acidos nucleicos antisentido dirigidos a
oncogenes, genes mutados o desregulados; o ARNip dirigido a genes mutados o desregulados. Los ejemplos de
dianas supresoras de tumores incluyen, por ejemplo, BRCA1, RB1, BRCA2, DPC4 (Smad4), MSH2, MLH1 y DCC.

En una realizacion adicional, la terapia combinada de la invencién incluye adicionalmente la administracion de un
acido nucleico anticanceroso, tal como Genasense (Augmerosen/G3139), LY900003 (ISIS 3521), ISIS 2503, OGX-
011 (ISIS 112989), LE-AON/LEraf-AON (oligonucleétido antisentido c-raf encapsulado en liposomas/ISIS-5132),
MG98 y otros acidos nucleicos antisentido que se dirigen a PKCa, clusterina, IGFBP, proteina quinasa A, ciclina D1
o Bcl-2h.

En una realizacion adicional, la terapia combinada de la invencion incluye adicionalmente la administracion de una
molécula de ARN inhibidora de cancer (véase, por ejemplo, Lin et al., Curr Cancer Drug Targets. 1(3), 241-7 (2001),
Errata en: Curr Cancer Drug Targets, 3(3), 237 (2003), Lima et al., Cancer Gene Ther. 11(5), 309-16 (2004), Grzmil
et al., Int J Oncol. 4(1), 97-105 (2004), Collis et al., Int J Radiat Oncol Biol Phys. 57(2 supl.), S144 (2003), Yang et
al., Oncogene. 22(36), 5694-701 (2003) y Zhang et al., Biochem Biophys Res Commun. 303(4), 1169-78 (2003)).

En una realizacion adicional, la terapia combinada de la invencién incluye adicionalmente la administracion de un
virus, proteinas virales y similares. Los virus de replicacion deficiente, que generalmente son capaces de una o solo
unas pocas rondas de replicacion in vivo, y que estan dirigidos a células tumorales, pueden ser, por ejemplo,
componentes Utiles de tales composiciones y métodos. Tales agentes virales pueden comprender o estar asociados
con acidos nucleicos que codifican inmunoestimuladores, tales como GM-CSF y/o IL-2. Tanto los virus naturalmente
oncoliticos como los virus oncoliticos recombinantes (por ejemplo, virus HSV-1, reovirus, adenovirus sensibles a la
replicacion y de replicacion deficiente, etc.) pueden ser componentes Utiles de tales métodos y composiciones
(véanse, por ejemplo, Shah et al., J Neurooncol. 65(3), 203-26 (2003), Stiles et al., Surgery. 134(2), 357-64 (2003),
Sunarmura et al., Pancreas. 28(3), 326-9 (2004), Teshigahara et al., J Surg Oncol. 85(1), 42-7 (2004), Varghese et
al., Cancer Gene Ther. 9(12), 967-78 (2002), Wildner et al., Cancer Res. 59(2), 410-3 (1999), Yamanaka, Int J Oncol.
24(4), 919-23 (2004) y Zwiebel et al., Semin Oncol. 28(4), 336-43 (2001).

En una realizacién adicional, la terapia combinada de la invencién puede implicar adicionalmente métodos de
inmunoterapia "de células completas" y "adoptivos". Por ejemplo, tales métodos pueden comprender la infusion o la
reinfusion de células del sistema inmunitario (por ejemplo, linfocitos infiltrantes de tumores (TIL), tales células T
como CD4" y/o CD8" (por ejemplo, células T expandidas con antigenos especificos de tumores y/o mejoras
genéticas), células B que expresan anticuerpos u otras células productoras/presentadoras de anticuerpos, células
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dendriticas (p. €j., células dendriticas recombinantes que expresan anti-citoquinas, células dendriticas cultivadas con
un agente de expansion de DC, tal como GM-CSF y/o FIt3-L, y/o células dendriticas cargadas con antigeno
asociado a tumores), células NK antitumorales, llamadas células hibridas, o combinaciones de las mismas. Los
productos lisados celulares también pueden ser utiles en tales métodos y composiciones. Las "vacunas" celulares en
pruebas clinicas que pueden ser Utiles en tales aspectos incluyen Canvaxin™, APC-8015 (Dendreon), HSPPC-96
(Antigenics) y productos lisados celulares Melacine®. Los antigenos que se desprenden de las células cancerosas y
sus mezclas (véase, por ejemplo, Bystryn et al., Clinical Cancer Research vol. 7, 1882-1887, julio de 2001),
opcionalmente mezclados con coadyuvantes tales como alumbre, también pueden ser componentes en tales
métodos y composiciones combinadas.

En una realizacion adicional, la terapia combinada de la invencion incluye adicionalmente la aplicacién de un método
de vacunacion interna. La vacunacion interna se refiere a la muerte de células cancerosas o tumorales inducida, tal
como la muerte celular inducida por un farmaco o inducida por radiacién de células tumorales, en un paciente, que
generalmente conduce a la provocacion de una respuesta inmunitaria dirigida a (i) las células tumorales en su
totalidad o (ii) partes de las células tumorales que incluyen (a) proteinas, glicoproteinas u otros productos
secretados, (b) proteinas o glicoproteinas asociadas a la membrana u otros componentes asociados con o
insertados en las membranas, y/o (c) proteinas intracelulares u otros componentes intracelulares. Una respuesta
inmunitaria interna inducida por la vacunaciéon puede ser humoral (es decir, mediada por anticuerpos -
complemento) o mediada por células (p. €j., el desarrollo y/o aumento de linfocitos T citotoxicos endégenos que
reconocen las células tumorales internamente destruidas o partes de las mismas).

En una realizaciéon adicional, la terapia combinada de la invencién incluye adicionalmente la administracion de
complemento. Por consiguiente, el uso de composiciones que comprenden anticuerpos anti-CD38 con suero o
complemento también esta dentro del alcance de la presente invencion. En estas composiciones, el complemento se
encuentra muy cerca del anticuerpo anti-CD38, por ejemplo, por conjugacion o puede ser adecuado para la
administracion simultanea. Alternativamente, los anticuerpos anti-CD38 y el complemento o suero se pueden
administrar por separado.

En una realizaciéon adicional, la terapia combinada de la invencion incluye adicionalmente la administracion de
agentes inductores de la diferenciacion, acido retinoico y analogos de acido retinoico (tales como todo acido
transretinoico, acido 13-cis retinoico y agentes similares), analogos de vitamina D (tales como seocalcitol y agentes
similares), inhibidores de ErbB3, ErbB4, IGF-IR, receptor de insulina, PDGFRa, PDGFRbeta, Flk2, Fli4, FGFR1,
FGFR2, FGFR3, FGFR4, TRKA, TRKC, c-met, Ron, Tie, Tie2, Eph, Ret, Ros, Alk, LTK, PTK7 y agentes similares.

En una realizacién adicional, la terapia combinada de la invencion incluye adicionalmente la administracion de una
catepsina B, moduladores de la actividad de la catepsina D deshidrogenasa, glutation-S-transferasa (tal como
glutacilcisteina sintetasa y lactato deshidrogenasa), o agentes similares.

En una realizaciéon adicional, la terapia combinada de la invencion incluye adicionalmente la administracion de
estramustina o epirrubicina.

En una realizacion adicional, la terapia combinada de la invencién incluye adicionalmente la administracion de un
inhibidor de HSP90 como 17-alil amino geldanamicina, anticuerpos dirigidos contra un antigeno tumoral tal como
PSA, CA125, KSA, etc., integrinas tales como la integrina 1, inhibidores de VCAM o agentes similares

En una realizaciéon adicional, la terapia combinada de la invencion incluye adicionalmente la administracion de
inhibidores de calcineurina (tales como valspodar, PSC 833 y otros inhibidores de MDR-1 o p-glicoproteina),
inhibidores de TOR (tales como sirolimus, everolimus y rapamicina) e inhibidores de los mecanismos de
"recirculacion de busqueda del origen por los linfocitos (linfocite homing)" (tales como FTY720), y agentes con
efectos sobre la sefializacion celular tales como inhibidores de moléculas de adhesion (por ejemplo, anti-LFA, etc.).

En una realizacion adicional, la terapia combinada de la invencion incluye adicionalmente radioterapia.

La radioterapia puede comprender la radiacién o la administracién asociada de radiofarmacos a un paciente. La
fuente de radiacién puede ser externa o interna al paciente que se esta tratando (por ejemplo, el tratamiento de
radiacion puede ser en forma de radioterapia de haz externo (EBRT), braquiterapia (BT) o radioterapia dirigida
esquelética). Los elementos radiactivos que se pueden utilizar en la practica de tales métodos incluyen, p. €j., radio,
cesio-137, iridio-192, americio-241, oro-198, cobalto-57, cobre-67, tecnecio-99, yoduro-123, yoduro 131, e indio-111.

En una realizacion adicional, la terapia combinada de la invencion incluye adicionalmente un trasplante autélogo de
células madre periféricas o de médula ésea.

En una realizacion adicional, la terapia combinada de la invencion incluye adicionalmente la intervencion ortopédica.
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Las intervenciones ortopédicas se pueden usar en el tratamiento de un trastorno que implica células que expresan
CD38, tal como el mieloma multiple, para ayudar a controlar el dolor o a conservar la funciéon o la movilidad. Tales
intervenciones pueden incluir terapia fisica, férulas de huesos para prevenir o tratar fracturas, o procedimientos de
cirugia (menor o mayor) para reparar fracturas.

En una realizacion adicional, la terapia combinada de la invencion incluye adicionalmente la administracion de uno o
mas agentes que promueven el acceso del anticuerpo contra CD38 o la composicion combinada al interior de un
tumor. Tales métodos se pueden realizar, por ejemplo, en asociacion con el suministro de una relaxina, que es
capaz de relajar un tumor (véase, por ejemplo, el documento US 6.719.977). En una realizacion, el anticuerpo anti-
CD38 utilizado en la presente invencion puede estar unido a un péptido que penetra en las células (CPP). Los
péptidos que penetran en las células y los péptidos relacionados (tales como los anticuerpos que penetran en las
células) han sido descritos, por ejemplo, por Zhao et al., en J. Immunol Methods. 254 (1-2), 137-45 (2001), Hong et
al., Cancer Res. 60 (23), 6551-6 (2000). Lindgren et al., Biochem J. 377 (Pt 1), 69-76 (2004), Buerger y otros, J.
Cancer Res Clin Oncol. 129(12), 669-75 (2003), Pooga et al., FASEB J. 12(1), 67-77 (1998) y Tseng et al., Mol
Pharmacol. 62(4), 864-72 (2002).

En una realizaciéon adicional, la terapia combinada de la invencion incluye adicionalmente la administracion de al
menos un agente antiinflamatorio.

En una realizacion, tal agente antiinflamatorio se puede seleccionar entre un farmaco esteroideo y un AINE (farmaco
antiinflamatorio no esteroideo).

En una realizacion, tal agente antiinflamatorio se puede seleccionar entre aspirina y otros salicilatos, inhibidores de
Cox-2 (tales como rofecoxib y celecoxib), AINE (tales como ibuprofeno, fenoprofeno, naproxeno, sulindac,
diclofenaco, piroxicam, ketoprofeno, diflunisal, nabumetona, etodolac, oxaprozina e indometacina), anticuerpos anti-
IL6R, anticuerpos anti-IL8 (p. ej., 10F8 descrito en el documento WO02004/058797), anticuerpos anti-IL15,
anticuerpos anti-IL15R, anticuerpos anti-CD4, anticuerpos anti-CD11a (p. ej., efalizumab), anticuerpos anti-alfa-
4/beta-1 integrina (VLA4) (p. €j., natalizumab), CTLA4-Ig para el tratamiento de enfermedades inflamatorias,
prednisolona, prednisona, farmacos antirreumaticos modificadores de la enfermedad (FAME) tales como
metotrexato, hidroxicloroquina, sulfasalazina, inhibidores de la sintesis de pirimidina (tales como leflunomida),
agentes bloqueadores del receptor de IL-1 (tales como anakinra), agentes bloqueadores del TNF-a (tales como
etanercept, infliximab y adalimumab) y agentes similares.

En una realizaciéon adicional, la terapia combinada de la invencion incluye adicionalmente la administracion de al
menos un agente inmunosupresor y/o inmunomodulador a un sujeto que lo necesite.

En una realizacién, tal agente inmunosupresor y/o inmunomodulador se puede seleccionar entre ciclosporina,
azatioprina, acido micofendlico, micofenolato de mofetilo, corticosteroides tales como prednisona, metotrexato, sales
de oro, sulfasalazina, antimalaricos, brequinar, leflunomida, mizoribina, 15-desoxipergualina, 6-mercaptopurina,
ciclofosfamida, rapamicina, tacrolimus (FK-506), OKT3, globulina antitimocitica, timopentina, timosina-a y agentes
similares.

En una realizacion, tal agente inmunosupresor y/o inmunomodulador se puede seleccionar entre anticuerpos
inmunosupresores, tales como anticuerpos que se unen a p75 del receptor de IL-2, o anticuerpos que se unen, por
ejemplo, a MHC, CD2, CD3, CD4, CD7, CD28, B7, CD40, CD45, IFNy, TNF-q, IL-4, IL-5, IL-6R, IL-6; IGF, IGFR1, IL-
7, IL-8, IL-10, CD11a o CD58, o anticuerpos que se unen a sus ligandos.

En una realizacion, tal agente inmunosupresor y/o inmunomodulador se puede seleccionar entre moléculas de IL-
15R, IL-10, B7 solubles (B7-1, B7-2, variantes de las mismas y fragmentos de las mismas), ICOS y OX40, y inhibidor
de un regulador de células T negativo (tal como un anticuerpo contra CTLA4) y agentes similares.

En una realizacion adicional, la terapia combinada de la invencién incluye adicionalmente la administracion de un
anticuerpo anti-C3b (i).

En una realizaciéon adicional, la terapia combinada de la invencion incluye adicionalmente la administracion de
inhibidores de histona desacetilasa (por ejemplo, fenilbutirato) y/o agentes de reparacion de ADN (por ejemplo,
enzimas de reparacion de ADN y composiciones relacionadas, tales como dimericina).

En una realizaciéon adicional, la terapia combinada de la invencion incluye adicionalmente una terapia fotodinamica
dirigida contra el cancer (por ejemplo, terapia con laser contra el cancer - que opcionalmente se puede poner en
practica con el uso de agente fotosensibilizante, véase, por ejemplo, Zhang et al., J Control Release. 93 (2), 141-50
(2003)), terapias de ondas de sonido y ondas de choque contra el cancer (véase, por ejemplo, Kambe et al., Hum
Cell. 10 (1), 87-94 (1997)), y/o terapia nutracéutica contra el cancer (véase, por ejemplo, Roudebush et al., Vet Clin
North Am Small Anim Pract. 34(1), 249-69, viii (2004) y Rafi, Nutrition. 20(1), 78-82 (2004).
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Todos los métodos descritos en la presente memoria se pueden realizar en cualquier orden adecuado a menos que
se indique lo contrario en la presente memoria o el contexto lo contradiga claramente.

La presente invencion se ilustra adicionalmente mediante los siguientes ejemplos, que no deben interpretarse como
una limitacién adicional.

Ejemplos
Ejemplo 1
Fabricacion de células transfectadas con luciferasa (Daudi-luc)

El cultivo de células de Daudi (originadas en el linfoma de Burkitt) se cultivé en medio de cultivo RPMI 1640 con un
suplemento de FCS al 10% (Optimum C241, Wisent Inc., St. Bruno, QC, Canada), L-glutamina 2 mM, 100 Ul/ml de
penicilina, 100 mg/ml de estreptomicina, piruvato de sodio 1 mM (todos derivados de Gibco BRL, Life Technologies,
Paisley, Escocia). El medlo se refrescod dos veces a la semana. Antes de la transfeccion, las células se dividieron y
se sembraron a 1-1,5 x 10° células/ml para asegurar la viabilidad y el éptimo crecimiento.

Transfeccion con luciferasa

Se recogieron 8,2 x 10° células de Daudi CD38" en 350 pl de RPMI (con un suplemento de dFCS al 10%, Gibco
BRL) y se transfirieron a una cubeta de electroporacion (Biorad, Hemel Hempstead, Herts, Reino Unido). A
continuacion, se anadieron 40 pg de gWIZ luciferasa de GTS (Aldevron, Fargo, ND, USA) y 10 ug de vector pPur
(BD Biosciences, Alphen a/d Rijn, Paises Bajos), que confiere resistencia a la puromicina. Después de dejar reposar
las células en hielo durante 10 minutos, las células se sometieron a electroporacion (250 V, 950 uF; Gene Pulser I,
Biorad Laboratories GmbH, Munich, Alemania). Las células se dejaron reposar nuevamente en hielo y se recogieron
en 40 ml de RPMI (con un suplemento de FCS al 10%). A continuacion, las células se colocaron en placas de cultivo
de tejidos de 96 pocillos (100 pl por pocillo). Después de 48 horas, se afiadid puromicina (concentracion final: 1
pg/ml; Sigma-Aldrich Chemie BV, Zwijndrecht, Paises Bajos). Los clones resistentes a la puromicina se cultivaron
adicionalmente en placas de cultivo de tejidos de 24 pocillos.

