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ANTICUERPOS ANTI-CD33 Y M DO PARA TRATAMIENT E
LEUCEMIA MIELOIDE AGUDA UTILIZANDQ 1.OS MISMOS

Esta solicitud reclama el beneficio de la Solicitud Provisional
No. 80/424,332 presentada el 7 de noviembre de 2002, ia descripcidn

de la cual esté incorpoi‘ada a la presente mediante referencia.
CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere a anticuerpos qha enlazan
CD33. De manera mas particular, la invencién se reflere
anticuerpos anti-CD33, fragmentos y homélogos de dichos
anticuerpos, versiones humanizadas y recublertas de dichos
anticuerpos, equivalentes funcionales y versiones mejoradas de
dichos anticuerpos, Inmunoconjugados y composiclones ‘que
comprenden dichos anticuerpos, y los usos de los mismos en el
diagnéstico, investigacién y aplicaciones terapéutlcﬁl.

En otro aspecto, la invencién se refiere a un polinucleétido que
conjuga los anticuerpos, vectores que comprenden los
polinucledtidoa, células huésped transformadas con polinucleébtidos y

métodos de produccién de los anticuerpos.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

El antigeno de dHerenciacion de leucocito CD33 es una

glicoproteina de transmembrana de aminoécido 384 con homologia

'S—-"
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de secuencia a membranas de la familia de sialoadhesina, incluyendo
glicoproteina asociada con mielina y CD22, asi como |Ia
siaioadhaesina misma (S. Peiper, 2002, Leuocyte Typing Vii, White
Cell Diferentiation, Antigens, Proceedings of Seventh international
Workshop and Conference, Oxford University Press, p. 777).

La expresiéon de CD33 parece ser altamente especifica para el
compartimiento hematopoiético, con fuerte expresidén por células
precursoras mieloides (S. Peipe, 2002). Es expresada por células
progenitiras mleloides tales como CFU-GEMM, CFU-GM, CFU-G y
BFU-E, monolitos/macréfagos, precursores de granulocito tales como
promielocitos y mielocitos aunque con expresiéon reducida a la
maduraclén y diferenciacidon, y granulocitos maduros aungque con un
bajo nivel de expresién (S. Peiper, 2002).

En contraste, ias células de cepa hematopoiéticas pluripotentes
que dan origen a una °réfaga de colonias” in vitro (Leary, A. G. et
al., 1987, Blood 89:953) y que inducen cultivos de médula a largo
plazo hematopoiéticos (Andrews R.G. et al., 1989, J. Exp. Med.
180:1721; Sutheriand, H. J. et al., 1988, Blood 74:1563) parece
carecer de expresién de CD33.

En tanto que la funcién especifica de CD33 es desconocida, su
homologia a la sialoadhesina sugirié un rol en la caracteristica de
enlace de carbohidrato de la familia de lectina, un rol confirmado
posteriormente.

De manera importante, los anticuerpos monocionales anti-CD33
han mostrado que CD33 es expresado por células de leucemia

mielogénica aguda, clonogénicas (AML) en més del 80% de los casos
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en seres humanos (Larissa, V.F. et al., 1982, Exp. Hamtol. 20:442-
448).

Debido a la expresién selectiva de CD33, los inmunoconjugados
que combinan fdarmacos citotdxicos con anticuerpos monoclonales
que reconocen de manera especifica y enlazan CD33 han sido
propuestos para uso en el reconocimiento selectivo de células AML.
Se espera que dichas terapias no afecten las células de cepa y los
progenitores hematopoiéticos primitivos. Los inmunoconjugados que
utilizan anticuerpos anti-CD33 incluyen inmunoconjugados anti-
CD33-ricina que han demostrado ser ligperamente letales para las
células AML (Roy, D.C. et al., 1981, Blood 77:2404; Lambert, J.M. et
al., 1991, Biochemistry 30:3234), aunque evitan las células de cepa
que soportan la reconstitucién de hematopoyesis y hematopoiética
normales (Larissa, V. F, et al., 1922, Exp. Hematol. 20:442-448).

Estudios adicionales que utilizan inmunoconjugados han
demostrado rdpido reconocimiento de anticuerpos anti-CD33
radioactivos para células de Jla réfaga Jeucémicas en sangre
periférica y médula cuando son administrados por via intravenosa
(Scheinberg, D. A. et al., 1981, J. Clin. Oncol. 9:478-490; Schwartz,
M. A, et al., 1993, J. Clin. Oncol. 11:294-303). La répida internacién
de! anticuerpo por medio de la célula de la blanco se observé
también en estudios in vitro (Tanimot, M. et al. , 1989; Leucemia
3:330-348; Divgi, C.R. et al.,, 1989, Cancer Res. Suppl. Vol.
30:404a). La evaluacion del anticuerpo anti-CD33 humanizados
conjugados para la caliqueamicina antibiética antitumoral potente en

(ozogamicina de Gemtuzumab) en estudios pre-clinicos demostraron
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eliminacién especifica de células de leucemia en cultivos de célula
HL-80, xenoinjertos de tumor HL-80 en ratones, y n;uestras de
médula a partir de pacientes AML (Hamann, P.R. et al., 2002,
Bioconjugate Chaem. 13:47-58).

Con base en los resultados positivos de esos estudios pre-
clinicos, se evaludé la ozogamicina de Gemtuzumab en estudios
clinicos de fase | y |i. En los estudios de Fase |, la mayor toxicidad
observada fue la mielosupresién debida a la expresién de CD33 en
las células progenitoras mieloides (Sievers, E.L. et ai., 1999, Blood
©3:3678-3684; Sievers E.L. et al., 2001, J. Clin. Oncol. 19:3244-
3254) los estudios de Fase |l con una dosis de 9 mg/m? intravenosa
durante 4 horas, repetida después de 14 dias, produjo un Indice de
respuesta de 30%. La aprobacién de comerclalizacién de Ila
ozogamicina de Gemtuzumab fue concedida por la FDA en mayo de
2000 con indicacién para el tratamiento de pacientes con AML
positiva CD33 en primera recaida con una edad de 60 afios o
mayores que no son considerados candidatos para quimioterapia
citotéxica. Los reportes post-comerciallzacion han indicado el
potenclal de toxicildad significativa, especlaimente enfermedad veno-
oclusiva (VOD), lo cual ha conducido a revisiones de etiquetado e
iniclacién de un progra.rna de supervisién del paciente. Gran parte de
esta toxicidad puede estar relacionada con la caliqueamicina
co;'npononte de fdrmaco, la cual demostré ocaslonar hepatotoxicidad
en modelos pre-clinicos, y por lo tanto no puede ser un resultado
directo de reconocimiento CD33.

En tanto que los resultados antes descritos sugirieron que los

A/
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inmunoconjugados que comprenden un anticuerpo anti-CD33 y un
farmaco citotéxico pueden ser utllizados de manera exitosa en el
tratamiento de AML, existe una necesidad de Inmunoconjugados que
sean seguros y efectivos. La presente invencidon esté dirigida a estos

y otros importantes fines.

BREV [ DE LA INVENC

En consecuencia, es un objeto de ia presente invencién el
proporcionar anticuerpos que enlacen de manera especifica a CD33,
y que puedan ser utilizados en el tratamiento de AML.

Por lo tanto, en una primera modalidad, se proporciona un
anticuerpo, o fragmento de enlace epitope del mismo, que tiene la
habilidad de enlazar CD33.

En una segunda modalidad, se proporciona el anticuerpo
murina My8-8, el cual est4 completamente caracterizado en ia
presente con respecto a las secuencias de aminoécidos de sus
regiones variables de cadena ligera y pesada, las secuencias cADN
de los genes para las regiones variables de cadena ligera y pesada,
la identificaciébn de sus CDRs (regiones de determinacién
complementarias), la identificacidon sobre sus aminoacidos de
superficle, y medios para su expresién en forma recombinante.

En wuna tercera modalidad, se proporcionan versiones
humanizadas o recubiertas del anticuerpo My9-6 en donde los
residuos expuestos en superficie del anticuerpo My9-8 o fragmentos

de eniace de epitope del mismo en ambas cadenas ligera y pesada
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para asamejar mas estrechamente las superficies de anticuerpo
humano. Dichos anticuerpos humanizados pueden tener utilidad
incrementada, en comparaciéon con la murina My9-8, como agentes
terapéuticos o de diagnéstico. Las versiones humanizadas del
anticuerpo My®-8 estan también totalmente caracterizadas en Ila
presente con respecio a sus secuenclias de aminoécidos reipectivas
de reglones variables de cadena ligera y pesada, las secuencias AND
de los genes para las regiones variables de cadena ligera y pesada,
la identificaclén de los CDRs, |a identiflcacion de sus aminodcidos de
superficie, y la descripcién de medios para su expresiéon en forma
recombinante.

En una modalidad adlcional. 8@ proporcionan anticuerpos o
fragmentos de enlace de epitope de los mismos que comprende por
lo menos una regién de determinacién complementaria que tiene una
secuencia de aminoécido seleccionada a partir del grupo que

comprende SEC ID NOs: 1-8:

SYYi{H (SEC ID NO: 1),
VIYPGNDDISYNQKFXG (SEC ID NO: 2), en donde X es K 0 Q,
EVRLRYFODV (SEC ID NO: 3),
KSSQSVFFSSSQKNYLA (SEC ID NO: 4),

WASTRES (SEC ID NO: 5),

HQYLSSRT (SEC ID N‘O : 8),

y que tiene la habilidad para enlazar CD33.

En una modalidad adlclonal, se proporcionan anticuerpos o

=y
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fragmentos de enlace de epitope de los mismos que comprenden por
lo menos una regién variable de cadena pesada y por ioc menos una
region variable de cadena ligera, en donde dicha region variable de
cadena pesada comprende tres regiones de determinacion
complementaria que tienan secuencias de aminoécidos representadas

por SEC ID NOs: 1-3, respectivamente,

SYYIH (SEC ID NO: 1),
VIYPGNDDISYNQKFXG (SEC ID NO: 2), en donde X es K 0 Q,
EVRLRYFDV (SEC ID NO: 3),

y en donde la regién variable de cadena ligera comprende tres
regiones de detarminacién complementaria que tienen sacuencias de

aminoédcidos representadas por SEC ID NOs: 4-8, respectivamente,

KSSQSVFFSSSQKNYLA (SEC ID NO: 4),
WASTRES (SEC ID NO: 5),
HQYLSSRT (SEC ID NO: 8).

En una modalidad adicional, se proporcionan anticuerpos que
tienen una regién variable de cadena pesada que tiene una
secuencia de aminoécido que comparte por |o menos 90% de
identidad de secuencia con una secuencia de aminoécido

representada por SEC ID NO: 7:

QVQLQQPGAEWKPGASVKMSCKASGYTFTSYYIHWIKQTPGQGLEW

\©
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VGVIYPGNDDISYNQKFKGKATLTADKSSTTAYMQLSSLTSEDSAVYY
CAREVRLRYFDVWGAGTTVTVSS,

de manera més preferible 95% de identidad de secuencia con SEC ID
NO: 7. de manera més preferible 100% de identidad de secuencia
con SEC ID NO: 7.

De manera similar, se proporcionan anticuerpos que tienen una
ragién variable de cadena aligera que tiene una secuencia de
aminoficido que comparte por lo menos el 90% de identidad de
secuencia con una secuencia de aminodcido representada por SEC

ID NO: 8:

NIMLTQSPSSLAVSAGEKVTMSCKSSQSVFFSSSQKNYLAWYQQIPGQ
SPKLLIYWASTRESGVPDRFTGSGSGTDFTLTISSVQSEDLAIYYCHQY
LSSRTFGGGTKLEIKR,

de manera méas preferible 85% de identidad de secuencia con SEC ID
NO: 8, de manera méas preferible del 100% de identidad de secuencia
con SEC ID NO: 8.

En una modalldad adicional, se proporcionan anticuerpos que
tienen una regiéon variable de cadena pesada humanizados o
recubiertos que comparte por |0 menos el 90% de Identildad de
secuencia con una secuencia de aminodcido representada por SEC

ID NO: 9:

QVQLQQPGAEVVKPGASVKMSCKASGYTFTSYYIHWIKQTPGQGLEW
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VGVIYPGNDDISYNQKFQGKATLTADKSSTTAYMQLSSLTSEDSAVYY
CAREVRLRYFDVWGQGTTVTVSS,

de manera més preferible del 85% de identidad de secuencia con
SEC ID NO: 8, de manera mas preferible del 100% de Identidad de
saecuencia con SEC ID NO: 9.

De manera similar, se proporcionan anticuerpos que tienen una
regién variable de cadena ligera humanizados o recubiertos que
comparte por lo menos el 90% de Identidad de secuencla con una

secuencia de aminodcido que corresponde a SEC ID NO: 10:

EIVLTQSPGSLAVSPGERVTMSCKSSQSVFFSSSQKNYLAWYQQIPGQS
PRLLIYWASTRESGVPDRFTGSGSGTDFTLTISSVQPEDLAIYYCHQYLS
SRTFGQGTKLEIKR,

de manera més preferible del 85% de identidad de secusencia con
SEC ID NO: 10, de manera més preferible del 100% de identidad de
secuencia con SEC ID NO: 10.

En una modalidad adicional, la presente invencién proporciona
inmunoconjugados que comprenden un fdrmaco o proféarmaco unido
de manera covalente, directamente o por medio de un enlazador
divisible o no divisible, para un anticuerpo o fragmento de enlace de
epitope del mismo de Ia presente Invencién. En modalidades
preferidas, el farmaco o profarmaco es un farmaco o profdrmaco
citotéxico tal como un maitansincide, un taxoide, CC-1085, un

analogo CC-1085, dolastatina y un andlogo de dolastatina.
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En una modalidad adicional, la presente invencién proporciona
una composiciébn que comprende un anticuerpo o fragmento de
epitope del mismo de la presente invencién y un farmaco o
profarmaco.

En una modalidad adicional, la presente invencién comprende
composiciones farmacéuticas que comprenden un anticuerpo,
fragmento de enlace de epitope del mismo o inmunoconjugado de la
presente invencién, ya sea solo o en combinacién con un farmaco o
profarmaco u otro agente terapéutico, en presencia de uno o mas
agentes farmaceuticamente aceptados.

En una modalidad adicional, la presente invencién proporciona
un anticuerpo o fragmento de enlace de epitope del mismo que esta
etiquetado para uso en aplicaciones de investigacién o diagnéstico.
En modalidades preferidas, |la etiqueta es una etiqueta de biotina,
una etiqueta de enzima, una radio-etiqueta, un fluoroforo, un
croméforo, un agente de formacién de imagen o un 16n metalico.

En una modalidad adicional, la presente invencién proporciona
métodos para inhibir e! crecimiento de una célula que expresa CD33
a través del uso de un anticuerpo, fragmento de enlace de epitope
del mismo o inmunoconjugado de la presente invencioén, ya sea solo
o en combinacién con un fdrmaco o profdrmaco u otro agente
terapéutico, ya sea solo o en presencia de uno o més agentes
farmaceuticamente aceptados.

En una modalidad adiclonal, 1a invencién proporciona métodos
para el tratamiento de un sujeto que tiene una enfermedad en donde

se expresa CD33 que comprende la administracién de un anticuerpo,

\%
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un fragmento de enlace de epitope del mismo o inmunoconjugado de
la presente invencién, ya sea solo o en combinacién con otro
farmaco o profédrmaco u otro agente terapéutico, ya sea solo o0 en
presencia de uno o més agentes farmaceulticamente aceptados. La
enfermedad puede ser una o méas de, por ejemplo, sindrome
mielodispldstico (MDS), leucemia mlelcide aguda (AML), leucemia
mieloide crénica (CML) y leucemia pro-mielocitica (PML), u otra
enfermedad por ser determinada en la cual se expresa CD33.

Los métodos de tratamiento incluyen aplicaclén in vivo, ex vivo
@ in vitro de Ilos anticuerpos, fragmentos de anticuerpo e
inmunoconjugados de la presente Invancién, ya sea solo o en
combinacién con un farmaco o profadrmaco u otro agente terapéutico,
ya sea solo o en presencia de uno o més agentes farmacedticamente
aceptados.

En una modalidad adicional, se proporciona un método para
determinar sl una muestra biolégica contiene o no una célula
cancerigena mielogénica en donde una muestra biolégica se pone en
contacto con un reactivo de diagnodstico, tal como un anticuerpo
atiquetado o fragmento de enlace de epitope del mismo de la
presente invencidon, y se detecta la distribucién del reactivo dentro |a
muestra. Este matode puede ser utllizado para dlagpostlcar un
cancer tal como una leucemia mielolde aguda (AML), leucemia
mieloide crénica (CML) y leucemia pro-mielocitica (PML).

En una modalidad adicional, se proporcionan anticuerpos o
fragmentios de enlace de epltope de los mismos de la presente

invencién que tienen propiedades mejoradas. Por ejemplo, los

\4
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anticuerpos o fragmentos de enlace de epitope de los mismos que
tienen afinidad mejorada para CD33 pueden ser preparados por las
técnicas estdndar de inmunizacidén animai, formacién de hibridoma y
seleccién de anticuarpos con caracteristicas especificas.

También se pueden preparar anticuerpos mejorados por medio
de maduracién de afinidad de un anticuerpo o fragmento de enlace
de epltope del mismo de la presente invenclén a través de, por
ejemplo, mutagénesis dirigida de sitio mediada por oligonuciéotido,
mutag&nesls de casete, radistribucién PCR, ADN susceptible a error
y uso de cepas de mutador de E. coli.

En una modalidad adicional, la presente invencion proporciona
polinucledtido que codifican los anticuerpos o fragmentos de eniace
de epitope de ios mismos de la presente invencidn, vectores
recombinantes que combrendon fos polinucleétidos, céluias huésped
transformadas con los vectores recombinantes y métodos para
producir dichos anticuerpos y fragmentos de enlace de epitope de los
mismos por medio del cultivo de dichas células huésped.

En una modalldad final, la presentes invencién proporciona un
método para obtener CD33 a partir de material biolégico utilizando
un anticuerpo o fragmento de enlace de epitope del mismo de la

presente invencién.
RE CR 10N D1

La Figura 1 muestra los resuitados de un experimento de

enlace de competencia en el cual se ensayo el enlace del anticuerpo
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123|_gtiquetado My9-8 (3 x 10-8 M) a las células U-937 CD33-
positivas en presencia de concentraclones crecientes ya sea de
anticuerpo My8 o My8-6.

La Figura 2 muestra la cartilla degenerada My9-8 para la
secuencia de sefial de cadena ligera. _

La Figura 3 muestra los nombres de archive de las estructuras
de anticuerpo 127 a partir de la base de datos Brookhaven que se
utilizaron para pronosticar la superficie de la regién variable muMy9-

A

La Figura 4 muestra la cartilla PCR utilizada para construir las

versiones 16 recubiertas My9-6 asi como anticuerpo My9-6
quiméricos.

La Figura 5 muestra los plasmidos utilizados para construir y
expresar ios anticuerpos humanizados. (A): el plasmido de clonacién
de cadena ligera. (B): el plasmido de clonaclén de cadena pesada.
{C): el plasmido de expresién de anticuerpo de mamifero.

La Figura 8A muestra los resuitados de secuenciamiento Edman
comparados con la secuencia de aminodcido derivada a partir de
clones generados de ADN complementario RT-PCR para cadena
ligera muMy$8-8.

La Figura 6B muestra los resuitados a partir del analisis de
secuencia MS-MS de los fragmentos péptido 1319 Da y 1122 Da que
contienen secuencias CDR1 y CDR2 respectivamente. Las
secuencias CDR estan en negrillas.

La Figura 7 muestra 1os resultados a partir del andlisis de

secuencia MS-MS del péptido 1788 Da y la secuencia
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correspondiente derivada a partir de dos clones cADN.

La Figura BA muestra la secuencia cADN y |la secuencia de
aminodcido deducida de la regiéon variable de cadena ligera para el
anticuerpo para el anticuerpo My9-8 murina. Los tres CDRs estéan
subrayados.

La Figura 8B muestra la secuencia cADN y la secuencia de
aminoécido deducida de la regién variable de cadena pesada para el
anticuerpo My9-6 murina. Los tres CDRs estan subrayados.

La Figura ® muestra [os CDRs de cadena ligera y pesada como
se determina por medio de las definiciones Kabat.

La Figura 10 muestra la secuencia de aminodcido de cadena
ligera y pesada para el anticuerpo My9-8 murina alineada con las
secuencias germLine para los genes 8-27 y V102. Los puntos (.)
indican la identidad de secuencia.

Las Figuras 11A & B muestran las diez secuencias de
anticuerpo de cadena ligera (A) y de cadena pesada (B) més
homélogas a las secuencias muMy9-8 que tienen archivos
solucionados en la base de datos Brookhaven. Las secuencias estén
alineadas en orden de mayor a menor homologia.

Las Figuras 12A & B muestran la accesibilidad promedio para
cada posicién Kabat de las cadenas ligera (A) y pesada (B) del
anticuerpo muMy®-8. Las accesibilidades relatlvas- para cada
posicion Kabat de las diez secuencias de cadena ligera y pesada
més homoélogas se promediaron y se presentan a lo largo de! eje x.

La Figura 13A muestra las accesibilidades de solvente de

residuo para las diez estructuras de cadena ligera m&s homélogas,
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calculadas con el software MC, y muestra los promedios para cada
posicién Kabat, tabulados con Excel. Esta tabla presenta los datos
para posiciones non-CDR con accesibilidades de solvente promedio
mayoras al 25%. Un residuo de superficie estd definido como un
residuo con méas de un 30% de acqesibilidad de solvente promedio.
Las posiciones con 25%-35% de accesibilidades promedio fueron
analizadas adicionaimente por medio del calculo de accesibilidades
promedio de estructuras solamente con residuos idénticos en esa

posicién asi como en las dos posiciones de lado en cualquier lado.

.NA so refiere a posiciones de lado idénticas no disponibles. Las

posiciones 15 y 70 requirieron de calculos adicionales para llegar a
los pronésticos de superficle finales dadas en la dltima columna.

La Figura 13B muestira las accesibilidades de solvente de
reslduo para las diez estructuras de cadena pesada mds homdlogas,
calculadas con el software MC, y muestra los promedios para cada
posicién Kabat, tabulados con Excel. Esta tabla presenta [os datos
para posiciones no-CDR con accesibilidades de solvente promedio
mayores del 25%. Un residuo de superficie esta definido como un
residuo con méas de un 30% de accesibilidad de solvente promedio.
Las posiciones con 25%-35% de accesibilidades promedio fueron
analizadas de manera adicional por medlo del célculo de
accesibilidades promedio de estructuras solamente con residuos
idénticos en esa posicion asi como en las dos posiciones de flanco
en cualquier lado. NA se refiere a posiciones de flanco |dénticas no
disponibles.

La Figura 14 muestra los residuos de superficie de estructura
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My®9-8 que quedan dentro de 5§ A de un rasiduo CDR.

La Figura 15 muestra las cinco secuencias humanas superiores
extraldas a partir de la base de datos Kabat. Las allneaciones se
generaron por medio de SR (Pedersen, 1963). Los residuos muMy9-8
que quedan dentro d-e S‘A de un CDR estén subrayados.

Las Figuras 16A & B muestran las 186 secuencias de regién
variable de cadena ligera My8-8 humanizadas (A) y las 18
secuencias de region variable de cadena pesada My9-8 humanizadas
(B) alineadas con murina My$8-8. Los puntos (.) representan identidad
de secuencia con {a versién humanizada 1.0. Los residuos de
superficie que difieren en My9-8 murina y humano estén subrayados.

La Figura 17 muesira los valores My9-8 Kp calculados por
ensayo de enlace directo en membranas HL-80 y células enteras HL-
60, asi como ensayo de enlace competitivo en membranas HL-860. N =
3 excepto para * en donde N = 2.

La Figura 18 muestra las cur'ves de enlace para huMy9-8V1. 0.
(A): enlace directo sobre membranas HL-80 (B): enlace directo en
células enteras HL-80. (C): enlace competitivo en membranas HL-80.

La Figura 19 muestra una comparacién de enlace de My®8-8-
DM1 con anticuerpo My9-8 en céluias HL-60.

La Figura 20 muestra la citotoxicidad in vitro de My9-86-DM1
hacia células tumorales humanas que expresan CD33.

La Figura 21 muestra los resultados de los experimentos de
eficacia de My9-6-DM1 en ratones SCID que tienen xenoinjertos HL-
60. Se evalud el efecto de My8-8-DM1 (A) y anticuerpo My®9-8 no

modificado (C) en el crecimiento de los tumores HL-80. El peso
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corporal del ratén fue monitoreado como una indicacién de
citotoxicidad (B, D).

La Figura 22 muestra una comparacidon de la eficacia de My9-6-
DM1 con la medicina libre maitansina en ratones SCID que tienen
xenoinjertos HL-80 (A). E! peso corporal del ratén fue monitoreado
como una Iindicacién de toxicidad (B). Los tumores recurrentes en
dos ratones tratados fueron tratados con un Segundo curso de My$9-
6-DM1.

Las Figuras 23 A & B muestran una comparacién de la eficacia
anti-tumoral de My9-8-DM1 con quimioterapia estdndar en ratones
SCID que tienen xenoinjertos HL-80 grandes (A). El peso corporal del
ratén fue monitoreado como una indicacién de toxicidad (B). Los
tumores recaidos en dos ratones tratados fueron tratados
nuevamente con un segundo curso de My8-6-DM1.

Las Figuras 24A & B muestran la eficacia anti-tumoral de My8-
8-DM1 en comparacién con ozogamicina Gentuzumab y quimioterapia
estdndear en un mgdelo HL-80 subsistente. Las céluias HL-80 fueron
inyectadas por via intravenosa dentro de los ratones SCID. Los
tratamientos indicados se iniciaron 11 dias después de la inyeccién
de Jlas células. lLos tratamientos fueron por via intravenosa

diariamente x 5 excepto para la ozogamicina Gentuzumab (Q4Dx3).
c 1ION TALL DE INVENCION

La presente invencién proporciona un anticuerpo murina anti-

CD33 novedoso y versiones humanizadas de este anticuerpo. Se
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A\

proporcionan ademas anticuerpos que comprenden uno o méas de los
CDRs del anticuerpo de murina anti-CD33 o versién humanizada del

mismo que reconoce de manera especifica y se enlaza a CD33.

Anticuerpo de Murina My9-6

El anticuerpo murina anti-CD33 de |a presente invencldn,
designado de manera variada en la preasente como "My8-8", "murina
My8-6" y "muMy9-6", estd completamente caracterizado con respecto
a |la secuencia de aminoédcido germiine putativa de ambas regiones
variables de cadena ligera y de cadena pesada (Figura 10),
secuencias de aminoécido de ambas regiones variables de cadena
ligera y pesada (Figuras 8A & B), la ldentificacién de los CDRs
(Figure 9), la Identificacion de aminodcidos de superficie (Figuras
13A & B), y medios para su expresion en forma recombinante.

Ademéds el anticuerpo My9-8 ha sido caracterizado
funcionaimente y mostré enlace con alta afinidad a CD33 en la
superficie de células U-937 CD33-positivas (Figura 1). My9-6
etiquetado-121 | se enlaza a células U-837 y compitiendo con las
células por medic de My9-8 no etiquetado y e! anticuerpo My$9 anti-
CD33 caracterizado previamente (BioGenex, cat. no. 267M).

El término "regién variable® se utiliza en la presente para
describir ciertas porciones de las cadenas pesadas y de las cadenas
ligeras del anticuerpo que difleren en secuencia entre los
anticuerpos y que cooperan en ol enlace y la especificidad de cada

anticuerpo particular para su antigeno.
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Usuaimente la variabllidad no estéd distribuida de manera
uniforme a través de las regiones variables del anticuerpo. De
manera comun esta concentrada dentro de tres sagmentos de una
regién variable llamada regiones de determinacién complementaria
(CDRs) o regiones hjpervariables, tanto en las regiones variabies de
cadena ligera como de cadena pesada. Las porciones méis altamente
conservadas de las regiones variables reciben el nombre de regiones
de estructura. Las regiones variables de cadenas pesada y ligera
comprenden cuatro regiones de estructura, que adoptan en gran
medida una configuracion de hoja beta, con cada region de
estructura conectada por las tres CDRs, las cuales forman ciclos
que conectan la estructura de hoja beta, y en algunos casos forman
parte de |la estructura de hoja beta. Las CDRs en cada cadena son
sostenidas en estrecha proximidad por las regionaes de estructuras y
con las CDRs de la otra cadena, contribuyen a la formacién del sijtito
de enlace de antigeno de loa anticuerpos (E. A. Kabat et al.
Secuences of Proteins of Immunological Interest, Fifth Edition, 1991,
NIiH).

