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WO 2004/094477 Al

(51) Clasificacién Internacional de Patentes’: COTK 16/46,
AB1K 391395

(21) Nimero de la sollcitnd internaclonal:
PCT/CU2004/000006 -

(22) Fecha de presentacién internacional:
22 de Abril de 2004 (22.04.2004)

(25) Idioma de presentacién: espafiol

Malectin, Vedado, CP10400 C. Habana, Cuba., C. Habana
10400 (CU). MORENO FRIAS, Ernesto [CU/CU]; 5 ta
Avenida, Edificio BBE, apto 16, Reparto Flores, Playa, C.
Habana, Cuba, C. Ilabana 12100 (CU).

(74) Mandatario: ACOSTA MARTINEZ, Ada; Av. 1ra #
1001 esq. 10, Miramar, Playa, Ciudad de la Habana, Cuba,
Ciudad de 1a Habana 11300 (CU).

. (81) Estados deslgnados (a menos que se indigue otra cosa,

(26) Idioma de publcacifn: cspafiol

(30) Datos relativos a la prioridad:
2003-0092 23 de Abril de 2003 (23.04.2003) CU

(71) Solicltante (para todos los Estados designados saivo
US): CENTRO DE INMUNOLOGIA MOLECULAR
[CUCU]; Calle 216 esq. 15, Atabey, Playa, Ciudad
Habana, Cyba., Ciudad de la Habana 12100 (CU).

(72) Inventores; e

(75) Inventores/Solicitantes (para U/S solamentej: ROQUE-
NAVARRO, Loudes, Tatlana [CUACU]; Calle 13 No
4211 ¢f 42y 44, Playa, CP 11300 C.Habana, Cube,, Cindad
de la Habana 1130¢ (CU). MATEQ DE ACOSTA DEL
RIO, Cristina, Maria [CU/CT]; Calle C # 9510 &/ 6
y 10 Altshabana, C.Habana, Cuba., Cindad de la Ha-
bana 10808 (CU). RODRIGUEZ GONZALEZ, Mabel
[CUKCU]; Consejal Veiga No 110 ¢/ Estrada Palme y
Luis Bstévez, Vihora 10 de Octubre,, C.Habana, Cnba.,
Ciudad de la Habana 10500 (CU). ROJAS DORANTES,
Gertradis [CU/CU]; Santa Irene 164 Altos e Flores y
San Benigno, Santos Sudrez, Vibora, 10 de Octubre CP
10500, C.Habana, Cubs, C.Habana 10500 (CU). TALAV-
ERA PEREZ, Arlel [CUCU]; Calle J # 58 ¢/ Calzada y

pard foda clase de proteccidn nacioral admisibie): AL,
AQG, AL, AM, AT, AZ, BA, BB, BG, BR, BW, BY,
BZ, CA, CH, CN, CR, CU, CZ, DE, DK, DM, DZ,
EC, EE, EG, ES, B, GD, GE, GH, GM, IIR, HU, ID,
IL, N, IS, JIP, KE,®G, KP. KR, KZ,I.C, IK, LR, I8, IT,
LU, LV, MA, MD, MG, MK, MN, MW, MX, MZ, NA, NI,
NO, NZ, OM, PG, P11, PL, PT, RO, RU, SC, 8D, SE, SG,
SK, SL, 8Y, TJ, TM, TN, TR, TT, TZ, UA, UG, US, UIZ,
VC, VN, YU, ZA, ZM, ZW.

(84) Estados deslgnados (a menos que se indique oira cosa,
para toda clase de proteccidn regional admisible): ARIPO
(BW, GH, GM, KE, LS, MW, MZ, SD, SL, 8Z, TZ, UG,
ZIM, ZW), eurcasidtica (AM, AZ, BY, KG, KZ, MD, RU,
TJ, TM), curopea (AT, BE, BG, CH, CY, CZ, DE, DK, EE,
ES, F1, FR, GB, GR, HU, IE, IT, LU, MC, NL, PL, PT, RO,
SE, 81, 8K, TR}, OAPI (BT, BI, CF, CG, CI, CM, GA, GN,
GQ, GW, ML, MR, NE, SN, TD, TG).

Publlcada:

— con informe de bisqueda internacional

— antes de la expiracion del plazo para modificar las reivin-
dicaciones y para ser republicada si se reciben modifica-
ciones

[Continii en Ia pdgina siguiente]

(54) Thle: RECOMBINANT ANTIBODIES AND FRAGMENTS RECOGNISING GANGLIOSIDE N-GLYCOLYL-GM3 AND
USE THEREOQF IN THE DIAGNOSIS AND TREATMENT OF TUMOURS

== (54) Titulo: ANTICUERPOS RECOMBINANTES Y FRAGMENTOS QUE RECONOCEN EL GANGLIOSIDO N-GLICOLIL
- (3M3 Y SU USO PARA DIAGNOSTICO Y TRATAMIENTO DE TUMORES,

(57) Ahstract: The invention essentially relates to the production of less immunogenic immunoglebuling by means of genetic engi-
necring and, more specifically, to a monoclonal antibody recognising antigens which contain ganglioside N-plycolyl-GM3 but not
other N-glycolyl- or N-acetyl-type gangliosides nor sulphated glycolipids. In particular, the invention relates 1o peptide sequences
encoding a recombinant monoclonal antibody against ganglioside N-glycolyl-GM3 or derivative fragments of same. The invention
further rclates to pharmaccutical compositions containing the aforementioned antibody or fragments thereof and to the disgnostic or

) therapeutic nse of same for breast cancer and melanoma.
S,

= (57) Resumen: La presente invencidn se relaciona fundamentalmente con la produccitn de inmunoglobulinas menos inmunogéni-

& cas por la via de la ingenierfa genética, y mas especificamente con un anticuerpo monoclonal que reconoce anifgenos que contienen

Lo I gangliésido N-glicolil GM3 y na ofros ganglidisidos del tipo N-glicolil o N-acetil, ni 2 1os glicolipidos sulfatados. Mas especffica-

O mente la presente invencitn se relaciona con las secnencias peptidicas que codifican un anticocrpo monoclonal recombinante contra
el ganlidsido n-glicolil GM3, o fragmentos derivados del mismo y composiciones farmacéuticas conteniendo dicho anticuerpo o sus
Fragmentos y su uso tanto disgnostico o terapéutico en céncer de mama y melancma.

Y
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ANTICUERPOS RECOMBINANTES Y FRAGMENTOS QUE REC NOCEN EL
GANGLIOSIDO N-GLICOLIL GM3 Y SU USO PARA DIAGNOSTICO Y TRATAMIENTO DE
TUMORES, '

Sector técnico,

La presente invenclén se relaciona fundamentalmente con la inmunologia y en particular con
la obtencién de inmunoglobulinas menos inmunogénicas por la via de [a ingenierfa genética
para su uso en el fratamiento del cancer. Mas especificamente la presente invencion se
relaciona con las secuencias peptidicas que codifican un anticuerpo monoclonal
recombinante o fragmentos derivados del mismo que reconocen especificamente antigenos
que contienen el gangliésido N-glicolil GM3 y no otros gangliésidos del tipo N-glicolil o N-
acefll, nl a los glicolipidos sulfatados,

Técnica anterior.

Los gangliésidos son glicoesfingolipidos que contienen acido sidlico y que estan presentes
en las membranas plasméticas de vertebrados (Stults CEM y cols. Methods Enzymology
179:167-214, 1989). Aljgunas de estas moléculas han sido reportadas en la fiteratura como
antigenos asociados a tumores o marcadores tumorales (Hakamori SH: Curr Opin Immunol
3:646-653, 1991), por lo que se ha descrito el uso de anticuerpos anti-ganglifsidos como
utiles en el diagnodstico y terapéutica del céncer (Hougton AN y cols. PNAS USA 82:1242-
1246, 1985; Zhang S vy cols. Int J Cancer 73:42-49, 1997). Los &cidos sidlicos mas
comuhments encontrados en células de animales son el N-acetll (NAc) y el N-glicolil (NGc)
(Corfleld AP y col, Cell Biol Monogr 10:5-50, 1982). En general el NGc no esta expresado en
tojidos nomales de humanos y pollos, pero estd ampliamente distribuido en ofros
vertebrados (Leeden RW y cols. Biological Role of Sialic Acid. Rosemberg A and
Shengtrund CL (Eds). Plenum Press, New York, 1-48, 1976, Kawal T y cols. Cancer
Research 51:1242-1248, 2001). Sin embérgo, repories de la literatura muestran que
anticuerpos antl-NGc reconccen aigunos tumores humanes y ) ineas de células tumorales
{Higashl H y cols. Jpn J. Cancer Res. 79:952-956, 1988, Fukui Y y cols. Biochem Biophys
Res Commun 160:1149-1154, 1989). Se ha encontrado adem&s un incremento de los
niveles del gangliésido GM3 (NGc) en cincer de mama humano (Marquina G y cols. Cancer
Research 56:5165-5171, 1998), lo que hace francamente atractivo el uso de esta molécula
como blanco para la terapla del céncer.