Determinacioén de la actividad luciferasa

La actividad luciferasa de las células se determlno utilizando el Luciferase Assay System (nim. E4030, Promega,
Madison, WI, EEUU). Se centrifugaron 1x10° células (13.500 rpm, 1 min) en una centrifuga Eppendorf, y el
sedimento se lavé en 100 pl de PBS. Después de la centrifugacion (13.500 rpm, 1 min), el sedimento se lisé con 20
pl de Reporter Lysis Buffer (Promega), se congeld y se descongeld. Después de la centrifugacion (13.500 rpm, 1
min), se descartaron 20 pl de sobrenadante y se afiadieron 100 pl de reactivo de ensayo de luciferasa (en tubos de
luminémetro especiales, Promega). La luminiscencia se midié (10 s) en un luminédmetro (LB9507, Berthold,
Vilvoorde, Bélgica).

Ejemplo 2
Inmunizacioén de ratones y generacion de hibridomas
Protocolo de inmunizacioén para -003

Los ratones HCo12 se inmunizaron cada quince dias con 20 yg de HA-CD38 purificado. La primera inmunizacién se
realizé i.p. en presencia de 100 pl de PBS, mezclados con 100 pyl de Coadyuvante Completo de Freund (CFA).
Después de esta primera inmunizacion, se realizaron refuerzos posteriores (13x) con HA-CD38 purificado en
presencia de 100 pl de PBS, mezclado con 100 pl de Codyuvante Incompleto de Freund (IFA) alternando s.c. e i.p.
Después del desarrollo del titulo, los ratones se reforzaron con 20 ug de HA-CD38 en PBS, i.v.

Protocolo de inmunizacioén para -005 y -024

Los ratones HCo12 se inmunizaron cada quince dias con 20 yg de HA-CD38 purlflcado alternando con células
transfectadas con NIH-3T3-CD38. La primera inmunizacién se realizé con 5 x 10° células en 100 ul de PBS,
mezclado con 100 pl de CFA, i.p., la segunda y posteriores inmunizaciones con HA-CD38 s.c., en presencia de 100
pl de PBS, mezclado con 100 pl de IFA. Las siguientes inmunizaciones con células transfectadas se realizaron en
presencia de 200 pl de PBS. Después del desarrollo del titulo, los ratones se reforzaron con 20 uyg de HA-CD38 en
PBS, i.v.

Generacion de hibridomas que producen anticuerpos monoclonales humanos para CD38
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Los esplenocitos de raton se aislaron de ratones HCo12 y se fusionaron con PEG a una linea celular de mieloma de
ratén basandose en protocolos convencionales. Los hibridomas resultantes se escrutaron a continuacion para
determinar la producciéon de anticuerpos humanos mediante ELISA y la especificidad de CD38 utilizando células
NS/0 transfectadas con CD38 humanas mediante analisis FACS y la union a la proteina HA-CD38 recombinante
mediante ELISA. Se seleccionaron tres lineas celulares de hibridoma que expresaban los anticuerpos monoclonales
anti-CD38 humano, -003, -005 y -024, respectivamente.

Ejemplo 3
Transfeccion de células NIH con CD38

El vector (pclpuroCD38) para producir células NIH-3T3-CD38 se obtuvo del Prof. M. Glennie (Tenovus Research
Laboratory, Hospital General de Southampton, Southampton, Reino Unido). Se cultivaron células NIH-3T3 (DSMZ,
ACC 59; 150.000 células/pocillo; 0,5 ml; placas de fondo plano de 96 pocillos, Greiner) en DMEM (con un
suplemento de glucosa [4,5 g/l], FCS al 10%, L-glutamina, Piruvato de Na; BioWhittaker) durante 24 h. A
continuacion, el ADN (0,8 ug) y la lipofectamina (Invitrogen, Breda, Paises Bajos) se diluyeron en DMEM y se
mezclaron (20 min, TA). Posteriormente, la mezcla (100 pl) se afiadié a cada pocillo y se incubd (ON, 37°C).

Escrutinio de la expresion de CD38

Las células NIH-3T3-CD38 se lavaron (en 1 ml de PBS) y se tripsinizaron (200 pl, tripsina-EDTA, BioWhittaker). A
continuacion, se anadié 1 ml de DMEM y la mezcla se pipete6 en tubos FACS. Después de la centrifugacion (1.200
rpm, 5 min), las células se lavaron en Tampoén FACS (FB; PBS, BSA al 0,05%, NaNs al 0,02%) y se resuspendieron
en 1 ml de FB. Después de la centrifugacion (1.200 rpm, 5 min), se eliminé el sobrenadante y se afadio anti-CD38
humano de ratén-PE (diluciéon 1/50, Sanquin, Amsterdam, Paises Bajos). Después de lavar las células dos veces en
FB, las células se resuspendieron en FB para su adquisicion mediante citometria de flujo.

Expansion y seleccion

Después del tratamiento con ftripsina, las células se transfirieron a matraces T25 (Greiner) en DMEM (con un
suplemento de glucosa de 4,5 g/l, L-glutamina 2 mM y puromicina (2 pug/ml) BioWhittaker). Las células resistentes a
la puromicina se sometieron a prueba para determinar la expresion estable de CD38 mediante citometria de flujo
después de dos semanas en un medio que contenia puromicina. Las células NIH-3T3 seleccionadas para CD38 se
subclonaron mediante dilucién limitante. Después de expandir estas células, los 15 clones NIH-3T3-CD38 se
escrutaron para determinar la expresién de CD38. Las células NIH-3T3-CD38 con alto contenido de CD38 se
congelaron en nitrégeno liquido (-80°C) hasta su uso.

Cultivo de células NIH-3T3-CD38

Las células se cultivan en DMEM (con un suplemento de glucosa (4,5 g/l), FCS al 10%, L-glutamina 2 mM, piruvato
de Na, penicilina, estreptomicina). Las células se someten a pases dos veces por semana mediante el uso de
tripsina/EDTA y se siembran a una concentracion de 1x10° células/matraz T75. Las células NIH-3T3-CD38 con alto
contenido de CD38 se congelaron en nitrégeno liquido (-80°C) hasta su uso.

Purificacion del antigeno HA-CD38

Se acopld Sefarosa 4B (Amersham Bioscience, Uppsala, Suecia) con un anticuerpo anti-CD38 (Serotec, Oxford,
Reino Unido). La columna (el tubo de la columna HR5/20 se empaqueté a una altura de 12 cm de altura de lecho,
volumen de columna de 2,4 ml; la velocidad de flujo maxima 0,5 ml/min) se equilibré con al menos 5 voliumenes de
columna (CV) de PBS. La muestra se filtré y se cargd en la columna. La columna se lavé con PBS hasta que la sefial
regreso al valor inicial (aproximadamente 3 CV). La elucién se llevé a cabo con glicina 0,1 M a pH 2. Las fracciones
eluidas se neutralizaron con Tris-HCI 2 M al 1% (v/v), pH 9.

Purificaciéon de anticuerpos anti-CD38

Los anticuerpos anti-CD38 humano se purificaron a partir de los sobrenadantes de cultivos tisulares. Primero, los
sobrenadantes se filtraron a través de un filtro de filtracién transversal de 0,20 uM. A continuacion, el sobrenadante
se cargo en una columna de 5 ml de Proteina A (rProtein A FF, Amersham Bioscience) y se hizo eluir con acido
citrico 0,1 M-NaOH, pH 3. El producto eluido se neutraliz6 inmediatamente con Tris-HCI 2 M, pH 9 y se someti6 a
dialisis O/N frente a fosfato de sodio 12,6 mM, NaCl 140 mM, pH 7,4 (B. Braun, Oss, Paises Bajos). Después de la
didlisis, las muestras se filtraron de forma estéril sobre un filtro de filtracién transversal de 0,20 uM.

Purificacion de lotes de His-CD38
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La proteina esta presente en el sobrenadante de cultivo celular de células que expresan His-CD38, con una
construccion de ADN que contiene la secuencia para el dominio extracelular de CD38. Se incluye una secuencia
adicional de etiqueta poli-His en las construcciones y esta presente en el extremo N de la proteina. Esta etiqueta
permite la purificacion con cromatografia de afinidad de metales |nm0V|I|zados En este procedimiento, un quelante
fijado sobre la resina cromatografica se carga con cationes Co?*. Particularmente, una secuencia que incluye 6
aminodcidos de histidina se une fuertemente a Co®". Por lo tanto, Ias proteinas CD38 etiquetadas con His se unen
fuertemente a tal columna, mientras que otras protelnas presentes en el sobrenadante del cultivo fluiran a través de
la columna o seran eliminadas por lavado. Las proteinas CD38 marcadas con His fuertemente unidas se hacen eluir
a continuacién con un tampén que contiene imidazol, que compite con la unién de His a Co*". Cuando se purifica
suficiente His-CD38, el eluyente se elimina de la proteina mediante intercambio de tampén en una columna de
desalinizacion.

Ejemplo 4

Unién de -003, -005 y -024 a células CHO transfectadas con CD38 (CHO-CD38), a células de Daudi-luc y a células
tumorales de mieloma multiple (MM) reciente

Después de la recoleccion y el recuento, las células de Daudl luc, las células CHO transfectadas con CD38 y las
células CHO de control se resuspendieron en PBS (1 x 10° células/ml). A continuacion, las células se colocaron en
placas con fondo en V de 96 pocillos (100 pl/pocillo) y se lavaron dos veces en PBS-BSA (PBS con un suplemento
de BSA al 0,1% y azida de Na al 0,02%). Posteriormente, se afiadieron 50 ul de solucion de anticuerpo en PBS-BSA
a las células (4°C, 30 min). Después de lavar tres veces en PBS-BSA, se afiadieron 50 pl (dilucién 1:400) de anti-
IgG humana de conejo-FITC en PBS-BSA (4°C en la oscuridad, 30 minutos). Las células se lavaron tres veces y la
union especifica de los anticuerpos contra CD38 a las células CHO-CD38 y Daudi-luc se detectdé mediante citometria
de flujo. Se utilizé HuMab-KLH (un anticuerpo monoclonal humano contra KLH (hemocianina de lapa californiana)
generado por Genmab B.V., Utrecht, Paises Bajos mediante el uso de los protocolos de inmunizacién descritos en la
presente memoria) como control. Las Figuras 1y 2 muestran que -003, -005 y -024 se unen a las células CHO-CD38
y a las ceélulas de Daudi-luc, aunque con diferentes CEso (Tabla 1). No se observa union a las células CHO de
control (datos no mostrados).

Las células tumorales de MM recientes se obtuvieron del Dr. Lokhorst (University Medical Center Utrecht, Utrecht,
Paises Bajos). Las células tumorales se aislaron de la médula 6sea de pacientes con mieloma multiple mediante
centrifugacion por gradiente de Ficoll (Bio Whittaker; medio de separacion de linfocitos, cat. 17-829E). Después de la
recoleccion y el recuento, las células de MM (100.000 células/pocillo) se resuspendieron con 25 ul de anticuerpos
especificos para CD38 marcados con FITC y 25 ul de CD138. Después de la incubacion (4°C, 30 min), las células se
lavaron en PBS-BSA y se afadié anti-lgG de ratén de cabra marcado con PE (1:200; Jackson ImmunoResearch
Europe Ltd. Soham, Reino Unido). Después de la incubacion (4°C, 30 min) y el lavado de las células en PBS-BSA,
se midio la fluorescencia por citometria de flujo.

La Figura 3 muestra que -003, -005 y -024 se unen a las células de MM.

Tabla 1 - Valores de CEs, de la union de anticuerpos anti-CD38 sobre células CHO-CD38, células de Daudi-
luc y células tumorales de MM reciente

Anticuerpos especificos para CEsp de CHO-CD38 CEso de Daudi-luc CEsp de Células MM
CD38 (ug/ml) (ug/ml) (ug/ml)
-003 0,54 0,26 0,56
-005 0,23 0,09 0,04
-024 0,08 0,05 0,02
Ejemplo 5

Citotoxicidad mediada por células dependiente de anticuerpos

Se recogieron células de Daudi-luc, células de tumor de mieloma multiple reciente, celulas de tumor de Leucemla de
Células Plasmaticas reciente y células de mieloma muiltiple JK6L y AMO-1 (5x10° células) en RPMI** (medio de
cultivo RPMI 1640 con un suplemento de suero de ternera Cosmic al 10% (HyClone, Logan, UT, EE.UU.), a las que
se afiadié *'Cr (Cromo-51; Amersham Biosciences Europe GmbH, Roosendaal, Paises Bajos) de 100 uCi y la
mezcla se incubd en un bafio de agua a 37°C durante 1 hora Después del lavado de las células (dos veces en PBS,
1.500 rpm, 5 min), las células se resuspendieron en RPMI y se sometieron a recuento por exclusiéon de azul de
tripan. Las células se llevaron a una concentracion de 1x1 0° células/ml.

Preparacion de células efectoras
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Las células mononucleares de sangre periférica reciente (voluntarios sanos, UMC Utrecht, Utrecht, Paises Bajos)
fueron aisladas de 40 ml de sangre heparinizada por Ficoll (Bio Whittaker; medio de separacion de linfocitos, cat 17-
829E) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Después de la resuspensién de las células en RPMI™, las
células se sometieron a recuento por exclusiéon de azul de tripan y se llevaron a una concentracion de 1x107
células/ml.

Configuracion de ADCC

Se pipeteraron 50 ul de células diana marcadas con cr’ en placas de 96 pocillos, y se afiadieron 50 pl de
anticuerpo, diluidos en RPMI™ (concentraciones finales 10, 1, 0,1, 0,01 pg/ml). Las células se incubaron
(temperatura ambiente, 15 min) y se afadieron 50 ul de células efectoras, lo que dio como resultado una razén de
efector con respecto a diana de 100:1 (para la determinacion de la lisis maxima, se afiadieron 100 pl de Triton-X100
al 5% en lugar de células efectoras; para la determinacion de la lisis espontanea, se utilizaron 50 pl de células diana
y 100 pl de RPMI). Las células se centrifugaron (500 rpm, 5 min) y se incubaron (37°C, CO; al 5%, 4 hr). Después
de centrifugar las células (1.500 rpm, 5 min), se recogieron 100 pl de sobrenadante en tubos micrénicos y se
sometieron a recuento en un contador gamma. El porcentaje de lisis especifica se calculd de la siguiente manera:

(cpm de la muestra- cpm de células diana solamente)/(cpm de lisis maxima - cpm de células diana solamente) en
donde cpm son las cuentas por minuto.

En las células de Daudi-luc (Figura 4 y Tabla 2), -003, -005 y -024 inducen lisis por ADCC, y -003, y -005 tienen un
rendimiento ligeramente mejor que el rituximab (mAb anti-CD20). Curiosamente, también cuando se utilizan células
tumorales de mieloma multiple reciente (obtenidas de Dr. H. Lokhorst, UMCU, Paises Bajos) como células diana, la
ADCC es inducida por -003, -005 y -024 (Figura 5A y Tabla 2).

Tabla 2 - Valores de CEs, de anticuerpos especificos de CD38 obtenidos en ADCC
Anticuerpos especificos de CD38 | CEsy Daudi-luc (ng/ml) | CEsg Células MM (ng/ml)

-003 9,0 27
-005 4,5 5,7
-024 9,7 56

Enriquecimiento de las células mononucleares de sangre periférica humana Erlangen

La sangre humana de voluntarios humanos (universidad de Erlangen, Erlangen, Alemania) se diluyd dos veces en
RPMI 1640 y las células sanguineas se colocaron en capas en Ficoll (Medio de Separacion de Linfocitos 1077 g/ml,
710 g, temperatura ambiente, 20 min; BioWhittaker, Cambrex Bio Science Verviers, Verviers, Bélgica, cat. 17-829E,
lote num. 0148 32). Se recogieron células mononucleares de sangre periférica (CMN) de la interfase, se lavaron y se
resuspendieron en medio de cultivo RPMI 1640 con un suplemento de FCS al 10%, L-glutamina 2 mM, 5 U/ml de
penicilina, 50 pg/ml de estreptomicina (todos obtenidos de BioWhittaker) a lo que se afadi6 HEPES 25 mM
(BioWhittaker).

Configuracion de ADCC I

Las células B diana (células tumorales de leucemia de células plasmaticas recientes, lineas de células B JK6L y
AMO-1, obtenidas del Dr. T. Valerius, Universidad de Erlangen, Erlangen, Alemania) se marcaron con 51Cr de 20 MCi
(Amersham Biosciences, Uppsala, Suecia) durante 2 horas. Después de un lavado exhaustivo en RPMI-10, las
células se ajustaron a 1x10° células/ml. Se afiadieron las MNC (50 pl), los anticuerpos sensibilizadores (50 pl) y
RPMI-10 (50 pl) a las placas de microtitulacion de fondo redondo (Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen,
Alemania). Los ensayos se iniciaron agregando células de tumor de leucemia de células plasmaticas recientes,
células JK6L o AMO-1 (50 pl), lo que proporcioné un volumen final de 200 pl. Se utilizd una razén de efector con
respecto a diana (E:T) de 40:1. Después de la incubacion (3 h, 37°C), los ensayos se detuvieron por centrifugacion y
se midio la liberacion de Cr®' por triplicado en cuentas por minuto (cpm) en un contador de centelleo. El porcentaje
de citotoxicidad celular se calculé utilizando la siguiente férmula:

% de lisis especifica = (cpm experimental - com en el momento inicial) / (cpom maxima - CPM en el momento inicial) x
100

con una liberacion maxima de *'Cr determinada mediante adicion de acido perclorico (concentracion final 3%) a las
células diana, y una liberacién en el momento inicial medida en ausencia de anticuerpos sensibilizadores y células
efectoras.