The regiéln "constante" no esta Involucrada directamente en el
enlace de un anticuerpo a un antigeno, aunque exhibe varias
funciones del determinante, tal como la participacién del anticuerpo

en la toxicidad celular dependiente de anticuerpo.
Anticuerpo My9-8 Humanizado

Se han preparado también las versiones humanizadas de My8-



10

15

25

20

68, designadaes de manera variada en |a presente como "huMy9-8°, y
"My9-8 humanizado®.

El objetivo de la humanizacién es una reduccién en la
inmunogenicidad de un anticuerpo xenogénico, tal como e! anticuerpo
de murina, para la introduccién en un ser humano, en tanto que
mantiene la afinidad de eniace de antigeno completa y la
especificidad del anticuerpo.

Los anticuerpos humanizados pueden ser producidos utilizando
varias tecnologias tales como recubrimiento e injerto de CDR. Como
se utiliza en la presente, la tecnologia de recubrimiento emplea una
combinacién de modelado molecular, andlisis estadistico vy
mutagénesis para alterar las superficies no-CDR de las regiones
variables del anticuerpo para asemejarse a las superficles de
anticuerpos conocidos del huésped meta.

Las estrategias y métodos para el recubrimiento de anticuerpos
y otros métodos para reducir ja inmunogenicidad de los anticuerpos
dentro de un huésped diferente, se describen en |la Patente de los
Estados Unidos de Norteamérica 5,639, 641 (Pedersen et al.), la cual
estd incorporada a la presente en su totalidad mediante referencia.
En pocas palabras, en un método preferido, (1) se generan
alineaciones de posicién de un depésito de regiones variablies de
cadena pesada y de cadena ligera de anticuerpo para proporclionar
un conjunto de posiciones expuestas de superficie de estructura de
region variable de cadena pesada y ligera en donde ias posicionas
de alineacién para todas las regiones variables son por lo menos

aproximadamente 98% idénticas; (2) se define un conjunto de

P
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residuos de aminocacido expuestos de superficie de estructura de
regién varlable para un anticuerpo de roedor (o fragmento del
mismo); (3) se identifica un conjunto de residuos de aminodacido
expuestos de superficie de estructura de region variable de cadena
pesada y ligera que son més estrechamente idénticos al conjunto de
residuos de aminodcido expuestos de superficie de roedor; (4) el
conjunto de residuos de aminodcido expuestos de superficle de
estructura de regién variable de cadena pesada y ligera definidos en
la etapa (2) es sustituido con el conjunto de residuos de aminodcido
expuestos de superficle de estructura de regién variable de cadena
pesada y ligera identificados en la etapa (3), excepto para aquelios
residuos de aminodcido que estdn dentro de 5A de cualquier dtomo
de cualquier residuo de las regiones de determinacion
complementarias del anticuerpo de roedor; y (5) se produce el
anticuerpo de roedor humanizado que tiene especificad de enlace.
Los anticuerpos pueden ser humanizados utilizando una
variedad de otras técnicas Incluyendo injerto CDR (EP 0 230 400;
WO 91/08967; Patentes de los Estados Unidos de Norteamérica Nos.
5,530, 101; y 5,585, 089), revestimiento o recubrimiento (EP 0 592
106; EP 0 519 596; Padian E. A., 1981, Molecular imnunclogy 28
(47/5): 489-498; Studnicka G. M. ot al., 1994, Protein Engineering 7
(6): 805-814; Roguska M. A. et al., 1994, PNAS 81: 069-973), y
redistribuciéon de cadena (Patente de I[os Estados Unidos de
Norteamérica No. 5,565, 332). Los anticuerpos humanos pueden ser
generados a través de una variedad de métodos conocidos en Ila

técnica incluyendo métodos de despliegue de fago. Véanse también
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las Patentes de los Estados Unidos de Norteamérica Nos. 4,444,
887.4, 716,111, 5,545, 8068, y 5,814, 318; y los nameros de
publicacién de solicitud de patente internacional WO 98/468845, WO
98/50433, WO 98/24883, WO 88/16854, WO 96/34096, WO 96/33735,
y WO 981/10741 (dichas referenclas incorporadas a la presente
mediante referencia en su totalldad).

Como se describe de manera adicional en la presente, las
CDRs de My®9-8 fueron Identificadas por medio de modelado y se
pronosticaron sus estructuras moleculares. Los anticuerpos My9-6
humanizados fueron preparados después y han sido completamente
caracterizados. Las secuencias de aminodcido de las cadenas ligera
y pesada de un numero de anticuerpos huMy9-6 se muestran en la
Figura 18A y 16B. Los valores de enlace comparativos para
anticuerpos de murina y My9-86 humanizados se proporcionan en la

Figura 17. Las curvas de enlace se muestran en la Figura 18.

Fragmentos de Enlace de Epitope de los Anticuerpos My9-6

Aunque los fragmentos de enlace de epltope del anticuerpo
My9-8 de murina y los anticuerpos My9-8 humanizados se describen
on la presente por separado del anticuerpo My9-8 de murina y las
versiones humanizadas del mismo, se comprende que el término
*anticuerpo” o "anticuerpos” de la presente invencién pueden inclulr
tanto los anticuerpos muMy®9-6 de longitud completa como los huMy9-
8 asi como los fragmentos de enlace de epitope de escs anticuerpos.

Como se utilizan en la presente, "fragmentos de anticuerpo”



10

15

25

23

incluyen cualquier porcién de un a.ntlcuerpo que retiene la habilidad
enlazarse a CD33, denominados de manera general como
"fragmentos de enlace de eplitope.” Los ejemplos de fragmentos de
anticuerpo incluyen de manera preferible, pero sin limitarse a, Fab,
Fab' y F(ab'),, Fd, Fvs (scFv) de cadena simple, anticuerpos de

cadena simple, Fvs (sdFv) enlazados con disulfuro y fragmentos que

comprenden ya sea un dominio V. 0 Vy. Loa fragmentos de enlace de

epitope, que incluyen anticuerpos de cadena simple, pueden
comprender la(s) regién(es) variable(s) sola(s) o en combinacién con
ia totalidad o una porcién de la siguiente: regién de articulacion,
dominios Cu1, Cu2, y Cu3.

Dichos fragmentos pueden contener uno o ambos fragmentos

Fab o el fragmento F(ab');. De manera preferible, los fragmentos de

anticuerpo contiene las seis CDRs de! anticuerpo completo, aunque
los fragmentos que contienen menos de dichas regiones, por ejemplo
tres, cuatro o cinco CDRs, también son funcionales. Ademés, los
equivalentes funcionales pueden ser o pueden combinar miembros de
una de las siguientes ciases de inmunoglobulina: IgG, IgM, IgA, IgD,
o IgE, y las subclases de las mismas.

Los fragmentos Fab y F{ab'), pueden ser producidos por madio
de division fotovoltaica, utilizando enzimas tales como papaina
(fragmentos Fab) o pepsina (fragmentos F(ab')z).

Los fragmentos FVs (scFvs) de cadena simple son fragmentos
de enlace de epitope que contlenen por lo menos un fragmento de
una regién variable de cadena pesada de anticuerpo (V) enlazada a

por lo menos un fragmento de una regién variable de cadena ligera

2Px

70
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de anticuerpo (V.). El enlazador puede ser un péptido flexible corto
soeleccionado para asegurar que el doblamiento tridimensional
adecuado de las regiones (V.) y {Vu) ocurra una vez que estén
enlazados a fin de mantener la especificidad de enlace de Ila
molécula de objetivo del anticuerpo completo a partir del cual se
deriva el fragmento de anticuerpo de cadena simple. El término
carboxilo de la secuencia (V.) o (V4) puede ser enlazado en forma
covalente por un enlazador al término aminoécido de una secuencia
complementaria (VL) y (V). Los fragmentos de anticuerpo de cadena
simple pueden ser generados por medio de clonaclién molecular,
biblioteca de desplisgue de fago del anticuerpo o técnicas similares
bien conocidas por et técnico experimentado. Esas proteinas pueden
ser producidas por ejemplo, en células eucaridéticas o células
procariéticas, incluyendo bacteria.

Los fragmentos de enlace de epitope de la presente invencién
pueden generarse ufilizando varios métodos de despliegue de fago
conocidos en la técnica. En los métodos de despliegue de fago, los
dominios de anticuerpo funcional son exhibidos en la superficie de
las particulas de fago que portan las secuehclas de polinucleétido
que las codifican. En particular, dicho fago puede ser utilizado para
exhibir los dominios de enlace de epitope expresados a partir de una
biblioteca de anticuerpo de combinacién o repertorio (e. g., humano
o murina). El fago que expresa un dominio de enlace de epitope que
enlaza el antigeno de interés se puede seleccionar o identificar con
antigeno, por ejemplo, utilizando CD33 etiquetado o CD33 enlazado

o capturado por una superficie o lecho sélido. El fago usado en esos
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métodos es tipicamente el fago filamentoso que incluye dominios de
enlace fd y M13 expresados a partir del fago con dominios de
anticuerpo Fab, Fv o FV estabilizados con disulfuro fusionados de
manera recombinante al gen de fago |l o proteina VIil de fago.
Ejemplos de métodos de despliegue de fago que se pueden
utliizar para formar los fragmentos de enlace de epitope de la
presente invencién incluyen aquellos descritos en Brinkman et al.,
1885, J. Immunol. Methods 182: 41-50; Ames et al., 1985, J.
Immunol. Methods 184: 177-186; Kettleborough et al., 1984, Eur. J;
Immunol. 24: 952-858; Persic et al., 1987, Gene 187: 9-18; Burton et
al., 1994, Advances in Immunology 57: 191-280; solicitud PCT No.
PCT/GB91/01134; publicaciones PCT WO 90/02809; WO 91/10737;
WO 92/01047; WO $2/18619; WO 93/11238; WO085/15982; WO
95/20401; y Patentes de los Estados Unidos de Norteamérica. Nos.
5,698, 428; 5,223, 408; 5,403, 484; 5580, 717; 5,427, 908; 5,750,
753; 5,821, 047; 5,571, 698; 5,427, 908; 5516, 637, 5,780, 225;
5,658, 727; 5,733, 743 y 5,969, 108; cada una de las cuales esia
incorporada en la presente mediante referencla en su totalidad.
Después de la seleccion de fago, las regiones de la
codificacién de fago los fragmentos pueden ssr aislados y utilizados
para generar los fragmentos de enilace de epltope a través de la
expresibn en un huésped seleccionado, Incluyendo células de
mamifero, células de insecto, células vegetales, levadura, y bacteria,
utilizando tecnologia ADN recombinante, por ejemplo, como se
describe en detalle a continuacién. Por ejemplo, las técnicas para

producir de manera recombinante los Fab, Fab' y F(ab’), también se
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pueden emplear usando métodos conocidos en |la técnica tales como
aquellos descritos en la publicacién PCT WO 92/22324; Mullinax et
al., 1992, BioTechniques 12 (6): 864-869; Sawai et al., 1985, AJRI
34: 28-34; and Better et al., 1988, Science 240: 1041-1043; dichas
referencias incorporadas mediante referencia en su totalidad. Los
ejemplos de técnicas que se pueden utilizar para producir Fvs de
cadena simple y anticuerpos incluyen aquelios descritos en las
Patentes de los Estados Unidos de Norteamérica Nos. 4,048, 778 y
5,258, 498; Huston et al., 1991, Methods in Enzymology 203: 46-88;
Shu et al.,, 1983,PNAS 90 : 7995-7998;Skerra et al., 1988,
Sclence240: 1038-1040.

Equivalentes Funclionales

Incluidos también dentro del alcance de la invencidn estén los
equivalentes funcionales del anticuerpo My9-8 y los anticuerpos My9-
8 humanizados. El término "equivalentes funcionales” Incluye
anticuerpos con secuencias homélogas, anticuerpos quiméricos,
anticuerpo modificado y anticuerpos artlflciales.'por ejemplo, en
donde cada equivaiente funcional estéd definido por su habilidad para
enlazarse a CD33. El técnico experimentado comprendera qué hay un
traslape en el grupo de moléculas de nominadas “fragmentos de
anticuerpo” y el grupo denominado "equivalentes funcionales"”.

Los anticuerpos con secuencias homoéiogas son aquellos
anticuerpos con secusencias de aminoacido que tienen identidad u

homologia de secuencia con secuenclas de aminoécido de los

o
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anticuerpos de murina My9-6 y My8-8 humanizados de la presente
invencién. Preferentemente la identidad esta con la secuencia de
aminodcido de las regiones variables de los anticuerpos de murina
My9-8 y My8-8 humanizados de la presente invenclén. “ldentidad de
secuencia® y "homologia de secuencia®™ como se aplican para una
secuencia de aminodcido en la presente estda definida como una
secuencia con por lo menos aproximadamente 80%, 91%, 92%, 93%,
0 94% de identidad de secuencla, y de manera méas preferible por lo
menos de aproximadamente 985%, 96%, 87%, 958%, o 99% de
identidad de secuencia para otra secuencia de aminoéacido, como se
determiné, por ejemplo, por medio del método de biusqueda FASTA
de acuerdo con Pearson and Lipman, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85,
2444-2448 (1988).

Como se utiliza en ia presente, un anticue}po quimérico es
aquel en el cual diferentes porciones de un anticuerpo se derivan de
diferentes especies animales. Por ejemplo, un anticuerpo que tiene
una variaciéon de regidn derivada de un anticuerpo monoclional de
murina se aparea con una region constante de inmunogilobulina. Los
métodos para producir anticuerpos qulméricos estdn identificados en
la literatura eoxistente. Ver, por ejemplo, Morrison, 1985, Science
229:1202; Oi et al., 1986, BioTechniques 4:214; Gilies et al., 19889,
J. Immunol. Methods 125:191-202; U.S. Pat. Nos. 5,807,715;
4.818,567; y 4,816,397, que estdn Incorporadas a la presente
mediante referencia en su totalidad.

Los anticuerpos artificiales incluyen fragmentos de scFV,

diacuerpos, triacuerpos, tetracuerpos y mru (ver revisiones hechas

B
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por Winter, G. y Milstein, C., 1991, Naturaleza 349: 293-299;
Hudson, P. J., 1899, Current Opinion in Immunology 11: 548-557),
cada una de las cuales tienen una habilidad de entace antigen. En el
fragmento Fv de cadena simple (scFv), los dominios VH y VL de un
anticuerpo estan unidos por un péptido flexible. Por 1o regular, este
péptido de unién tiene una longitud de 15 residuos de aminoécidos.
Si la unién es més pequefia, por ejemplo de 5 aminoacidos, se
forman diacuerpos, que son reductores bivalentes de scFV. Si la
unién se reduce a menos de tres residuos aminoacidos, se forman
las estructuras trimérica y tetramérica que entonces se llaman
triacuerpos y tetracuerpos respectivamente. La unidad de enlace més
pequefia de un anticuerpo es una CDR, por lo regular CDR2 de la
cadena pesada, el cual tiene el suficiente reconocimiento especifico
y el enlace que pueden ser utilizados por separado. Dicho fragmento
se llama unidad de reconocimiento molecular o mru. Varios de esos
mrus pueden unirse con pequefios péptidos de unién, y as{ formar
una proteina de eniace artificial con mayor fuerza que un mru
sencillo.

Los equivalentes funcionales de la presente solicitud también
incluyen los anticuerpos modificados, por ejemplo, los anticuerpos
modificados por el anexo covalente de cualquier tipo de molécula al
anticuerpo. Por ejemplo, los anticuerpos modificados incluyen
anticuerpos que han. sido modificados, es decir, por glicosilacion,

acetilacién, pegilacién, fosforilacién, amidacidn, &erivatlzacién por

grupos de proteccidn/bloqueo conocidos, descomposicién

proteoiitica, unién a un ligando celular u otra proteina, etc. La unién
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covalente no previene al anticuerpo de regenerar una respuesta anti-
idiotipica. Estas modificaciones pueden lievarse a cabo por medio de
conocidas técnicas, incluyendo, mas no siendo las anicas, la
descomposicién quimica especifica, la acetilaciéon, |la formilacién, |a
sintesls metabdlica de la tunicamicina, etc. Ademéas, los anticuerpos
modificados pueden contener uno o més aminoécidos no clésicos.

Los equivalentes funcionales pueden ser producidos al
intercambiar diferentes CDR's producidos por diferentes cadenas
dentro de diferentes estructuras. Asimismo, por ejemplo, es posible
que existan diferentes clases de anticuerpos para un determinado
grupo de CDR’'s en sustitucién de diferentes clases de cadenas
pesadas, donde, por ejemplo, se pueden producir isotipos y tipos de
anticuerpos IgGl 4, IgM.,igAi-2, IgD, IgE. De Igual manera, los
anticuerpos artificiales dentro del alcance de la invencién se pueden
producir Incrustando un grupo dado de CDR's dentro de una
estructura completamente sintética.

Los equivalentes funcionales estén listos para producirse por
mutacion, ellminacién y/o insercién dentro de las secuencias de
regién constante y/o varlable que flanquean una serle particular de
CDRs, utilizando una gran variedad de métodos conocidos en el
medio.

Los fragmentos de anticuerpos y los equivalentes funcionales
de la presente invencién incluyen esas moléculas con grado
detectable de enlace a CD33, cuando se compara con el anticuerpo
MyS-8 de murina. Un grado detectable de enlace Incluye todos los

vaiores en un rango de por lo menos 10-100%, de preferencia de por

£Y
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lo menos de 75%, 80%, 85%, 90%, 95% o 9%, de la habilidad de

eniace del anticuerpo My8-68 de murina para CD33.
Anticuerpos Mejorados

Las CDRs tienen wuna importancia primaria para el
reconocimiento de! epitopes y el enlace del anticuerpo. Sin embargo,
los cambios pueden hacerse a los residuos que incluyen los CDRs
sin interferir con la habilidad del anticuerpo para reconocer y eniazar
su epitope cognado. Por ejemplo, se pueden hacer los cambios que
no afectan el reconocimiento del epitope, sino que aumentan la
afinidad de proteccién del anticuerpo para el epitope.

Por lo tanto, existen versiones mejoradas tanto de la murina
como de los anticuerpos humanizados también incluidas en el
alcance de Ia presente invencién, las cuales también reconocen
especificamente y protegen al CD33, preferentemente con una
afinidad incrementada.

Numerosos estudios han investigado los efectos de introducir
uno o més cambios de aminodcidos en varias posiciones en una
secuencla de un anticuerpo, basindose en el conocimiento de la
secuencia primarla de anticuerpos y su propiedades tal como su

enlace y nivel de expresién (Yang, W. P. et al., 1985, J. Mol. Biol.,

254 ,302-403; Rader, C. ot ail., 1988, Proc. Natl. Acad. Sci. USA,

85,8810-8915; Vaughan, T. J. et al., 1998, Nature Bilotechnology,
16,535-539).

En estos estudios, las equivalencias de Ilos anticuerpos
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primarios han sido generados al cambiar ias secuencias de la cadena
de genes ligera y pesada en las CDR1, CDR2, CDR3, o regiones
delimitadas, utilizando métodos como la mutagénesis dirigida-
mediada por sitio-de oligonucléotide, mutagénesis de casets, PCR
propenso a error, redistribucién de ADN, o cepas mutantes de E. coli
(Vaughan, T. J. et al., 1998, Nature Biotechnology, 16,535-539;
Adey, N. B. et al., 1996, Capltulo 18, pp. 277-291, en "Phage Display
of Peptides and Proteins”, Eds. Kay, B. K. et al., Academic Press).
Estos métodos utilizados para cambiar la secuencia del anticuerpo
primario han dado como resultado afinidades mejoradas de los
anticuerpos secundarios (Gram, H. et al., 19892, Proc. Natl
Acad.Sci.USA, 89,3576-3580; Boder, E. T. et al., 2000, Proc. Natl.
Acad. Sci. USA, 97,10701-10705; Davies, J. and Riechmann, L.,
1996, itninunotechnoigy, 2,1688-179; Thompson, J. et al., 1998, J.
Mol.Biol., 256,77-88; Short, M. K. et al., 2002, J. Biol. Chem.,
277,.18365-16370 Furukawa, K. et al., 2001, J Blol. ChenZ.,
2768,27822-27828).

Por medio de una estrategia dirigida similar al cambiar uno o
més residuos de aminodcidos del anticuerpo, las secuencias del
anticuerpo descritas aqui pueden utlllizarse para desarrollar
anticuerpos anti-CD33 con funciones mejoradas, incluyendo una
afinidad mejorada para el CDAa3.

Los anticuerpos mejorados también Incluyen a aquelios
anticuerpos que han mejorado caracteristicas que son preparadas
por técnicas estidndares de inmunizacién animal, formacién de

hibridoma y' seieccion para anticuerpos con caracteristicas
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especificas.

inmunoconjugados

La presente invencién también esta dirigida a los
inmunoconjugados, incluyendo Ilos anticuerpos, fragmentos de
anticuerpo, equivalencias funcionales, anticuerpos mejorados y sus
andlogos como se describen aqui, enlazados a un farmaco o
profdrmaco. Los farmacos o profédarmacos preferidos son los agentes
citotéxicos e incluyen, por ejempio, Ilos maitansinoides vy
maitansincides anélogos, taxoides, CC-1085 y CC-1085 andlogos,
dolastatina y andlogos de dolastatina.

Los inmunoconjugados se pueden preparar con métodos in
vitro. Para poder unir un farmaco o proférmaco a un'anticuerpt;. 8o
utiliza un grupo de unién. Los grupos de enlace adecuados son bien
conocidos en |la técnica e incluyen ios grupos disulfuros, grupos
tioéter, grupos ldbiles de écido, grupos foto labiles, grupos hébiles
de peptidasa y grupos esterasa labiles. Los grupos de enlace
preferidos son los grupos disulfuros y los grupos tloéter. Por
ejemplo, los conjugados se pueden construir utilizando una reaccién
de camblo de disulfuro o formando una unién entre el anticuerpo y el
farmaco o profarmaco.

Los maitansinoides y Ilos maitansinoides an@logos se
encuentran entre los agentes citotoxicos recomendados. Algunos
ejemplos de maitansinoides recomendados incluyen el maitansinol y

el maitansinol anélogo. Los maitansinoides recomendados se
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encuentran descritos en las Patentes de los Estados Unidos de
Norteamérica Nos. 4,424, 219; 4,256, 748; 4,294, 757; 4,307, 016;
4,313, 946; 4,315, 929; 4,331,598;4,381,850;4,382, 883; 4,364, 8886,
4,450, 254; 4,322, 348; 4,371,533;6,333,410,5,475,092,5,585, 499; v
5,846, 545,

Con respecto a los mailtansinoides, el grupo de enlace puede
comprender un grupo quimico reactive. En la realizacién de la
invencién recomendada, el grupo del reactivo quimico puede estar
covalentemente unido al maitansinoide por medio de una mitad de
enlace de disulfuro.

Los grupos quimicos reactivos recomendados en particular son
el éter de N-succinimidilo y el éter de N-sulfosuccinimidilo.

Los maitansinoides racomendados en particular que
comprenden un grupo de enlace que contiene un grupo quimico
reactivo son los éteres C-3 de maitansinol y sus andlogos donde la
porcién de eniace contiene un eniace de disulfuro y el grupo quimico
reactivo incluye un éter de N-succinimidilo o un éter de N-
sulfosuccinimidilo.

Muchas posiciones en ios maitansinoides pueden servir como la
posicién para llevar a cabo el enlace quimicamente de una porcién
de enlace. Por ejemplo, se espera que tanto la posicién C-3 que
tiene un grupo  hidroxilo, la posiciébn C-14 modificada con
hidroximetilo, la posicién C-15 modificada con hidroxi como Ia
posicién C-20 que tlene un grupo hidroxi sean itiles. Sin embargo,
80 recomiendan especialmente tanto la posicién C-3 como la posicién

C-3 del maitansinol.

76
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Otros enlaces quimicos incluyen los enlaces de écldos lébiles,
enlaces fotoldblles, enlaces péptidos labiles y enlaces de esterasa
léblles. La descripcién de la Patente de los Estados Unidos de
Norteamérica No. 5,208, 020, anexa, muestra la produccion de
maitansinoides que tienen dichos enlaces.

Como se describe con detalle més adelante, el
inmunoconjugado My8-86-DM1 utiliza maitansinoide que contiene tlol
(DM1). E1 DM1 esté representado por la siguiente f6rmula estructural
(1):

6

Los taxanos son agentes citotdxicos recomendados. Los
taxanos adecuados para utilizarse en la presente invencién estén
divulgados en las patentes de los Estados Unidos de Norteamérica
Nos. 6,372, 738 y 8,340, 701.

Los conjugades de los taxanos de ia invencién y un agente
protector de célula se pueden formar utilizando cualquiera de las
técnicas conocidas hasta ahora o desarrolladas méas adelante. En
USP 5,418, 064 y USP 5,475, 092 se ensefian numerosos métodos de
conjugacioén.

El CC-1085 y sus andlogos son farmacos citotéxicos

recomendados para uso en la presente invencién. CC-1085 y sus
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andlogos se encuentran descritos en las Patentes de los Estados

'Unldos de Norteamérica No. 6,372, 738; 6,340, 701; 5,846, 545; y

5,585, 499. CC-1085 as un potente antibiético anti-tumoral aislado
de! caldo de cultivo del Streptomyces zelensis. CC-10865 es
aproximadament‘e 1000-veces méas potente in vitro que {os fdrmacos
anti-cancerigenos usados comiunmente, como Ia doxorublcina,
metotrexato y vincristina (B.K. Bhuyan et al, Cancer Res., 2, 3532-
3537(19882)). |
También los fﬁrmapos como el metotrexato, daunorubicina,
doxorubicina, vincristina, vinblastina, melfalan, mitomicina C,
clorambucil, caliqueamicina, dolastatina y analogos de dolastatina
son apropiados para la preparacién de conjugados Las moléculas de
los fdrmacos también pueden unirse a las moléculas de los
anticuerpos a través de una molécula de acarreo intermediaria como

el suero de albamina.
Inhibiclén del crecimlento de células que expresan CD-33

En la presente invencién también se incluyen métodos para
inhiblr el crecimiento de las células que expresan CDJ3. Estos
métodos utilizan los anticuerpos o Inmunoconjugados de la prasente
invencién, asli como los anticuerpos 0 inmunoconjugados de la
presenta invencién en conjunto con uno o méas agentes terapéuticos
adiclonales. Los agentes terapéuticos aproplados incluyen a aquellos
que inhiben directa o Indirectamente el crecimiento de la célula de

expresiéon CD33.

'gl’
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Como se utilizan en la presente los términos “inhibir" e
"inhibicién se deberad entender que incluyen cualquier efecto
inhibidor en el crecimiento de la célula incluyendo la muerte de ila
célula. Los efectos Inhibidores incluyen efectos secundarios, efectos

sostenidos y efectos permanentes
Aplicaciones Terapéuticas

La presente invencién también incluye Ilas aplicaciones
terapéuticas de los anticuerpos o inmunoconjugados de la presente
invencién donde los anticuerpos o inmunoconjugados pueden ser
administrados a un sujeto, en una dosis farmaceGticamente
aceptable. Pueden ser administradas via intravenosa como un bolo o
mediante una infusién continua por un periodo, via intramuscular,
subcutdnea, intra-articular, intrasinovial, intratecal, oral, toplcal, o
por rutas de inhalacién. También pueden administrarse por ruta
intratumoral, peritumoral, intralesional o perilesional, para ejercer
efectos locales asi como efectos terapéuticos sistémicos.

Una dosis farmaceiticamente aceptable generaimente incluiria
un agente farmacedlticamsnte aceptable como un portador, un
diluente y un excipiente. Estos agentes son bien conocldos y el
agente més aproplado lo determinardn aquelios expertos en la
materia conforme la situaciéon clinica lo garantice. Algunos ejemplos
de portadores, diluentes y/o excipientes adecuados incluyen: (1) EIl
PBS (solucién salina regulada con fosfato de Dubelcco), pH - 7.4

aproximadamente, que contiene aproximadamente 1 mg/mli a 25

29
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mg/m! suero de albimina humana, (2) 0.9% solucién salina (0.9% w/v
NaCl), y (3) 5% (w/v) dextrosa.