La solicitud de patente EP 0972782 A1 describe el anticuerpo monoclonal murino 14F7,
producido por el hibridoma depositado segln el tratado de Budapest bajo el nimero de
acceso ECACC 98101801, Este anticuerpo monoclonal tiene Isotipo IgG1 y fue generado a
partir de la Inmunizacin de ratones Balb/c con el ganglibsido NGCGM3 conjugado
hidrofébicamente con lipoproteinas de baja densidad (VL.DL) y en presencia de adyuvante de
Freund, dicho anticuerpo se une preferentemente al gangliésido NGcGMS3, y reconoce un
antigeno expresado en tumores humanos de mama y melanoma (Carr A y col, Hybridoma
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19:3:241-247, 2000), Este anticusrpo mostré una fuerte actividad citolitica sobre células
portadoras de dicha secuencia, propiedad que podrfa convertirio en un ama terapéutica.
Por otra parte es conocido que la neovascularizacién induclda por los tumores constituye uno
de los parémetros fundamentales en el contro! del crecimiento tumoral, lo cual ha dirigido las
investigaciones hacla la bGsqueda de nuevas armas terapéuticas relaclonadas con la
inhibicion del proceso anglogénico. Existen evidencias experimentales del efecto del
anticuerpo 14F7 sobre este proceso, dichas evidencias se han enconfrado en ensayos con
mairigel (Angiogenesis. Vol. 4, Pags. 113-121, 2001; Anti-Cancer Res. Vol.18, Pags.783-790,
1998). El matrigel es una mezcla de proteinas constituyentes de la membrana basal y de la
matriz exiracelular que rodea a las células endoteliales. Su ulilidad en el estudio de proceso
de neovascularizacién radica en la importancia fisioldgica de las interacciones endotelio-
matriz durante el desarrollo de una nueva vasculatura. Igualmente componentes de este gel,
como la laminina, se consideran marcadores importantes en este proceso.

En el estudio de los mecanismos relaclonados con la anglogénesls inducida por el tumor
también ha sido muy utilizado este tipo de modelo, permitiendo evaluar fdrmacos capaces de
modular los eventos relacionados directamente con el tumor para, de esta forma, infiulr en su
crecimiento y metastasis.

El uso de antlcuerpos monoclonales no-humanos, tales como el 14F7 murino, tiene clertas
desventajas para fratamiento de humanos, particularmente en un esquema terapéutico
repetitivo. Por ejempio, los anticuerpos monoclonales murinos tienen un tiempo de vida
media en sangre relativamente corto, ademés de que pierden importantes propiedades
inmunolbgicas como son las funclones efectoras cuando son usados en humanos.

Y lo que podria resultar de mayor importancia, los anticuerpos monoclonales murinos
contienen considerables secuencias de aminoécidos que resultan inmunogénicas cuando son
Inyectadas a humanos. Numercsos estudios han mostrado que, después de la
administracién de un anticuerpo extrafio, la respuesta inmune producida en el paciente puede
ser considerablemente fuerte y ellminar sustanclaiments la utilidad terapéutica del anticuerpo
después de un tratamiento iniclal. M4s aln, después de administrar tratamiento a un
paciente con un anticuerpo monoclonal murino, fratamientos ulteriores con anticuerpos
murinos no-relacionados podrian no ser efectivos e incluso peligrosos

debido a la reactividad cruzada conoclda como respuesta HAMA (Khazaeli, M.B., y cols.
Journal of Immunctherapy 15: 42-52, 1294),

Mateo y colaboradores. (Patente Americana No. US 5 712 120) describen un procedimiento
para la reduccién de la inmunogenicidad de los anticuerpos murinos. E! anticuerpo
modificado por el método descrito por Mateo y colaboradores (Mateo C y cols. Hybridoma
19:68:483-471, 2000), retiene la capacldad de reconocimiento y unién al antigeno det
anticuerpo original y resulta menos inmunogénico, lo cual incrementa su utilidad terapéutica.
Mediante este procedimiento se logra, con un pequefio nmero de mutaclones, obtener
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anticuerpos modificados que muestran una reduccién de Ia Inmunogenicidad al ser
comparados con el anticuerpo quimérico.

De lo antes expuesto se infiere la necesidad de obtencién de versiones de los anticuerpos
terapéuticos, que sean menos inmunogénicos en humanos, que se obtengan de forma
sencilla y econémica y que resulten adecuados para la fabricacion de formulaciones
terapéuticas u otros usos.

Tamblén es conocido que el uso de fragmentos de anticuerpos ha sido muy (il en el
inmuno-diagnéstico de enfermedades. Ira Pastan entre otros (Solicitud de Patente Europea
EP 0796334 A1) describe la construccién de fragmentos de tipo Fv de cadena sencilla
usando las regiones variables de anticuerpos que reconocen especificamente el
carbohidrato relacionado con el antigeno Lewis Y. Basdndose en dichos fragmentos,
desarrolla un método para detectar células portadoras de dicho antigeno, también aporta
evidencias del efecto inhibldor que estos fragmentos ejercen sobre células portadoras del
antigeno.

El conocimiento del sitio de unién del anticuerpo monocional 14F7 resulta interesante desde
el punto de vista prictico y teérico, por el potenclal de dicho anticuerpo en la inmunoterapia
de diversas enfermedades. Sourlau, C y cols. en Expert Opin. Biol. Ther. 1, 845-855, 2001 y
Chester, K. A., y cols. en Dis. Markers. 16, 53-62, 2000, muestran que el uso de fragmentos
de anticusrpos del tipo scFv podria resultar de gran utilidad terapéutica aprovechando sus
propledades faqrmacolbgicas tales como una mejor penetracién en el tejido tumoral.

La construccién de mini-bibliotecas de fragmentos de anticuerpo expuestos sobre fagos
flamentosos a partir de hibridomas, permite | a s eleccién d e moléculas con capacidad de
reconocimiento especifico de! antigeno dentro de este repertorio. El objetivo es la obtenclén
rapida de fragmentos de anticuerpos que combinan el reconocimiento del anticuerpo original
con un menor tamafio molecular y la capacidad de ser producidos por un hospedero -
bacterlano. Esta técnica permits descartar las moltipies varlantes de fragmentos de
anticuerpo no funcionales o imposlbles de producir en bacterias que se obtienen durante el
aislamiento y la manipulacién de los genes de las reglones variables de un hibridoma por
téenicas convencionales de clonacitn (Roovers, R. C. Y cols. Br. J. Cancer. 78, 1407-1416,
1968).

La tecnologia de presentacion de fragmentos de anticuerpo en fagos filamentosos ofrece
una oportunidad Unica para acceder al sitio de uni6n de un anticuerpo, asi como para
introducir modificaciones en el mismo con el abjetivo de mejorar afinidad (Chames, P. y cols.
J. Immunol. 181, 5421-5429, 1998, Lamrinmaki, U y cols. J. Mol. Biol. 291, 589-602, 1999,
Parhami-Seren y cols. J. Immunol. Methods. 259, 43-53, 2002) o modular su especificidad
(Iba, Y. y cols. Prot. Engn., 11, 381-370,1998, Miyazaki, C. y cols. Prot. Engn. 12, 407-415,
1989, Darveau, R. P. y cols. J. Clin. Immunoassay. 15, 25-29, 1992).
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La expresién de fragmentos de anticuerpos en fagos filamentosos permite el Intercambio
de cadenas (Lantto, J. y cols. Methods Mol. Biol. 178, 303-318, 2002), es decir la
combinacidn de diferentes VLs, con la VH original dei anticuerpo o viceversa lo cual hace
posible estudiar el papel que juega cada una de las cadenas en el reconocimiento del
antigeno y su Influencia en la afinidad del anticuerpo (Kabat, E. A., Wy, T. T., J. Immunol.
147, 1708-1719, 1921, Barbas Il, C. F., Lemer, R. A. Methods: A companion to Methods in
Enzymology 2, 1198-124,1981). El intercamblo de cadenas permite modificar las propiedades
del sitio de unidn y también combinar secuencias de inmunoglobulinas provenientes de
diferentes especies, y seleccionar aquellas variantes que conserven la especificidad de
reconocimiento. (Klimka, A. Y cols. Br. J. Cancer. 83, 252-260, 2000, Steinberger, P. y cols.,
J. Biol. Chem. 275,36073-36078, 2000, Rader, C. y cols. Proc. Natl. Acad. Sci. USA.
86,8810-8915, 1998, Beiboer, S. W. H. y cols. J. Mol. Biol. 296,833-848, 2000).

La presente Invenci6n se reflere a un anticuerpo modificado derivado del anticusrpo murino
14F7, el cual reconoce el antigeno original con igual afinidad y resulta menos inmunogénico
cuando es administrado a pacientss. Otro halfazgo de la presente invencidn ha sido ia
obtencién de fragmentos derivados de dicho anticuerpo que comprenden regiones variables
de cadena ligera diferentes de la original, pero refienen sus propiedades en lo que conciemne
a especificldad, afinidad, y reconocimiento, y pusden ser expresados por un hospedero
bacteriano tanto en forma de moléculas solubles como presentadas en ia superficie de fagos
flamentosos. Los fragmentos derivados del anticuerpo 14F7 son dtlles como armas
terapéuticas. Adicionalmente la expresién de fragmentos del fipo scFv del anticuerpo 14F7
sabre la superficie del un fago filamentoso M13 permite manipular su sitio de unién y abtener
variantes de mayor afinidad con fines terapéuticos. Es otro objstivo de la presente invencién
la caracterizacién de fragmentos del anticuerpo que solo conservan parcialmente la
secuencia del 14F7, pero refiene sus propiedades en lo que concleme a especificidad,
afinidad, y reconocimlento.