En ambas lineas celulares de mieloma muiltiple (es decir, JK6L y AMO-1), la lisis se induce con -003 y -005 (Figuras
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6y 7), incluso cuando la expresion de CD38 es baja (linea celular AMO-1).

-003, -005 y -024 inducen la ADCC de células tumorales primarias de leucemia de células plasmaticas (Figura 5B).
Ejemplo 6

Citotoxicidad dependiente del complemento

Después de la recoleccion y el recuento de las células de Daudi-luc, la viabilidad de las células debe ser = 90%.
Después del lavado (PBS), las células se resuspenden a 2,0x10° células/ml en RPMI-B (RPMI con un suplemento de
BSA al 1%). Posteriormente, las células se colocan en placas de fondo redondo de 96 pocillos a 1x1 0° células/pocillo
(50 pl/pocillo). A continuacion, se afiaden 50 pl de anticuerpos a los pocillos (intervalo de concentracion final entre 0
y 100 pg/ml (diluciones triples en RPMI-B)). Después de la incubacion (temperatura ambiente, 15 min), se afiadieron
a cada pocillo 11 pl de suero humano agrupado (reserva de 18 donantes sanos) (37°C, 45 min). Los pocillos se
resuspendieron una vez y se transfirieron 120 pl a tubos FACS (Greiner). A continuacion, se afiadieron 10 pl de
yoduro de propidio (Pl; Sigma-Aldrich Chemie B.V.) (10 ug/ml de solucion) a esta suspension. La lisis se detecto
mediante citometria de flujo (FACScalibur™, Becton Dickinson, San Diego, CA, EE.UU.) mediante la medicion del
porcentaje de células muertas (que corresponde a las células positivas para Pl).

La Figura 8 y la Tabla 2 muestran que la lisis de las células de Daudi-luc es inducida por -005 (lisis maxima del
~60%) y que la lisis por -003 solo se observa a concentraciones de anticuerpos muy altas. -024 no induce CDC en
células de Daudi (datos no mostrados). En las células CHO-CD38, la lisis es inducida por -003, -005 y -024 (Figura 9
y Tabla 3). La lisis por -003 se induce a concentraciones mas altas. En células tumorales (todas obtenidas de Dr.
Lokhorst y Dr. Bloem, University Medical Center Utrecht, Paises Bajos), obtenidas de diferentes pacientes con MM
(A: 3% de células tumorales refractarios, B: 9% de células tumorales refractarias, C: 30-40% de células tumorales y
D: 70% de células tumorales). La lisis mediada por CDC se observa en presencia de -005, pero no en presencia de -
003 (Figura 10). -024 también indujo la lisis de células tumorales de MM (Figura 10E).

Tabla 3 - Valores de CEsp de anticuerpos especificos de CD38 obtenidos en CDC
Anticuerpos especificos para CD38 | CEsp Daudi-luc (ug/ml) | CEso CD38-CHO (ug/ml)

-003 >90 3,14
-005 0,33 0,14
-024 >90 0,24

Ejemplo 7
Estudios de bloqueo cruzado utilizando FACS

Las células CHO-CD38 se incubaron con un exceso de anticuerpo especifico para CD38 no marcado (4°C, 15 min).
A continuacion, las células se incubaron con anticuerpos especificos para CD38 marcados con FITC (la
concentracion se aproxima a la CEgo, 4°C, 45 min). Después de lavar dos veces las células con PBS-BSA, se midié
la fluorescencia mediante citometria de flujo. La Figura 11 muestra que -003 no marcado bloquea la unién de -003
marcado con FITC, mientras que la unién de -005 marcado con FITC no se bloquea. Ademas, -005 no marcado
bloquea la unién de -005 marcado con FITC, mientras que la unién de -003 marcado con FITC no se bloquea. -003 y
-005 se unen a diferentes epitopos, porque no compiten por la unién.

Ejemplo 8

Estudios de bloqueo cruzado utilizando ELISA

El CD38 humano soluble se aplica como recubrimiento sobre la superficie de una placa ELISA. EI CD38 aplicado
como recubrimiento se incuba con un exceso de anticuerpos especificos para CD38 no marcados durante
aproximadamente 15 minutos y posteriormente se afaden anticuerpos especificos para CD38 biotinilados (la
concentracion se aproxima a la CEgg, temperatura ambiente, 1 hora). Después de lavar tres veces con PBS/Tween,
se afiade estreptavidina conjugada con peroxidasa de rabano picante (HRP) y la mezcla se incuba durante 1 hora a
temperatura ambiente. El complejo se puede detectar mediante la adicion de una solucion de ABTS y la conversion
del sustrato mediada por HRP se mide utilizando un lector de ELISA a una DO de 405 nm.

Ejemplo 9

Estudios de bloqueo cruzado utilizando ELISA sandwich
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Los anticuerpos especificos para CD38 se aplican como recubrimiento sobre la superficie de una placa de ELISA.
Los anticuerpos unidos a la placa se incuban con CD38 soluble biotinilado en presencia de un exceso de
anticuerpos especificos para CD38 en fase fluida. Después de lavar con PBS/Tween, el CD38 biotinilado unido se
detecta con estreptavidina conjugada con HRP durante 1 hora a temperatura ambiente. Este complejo se puede
detectar mediante la adicion de una solucion ABTS (después de lavar con PBS/Tween) y la conversion del sustrato
mediada por HRP se mide utilizando un lector de ELISA a una DO de 405 nm.

Ejemplo 10

Reactividad con un panel de tejidos humanos y reactividad cruzada con tejido de cinomolgo mediante
inmunohistoquimica

Las secciones de tejido humano congelado (obtenidas del Dr. H. Niessen, Free University Medical Center,
Amsterdam, Paises Bajos) o tejido de mono (Inveresk Research, Glasgow, Escocia) se cortaron a 6 ym y se secaron
al aire durante la noche. Estas secciones de criostato se fijaron en acetona (temperatura ambiente, 10 min) y se
secaron al aire (aprox. 5 min). Posteriormente, las secciones se incubaron con un tampén de acido citrico/fosfato 1x
que contenia HxO, al 0,1% (pH 5,8; Sigma), para bloquear la peroxidasa endégena. Después de 20 minutos a
temperatura ambiente, las secciones se lavaron dos veces con PBS y Tween-20 al 0,05% (PBST, temperatura
ambiente, 5 minutos; Riedel de-Haen, Alemania). A continuacion, las secciones se incubaron con avidina
(temperatura ambiente, 15 min; DAKO, Glostrup, Dinamarca), se lavaron dos veces con PBST y se incubaron con
biotina (temperatura ambiente, 15 min; DAKO) para bloquear la biotina endégena. Después de lavar las secciones
dos veces con PBST, las secciones se preincubaron con PBST"" (PBST con un suplemento de suero humano
normal al 10% (NHS, CLB, Amsterdam, Paises Bajos) y suero de cabra normal al 10% (NGS; DAKO) (temperatura
ambiente, 20 min). Después de la transferencia del suero de preincubacion, se incubaron las secciones con
anticuerpo primario marcado con FITC diluido en PBST'" al 2% a las concentraciones indicadas (temperatura
ambiente, 60 min). Después de eso, las secciones se incubaron con anti-FITC de conejo (1:1.000; DAKO) en
PBST™ al 2% (temperatura ambiente, 30 min). Después de lavar las secciones con PBST, las secciones se
incubaron con anti-conejo de cabra-biotina (1:400; DAKO) en PBST"" al 2% (temperatura ambiente, 30 min). A
continuacion, las secciones se lavaron y se incubaron con SABC-HRP (1:100; DAKO) en PBST™" al 2% (temperatura
ambiente, 30 min). Después de lavar las secciones dos veces en PBST, se incubaron (temperatura ambiente, 10
min) con soluciéon de revelado de amino-etil-carbazol (AEC) (tampdn de acetato 50 mM, pH 4,9, H>O; al 0,01%;
Riedel-de-Haen). Finalmente, las secciones se lavaron en H,O Millipore (5 min) y se contratifieron con hematoxilina
(DAKO). Mediante el uso de glicergel (37°C), las secciones se fijaron con cubreobjetos y se estudiaron mediante
microscopia optica (Axiovision-2; Zeiss, Thornwood, NY, EE.UU.).

El epitelio bronquial se tifie con -003 y -005 (Figuras 12B y 13B), asi como con musculo estriado (miocitos, Figuras
12C y 13C), macroéfagos, linfocitos y células B plasmaticas (Figuras 12A y 13A). -024 tiene una tincion similar de
musculo estriado y epitelio bronquial, pero la tincion fue menos intensa. No se observa tincién de células
endoteliales, ni con -003 (Fig. 14D), ni con

-005 (14E) ni con -24 (datos no mostrados), mientras que se observé una tincion clara con los anticuerpos de control
positivo contra marcadores de células endoteliales CD31 (Fig. 14A) y VWF (14B). Se utiliz6 anti-KLH como
anticuerpo de control negativo (Fig. 14C). -003 (Figura 12D) y -024 (datos no mostrados) pero no -005 (Figura 13D)
reaccionan de forma cruzada con el tejido linfoide del mono cinomolgo.

Ejemplo 11

Reactividad cruzada con células mononucleares de sangre periférica (PBMC) de mono cinomolgo o rhesus mediante
citometria de flujo

Se lisaron 5 ml de sangre periférica de mono cinomolgo (Inveresk Research) afiadiendo 4,5 ml de tampdn de choque
(NH4CL 1,7 mM, EDTA 1 mM), 40 ml de H20 y 450 pl de KHCO3 al 10%. Después de la hemdlisis, las células se
centrifugaron (1.200 rpm, 10 min) y se lavaron tres veces en PBS. Después del recuento de las células con azul de
tripan, las células se resuspendieron en PBS-BSA (1x10° célula/ml).

Se diluyeron 1:1 17,5 ml de sangre periférica de mono rhesus (BPRC, Rijswijk, Paises Bajos) con RPMI 1640 y se
colocaron en capas sobre Ficoll (1,077 g/ml; BioWhittaker, cat. 17-829E, ndm. lote 0148 32). Después de la
centrifugacion (710 g, temperatura ambiente, 20 min), la interfase se recogio y se lavé dos veces en RPMI. Después
del ultimo lavado, las células se resuspendieron en RPMI 1640 a una concentracion de 1x10° células/50 Ml

Las células se transfirieron a una placa de 96 pocillos (100.000 PBMC/pocillo), se lavaron en tampén FACS (PBS,
BSA al 0,05%, NaNs al 0,02%) y se incubaron con los anticuerpos primarios (4°C, 30 min). Después de lavar en
PBS-BSA, se afadieron 50 pl de rb-anti-higG marcado con FITC (DAKO, Glostrup, Dinamarca) (4°C, 30 min).
Finalmente, las células se recogieron en tubos FACS en un volumen total de 150 pl. Las muestras se midieron y
analizaron mediante el uso de FACScalibur™ (Becton Dickinson, San Diego, CA, EE.UU.).
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Con la citometria de flujo, se mostré una reactividad cruzada de -003 en linfocitos (Figura 15A) y monocitos (Figura
15B) de cinomolgo, pero no de -005. También en monos rhesus, se observé una reactividad cruzada de -003 en
células mononucleares, pero no de -005 (Figura 15C).

Ejemplo 12
Experimentos de internalizaciéon

Las células CHO-CD38 se tifieron con una concentraciéon saturante de anticuerpos especificos para CD38 marcados
con FITC (sobre hielo, 30 min). Después del lavado de las células (en RPMI1640 con un suplemento de FCS al
10%), se calento una reserva de células hasta 37°C para permitir la internalizacion, y la otra reserva se dej6 en hielo.
A varios intervalos de tiempo (0-120 min) se tomaron alicuotas de células y se transfirieron a PBS-BSA enfriado con
hielo para detener la internalizacion. Después de lavar las muestras dos veces con PBS-BSA, se afadio EtBr
(diluido en PBS-BSA, concentracion final 2 mg/ml) a las muestras para inactivar el FITC unido a la membrana. La
fluorescencia se midié por citometria de flujo.

Las Figuras 16A y 16B muestran que -003 y -005 son internalizados por las células CHO-CD38 en 5 minutos a 37°C.
Ejemplo 13
Experimentos de SCID-luciferasa in vivo

En este modelo las células tumorales son transfectadas con luciferasa de luciérnaga. Tras la administracion de
luciferina (Molecular Probes, Leiden, Paises Bajos) a los ratones, las células marcadas se pueden detectar in vivo
mediante imagenes bioluminiscentes utilizando una camara CCD altamente sensible, véase Wetterwald et al.,
American Journal of Pathology 160(3), 1143-1153 (2002).

Las células de Daudi se transfectaron con luciferasa gWIZ de Gene Therapy Systems (San Diego, CA) y se
cultivaron en RPMI con FCS al 10%, Pen/Strep, piruvato de sodio y 1 ug/ml de puromicina (Sigma). Las células se
analizaron para determinar la expresion de luciferasa (expresada en células RLU/1 x 105) en un luminémetro y para
determinar la expresion de CD38 mediante FACS. Se inyectaron 2,5 x 10° células de Daudi/transfectadas con
luciferasa/raton i.v. en ratones SCID. Los ratones se trataron con -003, -005, anticuerpo de control de isotipo
(HuMab-KLH) o rituximab (anticuerpo anti-CD20). Los anticuerpos fueron inyectados por via intraperitoneal. Se
utilizaron cuatro configuraciones de tratamiento (véase Tabla 4). En la configuracion preventiva, el anticuerpo (100
pg/ratén) y las células se administraron simultaneamente. En la configuracion terapéutica |, el anticuerpo (300
pg/ratén) se administré 7 dias después de la administracion de las células. En la configuracion terapéutica Il, el
anticuerpo (10 pg/raton) se administré 14 dias después de la administracion de las células. En la configuracion
terapéutica lll, el anticuerpo (100 pg/raton) se administré 7 dias después de la administracion de las células. Para la
obtencion de imagenes, los ratones fueron anestesiados por medio de inyeccion i.p. de una mezcla de
ketamina/xilazina/atropina. Se les administré i.p. D-luciferina sintética (sal de sodio, Molecular Probes) a una dosis
de 25 mg/ml. A continuacion, los ratones se colocaron en una cabina de luz hermética y, después de 3 minutos, se
inicio la obtencion de imagenes utilizando un detector CCD enfriado con nitrégeno liquido VersArray 1300B (Roper
Scientific). Los fotones emitidos desde la luciferasa se contaron durante un periodo de exposicién de 5 min. Bajo
iluminacion se obtuvieron imagenes en blanco y negro como referencia. Se utilizé el soporte logico MetaVue
(Universal Imaging Corp) para la recopilacion de datos y el andlisis de imagenes. La significacion estadistica de las
diferencias entre los grupos se establecio mediante el analisis de una via de la varianza con una prueba posterior de
Newman-Keuls utilizando GraphPad PRISM version 3.02 (Graphpad Software Inc).

Tabla 4 - Configuraciones de tratamiento para experimentos de luciferasa in vivo

' L . Tratamiento con anticuerpos Dosis de anticuerpos
Configuracion experimental |, .. . . - .
(dias después de la inoculacion celular). (ug/raton)
Configuracion preventiva 0 100
Configuracion terapéutica 7 300
Configuracion terapéutica Il 14 10
Configuracion terapéutica lll 7 100

Las Figuras 17A y 17B muestran que -003 y -005 inhiben el crecimiento de células tumorales en la configuracion
preventiva y en la configuracion terapéutica |, similar a la inhibiciéon observada para el anticuerpo anti-CD20. Ambos
anticuerpos funcionan significativamente mejor que el anticuerpo de control de isotipo. También en la configuracion
terapéutica ll, los anticuerpos para CD38 retardan el crecimiento de las células tumorales de Daudi-luc (Figura 17C).
En la configuracion terapéutica lll, -003 y -024 muestran una clara inhibicion del crecimiento de las células tumorales
de Daudi-luc (Figura 17D).
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Ejemplo 14
Apoptosis

El ensayo de apoptosis se llevd a cabo de acuerdo con las instrucciones del fabricante (kit de apoptosis Annexin-V,
BD Biosciences, Alphen a.d. Rijn, Paises Bajos). En resumen, se afiadieron mAb para CD38 a 2,5 x 10° células
(células de Daudi transfectadas con luciferasa, en 0,5 ml de RPMI™" en una placa de 24 pocillos), a una
concentracion de 5 pg/ml de -003 o -005 o un anticuerpo anti-CD20 solo o en presencia de bloqueo cruzado de rb-
anti-hlgG (50 pg/ml).