En otras aplicaciones terapéuticas, Ilos anticuerpos o
inmunoconjugados de la Invencién son co-administrados con uno o
més agentes terapéuticos adicionales. Los agentes terapéuticos son
aquellos agentes que buscar matar o limitar el crecimiento de las
células cancerigenas haciendo el minimo dafio posible al huésped.
De este modo, dichos agentes pueden aprovecharse de cualquier
diferencia en las propiedades de las céluias cancerigenas (por
ejemplo, metabolismo, vascularizacién, presentaclén antigen con
superficie celular) en contraste con las células sanas del huésped.

Las diferencias en Ila morfologia del tumor son situaciones

potenciales para una intervencién. Por ejemplo, el agente terapéutico

puede ser un anticuerpe como un anticuerpo anti-VEGF que es atii
pare retardar la vascularizacién del interior de un tumor sélido, por
lo que disminuye su rango de crecimiento.

Los agentes terapéuticos adecuados incluyen, méas no estén
limitados a otros, agentes citotéxicos o citoestaticos. El Taxol es un
agente terapéutico preferido que también es un agente citotéxico.
Otros agentes terapéuticos incluyen, méas no estan limitados a otros,
adjuntos como el granisetron HCL, inhibidores andrégenos como el
acetato de leuprolida, antibiéticos como doxorubicina, antlestrégenos
como el tamoxifen, antimetabolitos como .el interferén alfa-2a,
inhibidores de enzimas como el inhibidor de ras farnesil-transferasa,
inmunomoduladores como alddsleuquina. y derivados de moitaza del

nitrégeno como el meifalan HCI, y otros similares.
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Cuando se presenta en una forma de dosis acuosa, en vez de
llofilizada, el anticuerpo por lo regular se formula en una
concentracién de aproximadamente 0.1 mg/ml a 100 mg/ml, aunque
1] permité amplia variacién fuera de los rangos. Para el tratamiento
de la enfermedad, la dosis de anticuerpo o conjugado apropiada
dependerd del tipo de enfermedad a ser tratada, como se definié
anteriormente, la gravedad y curso de la enfermedad, ya sea que los
anticuerpos sean administrados con fines preventivos o terapéuticos,
el curso de la terapia previa, la historla clinica del paciente y su
respuesta al anticuerpo, y la discrecién del médico que atiende. El
anticuerpo es susceptible de administrarse al paciente de una sola
vez 0 en una serie de tratamientos.

Dependiendo del tipo y gravedad de la enfermedad, |la dosis a
administrar como Inicial al paciente serd de aproximadamente 0.015
a 15 mg. de anticuerpo/kg. del peso del pacie.nte. ya sea, por
ejemplo, en una o0 mas administraciones por separado, o por infusién
continua. Para administraciones repetidas durante varios dias o
prolongadas, dependiendo de la condicién, el tratamiento se repite
hasta que ocurra una supresiéon deseada de los sintomas de la
enfermedad. Sin embargo, no se excluye poder utilizar otras dosis
utiles para el tratamiento.

Las aplicaciones terapéuticas de la presente invencién Iincluyen
métodos para tratar un sujeto con una enfermedad. Las
enfermedades que se tratan con los métodos de |a presente
invencién son aquellas que se caracterizan por la expresién de

CD33. Dichas enfermedades incluyen sindromes mlielodisplédsticos
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(MDS) y cénceres como la leucemia misloide aguda (AML), la
leucemia mieloide crénica (CML), y la leucemia pro-mielocitica

(PML). Los expertos entenderdn que los métodos de la presente

‘invencién también pueden ser utilizados para tratar otras

enfermedades que se describen méas adelante caracterizadas por la
expresion de CD33.

Las aplicaciones terapéuticas de la presente invencién también
pueden practicarse In vifro y ex vivo

Algunos ejempios de los usos in vitro incluyen la purificacién
de poblaciones de células contaminadas con células CD33 positivas
como lo son las de la linea mieloide. El método consiste en cuitivar
las poblaciones de células en presencia de un inmunoconjugado
citotéxico My9-8 y después quitar las células CD33 poslitivas
muertas. Las condiclones para utilizar un in vitro no clinico son bien
conocidas (ver, . g., Uckun et al, 19868, JExp. Med. 183,347-368;
Uckun et al., 1985, J; Immunol. 134, 3504-3515; Ramakrishnan et al.,
1985, J Itnrnuiaol. 3816-3822).

Ejemplos del uso clinico ex vivo incluye el tratamiento de la
médula ésea autdioga antes de aplicar la infusiébn en el mismo
paciente para eliminar las células mieloldes malignas o enfermas

(Roy D. C. et al., 1995, J. Clin. Immunol. 15, 51-57).

Aplicacliones del Diagnéstico e Investigacién

Ademis de los usos terapéuticos de los anticuerpos discutidos

aquli, los anticuerpos de la presente invencién se pueden emplear en
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muchos diagnésticos conocidos y aplicaciones de investigaciéon. Los
anticuerpos de la presente invencién pueden utilizarse, por ejemplo,
en ia purlficacién, deteccién, y seflalamiento dal CD33, incluido tanto
en ol método de diagnéstico /In vitro como in vivo. Por ejemplo, los
anticuerpos se pueden utilizar en inmuno ensayos para medir los
niveles cuantitativos y cualitativos del CD33 expresado por las
células en muestras biolégicas. (Ver, por ejemplo., Harlow et al.,
Antibodies: A Laboratory Manuat! (Cold Spring Harbor Laboratory
Press, 2nd ed. 1988), incorporada aqui mediante referencia en su
totalidad.

Los anticuerpos de la presente invencidén se pueden utilizar,
por ejemplo, en ensayos de enlaces competitivos, ensayos de
intercalacién directos e indirectos, y ensayos de inmunoprecipitacion
(Zola, Monoclonal Antibodies: A Manual of Techniques, pp. 147-158
(CRC Press, inc., 19887).

Los anticuerpos de la invencién también son Gtiles para la
formacién de imagen in vivo, en donde un anticuerpo etiquetado con
una mitad detectable como un agente radio-opaco o radio is6topo es
administrado a un sujeto, de preferencia dentro del torrente
sanguinea, y se ensaye la presencia y localizacién de! anticuerpo
etiquetado en el huésped. Esta técnica de formacién de imagen es
titil en las etapas y el tratamiento de las enfermedades. El anticuerpo
puede etiquetarse con una porcién que es detectable en el huésped,
ya sea por medio de resonancia magnética nuclear, radiologia, u
otros medios de deteccién conocidos en el medio.

La etiqueta puede ser cualquier porcion detectable que sea
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capaz de producir, tanto directa como I[ndirectamente, una sefial
detectable. Por ejemplo, ia etiqueta puede ser una etiqueta de
biotina, una clasificaciébn de enzimas (e. g., luciferasa, fosfatasa
alcallna_. beta-galactosidasa y peroxidasa de r4abano), una radio-
clasificacién (e. g., 3H, 14C, 32p, 35S, y 12.5I). un fluoroforo como el
del compuesto fluorascente o quimioluminiscente (e. g., fluorescino
isotiocianato, rodamina), un agente de formacién de imagen (e. g. ,
Tc-m99 y indio (1 t tin)) y un ion metélico (e. g., galio and europio).

Se puede utilizar cualquier método conocido en la técnica para
conjugar el anticuerpo para ia stiqueta, incluyendo aquellos_ métodos
descritos por Hunter, et al., 1962, Nafure 144: 945; David et al.,
1974, Biochemistry 13: 1014; Pain et al., 1881, J. Immuncl. Meth.
40:219; Nygren, J., 1882, Histochem. and Cytochem. 30:407.

Los anticuerpos de Ia invencién también son utiles como
agentes’ de purificacién de afinidad. En este proceso, los anticuerpos
son inmovilizados en un soporte adecuado, como una resina Sefadex
o papel flitro, utillzando métodos bien conocidos en el medio. Por lo
tanto, el CD33 puede aislarse y purificarse a partir de una muestra

blolégica.

Polinucleétidos, Vectores, Células Hudsped y Métodos para crear

Antlcuerpos

La presente invencién proporciona ademés polinucleétidos que
comprenden una secuencia de nucledétido que codifica un anticuerpo

de la invencldén o fragmentos de enlace de epitope.

U
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La presente Invencién también abarca polinucledtidos que
codifican polipéptidos que pueden enlazar CD33 y que hibridicen
bajo condiciones de hibridizacién rigurosa a los polinucledtidos que
codifican un anticuerpo de la presente Iinvencién, en donde fas
mencionadas condiclones de hilbridizacién rigurosa Incluyen: pre-
hibridizacién por 2 horas a 860°C en 8x SSC, 0.5% SDS, 5x solucién
de Denhardt, y 100 mg/ml de ADN del esperma de salmén
desnaturalizado por calor; hibridizacién por 18 horas a 60°C, lavado
dos veces en 4x SSC, 0.5% SDS, 0.1% de pirofosfato de sodio, por
30 min. A 80°C y dos veces en 2x SSC, 0.1% SDS por 30 min. a
80°C. _

Los polinucleétidos se pueden obtener, y determinar Ila
secuencia de nucledtidos de los polinucledtidos, con cualquler
método conocido en el medlo. Por ejemplo, si se conoce |a secuencia
de nucleétidos del anticuerpo, un polinucleétido que codifica sl
anticuerpo se puede ensamblar desde oligonucledtidos quimicamente
sintetizados (es decir, como se describe en Kutmeier et al., 1994,
BioTechniques 17: 242) 1o cual, brevemente, involucra la sintesis de
olig.onuclebtidos traslapantes que contienen porciones de Ila
secuencia que codifica al anticuerpo, recocido y ligacién de esos
oligonucleétidos, y la amplificacién de los oligonucleétidos ligados
por PCR.

Lc;s métodos para la construccién de vectores recombinantes
que contienen secuencias que codifican anticuerpos y seflales de
control transcripcional y translacional apropladas son bien conocidos

en ol medio. Estos métodos Incluyen, por ejemplo, técnicas de ADN
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recombinante in vitro, técnicas sintéticas y racombinacidén genética in
vivo. Por lo tanto la invencién, proporciona vectores reproducibles
que incluyen una secuencia de nucledtido que codifica una molécula
de anticuerpo de la presente invenclén, o un dominio variabie de una
'cadona ligera o pesada, o un fragmento de enlace de epitope de
cualquiera de estas, operablemente enlazada a un promotor.

El vector recombinante se transfiere a una célula huésped con
ticnlcas convencionales y las células transfectadas se cultivan
entonces con técnicas convencionales para producir un anticuerpo de
la invencién. Por lo tanto, la invencién incluye células huésped que
contienen un polinucledtide que codifica un anticuerpo de Ila
invencién, o un fragmento de enlace de epltope, operablemente
enlazado a un promotor heterblogo. En modalidades preferidas, los
vectores que codifican tanto las cadenas pesadas como ligeras
pueden ser co-expreésados en la célula huésped por la expresién de
una molécuta de inmunoglobulina entera.

Se pueden utllizar una variedad de vectores de expresién del
huésped para expresar las moléculas del anticuerpo de la Invencién.
Dichos sistemas de expresién de huésped representan vehiculos por
los que se pueden producir secuencias de codificacidén de interés y
subsecuentemente purificadas, pero también representa células que
pueden, cuando se transforman o transfectan con las secuencias de
codificacion de nucledtido apropiadas, expresar una molécuia
anticuerpo de ja invencién /n situ. Esto incluye, méas no se limita, a
los microorganismos como las bacterlas (e.g. E. coli, B. subtilis)

transformadas con un bacteriéfago recombinante ADN, vectores de
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expresiobn de ADN plésmido o ADN césmido que contienen

secuencias de codificacion de anticuerpo; levadura (e. g.,

. Saccharomyces, Pichia) transformada con vectores de expresiéon de

levadura recombinante que contiene secuencias de codificaciéon de
anticuerpo; sistemas de células de insectos infectadas con vectores
de expresién de virus recombinante (e. g., baculovirus) que contiene
secuencias de codificacion de anticuerpo; sistemas de células
vegetales infectadas con vectores de expresiébn de virus
recombinantes (e. g. , virus de mosaico de coiiflor, CaMV; virus de
mosaico de.tabaco. TMV) o transformados con vectores de expresiéon
plasmida recombinante (e. g., T} plasmida) que contienen secuencias
de codificaciéon de anticuerpo; o sistemas de células de mamifero
(e.g., células COS, CHO, BHK, 293,3T3) albergando construcciones
de expresién recombinante que contiene promotores derivados del
genoma de las células de mamifero (e. g., promotor de
metalotioneina) o a partir de virus de mamifero (e. g., el promotor
tardio de adenovirus; el promotor 7.5K del virus vaccinia).
Preferentemente, las células bacteriales como la Esqueriquia
coli, y preferentemente mejor, las células eucariéticas, en especial
de la expresion de toda la molécula del anticuerpo recombinante, se
utillzan para la expresién de una molécula del anticuerpo
recombinante. Por ejemplo, las células de mamifero como las células
de los ovarios del cobayo chino (CHO), junto con un vector como el
principal elemento promotor del gen temprano intermediario del
citomegalovirus humano es un sistema de expresién efectivo para los

anticuerpos (Foecking et al., 1988, Gene 45:101; Cockett et al.,
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1890, Bio/Technology 8: 2).

Para la produccién de alto rendimiento a largo plazo de
proteinas recombinantes, se prefiere una expresion estable. Por
ejemplo, Se pueden diseflar Ilineas de células que expresen
establemente la molécula de anticuerpo. En vez de utilizar vectores
de expresién que contengan origenes virales de reproduccién, las
células huésped se pueden transformar con ADN controlade por
elementos de control de expresion adecuados (e.g. promotor,
mejorador, secuencias, terminales de transcripcidon, sitios de
potladenilacién, etc.) y un marcador seleccionable. Siguiendo con la
introduccién del ADN extrafio, se puede permitir que las células

disefiadas crezcan durante 1 a 2 dias en un medio enriquecido, y

'después sean cambiadas un medio selectivo. ElI marcador

seleccionable en el plasmido recombinante confiere resistencia a la
seleccién y permite que las células se integren de manera estable al
pldsmido dentro de sus cromosomas y crezcan para formar focos que
a su vez pueden ser clonados y expandidos en las lineas de células.
Este método puede ser utilizado de manera ventajosa para diseflar
lineas de células que expresen la molécula del anticuerpo. Dichas
lineas de células disefladas pueden ser particularmente itiles en el
tamizado y evaluacién de los compuestos que interactidan directa o
indirectamente con la molécula del anticuerpo.

Una vez que |la molécula del anticuerpo ha sido expresada
recombinantemente, puede ser purificada por un método conocido en
la técnica de purificacion de una molécula de hemoglobina, por

ejemplo, por cromatografia (e.g. intercambio de I[ones, afinidad,

q’
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particularmente por afinidad con el antigen especifico después de la
Proteina A y cromatografia de columna de dimensionamiento)
centrifugacion, solubilidad diferencial, o por cusalquier técnica

estdndar para la purificaciéon de protelnas.
EJEMPLOS

La invencién se describe ahora mediante referencia a los
siguientes ejemplos, que son anicamente ilustrativos, y no pretenden

I.imitar la presente invencidn.
Ejemplo 1. Anticuerpo de murina My9-6

En este primer ejemplo, se muestra la estructura completa de
aminodcido primaria y !a secuencia cADN del anticuerpo My9-8 de
murina, junto con sus propiedades de enlace y medios de expresién
en forma recombinante. Por consigulente, se proporciona una
descripcion completa de un anticuerpo de la invencién y su
preparacién, tal como un experto en las técnicas Inmunolégicas

podria preparar dicho anticuerpo sin experimentacién indebida.

1.1. Generacién, Produccién y Caracterizacién del Anticuerpo

My9-6

Se utilizd una linea de célula de fibroblasto de murina A 3T3

transfectada con el antigen CD33 para la inmunizacién
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Los ratones hembra BALB/c, de 5 meses ae edad, fuercon
inmunizados intraperitoneaimente en el dia O con |la linea de célutas
de fibroblasto de murina 373 transfectada (2.5 x 10° células,
suspendidas en 0.2 mL PBS). Los animales fueron estimulados con
0.2 mL de suspensidon de células como sigue: dia 13, 5 x 10° células;
dia 21, 5 x 10°® células. En el dia 24, un ratdén fue sacrificado y se le
axtirpo el bazo.

El bazo se colocd entre dos placas de vidrio congeladas para
obtener una suspensién celular simple, que fue lavada con penicilina
conteniendo medio RPMI libre de suero y estreptomicina. La pella de
célula de bazo fue suspendida nuevamente en 10 mL de 0.83% (p/v)
solucién de cloruro de amonio en agua por 10 minutos 'sobro hielo
para lisar las células de gldbulos rojos, y después fue lavada con un
medio fibre de suero (SFM). Las células def bazo (1.6 x 10%) fueron
depositadas con células de mieloma (5.4 x 107) a partir de la Iinea
de células de mieloma del ratén no secretor P3X83Ag8.8563 (ATCC,
Rockville, MD; cat. no. CRL1580) en un tubo, y lavadas con el medio
sin suero RPMi-1840 (SFM). El sobrenadante se removidé y la pella
de célula se diluyd a 2 x 107 células/mL. Las células fueron puestas
en placas de 2 x107 células/placa sobre placas de cultivo de tejido
que estén cubiertas con 15 mg/mL de concanavalina A. Las placas

fueron Incubadas durante una hora a 37°C. El sobrenadante fue

removido cuidadosamente desde las placas. Se le agregé por goteo

lentamente un mi. de solucidn de polietilen glicot (40% PEG p/v). Las
placas fueron giradas e incubadas por 30 segundos. Se removid el

PEG y se desechd. Las placas se lavaron dos veces agregando

60
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lentamente 5 ml de SFM y despuéds se desacha la solucidn. Después
del lavado final, se agregaron 5 ml de SFM complementado con 5%
de Suero Fetal Bovino (FBS) Las placas se dejaron incubando por la
noche a 37°C. Después de la incubacién, las células fucro'n raspadas
desde las placas con un raspador de células y depositadas. Las
placas fueron enjuagadas y depositadas con las células. Las células
fueron formadas en pella por cenirifugacién y suspendidas
nuevamente en un medio de crecimiento RPMI-1640 adicionado con
FBS al 5%, penicilina-estraptomicina ]
hip&xantinalaminopterinaltimidina (HAT). Las céiulas fueron
acomodadas en placas en 2 x10° células/pozo en placas de cultlvo de
tejido de fondo plano de 908 poxos contenlando una capa
allmentadora de macrdfago. Las condiciones generales utllizadas
para la inmunizacidén y produccidn de hibridoma son como las
describen J. Langone and H. Vunakis (Eds., Methods in Enzymology,
vol. 121, “Immunochemical Techniques, Parti”; 1886, Academic
Press, Florida) vy E. Harlow y D. Lane ("Antibodies: A Laboratory
Manual®; 1988; Cold Spring Harbor Laboratory Press, New York).
Otras técnicas de inmunizacién y produccién de hibridoma también
pueden utilizarse como Jo saben aquelios con experiencia en |a
técnica.

Los cultivos sobrenadantes de clones de hibridoma fueron
tamizados mediante enlace con células transfectadas con el antigeno
CD33 y la linea de células linfoma histiocitico humano, U-937 (ATCC
CRL-1953.2) y por faita de eniace a una linea de célulta de

fibroblasto de ratén. Estos clones fueron expandidos y subclionados.
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Los culltlvos de sobrenadantes de los subclones fueron tamizados
adicionailmente por medio de Ilos ensayos de enlace antes
mencionados. Por este procedimiento, el subclon 3E7-H2-3D8 (My®8-
8) fue seleccionado, y la cadena pesada y ligera de genes fue
clonada y secuenciada como se describe més adelante.

El tamizado de los sobrenadantes de hibridoma para eniaces
especificos para el antigen CD33 se llava a cabo utilizando ELISA en
las lineas de células que expresan este antigen y en una linea de

células nogativa' para este antigen. Las células se cultivan por

separado a partir de los matraces de cultivo de tejido, suspendidas

\ -w-<@an un medio de crecimiento que contiene 10% de FBS, formadas en

pelia por centrifugacion, y lavados con PBQ. Las céluias lavadas
1(_.1I:JO uL de aproximadamente 1-3 x 10* células/mL) se agregan a los
pozos de una placa Immuion-2HB cublerta con fitohemaglutinina (100
ulL de 20 ug/mL PHA), centrifugada y permitiendo que se adhiera a
los pozoa recubiartos con PHA durante 10 min. La placa con células
fue sacudida para remover el PBS y después secada durante la
noche a 37°C. Los pozos fueron bloqueados con una solucién BSA de
Smg/ml en PBS por 1 hora a 37°C y después lavada cuidadosamente
con PBS. Alicuolas de los sobrenadanles a parlir de los clones de
hibridoma (100 ul; diluido en regulador de blogqueo) se agregaron
después a los pozos que conienian células que expresan el anligen
CD33 y a células que no expresan CD33, y fueron incubadas a
temperalura ambiente por 1 hora. Los pozos fueron lavados con PBS,

incubados con un conjugado de cabra-anti-ratén-1gG-anticuerpo-

peroxidasa de rdbano (100 ul; en regulador de bloqueao) por 1 hora,
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seguido por lavados y después se detectaron enlaces usando un
sustrato de ABTS/H202. Un sobrenadante comin de un subclon de
hibrigoma 3E7 a la incubacién con células de antigen CD33 produjo
una sefial de 0.50 unidades de absorbancia, en contraste con un
valor de 0.10 unildades de absorbencia obtenida a la incubacién con
células negativas para el antigen CD33.

El 'hlbridoma fue cultivado en ascitos en ratones BALB/c. Se
diluyé un frasco de células hibridomas congeladas y las células se
expandleron en matraces de cultivo de tejido para obtaner el numero
necesario de células por produccidén de ascitos. Los ratones BALB/c
preparados (los ratones hablan sido inyectados i.p. con 0.5 mL de
pristano 10-14 dias antes) fueron inyectados con 1 x 10% células en
0.5 mL solucién salina regulada con fosfato (PBS). Doce a 18 dias
despudés de la Inyecciéon de las células, el fluido de ascitos fue
retirado de la cavi\dad peritoneal de los ratones con una jeringa. El
fluido de ascitos depositados fue centrifugado a 1000 rpm durante 5
min, entonces e! saobrenadante fue sujeto a la centrifugaclén a
12,000 rpm durante 30 minutos. El antlcuerpo fue purificado desde el
sobrenadante claro como sigue: Paso 1: pracipltaclén-de sulfato de
amonla. El sobrenadante sobre hielo fue diluido con dos volumenes
dé PBS frio, agitado y después tratado lentamente con ‘'un volumen
de soiucién de sulfato amonio saturado (100%) fria. Se de)6 reposar
la solucién sobre hielo durante 5 horas aproximédamente. cuando el
precipitado fue recolectado por centrifugacién. La pelia se disolvib
en una pequefia cantidad de PBS y la solucién resultante se dializ6

dentro del regulador de pH para la etapa de purificacién de afinidad
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con proteina A. Etapa 2: Purificacién de afinidad en la Protelna-
Sefarosa A. El isotipo de My9-8 de murina s IgGl con una cadena
ligera kappa. Por lo tanto, la columna de afinidad estaba equilibrada
en regulador de pH 0.1 M tris.HCI| que contiene 3M de NaCl, pH 8.0.
La solucién de anticuerpo en el mismo regulador pH fue pasada a
través de la columna, la columna se lavé bien con el regulador de
equilibrio y después eluida con 0.1 M de écido acético que contlene
0:15 M de NaCl. Se ensayaron las fracciones midiendo |a absorcién
de UV a 280 nm. Se combinaron y neutralizaron las fracciones que
contenian el anticuerpo con 1 M tris y después dializadas en PBS
para su uso y almacenamiento.

El anticuerpo purificado se caracterizé Inlélalmente por
enlazarse a las células de expresién CD33, como la linea de célula
de fibroblasto 3T3 de murina transfectada y la linea de célula
humana U-837 y |la ausencia de enlace a |las Iineas de célula de
antigen-negativo como se describié anteriormente para el tamizado
de los sobrenadantes de hibridoma.

Para asegurarse de su especificidad de enlace al antigen
CD33, se lleva a cabo un experimento de enlace de competencia
entre muMy8-8 etiquetade y el anticuerpo My9 anti-CD33
comercialmente disponible. El experimento de enlace se lievé a cabo
utllizando el método descrito por Goldmacher ef al/. (1989,
J.Cell.Physiol. 141, 222-234). E| anticuerpo My9-8 de murina fue
radioetiquetado utilizando Ja técnica de lodo-gen (Fraker, P. J. and
Speck, J. C., 1978, Biochem.Biophys. Res. Commun. 80, 849-857).

Una cantidad constante (3 x10°®* M) de muMy9-6 '%%|-etiquetado fue

5

50x
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mezclada con concentraciones crecientes de anticuerpos no-
radioactivos, tanto el muMy® no etiquetado como el My9® no
etiquetado, y las mezclas fueron incubadas con células (1 x 10°
céiulas por muestra) a 4°C durante 30 min. Estas incubaciones
fueron hechas en 60 ul de un regulador de pH que se compone de un
Medio Esencial Minimo Modificado para Cultivos de Suspension
(SMEM) adicionado con suero humano al 2.5%. Después las células
fueron separadas del medio que contiene material no enlazado por
centrifugacion a través de una mezcla de aceite de silicona (Aldrich)
y aceite de parafina (Baker) con una densidad de 1.009 g/mi. La
pella celular fue removida por corte de los tubos de centrifugado en
la interfaz de aceite y fue utilizada para medir la radioactividad
asociada a |a célula en un contador-gamma (modelo RIA gamma 1274
de LKB). La radioactividad asociada a la célula medida es tefiida
contra |as concentraciones de anticuerpos competentes no
etiquetados. Los resuitados se muestran en la Figura 1: ambos
anticuerpos, My9 and My9-8, dan curvas de enlace de competencia
muy similares. Esto demuestra que MyS and My9-8 enlazados &l
mismo antigen y més aun que ambos anticuerpos tienen
requerimientos de enlace muy similares. Ya que 8l My$9 s un
estdndar anti-CD33 publicado y aceptado se concluye que My9-8 es
un anticuerpo anti-CD33. E| anticuerpo My9 esta disponible
comerciaimente en BioGenex (San Ramon, Ca 94583; no. de cat.

AM267-5M).

1.2. Clonaclén de cadenas pesadas y ligeras de Genes de
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Anticuerpos My9-6

La totalidad del ARN se purificé de un matraz confluente T175
de My9-8 células de hibridoma como se describe en Protocolos
Moleculares (NB1455-p173). La Integridad del ARN fue verificada en
un gel al 1% MOPS y las concentraciones fueron determinadas por
espectrometria de rayos ultravioletas. Las reacciones RT se
realizaron con un rango de 4-5 pg en total de ARN utilizando el
paquete Gibco Superscript Il asi como iniciadores oligo dT o de
hexdmero aleatorio.

Las reacciones PCR fueron efectuadas ambas utilizando el
método RACE descrito en Co et al. (1992, J.Irnmunol. 148 (4). 1148-
54) y utllizando inicladores degenerado d;scrltos en Wang ef al.
(2000,J. Inanaurtol. Methods. 233: 167-177). El RACE PCr requiere
un paso intermedio para afiadir una cola multi dG en los extremos 3°
de la primera cepa cADNs. Las reacciones RT fueron purificadas con
columnas de Qianeasy (Qiagen) y eluidas con 50 ul 1 x NEB
regulador 4. La reaccién terminal de dG se efectué con 0.25 m_M
CoCl2, 1 mM dGTP, v § unidades de transferasa terminal (NEB), en 1
x NEB reguiador 4. La mezcia fue incubada a 37C por 30 minutos y
después 1/5 de la mezcla de_reaccidn (10 pl) se agregd de manera
directa a una mezcla de reaccién para que funcionara como el ADN
modelo.

Las reacciones RACE y de PCR degenerado fueron idénticas
excepto por diferencias en iniciadores y modelo. Como se menciond

antes, la mezcla de reaccién de transferasa terminal fue utllizada

-
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directamente para el modelo RACE PCR, mientras que la mezcla de
reaccion RT fue utilizada directamente para degenerar las reacciones
PRC. En ambos casos se establece el mismo iniciador de cadena
ligera 3', HingKL:
TATAGAGCTCAAGCTTGGATGGTGGGAAGATGGATACAGTTGGTGC
(NO. ID. SEC.: 11)

y la cadena primaria pesada 3', Bgl2igGl:
GGAAGATCTATAGACAGATGGGGGTGTCGTTTTGGC (NO. ID. SEC.
NO:12)

fueron.utilizadas.