Tanto el anticuerpo modificado como los fragmentos obtenidos, reconocen especificamente
céluias tumorales que expresan el antigeno NGcGMS3, lo cual permite que pueda ser usado
en el diagnéstico o terapla de dichos tumeores y tienen como ventaja sobre el anticuerpo
murino del cual se originaron, que resultan mencs inmunogénicos.

Son objetos de la presente invencion nusvas composiclones farmacéuticas las cuales
comprenden el anticuerpo modificado 14F7 o sus fragmentos Fv de cadena sencilla, donde
dicho anticuerpo o fragmento puede estar enlazado a un Isdtopo radlactivo Gt en la
localizacién o tratamiento de tumores que expresen el antigeno.

Es también objeto de la presente invencidn un método para el radicinmunodiagnéstico o
radicinmunocterapia de tumores que expresen el pangliésido NGcGM3, donde sean
utilizadas las composiciones farmacéuticas que comprenden el anticuerpo modificado 14F7
6 sus fragmentos unidos a un is6topo radicactivo,

[
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5
Deascripcién detallada de Ia invenclén.

En la presente invencidn se describe un anticuerpo quimérico derivado del anticuerpo
monoclonal murino 14F7 producldo por el hibridoma con nimero de dep6sito ECACC
98101901, caracterizado porque las secuenclas de las regiones hipervariables (CDRs) de
las cadenas pesada y ligera son:
D PESADA
CDR1: SYWIH
CDR2: YIDPATAYTESNQKFKD
CDR3: ESPRLRRGIYYYAMDY
CADENA LIGERA
CDR1: RASQSISNNLH
CDR2: YASQSIS
CDR3: QQSNRWPLT
Preferiblemente dicho anticuerpo quimérico esta caracterizado porque las secuencias de las
regiones de los marcos (FRs) de las cadenas pesada y ligera son:
CAD ESADA
FR1: QVQLQQSGNELAKPGASMKMSCRASGYSFT
FR2: WLKQRPDQGLEWIG
FR3: KAILTADRSSNTAFMYLNSLTSEDSAVYYCAR
FR4: WGQGTTVTVSS

CADENA LIGERA

FR1: DLVLTQSPATLSVTPGDSVSFSC

FR2: WYQQRTHESPRLLIK

FR3: GIPSRFSGSGSGTDFTLSIISVETEDFGMYFC

FR4: FGAGTKLELKRA _

Y mas preferible atn, el anticusrpo quimérico esté caracterizado porque contiene la regién
constante de cadena pesada IgG1 humana y la regién constante de cadena ligera Ck

- humana.

En una representacién preferible, la presente invencién se refiere a un anticuerpo
modificado derivado del anticuerpo monoclonal murino 14F7 producido por el hibridoma con
nimero de depésito ECACC 98101901, caracterizado porque las regiones de los marcos de
las cadenas pesada y ligera contienen cualquisra de las sigulentes mutaciones:

CADENA PESADA:

Posicibn 5: QporV

Posicion 9: NporA

Posiclén 11: L porVv

Posicion 12 AporR
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Posicién 18: MporV

Posicién 19: KporR

Posicién 20: M porV

Poslcién 38: KporR

Posicién 40: Rpor A

Posicién 42: D por G

Posicién 48: | porV

CADENA LIGERA:

Poslcion 38: R porK

Posici6n 40; T porP

Posicién 41: HporG

Posicién 42: E porQ

Paosicion 58: 1porv

Preferiblemente, dicho anticuerpo modfificado est4 caracterizado porque contiene la regién
constante de cadena pesada IgG1 humana y la regién constante de cadena ligera Ck
humana.

En otro aspecto de la presents invencién se reflere a fragmentos del tipo Fv de cadena
sencilla derivados del anticuerpo 14F7 que comprenden la secuencla de la regién variable
de la cadena pesada obtenida a partir del hibridoma (depésito ECACC 98101901), y
conservan la especificidad de reconccimiento del 14F7.

Preferiblemente, dichos fragmentos Fv incluyen regiones varables de cadena ligera
provenientes de ratones 0 humancs no inmunizados, diferentes de la region variable de
cadena ligera producida por el citado hibridoma, que permiten su produccién por un
hospedero bacteriano en forma de fragmentos de anticuerpo presentados sobre fagos
fiamentosos o moléculas solubles.

La presente invencién también se relaciona con las lineas celulares que expresan los
anticuerpos quimérico y humanizado, y los clones bacterianos que producen los fragmentos

" derivados del 14F7.

Ademds, la presente invencién se relaclona con las composiciones farmacéuticas para el
tratamiento y/o locallzacién e Identificacion de tumores malignos de mama, melanomas, sus
metéstasls y recidivas, caracterizadas porque contlenen unoc de los anticuerpos
monoclonales recombinantes o sus fragmentos descritos en la presente invenci6n, asi como
un exclplente apropiado para su aplicacién. Dicho anticuerpo o fragmento podria estar unido
a un is6topo radioactivo, Util en la locallzaci6n yio terapia de los tumores malignos.

Por ultimo la presente invencién se relaciona con el uso de los anficuerpos recombinantes
descritos, para su uso en la fabricaclén de una composicién farmacéutica Gtil en el
tratamiento y/o localizacién e identificacién de tumores malignos
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La descripcién detallada de como llevar a cabo y utlizar la presente invencién se
realiza a continuacién;

1. Sintesls de ADNc y amplificaclén por Ia RCP (Reaccién en Cadena de la
Polimerasa) de las reglones varlables del anticuerpo murino 14F7.

El anticuerpo murino 14F7 fue obtenido por inmunizacién de ratones Balb/c con el
gangfiésido GM3 (NeuGc) conjugado hidrofébicaments con lipoprotelnas de baja densidad y
en presencia del adjuvante de Freund (EP 0972782 A1, Carr A y cols. Hybridoma 19:3;241-
247, 2000). EI ARN se obtiene de 10° células del hibridoma productor del anticuerpo
monocional 14F7 (AcM murino, IgG1, que reconoce al gangliGsido NGCGM3, utilizando el
método de extracclén del TRIZOL (GIBCO BRL, NY), de acuerdo a las instrucciones del
fabricante.

La sintesis del ADN complementario (ADNc}) y la amplificacién de las regiones variables VH
Yy VL se realizan utilizando el juego de reactivos Access RT-PCR (Promega, USA) segun las
recomendaciones del fabricante. Brevemente, la reaccién se realiza a partir de 5 ug de ARN
en presencla de 25 pmoles del oligonucledtido dT disefiado para hibridar en la cola polyA del
ARN, y de los oligonucleétidos comrespondientes a los extremos de cada regién variable, VH
y VK. Se incuba 10 min a 60°C y posteriormente se le afiade una mezcla que contiens 0.2
mM de cada deoxinudleStido (dNTPs), 1 mM MgSO,, 5 u de AMV-Transcriptasa Reversa y 5
u de ADN Polimerasa en buffer de reaccién, para un volumen total de 50 L. Se incuban las
muestras 45 min a 48°C, 2 min a 84°C, y posteriormente son sometidas a 40 ciclos de RCP
con temperaturas de 94°C (30 seg), 60°C (1 min), 68°C (2 min), con una incubacién final de
7 min a 68°C.

2, Construccién de genes quiméricos y secuenciacién del ADNc amplificado.

Los productos de las RCP de VH y VK son digeridos con [as enzimas de restriccién Eco RV-
Nhe |, para VH, y Eco RV-Sal | para VK, y clonadas en los respeclivos vectores de
expresion (Coloma MJ y cols. J Jmmunol Methods 152:88-104, 1992). La reglén VH es
clonada en el vector PAH4604 que tiene incluida una regién constante IgG1 humana y como
marcador de seleccitn el gen de resistencia al L-histidinol. La regién VK es clonada en el
vector PAG4622, el cual porta un gen de resistencia al 4cido micofenélico y una regidn
constante kappa humana. Las construcciones genéticas resultantes se nombran 14F7VH-
PAH4604 y 14F7VK-PAG4622, respactivaments.

Ambas construcciones son secuenciadas por el método de los dideoxinuclestidos (Sanger F
y cols. PNAS USA 74:5463-5470, 1879) usando el juego de reactivos de secuencia T7 ADN
Polimerasa (Amershan-Pharmacia) de acuerdo al protocolo descrito por los fabricantes,

3. Expresion del anticuerpo quimérico.

Células NSO son electroporadas con 10 g de 14F7VH-PAH4604 y 10 g de 14F7VK-
PAG4622 linealizados con la enzima Pvu |. Los ADNs se precipitan con etanol, sa mezclan y
disuelven en 50 uL de SSTF (solucion salina tamponada de fosfato). Aproximadaments 107

PO



10

20

30

35

WO 2004/094477 8 PCT/CU2004/000006

células se crecen hasta semiconfluencia y se colectan por centrifugacién, posteriormente
se resuspenden en 0.5 mL de SSTF junto con el ADN en una cubsta de electroporacion.
Después de 10 min en hielo las células son sometidas a un pulso de 200 Vy 860 F, y se
mantienen en hielo por 10 min. Las células s e cultivan en placas de 96 pozos en medio
selectivo, Dulbecco Modificado (DMEM-F12) con 10% de suero fetal de temera (SFT) y 10
mM de L-histidinol. Los clones transfectados se hacen visibles a los 10 dias de afiadido el
medio de selecclén.