Después de la incubacion (37°C, CO2 al 5%, 20 h), las células se recogieron cuidadosamente y se lavaron con
Tampon de Unidn (1.200 rpm, 4°C, 5 min, BD Biosciences). El sedimento se resuspendié en 100 ul de Tampodn de
Unién. A continuacion, se afiadieron 5 yl de Anexina-V-FITC (BD Biosciences) y 10 ul de Pl (BD Biosciences) a la
suspension y se incubaron durante 15 minutos a temperatura ambiente. Se afiadieron 400 pyl de Tampdn de Unién y
se midieron las muestras (lectura de Pl en FL2). Para el analisis de células apoptéticas, todas las células positivas
para Anexina-V se contaron mediante citometria de flujo utilizando un citometro de flujo FACScalibur con el soporte
l6gico CellQuest pro (BD Biosciences). Se recogieron al menos 10.000 eventos para su analisis. Esta poblacion
incluye tanto células positivas para Pl como negativas para PI.

La Figura 18 muestra que -003 y -005 no inducen apoptosis. Sin embargo, después del entrecruzamiento, se
observa la apoptosis de las células diana. -003 indujo apoptosis después del entrecruzamiento que fue similar a la
apoptosis inducida por un anticuerpo anti-CD20 (rituximab). -005 fue menos capaz de inducir la apoptosis después
del entrecruzamiento. Se obtuvieron resultados similares con células RAMOS como células diana (datos no
mostrados).

Ejemplo 15
Efecto de -005 sobre células B de injerto tisular en un modelo de ratén RA-SCID
Implantacioén de tejido sinovial

Los ratones SCID, cepa CB-17/lcrCrl-SCID-bg, macho/hembra, de 4-12 semanas, adquiridos de Charles River
Laboratories Nederland (Maastricht, Paises Bajos) se mantuvieron en jaulas de IVC en condiciones normales de
temperatura y luz, y fueron alimentados con comida de laboratorio y agua a voluntad. Antes de la implantacion, los
ratones (tres ratones en cada grupo experimental, dia 0) se anestesiaron mediante inyeccién intraperitoneal de
ketamina (NIMATEK, EuroVet) y xilazina (Rompun, Bayer) en una proporcion de 1:1. Se realizdé una pequefa
incision en la piel utilizando tijeras quirdrgicas. El tejido sinovial inflamado de un paciente con artritis reumatoide
sometido a cirugia de reemplazo articular se implanté por via subcutdnea como una agrupacion de seis fragmentos
pequefios (total 2-3 mm®) en cada flanco del ratén. La herida se cerré utilizando cola de cianoacrilato Permacol. El
dia 1 del experimento, se analiz6 el tejido sinovial restante para detectar células B en los trasplantes sinoviales
inflamados. Se inyectd (i.v.) -005 (12 mg/kg) o anticuerpo de control (anti-KLH, 30 mg/kg), en un volumen de 200 pl
el dia 8 del experimento. Al final del experimento (dia 14) los ratones se sacrificaron mediante inhalacion de CO, y
los injertos sinoviales fueron explantados. Uno de los injertos fue congelado instantaneamente en un compuesto
OCT (TissueTek, Sacura Finetek Europe) para un analisis inmunohistoquimico adicional, y otro fue congelado por
inmersioén en nitrogeno liquido para un analisis de ARN adicional.

Inmunohistoquimica

Se prepararon criosecciones 5 pM en portaobjetos SuperFrost (Menzel GmbH, Braunschweig) utilizando criostato
LEICA CM1900 y se almacenaron a -80°C. Las secciones descongeladas se fijaron en acetona durante 10 min, se
secaron a temperatura ambiente y se lavaron 3 x 5 min en PBS. Todas las etapas fueron realizadas a temperatura
ambiente. La actividad de peroxidasa enddgena se bloqued por incubacion con PBS con un suplemento de perdxido
de hidrégeno al 0,3% y azida de sodio al 0,1% durante 20 min. Los portaobjetos se lavaron 3 x 5 min en PBS y se
incubaron con suero humano normal al 10% (NHS)/suero de conejo normal al 10% (NRbS) en PBS/BSA al 1%
durante 30 min. A continuacion, se incubd el anticuerpo primario (mAb de ratén) diluido en PBS con un suplemento
de BSA al 1%/NHS al 10%/NRbS al 10% durante 60 min. Después de 3 lavados x 2 min en PBS, se afiadié producto
conjugado con HRP (anti-Ig de ratén de cabra-HRP; DAKO P0447) diluido 1:50 en PBS (con un suplemento de BSA
al 1%/NHS al 10%/NRbS al 10%) durante 30 min. La sefial de peroxidasa se mejor6 utilizando el sistema TSA™
Biotin (Perkin Elmer Life Sciences, NEL700). Los portaobjetos se lavaron 3 x 2 min en PBS y se incubaron con
biotinil tiramida diluida 1:1.600 en tampoén de amplificacién durante 30 min. Después de 3 lavados x 2 min en PBS,
se afiadié estreptavidina-HRP diluida 1:400 en PBS (con un suplemento de BSA al 1%) durante 30 min. Los
portaobjetos se lavaron 3 x 2 min en PBS y se incubaron con solucion DAB (DAKO Cytomation K3465) durante 5
min. La reaccién de color se detuvo con agua destilada. Finalmente, los portaobjetos se tifieron con hematoxilina
(MERCK), se lavaron con agua corriente y se cubrieron con glicerina y cubreobjetos de Kaiser.
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Puntuacion de la intensidad de la tincion

La puntuacioén de los xenoinjertos de tejido sinovial tefiidos se realizd de forma ciega por dos personas entrenadas.
Primero se selecciond la seccién mas fuerte de una serie de secciones y esta seccion de referencia recibio la
puntuaciéon maxima 8. La intensidad de tincién en las otras secciones se calificé después en una escala de 0 a 8,
con respecto a la seccion de referencia.

Analisis estadistico

La puntuacion de la intensidad de la tincion se analizé mediante ANOVA de una via de Kruskal-Wallis seguido de la
prueba de comparacion multiple de Dunn utilizando Graph Pad Prism version 4.01 (soporte légico Graph Pad, Inc.,
San Diego, CA, EE.UU.).

La Figura 19 y la Figura 21 muestran que el niumero de células plasmaticas positivas para anti-CD38 se reduce
después del tratamiento con -005. La tincion de células plasmaticas con anti-CD138 confirma que -005 da como
resultado una reduccion del nimero de células plasmaticas (Figuras 20 y 22).

Ejemplo 16
Secuenciacion de la secuencia codificante de anticuerpos humanos contra CD38
Preparacion de ARN

El RNA total se preparé a partir de 5x10° células de las lineas celulares de hibridoma que expresan el anticuerpo
monoclonal -003, -005 y -024, respectivamente, con el kit RNeasy (Qiagen, Westburg, Leusden, Paises Bajos) de
acuerdo con el protocolo del fabricante.

Preparacion de ADNc de -003, -005 y -024

Se prepar6 el ADN complementario 5'-RACE (ADNc) del ARN a partir de 100 ng de ARN total, utilizando el kit de
Amplificacion de ADNc SMART RACE (Clontech), siguiendo el protocolo del fabricante.

Los cebadores oligonucleotidicos fueron sintetizados y cuantificados por Isogen Bioscience (Maarssen, Paises
Bajos). Los cebadores se disolvieron en H,O a 100 pmoles/ul y se almacenaron a -20°C. Se tabula un resumen de
todos los cebadores de PCR y secuenciacion (Tabla 5). Para la PCR, se utilizd la ADN polimerasa PfuTurbo®
Hotstart (Stratagene, Amsterdam, Paises Bajos; producto nim. 600322) de acuerdo con las instrucciones del
fabricante. Cada mezcla de reaccion contenia 200 yM de dNTP mezclados (Roche Diagnostics, Almere, Paises
Bajos; producto num. 1814362), 12 pmoles del cebador inverso (RACEG1A1 para Vy3003-005, RACEVhApal para
V13003-003 y RACEV_BsiWI para V. 3003-003 y 005), 7.2 pmoles de UPM-Mix (UPM-Mix: ShortupMH3 2 uM y
LongUPMH3 0,4 pM), 0,6 pl del molde de ADNc 5'RACE y 1,5 unidades de ADN polimerasa PfuTurbo® Hotstart en
tampon de reaccion de PCR (suministrado con polimerasa) en un volumen total de 30 pl. Las reacciones de PCR se
llevaron a cabo con un TGradient Thermocycler 96 (Whatman Biometra, Goettingen, Alemania; producto nim. 050-
801) utilizando un programa de 35 ciclos: desnaturalizacion a 95°C durante 2 minutos; 35 ciclos de 95°C durante 30
segundos, 55°C durante 30 segundos y 72°C durante 1,5 minutos; extension final a 72°C durante 10 min. Cuando
fue apropiado, las mezclas de PCR se almacenaron a 4°C hasta su posterior analisis o procesamiento.
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Tabla 5 - Cebadores
Nombre Secuencia

ShortUPMH3 TGAAAGCTTCTAATACGACTCACTATAGGGC
RACEV|BsiWi GAAGATGAAGACAGATGGTGCAGCCACCGTACG

RACEVHApal GGAGGGTGCCAGGGGGAAGACCGATGGGCCCTT

RACEG1A1 GGGAGTAGAGTCCTGAGGACTG

M13inverso GGATAACAATTTCACACAGG

LongUPMHS3 TGAAAGCTTCTAATACGACTCACTATAGGGCAAGCAGTGEG
TATCAACGCAGAGT

HCseq5 GGTCAGGGCGCCTGAGTTCCACG

VH3003-003dir gﬁgAAGCTTGCCGCCACCATGGACTGGACCTGGAGGTTC

VH3003-5dir GATAAGCTTGCCGCCACCATGGAGTTTGGGCTGAGCTGG
CTT

VL3003-5exdir GATAAGCTTGCCGCCACCATGGAAGCCCCAGCTCAGCTT
CTC

VL3003-003dir | GATAAGCTTGCCGCCACCATGAGGGTCCTCGCTCAGCTC
CTG

VH300324exdir | GATAAGCTTGCCGCCACCATGGGGTCAACCGCCATCCTC
GCC

VL3003-24-5exdir | GATAAGCTTGCCGCCACCATGGAAGCCCCAGCTCAGCTT
CTC

Clonacién de Vu y V. de -003-2F5 y V. de -005 y Vi y V. de -024 en el Sistema Vector pGEMT Il

Los productos de reaccién se separaron por electroforesis en un gel de agarosa TAE al 1% y se tifieron con bromuro
de etidio. Se cortaron bandas del tamafio correcto de los geles y se aislo el ADN de la agarosa utilizando el kit de
extraccion de gel Qiaexll (Qiagen, num. de cat. 20021).

Los fragmentos de PCR aislados en gel se dotaron de una cola A mediante una incubacién de 10 min a 72°C con
dATP 200 uM y 2,5 unidades de Amplitag (Perkin Elmer) y se purificaron utilizando columnas Minielute (Qiagen). Los
fragmentos de PCR con cola A se clonaron en el vector pGEMTeasy (Promega) utilizando el kit y el protocolo del
Sistema pGEMT Easy (LJ270, pagina 3/4). Se transformaron 2 ul de la mezcla de ligacién en E. Coli competente
OneShot DH5aT1R (Invitrogen) y se sembraron sobre placas LB/Amp/IPTG/Xgal.

Secuenciacion

Las regiones V de -003 y -024 y la region V. de -005 fueron secuenciada por AGOWA (Berlin, Alemania) después de
la seleccién de 20 (Vy-003), 16 (V-003), 15 (V. -005) y 6 (VH y VL -024) colonias blanco, aislamiento del plasmido y
secuenciacion con el cebador inverso M13. La regién Vy de -005 se secuencid directamente en el producto de PCR
utilizando el cebador HCseqg5. Las secuencias se analizaron utilizando el paquete avanzado Vector NTI (Invitrogen).

Generacion de vectores de expresion para el anticuerpo -003, -005, -024 y el anticuerpo 3079 de Morphosys

La region codificante de Vy de -003 se amplificé por PCR a partir de un clon de plasmido pGemT que contiene la
region Vy de -003, utilizando los cebadores VH3003-003 directo y RACEVHApal, introduciendo sitios de restriccion
adecuados (Hindlll y Apal) para la clonacion en pConG1f0.4 (Lonza Biologics, Slough, Reino Unido) y una secuencia
de Kozak ideal (GCCGCCACC). El vector pConG1f0.4 contiene la region constante de la cadena pesada de la IgG1
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humana. El fragmento de la PCR de V4 se insertd, en marco, en el vector pConG1f0.4 utilizando Hindlll y Apal. La
construccion se verificd mediante analisis de secuencia.

La region codificante de Vy de -005 se amplificé por PCR a partir de un clon de plasmido pGemT que contiene la
region de Vy de -005, utilizando los cebadores VH3003-5 directo y RACEVHApal, introduciendo sitios de restriccion
adecuados (Hindlll y Apal) para la clonacién en pConG1f0.4 y una secuencia de Kozak ideal. El fragmento de PCR
de Vy se insertd, en marco, en el vector pConG1f0.4 utilizando Hindlll y Apal. La construccion se verific6 mediante
andlisis de secuencia.

La region codificante de Vy de -024 se amplificé por PCR a partir de un clon de plasmido pGemT que contiene la
region de Vy de -024, utilizando los cebadores VH300324ex directo y RACEVHApal, introduciendo sitios de
restriccion adecuados (Hindlll y Apal) para la clonacion en pConG1f0.4 y una secuencia de Kozak ideal. El
fragmento de PCR de Vy se insertd, en marco, en el vector pConG1f0.4 utilizando Hindlll y Apal. La construccion se
verific6 mediante analisis de secuencia.

La region codificante de Vy del anticuerpo 3079 de Morphosys fue sintetizada por GeneArt (Regensburg, Alemania),
basandose en los datos publicados en la patente WO 2005/103083 A2. Se optimizaron los codones de la region
codificante para la expresion en células HEK para mejorar los niveles de expresion y se introdujeron sitios de
restriccion adecuados (Hindlll y Apal) para la clonacion en pConG1f0.4 y una secuencia de Kozak ideal. El plasmido
que contiene la region VH sintética se digiri6 con Apal y Hindlll y el fragmento VH se insertd, en marco, en el vector
pConG1f0.4.

La region codificante de V. de -005 se amplificd por PCR a partir de un clon de plasmido pGemT que contiene la
region V. de -005, utilizando los cebadores VL3003-5ex directo y RACEVLBsiWI, introduciendo sitios de restriccion
adecuados (Hindlll y PfI23Il) para la clonacion en pConKappa0.4 (Lonza Biologics) y una secuencia de Kozak ideal.
El vector pConKappa0.4 contiene la regiéon constante de la cadena ligera kappa. El fragmento de PCR de V| se
insertd, en marco, en el vector pConKappa0.4 utilizando Hindlll y Pfl23Il. La construccion se verific6 mediante
analisis de secuencia.

La region codificante de V. de -003 se amplificd por PCR a partir de un clon de plasmido pGemT que contiene la
region V. de -003, utilizando los cebadores VL3003-003for y RACEVLBsiWI, introduciendo sitios de restriccion
adecuados (Hindlll y PfI23Il) para la clonacion en pConKappa0.4 y una secuencia de Kozak ideal. El fragmento de
PCR de V. se insertd, en marco, en el vector pConKappa0.4 utilizando Hindlll y Pf123Il. La construccioén se verifico
mediante analisis de secuencia.

La region codificante de V. de -024 se amplifico por PCR a partir de un clon de plasmido pGemT que contiene la
region V. de -024, utilizando los cebadores VL3003-24-5exfor y RACEVLBsiWI, introduciendo sitios de restriccion
adecuados (Hindlll y PfI23Il) para la clonacion en pConKappa0.4 y una secuencia de Kozak ideal. El fragmento de
PCR de V. se insertd, en marco, en el vector pConKappa0.4 utilizando Hindlll y Pfl23Il. La construccién se verificd
mediante analisis de secuencia.

La region codificante de V. del anticuerpo 3079 de Morphosys fue sintetizada por GeneArt, basandose en los datos
publicados en la patente WO 2005/103083. Se optimizaron los codones de la region codificante para la expresion en
células HEK; para mejorar los niveles de expresion y se introdujeron los sitios de restriccion adecuados (Hindlll y
Pfl2311) para la clonacién en pConKappa0.4 y una secuencia de Kozak ideal. El plasmido, que contiene la region V.
sintética, se digirio con Pfl2311 y Hindlll y el fragmento VH se insertd, en marco, en el vector pConKappa0.4.

Los anticuerpos se expresaron de forma transitoria en células HEK-293F, como se describe en el Ejemplo 17,
cotransfectando sus vectores de cadena pesada y cadena ligera.

Generacion de lineas celulares estables en células CHO-K1SV

Para la generacion de lineas celulares estables, los vectores de cadena pesada y ligera de -003 o -005 se
combinaron en un Unico vector de doble gen mediante técnicas de clonacion convencionales.

Los vectores de doble gen de -003 o -005 se linealizaron y se transfectaron en células CHO-K1SV (Lonza Biologics),
esencialmente como describe el fabricante. Las lineas celulares estables se seleccionaron mediante seleccion con
L-metionina sulfoximina (MSX) 25 uM segun lo descrito por Lonza Biologics. Los clones de maxima produccion se
seleccionaron y propagaron en medio CD-CHO (Invitrogen) y los anticuerpos se purificaron del sobrenadante de
cultivo celular como se describe en el Ejemplo 3.