En RACE PCR, un Inilciador poli dC 5' fue utillzado tanto para
cadenas pesadas como para las ligeras, EcoPolidC:
TATATCTAGAATTCCCCCCCCCCCCCCCCC (NO. ID. SEC. NO : 13),
mientras que los iniciadores PCR de extremo §' PCR degenerados
fueron SacIMK:

GGGAGCTCGAYATTGTGMTSACMCARWCTMCA (NO. ID. SEC.: 14)
para la cadena ligera y una mezcla igual de EcoRIMHI:
CTTCCGGAATTCSARGTNMAGCTGSAGSAGTC (NO. ID. SEC.: 15) ¥y
EcoRIMH2: CTTCCGGAATTCSARGTNMAGCTGSAGSAGTCWGG (NO.
ID. SEC.: 18) para las cadenas pesadas (bases mezcladas: H =
A+T+C, S =G+C, Y =C+T, K=G+T, M= A+C, R= A+G, W= A+T, V
= A+C+G, N = A+T+G+C).

Las reacciones PCR se llevaron a cabo en un termocicliador de
investigacién MJ usando un programa adaptado de Wang et al.
(2000, J. Immunol. Methods. 233: 187-177): 1) 84 C, 3 min; 2) 94°C,

15 seg ; 3) 45°C, 1 min; 4) 72°C, 2 min; 5) el clclo regresa al paso
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#2 29 veces; 8) termina con una etapa de extensiéon final a 72°C
durante 10 min. Los productos PCR fueron clonados en de
pBluescript i SK+ (Estratagen) usando enzimas de restrlcci-én
creadas por los iniciadores PCR. Las cadenas ligeras y pesadas de
clones fueron secuenciadas por los serviclos de secuenciamiento
Lark Technologies o Seqwright.

La RACE PCR nunca tuvo éxito por la cader;a Iléera My8-8. Por
lo tanto para poder confirmar las secuencias de cADN de extremo 5,
se eofectuaron clonaciones y PCR degenerados adicionales. La
secuencia de cadena ligera cADN My9-8, determinada a partir de los
clones PCR degenerados, fue introducida en el sitlo web de
busqueda NCBI's Blast (ncbi. nim. nih. gov/BLAST/) y se guardaron
las cinco secuencias de anticuerpos de murina principales con
secuencia de seflal presentada. Los inicladores PCR degenerados

fueron disefiados a partir de estos péptidos de seflal usando el

‘software de web Codehop (blocks. fherc. org/codehop. html). Se

agregaron los sitios de restricclén EcoRl a tres de los inicladores
degenerados (Figura 2) y estos fueron utilizados en reacciones RT-

PCR como se describié anteriormente.

1.3. Preparacidén y Muestras de Secuencia de Cadenas Ligeras y

Pesadas

Las cadenas ligeras y pesadas del anticuerpo muMys:é fueron
separadas por SDS-PAGE bajo condiciones reducidas. El anticuerpo

reducido y desnaturalizado fue sometido a electroforesis en un 12%
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de gel Tri-glicina (Novex, San Diego, CA). Después de Ia
electroforesis, los geles fueron tefiidos en una membrana
ImmobilonPSq usando regulador CAPS/MeOH. Después de
transferirlas, las membranas estaban tefiidas con Ponseau S. Las
bandas correspondiantes a las cadenas ligera y pesada fueron
activadas para el secuenciamiento de proteina. -

La cadena ligera del anticuerpo fue secuenciada directamente a

" partir de |a membrana por quimica de degradacién Edman

automatizada en un secuenciador AB| 484 Procise.

El N-término de la cadena pesada fue bloqueado, por lo que la
proteina fue digerida, in situ, con tripsina de acuerdo a Gharahdaghi,
et al. (1996). Entonces la mezcla digestiva fue analizada por
espectrometria de masa MALDI-TOF en un Iinstrumento Kratos
Kompact SEQ. Los péptidos seleccionados fueron sujetos a MS/MS

para determinar sus secuencias.

Ejémplo 2. Humanizacién de |la Reglén Variable del Anticuerpo por

Recubrimiento

El recubrimlento del anticuerpo MyS9-8 para proporcionar
versiones humanizadas adecuadas como agentes terapéuticos o de
diagnéstico generaimente procedari de acuerdo a los principios ¥y

métodos publicados en las patentes de los Estados Unidos de

.Nortaambrica No. 5,639, 641, y como sigue.

2.1. Predicclén de la superficle
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La accesibilidad del solvente de los residuos de la regidon
variable para un conjunto de anticuerpos con estructuras resuelitas
$8 usan para pronosticar los residuos de la superficle para la regién
variable del anticuerpo My9-8 de murina. La accesibilidad del
solvente de aminoacido para un conjunto de archilvos de estructura
de antlcuerpo unico 127. (Figura 3) fue calculada con el paquete de
software MC (Pedersen ef al., 1894, J. Mol. Biol. 235 (3): 859-973).
Las diez secuencias de aminodcido de cadena ligera y cadena
pesada méas similares fueron determinadas utilizando el software de
alineacién de secuencias en el sitio web NCBI (http://www. ncbi. nim.
nlh. goviBLAST/). El promedio de accesibilidad del solvente para
cada residuo de la regiéon variable de estas diez regiones variables
de anticuerpos fue calcuiado con una hoja de célculo de Excel y las
posiciones con un promedio de acceslbilidad mayor al 30% fueron
considerados residuos de superficie. Las posiciones con promedio de
accesibilildad de entre 25% y 35% fueron asi consideradas al calcular
la acceslibilidad de residuo individual sdio para aquellas estructuras
con dos residuos idénticos que flanquean de cada |ado.

2.2. Modelado Molecular

Se generd un modelio molecular de la regién variable My®-8 de
murina utllizando el paquete de software AbM de Oxford Molecular.
La estructura del anticuerpo fue construida con los archivos de
estructuras de los anticuerpos con las secuencias de aminoécidos

mas similares (1sbs para la cedan ligera y 1bbj para la cadena .
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pesada) y los CDRs no canbnicos se construyeron al buscar una
estructura de base de datos C-a que contiene estructuras resueltas
no-redundantes. Los modelos fueron observados <con el
GlaxoSmithKline Swiss-Pdb Viewer y se determinaron los residuos

que quedan dentro de 5?7 de un CDR.
2.3. Selecclién de Anticuerpos Humanos.

Las posiclones de superficie de la region varlable de My9-68 de
murina fueron comparadas con las posiciones correspondientes en
las secuencias de anticuerpes humanos en la base de datos Kabat
(Johnson and Wu, 2001, Nucleic Acids Res. 28 (1): 205-8). EI
software de administracién de base de datos de .antlcuerpos SR
(Searle, -1998) fue utillzado para extraer y alinear los residuos de

superficie de los pares de anticuerpos humanos naturales de cadena

'Ilgera y cadena pesada. La superficie de la regiéon variable de

anticuerpo humano que contlene los residuos de superficie, méas
parecidos con especial consideracién dada a las posiciones que
quedan dentro de 5? de un CDR, fue seleccionada para reemplazar a
los residuos de superficie de la regién variable del anticuerpo My9-6

de murina.

2.4. Construccién del Gen de Anticuerpo Humanizado por’

mutagénesis PCR.

Se ejecuto la mutagénesis PCR mutagénesis en los clones
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cADN de regién variable del My9-8 de murina para cambiar primero
las secuencias de extreme 5' para igualar la secuencia de péptido, y
después construir el gen My9-8 humano recublerto. Los conjuntos de
iniciador fueron diseflados para crear los residuos de murina
origlnaimente no secuenciados en los ciones PGR degenerados
inlciales (posiciones de cadena ligera N1, M3, L4, y S7, y posiclones
de cadena pesada Q3 y P7).

Los conjuntos de iniciador de humanizacién fueron disefiados
para hacer los 8 cambios de amino Acldo requeridos para todas las
versiones de huMy$9-8 e iniciadores adicionales para cambiar de
manera alternativa los cuatro residuos 57 (Figura 4). Las reacclones
PCR fueron ejecutadas en un termociclador MJ Research con el
sigulente programa: 1) 94 C, 1 min; 2) 94 C, 15 seg; 3) 55 C, 1 min;
4) 72 C, 1 min; 5) el ciclo regresa a la etapa #2 29 veces; 6) terminar
con una etapa de extensién final a 72°C durante 4 min. Los
productos PCR fueron diseflados con sus enzimas de restriccidn
correspondientes y clonados en Ilos vectores de clonacién
pBluescript. Los clones fueron secuenciados para confirmar los

cambios de amino écido.
2. 5. Vector de Expresién para Anticuerpos Humanizados

. Las secuenclias apareadas de cadena ligera y pesada fueron
clonadas en un sole vector de expresion de mamifero. Los
iniciadores PCR par alas secuenclas variables humanas crearon

sitios de restriccion que permitieron que la secuencla de sefial

(T
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humana fuera agregada en el vector de clonacién pBluescriptil. Las
secuencias variables pudieron entonces ser clonadas en el plasmido
de expresion de mamifero con EcoRI y BsiW| o Hindlll y Apal para la
cadena ligera o pesada respectivamente (Figura 5). Las secuencias
variables de cadena ligera fueron clonadas en-estructura sobre la
regién constante IgKappa humana y las secuencias variables de
cadena pesada fueron clonadas en la secuencia de regién constante
IgGammal humana. En los pldsmidos de expresién finales, los
promotores CMV humanos promueven |a expresiéon de secuencias

cADN de cadena ligera y pesada.

2.6. Expresidn Transitoria de Anticuerpos Humanizados

Se cultivaron células 283T en Medio Eagle Modificado de
Duibecco (DMEM, BloWhittaker, 12-614F), suero fetal bovino
inactivado por caior al 10% (Hycione, SH30071. 03), 4 mM L-
glutamina (BioWhittaker, 17-604E), y mezcla de
penicllina/estreptomicina al 1% (BioWhittaker, 17-603E) en 6% CO02
en un incubador a 37°C. Las células fueron separadas tres veces por
semana en una dilucién 1:10 manteniendo una poblacién aub-
confluente. 24 antes de 1a transfectacién, las células fueron
tripsinizadas (BloWhittaker, 17-161E); las células vivas fueron
contadas por medio del meétodo de exclusion de azul tripano y
colocadas en placas sobre placas tratadas de cuitlvo de tejido de 10
cm, (Corning, 430167) a una densidad de 2 x 108 células por placa.

Inmediatamente antes de la transfactacién, las células fueron

b3
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lavadas cuidadosamente con solucién salina regulada con fosfato
(PBS, diluida a partir de BioWhittaker 10 x PBS, 17-517Q) y las
células fueron sobrepuestas con 7 mL de Hibridoma SFM (InvitroGen,
12045-076) que incluye 1% Ultra Low IgG Serum (Gibco BRL, 16250-
078).

Los métodos de transfectacién transitoria fueron adaptados a
partir del protocolc esténdar Qlagen Polyfect. Para que una placa de
10 cm sea transfectada, 8 u.g de CeCl grado ADN se combinaron con
300 ulL Hibridoma SFM y reactivo de transfectacién 80 ulL Polyfect
(Qiagen, 301107). La mezcla de transfectacién fue sometida a
turbulencia durante aproximadamente 5 segundos a baja velocidad e
incubada durante 5 minutos a temperatura ambiente. Después de |a
incubacién, 1 mL of Hibridoma SFM, 1% Ultra Low IgG Serum se
agregaron a la mezcla de transfectacién y se combinaron por medio
de plpeteo ascendente y descendente aproximadamente cinco veces.
La mezcla de transfectaciéon fue agregada después a los 7 mL de
Hybrildoma SFM que. cubren las células y las placas fueron agltadas
suavemente para asegurar la distribucién uniforme. Las reacciones
de transfectaciéon fueron Incubadas durante la noche, por lo general
durante 16 horas, en un incubador de cultivo de tejido. Los medios
de transfectaclén fueron retirados cuidadosamente desde las células
y reemplazados con 20 mL de Hibridoma SFM, 1% Ultra _Low IgG. Las
células transfectadas fueron devueltas después al incubador durante
72 horas, después de l|as cuales Ilos sobrenadantes fueron
recolectados y |la produccién de anticuerpo cuantificada por medio de

ELISA. El sobrenadante recolectado fue aimacenado a 4°C hasta la
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purificacién.
2.7. Purificacién de Anticuerpos Humanizados

El sobrenadante fue preparado para cromatograffa de afinidad
de Proteina A por medio de la adiclén de 1/10 volumen de regulador
1M Tri_uIHCI. pH 8.0. El sobrenadante ajustado en pH fue filtrado a
través de una membrana de filtro de 0.22 um y cargado sobre una
columna de Sefarosa de Proteina A (HiTrap Protein A HP, 1 mL,

Amersham Biosciences) equilibrada con regulador de enlace (PBS,

pH 7.3). Una pre-columna de Sefarosa-Q (10 mL) fue conectada

corriente arriba de la columna de Proteina A durante la carga de
muestra para reducir la contaminacién a partir del material celular
como el ADN. Después de la carga de muestra, la pre-columna fue
retirada y se invirtié la orientacién de la columna de Proteina A para
lavado y eiusién. La columna fue lavada con reguiador de enilace
hasta que se obtuvo una linea de base estable sin absorbancia a 280
nm. El anticuerpo fue eluido con 0.1 M regulador de &cido acético
que contiene_0.15 MNaCl, pH 2.8, utilizando una velocidad de flujo
de 0.5 'lemln. Fracciones de aproximadamente 0.25 m‘L fuercn
recolectadas y neutralizadas mediante la adiciéon de 1/10 volumen de
1MTris/HC!, pHB8. 0. La(s) fraccidn(es) pico fue(ron) diallsada(s)

durante la noche contra PBS, pH 7.3. La cantidad de anticuerpo se

- cuantifico al medir la absorbancia a 280 nm y se calculé |a

concentracién de anticuerpo asumiendo que Ea®'™ = 1. 4. EI

anélisis de espectros de absorbancla y SDS-PAGE se ejecutaron
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sobre fracciones de anticuerpo para verificar su pureza.

EjJempio 3. Prueba de Anticuerpos Humanlizados

3.1. Crecimiento de Células para Andlisis de Enlace

Se obtuvieron células HL-80 a partir de la American Type
Culture Collection (ATCC&num; CCL-240). Fueron mantenidas en una
atmésfera de CO2 al 5%, 37°C incubador con camisa de agua (Napco
Scientific Co., Tualitan, Oregon). Las céiulas crecieron en medio
RPMI complementado con L-glutamina (BioWhittaker, Walkersville,
MD) que contiene suero fetal bovino al 10% (Hyclone, Logan, Utah),
més 50 ug/mL de suifato de gentamicina (Life Technologies, Grand

isiand, NY).

3.2. Ensayo de Enlace Directo en Células HL-80

" Se recolectaron células HL-860 a partir de matraces T75
(NUNCLONTM, cat. no. 153732), y centrifugadas a aproximadamente
300 x g durante cinco minutos en un centrifugador de mesa Omnifuge
RT (Haereus Separations, Germany), a 4°C. Las células fueron
suspendidas nuevamente a una densidad de 3x 10* células por mL en
regulador FACS, que comprandié 2% v/v) suero de cabra (Sigma
Chemical Co., St Louis, MO) en Medio MEM Alpha, complementado
con L-glutamina (Life Technologies, Grand island, NY). Utilizando un

soporte de la pipeta multicanal, se afiadieron células 3 x 10° a las



10

16

20

25

64

placas de fondo redondeado de 88-pozos (cat. no. 3077) y
posteriormente colocandolas en hlelo. Al utilizar una placa de
analisis Falcon de 98-pozos (cat. no. 353811), se prepararon once
vez dlluciones seriales por duplicado en cada prueba o articulo de
control por duplicado en el regulador intermediario FACS, desde una
concentracidon inicial de 2 x10°*M. Posteriormente, 100ul. de cada
prueba o articulo de control se mezcid con las células. Los pozos de
control recibieron Gnicamenta al regulador FACS. La placa se incubd
en hielo por una hora y después se centrifugdé por cinco minutos a
300 x g, en un centrifugador refrigerado. Se extrajeron los reactivos
de la placa de los pozos por medio de una inversién rapida sobre un
cubo de desechos que contienes 10% de lejia. Se resuspendieron las
colulas por medio de sometimiento a turbulencia suave, se colaron
una vez con el regulador FACS, se centrifugaron y después se
resuspendieron con un sometimiento a turbulencia suave. Se diluyé
el I1gG cabra-anti-humano etiquetado FITC (Jackson Immuno
Research Laboratories, West Grove, PA, cat. no. 109-088-003) y el
IgG cabra-anti-ratén etiquetado FIAC (Jackson Immuno Research
Laboratories, West Grove, PA, cat. no. 109-085-088) 1:100 en un
regulador FACS, y se afiadleron 100ul a ios pozos apropiados en la
placa de andlisis. La placa se incubd posteriormente, en hielo
durante una hora, resguardada del la luz. E! anticuerpo secundario
no enlazado fue lavado desde de los pozos de la misma manera en
que se describié anteriormente. Se resuspendieron las células a
través de turbulencia suave y después se fijaron al afiadir 120

ul/pozo de 1% de formaldehido en soluclén salina regulada con

4l
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fosfato (PBS, 10 mM fosfato de potasio, 150 mM cloruro de sodic, pH
7.2). Se analizé la placa de andlisis en el citdmetro de flujo FACScan
en interfaz con un d!spositivo de muestreo automatizado de 96-pozos

(Becton Dickinson, Mountain View, CA).

3.3. Preparacion de las Membranas de Plasma

Las membranas de piasma se prepararon de acuerdo con el
procedimiento descrito en Vater et al. (19985). En resumen, las
células HL-80 crecieron en una densidad de 1 x 108 células/mL en
RPMI, complementado con glutamina L, conteniendo 10% de suero
fetal vacuno y 50 ug/mL de sulfato de gentamicina. Cuando se
obtiene un total de 1 x 109 células, se cultivan células, se giran a
aproximadamente 300 x g en un centrifugador Omnifuge RT, se
cuelan con una solucién salina balanceada de Hanks (Life
Technologies, cat. no. 14175-095), y se combinan en un tubo cdnico
centrifugador de 50 mL. La pella fue congelada después -80°C por lo
menos 24 horas para facilitar |la lisls celular y la homogenizaclén.
Para preparar membranas de plasma, la pella se derritié rapidamente
a 37°C y después se almacend en hislo; todos Ios pasos
subsiguientes se llevaron a cabo a una temperatura de 4°C. Se
resuspendié la pella de la célula HL-80 en 8mL del reguilador de Tris
10 mM HC1, pH de 7.0, conteniapdo 1 mM EDTA, 0.25 M sacarosa y
1 mM fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF). La pella de |a célula se
trasladé a 15 mL de amoladoras del tejido fino Dounce (Wheaton,

Millville, NJ) para una disrupcién celular (20 golpes con un mortero

00
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de cristal de borosilicato). El homogenato fue centrifugado en un
centrifugadora refrigerada de supervelocidad SorvalRC-5B, utilizando
un rotor $SS-34 (Wilmington, DE) a 8000 rpm por diez minutos y se
extrajo cuidadosamente el sobrenadante de la palla. Se cold la pella
por un tiempo extra con 8mL del regulador y se procesé como se
describe anteriormenie. Los sobrenadantes combinados se
dispusieron en capas sobre 1mL de un regulador de amortiguador de
sacarosa a 37% en 0 mMTris-HCI, 1 mM PMSF, 1 mM EDTA, pH 7.0,
y procesado posteriormente en una ultracentrifugadora preenfriada
Beckman L8-M con un rotor SW55tl (Beckman Instruments, Palo Alto,
CA), a 33,000 rpm por 70 minutos. Se extrajo la capa de la
membrana opalgscente de cada tubo, situada justo encima del
amortiguador de sacarosa y se dlluyé con cuatro volimenes de
10mMTris-HCI, 1mM EDTA, 1'mM PMSF, pH 7.0. Estd solucién se
centrifugé a continuacién por 30 minutos més a 18,000 rpm en la
ultracentrifugadora. Se extrajo cuidadosamente el sobrenadante, ¥y
las pellas resultantes se resuspendieron en 10 mMTris-HCI, 1 mM
EDTA, 1 mM PMSF, pH 7.0. La preparacién de ila membrana HL-80 se
colocd en porclén ealicuota en tubos Eppendorf estériles con tapa de
rosca de 1.5 mL, se congelaron en nitrégeno liquido y después se
almacenaron a -80°C para su uso. La concentracidn de proteina total
fue determinada al utilizar el Anélisis Pierce TM BCA (Pierce

Chemical Company, Rockford, IL, cat. no. 23235).

3.4, Andlisis de Enlace Directo en Membranas HL-60
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Las membranas HL-80, preparadas como se ya se describié se
pusieron a secar a una concentracién inicial de 10 yg/mL en agua
deslonizada en una superficie de poliestireno en placas de andlisis
96-pozos de Immulon 2 (Dynex Laboratories, Chantilly, VA), al
utilizar un desecador del vacio Labconco (Labconco, Corp, Kansas
City, MO), durante la noche a temperatura ambiente. La placa ELISA
se bloqueo con una fraccién V de 1% de albimina del suero vacuno
(Slgma-Aldrich, Inc., St. Louis, MO, cat. no. A-3284), 0.05% Tween-
20 (Sigma-Aldrich, Inc., St. Louis, MO, cat. no. P-2287) solucién en
el regulador de Tris salino: (50 mM Tris-HCI, 150 mM de cloruro de
sodio, pH 7.5, TBS), 300 L por pozo, a una temperatura de 37°C por
un lapso de una hora. Después de esta etapa de bloqueo, se vacié el
regulador de bloqueo y se puso a secar en toallas de papel. Se
prepararon diluciones seriales de prueba o reactivos de control en el
regulador de bloqueo, por cuadriplicado, comenzando con 3.13 x 10°°
M titulada abajo hasta 5.29 x 10°'* M en una placa de andlisis
flexible de 96-pozos. Los pozos de control negativo contenlan
inicamente regulador de bloqueo. Se transfirieron 50 uL de cada
dlluclén para designar pozos en las placas de andlisis de membrana
cubierta que después fueron incubadas durante la noche a una
temperatura de 4°C. EI contendido del pozo fue aspirado
posteriormente y colocado en un frasco inuatil que contenla 10% (v/v)
de lejla y la placa fue colada a 3x con TBS que contenia 0.1% (v/v)
Tween-20 (regulador de colada) y puesto a secar en toallas de papel.
Se detectd |a cantidad de anticuerpo anti-My8-8 que delimita ya sea

con cabra-anti-ratén IgG-HRP o burro-anti-humano 1gG-HRP diluido a

SR
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1:1000 con regulador de bloqueo en los pozos apropiados. Estos
anticuerpos secundarios se incubaron en una placa de analisis por
una hora a temperatura ambiente, resguardados de |la luz. La placa
se cold y se secd como antes. La placa se reveld utilizando TMB
(BioFX Laboratories, Randalistown, MD, cat. no.TMBW-0100-01),
después se inmovillzé con una solucién Stop (BloFX Laboratorias,
Randalistown, MD, cat. no.STPR-0100-01). La placa de anadlisis se
leyé en A450nm utilizando un Titertek (lector de placas D Multiskan

Plus MK |1l Huntsville, AL).

3.5. Anilisis de Enlace Competitivo en Membranas HL-60

Las membranas HL-80, preparadas como ya se describié, se
pusieron a secar desde un punto de concentracién de 10 uyg/mL en
agua desionizada en la superficie de poliestireno de las placas de
anilisis de 96-pozos.lmmulon 2 (Dynex Laboratories, Chantilly, VA),
utilizando un desecador del vacio Labconco desecador del vaclo
(Labconco, Corp, Kansas City, MO), por la noche a temperatura
amblente. La placa ELISA fue bloqueada con 1% fraccién V de
albumina del suero vacuno (Sigma-Aldrich, Inc., St. Louis, MO, cat.
no. A-3294), 0.05% Tween-20 (Sigma-Aldrich, Inc., St. Louis, MO,
cat. no. P-2287) solucidn en regulador de Tris salino (560 mM tris,
150 mM cloruro de sodio, pH 7.5, TBS), 300 gl por pozo, a 37°C por
una hora. Después de este paso de bloque, la placa se vaclé del
regulador de blogueo se pusc a secar en toallas de papel. Se

prepararon las diluclones de prueba o reactivos de control dobles y
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triples en el regulador de bloqueo, por cuadruplicado, comenzando a
1.25 x 1 o -8 M titulé abajo a 2.44 x10"'' M (2x la concentracién final
necesitada) en una placa de andlisis flexible de 98-pozos. Estos
reactivos competentes sin nombre se mezclaron después con un
volumen igual 2.5 x 10 M antl-My9-8 murina blotinilada
(immunoGen, Inc., Cambridge, MA); El control positivo no contenla
reactivo competente, mientras que el control negativo contenia
Gnicamente regulador de bloqueo.

Se trasfirié 50 yL de estas mezclas a los pozos designados en
la placa de andlisis de membrana cubierta que posterio;'mente fueron
incubados durante la noche a temperatura de 4°C. EIl contenido del
pozo fue aspirado y trasferido a un frasco inutil que contenga 10%
(v/v) de le}jia y la placa colada 3 x con TBS que contenga 0.1 % (v/v)
Tween-20 (regulador de colada). Se secé la placa en toallas de papel
y la cantidad de murina anti-My9-8 biotinilada que delimita fue
detectada con 100uL por pozo de fosfatasa alcalina estreptavidina
{Jackson ImmunoResearch Laboratories, West Grove, PA, cat. no.
018-050-084) diluido a 1:5, 000 en el regulador de bloqueo. Después
de una hora de incubacién a temperatura ambiente y resguardado de
la luz, ef reactivo de anticuerpo secundario no enlazado no enlazado
se cuela de los pozos y la placa se revela utilizando TMB (BioFX
Laboratories, Randalistown, MD, cat. no. TMBW-0100-01)
deteniéndolo c¢on una soluciébn Stop (BioFX Laboratories,
Randalistown, MD, cat. no. STPR-0100-01). La placa de andlisis se
leyé a A450nm utilizando un lector de placas Titertek&commat;

Multiskan Plus MK |l (Huntsville, AL).

Fe
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3.6. Cionacién de Reglones Variables de Anticuerpo My9-6 de

Murina

Las regiones variables de! anticuerpo My8-6 de anticuerpo de
murina fueron clon'adas a través de los métodos RT-PCR ya
descritos. A varios de los clones individuales de cadena ligera y
pesada se les siguié la secuencia para asl identificar y evitar
posibles errores de secuencia generados de polimerasa. Unicamente
se obtuvo una secuencia para la cadena ligera, pero se extrajeron
dos secuencias por separado de la cadena pesada de clones RT-
PCR.

Para confirmar la secuencia real de la regién variable de
cadena ligera de My9-8 de murina, se analizaron secuencias del
péptido por medio de |{a degradacién Edman, lonizacién por medio de
Desabsorcién Laser asistida por la Matriz (MALDI) y Espectrometria
de Masa Tdndem (MS-MS). Se secuenciaron los 22 residuos en la
terminal amino de la cadena ligera de My®-8 por medio de la
degradacién Edman y estédn sefialados en la Figura 8A. La secuencia
inicial de cADN complementario derivada de clones degenerados RT-
PCR corresponde a todos menos cuatro residuos que fueron
generados posibiemente por Ios iniciadores degenerados. La
secuencia de péptido determinada por la degradaclén de Edman fue
confirmada més tarde por los colones RT-PCR generados por los
inicladores degenerados de la secuencia de péptido de sefial de

extremo 5'. El andlisis MS-MS de los fragmentos de la digestién de la
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tripsina también confirman la secuencia de la cadena ligera CDRs 1 y
2 (Figura 6B). En conjunto estos anélisis del péptido confirman la
secuencia de aminodcido de cadena ligera de My8-8 de murina
derivada a partir de los clones de ADN generados por RT-PCR.