La produccién de inmunoglobulina quimérica se dstermina por ELISA partiendo del
sobrenadante de los clones. Para ellc se recubren placas de pollestireno (High binding,
Costar) con suero de chivo anti-lgG humano (Sigma) en tamp6n carbonato bicarbonato 100
mM, pH 8.8, toda la noche a 4°C. Las mismas se lavan con SSTF-t (solucidén salina
tamponada de fosfato, 0.5% Tween-20, pH 7.5), y se afiaden las muestras de sobrenadante
de cultivo diluidas en SSTF-t-SFT durante una hora a 37°C. Las placas se lavan
nuevamente con SSTF-ty se incuban con un suero de chivo anti-cadena kappa humana
conjugado a peroxidasa (Jackson), una hora a 37°C. Posteriormente se lavan las placas de
igual forma y se incuban con una solucién tampén citrato-fostato pH 4.2 que contiene el
sustrato o-fenilendiamina. Después de 15 min la absorbancia es medida a 492 nm.

La capacidad de reconocimlento det antigeno por el anticuerpo quimérico es verificada por
un ELISA competiivo usando fos gangliésidos NGcGM3 y NACGM3. Brevemente, se
recubren placas de poliestireno (Polysorp, Nunc) con 50 ul de una solucién a 4 pg/mL de
NGcGM3 o NAcGM3 en metanol y se incuban durante una hora a 37°C. Las mismas se
bloquean con 200 uL de una solucién de seroalbimina bovina (SAB) 1% en tampén Tris-
HCI, pH 7.6-8.0 durante una hora a 37°C. Luego de tres lavados con SSTF, se afiaden las
musestras diluidas en Tris-HCI-SAB 1% en un rango de concentracién entre 2 pg/mL - 0.01
ug/mL en presencia del anticuerpo 14f7 murino biofinilado 1 mg/mL, a 37°C durante 2h.
Posteriormente se lava con SSTF y se desarrofia la reaccidén con un conhjugado
estreptavidina-peroxidasa (Jackson), a 37°C, 1h, La absorbancia se mide a 492 nm.

4 Construccién del Ac humanizado 14F7hT por humanizacién de epitopos T.
Prediceldn de epltopos T.

Las secuenclas de los dominios varlables del 14F7 son anallzadas con el Programa AMPHI
(Margalit H y cols. J Immunol 138: 2213-2229, 1987), el cua! permite la i dentificacién de
segmentos de 7 u 11 aminoacidos con una estructura de hélice anfipética, 1a cual se ha
relacionado con la inmunogenicidad T. Estos algoritmos predicen en este caso fragmentos
relacionados con la presentacién de epifopos T en las reglones varlables de las cadenas
pesada y ligera del anticuerpo monoclonal murino 14F7.

- Anélisis de homologia con inmunoglobullnas humanas.

Las secuencias de aminoécidos de los dominlos variables del 14F7 son comparadas con las
secuencias de reglones variables de inmunoglobulinas humanas reportadas, para identificar
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la Inmunogiobulina humana que posea mayor homologfa con la molécula murina sometida

a andlisis. Para ello se puede utilizar la base de datos SWISSPROT disponible en Intemet, a
través del programa BLAST (Altschul 8 F y cols. Nucleic Acids Res 25:3389-3402, 1997).

- Anélisls para la reducclén de inmunogenicidad.

La esencia del método radica en lograr una reducci6n de la inmunogenicidad por la ruptura o
humanizacion de ios posibles epitopes T, con un minimo de mutaciones en los FRs,
especificamente en aquellos segmentos que tienen una estructura de hélice anfipatica,
quedando excluidas aquellas posiciones involucradas con la estructura tridimensional del
sitio de reconacimiento del antigeno.

Segin el método, se comparan las secuencias de las regiones variables de VH y VL de la
inmunoglobulina murina con la humana més homéloga y se identifican los residuos que
difieren entre la secuencla murina y la secuencia humana, sélo en los segmentos anfipaticos
que quedan dentro de fa regitn de los FRs (Kabat E, Sequences of protelns of inmunological
interest, Fifth Edition, National Institute of Health, 1991). Estos residucs "murinos” serén los
susoef:ﬂb!as de ser mutados p or aquellos que se encuentran en ia misma posicién en la
secuencla humana.

Los residuos que se encuentran en las posiciones de los FRs responsables de las
estructuras canénicas, aquellos presentas en la zona de Vemier, o los que participan en la
Interaccién de la interfase VH-VL, no pueden ser mutados, porque pudieran afectar la
estructura fridimensional del dominio variable del anticuerpo y por tanto afectar su unién al
antigeno. Informacién adicional sobre la infiuencla de las sustituciones propusstas sobre la
estructura terclaria, pueden ser obtenidas por modelaje molecular de las regiones variables.

Dado que en el andlisis de las mutaciones pueden tenerse en cuenta elementos tales como
la presencia de residuos prolina en ia hélice anfipafica o el hecho de que un determinado
residuo murino no aparezca en la misma posicién en la secuencia humana més homéloga
pero sea frecuents en otras inmunoglobulinas humanas, es posible obtaner una versién que
contenga un méximo de mutaclones, es decir, donde se muten todos los residuos murinos
que difieren de la secuencia humana, pero pueden obtenerse otras versiones con diferentes
combinaciones de mutaciones.

Después de identificar sobre la secuencla murina del 14F7 los posibles epitopos T y de
identificar dentro de estos segmentos los residuos diferentes a los humanos, las
sustituclones se hacen por las técnicas convencionales de mutagénesis dirigida.

~ Clonaje y expresisn del anticuerpo humanizado 14F7hT en células NSO.

Una vez obtenidas las construcciones genéticas comespondientes a las regiones VH y VL
del anticuerpo 14F7hT, por el método descrito anteriorments, estas son clonadas en los
respectivos vectores de expresion, de manera similar a la descrita anteriormente en el caso
de la construccion del Ac quimérico, obteniéndose las construcciones genéticas siguientes:
14FThTVK-PAG4622 y 14F7ThTVH-PAH4604. La transfeccion de estos genes a las células
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NSO es exactamente bajo las mismas condiciones descritas para el anticuerpo

quimérico. Los ¢lones productores d el anticuerpo humanizado son detectados Igualmente
por ELISA.

La capacidad de reconocimiento especifico del antigeno por el anticuerpo humanizado es
verificada por un ELISA competitivo usando los gangli6sidos NGcGM3 y NACGM3. El
procedimiento es idéntico al descrito para el anticuerpo quimérico.

5. Construcclén de bibliotecas de fragmentos de anticuerpo sobre fagos filamentosos
a partir del hibridoma 14F7.

Se alsla el ARN mensajero a partir de las células del hibridoma 14F7, se sintetiza el ADN
complementario y se amplifican por separado las secuendas correspondientes a las
reglones variables de cadena pesada y ligera, utilizando dos juegos de oligonucleétidos
disefiados para hibridar con una amplia gama de regiones variables murinas. Las regiones
variables de cadena pesada amplificadas se purifican, se digleren con las enzimas
apropiadas y se ligan al vector fagomidio pHG-1m (disefiado para la presentacidn de
anficuerpos de cadena sencllia sobre la superficle de fagos filamentosos), previamente
digerido con las mismas enzimas. Los productos de la reaccién de ligamiento se purifican y
se infroducen por electroporacién en bacterias de la cepa TG1 de E.coli Las bacterias
transformadas conforman una semi-biblioteca de regiones variables de cadena pesada de
diversidad limitada (provenientes todas del hibridoma 14F7). Se purifica el ADN
comrespondiente a esta semi-biblioteca y se liga por separado a colecciones de regiones
variables de cadena ligera (previamente purificadas y digeridas con las enzimas
apropiadas). Finalmente se introducen las construcciones genéticas en bacterias de la cepa
TG1 por electroporacitn, para conformar distintos tipos de bibliotecas independientes. Uno
de eflos es una mini-biblicteca de diversidad fimitada construida con las regiones variables
de cadena ligera obtenidas también de las células del hibridoma 14F7. También se obﬁ_anan
bibliotecas de intercambio de cadenas, donde las regiones variables de cadena pesada
provenlentes del hibridoma se combinan con colecciones diversas de regiones variables de
cadena ligera obtenidas a partir de linfocitos murinos y humanos.

8. Alslamiento y caracterizacién de clones productores de fragmentos de anticuerpo
contra el N-glicolil GM3. '

Se toman al azar colonias de cada biblioteca para producir fagos a partir de ellas utilizando
el fago auxiliador M13 K07. Se analiza directamente el reconocimiento del N-glicolil GM3 por
los fagos portadores de fragmentos de anticuerpo a fravés de un ensayo inmunoenzimético
en fase sélida (FLISA). Se localizan asl clones productores de fragmentos funcionales. Para
obtener una preparacién rica en fragmentos funcionales de anticuerpo y explorar la
diversidad de las bibliotacas, se producen fagos portadores de fragmentos de anficusrpo a
partir de la mezela total de bacterias transformadas que forma cada biblioteca. La mezcia de
fagos obtenida se pone en contacio con el antigeno N-glicolil GM3 unido a una superficle
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sblida, los fagos portadores de fragmentos de anticuerpo con capacidad de unitn se

retienen y el resto se elimina medlante lavados exhaustivos. Los fagos unldos se eluyen por
un cambio de pH y se multiplican para obtener una nueva mezcla de fagos que sirva de
material de partida para un nuevo clclo de seleccién sobre el antigeno. Después de varios
ciclos de seleccién, se analiza el reconocimiento de los fragmentos de anticuerpo
presentados sobre fagos a partir de colonlas. De este modo se Identifican clones adiclonales
productores de fragmentos funcionales, que se encontraban diluidos en las bibliotecas
iniciales.