Ejemplo 17

Mapeo de epitopos utilizando mutagénesis dirigida al sitio
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Los cebadores oligonucleotidicos fueron sintetizados y cuantificados por Isogen Bioscience (Maarssen, Paises
Bajos). Los cebadores se disolvieron en H,O a 100 pmoles/ul y se almacenaron a -20°C. Un resumen de todos los
cebadores de PCR y secuenciacion se muestra en la Tabla 6. Para la PCR, se utilizd la ADN polimerasa PfuTurbo®
Hotstart (Stratagene, Amsterdam, Paises Bajos) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Cada mezcla de
reaccion contenia dNTP mezclados 200 uM (Roche Diagnostics, Almere, Paises Bajos), 10 pmoles de cebador
directo e inverso, 100 ng de ADN genémico o 1 ng de ADN plasmidico y 1 unidad de ADN polimerasa PfuTurbo®
Hotstart en tampon de reaccion de PCR (suministrado con la polimerasa) en un volumen total de 20 pl. Las
reacciones de PCR se llevaron a cabo con un TGradient Thermocycler 96 (Whatman Biometra, Goettingen,
Alemania) utilizando un programa de 32 ciclos: desnaturalizacion a 95°C durante 2 minutos; 30 ciclos de 95°C
durante 30 segundos, un gradiente de 60-70°C (u otra temperatura de reasociacion especifica) durante 30 segundos
y 72°C durante 3 minutos; extension final a 72°C durante 10 min. Cuando fue apropiado, las mezclas de PCR se
almacenaron a 4°C hasta su posterior analisis o procesamiento.

La electroforesis en gel de agarosa se realizdé de acuerdo con Sambrook (Sambrook, Russell et al. 2000) utilizando
geles de 50 ml, en 1 x tampon Tris Acetato EDTA. EI ADN se visualizé mediante la inclusion de bromuro de etidio en
el gel y la observacioén bajo luz UV. Las imagenes del gel se registraron mediante una camara CCD y un sistema de
analisis de imagenes (GeneGnome; Syngene, a través de Westburg B.V., Leusden, Paises Bajos).

La purificacion de los fragmentos de PCR deseados se llevd a cabo utilizando un kit de Purificacion de PCR
MinElute (Qiagen, a través de Westburg, Leusden, Paises Bajos; producto nim. 28006), de acuerdo con las
instrucciones del fabricante. EI ADN aislado se cuantific6 mediante espectroscopia UV (véase mas abajo) y la
calidad se evalu6 mediante electroforesis en gel de agarosa.

Alternativamente, los productos de PCR o de la digestion se separaron mediante electroforesis en gel de agarosa
(por ejemplo, cuando estaban presentes multiples fragmentos) utilizando un gel de agarosa Tris Acetato EDTA al
1%. El fragmento deseado se extrajo del gel y se recupero utilizando el kit de extraccion de gel QIAEX Il (Qiagen;
producto nim. 20051), de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

La densidad éptica de los acidos nucleicos se determind utilizando un Espectrofotémetro NanoDrop ND-1000
(Isogen Life Science, Maarssen, Paises Bajos) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. La concentracion de
ADN se midié mediante el analisis de la densidad 6ptica (DO) a 260 nm (una unidad de DO2eonm unidad = 50 pg/ml).
Para todas las muestras, el tampon en el que se disolvieron los acidos nucleicos se utilizé como referencia.

Las enzimas de restriccion y los suplementos se obtuvieron de New England Biolabs (Beverly, MA, EE.UU.) O
Fermetas (Vilnius, Lituania) y se utilizaron de acuerdo con las instrucciones del fabricante. EI ADN (100 ng) se digirio
con 5 unidades de enzimas en el tampoén apropiado en un volumen final de 10 pl (los volimenes de reaccion se
ampliaron segun correspondia). Las digestiones se incubaron a la temperatura recomendada durante un minimo de
60 minutos. Para los fragmentos que requieren digestiones dobles con enzimas de restriccion que implican
tampones o requisitos de temperatura incompatibles, las digestiones se realizaron de forma secuencial. Cuando fue
necesario, los productos de digestion se purificaron mediante electroforesis en gel de agarosa y extraccion con gel.

Las ligaciones de los fragmentos de ADN se realizaron con el kit de Quick Ligation (New England Biolabs) de
acuerdo con las instrucciones del fabricante. Para cada ligacion, el ADN del vector se mezcld con un exceso molar
de aproximadamente el triple del ADN insertado.

El ADN plasmidico (1-5 ul de solucién de ADN, tipicamente 2 yl de mezcla de ligaciéon de ADN) se transformé en
células de E. coli One Shot DH5a-T1® (Invitrogen, Breda, Paises Bajos; producto nim. 12297-016) utilizando el
método de choque térmico, de acuerdo con las instrucciones del fabricante. A continuacion, las células se colocaron
en placas de agar Luria-Bertani (LB) que contenian 50 ug/ml de ampicilina. Las placas se incubaron durante 16-18
horas a 37°C hasta que se hicieron evidentes las colonias bacterianas.

Las colonias bacterianas se escrutaron para detectar la presencia de vectores que contenian las secuencias
deseadas mediante PCR de colonias utilizando ThermoStart PCR Master Mix (Abgene, a través de Wetsburg,
Leusden, Paises Bajos; producto nim. AB-938-DC15/b) y los cebadores pConG1seq1 y pEE13.4seqrev2 (Tabla 6).
Las colonias seleccionadas se tocaron ligeramente con una punta de pipeta de 20 ul y se tocaron brevemente en 2
ml de LB para cultivo a pequefia escala, y a continuacion se resuspendieron en la mezcla de PCR. La PCR se
realizd con un TGradient Thermocycler 96 utilizando un programa de 35 ciclos: desnaturalizaciéon a 95°C durante 15
min; 35 ciclos de 94°C durante 30 segundos, 55°C durante 30 segundos y 72°C durante 2 minutos; seguido por una
etapa de extension final de 10 min a 72°C. Cuando fue apropiado, las mezclas de PCR se almacenaron a 4°C hasta
su analisis por electroforesis en gel de agarosa.

El ADN plasmidico se aisld de los cultivos de E. coli utilizando los siguientes kits de Qiagen (a través de Westburg,
Leusden, Paises Bajos), de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Para la preparacion de plasmidos a granel
(50-150 ml de cultivo), se utilizd un kit HiSpeed Plasmid Maxi (producto nim. 12663) o un kit HiSpeed Plasmid Midi
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(producto nim. 12643). Para la preparacion de plasmidos a pequefia escala (+ 2 ml de cultivo), se utilizé un kit
Qiaprep Spin Miniprep (producto nim. 27106) y el ADN se hizo eluir en 50 pl de tampodn de eluciéon (suministrado
con el kit).

Construccion del vector de expresion de HA-CD38 pEE13.4HACD38

El dominio extracelular de CD38 humano se amplifico a partir del plasmido pClpuroCD38 (obtenido del Prof. M.
Glennie, Tenovus Research Laboratory, Southampton General Hospital, Southampton, Reino Unido) utilizando los
cebadores cd38forha y cd38exrev. Por medio de esta reaccion de PCR se introdujo una etiqueta de HA. Este
producto de PCR se us6 como molde para una segunda reaccion de PCR con los cebadores SPHMM38ex y
cd38exrev. Mediante esta reaccion de PCR, se introdujeron el péptido sefial SPHMM, los sitios de restriccion y una
secuencia de Kozak ideal (GCCGCCACC) para la expresion 6ptima. Después de la purificacion, este fragmento de
PCR se clono en el vector de expresion pEE13.4 (Lonza Biologics) y se confirmé la secuencia codificante completa
mediante la secuenciacion con los cebadores pConKseq1, pEE13.4seqrev, cd38seqifor y cd38seq2rev (Tabla 6).
Esta construccion se denominé pEE13.4HACD38

Mutagénesis dirigida al sitio

Se construyeron tres proteinas mutantes Unicas de huCD38, en las que T se mutd a A en la posicion 237 (T237A,
SEQ ID NO: 32), Q se muté a R en la posicion 272 (Q272R, SEQ ID NO: 33), o S se mut6 a F en la posicion 274
(S274F, SEQ ID NO: 34). La mutagénesis dirigida al sitio se realizé utilizando el kit de mutagénesis dirigida al sitio
QuickChange Il XL (Stratagene, Amsterdam, Paises Bajos) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Este
método incluyé la introduccion de un sitio de restriccion adicional silencioso o la pérdida de un sitio de restriccion
para escrutar la mutagénesis satisfactoria (sitio Xba1 adicional para el mutante T237A, sitio Bcg1 adicional para el
mutante Q272R y pérdida del sitio Ssp1 para el mutante S274F). Brevemente, se mezclaron 5 pl de bufer de
reaccion 10x, 1 yl de oligonucleétido HACD38T237Afor2, HACD38Q272Rfor o HACD38S274Ffor (100 pmoles/ul), 1
pl de mezcla de dNTP, 3 ul de Quicksolution, 1 pl de plasmido pEE13.4HACD38 (50 ng/ul) y 1 pl de ADN polimerasa
de PfuUltra HF en un volumen total de 50 ul y se amplificaron con un termociclador TGradient 96 (Whatman
Biometra, Goettingen, Alemania; producto nim. 050-801) utilizando un programa de 18 ciclos: desnaturalizaciéon a
95°C durante 1 min; 18 ciclos de 95°C durante 50 segundos, 60°C durante 50 segundos y 68°C durante 10 minutos.
Las mezclas de PCR se almacenaron a 4°C hasta su posterior procesamiento. A continuacion, las mezclas de PCR
se incubaron con 1 yl de Dpn durante 60 min a 37°C para digerir el vector pEE13.4HACD38 WT y se almacenaron a
4°C hasta su posterior procesamiento. La mezcla de reaccion se hizo precipitar con 5 yl de NaAc 3 My 125 pul de
etanol, se incubd durante 20 minutos a -20°C y se centrifugd durante 20 minutos a 4°C a 14.000xg. El sedimento de
ADN se lavo con etanol al 70%, se seco y se disolvio en 4 pl de agua. El volumen total de reaccién de 4 pl se
transformé en células competentes de E. coli One Shot Top 10DH5a T1® (Invitrogen, Breda, Paises Bajos) de
acuerdo con las instrucciones del fabricante (Invitrogen). A continuacion, las células se colocaron en placas de agar
Luria-Bertani (LB) que contenian 50 ug/ml de ampicilina. Las placas se incubaron durante 16-18 horas a 37°C hasta
que se hicieron evidentes las colonias bacterianas. Las colonias se escrutaron mediante PCR de colonias utilizando
los cebadores pConG1seq1 y pEE13.4seqrev2 (Tabla 5) y se digirieron con las enzimas de restriccion relevantes
para escrutar la incorporacion del oligonucledtido mutagénico. Se cultivaron 2 clones positivos para cada mutante y
se aislé el ADN plasmidico. La secuencia codificante completa de HACD38 se determind utilizando los cebadores
cd38seqifor, pConG1seq1 y pEE13.4seqrev2 para confirmar la presencia de las mutaciones y la ausencia de
mutaciones indeseables adicionales.

Secuenciacion de ADN

Las muestras de ADN plasmido se enviaron a AGOWA (Berlin, Alemania) para el analisis de secuencia. Las
secuencias se analizaron utilizando el soporte I6gico avanzado Vector NTI (Informax, Oxford, Reino Unido).

Expresion transitoria en células HEK-293F

Se obtuvieron células Freestyle™ 293-F (un subclén de HEK-293 adaptado al crecimiento en suspension y medio
Freestyle quimicamente definido, (HEK-293F)) de Invitrogen y se transfectaron con pEE13.4HACD38 y con las tres
construcciones que portaban las mutaciones T237A, Q272R y S274F, de acuerdo con el protocolo del fabricante
utilizando 293fectina (Invitrogen). Se utilizaron sobrenadantes de cultivo de células transfectadas en ELISA para
estudios de union de anti-CD38.

Unién de anticuerpos anti-CD38

Las placas de ELISA (Greiner, num. 655092) se recubrieron con O/N a 4°C con 1 ug de anticuerpo anti-HA (Sigma,
nuam. H-9658) y posteriormente se bloquearon con suero de pollo al 2%. Se diluyeron los sobrenadantes de cultivo
de células HEK293F transfectadas, se aplicaron a las placas de ELISA y se incubaron durante 1 hora a temperatura
ambiente. Después del lavado, se afnadieron diluciones seriadas de HuMab -003 y -005 y se incubaron durante 1
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hora a temperatura ambiente. Los anticuerpos unidos se detectaron con anticuerpos IgG antihumana de cabra
conjugados con HRP. El ensayo se desarrollé con ABTS (Roche, num. 1112597) y la absorbancia se midioé a 405 nm
utilizando un espectrofotdmetro.

Como se puede ver en las Figuras 23A-23C, tanto -003 como -005 se unen a CD38 humano wt. La unién de -003 no
se vio afectada por la introducciéon de las mutaciones T237A (Figura 23A), Q272R (Figura 23B) o S274F (Figura
23C). -005 fue capaz de unirse a CD38 que alberga la mutacién T237A (Figura 23A). La unién de -005 a CD38 con
la mutacion Q272R se vio gravemente afectada (Figura 23B), tanto con respecto a la ECso como respecto a la
capacidad maxima de unién. -005 no pudo unirse al CD38 mutante en el que la serina en la posicion 274 se habia
reemplazado por fenilalanina (Figura 23C).

Estos datos muestran que -003 y -005 se unen a diferentes epitopos. Ademas, estos estudios revelaron que la union
de

-005 a CD38 es sensible a las mutaciones en las posiciones 272 y 274. En particular, S274 es esencial para la union
de -005 a CD38.

Tabla 6 - Cebadores
Nombre Secuencia

cd38forha CTGCTGTGGCCCATGGTGTGGGCCTACCCTTACGACGTGC
CTCGACTACGCCAGGTGGCGCCAGACGTGGAGC

cd38exrev AGGTCAGGTACCTCAGATCTCAGATGTGCAAG

SPHMM38ex TATAGCCCGGGGCCGCCACCATGTGCTGECGCCTGTGGTG
GCTGCTGCTGCTGCTGCTGCTGCTGTGGCCCATGGTGTGG
GCC

pConG1seq1 GAAGACTTAAGGCAGCGGCAGAA

pConKseq1 GTAGTCTGAGCAGTACTCGTTGC

pEE13.4seqrev TGCATTCATTTTATGTTTCAGGT

pEE 13.4seqrev2 TCGGACATCTCATGACTTTCTTT

cd38seq1 para AGGACACGCTGCTAGGCTACCTT

cd38seq2rev GTCCTTTCTCCAGTCTGGGCAAG

HACD38T237Arev2 | TCCACCATGTATCACCCAGGCCTCTAGAGCCTGAACCTTCT
CTGGTTG

HACD38T237Afor2 | CAACCAGAGAAGGTTCAGGCTCTAGAGGCCTGGGTGATACA
TGGTGGA

HACD38Q272Rrev | GATATTCTTGCAGGAAAATCGAATATTCCTTTTGCTTAT
HACD38Q272Rfor |ATAAGCAAAAGGAATATTCGATTTTCCTGCAAGAATATC

HACD38S274Frev | TCTGTAGATATTCTTGCAGAAAAATTGAATGTTCCTTTTGCTT
ATA

HACD38S274F para | TATAAGCAAAAGGAACATTCAATTTTTCTGCAAGAATATCTAC
AGA

Ejemplo 18
Induccién de la proliferacion de PBMC

Se sometieron a prueba -003, -005 y -024 en un ensayo esencialmente como describen Ausiello et al., en Tissue
antigens 56, 538-547 (2000). Brevemente, se cultivaron PBMC de donantes sanos a 1x10° células/pocillo en placas
de 96 pocillos de fondo plano en presencia de anticuerpos (concentracion final: 1,1 - 3,3 - 10 - 30 pg/ml) en 200 pl de
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RPMI™. La estimulacién de células con IL-15 (a 333 ng/ml; Amgen Inc., Thousand Oaks CA, EE.UU.) se utilizd
como control positivo. Después de una |ncubaC|on de 4 dias a 37°C, se afadieron 30 pl de *H-timidina (16,7 pCi/ml)
y el cultivo continué O/N. La incorporacion de ®H-timidina se evalu¢ utilizando un contador gamma Packard Cobra
(Packard Instruments, Meriden, DT, EE.UU.), de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Los datos se muestran
como la media de cpm (+ ETM) de las PBMC obtenidas de 10 donantes. Los resultados muestran que -003 y -005
no inducen una proliferacion significativa de PBMC (Figura 24A). Ademas, -024 no indujo una proliferacion
significativa de PBMC (datos no mostrados).