Como es comiin con secuencias de cadena pesada, la terminal
amino de cadena pesada muMy8-68 fue bloqueada por un residuo de
piroglutimina y por lo tanto no se puede seguir la secuencia por la
degradacién Edman N-terminal. En vez de eso se genera la
informacién de la secuencia por medio de la digestién de Ia tripsina y
el andlisis por medio de 1a lonizacién de Desabsorclén Léser asistida
por la Matriz (MALDI) y |la Espectrometria de Masa Tandem (MS-MS).
Se identificé un fragmento Dalton 1788 con una secuencla
pronosticada idéntica a una porcién del ADN complementario del clon
2 (Figura 7). Esta secuencia incluye cinco residuos de CDR3 para el
ADN complementario del clon 2 y de este modo existe un péptido
ideal para poder realizar una identificacién positiva para la cadena
pesada muMy9-8. Tamblén confirmaron esta secuencla del péptido
clones miultiples RACE PCR que producen solamente la secuencia
que se obtiene originaimente del cion 2 degenerado RT-PCR.

Los resultados acumulativos de varlos clones cADN y el
andlisis de secuencia del péptido proporcionaron las secuencias de
cadena ligera y pesada de My9-8 de murina finales que se muestran
en la Figura 8. Al utilizar las definiciones de Kabat y AbM, se
identificaron tres cadenas ligeras y una pesada CDRs (Figuras 8 y
9). La bisqueda de |la base de datos de NCBI IgRé&faga indica que la

regién variable de cadena ligera de anticuerpo muMy®-8 deriva
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probablemente del gen de ratén IgV Germline 8-27, mlentras que |a
regién variable de cadena pesada se deriva principalmente del gen

Germline IgVh V102 (Figura 10).

3.7 Determinacién de los Residuos de Superficile de Regién

Varlable del Anticuerpo My®9-6

Las técnicas de recubrimiento descritas por Pedersen et al.
(1994, JMo). Biol. 235: 959-873) y Roguska et al. (19968, Protein Eng.
9: 895-904) comienzan por pronosticar los residuos de superficie en
las secuencias variables del anticuerpo murina. Un residuo de
superficie se deflne como un aminoécido que tiene por lo menos el
30% de su superficie total accesible a una molécula de agua.
Cuando no existe una estructura solucionada para encontrar los
residuos de superficie de muMy98-6, se alinearon los diez anticuerpos
con las secuencias mas homdlogas con el conjunto de 127 archivos
de estructura de anticuerpos (Figura 11A y B). La accesibilidad
solvente para cada posicion de Kabat fue calculada para estas
secuencias alineadas y la distribucién de esta accesibllidad relativa
para cada residuo se muestra en la Figura 12.

Varias posiciones de superficie tienen un promedio de
accesibilidad de entre 25% y 35%. Estas se observaron con mayor
detenimiento al promediar Gnicamente los anticuerpos con dos
residuos |dénticos que flaquean cada lado (Figuras 13A y B). Los 25
residuos de superficie pronosticados para el muMy9-8 de cadena

pesada permanecieron igual después del anélisis adicional, pero las
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posiciones de Kabat 5 y 70 de la cadena ligera requirieron de més
consideraciones. La alanina en la posicién 15 de cadena ligera tuvo
un promedio de accesibilidad de 34.4% en sus diez estructuras, pero
una sola estructura, 1mcp, tuvo residuos que flaguean idénticos a
aquelios en muMyS-8. En esta estructura, Ala15 tuvo accesibilidad
relativa con sélo 18.2%, debido a que en esta estructura sencliia
Ala15 fue menos accesible que el residuo promedio para la posicién
15. Las tres estructuras con una sola diferencia en el residuo que
flaquea, (lap2, Ifrg, y1 hil) se promediaron en conjunto. La
accesibilidad promedio para estas tres estructuras fue otra vez de
33.3%, haciendo Alal5 un residuo de superficie predictivo.
Finalmente, el recubrimiento de anti-B4, C242 y |a patente de

recubrimiento predicen que la posicién 15 de |la cadena ligera es un

‘residuo de superficie. Tomando estos dos, el enfoque conservador es

asumir que la posiclén 15 de la cadena ligera muMy8-8 es un residuo
de superficie. '

La posicién 70 de la cadena ligera My9-6 también requiere de
consideraciones especlales que resulten finalmente en una
prediccién conservadora y determine ser un residuo de superficie. La
predicclén de superficie inicial funciona para |la cadena ligera que
fue hecha con la informacién MC las cinco estructuras de cadena
ligeras méas homédiogas y en este Asp70 fue un residuo de superficie
de prediccion. Posteriormente, con las cinco estructuras méas
homélogas, se encontré que la posicién 70 tenfa un promedio de
accesibilidad de 28.1% como se muestra en la Figure 13A. Ademas,

nueve de las diez estructuras tenian residuos de flanqueo idénticos y
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el promedio de este conjunto fue de 28.2% de accesibilidad. Debido
a que oste residuo aparece muy cerca del 30% del corte y |la patente
de. recubrimiento sefiala la posicién 70 de la pt')sicién de la
superficie, la informacién de accesibilidad tuvo que ser nuevamente
examinada. La posicion 70 para la estructura 11ve tiene una
accesibilidad relativa del 22.5%, |la cual tiene cinco por ciento puntos
menos que la siguiente més baja con accesibilidad relativa de 27.2%.
Ya que 11ve es la octava estructura mas homéloga y tiene un bajo
valor atlpico, se tomo un promedio para ocho estructuras con
residuos de flanqueo idénticos ademés de 11ve y este conjunto tuvo
un promedio de accesibilidad de 30.1%.

Esto, junto con el hecho de que el andlisis inicilal de la cadena
ligera muMy9-6 y la patente de recubrimiento sefiala la posiciéon 70
de cadena ligera que nos lleva a la prediccién conservadora que la

cadena ligera muMyS8-6 Asp70 es un residuo de superficie.

3.8. Modelado Molecular para Determinar que Resliduo queda

Dentro del 3 A de CDR

-El modelo molecular, generado con un paquete de software
AbM fue analizado para determinar que residuo de superficie muMy9-
8 viene dentro de 5A de CDR. Para recubrir el anticuerpo, todos los
residuos de superficie fuera del CDR deberén ser cambiados a su
homélogo humano, pero los residuos que vengan dentro de 5A de
CDR también contribuyen a la unién y especificidad del antigeno. Por

lo tanto, estos residuos 5 A deben ser identificados y considerados a

Q1
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lo largo del proceso de humanizaclién. Las definiciones CDR que se
utilizan para recubrimiento combinan la definicibn AbM para cadena
pesada CDR2 y las definiciones de Kabat para los cinco CDRs
restantes (Figura 9). Se analizé el modelo murina con el programa
Swiss Viewer y la Figura 14 muestira los residuos que se encuentran
dentro d'g 5A de cualquier residuo CDR ya sea en una cadena ligera

0 pesada.
3.9. Seleccién de la Superficile Humana Mids Homdéloga

Las superficies de anticuerpos humanos candidatos para
recubrir muMy9-8 se extrajeron de la base de datos de secuencias de
anticuerpo de Kabat utilizando el programa SR. Este programa
proporciona una interfaz para buscar una posicion especificamente
contra |la base de datos de anticuerpos. Para conservar los pares
naturales, se compararon los residuos de superficies de ambas
cadenas, ligeras y pesadas. Las superficies humanas mas homélogas
de la base de datos de Kabat fueron alineadas de acuerdo con el
rango de secuencia de identidad. Las cinco mejores superficies
fueron alineadas con el programa SR de la base de datos de Kabat y
se muestran en la Figura 15. Las superficies se compararon entonces
para identificar cudles superficies humanas podrian requerir el menor
namero de cambios posibles dentro de 5 A de CDR. El anticuerpo del
virus de la anti-hepatitis C, LC3bPB (Ilvanovski M. et .al.. 1998, Blood
91 (7): 2433-42), requiere del menor numero de cambios en los

residuos de superficie (10 en total) y sélo cuatro de estos raesiduos
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vienen dentro de 5 A del CDR. La secuencia completa de regiéon
variable para muMy®-6 también se alinedé contra la base de datos de
anticuerpo humano de Kabat con SR y LC3bPB se identific6 como la
14va secuencia humana de regién variable méas parecida (no se

muestra la informacién). Ya que el anticuerpo LC3bPB proporciona la

superficie mas homéloga y requiere de un nimero minimo de cambios

de residuos 5§ A, es el mejor candidato para recubrir muMy$8-8.

3.10. Construccién de los Genes My9-6 para Humanizar los

anticuerpos My9-8

Los diez cambios de residuos de superficie para huMy9-8 se
hicieron utilizando técnicas de mutagénesis PCR como ya se ha
descrito. Ya que seis de los residuos de superficies para LC3bPB
fueron méds de 5 A de CDR, estos residuos fueron cambiados de
murina a8 humano en todas las versiones para humanizar el My9-8
(Figuras 18A y B). El cuarto residuo de superficie que cayé dentro de
5 A de CDR, posiclones de Kabat de cadena ligera 1,3 y 45 y de
cadena pesada posicion 64, fueron cambiados a humano o se
retenidos como murina para hacer las 18 versiones humanizadas de
My9-8. De estos, la versién mas humana es 1.0 ya que contiene los
diez residuos de superficie humanos. La versién 1.1 es la mas
conservadora en lo que' se refiers a asegurar una afinidad de enlace
méximo, la cual retiene los cuatro residuos de superficie de murina
que se encuentran en 5A de CDR. Cada uno de ios genes anticuerpo

humanizados My8-8 fueron clonados en el pldsmido de expresiéon de
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anticuerpo (Figura 5) para transfecciones pasajeras y estables.

3.11. Informacidn de Enlace

La fortaleza clave para la humanizacién es que al retener los
residuos de estructura de murina sin superficie, la My9-8 humanizada
debe continuar para enlazar el CD33 sin cambiar la afinidad. Sin
embargo, los cuatro residuos de superficie que vienen en 5 A de CDR
pueden contribuir al entace del antigeno y por lo tanto, al cambiar
estos residuos puede haber un efecto negativo en el enlace. Para
tratar esta preocupacién, las 18 versiones del My9-8 humanizado
incluyen todas las combinaciones de residuos humanos o de murina
en cada una de las cuatro posiciones de residuo 5 A. Esta gama gue
va desde la versién mds 6ptima o humana 1.0 con residuos humanos
en cada posicion de superficie no CDR hasta la versilén mas
conservadora 1.1 la cual retiene los residuos de murina en cada uno
de las cuatro posiclones de superficile 5A y, por lo tanto, deberéa
retener un enlace de tipo silvestre. Al comparar la afinidad de enlace
de la versién My9-8 humanizada con ia versién de murina My95-8, ia
version més humana que retiene el enlace de tipo silvestre puede ser
seleccionado como My8-8 humanizado recublerto.

Se llevaron a cabo experimentos de enlace directos y
competitivos con las versiones humanizadas de murina My9-8 y con
muMy®8-6 en el CD33 exponiendo una linea de células de leucemia
human HL-60. Se probaron las tres versiones mas humanas (V1. 0,

V1. 3, V1. 8) asi como |la versidn més conservadora (V 1. 1) en |as

ﬁ(/
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membranas HL-80 o en células enteras. La figura 17 da los valores

gl

KD para cada condicién y la figura 18 muestra ejemplos de curvas de .

enlace para huMy®8-8, V1.0, versus muMy9-8. Los valores KD
calculados para la versién humanizada My8-8 incluyendo Ia mas
humana, 1.0, caen dentro del error experimental del valor de KD de
la murina My9-8. Los resuitados de enlaces competitivos también
demuestran que los anticuerpos huMy9-8 pueden competir de igual
manera por el enlace CD33 como el muMy9-8. Con esta informacién
demostrando las afinidades de enlace cercanas al tipo silvestre para
el My8-6 completamente humanizado, VI.0, en las mom_branns y
células enteras HL-60, no hay necesidad de probar versiones
adicionales ya que la versién 1.0 es el anticuerpo humanizado éptimo
My9-8.

El anticuerpo My9-8 de murina fue humanizado por compieto sin
perder su actividad de enlace. Ninguno de los residuos de superficie
cambio de ratén a humano tuvo como resultado la pérdida de la
afinidad de enlace, aunque cuatro de estos residuos de supaerficie
fueron dentro do.5 A del CDR. Los residuos de 5 A de CDR fueron
pensado para hacer contactos criticos potenciales de van der Waal
que puedan afectar |a estructura de estos CDRs.

Los resultados de la humanizacién My8-8 sugieren que mientras
los niumeros de anticuerpos recubjertos crecen, el anaiisis a fondo de
posicion de los residuos basado en la informaciéon real de enlace,
puede ser un modo més efectivo de reconocimiento de residuos
cuestionable que solamente observar cualquier residuos de 5 A de

CDR.
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El My9-86 VI.0 humanizado (huMy®-8) es el cuarto anticuerpo
que fue humanizado utilizando el procedimiento aqul descrito. La
humanizacién al recubrir la regién variable del marco del anticuerpo
de murina fue desarrollado como una mejoria de los métodos
estdndares de humanizacién, incluyendo injertos CDR, que requieren
un extenso desarroillo y reingenleria para mantener {a actividad de
enlace. Esto se ve contrastado por el anticuerpo huMy$9-8 recubierto,
el cual implica cambiar solamente diez residuos de superficie para
poder crear un anticuerpo a completamente active con una superficie

completamente humana.

EjJemplo 4. Inmunoconjugado My9-86-DM1

Se ilevaron a cabo estudios de eficacia precilnicos con tejido
para injerto de tumor humano en ratones utilizando el anticuerpo
My9-8 conjugado con el farmaco maitansinoide DM1.

Como se tratara a continuacién, el My9-86-DM1 mantuvo la
especificidad y la afinidad de enlace de un anticuerpo CD33 sin
modificacién y mostré citotoxicidad especifica antigen potente hacia
las células positivas del tumor CD33 in vitro. El tratamiento de
ratones SCID que tienen xenoinjertos de tumor HL-80 subcutdneos
ostablecidos con My9-8-DM1 da como resultado una completa
erradicaclén de los tumores con dosis (20mg anticuerpo
conjugado/kg/dia i. v. x 5 dias) que no muestran toxicidad y se
encontraban por debajo de la dosis méaxima tolerada. En contraste, el

tratamiento con solo el anticuerpo My9-8 no surtié efecto en el
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crecimiento del tumor HL-80 comparado con el control del vehiculo.
Se observé eficacia curativa similar empleando My8-86-DM1 sobre el

tratamiento de ratones que tienen xenoinjertos THP-1 subcutédneos.

4.1. Reactivos

El antlcuerpo fue anticuerpo monoclional My9-8 de murina
dirigido contra el CD33 humano descrito anteriormente.
El agente modificador de anticuerpo fue N-succinimidil-4-(2-

pirinidil) pentanoato (SPP):
Q 4
\Jk/\r‘\
&PP
El farmaco citotéxico fue maitansina andloga, DM1, la cual se
sintetiza a partir del producto de la fermentacién microblana,

Ansamitocina P3. El DM1 es un inhibidor potente de la polimerizacién

tubulina.

4.2. Preparacld

El My9-8-I DM1 anticuerpo My$8-8 con

SPP para introducir 3-5 grupos de piridilditio por molécula del

anticuerpo. El Iintercambio de dlsulfuro entre sustituto de tiol en el
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DM1 y la funcionalidad disulfuro activa en el anticuerpo dio el DM1

que contiene anticuerpo conjugado.

(n puede ser cualquier entero)

4.3. Anilisis del anticuerpo y conjugado de anticuerpo que enlaza

por citometria de flujo

Las céluias HL-80 se incubaron con varias concentraciones del
anticuerpo My9-8 o del My®-8-DM1. Las céilulas fueron coladas e
incubadas con el anticuerpo secundario FITC nombrado anti-murina
IgG. Después del colado adicional, las células se fijaron con 2% de
formaldehido y la fluorescencia asociada a la célula fue cuantificada
utilizando un citémetro de flujo BD FACScan. El My8-6-DM1 mantiene
enlace especifico CD33 comparable al anticuerpo sin modificacién

(Figura 19).

4.4, Ensayo de citotoxicidad In vitro

4
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La citotoxicidad de My9-8-DM1 fue medida utilizando CD33
reflejando la célula THP-1 y la linea celular negativa CD33 Namalwa.
Las células fueron colocadas en placas de 86-pozos en un medio que
contenfa el conjugado y el incubado a 37°C hasta que se formaron
colonias (2-3 semanas). Se obtuvieron las colonias y las fracciones
sobrevivientes se determinaron utilizando distribucién de Poisson en

los calculos.
4.5. Estudios de xenoinjerto de tumor de ratén /n vivo

El modelo de tumor subcutdneo HL-80 células de leucemia
promielocitica humana (5 x10® células en 0.1 mL) fueron inocculadas
subcuténeamente en el flanco derecho de los ratones hembras SCID.
A los ratones se [es tratd por medio de una inyeccién en una vena
lateral de la cola comenzando cuando los tumores alcanzaban de
tamafio 100mm*® (400mm® en modelos de tumores grandes). El
tamafio del tumor y el peso del cuerpo del ratén fueron medidos dos
veces por semana. El modelo sobreviviente de células HL-80 (5x108
células en 0.1mL) fue inyectado intravenosamente en la vena lateral
de la cola de los ratones hembras SCID. Once dlas después de la
inyeccion de células del tumor empez6 el tratamiento. Los ratones se
revisaban todos los dlas para ver la condiciéon para masa tumoral
moribunda., o muerta. E! peso corporal era medido dos veces por

4.6. Especificidad y eficacla del My9-6-DM1 In vitro
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Se probd la citotoxicldad del My9-8-DM1 hacia las células que
expresan CD33 (THP-1) comparado con la linea de céIuIaICDss-
negativa (Namalwa) utilizando un anélisis clonogénico, donde la
actividad de matar células era determinada por la cuantificaclén del
nimero de colonias que podia crecer al seguir el tratamiento. El
My9-6-DM1 muestra una actividad potente para matar células hacia
células tumorales humanas CD33-positivo /n vitro (Figura 20). No se
observéd toxicidad importante en las células CD33-negativo, indicando
que Ila citotoxicidad CD33-dapandiente fue gracias a un

reconocimiento especlifico del anticuerpo anti-CD33, My9-8.

4.7. Eficacla del My$8-6-DM1 contra xenoinjertos de tumor humano
on ratones .

La eficacia del My9-8-DM1 in vivo fue determinada al utilizar
ratones SCID que tienen xenoinjertos de célula tumoral HL-80. Las
células HL-80 fueron inyectadas subcuténeamente y los tumores
crecieron hasta un promedio de 100mm?®. E| My9-6-DM1 conjugado se
aplicaba i.v. una vez al dia por 5 dias con las dosis indicadas en la
figura 21. La dosis se expresa como mg anticuerpo en el conjugado,
el cual corresponde a una dosis DM1 de a'proximadamente 15ug DM1
por mg del anticuerpo. El volumen del tumor se midié como
indicacién del tratamiento de eficacia y el péso del ratén fue
monitoreado para indicar |la toxicildad a consecuencia del tratamiento.

El My9-8-DM1 induce curaciones a largo plazo en ratones que toleran

$a/
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las células del tejido de injerto humano HL-60 con dosis que causan
muy poca toxicldad (Figura 21). En las dos dosis méas altas probadas
(19 y 26 mg/kg), se observo una regresién completa de los tumores
con una pérdida de peso méaximo de menos del 10% (Figuras 21A y
B). Inclusive en la dosis més baja probada (13 mg/kg), 2 de cada 5
ratones mostraron curaciones completas, mlentras que los otros tres
mostraron regresién del tumor con un retraso en el crecimiento del
tumor de aproximadamente 20 dias. Se observaron resultados
similares al utilizar las linea de célula THP-1 donde e! My9-8-DM1
ocasiondé curaclones a largo plazo en ratones que toleran las células
del tejido de injerto humano HL-80 (no se muestra la informacidn).
Estos resultados ocasionan un contraste agudo en comparaciéon
con aquelios obtenidos con el tratamiento de solamente el anticuerpo
My®9-8. El anticuerpo por sl sélo no tuvo efecto en le crecimiento de
las células tumorales inclusive en dosis de 50 mg/kg (Figura 21C).
Se comparé la actividad del My8-8-DM1 con el antl-CD33 anticuerpo-
caliqueamicina aprobado conjugando Ozogamicina de Gemtuzumab.
La ozogamicina de Gemtuzumab fue adminisirada cada 4 dias con
tres dosis. Un experimento preliminar demostré que |la ozogamicina
de Gemtuzumab en el MTD publicado para ratones (9.3 mg/kg) era
muy téxico para los ratones SCID (no se muestra la informacién).
También se observé toxicidad importante en las dosis 100 y 200ug/kg
en este experimento (Flgura 21F). La ozogamicina de Gemtuzumab
mostré una regresién modesta del tumor y un retraso en el
crecimiento en este modelo (25 dias) en la dosis maxima tolerada

(100ug/kg) (Figura 21E).
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En un experimento separado, se comparé la actividad anti-
tumoral del My®-6-DM1 conjugado con la actividad del féarmaco
predecesor sin conjugar maitansina. Los ratones que tisnen
xenoinjertos de tumor HL-60 fueron tratados diariamente por 5 dias
con conjugado de 23 mg anticuerpo/kg o 350ug DM1/kg; fdrmaco sin
conjugar a 350ug/kg; o el anticuerpo sin conjugar a 23 mg/kg. Tres
de los seis ratones tratados con maitansina dnicamente, murieron
dos dias después del tratamiento indicando que este nivel del
farmaco es muy téxico. No obstante, el f&rmaco mostré un impacto
importante en el crecimiento del tumor en los tres ratones restantes,
con un retraso en el crecimiento del aproximadamente de 10 dlas
(Figura 22).

El anticuerpo My®8-8 sélo, no tiene efecto en el crecimiento del
tumor, mientras que el My9-86-DM1 conjugado causa una regresion
completa de los tumores. El efecto del tratamiento conjugado en el
peso del ratén (disminucién del 12%) fue un poco mayor que en el
experimento anterior y puede reflejar variaciones de un lote a otro en
la sintesis conjugada. Se observé que los tumores volvieron a crecer
en dos de los seis ratones tratados conjugados, comenzando el 70.
Estos animales fueron sujetos a un segundo tratamiento de My®9-8-
DM1 idéntico al primero. El segundo tratamiento tuvo como resultado
una regresién completa de los tumores “recurrentes” sin observarse
ninguna toxicidad adversa; por lo que se sugiera que ia reapariciéon
del tumor no se debid al crecimlento de células resistentes-
conjugadas.

La potente eficacia del My9-86-DM1 en este modeio de tejido de

S-Q/
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injerto sugiera que el conjugar puede ser efectivo Inclusive contra
tumores HL-860 grandes. Se les permitié6 a los tumores crecer hasta
un volumen >400 mm® antes de iniciar el tratamiento. Ademés se hizo
una comparacién de la actividad del My9-8-DM1 con los farmacos
estdndares de quimioterapla. El My9-6-DM1 causé una regresién
completa de los tumores g-réndes en ratones SCID (Figuras 23A y B).
Otra vez, los tumores recurrentes (2 de cada 6 ratones) son
sensibles a un segundo tratamiento con My9-6-DM1. E| tratamiento
con agentes quimioterapéuticos esténdares (Ara-C e idarubicina)
tienen muy poco efectoc en el crecimiento del tumor. Las dosis altas

del farmaco fueron muy téxicas para los ratones (no mostrado).

4.8. Eficacla del My$%-6-DM1 en células HL-60 del modelo de

supervivencia en ratén

Mientras que I|a eficacia del MyS-6-DM1 en el modelo de
xenoinjerto de tumor es impactante, también es interesante observar
la actividad del conjugado en un modelo de supervivencia de ratén,
donde se inyectan directamente tas células HL-80 en |la vena de la
cola del ratén. En este modelo, los ratones controlados morian entre
30 y 50 dlas posteriores a la inyeccién de la célula. Los ratones
tratados -con My8-86-DM1 comenzando 11 dias después de |Ia
inyecciébn de <célula mostraron un aumento dramatico de
supervivencia, con 7 de cada 8 ratones vivos a los 70 dias (Figura
24A). Aplicando maitan'sina anicamente también mostré un impacto

importante en este modelo, aunque 2 de los 8 ratones murieron poco
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después de haber comenzado el tratamlento indicando la toxicidad
del farmaco La relativa eficacia de la maitansina en este modelo
comparado con el modelo de xenoinjerto subcutdneo sugiere que los
tumores HL-80 pudieran ser méas sensibles a la accién del farmaco en
estas condiciones. Si afiadimos un retraso al comenzar el tratamiento
se pudiera demostrar una diferencia aguda entre el fdrmaco dirigido
y el no dirigido. Sin embargo, inclusive en este modelo, la
quimioterapia estdndar no proporcioné ninguna mejora significativa
(Figura 24B). La combinacién més alta de dosls mostré una toxicidad
aparente importante de! farmaco. Ambos, el anticuerpo My8-8 y la
ozogamicina ‘de Gemtuzumab mostraron un auniento moderado en la

supervivencia.

Estado del Depésito

El hibridoma que hace que los anticuerpos My9-8 de murina
fueran depositados con la Colacciéon de Cultivo Tipo Estadounidense,
PO Box 15489, Manﬁasas. VA 20108, ol 7 de noviembre de 2002, bajo
los Términos del Tratado de Budapest y fue asignado como el
depdsito nimero PTA-4786.

Se ha hecho referencia a ciertas patentes y publicaciones en la
presente descripcién, las enseflanzas de cada una de las cuales
estan incorporadas aqui en su totalidad mediante referencia.

En tanto que se ha descrito la invencién a. detalle y con

referencias a modalidades especificas de la misma, seria evidente
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para alguien con experiencia en la técnica que se pueden hacer
varios cambios y modificaciones a la presente sin apartarse del

espiritu y alcance de la misma.
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REIVINDICACIONE

1. Un anticuerpo aislado o un fragmento de enlace de eplitope
del mismo, que comprende por lo menos una regién de determinacién
complementaria, que tiene wuna secuencia de amlnoécido

seleccionada del grupo que consiste en NOs. {D. SEC.:1-6:

SYYIH (NO. ID. SEC.:1),
VIYPGNDDISYNQKFXG (NO. ID. SEC.:2), en donde X es K 0 Q,
EVRLRYFDV (NO. ID. SEC.:3),
KSSQSVFFSSSQKNYLA (NO. ID. SEC.:4),
WASTRES (NO. ID. SEC.:5),

.HQYLSSRT (NO. ID. SEC.:8),

y que tiene la habilidad para enlazar D33.

2. Un anticuerpo o fragmento de eniace de epitope del mismo,
que comprende por lo menos una regién variable de cadena pesada y
una regién variable de cadena ligera, en el que dicha regién variable
de cadena pesada incluye tres regiones de determinacién
complementarias que tienen secuencias de aminoécidos

representadas NO. ID. SECs. :1-3, respectivamente,

SYYIH (NO. ID. SEC.:1),

VIYPGNDDISYNQKFXG (NO. ID. SEC.: 2), en donde X es K 0 Q,
EVRLRYFDV (NO. ID. SEC.: 3),

y en el que dicha regién variable de cadena ligera incluye tres

reglones de determinacién complementarias que tienen secuencias
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de aminoécidos representadas por NO. ID. SEC.s: 4-6,
respectivamente,

KSSQSVFFSSSQKNYLA (NO. ID. SEC.: 4),

WASTRES (NO. ID. SEC.:5),

HQYLSSRT (NO. ID. SEC.: 6).

3. Un anticuerpo o un fragmento de enlace de eplitope del
mismo de conformidad con la reivindicacién 2, caracterizado porque
dicha regién variable de cadena pesada tiene por lo menos 90% de
identidad de secuencia a wuna secuencia de amino&acidos
representada por NO. ID. SEC.: 7:
QVQLQQPGAEWKPGASVKMSCKASGYTFTSYYIHWIKQTPGQGLEWVG
VIYPGNDSYNQKFKGKATLTADKSSTTAYMQLSSLTSEDSAVYYCAREVR
LRYFDVWGAGT TVTVSS.

4. Un anticuerpo o un fragmento de enlace de epitope del
mismo de conformidad con la reivindicacién 2, caracterizado porque
dicha regidn variable de cadena pesada tiene por o menos 85% de
identidad de secuencia a dicha secuencia de aminoécidos
representada por NO. ID. SEC.:7:
QVQLQQPGAEWKPGASVKMSCKASGYTFTSYYIHWIKQTPGQGLEWVG
VIYPGNDISYNQKFKGKATLTADKSSTTAYMQLSSLTSEDSAVYYCAREV
RLRYFDVWGAGT TVTVSS.