La caracterizaclén de los fragmentos de anticuerpo producidos por los c lones incluye el
andlisis de su especificidad por ELISA frente a un panel de gangliésidos relacionados, el
estudio del reconocimiento tumoral por inmunohistoquimica, la evaluacién de su capacidad
para ser producidos como fragmentos ds anticuerpo solubles funcionales, fuera del contexto
de su presentacion en fagos, y la secuenciacion completa de sus regiones variables.
E]emplos de Reallzacién.

En los sigulentes e jemplos todas las enzimas de restriccién o modificacién utilizadas, asl
como reactivos y materiales fueron obtenidos de fuentes comerclales a menos que se
especifique lo contrario.

EJemplo 1. Obtencién de{ Anticuerpo Monoclonal Quimérico 14F7.

La sintesls del ADNc y la amplificacién por la RCP de las regiones variables murinas VH y
VK se realizb con la enzima Vent Polimerasa utilizando oligonuclettidos espescificos con
sitios de restriccion Eco RV-Nhe | para VH, y Eco RV-Sal | para VK. Los oligonuclettidos
usados como cebadores fuercn los siguientes:

Para VH:

Oligonucleétido 1 (hibrida en el péptido sefiaf):

5 gog gatatc cacc atg gaa agg cactgg atctitetcticcly 3

Oligonucleétido 2 (hibrida en JH1):

5' ggg getage tga gga gac ggt gac cgt ggt 3’

Para VK:

Oligonuciedtido 1 (hibrida en el péptido sefial):

5" ggg gatatc cace atg gt(at) t(tc)c (ta)ca cct cag (at)t(ac) citgga ctt 3

Oligonucledtido 2 (hibrida en VLIS):

§ agc gtegac tta cgt ttc agc tec age tig gicoc 3

Los productos de fas RCPs de VH y VK fueron digeridos con las enzimas de restriccion Eco
RV-Nhe |, para VH, y Eco RV-Sal | para VK, y clonados en sus respectivos vectores de
expresion, PAH4604 y PAG4622, para VH y VK respectivamente. Estos vectores son
usados para la expresién de inmunoglobulinas en células superiores y fueron donados por
Sherie Morrison (UCLA, California, USA). El vector PAH4604 tiene incluida la regién
constante humana IgG1, y el PAG4622, una region constante kappa humana. (Coloma J y
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cols. J Immunol Methods 152:89-104, 1992). Una vez clonadas las regiones VH y VK del

14F7 en los vectores anteriores, se formaron las construcciones 14F7VH-PAH4604 y
14F7VK-PAGA4822.

Doce clones independientes fueron secuanciados por el método de los dideoxinuclettidos
(Sanger F et al, DNA sequencing with chainterminating inhibitors. PNAS USA
1979;74:5463-5470) usando el kit de secusncia T7 ADN Polimerasa (Amershan-Pharmacia)
de acuerdo al protocolo descrito por los fabricantes. Las secuencias de VH y VK tienen alta
relacién con el subgrupo IiB y V, respsctivamente, (Figuras 1 A y B) segln la clasificaclén de
Kabat (Kabat E, Sequences of proteins of inmunological interest, Fifth Edition, National
Institute of Health, 1991).

Células NSO fueron electroporadas con 10 pg de 14F7VH-PAH4604 y 10 pg de 14F7VK-
PAG4622 linealizados con la enzima Pvu . Los ADNs fueron precipitados con etanol,
mezclados y disueltos en 50 pL de SSTF. Aproximadamente 107 células crecidas hasta
semiconfluencia, fueron colectadas por centrifugacién y resuspendidas en 0.5 mL de SSTF
junto con el ADN en una cubeta de electroporacién. Después de 10 min en hielo las céiulas
fueron sometidas a un pulso de 200 V y 880 F e incubadas en hielo por 10 min. Las células
se cultivaron en placas de 96 pozos en medio selectivo, Dulbecco Modificado (DMEM-F12)
con 10% de SFT y 10 mM de L-histidinol. Los clones transfectados se hacen visibles a los
10 dias de afiadido el medio de seleccién.

La produccion de inmunoglobulina quimérica se determina por ELISA partiendo del
sobrenadante de los clones. Para ello se recubren placas de poliestireno (High binding,
Costar) con suero de chivo anti-IgG humano (Sigma) en tampén carbonato bicarbonato 100
mM, pH 9.8, toda la noche a 4°C. Las mismas se lavan con SSTF-t {solucién salina
tamponada de fosfato, 0.5% Tween-20, pH 7.5), y se afiaden las muestras de sobrenadante
de culivo diluidas en SSTF-+-SFT durante una hora a 37°C. Las placas se lavan
nuevamente con SSTF-ty se incuban con un suero de chivo anti-cadena kappa humana
conjugado a peroxidasa (Jackson), una hora a 37°C. Posteriormente se lavan las placas de
igual forma y se incuban con una s olucién tampén citrato-fostato pH 4.2 que contiene el
sustrato o-fenilendlamina. Después de 15 min la absorbancla es medida a 462 nm.

Ejemplo 2. Reactividad del anticuerpo 14F7Q frente a los gangliésidos NGcGM3 y
NAcGM3.

Se determiné la reactividad del anticuerpo (Ac) quimérico del 14F7 por medio de un ELISA
competitivo. En la Figura 2 se muestra fa especificidad del 14F7 quimérico comparado con
el 14F7 murino, en el reconocimiento de placas de poliestireno (Polysorp, Nunc) recubiertas
con el gangliésido GM3 N-glicolilado. Ambos Acs muestran a concentraciones similares un
50% de inhibicién det reconocimiento del Ac 14F7 murino biotinilado al antigeno. Mientras
que no se observd inmunoreactividad al recubrir las placas con la variante N-acstilada del
GMS3 para ninguno de los anticuerpos. Se usé como Ac irelevante el AcM murino lor-C5.
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Ejemplo 3. btencién de diferentes versiones del anticuerpo humanizado.

Las secuencias de VH y VK del 14F7 fueron comparadas con una base de datos de
secuencias humanas, obteniéndose la secuencia humana de mayor homologla con el
anticuerpo 14F7, para la regién VH y VK (Fig 1A y B). En ambas secuencias se
determinaron ademds las regiones anfipaticas o pofenciales epitopos T. Posterioments se
determinaron las mutaciones necesarias para convertir las secuenclas de VH y VK murinas
en humanizadas, sigulendo este método de humanizacién de epltopos T. Sefalamos a
continuacién el méximo de mutaciones posibles que pueden realizarse.

En el caso de la regién VH se introdujeron mutaciones en las posiciones 5, 9, 11, 12, 18, 19,
20, 38, 40, 42 y 48, donde se sustituyeron los aminodcidos Q, N, L, A, M, K, M, K, R, D vl
porV.A, V,V,V, R, V, R, A, Gy V, respectivaments. Estas mutaciones se realizaron por
sobrelapamientos de los productos de la RCP (Kamman M y cols. Nuclelc Acids Research
17:5404-5410, 1989), usando los oligonuclestidos 1y 2, y los 3 y 4, en las primeras RCPs, y
ol resuitado de las mismas se sobrelap6 en otra RCP usando solo [os oligonucledtidos 2 y 4.
Las secuencias de los oligonucledtidos usados se muestran a continuacion:
Oligonuclestidos para las mutaciones 5, 9, 11 y 12, de la cadena pesada:

Oligonucledtido 1: §' gtc cag cit gig cag tct ggg get gaa gig gta aaa cct ggg 3
Oligonuclestido 2: 5' ggg getage tga gga gac ggt gac cgt ggt 3'

Oligonucledtido 3: &' cce agg tit tac cac tte age ccc aga cty cac aag ctg gac 3'
Oligonuciedtido 4: 5’ ggg gatatc cace atg gaa agg cac tgg atc tit cic tic ctg 3

Una vez secuenciadas y verificadas las anteriores mutaciones, a los ADNs que portaban las
mismas se les introdujo en las posiciones 18, 19 y 20 otras mutaciones, sustituyando los
aminoécidos M, K, M por V, R, V, respactivamente.

A continuacién se muestran los oligonucledtidos 1y 2, y los 3 y 4, descritos para dichas
mutaciones. El sobrelapamiento de los productos de las RCPs se hizo de la misma manera
descrita anteriormente.

Oligonucledtidos para las mutaciones 18, 18 y 20 de la cadena pssada:

Oligonucledtido 1: 5" ggg gee tea gig agg gtg toc tge agg 3'

Oligonucle6tido 2: 5' ggg getage tga gga gac ggt gac cotaggt 3

Oligonuclestido 3: &' cct gca gga cac cct cac tga gge cec 3'

Oligonucledtido 4: §' ggg gatatc cacc atg gaa agg cac tgg atc it cte ttc otg 3

De igual manera, una vez sscuenciadas y verificadas las antsriores mutaciones, a los ADNs
que portaban las mismas se les introdujo en las posiciones 38, 40 y 42 las mutaciones R, A
¥ G, que sustituyen los aminoacidos K, R y D, respectivamente.