Ejemplo 19
Induccion de IL-6

Se sometieron a prueba -003, -005 y -024 en un ensayo como describen Ausiello et al., en Tissue antigens 56, 538-
547 (2000). En resumen, se cultivaron PBMC a 1x10° células/pocillo en placas de 48 pocillos en presencia de 20
ug/ml de anticuerpos y 10 ng/ml de LPS (Sigma-Aldrich Chemie, Zwijndrecht, Paises Bajos) en 500 pl de RPMI™*
Después de una incubacion O/N a 37°C, el sobrenadante se recogio y se almacené a -20°C. La concentracion de IL-
6 se evalué mediante ELISA (kit ELISA de IL-6, U-CyTech Biosciences, Utrecht, Paises Bajos) de acuerdo con las
instrucciones del fabricante. Los datos muestran la concentracion media en pg/ml (+x ETM) de 7 donantes. Los
resultados muestran que -003 y -005 no inducen la liberacion de niveles significativos de IL-6 (Figura 24B). Ademas,
-024 no indujo la liberacién de niveles significativos de IL-6 (datos no mostrados).

Ejemplo 20
Induccion de liberacién de IFN-y

Se sometieron a prueba -003, -005 y -024 en un ensayo como describen Ausiello et al., en Tissue antigens 56, 538-
547 (2000). En resumen, se cultivaron PBMC a 1x10° células/pocillo en placas de 48 pocillos en presenC|a de 20
ug/ml de anticuerpos y 1 ug/ml de OKT-3 (Sanquin, Amsterdam, Paises Bajos) en 500 ul de RPMI™*. Después de
una incubacion O/N a 37°C, el sobrenadante se recogié y se almacendé a -20°C. La concentracién de IFN-y se
evalu6 mediante ELISA (kit ELISA de IFN-y, U-CyTech Biosciences, Utrecht, Paises Bajos) de acuerdo con las
instrucciones del fabricante. Los datos muestran la concentracion media en pg/ml (x ETM) de 9 donantes. Los
resultados muestran que -003 y -005 no inducen la liberacién de niveles detectables de IFN-y (Figura 24C). Ademas,
-024 no indujo la liberacién de niveles significativos de IFN-y (datos no mostrados).

Ejemplo 21

Afinidad de unién de -003 y -005 a CD38 recombinante

Se sometid a prueba la unién de -003 y -005 a CD38 utilizando resonancia de plasmén superficial. Brevemente, los
anticuerpos purificados se inmovilizaron sobre un chip sensor CM-5 (Biacore, Uppsala, Suecia) a través de un
acoplamiento de amina. EI CD38 etiquetado con HA (véase Ejemplo 3) se transfiri6 y la union del antigeno al mAb
se detectd por un cambio en el indice de refraccion en la superficie del chip utilizando un Biacore 3000 (Biacore). A
continuacion se resumen las constantes de asociacion y velocidad para -003 (Tabla 7) y -005 (Tabla 8), media de 3
experimentos + DT, y muestran que tanto -003 como -005 tienen una alta afinidad por CD38.

Tabla 7 - Constantes de asociacion y velocidad a 25°C
-003

ka (1/Ms) | 2,17x10° + 2,65x1 0°
Ko (1/s) | 1,9x107 + 4,51x10°
Ka (1/M) | 1,14x10° + 1,58x10°
Ko (M) 8,85x107"" £ 1,2x10™"
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Tabla 8 - Constantes de asociacion y velocidad a 25°C

-005
Ka (1/Ms) 8,88x10% + 1,95x10*
Ka (1/s) 5,22x10* + 1,16x10™
Ka (1/M) 1,7x10° £ 3,68x10’
Ko (M) 6,06x10™ £ 1,21x10™

Ejemplo 22
Mapeo de epitdpico
Mapeo epitdpico utilizando el método PEPSCAN

Se acuerdo con los procedimientos conocidos (Geysen et al. 1984. Use of peptide synthesis to probe viral antigens
for epitopes to a resolution of a sinhle amino acid. Proc Natl Acad Sci USA 81:3998; Slootstra et al. 1996. Structural
aspects of antibody-antigen interaction revealed through small random peptide libraries. Mol Divers 1:87; Puijk et al.
2001. Segment synthesis. En PCT, Paises Bajos, p.1.), se sintetizaron péptidos lineales de 20 unidades y en bucle
de 15 unidades que abarcaban 138 aminoacidos en el extremo C de CD38 humano. Ademas, basandose en la
secuencia en el extremo C, se prepararon péptidos de un solo bucle de diferente tamafio que abarcaban la region
KNIYRPDKFLQCVKNPEDSSCTSEI, la region CVHNLQPEKVQTLEAWVIHGG, y la region
CLESIISKRNIQAKNIYRC. Ademas, se disefiaron conjuntos adicionales para reconstruir regiones de doble bucle que
estaban compuestas por SKRNIQFSCKNIYR y EKVQTLEAWVIHGG. Las cisteinas nativas fueron reemplazadas por
alaninas. Los péptidos se escrutaron en un ensayo ELISA utilizando tarjetas mini-PEPSCAN con formato de tarjeta
de crédito.

Sintesis de péptidos

Los péptidos se sintetizaron utilizando la quimica convencional de Fmoc y se desprotegieron utilizando TFA con
captadores. Posteriormente, los péptidos desprotegidos se hicieron reaccionar en la micromatriz con una solucion
0,5 mM de 2,6-bis (bromometil)piridina o 2,4,6-tris(bromometil)mesitileno en bicarbonato de amonio (20 mM, pH 7,9),
con un suplemento de acetonitrilo (1:1 [volumen/volumen]). Las micromatrices se agitaron suavemente en la solucion
durante 30-60 minutos, mientras se cubrian completamente con la solucién. Finalmente, las micromatrices se
lavaron exhaustivamente con un exceso de H>O Millipore y se sometieron a sonicaciéon en un tampon de ruptura que
contenia dodecilsulfato de sodio al 1%, $-mercaptoetanol al 0,1%, en PBS (pH 7,2) a 70°C durante 30 min, seguido
de sonicacion en H>O Millipore durante otros 45 min.

Ensayo PEPSCAN ELISA

Las tarjetas de polietileno con formato de tarjeta de crédito de 455 pocillos, que contenian los péptidos unidos
covalentemente, se incubaron con suero (p. e€j., diluido 1:1.000 en solucién de bloqueo que contenia suero de
caballo al 5% [volumen/volumen] y ovoalbumina al 5% [peso/volumen]) (4°C, durante la noche). Después del lavado,
los péptidos se incubaron con anti-lg humana de conejo con peroxidasa(dilucion 1:1.000, 25°C, 1 hora), y después
de lavar se afiadid el sustrato de peroxidasa (sulfonato de 2,2'-azino-di-3-etilbenzotiazolina y 2 pl/ml de H203 al 3%).
Después de una hora, el desarrollo del color se midié con una camara CCD y un sistema de procesamiento de
imagenes. La configuracion consiste en una camara CCD con una lente de 55 mm (camara de video Sony CCD XC-
77RR, Micro-nikkor Nikon 55 mm f/lente 2.8), un adaptador de camara (Adaptador de Camara Sony DC-77RR) y el
Paquete de Soporte Logico de Procesamiento de Imagenes Optimas, version 6.5 (Media Cybernetics, Silver Spring,
MD 20910, EE.UU.).; Optimas se ejecuta en un sistema informatico Pentium ).

Método para la representacion de epitopos.

Los aminoacidos individuales se identificaron por medio de los motivos dipeptidicos que representan las unidades
Unicas mas pequefias en la secuencia de aminoacidos de CD38 humano. A todos los motivos dipeptidicos presentes
en cada uno de los 1.164 péptidos analizados se les otorgd el valor ELISA obtenido para el péptido completo
respectivo. Para clasificar los motivos dipeptidicos desde unién fuerte hasta unién pobre, se calculé una sefial
relativa dividiendo el valor ELISA obtenido para cada motivo individual por el valor ELISA promedio de los 1.164
péptidos lineales y en bucle analizados, y estos se clasificaron por valores decrecientes. De esta manera, se
consideraron las contribuciones de aminoacidos a los epitopos conformacionales. Para cada uno de los mAb
analizados, todos los motivos dipeptidicos con una puntuacion superior a 2,5 (es decir, los valores ELISA de los
péptidos que contenian estos motivos fueron al menos 2,5 veces el valor ELISA promedio de los obtenidos con los
1.164 péptidos). Los datos se desconvolucionaron en contribuciones de aminoacidos individuales representadas en
la secuencia de CD38 lineal mediante un sistema de puntuacién. Al caminar a lo largo de la secuencia de CD38
lineal y al usar las unidades dipeptidicas Unicas como punto de referencia, se otorgé un punto cada vez que estaba
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presente un aminoacido de CD38 en este conjunto de péptidos de alta puntuacion.

Se encontré que -003, 005 y -024 se unian a las regiones SKRNIQFSCKNIYR y EKVQTLEAWVIHGG de CD38
humano.
-003 reconocia especialmente los motivos RNIQF y WVIH, -005 reconocia especialmente los motivos KRN y VQTL.

Ejemplo 23
Actividad enzimatica

La actividad enzimatica de CD38 humano se midié en un ensayo esencialmente como describen Graeff et al. en J.
Biol. Chem. 269, 30260-30267 (1994). Brevemente, se incubd el sustrato NGD* (80 uM) con CD38 (0,6 pg/ml de
dominio extracelular etiquetado con His de CD38 humano, véase el Ejemplo 3 con respecto a la purificacion de His-
CD38) en un tampén que contenia Tris-HCI 20 mM, pH 7,0. La produccion de cGDPR se puede controlar
espectrofotométricamente a la longitud de onda de emision de 410 nm (excitacion a 300 nm). En este ejemplo se
utilizd un filtro de excitacion de 340 + 60 nm y un filtro de emisién de 430 + 8 nm.

Para someter a prueba el efecto de -003, -005 y -024 sobre la actividad enzimatica de CD38, la proteina His-CD38
recombinante se preincubd durante 15 minutos a temperatura ambiente con varias concentraciones (30, 3, 0,3 y
0,03 pg/ml) de los diferentes anticuerpos antes de afiadir el sustrato NGD*. La produccién de GDP-ribosa ciclica
(cGDPR) se registro en diferentes puntos de tiempo después de la adicion de anticuerpos (3, 6, 9, 12, 30, 45, 60, 75
y 90 min).

La Fig. 25B muestra que -005 tiene un efecto inhibidor pronunciado sobre la produccion de cGDPR. Después de 90
minutos, la adicion de 30 y 3 pg/ml de -005 dio como resultado una reduccion de la produccion de 32% y 34% de
cGDPR (Tabla 9). Se observaron resultados similares en experimentos independientes utilizando diferentes lotes de
-005.

No se observo ningun efecto inhibidor sobre la produccion de cGPDR después de la adicién de -003 (Figura 25B,
Tabla 9),
-024 (Figura 25D, Tabla 9) o anti-KLH (Figura 25A, Tabla 9).

Basandose en estos hallazgos, se espera que -005 inhiba la sintesis de ADP-ribosa ciclica (cCADPR) a partir de
NAD®. La inhibicion de la sintesis de cADPR se puede determinar de acuerdo con el método de HPLC descrito por
Munshi et al., J. Biol. Chem. 275, 21566-21571 (2000).

Tabla 9. Produccion de cGDPribosa en presencia de anticuerpos especificos de CD38 o anti-KLH.
Produccion (% de control de NGD)

30 pg/ml |3 pyg/ml | 0,3 pg/ml | 0,03 pg/ml

KLH 110 99 108 111
-003 99 100 107 107
-005 68 66 98 102
-024 99 100 104 105

Ejemplo 24

Comparacion de -003 y -005 con el anticuerpo 3079 de Morphosys

Los anticuerpos -003 y -005 se compararon funcionalmente con el anticuerpo 3079 de Morphosys (TH-3079). Los
métodos para la clonacién y expresion del anticuerpo de Morphosys TH-3079 se describen en el Ejemplo 16. Los
métodos para la CDC se describen en el Ejemplo 6. Los métodos para la ADCC se describen en el Ejemplo 5. La
Figura 26A muestra que -005 y -003 y TH-3079 inducen la lisis mediada por CDC de células CHO transfectadas con
CD38, con una lisis maxima similar. Cuando se comparan los valores de CEsp, el anticuerpo -005 es mejor que el
TH3079 para inducir la lisis de las células CHO-CD38, con una CEsy 2 veces menor (véase la Tabla 10).

La Figura 26B muestra que -005 es superior a TH-3079 en la induccién de la lisis mediada por CDC de células de
Daudi-luciferasa, con una lisis maxima por -005 2-3 veces mayor que por TH3079. Cuando se comparan los valores
de CEsyo, el anticuerpo -005 es similar al TH-3079 en la induccion de la lisis de células de Daudi-luciferasa (véase la
Tabla 10). -003 no induce una lisis significativa mediada por CDC de células de Daudi-luciferasa.

La Figura 26C muestra que en este experimento -005, -003 y TH-3079 median la lisis de las células diana de Daudi
a través de ADCC. No se encontraron diferencias en el (log) de CEsp y la lisis maxima (Tabla 11, n = 5).
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Tabla 10. Valores de lisis maxima y CE50 de anticuerpos especificos para CD38 en CDC
Células CHO-CD38 (n = 2) | Células Daudi-Luc (n = 2)

CE50 pg/ml | % Lisis Max | CE50 pg/ml | % Lisis Max
-005 0,15+ 0,007 | 76,5+ 3,54 |1 0,39+0,00 | 70,5+ 7,78
TH-3079 10,31 +£0,021 | 81,5+7,78 | 0,34 £0,26 |25,5+ 12,02
-003 4,5+ 0,933 62,0+ 16,79 nc 12 £ 8,49

Tabla 11. Valores de lisis maxima y CEsp de anticuerpos especificos para CD38 en ADCC
Log CE50 |STD log CE50 | Lisis maxima (%) | STD max. lisis

-005 0,76 0,18 49,2 12,8
-003 1,17 0,23 64 14,2
TH3079 0,96 0,10 43,8 12,0

Ejemplo 25
Inhibicién de la actividad enzimatica de CD38 expresado celular

La actividad enzimatica de CD38 humana expresada en células se midié en un ensayo esencialmente como
describen Graeff et al., en J. Biol. Chem. 269, 30260-30267 (1994). Brevemente, el sustrato NGD (80 uM) se incubd
con 10° células CHO transfectadas con CD38 humano (células CHO-CD38) en un tampon que contenia Tris-HCI 20
mM, pH 7,0 con un suplemento de 30 pg/ml de IgG1. La produccion de cGDPR se puede controlar
espectrofotométricamente a la longitud de onda de emision de 410 nm (excitacion a 300 nm). En este ejemplo se
utilizd un filtro de excitacion de 340 + 60 nm y un filtro de emisién de 430 + 8 nm.

Para someter a prueba el efecto de -005 y -003 sobre la actividad enzimatica de CD38 expresado celular, las células
CHO-CD38 se preincubaron durante 15' a temperatura ambiente. con diversas concentraciones (30, 3, 0,3 y 0,03
pg/ml) de los diferentes anticuerpos antes de afadir el sustrato NGD. La produccion de cGDPR se registré en
diferentes puntos de tiempo después de la adicion de sustrato NGD (3, 6, 9, 12, 30, 45, 60, 112 y 156 min).

Después de 156 minutos, la adiciéon de 30 y 3 pg/ml de -005 dio como resultado una reduccion de la produccion de
cGDPR de 21% y 18%. No se observo ningun efecto inhibidor sobre la produccién de cGPDR después de la adicion
del anticuerpo -003 o de control IgG1 (Tabla 12).

Tabla 12. Produccion de cGDPribosa en presencia de anticuerpos especificos para CD38 o control de IgG1
Produccion (% de control de NGD)

30 pg/ml |3 pyg/ml |0,3 pg/ml 0,03 pg/mi

Control de 1gG1 104 105 103 104
-003 107 106 107 105
-005 79 82 100 104

Ejemplo 26
Unién del anticuerpo -005 a células B de chimpancé transformadas con EBV

Después de la recogida y el recuento, las células B del chimpancé transformadas con EBV (recibidas del Biomedical
Primate Research Centre, Departamento de Inmunobiologia, Rijswijk, Paises Bajos) se resuspendieron (1 x 10°
células/ml) en PBS-BSA (PBS con un suplemento de BSA al 0,1% y azida de Na al 0,02%). A continuacién, las
células se colocaron en placas de fondo en V de 96 pocillos (100 pl/pocillo) y se lavaron dos veces en PBS-BSA.
Después de eso, se anadieron 50 pl de soluciéon de anticuerpo -005 marcado con FITC en PBS-BSA a las células
(4°C, 30 min). Las células se lavaron tres veces y se detectd la unién especifica de -005 a las células B de
chimpancé transformadas con EBV mediante citometria de flujo. Se utiliz6 HuMab-KLH marcado con FITC (un
anticuerpo monoclonal humano contra KLH (hemocianina de lapa californiana) generado por Genmab B.V., Utrecht,
Paises Bajos mediante el uso de los protocolos de inmunizacion descritos en otra parte en la presente memoria)
como control. La Figura 27 muestra la union dependiente de la dosis de -005 a células B de chimpancé
transformadas con EBV. No se observé unién dependiente de la dosis a las células B de chimpancé transformadas
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con EBV con el anticuerpo de control HuMab-KLH.
Ejemplo 27
Terapia combinada in vitro del anticuerpo -005 con dexametasona y bortezomib

El anticuerpo -005 se sometié a prueba para determinar su capacidad para inducir la muerte celular de la linea
celular de mieloma multiple UM6 in vitro en una configuracion de combinacién triple con Dexametasona (Dex) y
Bortezomib (Bor; Velcade®). El resultado del tratamiento triple se comparé con los tratamientos de un solo farmaco y
los tratamientos de combo doble.