5. Un anticuerpo o fragmento de eniace de epitope del mismo
de conformidad con la relvindicacién 2, caracterizado porque dicha
regién variable de cadena pesada tiene una secuencia de aminoécido
representada por NO. ID. SEC.: 7:
QVQLQQPGAEVVKPGASVKMSCKASGYTFTSYYIHWIKQTPGQGLEWV

Y
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GVIYPGNDISYNQKFKGKATLTADKSSTTAYMQLSSLTSEDSAVYYCARE
VRLRYFDVWGAGT TVTVSS.

8. Un anticuerpo o fragmento de enlace de epitope del mismo
de conformidad con la relvindicacién 2, caracterlzado porque dicha
region variable de cadena ligera tiene por lo menos 80% de Identidad
de secuencia a dicha secuencia de aminodcidos representada por
NO.ID.SEC.: 8:
NIMLTQSPSSLAVSAGEKVTMSCKSSQSVFFSSSQKNYLAWYQQIPGQS
PKLLIYWASRESGVPDRFTGSGSGTDFTLTISSVQSEDLAIYYCHQYLSS
RTFGGGTKLEIKR.

7. Un anticuerpo o fragmento de enlace de epitope del mismo
de conformidad con la reivindicacién 2, caracterizado porque dicha
regiéon variable de cadena ligera tiene por io menos 85% de identidad
de secuencia a dicha secuencia de aminoacidos representada por
NO. ID. SEC.: 8:
NIMLTQSPSSLAVSAGEKVTMSCKSSQSVFFSSSQKNYLAWYQQIPGQS
PKLLIYWASRESGVPDRFTGSGSGTDFTLTISSVQSEDLAIYYCHQYLSS
RTFGGGTKLEIKR.

8. Un anticuerpo o fragmento de enlace de epltope del mismo
de conformidad con la reivindicacién 2, caracterizado porque dicha
regién variable de cadena ligera tiene una secuencia de aminoécidos
representada por NO. ID. SEC.: 8:
NIMLTQSPSSLAVSAGEKVTMSCKSSQSVFFSSSQKNYLAWYQQIPGQS
PKLLIYWASRESGVPDRFTGSGSGTDFTLTISSVQSEDLAIYYCHQYLSS
RTFGGGTKLEIKR.

9. Un anticuerpo o fragmento de enlace de epitope del mismo
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de conformidad con la reivindicacién 2, caracterizado porque dicha
region variable de cadena pesada tiene por lo menos 850% de
identidad de secuencia a dicha secuencia de aminoécidos
representada por NO. ID. SEC.: 9:
QVQLQQPGAEWKPGASVKMSCKASGYTFTSYYIHWIKQTPGQGLEWVG
VIYPGNDSYNQKFQGKATLTADKSSTTAYMQLSSLTSEDSAVYYCAREV
RLRYFDVWGQGT TVTVSS.

. 10. Un anticuerpo o fragmento de enlace de epitope del mismo
de. conformidad con Ia relvindicacién 2, caracterizado porque dicha
region variable de cadena pesada tiene por lo menos 95% de
identidad de secuencia a dicha secuencia de aminoécidos
representada por NO. ID. SEC.: 9:
QVQALQQAPGAEWKPGASVKMSCKASGYTETSYYIHWIKQTPGQGLEWVG
VIYPGNDISYNQKFQGKATLTADKSSTTAYMQLSSLTSEDSAVYYCAREV
RLRYFDVWGQGT TVTVSS.

11. Un anticuerpo o fragmento de eniace de epltope del mismo
de conformidad con la reivindicacién 2, caracterizado porque dicha
regién variable de cadena pesada tiene una secuencia de
aminoacidos representada por NO. ID. SEC.: 9:
QVQLQQPGAEVVKPGASVKMSCKASGYTFTSYYIHWIKQTPGQGLEWYV
GVIYPGNDISYNQKFQGKATLTADKSSTTAYMQLSSLTSEDSAVYYCARE
VRLRYFDVWGQGT TVTVSS.

12. Un anticuerpo o fragmento de enlace de epitope del mismo,
de conformidad con la reivindicacién 2, caracterizado porque dicha
regién variable de cadena ligera tiene por lo menos 80% de identidad

de secuencia a dicha secuencia de aminoéAcidos representada por
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NO- ID. SEC.: 10:
EIVLTQSPGSLAVSPGERVTMSCKSSQSVFFSSSQKNYLAWYQQIPGQS
PRLLIYWASRESGVPDRFTGSGSGTDFTLTISSVQPEDLAIYYCHQ‘YLSS
RTFGQGTKLEIKR.

13. Un anticuerpo o fragmento de enlace de epitope del mismo,

de conformidad con la reivindicacién 2, caracterizado porque dicha

regién variable de cadena ligera tiene por |0 menos 95% de identidad
de secuencla a dicha secuencia de aminoécidos representada por
NO. ID. SEC.: 10: '
EIVLTQSPGSLAVSPGERVTMSCKSSQSVFFSSSQKNYLAWYQQIPGQS
PRLLIYWASRESGVPDRFTGSGSGTDFTLTISSVQPEDLAIYYCHQYLSS
RTFGQGTKLEIKR.

14. Un anticuerpo o fragmento de enlace de epitope del mismo,
de conformidad con la relvindicacién 2, caracterizado porque dicha
regién variable de cadena ligera tiene una secuencia de aminoécldos
representada por NO. ID. SEC.: 10:
EIVLTQSPGSLAVSPGERVTMSCKSSQSVFFSSSQKNYLAWYQQIPGQS
PRLLIYWASESGVPDRFTGSGSGTDFTLTISSVQPEDLAIYYCHQYLSSR
TFGQGTKLEIKR.

15. Un anticuerpo purificado o fragmento de eniace de epltope
del mismo que se enlaza especlficamente a CD33, caracterizado
porgue la porcidn de regiéon variable de cadena pesada de dicho
anticuerpo o fragmento de enlace de epitope tiene una secuencia de
aminoécido representada por NO. ID. SEC.: 7:
QVQLQQPGAEVVKPGASVKMSCKASGYTFTSYYIHWIKQTPGQGLEWYV
GVIYPGNDISYNQKFKGKATLTADKSSTTAYMQLSSLTSEDSAVYYCARE
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VRLRYFDVWGAGT TVTVSS, y en el que la porcién de la regién
variable de cadena ligera de dicho anticuerpo o fragmento de enlace
de epitope tiene una secuencia de aminodcidos representada por NO.
ID. SEC.: 8:
NIMLTQSPSSLAVSAGEKVTMSCKSSQSVFFSSSQKNYLAWYQQIPGQS
PKLLIYWASTRESGVPDRFTGSGSGTDFTLTISSVQSEDLAIYYCHQYLS
SRTFGGGTKLEIKR.

16. Un anticuerpo humanizado o recubierto 0 un fragmento de
enlace de epitope del mismo, que se enlaza especificamente CD33,
caracterizado porque la porcién de la regién de cadena pesada de
dicho anticuerpo o fragmento de enlace de epltope tiene una
secuenclia de aminoécidos representada por NO. ID. SEC.: 9:
QVALQQPGAEWKPGASVKMSCKASGYTFTSYYIHWIKQTPGQGLEWVG
VIYPGNDDISYNQKFQGKATLTADKSSTTAYMQLSSLTSEDSAVYYCARE
VRLRYFDVWGQGT TVTVSS, y en el que la porcién de la ragién
variable de cadena ligera de dicho anticuerpo o fragmento de enlace
de epitope tiene una secuencia de aminoacidos representada por NO.
ID. SEC.: 10:
EIVLTQSPGSLAVSPGERVTMSCKSSQSVFFSSSQKNYLAWYQQIPGQS
PRLLIYWASTRESGVPDRFTGSGSGTDFTLTISSVQF-’EDLAIYYCHQYLS
SRTFGQGTKLEIKR.

17. Un inmunoconjugado que comprende el anticuerpo o
fragmento de enlace de epitope del mismo, de conformidad con la
relvindicacién 1, enlazado a un fédrmaco o profarmaco.

18. Un inmunoconjugado que comprende el anticuerpo o

fragmento de enlace de epitope del mismo, de conformidad con Ila
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reivindicaclén 2, relacilonado a un farmaco o profdrmaco.

19. El inmunoconjugado de conformid.ad con la reivindicacién
17, caracterizado porque dicho farmaco o profarmaco es
seleccionado del grupo que consiste de un maitansinoide, un taxoide,
CC-1085, un CC-1085 anidlogo, dolastatina, dolastatina andloga,
metotrexato, daunorublcina, doxorubicina, vincristina, vinblastina,
melfalan, mitomicina C, clorambuciil, caliqueamicina y derivados del
mismo.

20. El inmunoconjugado de conformidad con la reivindicacién
18, caracterizado porque dicho farmaco o profdrmaco es
seleccionado del grupo que consiste de un maitansinoide, un taxoide,
CC-1085, un CC-1085 andlogo, dolastatina, dolastatina anéloga,
metotrexato, daunorubicina, doxorubicina, vincristina, vinblastina,
melfalan, mitomicina C, clorambucil, caliqueamicina y derivados del
mismo. -

21. Una composicién que consta de! anticuerpo o fragmento de
enlace de epitope del mismo de conformidad con la reivindicacién 1 y
un farmaco o profarmaco.

22. Una composicién que consta del anticuerpo o fragmento de
enlace de epltope del mismo de conformidad con la reivindicacién 2 y
un farmaco o proféarmaco.

23. Una composicién farmacéutica que consta del anticuerpo o
fragmento de enlace de epitope del mismo de conformidad con la
relvindicacién 1 y un agente farmaceGticamente aceptable.

24. Una composicion farmacéutica que consta del anticuerpo o

fragmento de enlace de eplitope del mismo de conformidad con la
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reivindicacién 2 y un agente farmacelticamente aceptable.

25. Una composicion farmacéutica que consta del
inmunoconjugado de conformidad con la reivindicacién 17 y un
agente farmacelticamente aceptable.

286. Una composicion farmacéutica que consta del
inmunoconjugado de conformidad con la reivindicacién 18 y un
agente farmaceuticamente aceptabie.

27. Una composicién farmacéutica que consta de Ila
composicién de conformidad con la reivindicacién 21 y un agente
farmacedticamente aceptable.

28. Una composicién farmacéutica que consta de Ia
composicién de conformidad con la reivindicacién 22 y un agente
farmaceudticamente aceptable.

29. Un reactivo de diagnéstico que consta del anticuerpo de
conformidad con la reivindicacién 1, en el que dicho anticuerpo o
fragmento de anticuerpo esté etiquetado.

30. Un reactivo de diagnéstico que consta del anticuerpo de
conformidad con la relvindicaclén 1, en el que dicho anticuerpo o
fragmento de anticuerpo esta etiquetado.

31. El reactivo diagndstico de conformidad con la reivindicacién
29, caracterizado porque di;:ha etiqueta fue seleccionada del grupo
que consta de una etiqueta de biotina, una etiqueta de enzima, una
radlo etiqueta, fluoroforo, croméforo, un agente de imagen y un ion
metélico.

32. El reactivo diagnéstico de conformidad con la reivindicacién

30, caracterizado porque dicha etiqueta fue seleccionada del grupo
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que consta de una etiqueta biotina, una etiqueta de encima, una
radio etiqueta, fluoroforo, cromdéforo, un agente de Imagen y un ion
metélico.

33. Un método para inhibir el crecimiento de la célula que
expresa CD33 que consta en poner en contacto dicha célula con el
anticuerpo o fragmento de enlace de epitope del mismo de
conformidad con la reivindicacién 1 o 2.

34. Un método para inhibir el crecimiento de la célula
expresada por CD33 que consta en poner en contacto dicha célula
con el inmunoconjugado de conformidad con la reivindicaciéon 17 o
18.

35. Un método para inhibir el crecimiento de l|a célula
expresada por CD33 que consta en poner en contacto dicha célula
con la composicién de conformidad con la reivindicacién 21 o 22.

38. Un método para Inhlbir el crecimiento de la célula
expresada por CD33 que consta en poner en contacto dicha célula
con la composicién farmacéutica seleccionada de las
reivindicaciones 23-28.

37. Un método para tratar a un sujeto con una enfermedad en
el que se expresa CD33, que consta de administrar a dicho sujeto
una cantidad efectiva del anticuerpo o fragmento de enlace de
epitope del mismo de la reivindicacién 1 0 2.

38. Un método para tratar a un sujeto con una enfermedad en
el que se expresa CD33, que consta de administrar a dicho sujeto
una cantidad efectiva del inmunoconjugado de la reivindicaciéon 17 o

i8.



10

15

25

38. Un método para tratar a un sujeto con una enfermedad en
el que se expresa CD33, que consta de administrar a dicho sujeto
una cantidad efectiva de la composicién de la reivindicacién 21 o 22.

40. Un método para tratar a un sujeto con una enfermedad en
el que se expresa CD33, que consta de administra_r a dicho sujeto
una cantidad efectiva de l|a composicién farmacéutica de Ia
reivindicacién 23 o 24.

41. Un método para tratar a un sujeto con una enfermedad en
el que se expresa CD33, que consta de administrar a dicho sujeto
una cantidad efectiva de Ia composiciébn farmacéutica de Ia
reivindicacion 25 o 28.

42. Un método para tratar a un sujeto con una enfermedad en
el que se expresa CD33, que consta de administrar a dicho sujeto
una cantidad efectiva de la composicién farmacéutica de Ia
reivindicacién 27 o 28.

43. Un método para tratar a un sujeto con una enfermedad en
el que se expresa CD33, que consta en poner en contacto una o més
células de dicho sujeto ex vive con una cantidad efectiva de
anticuerpo o fragmento de enlace de epitope del mismo de la
reivindicacién 1 o 2.

44. Un método para tratar a un sujeto con una enfermedad en
ol que se expresa CD33, que consta en poner en contacto una o mas
células de dicho sujeto ex vivo ¢.:on una cantidad efectiva de
inmunoconjugado de la reivindicaciéon 17 o 18.

45. Un método para tratar a un sujeto con una enfermedad en

al que se expresa CD33, que consta en poner en contacto una o mas

U
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células de dicho sujeto ex vivo con una cantidad efectiva de I|a
composicion de la reivindicacién 21 o 22.

48. Un método para tratar a un sujeto con una enfermedad en
el que se expresa CD33, que consta en poner en contacto una o més
cédlulas de dicho sujeto ex vivo con una cantidad efectiva de la
co'mposicibn farmcéutic-a seleccionada a partir de las
reivindicaciones 23-28.

47. Un método de tratamiento de conformidad con la
reivindicacion 37, caracterlzado porque dicha enfermedad es una
enfermedad seleccionada del grupo que consta del sindrome de
mielodisplasia (MDS), leucemia mieloide aguda (AML), leucemia
mielolde crénica (CML) y leucemia promielocitica (PML).

48. Un método de tratamlento de conformidad con |Ila
reivindicacién 38, caracterizado porque dicha enfermedad es una
enfermedad seleccionada del grupo que consta del sindrome de
mielodisplasia (SMD), leucemia mleloide aguda (LMA), leucemia
mieloide crénica (LMC) y leucemia promielocitica (LMP).

48. Un método de tratamiento de conformidad con Ila
reivindicacién 39, caracterizado porque dicha enfermedad es una
enfermedad seleccionada de! grupo que consta del sindrome de
mielodisplasia (SMD), leucemia mieloide aguda (LMA), leucemia
mieloide crénica (LMC) y leucemia promielocitica (LMP).

50. Un métode de tratamiento de conformidad con Ila
reivindicacién 40, caracterizado porque dicha enfermedad es una
enfermedad seleccionada del grupo que consta del sindrome de

mielodisplasia (SMD), leucemia mieloide aguda (LMA), leucemia

101
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mieloide crénica (LMC) y leucemia promielocitica (LMP).

51. Un método de tratamiento de conformidad con Ila
reivindicacién 41, caracterizado porque dicha enfermedad es una
enfermedad seleccionada del grupo que consta del sindrome de
mielodisplasia (SMD), leucemia mieloide aguda (LMA), leucemia

mieloide crénica (LMC) y leucemia promielocitica (LMP).

@Un método de tratamiento de conformidad con la reivindicacién

42, caracterizado porque dicha enfermedad es una enfermedad
seleccionada del grupo que consta del sindrome de mielodisplasia
(SMD), leucemia mieloide aguda (LMA), leucemia mieloide crénica
(LMC) y leucemia promislocitica (LMP).

53. Un método de tratamiento de conformidad con Ila
reivindicacién 43, caracterizado porque dicha enfermedad es una
enfermedad seleccionada del grupo que consta dei sindrome de
mielodisplasia (SMD), leucemia mieloide aguda (LMA), leucemia
mielolde crénica (LMC) y leucemla promielocitica (LMP).

54. Un método de tratamiento de conformidad con Ia
reivindicacién 44, caracterizado porque dicha enfermedad es una
enfermedad seleccionada del grupo que consta del sindrome de
mielodisplasia (SMD), leucemia mielolde aguda (LMA), leucemia
mieloide crénica (LMC) y leucemia promielocitica (LMP).

§5. Un método de tratamiento de conformidad con la
reivindicacién 45, caracterizado porque dicha enfermedad es una
enfermedad seleccionada del grupo que consta del sindrome de
mielodisplasia (SMD), leucemia mieloide aguda (LMA), Ieucerﬁia

mieloide crénica (LMC) y leucemia promielocitica (LMP).

R
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586. Un método de tratamiento de conformidad con |la
reivindicacién 46, caracterizado porque dicha enfermedad es una
enfermedad seleccionada del grupo que consta de! sindrome de
mielodisplasia (SMD), leucemia mieloide aguda (LMA), leucemia
mieloide crénica (LMC) y leucemia promlelocitica (LMP).

57. Un método para determinar sl una muestra biolégica
contiene una céluia cancerigena mieloginosa que comprende:

(a) poner en contacto dicha muestra con el reactivo de
diagnéstico de |a reivindicaciéon 290 0 30 y

(b) detectar la distribucién de dicho reactivo contenido en la
muestra.

58. ElI método de diagndstico de conformidad con la
reivindicacidn 57, caracterizado porque dicho cancer es un cancer
selecclonado del grupo que consta de leucemia mieloide aguda
(LMA), leucemia mielocide crénica (LMC) y leucemia promielocitica
(LMP).

58. Un anticuerpo o fragmento de enlace de epitope del mismo
mejorado que se eniaza especificamente a CD33, dicho anticuerpo o
fragmento del anticuerpo mejorado preparado por:

(a) proporcionar ADN que codifique el anticuerpo o fragmento
de enlace de epitope del mismo que consta de por |o menos uno de
la NO. ID. SEC.: 7y NO. ID. SEC.: 8

(b) introducir por lo menos una mutacién, supresioén, insercién o
adiclén de nucledtido a dicho ADN de tal forma que se cambie la
secuencia del aminoécido de dicho o anticuerpo o fragmento de

enlace de eplitope que codifica dicho ADN;
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{(c) expresar dicho anticuerpo o fragmento de enlace de
epltope;

(d) dicha revisién que expresa el anticuerpo o fragmento de
enlace de epltope para dicha mejoria, de ese modo preparando un
anticuerpo o fragmento de enlace de epitope del mismo mejorado.

60. Un anticuerpo o fragmento de enlace de epitope del mismo
mejorado que se enlaza especificamente con CD33, dicho anticuerpo
o fragmento de enlace de epltope mejorado preparado por:

(a) proporcionar ADN que codifique el anticuerpo o fragmento
de enlace de eplitope del mismo que consta de por |0 menos uno del
NO. ID. SEC.: 8 y NO. ID. SEC.: 10.

(b) introducir por lo menos una mutacién, supresién, insercién o
adicién de nucledtido a dicho ADN de tal forma que se camble la
secuencia del aminodcido de dicho o anticuerpo o fragmento de
eniace de epitope codificador dicho ADN;

(c) expresar dicho anticuerpo o fragmento de enlace de
epitope;

(d) tamizar el anticuerpo expresado o fragmento de enlace de
epitope para dicha mejoria, preparando de ese modo un anticuerpo o
fragmento de enlace de epitope del mismo mejorado.

81. El anticuerpo o fragmento epltope mejorado de conformidad
la reivindicaclén 59 o 80, caracterizado porque dicha mejoria es un
aumento en la afinidad del CD33.

62. El anticuerpo o fragmento epitope mejorado de conformidad
con la rel-vlndicaciOn 58 o 80, caracterizado porque por lo menos se

realiza una mutacién, supresién, insercién o adicién del nucledtido

|0
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por medio de un método seleccionado del grupo que consiste de
mutagénesis dirigida de sitio mediada por oligonucléotido,
mutagénesis de casete, PCR propenso al error, redistribuciéon de
ADN y uso de las cepas de mutacién de E. coli.

83. Un polinucleétido aisilado que codifica el anticuerpo o
fragmento de enlace de epitope del mismo de conformidad con la
reivindicaciéon 1 o 2.

84. Un polinucleétido aislado que codifica una cadena ligera o
pesada del anticuerpo o fragmento de enlace de epitope del mismo
de conformidad con la reivindicaciéon 1 o 2.

85. Un vector recombinante que comprende el polinucleétido de
conformidad con la reilvindicacién 83.

88. Un vector recombinante que comprende el polinucleétido de
conformidad con la reivindicacién 84.

867. Una célula huésped transformada con el vector
recombinante de conformidad con !a relvindicaclén 85.

88. Una célula huésped transformada con el vector
recombinante de conformidad con la relvindicacién 68.

698. Un método para producir un anticuerpo o fragmento de

106

enlace de epitope del mismo con la habilidad de enlazarse a CD33,

dicho método consta de (a) cultivar una céiula huésped de
conformidad con la reivindicacién 67 bajo clertas condiclones tales
que dicha célula huésped exprese el anticuerpo o un fragmento de
enlace de eplitope, y (b) tomar el anticuerpo o un fragmento de
enlace de eplitope ahl expresado.

70. Un método para producir un anticuerpo o un fragmento de
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enlace de eplitope del mismo con la habilidad de enlazarse a CD33,
dicho método consta de (a) cultivar una célula huésped de
conformidad con la reivindicacion 88 bajo condiciones tales que
dicha célula huésped exprase el anticuerpo ¢ un fragmento de enlace
de -opltope. y (b) recolectar el anticuerpo o un fragmento de enlace
de epitope asl expresado.

71. Un método para obtener CD33 a partir del material
bioléglco, dicho métode consta de: (a) poner en contacto el material
biolégico con el anticuerpo o fragmento de enlace de epitope del
mismo de conformidad con la reivindicacién 1 0 2,

(b) permitir que el anticuerpo o fragmento de enlace de epitope
de la reivindicacién 1 o 2 se enlace con CD33 en dicho material
biolégico, ¥y

(c) aisiar el anticuerpo o fragmento de eniace de epltope que

. delimita el CD33 del material bioldgico, de ese modo sae obtiene

CD33 de un material bioldgico.

10t
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RESUMEN

La presente invenciéon se refiere a anticuerpos que enlazan
CD33. De manera més particular, la invencién se rﬁflare a
anticuerpos anti-CD33, fragmentos y homéiogos de dichos
anticuerpos, versiones humanizadas y recubiertas de dichos
anticuerpos, equivalentes funcionales y versiones mejoradas de
dichos anticuerpos, Inmunoconjugados Yy composiciones que
comprenden dichos anticuerpos y el uso de los mismos en el
diagndstico, Investigacién y aplicaclones terapéuticas. La invencién
se refiere también a un polinucleétido que codifica los anticuerpos,
vectores que comprenden Ilos polinucleétidos, céiulas huésped
transformadas con polinuclebétidos y métodos para producir los

anticuerpos.
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Figura 2 : e
Cartilla degenerada My9-8 para la secuencia de sefial de cadena
Nimg Sychievey: 8LO D NO;
1wddepl TI'ITGM TGO GOGTUTOCCAGN AUNTEY G 17
becdis?  TROTGATLOGU TGO TGOTGCTG YGAGENWSNG 18

Legdded  THPIOAT TOCAGGTGTICA TGCTGCIGYTNY 1 N1GGGT 1y

T A reaia e §40:C, YOdT. W AT N-A LU
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Secuencia terminal amino para cadena ligera del péptido muMy9-6

Figura 8A
1} .
e WuMy9-6 Light Chain Amino Terminal Poptide Sequence ; DNO: |
Edman Kobaté -5 10 s . a0 a3 - “
M N I ¥ L T Q 5 P BSLAVSAGERVTMNI(S) X
Deg cDNA P I V I T Q T P SSLAVEAGERVTM 8 C 45
SacIMK E L D I V X T Q@ X X ] P
Primer GG GAG CTC GAY ATT GTG MTS ACM CAR WCT MCA . .
Signal Pep W I ¥ L T Q 5 P 6BLAVGEAGEXVTK 5 C p
MﬁﬁldﬂlmﬂlMS—MSklﬂwtdﬂlﬂﬁﬂmﬁhC.DlmllMy\-’-G
Figura 6B ' .
MS-MS Sequence Analysis of muMy9-6 Light Chain CDR Peptids Fragments D NO:
CDR! X 8 8 Q 8 Vr ?F 8 8 8 QK NTY L A ) 48
1319Da B 8 Q 8 VF F 8 8 8 Q K 9
CDR2 - XK L L I Y WA S TRZER 8 50
1122 Da K L L I Y WA S TR E 51

1z

LEL

oW



Figura 7 Cadena pesada muMy9-6 de la secuencua intemo/CDR3 péptido -
nniMy9-6 Heavy Chain IntomalCDR3 Poptido Sequenco ’%%m
1788Da (RIY P DV WNGAQGQTTVTVES A KT
Sequence 52
CDNAclone2| E V R L R Y P DV W G A G T T VT V 8 6 '
(match) . GoR3 53
DNAclons1| ¥ 0 E D A - W D Y W G QG T 8 VT VE B
(a0 mach) oo 54

&
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Figura 8A

_Cadcna ligera (Secuencial umeradar) (SEQ 1D NO:55):

)

2 pacattatgetgacacagtcgooatcatctotggeotgtgtetgea
1 ¥ I ¥ L T Q 8 » 8 8 L A V 8§ A

{8 ggagaaaaggtcactatgagctgtaagtccagtcasagtgtttet
lﬁGEKVTKBCKSSL§VF

CDR1

01 ttcagttcaagtcageagaactactiggectggtaccaacagata
51 P 8 8 8 g X E ¥ L A W ¥ 0 QX
CDR1 .