A continuacién se muestran los oligonucledtidos 1 y 2, y los 3 Y 4, descritos para estas
mutaciones. El sobrelapamiento de los productos de las RCP se hizo de la misma manera
descrita anteriormentse.
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Ofigonuclettidos para las mutaciones 38, 40  y 42 de la cadena pesada:

Oligonuclebtido 1:  5' cac tgg tta aga cag gea cct gge cag ggt ctg 3'

Oligonuclebtido 2: 6" ggg getage tga gga gac ggt gac cgtggt 3

Oligonuciedlido 3: &' cag acc ctg gee agg igc cig tet taa cca gtg 3

Qligonuciettido 4: 5’ ggg gatatc cacc atg gaa agg cac tgg atc tt cte tie cfg 3°

Por ultimo, luego de verificar por secuencia las mutacionas anteriores, a los ADNs que
portaban las mismas se les infrodujo una mutacién en la posicién 48, sustituyendo el
aminoécido | por V. A continuacléon se muestran los ocligonucledtidos 1y 2, y los 3 y 4,
ufilizados en esta mutacion. El sobrelapamiento de fos productos de las RCPs se hizo de la
misma manera descrita anteriormente.

Oligonuclettidos para la mutacién 48 de la cadena pesada:

Oligonuciedtido 1: 5’ clg gaa igg gtt gga tac att 3'

Oligonucledtido 2: 5° ggg getage tga gga gac ggt gac cgt ggt 3°

Oligonucledtido 3: 5’ aat gta tcc aac cea tic cag 3’

Oligonucieétido 4: 6 ggg gatafc cacc atg gaa agg cac tgg afc ttt cio tic ctg 3°

Todas estas mutaclones fueron verificadas por secuencia. La consfruccién genética
obtenida se denomind 14F7hTVH.

En el caso de la cadena pesada hay aminoécidos diferentes entre la cadena VH14F7 y la
humana més parecida que no se reallzaron porque estas sustituciones involucrarian
aminoécidos de la zona de Vernler 0 son posiclones claves en el reconocimlento del
antigeno.

Para la cadena ligera, se realizaron mutaclones en las posiciones 39, 40, 41, 42 y 58,
sustituyendo R, T, H, E, 1, por K, P, G, @, y V respectivamente. Las mutaciones fueron
introducidas de la misma manera que en la cadena pesada; a continuacién se describen las
secuencias de los oligonuciedtidos utilizados.

Oligonucledtidos para las mutaciones 39, 40, 41, y 42 de la cadena ligera.

Oligonucledtido 4: 5' tat caa caa aaa cca ggt cag tct cca agg 3'

Oligonucledtido 2: 5’ agc gtcgac tta cgt tic age tec age tig gte cc 3

Oligonuclestido 3: §' cct tgg aga ctg ace tgg ftt tg ttg ata 3'

Oligonucledtido 4: 5 ggg gatatc cacc atg gt(at) t(tc)e (ta)ca cct cag (at)i(ac) ctt gga cit 3'
Luego de verificar por secuencia las mutaciones anteriores, se procedié a introducir una
mutacion en la posiciin 58 a los ADNs que portaban las mismas, sustituyendo el
aminoécido [ por V. A continuacién se muestran los oligonuciestidos 1y 2, y los 3 y 4, que
se utilizaron para dicha mutacién. El sobrelapamiento de los productos de las RCPs se
realizd de la misma manera descrita antsriormente.

Oligonuclestidos para la mutacién 58 de la cadena ligera:

Oligonucleétido 1: &' att tct ggg gte ccc tec agg 3

Oligonucledtido 2: 5 age gtegac tia cgt tic age tee age tig gte cc 3
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Oligonuciedtido 3: 5 cct gga gog gac ccc  aga aat 3

Oligonucleétido 4: §' ggg gatatc cacc atg gt(at) i(tc)c (ta)ca cct cag (at)t(ac) ctt gga cit 3°
Una vez realizada esta mutacién, la misma fue verificada por secuencia.

La construcclén genética resultante se denomind 14F7hTVK.

Las regiones VK y VH humanizadas fueron clonadas en los vectores PAG4622 y PAH4604,
formando {as construcciones 14F7ThTVH-PAH4604 y 14F7hTVIK-PAG4622, respactivamente.
Céiulas NSO fueron electroporadas con 10 pg de cada uno de los vectores que portaban las
reglones varlables humanizadas, 14F7hTVH-PAH4604 y 14F7hTVK-PAG4622, previamente
finealizados por digestion con Pvu |. El proceso de electroporacién y deteccion de los clones
que expresaban el anticuerpo humanizado 14F7hT fue idéntico al descrito para el anticuerpo
quimérico.

Ejemplo 4. Efecto del Ac 14F7 sobre la disminucién del crecimiento tumoral en un
modelo de induccién de angiogénesis tumoral In vive.

Como modelo de angiogénesis in vivo se usé Ia linea tumoral (melanoma B16) mezclada
con matrigel como inductor de la anglogénesis,

Con la implantacion subcuténea de la linea tumoral (B16) con matrigel en la linea media
ventral de ratones machos C57/BL6, se midi6 la inducclén del proceso de angiogénesis
fumoral. Brevemente: Se mezclan células de melanoma B16 con 0.5 mL de matrigel y 64
unidades/mL de heparina, solos, en el grupa control, o en combinacién con los anficuerpos,
para ser administrados por Inyeccldn subcutinea en la reglén abdominal de los animales. A
los 15 dias de la inoculacién, los animales se sacrifican y se les extraen las perlas de geles
Junto con residuos de dermls y epldermis y se examina macroscipicamente el tamafio del
tumor. Como se observa en [a Figura 3, los tumores de los ratones tratados con el 14F7,
disminuyen drasticamente el tamafio de la masa tumoral.

Para distinguir los neovasos se realiza un andlisis histopatolégico de los geles con tincién
hematoxilina/eosina, y con inmunotincidn con un AcM anti PECAM (marcador endotslial). En
la Figura 4, A y B, se observa una disminucién del ntimero de vasos sangulnecs en los
cortes de tejidos de los animales tratados con el 14F7, al compararios con los cortes
obtenidos de tumores de animales sin tratamiento.

Ejemplo 5: Construccién de bibllotecas de fragmentos de anticuerpo sobre fagos
filamentosos a partir del hibridoma 14F7.

Se alsl6 el ARN mensajero con el reactivo TriPure Isolation Reagent (Boehringer Mannheim,
Alemania) a parlir de 5.0 x 10° células de! hibridoma 14F7 y se sintelizd e ADN
complementario con el Juego de reactivos Pro-STAR First Strand RT-PCR kit (Stratagene,
EEUU). Las regiones variables de cadena pesada y ligera provenientes del hibddoma se
amplificaron medlante 26 ciclos de la reaccién en cadena de la polimerasa, en las
siguientss condiclones: 50 segundos a 84° C, 1 minuto a 55° C, 1 minuto a 72° C. Para ello
se utilizaron todas las posibles combinaclones de un juego de oligonucleétidos degenerados
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(disefiados para hibridar con una amplia variedad de regiones variables de ratén),

que se muestran en la tabla siguiente:

Oligonucleétidos usados para amplificar VH y VL. Las posiciones degeneradas aparecen
entre paréntesis e n la s ecuencia de | os oligonuclettidos. Las secuenclas de los sitios de
restricclén aparecen subrayadas.

5'VH Apall

5'... tic tat fet cac agt gca cag (gc)ag gh(gt) cag ct(gt) ac(ag) cag te(at) gga 3'

5'.. tic tat tct cac agt gca cag golag) gt(ct) calag) ctg cag cag ct{ct) ggo gc 3

5'... ttc tat tct cac agt gca cag ga(ag) gtg aag ci(gt) (goit(ge) gag tet gg(ag) gga ¥’

JVHSHI

5'... ga acc agt act cca ggc ctg 899 ggc cgc aga gac agt gac cag agt ccc 3’

5'... ga acc agt act cca ggc ctg agg gac coa gga gac ggt gac tga ggt tec 3

5'... ga acc agt act cca ggc ctg agq age ¢ga gga gac (gtigt ga(ge) (ca) gt gaa (gc)ec...3'
5'V, Sall

5'...gta ctc cag teg acg aca ttg tg(ca) tg(at) t(ac)c agt ctc ... 3’

§'... gta cte cag teg acg ata tec aga tga c(ac)c a(ga)a c(ac) ¢... 3'

§'... gta ctc cag teq ac{cg) aaa itg t{tgjc tca cec agt cic ¢... 3

3 V. Notl

5'...aag gaa aaa agc ggc cge it (te)altg) (o)t cag ctt ggt.. 3°

5'...aag gaa aaa agc ggc cqc ttt (tg)a(tg) ctc caa ctt gt(gt)... 3’
Las regiones variables de cadena pesada amplificadas se purificaron y se digirieron

secuencialmente con las enzimas de restriccion Sfi 1 y Apall. Se purificaron los productos de
la digestién y se ligaron con el ADN del vector fagomidio pHG-1m (Heber Biotec S.A., Cuba)
(Figura 5). Con las construcciones genéticas resultantes se transformaron por
electroporacién bacterias de la cepa TG1 de E.coll. El conjunto de bacterias transformadas
conformé una semi-biblioteca de regiones variables de cadena pesada provenientes del
hibridoma 14F7, con una talla moderada de 2.3 x 10* miembros. Se purificd el ADN
plasmidico de la seml-biblioteca y se digirié secuencialmente con las enzimas Not | y Sal I.
Se ligd este ADN por separado con cuatro colecciones de regiones variables de cadena
ligera, previamente digeridas con las mismas enzimas. Se transformaron bacterias de la
cepa TG1 con estas nuevas construcciones genéticas y se obtuvieron cuatro bibliotecas
independientes. Una de ellas ara una una mini-biblioteca de diversidad limitada que contenia
las regiones varlables, tanto de cadena pesada como figera, provenlentes del hibridoma
14F7, con un tamafio de 1.6 x 10° individuos. Las ofras tres eran bibliotecas de intercambio
de cadenas que Incarporaban colecciones diversas de reglones variables de cadena ligera
obtenidas previamente a partir de ratones (Isofipo kappa) y humanos {isotipos kappa y
lambda) y sus tallas fueron 1.0 x 107, 1.4 x 10, y 1.2 x 10° miembros respectivamente.
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Ejemplo 6. Alslamiento de clones productores de fragmentos de anticuerpo

contra el N-glicolil GM3.