Se incubaron 3 x 10° células UM6 durante la noche a 37°C con medio solo, con Dex (20 pM), con Bor (15 pM) o con
la combinacion de Bor y Dex. Después de 23 horas, se afiadié -005 (10 pg/ml), y 15 minutos después, se anadio
suero humano normal y las muestras se incubaron durante otros 45 minutos a 37°C. Finalmente, se afiadieron 10 pl
de yoduro de propidio (PI; Sigma-Aldrich Chemie BV; 10 ug/ml) y se detectd la lisis celular mediante citometria de
flujo utilizando un FACS Calibur™ (Becton Dickinson) mediante la medicién del porcentaje de células positivas para
PI.

Como se puede observar en la Figura 28, el tratamiento triple superd la lisis observada con cualquiera de los
tratamientos de combinacién simple o doble. Este efecto fue observado en dos experimentos independientes.

Ejemplo 28

Los pacientes con un diagnéstico clinico de mieloma muiltiple se tratan con una combinaciéon de anticuerpo anti-
CD38 -005, melfalan y prednisona.

Los compuestos se administran a los pacientes de acuerdo con el siguiente esquema de dosificacion:
- anticuerpo -005: |8 mg/kg administrados una vez a la semana durante 4 semanas (IV)

- melfalan 0,2 mg/kg por dia IV durante 4 dias cada 4-6 semanas

- prednisona: 2 mg/kg PO durante 4 dias cada 4-6 semanas

La respuesta se determina por la disminucién de la proteina M en el suero, la disminucién del nimero de células
plasmaticas en la médula désea y la disminucion de la proteina Benze-Jones en la orina y la reduccion/ausencia de
nuevas lesiones dseas osteoliticas.

Ejemplo 29

Los pacientes con diagndstico clinico de mieloma multiple se tratan con una combinacion de anticuerpo anti-CD38 -
005, talidomida y dexametasona.

Los compuestos se administran a los pacientes de acuerdo con el siguiente esquema de dosificacion:
- anticuerpo -005: |8 mg/kg administrados una vez a la semana durante 4 semanas (IV)

- talidomida 200 mg/dia (PO)
- dexametasona: |40 mg/dia los dias 1-4, 9-12 y 17-20 de cada ciclo de 28 dias (PO)

La respuesta se determina por la disminucién de la proteina M en el suero, la disminucién del nimero de células
plasmaticas en la médula désea y la disminucion de la proteina Benze-Jones en la orina y la reduccion/ausencia de
nuevas lesiones dseas osteoliticas.

Ejemplo 30

Los pacientes con un diagnéstico clinico de mieloma muiltiple se tratan con una combinaciéon de anticuerpo anti-
CD38 -005, lenalidomida y dexametasona.

Los compuestos se administran a los pacientes de acuerdo con el siguiente esquema de dosificacion:
- anticuerpo -005: |8 mg/kg administrados una vez a la semana durante 4 semanas (IV)

- lenalidomida: 25 mg/dia (PO)
- dexametasona: |40 mg/dia los dias 1-4, 9-12 y 17-20 de cada ciclo de 28 dias (PO)
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La respuesta se determina por la disminucién de la proteina M en el suero, la disminucién del nimero de células
plasmaticas en la médula ésea y la disminucion de la proteina Benze-Jones en la orina y la reduccion/ausencia de
nuevas lesiones dseas osteoliticas.

Ejemplo 31

Los pacientes con un diagnéstico clinico de mieloma muiltiple se tratan con una combinaciéon de anticuerpo anti-
CD38 -005, bortezomib y dexametasona.

Los compuestos se administran a los pacientes de acuerdo con el siguiente esquema de dosificacion:
- anticuerpo -005: |8 mg/kg administrados una vez a la semana durante 4 semanas (IV)

- bortezomib 1,3 mg/mZ los dias 1, 4, 6 y 11, cada ciclo de 21 dias (IV).
- dexametasona: |40 mg/dia los dias 1-4, 9-12 y 17-20 de cada ciclo de 28 dias (PO)

La respuesta se determina por la disminucién de la proteina M en el suero, la disminucién del nimero de células
plasmaticas en la médula désea y la disminucion de la proteina Benze-Jones en la orina y la reduccion/ausencia de
nuevas lesiones dseas osteoliticas.
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REIVINDICACIONES

1. Un anticuerpo de isotipo IgG1 humano que se une a CD38 para su uso en el tratamiento del cancer, en donde el
anticuerpo es para su administracion, o para ser administrado, en terapia combinada con al menos un
corticosteroide, en donde dicho al menos un corticosteroide comprende un glucocorticoide, y al menos un agente
quimioterapéutico no corticosteroideo, en donde dicho al menos un agente quimioterapéutico no corticosteroideo
comprende (i) talidomida o un analogo de talidomida y/o (ii) un inhibidor de proteasoma, y en donde dicho anticuerpo
comprende regiones variables de cadena ligera humana y de cadena pesada humana, en donde la regién variable
de la cadena ligera comprende una CDR1 de VL que tiene la secuencia expuesta en SEQ ID NO: 13, una CDR2 de
VL que tiene la secuencia expuesta en SEQ ID NO: 14 y una CDR3 de VL que tiene la secuencia expuesta en SEQ
ID NO: 15, y la region variable de la cadena pesada comprende una CDR1 de VH que tiene la secuencia expuesta
en SEQ ID NO: 18, una CDR2 de VH que tiene la secuencia expuesta en SEQ ID NO: 19 y una CDR3 de VH que
tiene la secuencia expuesta en SEQ ID NO: 20.

2. Un anticuerpo para su uso de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde a dicho tratamiento le sigue un trasplante
autdlogo de células madre periféricas o de médula dsea.

3. El anticuerpo para su uso de acuerdo con la reivindicacion 1 o 2, en donde dicho al menos un agente
quimioterapéutico no corticosteroideo comprende adicionalmente un agente citotdxico y/o un inhibidor de la
angiogénesis.

4. El anticuerpo para su uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde dicho al menos
un agente quimioterapéutico no corticosteroideo comprende ademas un agente alquilante.

5. El anticuerpo para su uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde dicho al menos
un agente quimioterapéutico no corticosteroideo comprende adicionalmente uno o mas agentes seleccionados del
grupo que consiste en: melfalan, mecloretamina, tioepa, clorambucilo, carmustina, lomustina, ciclofosfamida,
busulfan, dibromomanitol, estreptozotocina, dacarbazina, procarbazina, mitomicina C, cisplatino y otros derivados de
platino.

6. El anticuerpo para su uso de acuerdo con la reivindicacién 5, en donde el derivado de platino es carboplatino.

7. El anticuerpo para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde dicho al
menos un agente quimioterapéutico no corticosteroideo comprende un analogo de talidomida que es lenalidomida o
CC4047.

8. El anticuerpo su para su uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde dicho al
menos un agente quimioterapéutico no corticosteroideo comprende un inhibidor de proteasoma que es bortezomib.

9. El anticuerpo para su uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde dicho al menos
un agente quimioterapéutico no corticosteroideo comprende adicionalmente un alcaloide de vinca.

10. El anticuerpo para su uso de acuerdo con la reivindicaciéon 9, en donde dicho alcaloide de vinca es vincristina.

11. El anticuerpo para su uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde dicho al menos
un agente quimioterapéutico no corticosteroideo comprende adicionalmente una antraciclina.

12. El anticuerpo para su uso de acuerdo con la reivindicacién 11, en donde dicha antraciclina es doxorrubicina.

13. El anticuerpo para su uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde dicho al menos
un corticosteroide comprende prednisona.

14.El anticuerpo para su uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde:
(a) dicho al menos un corticosteroide comprende prednisona y dicho al menos un agente quimioterapéutico
no corticosteroideo comprende talidomida;
(b) dicho al menos un corticosteroide comprende prednisona y dicho al menos un agente quimioterapéutico
no corticosteroideo comprende bortezomib; o
(c) dicho al menos un corticosteroide comprende prednisona y dicho al menos un agente quimioterapéutico
no corticosteroideo comprende bortezomib y adicionalmente comprende melfalan.

15. El anticuerpo para su uso con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde dicho al menos un

corticosteroide comprende prednisona y dicho al menos un agente quimioterapéutico no corticosteroideo comprende
melfalan y talidomida.
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16. El anticuerpo para su uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde dicho al menos
un corticosteroide comprende dexametasona.

17. El anticuerpo para su uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde:
(a) dicho al menos un corticosteroide comprende dexametasona y dicho al menos un agente
quimioterapéutico no corticosteroideo comprende talidomida y/o lenalidomida;
(b) dicho al menos un corticosteroide comprende dexametasona y dicho al menos un agente
quimioterapéutico no corticosteroideo CC4047;
(c) dicho al menos un corticosteroide comprende dexametasona y dicho al menos un agente
quimioterapéutico no corticosteroideo comprende bortezomib
(d) dicho al menos un corticosteroide comprende dexametasona y dicho al menos un agente
quimioterapéutico no corticosteroideo comprende lenalidomida y adicionalmente comprende bortezomib; o
(e) dicho al menos un corticosteroide comprende dexametasona y dicho al menos un agente
quimioterapéutico no corticosteroideo comprende talidomida y adicionalmente comprende bortezomib.

18. El anticuerpo para su uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde dicho
anticuerpo es un anticuerpo que comprende una region V. que tiene la secuencia de aminoacidos expuesta en SEQ
ID NO: 12 y una regioén Vy que tiene la secuencia de aminoacidos expuesta en SEQ ID NO: 17.

19. El anticuerpo para su uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde dicho cancer
es mieloma multiple o leucemia linfocitica crénica.

20. El anticuerpo para su uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde dicho cancer
es recurrente o refractario.

21. El anticuerpo para su uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde dicho individuo
no ha sido sometido a un tratamiento previo contra el cancer para el mismo cancer.

22. El anticuerpo para su uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde dicho individuo
no ha respondido a un tratamiento anterior contra el cancer para el mismo cancer.

23. El anticuerpo para su uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde el anticuerpo,
al menos un corticosteroide y al menos un agente quimioterapéutico no corticosteroideo se administran todos por
separado.

24. El anticuerpo para su uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde:
(a) dicho al menos un corticosteroide comprende dexametasona, dicho al menos un agente quimioterapéutico
no corticosteroideo comprende bortezomib y el anticuerpo comprende una regién V. que tiene la secuencia
de aminoacidos expuesta en SEQ ID NO: 12 y una regién Vu que tiene la secuencia de aminoacidos
expuesta en SEQ ID NO: 17;
(b) dicho al menos un corticosteroide comprende dexametasona, dicho al menos un agente quimioterapéutico
no corticosteroideo comprende lenalidomida y el anticuerpo comprende una region V. que tiene la secuencia
de aminoacidos expuesta en SEQ ID NO: 12 y una regién Vu que tiene la secuencia de aminoacidos
expuesta en SEQ ID NO: 17;
(c) dicho al menos un corticosteroide comprende dexametasona, dicho al menos un agente quimioterapéutico
no corticosteroideo comprende lenalidomida y adicionalmente comprende bortezomib y el anticuerpo
comprende una region V. que tiene la secuencia de aminoacidos expuesta en SEQ ID NO: 12 y una region
VH que tiene la secuencia de aminoacidos expuesta en SEQ ID NO: 17;
(d) dicho al menos un corticosteroide comprende dexametasona, dicho al menos un agente quimioterapéutico
no corticosteroideo comprende talidomida y adicionalmente comprende bortezomib y el anticuerpo
comprende una region Vi que tiene la secuencia de aminoacidos expuesta en SEQ ID NO: 12 y una Vu
region que tiene la secuencia de aminoacidos expuesta en SEQ ID NO: 17;
(e) dicho al menos un corticosteroide comprende dexametasona, dicho al menos un agente quimioterapéutico
no corticosteroideo comprende CC4047 y el anticuerpo comprende una region V. que tiene la secuencia de
aminoacidos expuesta en SEQ ID NO: 12 y una regiéon Vy que tiene la secuencia de aminoacidos expuesta
en SEQ ID NO: 17; 0
(f) dicho al menos un corticosteroide comprende prednisona, dicho al menos un quimioterapéutico no
corticosteroideo comprende bortezomib y adicionalmente comprende melfalan y el anticuerpo comprende una
region V. que tiene la secuencia de aminoacidos expuesta en SEQ ID NO: 12 y una region Vy que tiene la
secuencia de aminoacidos expuesta en SEQ ID NO: 17.

25. El uso de un anticuerpo de isotipo IgG1 humano que se une a CD38 en la fabricacion de un medicamento para el
tratamiento del cancer, en donde el medicamento es para su administracién, o para ser administrado, en terapia
combinada con al menos un corticosteroide, en donde dicho al menos un corticosteroide comprende un
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glucocorticoide y al menos un agente quimioterapéutico no corticosteroideo, en donde dicho al menos un agente
quimioterapéutico no corticosteroideo comprende (i) talidomida o un analogo de talidomida y/o (ii) un inhibidor de
proteasoma, y en donde dicho anticuerpo comprende regiones variables de cadena ligera humana y de cadena
pesada humana, en donde la region variable de la cadena ligera comprende una CDR1 de V| que tiene la secuencia
expuesta en SEQ ID NO: 13, una CDR2 de V| que tiene la secuencia expuesta en SEQ ID NO: 14 y una CDR3 de
V_ que tiene la secuencia expuesta en SEQ ID NO: 15, y la region variable de la cadena pesada comprende una
CDR1 de V4 que tiene la secuencia expuesta en SEQ ID NO: 18, una CDR2 de Vy que tiene la secuencia expuesta
en SEQ ID NO: 19 y una CDR3 de Vy con la secuencia expuesta en SEQ ID NO: 20.
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FIGURA 10 (2/3)
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FIGURA 10 (3/3)
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FIGURA 17 (2/2)
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FIGURA 25 (1/2)
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FIGURA 25 (2/2)
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FIGURA 26 (1/2)
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FIGURA 26 (2/2)
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FIGURA 28
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FIGURA 29

LISTA DE SECUENCIAS
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100 105

<210> 13

<211> 11

<212> PRT

<213> homo sapiens

<400> 13

105

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

75

Arg

Lys

Ser

Ser

Pro

Ala

60

Ser

Ser

Leu

val

Arg

45

Arg

Ser

Asn

ser

ser

30

Leu

Phe

Leu

Trp

Pro

15

ser

Leu

ser

Glu

Pro
95

Gly

Tyr

ile

Gly

Pro

80

Pro



Arg Ala Ser
1

<210> 14
<211> 7
<212> PRT
<213> homo
<400> 14

Asp Ala Ser
1

<210> 15
<211> 9
<212> PRT
<213> homo
<400> 15
Gln GIn Arg
1

<210> 16
<211> 372
<212> ADN
<213> homo
<400> 16
gaggtgcagc
tcatgtgcag
ccagggaagg
gcagactccg
ctgcaaatga

ES 2732278 T3

Gln Ser val Ser Ser Tyr Leu Ala

5

sapiens

Asn Arg Ala Thr

5

sapiens

10

Ser Asn Trp Pro Pro Thr

5

sapiens

tgttggagtc

tctctggatt

ggctggagtg

tgaagggccg

acagcctgag

tgggggaggc

cacctttaac

ggtctcagct

gttcaccatc

agccgaggac

ttggtacagc

agctttgcca

attagtggta

tccagagaca

acggccgtat

106

ctggggggtc

tgagctgggt

gtggtggtag

attccaagaa

atttctgtgc

cctgagactc

ccgeccagget

cacatactac

cacgctgtat

gaaagataag

60

120

180

240

300



attctctggt tcggggagcc cgtctttgac tactggggcc agggaaccct ggtcaccgtc

ES 2732278 T3

tcctcagect cc

<210> 17
<211> 122
<212> PRT
<213> homo

<400> 17
Glu val GIn
1

Ser Leu Arg

Ala Met Ser

35

Ser Ala Ile
50

Lys Gly Arg
65

Leu Gln Met

Ala Lys Asp

Gly Gln Gly
115

sapiens

Leu Leu Glu Ser

Leu Ser Cys Ala

20

Trp val Arg Gln

Ser Gly Ser Gly

55

Phe Thr Ile Ser
70

Asn Ser Leu Arg
85

Lys Ile Leu Trp
100

Thr Leu val Thr

Gly

val

Ala

40

Gly

Arg

Ala

Phe

val
120

Gly

Ser

25

Pro

Gly

Asp

Glu

Gly

105

Ser

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

90

Glu

Ser

107

Leu

Phe

Lys

Tyr

Ser

75

Thr

Pro

val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

val

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

val

Phe

Pro

Asnh

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Asp
110

Gly

15

Ser

Trp

Ser

Leu

Phe

95

Tyr

Gly

Phe

val

val

Tyr

80

Cys

Trp

360

372



ES 2732278 T3

<210> 18

<211> 5

<212> PRT

<213> homo sapiens

<400> 18

Ser Phe Ala Met Ser
1 5

<210> 19

<211> 17

<212> PRT

<213> homo sapiens

<400> 19

Ala Ile ser Gly Ser Gly Gly Gly Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser val Lys
1 5 10 15