336 ccagygregtctectaaactictgatctactgggeatecactagy .
06 P 6 Q 8 P KL L I Y M A 8 T R

CDR1

181 gaatctggtgtcccetgategcttcacaggragtggatctgggaca
tl R 8 G-V P D R F T @G 8 @ 8 @ T

326 gattttactctiaccatcageagtgtacaatctgaagacctggea
7 D P T L T I 8 § VvV Q 8 E D L A

271 atttattactgtcatcastacctectcctegeggacgttoggtgga
8] I ¥ ¥ C H D Y L 8 5 R T P G G
CDR3

316 ggcaccaaactggaaatcasacgna
06 6 T K L BE I K R

s



-
L]
-

21
31

236

il - b |
51

226
76

an
2} §

326
106

caggtgeaactgoageagectggggctgaggtogtoaagoctgoy

Q vV Q'L Q Q F G A B V V K P @

gcctecagtgaagatgtoctgoaaggcetiociguetacacatttacce
A 8 V K M B C K A B &Y 77 F 7T

agttactatatacactggataaagcagacacctggmcagggectyg
S Y ¥ r H W I KQTUPGQ G-L
£l

geatggottggagttatttatecaggaaatgatgatatttoectac
B 0w vV o ¥ I X P G N D D I E XY

CoR2
eatcagangttcaaaggcanqgccaéattgactgcagncanntcc
BEQ KR F K g K A T L T A D K 8

CTR2 -

tccaccacagectacatgraactcagcagectgacatctgaggac
S 7 T A Y M Q0L B8 S L T 8 E D

tctgeggtotattactgtgraagagaggttegtctacggtact te
8 A VY Y € A R B Y B L R X F
CDR3

gatgtctmwcncamccacwtcaccgtctcctca
D v ¥ g A T T V T V 8 S



WO 2004043344
Figura 9
Murina My9-6 CDRs
CDRI: K SSQSVFRSSSQKNYLA

CDR2:..WASTRES

COR:» HQYLSSRT
Cadena pegada

CDRI: SYY1H
CDRzZ VIYPONDDISYNQKFKG

COR:: EVRLRYFDYV

Cadena pesada AbM

CORI: Q YTFTSYYIH
CDR:2 VIYPGNDDIS

COR: EVRLRYEDYVYV

918

PCT/US2003/832737

37

58

55
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Figura 10
Cadena Livi
r . N Cn
::ﬁ—..m-
0-27 ' NIMMTQSPSSLAVSAGERVTMSCKS SQEVLYSSNOENYLAWYQOKPGQSP
muMy93-6 I FFP..B.......... I.....
99
Herq) KLLIYMASTRESGVPDRIIG SGEGTDFTLTISSVQAEDLAVYYCEQYLS
IDD.MM T e m e s EeammeneaEs e P mom el e s m e s e 8 [
Cadema Pesads
=0
vipo2* " ~VQLOQPGAELVEPGASVEVBCRASGYTF TSYWNHHVEQRPGQALEWIGR
muMy9-6 o J Voerinnns - ¥I..I..T....... v.v
- a8
vIo2 xmmmmmmmsmamsmmm
TuMy9-6 XY ED.IB. ... S R
2 SEQ ID NO:60 . Sequential residoc oumbering
¢ SEQ I NO61 -

RLY
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Figura 11A

My96
ihil
1as5f
iair
1frg

a3c9
1lve

96
labe

1hil
1aSf
lalr
1frg
lmep
43c9
llve
1apd
inch

Nyve
lokbs
thil
lo5f
laldxr
1fxg
linep
33c9
ilve
iap2
mech

PCT/US003R32737

RS,
¥
HHEHHHEHBEEHEH

MECKSSQEVF
NTCKXSIQELL
KSCTESQSLP
MYCESSQELL
MTCKSSOSLL ESRTOEMYLT WYQQEPGQSP

MSCRBBQSLF
MECKBIQSELL
NBCKESQ8LI,
INCKBERSVL
MECKEIQ8LL
TTCKABQDVE

SQ8CTDYTLT

W0:62)
MO:63)
XO:564)
NO:65)
WO:66)
W01:167}
NO:68}
NO:65)
RD:70)
NO:71)
RO:72)

La enumeracion del residuo es secuenclal

11728

S0

FISEORNYLA WYQOIPOQSP
YSSNOMNYLA WYQQXPGQSP
NBGKQKNYLT WYQUEPGQPP
HYGAQRNYLT WYQQKPGQSP

NSGKREMPLY WYHQKPGQFP
NEGMQKNFLA WYQQKPGQPP
NISNQENYLA WYQQKPGQSP
YSSHSENYLA WYQQKPGQPP
NBGNOKRYLT WYQQKPGQPP



Figura 11B ‘

ifox

lobt
145b
1f0d

IDPEBGGTKY HEEFKSKATL SVDEPSSTAY MOLESDTOED SAVYYCARYD
IYPGHEDEHY BQEFECKAK]L. TAVISASTAY MELSISLTHED SAVYYCSBDY
VDEPDEGCTSF ROKFEGKALL TVDKSSSTAY KELGSLTSED SAVYYCARRD
ILIGECQTHY NEXFKOFATP? TADKESNTAY MOLSSLTEED SAVYYCARGH
INPFGEGYLEY NEEFKGRTTL TVDRGSSTAY NOLRILTSED AAVYFCARSF

124
WAy, ..... PUVHGAGTTV TVES
K..... . .FA MDYHGQGTSV TVES
TIVY,...YA MDYNGOCTSV TVES

..... A MDYHOQOTSV TVES
..... « -+ .E VPYNGOGTTV TVES
YORN. ... ..-. GUGTTL TVSS
YYGS. . ..6Y FDYHGQOTTV TVSS
aure...... . DFYGKGTTL TVBS
Y....... Y FOMWCQUTSL TVSS

{SE) ID M0:73)
(SEQ ID MO:74)
{SEQ 1D WO:75)
(BEQ ID NO:76)
{820 ID ¥0177)
(BEQ ID WD:78)
(SEQ ID M0:79)
(SEQ ID NO:80)
{SED 1D NO:81)
{SEQ ID %0:82)
(SEQ ID NO:83)

La enumeracién del residuo es secuencial
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Figura 12A

Accesibilidad promedio para cadenas ligeras del muMy9-6

©0

Solvente porcentaje accesible

Numero de posicidn Kabat

Figura 128

Accesibilidad promedio para cadenas pesadas del muMy9.6

45
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20 ' .. I W N | | J— ] N, %
15 -JihHHEH- 1 -
10 . 1 LI . w N .
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Figura 13A

Cadena liviana muMyv9-6 Residuos de Superficie

PCT/US2003/032737

muMy9-6 Light Chain Surface Residues
Kabat | Average | >30% | 25%-35% | ldentical muMy?-6

Position # | accessibility | Ave acc | Ave acc flank surface
1 51.40 1 N1
3 3542 3 M3
3 31.82 3 5 NA TS
7 28.04 7 26.17
o 40.08 9 S9
10 29.04 10 2776
12 20.63 12 22.32 other A's
15 34.39 15 15 18.20 33.36 AlS
16 25.61 16 NA
17 26.21 17 25.11
18 44.83 13 K18
20 28.91 20 29,11
40 45.25 40 P40
4] 44.52 41 G41
42 35.34 42 Q42
45 32.68 45 45 32.58 K45
57 39.81 3l G537
60 4607 Gl DG
63 25.60 63 26.87
65 2528 65 24.07
&7 32.09 67 67 ilve left out 567
70 20,16 0 2828 30.13 D7
76 26,02 76 24.29
79 26.83 79 NA
g6 3278 80 50 NA S80
81 39.95 81 EBL
100 33.79 100 10 34.05 G100
103 30.30 103 103 3030 K103
105 26.42 105 26.96
107 41.06 17 Ki07
{08 49.29 108 R108
109 41.85 100 A100

14725
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Cadena Pesada muMy8-6 Residuos de Superficie
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Figura 13B
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Figura 14
Residuos de superfice muMy8-8
dentro de 5A de un residuo CDR
. Light chain | Heavy chain
N Ql
M3 e
TS K64
A5 k73
57
D60
867 -
— D10

Figura 15 Las cinco superficies humanas mas homologas del anticuerpo
op. Five Most Homologous Human Antibody Sufaces

Antibody Light Chuin %m Heavy Chain. ﬁii%:m
mMy>6 [EMTSAXPOQORGDEDEBGKXRA 84 |QOAVEPOXOTPGQOKRXGKBSEEAS 90
21H9 DQTSVRPOEKGEEDPEGRRRT 85 |agavkrexarraooxgQoeTPsEBKS| 9
HL-14 DVTSVRPGERKGESDPEGKKR - 86 [QoAAEKPGKGTPOQQKQGGSIEEQSE| 92
Cll4]12 |[POTSVARAPGKEGSBDPEQKXKRYT 87 |goAvXPOKGTPAEQQKQGTESBEEQS| 93
LC3tPB |[EVPOGPAPGOQRGDSDPEQKKXR -~ 8 |-QAVXPGKGTPGEQQKQARBEBBEQS]| W
CLI6® |[DVYTLLPPGQRGDADABRQRKR - 89 |QOAVEPGEKGTPAQQOKQOKBISBOS]| 95

oM

LELTCUE00TSIV/AD
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Versiones de cadenas ligeras humanizadas My9-8
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Figura 18A
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Figura 16B

Versiones de cl;denas pesadas humanizadas My8-6
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PCT/US2003/0327137
Figura 17
Valores Mv9-6 Kp O
Direct on Membranes | Competitive on Membranes | _Direct on Cells .
i pM pM nM
ine | SL34+/-8.74 173.64+/-39.29 T104/-0.13
VIO | 6653417583 T 305.004-52.37 T02+/-0.04
B T VT T 85138 779 50+/-152.03% DT 011
Vi3 | E05 068 20305 +/-153.83% 116+/-039*
Vi6 T SI0e5 | 216:504/-70.00% .07 4/-0.08%

19/25
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Figura 18

Parcentaje de méaxima sefial Auso

Porcentaje de maxima senal

Porcentaje de maxima sefial Aw

Enlace diracte de humanizago My8-8V1. O para membranas HL-80
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Enlace directa do humanizado My8-8 en células FHL-80
A PR N T
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3
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] 4
80 |
54 .
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Enlace compatitiva de humanizads My@-8 V1.0 en

membranas HL-60
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Figura 19

Medios de Florescencia

Figura 20

Células supervivientes. %

200+

. wa— My3-8
150+ i~ My 3-6-DM1

100+

B0~

100 108 10 10 0% 10% 107
Concentracion de Anticuerpo (M)

{5{; I TY RETTr R AP R ST R ATE S 1770 SURP WERe. |
- .b

*.
{1

T TT

102 10" 101° 10° 10® 107

Concentracién, M
(Exposicién continua)
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Volumen dal tumor (ram3)
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Figura 23A

Modelo de un gran tumor

Volumen del tumor (mm3)

Figura 238
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Figura 24A

Eficacia de My 8-68-DM1 en
modelo de Supesvivencia
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Figura 248
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"1. Country: United States of America

This public document
| 2. has been signed by L. Edelen

. acting in the capacity of Certifying Officer

. bears the scal/stamp of Patent and Trademark Office

Certifled

. at Washington, D.C.

. the first of April, 2005

. by Assistant Authentication Officer, United States Department of State

. No. 05015291-1

9. Seal/Stamp:
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W IPTO-1593 (madifial) \“llll‘l‘l“ HEET UK. DEPARTMENT OF COMMERCE .
™ 0301) 62 US. Pront eml Tradewsrk OfMice .
ol Na. 0631.007 4 022809 . b
-__To the Honorable Commissiones .. . swunte and I|ll sttached originel docwmems or thereof. :
.Name of cenveying party(ies): 2 Nu- and address of recelving party{ies): ;
vary G. Hoffee IMMUNOGEN INC. . - ]
Daniel Tavares 128 Bldnoy Street = ,
,  Rabert). Lute Cambridge, MA 02139-4229 “oe Edl,, ‘
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A. Patent Application No.(s) B. Patent No.(s)
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5. Name and eddress of party ta whom corretpondence . | 6. Totsl mumber of applications and patents involved: -
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SUQHRUE MION, FLLC 7. Towl fee (37 CFR 1 A41): $40.00
2100 Pennsylvanis Avenue, N.W, O Enclosod.
Sule 400 ¥ Authorized to be charged ta Deposit Aecount Na. 19-4260,
Washinglon, D.C. 20037-3213 The USPTO is dirccted and auihorized to charge »ll required
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Memni No. lHllo Pleasc also credit any nvcrpnym:nu to said
osh Account,
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3:47PM IMMLUNOGEN: INC

Docket No, Fi427?
For UV.E Qo

Assignment

Whexeas, I/We, Mary G. Hoffee, Daniel Tavares, sud Robert J. Lutz of 59 Leland Road,
skline, MA 02467, 27 Sylvastar Road, Natlok, MA 01760, 218 Old Connecticut Path,
7land, MA 01778, respoctively, hexeinafter oalled asvignar(s), have invented certain
1 rovements in ANTI-CD33 ANTIBODIES AND MBTHODS FOR TREATMENT OF
UTEMYELOID LEUKEMIA USING THR SAME snd filed & United States Provisional
ent Application therefor; and
Whexeas, MMUNOGEN INC,, 128 Sidneay St., Cambridge MA 021394239 (assignes),
sires to acquire the entire right, title, and intercst in the spplioation and invention, and to any
‘nited States paténts 1o be obtained therefor;

Now therefors, for valuable consideration, recaipt whareof is hereby acknowloedged,

© ' .J/'We, the sbave named assignot(s), hersby sefl, sssign and tranafer to the sbo-  ‘amed
jagignoo, its mocessars and sssigna, ths entire right, titla and intorest in ths application and the
nvention disolosed therein for tho United States of America snd sl countries forelgn thereto,
ncluding rights of pricrity under the Interastional Convention of Parls (1883) ss amended, and
Y/wo roquest the Dirootor — U.S. Patent and Trademark Office 1o Issus any Lettors Patent granted
» Apan the invention set forth in the spplication to the assignse, its successors and assigns; and
‘Uwo hereby agreo that the assignee may spply S forelgn Lottars Patent on the invention and
« I/we will axecute without firthar sonsideration all papers deemed neocasary by the amigneo in
jen:!necﬁonwithmthﬁtedSutu and foreign applications when oalled upon to do 8o by the
assigneo.
. 1/We hereby authorirs and request our attormeys SUGHRUBMON. PLLC of 2100
" Pecaylvania Avenus, NW, Washington, DC 20037-3213 to insert hora in the parenthcscs

L]
I

’ m..'m Dt ABTENI( AL U

(Legalization not required for recording but is prima faiis evidanos of execitiGRitadih @S WEG *UEVE LEL C'HCy w4
DE SANTARE Df AVGOTA TES1IFICA

- (Application number and Confirmationtumber _ _____~__, filed
i ) the appHostion number and Sling dajs of said application when known.
? Date: *+ / ' % /.
i /"'7‘/4 " a7 ﬂdz /'_. Ay A vt o W, A
i WMary Q. Hoffee /4 |
& D .
; »Darinl Tavems
! Dme; DV inDs m 2, \
{ . wRobett I Lutz
i
|

[ el
» 2

s.m." de Bt.l de e U
nmu IDALIA PERESE & sBLEI*
Batmsta (M Sneevend -
PATENT

RECORDED: 11/07/2002 REEL: 013474 FRAME: 0991

Que la "Prant -\~ MR w cnincies .
exustamonte cén fh b \ etuve a la vix
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TRADUCCION OFICIAL ,No: 081-05, DE UN DOéUMENTO ESCRITO EN
INGLES, SEI.LADO CON EL SELLO DEL SUSCRITO TRADUCTOR OFICIAL,
HOY ABRIL 12 DEL 2005, EN LA CIUDAD DE BOGOTA D.C., REPUBLICA DE
COLOMBIA.

CESION

Por cuanto, Nosotros, Mary G. Hoffee, Daniel Tavares, y Robvert J. Lutz de
59 Leland Road, Brookline MA 02467, 27 Sylvester Road, Natick MA 01760, 218
Old Connecticut Path, Wayland, MA 01778, respectivamente, de aqui en adelante
llamados los Cedentes, hemos inventado con certeza mejoras en los
ANTICUERPOS ANTI-CD33 Y LOS METODOS PARA EL TRATAMIENTO
LEUCEMIA MIELOIDE AGUDA USANDO LOS MISMOS y presentaron una
Solicitud de Patente Provisional de los Estados Unidos para los mismas, y

Por cuanto, IMMUNOGEN, INC., 128 Sidney Street, Cambridge, MA
02139-4239 (Cesionario), desea adquirir los derechos, titulos e interases
completos en la solicitud y la invencion y en cualquier patents de los Estados
Unidos que se obtenga para el mismo;

)

Ahora, por lo tanto, para la consideracion valiosa, recibo que se acusa por

medio del presente,

Nosotros, los cedentes mencionados anteriormente, por medio del
presente vendemos, cedemos, y transferimos al .cesionario mencionado

, anteriormente, sus sucesores y cesionarios,  todos los derechos, titulos e
. intereses en la solicitud y la invencion revelados en el mismo para los Estados

Unidos de-Améyica y todos los paises extranjeros del mismo, incluyendo los
derechos de prioridad bajo la Convencidn Internacional de-Paris,{1883) segiin se
modifique y Nosotros Solicitamos al Director - Oficina de Hjtentes y Marcas
Registradas de los Estados Unidos expedir cualquier ‘Patggte de Invencién
otorgada sobre la invencién establecida en la solicitud parag B cesionario, sus
sucesores y cesionarios; y por medio del presente acordamogique el Cesnona 2l

de registro y el numerc de solicitud de esta aplicRgy§R K ¢. flo

Traductor e Interprete

podré solicitar la Patente Intemacional de Invencion sobriff la i _ -7*9‘ 20
fimnaremos sin consideracion adicional todos ios documaRCIE Tt om s “
necssarios por el cesionario en relacién con las soficitudes JaStlads ofe
o Intemacionales cuando sea requerido hacerlos por el cesiogn q \ ?_“%‘3 o
i . . .. S0y Wl . EA

Por medio del presente autorizamos y #ITCilANg dgados
' SUGHRUE MION, PLLC de 21100 Pennsiivefiia Ave 5.) gfon, DE=200s
20037-3213 a insertar aquf en paréntesis el (Nl -
y Nimero de Confirmacién ., registig8%8 reiicha

Resol. No. 2839 Minjusticia 1991



Fecha: Noviembre 7, 2002 Firmado: (Mary G. Hoffes) [ b,
Fecha: Noviembre 7, 2002 Firmado: ( Daniel Tavares)
Echa: Noviembre 7, 2002 Firmado ( Robert J. LUtz

~ (no se requiere legalizacion para el registro pero es presuncién de hecho de la
y 8jecucion bajo el 35 U.S.C. §261).

INSCRITO: 11/07/2002 . PATENTE
CINTA: 013474 MARCO: 0991

’

b ADJUNTO AL DOCUMENTO SE ENCUENTRA LO SIGUIENTE:

LOS ESTADOS UNIDOS DE AMERICA
PARA TODOS LOS QUE LEAN ESTA PALABRAS, SALUDOS:

" EL DEPARTAMENTO DE COMERCIO DE LOS ESTADOS UNIDOS
Oficina de Patentes y Marcas Registradas de los Estados Unidos

Marzo 29, 2005
POR MEDIO DEL PRESENTE SE CERTIFICA QUE EL DOCUMENTO ADJUNTO
ES UNA COPIA AUTENTICA DE LOS REGISTROS DE ESTA OFICINA DE UN
DOCUMENTO INSCRITO EN NOVIEMBRE 07, 2002.

Por autoridad de
COMISIONADO DE PATENTES Y MARCAS REGISTRADAS

FIRMADO
|. EDELEN

Funcionario que certifica - w .
SELLO DORADOQ EN ALTO RELIEVE DEL DEPARTAME ey ;

’ o -
ADJUNTO AL DOCUMENTO SE ENCUENTRA LO SIU NS A et w “

APOSTILL
(CONVENCION DE LA HAYE

1.  PAIS: ESTADOS UNIDOS DE AMERICY

M B " (3]
o i S A
Traducior « Interprete Oficial
Resol. No. 2839 Minjusticia-1991
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10.

SELLO EN ALTO RELIEVE DEL DEPARTAMENTO f
UNIDOS DE AMERICA. '

ESTE DOCUMENTO PUBLICO
HA SIDO FIRMADO POR: L. EDELEN

ACTUANDO EN CAPACIDAD DE: FUNCIONARIO DE CERTIFICACIONES

LLEVA EL SELLO DE OFICINA DE PATENTES Y MARCAS REGISTRADA
CERTIFICADO

EN: WASHINGTON D.C.

EL PRIMERO DE ABRIL, 2005

POR: ASISTENTE FUNCIONARIO DE  AUTENTICACIONES,
DEPARTAMENTO DE ESTADO DE LOS ESTADOS UNIDOS.

No. 05015291-1
SELLO/ESTAMPILLA
FIRMA ' v

FIRMADO POR: g :
SONYA N. JOHNSON LRy Ll

Rasol. No. 2839 Minfusticia 1991



~ -
au .

- R C

: e

-mﬁ.. ﬂ..ﬂ a

. 5 A
@ fy

o - -4

i “h m.m i

NN

.ﬁndng
355 N 14, “m iR




04/043344 A3 |1 RO 00 00 0 G

Y

Vi

(12) INTERNATIONAL APPLICATION PUBLISHED UNDER THE PATENT COOPERATION TREATY (PCT)

(19) World Tatelectual Property ZETN
incmagons Burea {05 NN RN
(43) International Publication Dale {10) Inicrnational Publication Number
27 May 2004 (27.05.2004) PCT WO 2004/043344 A3
{51} Internstionnl Palenl Classlficatlon”  AG1K 39/395, (81) Designated States (national): AR, A\"LG. AL, AM, AT, AU,

3940, 39442, 39/44, C12N 15400, 5/06, 5/16, COTH 21/04

{21} Internailonal Application Number:
PCT/US2003/032737

(22) International Flling Date:
5 November 2003 {05.112003)

(25) Filing Language: English

(26) Publication Language: Bnglish
(30) Priority Data:

60/424,332 7 November 2002 (07.11.2002) US

(71) Applicmnt (for all designaied Sintes eccepi US): IM-
MUNOGEN, INC. [US/US]; 128 Sidney Sireel, Cam-
bridge, MA 02139-4239 (US).

(72) Inventors; and

(75) Inveniorw/Applicants(for US only): HOFFEE, Mary, G.
[US/US]: 59 Leland Road, Brookline, MA 02467 (US).
TAVARES, Danlel [US/US]); 27 Sylvester Road, Natick.
MA 01760 (US). LUTZ, Robert, J. [US/US]; 218 Old
Connecticut Path, Wayland, MA 01778 (US).

(74) Agents: HISSONG, Drew el al.; Sughrue Mion, PLLC,
2100 Pennsylvania Ave., N.W., Suite 800, Washingion, DC
20037-3213 (US).

AZ, BA, BB, BG, BR, BY, BZ CA, CH,CN; CO,CR, CU,
CZ. DE, DK, DM, DZ, EC, BB, &G, ES, F1, GB, GD, GE,
GH, GM, HR, HU, ID, 1L, IN, IS, JP, KB, KG, KP, KR,
KZ, LC, LK, LR, LS, LT, LU, LV, MA, MD, MG, MK.
MN, MW, MX, MZ, NI, NO, NZ, OM, PG, P, PL, PT,
RO, RU, SC, SD, SE. SG, SK, SL, SY. TI. T™™, TN, TR,
TT, TZ, UA, UG, US, UZ, VC, VN, YU, ZA, ZM, ZW.

(84) Designated Staies (mgional): ARIPO patent (BW, GH,
GM, KE, LS, MW, MZ, SD, SL, SZ, TZ, UG, ZM, ZW),
Earasian patent (AM, AZ, BY, KG, KZ, MD, RU, TJ, TM),
Baropean patent (AT, BE, BG, CH, CY, CZ, DE, DK, BE,
ES, FL, FR, GB, GR, HU, IR, IT, LU, MC, NL, PT, RO, SE,
SI, SK, TR OAPI patent (BF, B, CF, CG, C1, CM, GA,
GN, GQ. GW. ML, MR, NE. SN, TD, TG).

Published:

with Iniernational search repori

before the expiration of the ime limis for amending the
claims and to be republished bn the event of receipt of
amcrdmenis

with (ar) indication{s) in relaiion io deposised biological
maierial furnished under Rule 13bis separoiely from the
dascriprion

(88) Daie of publication of the iniernational search report:
9 December 2004

For two-letier codes and other abbreviations. rafer o the "Guid-
ance Noies on Codes and Abbreviations” appearing ai the begin-
ning of eack regular icsug of the PCT Gazene.

(54) Tile: ANTI-CD33 ANTIBODIES AND METHOD FOR TREATMENT OF ACUTE MYELOID LEUKEMIA USING THE

SAME

& (57) Abstract: The present invention relates 10 antibodies that bind CD33. More particularly, the invention relates to snti-CD33 an-
tibodies, fragments and homologoes of snid antibodics, humanized and resarfaced versians of said antibodies, functional equivalents

o

and improved versions of ssid anlibodies, immunoconjugales and
in diagnostic, rescarch and therapeutic applications. The invention

composilions comprising said antibodies, and the nses of same
also rejates 10 3 polymcieotide encoding the antibodies, veclors

comprising the polynucieotides, host cells iransformed with polynuciectides apd merhods of produting the antibndies,
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INTERNATIONAL SEARCH RUPORT Tmerranional application No,
PCTHIS03£31737

A. CLASSIFICATION OF SURJTECT MATTER
FCCH D AGIK 390395, 39740, 3504, 30044; CIZN 1500, 506, 5/16: COTH 2184

Us CL 1 42411331, 143.1, 1551, 181.1; 435/60.1, 228, 330; S300387.0, 368,22, 388.8. 301.7; 536/22.53
|_Aceording to Inrechatinnal Fuem Chassification [IPCY or 1o bhorh nafdanal classificarion and TPC

E. FIELYS EEALCHED

Minlomm docuneaetion searched {cagificnion gymem followed by clasyilivation Symbels}
LS. ; 4241133.1, 143.5, 155.1, 181.1, 435065.1, 528, 330; S30F387.3, 382 72, 3888, 391.7; 5362393

Dacumeniafien rearched ether Hran minimom documentition @ the extant thar seeh documents ore included in (e felds searched

Eleceronfc dat base consulted during the international search (name of duta base und, where praciicable, scurch 1ems weed}
Plexse See Comtinuation Sheet

1. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

Cutegory * Clrarton of docwnst, wilh indication, where appropriae, of the relevant pagsages Rolevam by claim My.

X WO /10332 AL (THMPEST cral) 11 May 1594 {11.05,1594), ses pape 23, requence 28, -]
which rahex 3% aming ecid identiy witly instantly climed sequence 8.

(] Fumbcr documenss are lisied In the coorinustion of Box C. || See paten famity annex.

* Special zaggsrin of cimd dnantees: T later docurmem bl afer te infacmanank Bling Gae o poeriny
dale wned noe In condion with the eppllomion el giced w undecaand he
YAT  doeimene el U geiesal stae of the an which 15 nol erngidereth e be princhpie or theory wnderring the !mvemlon
of jrtkuar eirvarre
_ . - docuctenl of pictibe wleTame; the clsiret erion cizy be
“E7 . eyl opplcation of paerd publited on o wfes the inemacenal iy dite crhaidered] nowel o cemot be consliered 10 volve wr mreie Lep
when the document I rakea dome
“L° deourndru which moy iHtow douoles oo o koriay Slaimig) or which Is olicd o
ecabdbch e prabideaion dur of anccher icaian of ober special reisen {a “w drutm of pericuiar relmmnee; o chaee=t e ion canood be
i) contiderrd w Ivvshat mn oo Rop when the doctaTess
combined with ooz of mosT SEr arh decmen, toch combicaben
"L documens weferieg 9 an ol disslosire, e, exhiislon or cher mein basiny adrricus 10 0 person skilkd in iha art
P dorumen whlished sy o e ioeenyghonat GHoE date b leer i Ue A" documioo! qeaoter o it Tame ik famly
pelorty ta clximed
Date nf the schat completion of the intermarion! search Date of railing of the inlermarionsl search repon
23 Septemher 2K {13.(5.2004) //Ig OCT 200‘1 i
Mamr end mailing address of te 154U e r —
Mail Shop PCT, Atn: ISAAIS A AL
Cummissioosr frr Parems Bavidl . Slanchand
Ik, Hex 1450 .
Aloxanria, Vinginia Zr313.| 450 Lelephone No, (5713 2720827
Fersimile Mo, (A13) 253130

Foum PCTARASZID (second sheat) (July 1998)




PCI/US032737
INTERNATIONAL SEARCH REPORT -

Continnstion of B. FIELDS SEARCHED Item 3:
WEST, Mudline, BMBASE, CAPLUS, Cancerlit, Biotechno Blosis, Lifesci, Geneseq, Swiksprot, PIR 78, SPTREMBL, issued erd

published pasents.
Semrch teyms: SEQ ID NOS: 1-10, C1)33, mitbody, immuooconjugase, scute myeloid leukemia, chronie myeloid leukemin, inventor

Rorm PCT/ISA210 (second sheer) (Julv 190K
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INTERNATIONAL SEARCH REPORT loseroationml application No.
PCTIUSDIAITAT

Box 1 Ohservations where certain clairas were found unsearchable (Contimnation of Item 1 of first sheet)

T

2 []

. X

[ This kernational report bas not been establishad i respect of certain ciaims under Article 17(2)a) for the following reasoms:

Claim Nos.:
becauge they relate to subject eatter not required to be seanched by this Auhority, camely:

Claim-Nas.:

becamse: they relate to parts of the intevnatiomal application that do not comply with the prescribed requirements to such
an exters that no mesningful intermarional search can be carried o, specifically:

Claim Nos.: 36 and 46

because they are dependent claims and are not drafied in accordance with tha second snd third sentences of Rule 6.4(s).

BoxII Obeervations where ity of lnvention Is lncking (Contimsation of Iiem 2 of first gheet)

This Interational Searching Authority found mmltiple imventions in this isvernational application, as follows:

As all required additional scarch fees were timely paid by the applicant, this inlernational search report covers all
scarchabie efaims.

As all searchahie claims could be searched withour effort jumifying an additional fes, this Authority did not Invite
payment of any additiona] fee.

As only soms of the required addisiona! search fees wers timely paid by the spplicant, mnmulnlurchupm
mwhrﬂnndlmbrvhﬂlfumpﬂ specificatly claimg Nos.:

No required sdditional search fees were timely pald by the applicant. Conserquently, this international search report is
restricted 1o the invention fire mentioned in the claims; I is covered by claims Noa.:

Remark on Protest | |  The addition] search fees were accomganied by the applicant's protes: -

D No protest accompanied the payment of additional search fees.