Se produjeron fagos portadores de fragmentos de anticuerpo a partir de 82 clones tomados
al azar de cada biblioteca, en pocilios de placas de microtitulacién, segin procedimientos ya
descritos (Marks, J. D. y cols. J. Mcl. Biol. 222,581-697. 1891). Se evalub su especificidad
en un ELISA sobre placas de cloruro de pollvinllo (Costar, EEUU) recublertas con N-glicolil
GM3 y N-acell GM3 a 1ug/ml. Se detectaron los fagos unidos con un anticuerpo
monocional anti-M13 conjugado a peroxidasa de rabano picante (Amersham, Suecia).
Ademés de la caracterizaclén individua! de clones tomados al azar se procedid a la
selecclon de fagos con capacidad de unién al N-glicolil GM3 a partir de la mezcla de fagos
producida por el conjunto de bacterias que conformaban cada biblioteca. Para ello, se
produjeron fagos utilizando el fago auxiliador M13 K07, se purificaron por precipltacién con
pohetilenglical segiin el procedimiento citado y se pusieron en contacto con el N-glicolil GM3
unido a una superflcie plastica (Inmunotubes, Nunc, Dinamarca). Se lavaron extensivamente
los tubos y se eluyeron los fagos en presencia de trietilamina 100 mmol/l. El eluato se
neutralizd y se utllizé para infectar bacterias de la cepa TGt de E.colf . A partir de! conjunto
las bacterias Infectadas se produjeron y se purificaron nuevamente fagos portadores de
fragmentos de anticuerpo, que se utifizaron como material de partida para una nueva ronda
de seleccidn en condiclones idénticas a las descritas. Después de cuatro ciclos de seleccién
se tomaron al azar 92 colonias de bactsrias infectadas con los fagos resultantes de cada
biblioteca y se analizé el reconocimiento d el N-glicolll GM3 de forma similar a la descrita
para ia evaluacion de los clones tomados al azar de las bibliotecas.

A partir de! anélisis diracto de los clones de las bibliotecas se aislaron clones productores de
fagos portadores de fragmentos de anticuerpo que reconocian al N-glicolil GM3, que se
encontraban en una frecuencia variable en las tres bibliolecas de intercambio de cadenas.
No se encontré ningdn clon posliivo en la mini-biblioteca formada exclusivamente por las
regiones varlables provenientes del hibridoma 14f7. Después de los ciclos de seleccion se
aislaron clones adiclonalas a partir de las bibliotecas de Intercamblo de cadenas, y no se
encontré ninguno en la mini-biblioteca de secuenclas originales. La sigulente tabla muestra
las cantidades de clones productores de fragmentos de anticuerpo que reconacen al N-
glicolil GM3 y la frecuencia que representan del total de clones analizados, a partir de cada
biblioteca. Solo un clon produjo fagos que presentaban reactividad cruzada con el N-acetil
GM3.

2.2
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Biblioteca Fracuencia de clones Frecuencia de clones positivos
positivos (tamizaje directo) {(cuatro ciclos de seleccion)
Mini-biblioteca hibridoma 0/92 0/92
14F7

Intercamblo de cadenas 31/92 {33.70%) * 52/92 (66.52%)

ligeras kappa murinas

Intercamblo de cadenas 2/92 (2.17%) 8/92 (17.38%)
ligeras kappa humanas

Intercambio de cadenas 4/92 (4.35%) 12/92 (13.04%)
ligeras lambda humanas

1 clon con reactividad cruzada con el N-acetil GM3.

Ejemplo 7. Caracterizaclén de los fragmentos do anticuerpo derivados del 14F7 que
reconocen al N-glicolll GM3

Se secuenciaron totalmente las regiones variables de 11 fragmentos de anticuerpo con un
secuenciador automético ALF Express Il (Pharmacia, Suecia), utilizando oligonucleétidos
que hibridan en las regiones del vector pHG-1m que flanquean los extremos 5° y 3" de las
secuencias que codifican para los fragmentos de anficuemo Insertados. Se confirmé que la

secuencia de la regi6n variable de cadena pesada de todos corresponde a la reportada para .

el 14F7, solo se presentan cambios en las regloenes marco 1 y marco 4, presumiblemente
introducidos por el uso de oligonuclettidos degenerados en la RCP. El resto de las
secuencias, incluldos los tres CDRs no tenian variaciones. Por el contrario, las secuencias
de las regiones variables de cadena ligera de los 11 clones fueron todas diferentes a la del
14F7 vy se agruparon en 5 grupos de secuencias diferentes entre sl, dos de origen murino,
uno de origen humano (isotipo kappa) y otros dos de origen humano, pero de Isotipo
lambda. Se tomé un clon representativo de cada grupo de secuencias para su
caracterizacién posterior.

La tabla sigulente muestra las diferencias entre las regiones variables de cadena ligera de
los clones selecclonados, en cuanto a su identidad con la original, su origen e isotipo y la
clasificacién es subgrupos segiin la clasfificacién de Kabat.

Al
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Origen de VL | Isotipo lden%lcgiad con Vi 14F7 Subgrupo
AcM 14F7 Murino kappa - Vv
[ ScFv 2Am Murino kappa 50.486% ]
ScFv 3Fm Murino kappa 59.81% Vv
ScFv 7Bhk Humano kappa 60.74% [
ScFv 7AhI Humano lambda 35.45% [
[ ScFv8Bhl [ Humano | lambda 37.04% m

Las diferencias entre las reglones variables de cadena ligera de los clones y la reportada
originalmente para el anticuerpo 14F7 se localizan a lo largo de toda la secuencia,
incluyendo las tres regiones determinantes de la complementareidad, y se muestran a

continuacién (Figura 6).
Fr
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La especificidad de la unién se confirmé por ELISA, segtn el procedimlento descrito, pero
utllizando como recubrimiento, ademés del N-glicolil GM3 y el N-acetll GM3, un panel de
gangliésidos relacionados que inclula varios gangliésidos N-acetilados y uno N-glicolliado.
La Figura 7 muestra el reconocimiento de los distintos antigenos por los cinco clones
produciores de fragmentos de anticuerpo caracterizados. Solo se detectd la union al
antigeno blanco N-glicolil GM3. El resto de los antigenos no fueron reconocidos.

La produccién de fragmentos de anticuerpo solubles (fuera del contexto de los fagos) por los
clones se indujo en presencla de Isopropil-tiogalactopirandsido a 1mmol/l. Se colectaron los
sobrenadantes y se obtuvieron las fracciones periplasméticas segun procedimientos ya
establecidos (de Haard, H. J.Biol. Chem. 274, 18218-18230, 1999.) Se detectd actividad de
reconocimiento del N-glicoll GM3 tanto en los sobrenadantes de cuitive como en las
fracciones periplasmaticas, a fravés de un ELISA sobre placas recublertas con dicho
antigeno similar al descrito, pero con el siguiente cambio. Los fragmentos de anticuerpo
unidos se detectaron utilizando el anticuerpo monoclional 9E10 (dirigido contra el péptido ¢-
myc que esta fuslonado en la construccidn genética a los fragmentos de antlcuerpo), a 10
pg/ml y un conjugado anti-inmunoglobulinas de raton (Sigma, E EUU). Se p urificaron los
fragmentos de anticuerpo a partir de | as fracclones periplasméticas en un paso Gnicode
cromatografia de afinidad a iones metélicos ufiiizando la matriz  HIS-Select HC Nickel
Affinity Gel (Sigma, EEUU) segin las instrucciones del fabricante. La figura 8 muestra la
actividad determinada por ELISA de los fragmentos solubles purificados.
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Breva Descripcién de las Figuras,

Figura 1: En la figura se muestra la secuencia aminoacidica de las regiones variables VH
(a) y VK (b) del AcM 14F7, y la secuencia humana respectiva més homéloga. L.os CDRs se
encuentran subrayados, y las regiones anfipiticas, potenciales epitopos T, aparecen
sombreados. Se muestra ademés la secuencia resultante de la humanizacién de las
regiones variables con las mutaciones realizadas.

Figura 2: Reconocimiento del antictierpo 14F7Q medidOC por un ELISA competitivo.