Gly

<210> 20

<211> 13

<212> PRT

<213> homo sapiens

<400> 20

Asp Lys Ile Leu Trp Phe Gly Glu Pro val Phe Asp Tyr
1 5 10

<210> 21

<211> 321

<212> ADN

<213> homo sapiens

108



<400> 21
gaaattgtgt

ctctecctgea

ggccaggcetc

aggttcagtg

gaagattttg

gggaccaagg

<210>
<211>
<212>
<213>

22

107
PRT
homo
<400> 22

Glu Ile val
1

Glu Arg Ala

Leu Ala Trp

35

Tyr Asp Ala

50

ser
65

Gly Ser

Glu Asp Phe

tgacacagtc

gggccagtca

ccgggctect

gcagtgggtc

cagtttatta

tggagatcaa

sapiens

Thr

Leu

Thr
20

Leu

Gln

Tyr

ser

Asn

Thr

Gly

val
85

Ala

Gln

Ser

Gln

Arg

Asp

70

Tyr

ES 2732278 T3

tccagcecacc

gagtgttagce

catctatgat

‘tgggacagac

ctgtcagcag

ser Pro

Cys

Arg

Pro
40

Lys

Ala
55

Ser

Thr

Phe

Tyr Cys

Ala

Ala

ctgtctttgt

agctacttag

gcttccaaca

tTtcactctca

cgtagcaact

Thr
10

Leu

ser Gln

25

Gly GlIn

Ile

Gly

Thr

Leu

Gln Gln

90

109

Ala

Pro

Ile

75

Arg

ctccagggga

cctggtacca

gggcctctgg

ccatcagcag

ggcctctcac

Ser Leu Ser

Ser val ser

30

Pro Gly

45

Leu

Ala Phe

60

Arg

Ser Ser Leu

Ser Asn Trp

aagagccacc
acagaaacct
catcccagec
cctagagect

tttcggcgga

Pro
15

Gly

Ser Tyr

Leu

Ser

Glu

Pro
95

Ile

Gly

Pro

80

Leu

60

120

180

240

300

321



ES 2732278 T3

Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys val Glu ITle Lys
100 105

<210> 23

<211> 11

<212> PRT

<213> homo sapiens

<400> 23

Arg Ala Ser Gln Ser val Ser Ser Tyr Leu Ala
1 5 10

<210> 24

<211> 7

<212> PRT

<213> homo sapiens

<400> 24

Asp Ala Ser Asn Arg Ala Ser
1 5

<210> 25

<211> 9

<212> PRT

<213> homo sapiens

<400> 25

GIn GIn Arg Ser Asn Trp Pro Leu Thr
1 5

<210> 26

<211> 366

<212> ADN

<213> homo sapiens

110



<400> 26
gaggtgcagc

tcctgtaagg

cccgggaaag

agcccgtect

ctgcagtgga

gggtggggat

tccteca

<210>
<211>
<212>
<213>

27
122
PRT
homo

<400> 27
Glu val Gln

1

Ser Leu Lys

Trp Ile Gly
35

Gly Ile Ile
50

Gln Gly GlIn
65

‘tggtgcagtc
gttctggata
gcctggagtg
tccaaggceca
gcagcctgaa

cgcggtactg

sapiens

Leu val GI

5

Ile Ser
20

Cy
Trp val Ar
Hi

Tyr Pro

Ph
70

val Thr

ES 2732278 T3

tggagcagag
cagcttttcc
gatggggatc
ggtcaccttc
ggccteggac

gtacttcgat

n Ser

s Lys Gly

g Gln Met

40

S Asp
55

e Ser

Gly Ala

Ser Asp

Ala Asp

gtgaaaaagc
aactactgga
atctatcctc
tcagccgaca
accgccatgt

ctctggggcc

Glu val

10

Ser
25

Gly Tyr

Pro Gly Lys

Ala

Arg

Lys Ser

75

111

ccggggagtc

tcggectgggt

atgactctga

agtccatcag

attactgtgc

gtggcaccct

Lys Lys Pro

Phe Ser

30

ser

Leu Glu

45

Gly

Tyr Ser Pro

60

ITle Ser Thr

tctgaagatc
gcgccagatg
tgccagatac
caccgcctac
gagacatgta

ggtcactgtc

Gly Glu
5 -

Asn Tyr
Trp Met

Ser Phe

Ala Tyr
80

60

120

180

240

300

360

366



ES 2732278 T3

Leu GIn Trp Ser Ser Leu Lys Ala Ser Asp Thr Ala Met Tyr Tyr Cys

85 90 95

Ala Arg His val Gly Trp Gly Ser Arg Tyr Trp Tyr Phe Asp Leu Trp

100 105 110

Gly Arg Gly Thr Leu val Thr val ser Ser

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

115 120

28

PRT
homo sapiens

28

Asn Tyr Trp Ile Gly

1

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

5

29

17

PRT

homo sapiens

29

Ile Ile Tyr Pro His Asp Ser Asp Ala Arg Tyr Ser Pro Ser Phe Gln

1

Gly

<210>
<211>
<212>
<213>

5 10 15

30

13

PRT

homo sapiens

112



<400> 30

His val Gly

1

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

31
300
PRT
homo

31

Met Ala Ash

1

Arg
Leu
Gln
Ala
65

Asp

His

Gly

Leu

Ile

Trp

50

Arg

Cys

Pro

Thr

‘Ser

Leu

35

ser

cys

Gln

cys

Gln

ES 2732278 T3

Trp Gly Ser Arg Tyr Trp Tyr Phe Asp Leu

5

sapiens

Cys

Arg

20

val

Gly

val

Ser

Asn

100

Thr

Glu

Arg

val

Pro

Lys

val

85

Ile

val

phe

Ala

val

Gly

Tyr

70

Trp

Thr

Pro

Ser

Gin

Leu

Thr

55

Thr

Asp

Glu

cys

Pro

Leu

Ala

40

Thr

Glu

Ala

Glu

Asn

113

val

Cys

25

vai

Lys

Ile

Phe

Asp

105

Lys

10

Ser

10

Leu

val

Arg

His

Lys

90

TYyr

Ile

Gly

Gly

val

Phe

Pro

75

Gly

GIn

Leu

Asp

val

Pro

Pro

60

Glu

Ala

Pro

Leu

Lys

Ser

Arg

45

Glu

Met

Phe

Leu

Trp

Pro

Ile

30

Trp

Thr

Arg

Ile

Met

110

Ser

Cys

15

Leu

Arg

val

His

ser

95

Lys

Arg

Cys

val

Gln

l.eu

val

80

Lys

Leu

ITe



Lys

Leu

145

Gly

Arg

Ser

Ash

val

225

Trp

Pro

Phe

Asp

130

Glu

Glu

Lys

Arg

Gly

210

Glu

val

Thr

Ser

115

Leu

Asp

phe

Asp

Arg

195

Ser

val

Ile

Ile

Cys
275

Ala

Thr

Asn

cys

180

Phe

Arg

His

His

Lys

260

Lys

His

Leu

Thr

165

ser

Ala

Ser

Asnh

Gly

245

Glu

Asn

ES 2732278 T3

Gln

Leu

150

Ser

Asn

Glu

Lys

Leu

230

Gly

Leu

ITe

phe

135

Gly

Lys

Asn

Ala

Ile

215

Gln

Arg

Glu

Tyr

120

Thr

Tyr

Ile

Pro

Ala

200

Phe

Pro

Glu

ser

Arg
280

114

Gln

Leu

Asn

val

185

Cys

Asp

Glu

Asp

Ile

265

Pro

val

Ala

TYyr

170

ser

ASp

Lys

Lys

sSer

250

Ile

Asp

Gln

Asp

155

GIn

val

val

Asn

val

235

Arg

Ser

Lys

Arg

140

Asp

Ser

Phe

val

ser

220

Gln

Asp

Lys

Phe

125

Asp

Leu

Cys

Trp

His

205

Thr

Thr

Leu

Arg

Leu
285

Met

Thr

Pro

Lys

190

val

Phe

Leu

Cys

Asn

270

Gln

Phe

Trp

Asp

175

Thr

Met

Gly

Glu

Gln

255

Ile

cys

Thr

Cys

160

Trp

val

Leu

ser

Ala

240

Asp

Gln

val



Lys Asn Pro

290

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

32
300
PRT
homo

32

Met Ala Asn

1

Arg

leu

GIn

Ala

65

Asp

His

Gly

Leu

Ile

Trp

50

Arg

Cys

Pro

Thr

Ser

Leu

35

Sser

cys

G1n

Cys

GTn
115

ES 2732278 T3

Glu Asp Ser Ser Cys Thr Ser Glu Ile

sapiens

cys

Arg

20

val

Gly

val

Ser

Asn

100

Thr

Glu

Arg

val

Pro

Lys

val

85

Ile

val

Phe

Ala

val

Gly

Tyr

70

Trp

Thr

Pro

295

Ser

Gln

Leu

Thr

55

Thr

Asp

Glu

cys

Pro val

Leu Cys
25

Ala val
40

Thr Lys

Glu TIle

Ala pPhe

Glu Asp

105

Asnh Lys
120

115

ser

i0

Leu

val

Arg

His

LysS

90

Tyr

Ile

Gly

Gly

val

Phe

Pro

75

Gly

Gln

Leu

300

Asp

val

Pro

Pro

60

Glu

Ala

Pro

Leu

Lys

Ser

Arg

45

Glu

Met

Phe

Leu

Trp
125

Pro

Ile

30

Trp

Thr

Arg

Ile

Met

110

Ser

Cys

15

Leu

Arg

val

His

Ser

95

Lys

Arg

Cys

val

Gln

Leu

val

80

Lys

Leu

Ile



ES 2732278 T3

Lys Asp Leu Ala His Gln Phe Thr GIn val Gln Arg Asp Met Phe Thr

130 135 140

Leu Glu Asp Thr Leu Leu Gly Tyr Leu Ala Asp Asp Leu Thr Trp Cys
145 150 155 160

Gly Glu Phe Asn Thr Ser Lys Ile Asn Tyr Gln Ser Cys Pro Asp Trp
165 170 175

Arg Lys Asp Cys Ser Asnh Asn Pro Val Ser val Phe Trp Lys Thr val
180 185 190

Ser Arg Arg Phe Ala Glu Ala Ala Cys Asp val val His val Met Leu
195 200 205

Asn Gly Ser Arg Ser Lys Ile Phe Asp Lys Asn Ser Thr Phe Gly Ser
210 215 220

val Glu val His Asn Leu GIn Pro Glu Lys val GIn Ala Leu Glu Ala
225 230 235 240

Trp val Ile His Gly Gly Arg Glu Asp Ser Arg Asp Leu Cys Gin Asp
245 250 255

Pro Thr Ile Lys Glu Leu Glu Ser Ile Ile Ser Lys Arg Asn Ile Gln
260 265 270

Phe Ser Cys Lys Asn Ile Tyr Arg Pro Asp Lys Phe Leu Gln Cys val
275 280 285

Lys Asn Pro Glu Asp Ser Ser Cys Thr Ser Glu ITe
290 295 300

116



ES 2732278 T3

<210> 33

<211> 300

<212> PRT

<213> homo sapiens

<400> 33

Met Ala Ash Cys Glu Phe Ser Pro Vval Ser G1y Asp Lys Pro Cys Cys
1 5 10 15

Arg Leu Ser Arg Arg Ala GIn Leu Cys Leu Gly val Ser Ile Leu val
20 25 30

Leu ITe Leu val val val Leu Ala val val val Pro Arg Trp Arg Gln
35 40 45

GlIn Trp Ser Gly Pro Gly Thr Thr Lys Arg Phe Pro Glu Thr val Leu
50 55 60

Ala Arg Cys Val Lys Tyr Thr Glu Ile His Pro Glu Met Arg His val
65 70 75 80

Asp Cys Gln Ser val Trp Asp Ala Phe Lys Gly Ala Phe Ile Ser Lys
85 90 95

His Pro Cys Asn Ile Thr Glu Glu Asp Tyr GIn Pro Leu Met Lys Leu
100 ‘ 105 110

Gly Thr GIn Thr val Pro Cys Asn Lys Ile Leu Leu Trp Ser Arg Ile
115 120 125

Lys Asp Leu Ala His GIn Phe Thr GIn val GIn Arg Asp Met Phe Thr
130 135 140

Leu Glu Asp Thr Leu Leu Gly Tyr Leu Ala Asp Asp Leu Thr Trp Cys
145 150 155 160

Gly Glu Phe Asn Thr Ser Lys Ile Ash Tyr Gln Ser Cys Pro Asp Trp
165 170 175

Arg Lys Asp Cys Ser Asn Asn Pro val Ser val Phe Trp Lys Thr val
180 185 190

117



Ser

Asn

val

225

Trp

Pro

Phe

Lys

Arg

Gly

210

Glu

val

Thr

Ser

Ash
290

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

Arg
195

Ser

val

Ile

Ile

Cys
275

Pro

34
300
PRT
homo

34

Met Ala Asn

1

Arg Leu Ser

Leu ITe Leu

35

GIn Trp Ser

50

Ala Arg Cys

Phe Ala

Arg Ser

His Asn

His Gly

245

Lys Glu
260

Lys Asnh

Glu Asp

sapiens

Cys Glu
5

Arg Arg
20
val val

Gly Pro

val Lys

ES 2732278 T3

Glu

Lys

Leu

230

Gly

Leu

ITe

ser

Phe

Ala

val

Gly

Tyr

Ala

Ile

215

Gln

Arg

Glu

Tyr

Ser
295

Ser

Gln

Leu

Thr

55

Thr

Ala

200

Phe

Pro

Glu

Ser

Arg
280

Cys

Pro

Leu

Ala

40

Thr

Glu

Cys

Asp

Glu

Asp

Ile

265

Pro

Thr

val

Cys

25

val

Lys

Ile

118

Asp

Lys

Lys

Ser

250

Ile

Asp

Ser

Ser

10

Leu

val

Arg

His

val

Asn

val

235

Arg

Ser

Lys

Glu

Gly

Gly

val

Phe

Pro

val

Ser

220

Gln

Asp

Lys

Phe

Ile
300

Asp

val

Pro

Pro

60

Glu

His

205

Thr

Thr

Leu

Arg

Leu
285

Lys

Ser

Arg

45

Glu

Met

val

Phe

Leu

Cys

Asn

270

Gin

Pro

Ile

30

Trp

Thr

Arg

Met

Gly

Glu

Gln

255

Ile

cys

Cys

15

Leu

Arg

val

His

Leu

ser

Ala

240

Asp

Arg

val

Ccys

val

Gln

Leu

val



65

Asp

His

Gly

Lys

Leu

145

Gly

Arg

Ser

Asn

val

225

Trp

Pro

Phe

Lys

cys

Pro

Thr

Asp

130

Glu

Glu

Lys

Arg

Gly

210

Glu

val

Thr

Phe

Asn
290

GIn

cys

Gln

115

Leu

Asp

Phe

Asp

Arg

195

Ser

val

Ile

Ile

Cys

275

Pro

Ser

Asn

100

Thr

Ala

Thr

ASn

Cys

180

Phe

Arg

His

His

Lys

260

Lys

Glu

val

85

Ile

val

His

Leu

Thr

165

Ser

Ala

ser

Asn

Gly

245

Glu

Asn

Asp

ES 2732278 T3

70

Trp

Thr

Pro

Gln

Leu

150

ser

Asn

Glu

Lys

Leu

230

Gly

Leu

Ile

Ser

Asp

Glu

Cys

Phe

135

Gly

Lys

Asn

Ala

Ile

215

GIn

Arg

Glu

Tyr

Ser
295

Ala
Glu
Asn
120
Thr
Tyr
Ile
Pro
Ala
200
Phe
Pro
Glu
Ser
Arg
280

Cys

119

Phe

Asp

105

Lys

Gln

Leu

Asn

val

185

Cys

Asp

Glu

Asp

Ile

265

Pro

Thr

Lys

90

TYyr

Ile

val

Ala

Tyr

170

Ser

Asp

Lys

Lys

Ser

250

Ile

Asp

ser

75

Gly

Gln

Leu

Gln

Asp

155

Gln

val

val

Ash

val

235

Arg

Ser

Lys

Glu

Ala

Pro

Leu

Arg

140

Asp

Ser

Phe

val

Ser

220

GlIn

Asp

Lys

Phe

Ile
300

Phe

Leu

Trp

125

Asp

Leu

Cys

Trp

His

205

Thr

Thr

Leu

Arg

Leu
285

Ile

Met

110

ser

Met

Thr

Pro

Lys

190

val

Phe

Leu

Cys

Asn

270

GlIn

Ser

95

Lys

Arg

Phe

Trp

Asp

175

Thr

Met

Gly

Glu

Gln

255

ITe

Cys

80

Lys

Leu

Ile

Thr

cys

160

Trp

val

Leu

Ser

Ala

240

Asp

Gln

val
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