Form PCT/ISA210 (eontinoation of first shees(1)) (July 1998)
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( 12) INTERNATIO) AFPLICATION PUBLISHED UNDER THE PATENT COOFERATION TREATY (PCT)

(19) World Intellectual Property

‘Organiaation L4
Intemational Burean i :'.‘,q o HEINIEE RN
(43) Internationsl Publication Date n (10) International Publication Number
27 May 2004 (27.05.2004) PCT WO 2004/043344 A2
(S1) International Patent Clnssification’; AGIK (74) Agenix HISSONG, Drew ot al.; Sughrue Mion, PLLC,

(21) Interuational Application Numnber:
PCT/US20034032737

(22) Ivtermational Flling Date:
5 November 2003 (05.11.2003)

(25) Flling Language: -

English

(26) Publication Language: English
(30) Priority Data:

60/424 372 7 Navember 2002 (07.11.2002) US

(71) Applicant {for all designated Staiey except US): IM-
MUNOGEN, INC. [US/US]; 128 Sidney Street, Cam-
bridge, MA 02139-4239 (US).

{72) Inveniors; and

(75) Inventors/Applcants (for US onlyy: HO¥FEE, Mary, G.
{US/US); 59 Leland Road, Brookline, MA 02467 (US).
TAVARES, Danlel [US/JS]; 27 Sylvesier Road, Natick,
MA 01760 (US). LUTZ, Robart, J. [US/US]; 218 Old
Connecticol Path, Wayland, MA 01778 (US).

2100 Pennsylvania Ave., N.W., Suite 800, Washingion, DC
20037-3213 (US).

(81) Designated States (rational): AE, AG, AL, AM, AT, AU,
AZ, BA, BB, BG, BR, BY, BZ, CA.CH, CN, CO.CR, CU,
CZ. DE, DK, DM, DZ, EC, BE, HG, ES, F1, GB, GD, GE,
GH, GM, HR, HU, ID, IL, IN, IS, JP, KB, KG, XP, KR,

LC LK LR, LS, LT, LU, LV, MA, MD, MQ, MK,

MW, MX, MZ, NI, NO, NZ, OM, FG, PH, PL, PT,

RU, SC, SD, SE, SG, SK, SL, SY, TJ, TM, TN, TR,

TIT, TZ, UA, UG, US, UZ, VC, VN, YU, ZA, ZM, 2W.

(84) Desigmatod Siates (regional ARIPO putent (BW, GH,
GM, KE, LS, MW, MZ, SD, SL, SZ, TZ, UG, ZM, ZW),
Eurasisn patent (AM, AZ, BY, KG, KZ, MD, RU, TJ, T™M),
European pasmnt (AT, BE, B4, CH, CY, CZ DE, DK, HE,
ES, F1, FR, GB, GR, HU, IR, IT, LU, MC, NL, PT, RO, SE,
SI, SK, TR), OAP1 patent (BF, BI, CF, CG, CI, CM. GA,
GN, GQ, GW, ML, MR, NE, SN, TD, TG}

Published:
without international seandh report and to be republished
upon receipt of that report

KZ,
MN|
RO,

{Continued on next page}

(54) Thie: ANTI-CD33 ANTIBODIES AND METHOD FOR TREATMBNT OF ACUTE MYELOID LBUKEMIA USING THE

SAME

CDRI:KSSQIVFFSSSQKENYLA

COR:WASTRES
CORYHQYLSSRT
Heavry Chuiin
COR:SYYIH

COR2VIYPONDDISYNQKFKXQ

COR:EVRLRYFDYV
AbM Heavy Chiin
COR:GYTFTSYYIH

COR:VIYPONDDIS
CORZEVRLRYFDY

(57) Abstract: The present invention relales to antibodies that.bind CID33. More particularly, the invention relates o anti-CD33 an- |,
tibodics, fragments and homologucs of said antibodics, humanized and resorfaced versions of said antibodics, functional equivalents
and improved versions of said antibodies, immunoccnjngates and compositions comprising sxid antibodies, and the uses of same
in diagnostic, rescarch and therapeutic applications. The invention also relates to a polymcleotide encoding the antibodies, vectors
comprising the polynacleotides, host cells transformed with polynucleotides and methods of producing the antibodies,
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— with (an) indication{s} in relation 1o deposiled biological For two-lettar ondes and other abbreviations. refer v the "Guid-
material furnishad under Rule 13bis separately from the ance Notes on Codes and Abbrevintions” appearing at the begin-
description ning of each regular issue of the PCT Gazelie.
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W1 | Appiicant and/or invenior

N-1-1 | This person le: applicant and inventor

W-1-2 | Applicant for U8 only
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Contracting State of the Harare Protocol
and of the PCT
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the ECT

EP: AT BE BG CH&LX CY CZ DE DK EE ES FI
FR GB GR HU IE IT LU MC NL PT RO BE BX
EXK TR and any other State which is a
Contracting State of the European Patent
Convention and of the PCT

OAt BF BJ CF CG CI CM GA GN GQ GW ML MR
NE BN TD TG and any other State which ims
State of OAPYI and a Contracting
the PCT

Y&

Nationa! Patont

(other kinds of protection or ireatment,
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parenthessa after the designation{s)

BG BR BY BZ
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dXEBB85
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NEEARAR
SRERARAE
GBRRRARE
SREEBH
NEEEYEN
dR8EER
SRHNHA

Precautionary Designstion Statement

In additon o the designations made
under tems V-1, V-2 and V-3, the
applicant alap makes under Rule 4.8(b)
all designations which would be

confirmed before the cxpimation of 16
months from the priority date Is 1o be
regarded aa withdrawn by the applicant
al the of that time Emit,

Vs

Exciusion{s) from precautionary

Vil

V-1
Vi1-2
V13

designations _ -
Priority claim of earfler national
application

Fiing date

Number

Country

07 Novexbexr 2002 (07.11.2002)
60/424,332
Us
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PCT/US2003/032737

PATENT COOPERATION TRrATY 3 3?/
From the INTERNATIONAL BUREAU ( g
PCT To:
NOTIRCATION CONCERNING HISSONG, Drew
SUBMISSION OR TRANSMITTAL Sughrue Mion, PLLC
OF PRIORITY DOCUMENT 2100 Pennsylvania Ave., N.W.
. . \ Sulte 800
{PCT Administrative Instructions, Section 411) Washington, DC 20037-3213
) United States of America
Date of malling (day/month/year)
20 January 2004 (20.01.2004)
Applicant’s or agent's file referonce
F174222 IMPORTANT NOTIFICATION
Internationsl application No. intarnational flling date {(day/month/year)
PCTAUS2003/032737 05 November 2003 (05.11.2003)
Intornetional publication date {day/month/year) Priority date (dey/month/ysar)
Not yst published 07 November 2002 (07.11.2002)
Applicant

IMMUNOGEN, INC. et al

1. By means of this Form, which repiaces any previcusly issusd notification conosming submission or transmittal of priority
documents, the applicant is hereby notified of the date of receipt by the International Bureau of the priority document(s)
relating to all earliar application{s) whose priority Is claimed. Unless otherwlse indicated by the letters "NR", In the
right-hand column or by an asterisk appsaring naxt to a date of reosipt, the priority documant concemed was submitted or
tranamitted to the imternstional Buraau in compllance with Ruls 17.1{(a) or {b). )

2. (Y epplicable) The lutters "NR"™ sppsaring In the right-hand ocolumn denote a priority dosument which,_gn the date of maliing
oi this Form. hed not yet been received by the international Buresu  under Rule 17.1(a) or (b). Whars, under Rule 17.1(a) , the
priority document must be submitted by the applicant to the recelving Offies or the Intemational Bureay, but the applicant
fails to submit the priority dooument within the applicable time limit under that Ruls, the attention of the applicant is direated
to Rule 17.1{c) which provides that no designated Office may disregerd the priority claim conoerned before glving the
applicant an opportunity, upon entry into the national phase. to fumnish the priority document within a time limit which (s
restonable under the circumstances.

3.  (H epplicabla) An asterisk(®) appearing next to & date of recelpt, in the right-hand column, denotes s priority document
submitted or transmitted to the international Bursau but not in complisnce with Rule 17.1{a) or (b} {the priority dooument
was recelved after the time limit presoribed In Rule 17.1(s) or the request to prepare and transmit the priority dooumant was
submittad to the recelving Office after the applicable time limit under Ruls 17.1{b)). Even though the priority document was
not fumished in compliance with Ruls 17.1{s) or (b). the Intsmational Bureau will nevertheless transmit a copy of the
dooument to the designated Offioes, for thelr consideration. In case such a copy Is not accepted by the designated Office
a8 priority document, Rule 17.1{o) provides that no designated Office may disregard tha priority clalm conoamed before
giving the appllcant an opportunity. upon entry into the national phass, to furnish the priority document within a ims limit
which Is reasonable under the circumstanoes.

Brigrity date: Priority apnlication No. Country of regional Offios Date of receint
or PCT racajving Office of odarity dogurnent
107 Nove 2ooé (07.11.2002) 60/424,332 us 09 Janu 2004 (09.01.2004)
Thel sonal 8 ol WIPD Authorized officer
34, chamin des Colombetias Juan CRUZ
1211 Geneva 20, Switrertand =
Facsimile No. (41-22) 338.85.66 Telephone No. (41-22) 338 8238

Form PCTAB/304 {January 2004) 008080474
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From the
INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINING AUTHORITY

To:

DREW HISSONG

SUGHRUE MION, PLLC

2100 PENNSYLVANIA AVE., N.W.
SUITE 80D

Vi
PCT

435/65.1, 328, 330; 530/387.3, 388.22, 388.8, 391.7; 536/23.53

Intermational Patent Classification (IPC) or both national classification and IPC

WASHINGTON, DC 20037-3213 WRITTEN OPINION
(PCT Rule 66)
Date of Mailing 0.7

Applicant's or agent's file reference REPLY DUE

within 1 monthy/days from
FI74222 the bove dat of maling
Intcrnatiopal applicarion No. Tecernational filing dae (day/moni/yer) | Priority daie (day/mantivye)
| PCT/USOIA2737 05 November 2003 (05.11.2003 07 November 2002 (07.11.2002)

IPC(7): AGIK 397395, 39/40, 39/42, 39/44; CI12N 13700, 5/06, 5/16; COTH 21/04 and US Cl.: 424/133.1, 143.1, 155.1, 181.1;

Q.Zi'.m.,.c

1 [X] Basis of the opinioa
1 [] priony

v I:l Lack of unity of invention

This written opinion is the first (first, eic,) drawn by thig Intermational Preliminary BExamining Authority.
2. This opinion contains indications relating to the following items:

E Non-establishment of opinion with regand (o novelty, inventive step and industrial applicability

v E Reasoned statement under Rule 66.2 (a)ii) with regard to novelty, inventive step or industrial applicabllity;

°

citations and explanations supporting such statement
vi [] Certain documenes cited
vl || Ceruin defects in the ineernational application

vil [ ] Certain obscrvations on the intermational application

The applicant is hereby invited to reply to this opinion.

If o reply Is filed, the international preliminary exam
4, ‘The fimal date by which the international prediminary
examinalion report must be established according to

reply, accompanied, where appropriate, by amendments, according to Rule 66.3.

bie-Autheri iomr See-rule-66:3(e)
How? By submitting a written

For the form and the language of the amendments, see Rules 66.8 and 66.9.
Also For an additiom] opportunity to submit

amendmenes, see Rule §6.4.

For the examiner’s obligation to conskler amendments and/or arguments, see Rule 66.4 biy,
For an informal communication with the examiner, see Rule 66.6

illthnmtwillbemhliitdmﬂuhthofﬂlilwﬁion.

207Mm:h

P.O. Bax 1450
Alexandria, Virginia 223131450

Facsimile No. (703)305-3230

(

Form PCT/IPEA/408 (cover sheex)(july 1998)
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Intermat.. . application No.
* WRITTEN OPINION
PCT/US03/32737
1. Basls of the opinion
1. With regard to the elaments of the iniernational application:*
P4 ihe international application s originally filed
X1 tbe description:
pages 1-50 . 8 originally filed
pages NONE » filed with the demand
pages NONE » filed with the letter of
E the claims:
pages 31-62 » 38 originally filed
pages NONE » a3 amended (together with any statement) under Article 19
peges NONR , filed with the demand
pages NONE . filed with the letter of
(< the drawings:
pages 1-25 » 28 originally filed
pages NONE » filed with the demnand
pages NONB , filed with the letter of
DX the sequence listing part of the description:
Q pages 134  , as originally filed
pages NONE , filed with the demand
pages NONE , filed with the letter of

2. With regard 1o the language, all the elements marked above were available or furnished to this Authority in the
Ianguage in which the international application was filed, unless otherwise indicated under this item.
These elements were available or furnished to this Authority in the following language which is:
{"] the language of a translation furnished for the purpoees of international search (under Rule23. 1(b)).
] the tanguage of publication of the international application (under Rule 48.3(b)).
the language of the translation furnished for the purposcs of international preliminary examination(under Rules
55.2 and/or 55.3).
3. With regard 10 any nucleatide and/or amino acld sequence disclosed in the internationa] application, the written
opinion was drawn on the basis of the sequence listing:
DX contained in the international application in printed form.
DX filed twgether with the international application in computer readable form.
[[] furnished subsequently to this Authority in written form.

Q [1 fornished subsequently to this Authority in computer readable form.

D The statement that the subsequently furnished written sequence listing does not go beyond the disclosure in the
international application as filed has been furnished.
D-mammmmmmmmmmmnmummwﬁmmmﬁm
has been furnished.
4. [[] The amendments have resulted in the cancellation of:

[C] the description, pages NONE
the claims, Nos. NONE
[[] thedrawings, shectstfig NONE
5. ] This opinion has been drawn as if (some 0f) the amendmencs had not been made, since they have been-considered t go
beyond the disclosure as filed, as indicated in the Supplemezsal Box (Rule 70.2(c)).

* Replacemery sheets which have been furnished 10 the recelving Office in response to an invitation under Article 14 re referred 1o in
this opinion as “originally filed. *

Form PCT/IPEA/4DB (Box I) (July 1998)
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Treernational application No.

ON PCT/US03/32737

. Non-establishment of opinion with regard to noveity, inventive step and industrial appiicability

1. The question whether the claimed invention appears 0 be novel, to involve an inventive step (to be non-obvious), or
to be industrially applicable have not been examined in respect of:

[[] the catire international application,
claims Nos. 36 and 46

because:

(] the sid imernationa) application, or the said claim Nos. ____ relate to the following subject matter which does
ot roquire Imernations) prefn i (pecii

DX the description, claims or drawings (indicate particular elements befow) o said claims Nos. 36 and 46 are 80
unclear that no meaningful opinion could be formed (specify):

Claims 36 and 46 are not drafted in the alternative and therefore, are not in accordance with PCT Rule 6.4(x).

D the claims, or said claims Nos. _____ are 50 inadequately supported by the description that no meaningful
opinion could be formed.

K‘ no international search report has been established for said claims Nos. 36 and 46.

2. A written opinion cannot be drawn due to the failure of the oucleotide and/or amino acid sequence listing to comply
with the standard provided for in Annex C of the Administrative Instructions:

[[] e written form has not been furnished or does not comply with the standard.,

[ ] the computer readable form has not been furnished or does not comply with the standard,

Form PCT/IPEA/408 (Box 1I) (July 1998)
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Internarional application No.
WRITTEN OPINION PCT/US03/32737

V. Reasoned statement under Rule 66.2(n)(li) with regard to novelly, inventive step or industrial applicability;

1. STATEMENT
Novelty (N) Claims 1.5,7-35,37-45 and 47-71 YES
Claims 6 NO
Inventive Step (IS) Claims 1-5, 7-35, 3745, 47-71 YES
Claims 6 NO
'Industrial Applicability (TA) Claims 1.35, 3745, 47-71 YES
Claims NONE NO

2. CITATIONS AND EXPLANATIONS
Claim 6 Iacks novelty under PCT Article 33(2) as being anticipated by Tempest et al,

MSthmmﬂyaMﬁmwmmﬂthnhﬂmi amino acld identity o
1D NO:8.

Tempest et al teach an antibody comprising a light chain having 93% identity with SEQ ID NO:8 (see SEQ ID NO:28 at page 23 and
figure 2).

Claims 1-5, 7-35, 37-45 and 47-71 meet the criteria set out in PCT Article 33(2)-(3), becanse the prior art doea not teach or falily
suggest isolated antibodies comprising the recited CDR sequences or variable chains that bas the ability o bind CD33 or a method of
inhibiting the growth of a cell expressing CD33 with said amtihodies or immanoconjugates thereof or a method for treating a subject
baving a discase wherein CD33 is expressed comprising administering said antibodics and immmunoconjugates thereof or s method of
isclxting CD33 using mid antibodics or mcleic acide encoding said antibodies.

Clabms 1-5, 7-38, 37-45 and 47-71 meet the criteria set out in PCT Article 33(4), and thus have industrial applicability because the
subject matter claimed can be made or used in Industry.

Form PCT/IPEA/408 (Box V) (July 1998)
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. Tnscraational application No.
WRITTEN OPINION PCT/US03/32737

Supplemental Box
(To be used when the space in any of the preceding boxes is not sufficient)

TIME LIMIT:

The time limit set for response (o & Written Opinion may not be extended. 37 CFR 1.484(d). Any response received afier the
expirstion of the Ume Limk set in the Written Opinion will oot be comsidered in preparing the Interoational Preliminery Examination
Report.

Form PCT/IPEA/408 (Supplemental Box) (July 1998)
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From the
INTERNATIONAL- PRELIMINARY EXAMINING AUTHORITY
~ 1
DREW HISSONG
2100 PENNSYLVANIA AVE., NW, SUITE 800 NOTIFICATION OF TRANSMITTAL OF
WASHINGTON, DC 20037-3213 INTERNATIONAL PRELIMINARY
EXAMINATION REPORT
(PCT Rale 71.1)
[ Dute of Mailing

- oo 4 4 MAR 2003
Apgplicant’s or agent’s file reference
um IMPORTANT NOTIFICATION
Imeroational spplication No. Imcramtionl filing deee (dey/month/yenr) | Priority dato (day/manth/year)
PCT/USIV2737 03 November 2003 (1S.11.2003) 07 November 2002 (07.11.2002)
IMMUNOGEN, INC.

The applicant is bereby notified that this Inteynatiopal Prelimnixary Bxamining Authority transmits herewith the
international preliminary examinstion report and jts annexes, if any, ¢stablished on the imternationsl application,

A copy of the report and its amnexes, if any, is belng tranamitted to the Internatiomsl Buresu for connmnnication to
all the elected Offices.

Where required by any of the elected Offices, the International Bureau will prepare an English tranalation of the
report (but ot of any annexes) and will transmit such transiation to thase Offices.

The applicant rmust enter the pational phase before cach elected Office by performing certain acts (filing
translations and paying national fees) within 30 months from the priority date {or later in some Offices)(Artcle
39(1))(sec alm the reminder sent by the International Buresv with Form PCT/IB/301).

Where a tranalation of the international application must be furnished to an elected Office, thar rrauslation nmust
contain a transiation of any anexss t the intermationa] preliminary examingtion report. It Is the spplicant’s
responeibllity to prepare and furnish such tranalation directly 1o each elected Office concerned.

For further details on the applicable time limits and requiremnents of the elected Offices, see Volume IT of the PCT
Applicant’s Guide.

Facsimile No. (103) 305-3230

Py
Sl o T T

T egiala 228131450 Telephone No. (ST1) 7720827

Form PCT/IPEA/416 (hly 1992)
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PCT 4

INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT
(PCT Article 36 and Rule 70)

Applicant’s of ngent’s file reference Seo Notification of Transminal of Eerational
— FOR FURTHER ACTION b oo iury Expanination Report (Form PCT/IPBA/16)
Icrmatiooal applicatin No. Toeerowtionnl fillng dute (day/monsh/year) Prioriy dace (day/month/year)
PCT/US03/32737 05 November 2003 {05.11.2003) 07 November 2002 (07.11.2002)

International Patent Classification (IPC) or national classification snd IPC
IPC(7): ASIK 357395, 39/40, 39/42, 39/44; CI2N 15100, 5/06, 5/16; CO7H 21/04 and US C1.: 424/133.1, 143.1, 155.1, 181.1;
435/69:1, 328.-330; 530/387.3, 388.72, 388.8; 391.7; 536/23.93
Applicant

IMMUNOGEN, INC.

1. This intermationa] preliminary examivation report has been prepared by this Imemnstional Prellminary
Examining Authority and is transmitted to the applicant according to Article 36.

2. mnmmma-m«jm,mmhmm

This report is also accompanied by ANNEXES, l.e., sheets of the description, claims and/or drawings
which have becn amended and are the hasis for this report and/or aheots containing rectifications made
before this Authority (sec Rule 70.16 and Section 607 of the Administrative Instroctions under the PCT).

These annexes consist of a total of _J- sheets.

3. This report contains indications relating o the following items:

1 Basis of the report
n [ Priority
m [] Noo-eswblishment of report with regard w novelty, inventive sep and industrial applicability
v [ Lack of ity of inveation
V DX Reasoncd matement under Article 35(2) with regand to novelty, investive stop or indastrisl
applicability; citations and explanations supporting such statement
vI [ Cernin documenss cited
vl [_] Cermin defects in the international epplication
viit [ ] Certain observations on the internaticnal application

—— —— e e e ey A
Date of submizzion of the demand Dam of completion of this report
05 May 2004 (06.05.2004) 02 March 2005 (02.03.2005)

— ——" o
Name anxd mailing address of the IPEA/US m’
Tt et G
Caoxnissiorsy for Passrsy
P.O. B 1450 ‘ ~
Pacxicabe . O @"' ;m_""'"g"“’" Telephone No. (S71) 2720827

Farm PCT/IPRAMOD (cover sheet)(Tuly 1998)

£%



INTERNATIONAL FRELIMINARY EXAMINATION REPORT | perrusmmansy

L Basis of the report

1. With regard to the clesenits of the international applicstion:*
[T] the imternational application as originally filed.
D4 the descriprion:

pages1-50 s originally filed

pages NONE filed with the dersand
pages NONB » filed with the letier of

DX the claima:
pages 51-56 and 99-2 , a8 origimally filed

pages NONE » 8 amended (together with any statement) under Article 19
pagesNONE  , filed with the dexmnd

pages 57 and 58 » filed with the letter of O3 January 2003 (05.01.2005)

(X the crawings
pages 125 s 02 origimally filed
pages NONE » filed with the demand
pages NONE s filed with the letter of

E the sequence listing part of the description:
pages 1-4 5 a5 arigimily filed
pages NONH » filed with the demand
pages NONE . filed with the letter of .

2. With regard © the language, all the elemenss marked above were available or fornished to this Authority in the
langoage in which the interoational application was filed, unless otherwise indicased under this isem.
These elements were available or furnished to this Authority in the following language which is:
[] the tanguage of » tramalation farished for the purposes of insernations! scarch (under Rule23. 1(b)).
the language of publication of the international application (under Rule 48.3(b)).

the language of the translation fornished for the purposes of intermational preliminary examination{under Roles
55.2 and/or 55.3).

3. With regard to any nocleotide and/or amino acld sequemce disclosed in the international application, the
imernational preltminary examination was carried out an the baris of the sequence listing:
(X contained in the ins=mationsl application in printed form.
@ filed together with the international application in computer readable form.
furnished subsequently to this Authority in written form.
furnished subsequently to this Authority in computer readabie form.
The statement that the subsequently furnished written sequeace listing does not go beyond the disclosure in the
international epplication as filed has been funished.
DTMmthhhmﬁmmuhmmthmhwhmﬁlﬁnm
has been furgished .
4. [_] The amendmeots have resulted in the cancellation of:

[] the description, pages NONE
the claims, Nos. NONE
the drawings, sheets/fig NONE
5. [] This repart ms been cxmblistiad a3 if (some of) the smenimenes had not been mads, since they have been considered & go
beyon the dlaclosure s flied, as indicated In the Sapplemenal Box (Rule 70.2(c)). **

* Repiocement sheets which have been firnizhed to the receiving Office in response to an ixvitation snder Article 14 are rgferred 10 In
shis report ar “originaily filed" and gre not armeved Jo iz report since they do not contoin omendments (Ruiex 70.16 and 70.17).
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V. Ressoued statement noder Rule 66.2(a)(H) with regard to movelly, inventive step or industrial applicabliity;
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1. STATEMENT
Novelty (N) Clhaims 1.71 YES
Claims NONE NO
Inventive Sweep (1S) Clxinns 1-71 YES
Claims NONB NO
Industrial Applicability (IA) Claims 1-71 YHS
Claims NONE NO
2. CITATIONS AND EXPLANATIONS

Caims 1-71 mees the criterin set cut in PCT Article 33(2)-03), because the prior art does not teach or fairly suggest teach or fairly
suggest isolated antfbodiey comprising the reciied CDR sequences or variable chalng dat has the sbillty o biod CD33 or a method of
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having a disesse wherein CD33 is expressed comprising administering sald antihodies aod knmunoconjngates thereof or a method of
fsolaring CD33 using sald snibodies or nuclel: acide encoding said antthodies.

Chaims 1-71 mum-uhmmaaw.mu-hnmwmwmmmmm
can be made or used bn indusry.
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32. The diagnostic reagent of claim 30, wheérein said label is selected from the

Attorney Docket No. F174222

group consisting of a bintin label, an enzyme label, a radio-label, a filuorophore, 2
chromophore, an imaging agent and a metal ion.

33. A method for inhibiting the growth of a cell expressing CD33 comprising
contacting said cell with the antibody or epitope-binding fragment thereof of claim 1 or 2.

34. A method for inhibiting the growth of a cell expressing CD33 comprising
contacting said cell with the immunoconjugate of claim 17 or 18.

35. A method for inhibiting the growth of a cell expressing CD33 comprising
contacting said cell with the composition of claim 21 or 22.

36. A method for inhibiting the growth of a cell expressing CD33 comprising
contacting said cell with a pharmaceutical composition selected from one of claims 23, 24,
25, 26, 27 or 28.

37. A method for treating a subject having a discase wherein CD33 is expressed,
comprising administering to said subject an effective amount of the antibody or epitope-
binding fragment thereof of claim 1 or 2:

38. A method for treating a subject having a disease wherein CD33 is expressed,
comprising administering to said subject an effective amount of the immunoconjugate of
claim 17 or 18.

39. A method for treating a subject having a disease wherein CD33 is expressed,
comprising administering to said subject an effective amount of the composition of claim 21
or 22.

40. A method for treating a subject having a discase wherein CD33 is expressed,
comprising administering to said subject an effective amount of the pharmaceutical

composition of claim 23 or 24."
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41. A method for treating a subject having a discase wherein CD33 is expressed,

PCTAUS 332737 . 5012 5
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comprising administering to said subject an effective lmount of the pharmaceutical
composition of claim 25 ar 26.

42. A method for treating a subject having a disease wherein CD33 is expressed,
comprising administering to said subject an eﬁ'eci-:ive amount of the pharmaceutical
composition of claim 27 or 28.

43. A method for treating a subject having a disease wherein CD33 is expressed,
comprising contacting one or more cells of said subject ex vivo with an effective amount of
the antibody or epitope-binding fragment thereof of claim 1 or 2.

44. A method for treating a subject having a disease wherein CD33 is expressed,
comprising contacting one or more cells of said subject ex vivo with an effective amount of
an immunoconjugate of claim 17 or 18.

45. A method for treating a subject having a discase wherein CD33 is expressed, -
comprising contacting one or more cells of said subject ex vivo with an effective amount of a
composition of claim 21 or 22.

46. A method for treating a subject having a disease wherein CD33 is expressed,
comprising contacting one or more cells of said subject ex vivo with an effective amount of a
pharmaceutical composition selected from one of claims 23, 24, 25, 26, 27 or 28.

47.  The method of treatment of claim 37, wherein said discase is a disease
selected from the group consisting of myelodysplastic syndrome (MDS), acute myeloid
leukemia (AML), chronic myeloid leukemia (CML) and pro-myelocytic leukemia (PML).

48. - The method of treatment of claim 38, wherein said disease is a discase
selected from the group consisting of myelodysplastic syndrome (MDS), acute myeloid

leukemia (AML), chronic myéloid leukemia (CML) and pro-myelocytic leukemia (PML).
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