Eje X: Expresa la concentracion de los anticuerpos.

Eje Y: Absorbancla medida a 492 nm

El anticuerpo monocional ior C5 se uso como control negativo.

Figura 3: Efecto del anticuerpo monoclonal 14F7 sobre el crecimiento de tumares murinos
{linea tumoral melanoma B16).

Figura4: A} Estudio Inmunohistoquimico de del efecto del Anticuerpo Monoclonal 14F7
sobre ia formacién de vasos sanguineos. Las flechas indican los vasos Inmunomarcados.

B) Inhibicién de la Angiogénesis inducida por el Anticuerpo Monoclonal 14F7.

Flgura 5: Diagrama del vector pHG-1m.

Flgura 6: Secuencia de proteinas da las regiones VL del anticuerpo monoclonal 14F7 y de
los fragmentos Fv de cadena sencilla selecclonados. Los puntos significan homologia con la
secuencia de las VL del 14F7.

Figura 7: Especificidad del reconocimiento por los fagos portadores de fragmentos del
anticuerpo. Se observa la Inhibicién de la unién del Ac 14F7 al ganglésido por los
fragmentos expuesios en ios fagos. Las placas se recubrleron con N-glicolll GM3 y les
fagos fueron incubados con particulas virales y varias concentraciones de 14F7.

EJa X: Concentracién del Az 14F7

Eje Y: Absorbancia medida a 240 nm.

Flgura 8. Reconocimiento del N-glicolil Gm3 por los fragmentos solubles purificades.
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REIVINDICACIONES

1.- Un anticuerpo recombinante derivade del anticuerpo monocional murino 14F7 producido
por el hibridoma con nimero de deptsitoc ECACC 98101801, caracterizado porque las
secuencias de las regiones hipervariables (CDRs) de las cadenas pesada y ligera son las
gue se muestran a continuacion:

CADENA PESADA

CDR1: SYWIH

CDR2: YIDPATAYTESNQKFKD

CDR3: ESPRLRRGIYYYAMDY

CADENA LIGERA

CDR1: RASQSISNNLH

CDR2: YASQSIS

CDR3: QQSNRWPLT

2.- El anticuerpo segun la relvindicacion 1, caracterizado porque es una variante quimérica
del anticuerpo 14F7 el cual contiene los CDRs Yy las regiones de los marcos (FRs) de las
cadenas pesada y ligera de dicho anticuerpo 14F7 y la regién constante de cadena pesada
IgG1 humana y la regién constante de cadena ligera Ck humana, siendo las secuencias de
las regiones de los marcos (FRs) de las cadenas pesada y ligera las siguientes:

CADENA PESADA

FR1: QVALQQSGNELAKPGASMKMSCRASGYSFT

FR2: WLKQRPDQGLEWIG

FR3: KAILTADRSSNTAFMYLNSLTSEDSAVYYCAR

FR4: WGQGTTVTVSS

CADENA LIGERA

FR1: DLVLTQSPATLSVTPGDSVSFSC

FR2: WYQQRTHESPRLLIK

FR3: GIPSRFSGSGSGTDFTLSISVETEDFGMYFC

FR4: FGAGTKLELKRA

3.- Un anticuerpo seg(in las reivindicaciones 1 y 2 caracterizado porque es una variante
humanizada del anticuerpo monoclonal 14F7 el cual contiene mutaciones puntuales ias
regiones de los marcos (FRs) de las cadenas pesada y ligera para reducir su
inmunogenicidad.

4~ Un anticuerpo segin la reivindicacién 3 caracterizado porque es una variants
humanizada del anticuerpo monocional 14F7 cuyas regiones de los marcos de las cadenas
pesada y ligera contienen cualesquiera de las siguientes mutaciones:

CADENA PESADA:
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Posiclén 5. QporV

Posicién9: NporA

Posicion 11: L porV

Posicion 12: AporR

Posicién 18: MporV

Poslcion 19: KporR

Posicion 20: MporV

Posicion 40: R porA

Posicion 42: D por G

CADENA LIGERA:

Posicion 39: R parK

Posicion 40: T porP

Paosicion41: HporG

Posicién 42: E porQ

5. Fragmento Fv de cadena sencilla derivado del anticuerpo monoclonal murino 14F7
producido por el hibridoma con nimero de depdsito ECACC 98101901, caracterizado
porque contlene la secuencla de la regidn varlable de cadena pesada del anticuerpo
monoclonal murino 14F7 y una regién variable de cadena ligera de un anticuerpo murino.

8. Fragmento Fv de cadena sencilla segdn la reivindicacién 6, caracterizado porque la region
variable de la cadena ligera es del propio anticuerpo 14F7.

7. Fragmento Fv de cadena sencilla segin las relvindicaciones 6 y 7 caracterizado porque
las secuencias de ias regiones hipervariables (CDRs) de las cadenas pesada y ligera son
{as que se muestran a continuacién:

CADENA PESADA

CDR1: SYWIH

CDR2: YIDPATAYTESNQKFKD

CDR3: ESPRLRRGIYYYAMDY

CADENA LIGERA

CDR1: RASQSISNNLH

CDR2: YASQSIS

CDR3: QQSNRWPLT )

8.- Fragmento Fv de cadena sencilla segin la relvindicacion 8 caracterizado porque contiene
los CDRs y las regiones de los marcos (FRs) de las cadenas pesada y ligera de dicho
anticuerpo 14F7, slendo las secuencias de ias reglones de los marcos {FRs) de las cadenas
pesada y ligera las sigulentes:

CADENA PESADA

FR1: QVOLQQSGNELAKPGASMKMSCRASGYSFT

FR2: WLKQRFPDQGLEWIG
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FR3:

KAILTADRSSNTAFMYLNSLTSEDSAVYYCAR

FR4: WGQGTTVTVSS

CADENA LIGERA

FR1: DLVLTQSPATLSVTPGDSVSFSC

FR2: WYQQRTHESPRLLIK

FR3: GIPSRFSGSGSGTDFTLSIISVETEDFGMYFC

FR4: FGAGTKLELKRA

9.- Fragmento Fv de cadena sencilla de acuerdo con la relvindicacién 9 el cual contiene
mutaciones puntuales las reglones de los marcos (FRs) de las cadenas pesada y ligera para
reducir su inmunogenicidad.

10.- Fragmento Fv de cadena sencilla de acuerdo con la relvindicacién 10 cuyas regiones de
los marcos de las cadenas pesada y ligera contienen cualesquiera de las siguientes
mutaciones:

CADENA PESADA:

Posicion5: QporV

Posicion 0 NporA

Paosicion 11: L porV

Posicion 12: AporR

Posiclon 18: M por V

Posicion 19: KporR

Posiclén 20: M porV

Poslcion 40: RporA

Posicidon 42: D por G

CADENA LIGERA:

Posicién 38: R por K

Posicion 40: T por P

Posicion 41: Hpor G

Posiclén 42: E porQ

11.- Fragmenio Fv de cadena sencllla derivado del anticuerpo monoclonal murino 14F7
producido por el hibridoma con niGmero de depdsito ECACC 981019801 segln la
reivindicacion 6, caracterizado porque contiane la secuencla de la regién variable de cadena
pesada del anficuerpo monocional murino 14F7 y una regién variable de cadena ligera cuya
secuencia es la siguiente;

Fr1

DI VMFQSPASLAVSLGQRATI SC

CDR1
RASQSVSSSSYSYMH
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Fr2
WYQQKPGQPPKLLI K

CDR 2
YASNLES

Fr3
GYPARFSCGSOSGTDFTLNI HPYEEEDAATYYC

CPR3
QHSRDVPLTEF

Frd

GAGTKLEI K

12.- Fragmento Fv de cadena sencilla derivado del anticuerpo monoclonal murino 14F7
producido por el hibridoma con nimero de depésito ECACC 98101901 segln la
reivindicaci6n 8, caracterizado porque contlene la secuencla de 1a regién variable de cadena
pesada del anticuerpo monoclonal murino 14F7 y una regién variable de cadena ligera cuya
secuencia es la sigulente:

Fr

DI QMTQTPS SLSASLGDRYT] SC

CPR1
RASQDI SNYLN

Fr2
WYQQKPDOGTVKLLIV

CDR 2
YTSRLHS

Fr3
GVPSRFSGSGSGAGTDYSLT!I SNLEQEDI ATYFC

CDR3
QQGNTLPPTF

Fr4

GAQGTKLELK

13.- Fragmento Fv de cadena sencilla derivado del anticuerpo monoclonal murino 14F7
producido por el hibridoma con nGmero de depdsito ECACC 98101801, caracterizado
porque contiene la secuencia de la region variable de cadena pesada del anticuerpo

monoclonal murino 14F7 y una regién varlable de cadena ligera de un anticuerpo humanc.
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14.- Fragmento Fv de cadena sencilla segin la reivindicacién 14, caracterizado porque

contiense la s ecuencla d e 1a regl6n variable de cadena pesada del anticuerpo monoclonal
murino 14F7 y una regi6n variable de cadena ligera cuya secuencla es la sigulente:

Fr1

DI QGMTQTPSSLSASYGDRVTITC

CDR1
RASQSI SS8FLHN

Fr2
WYQQKPGKAPKLL1Y

CDR2
AASNLOQGS

Fr3
GVPSRFSGRGSGTDFTLTI SSLAQPEDFAAYYC

CDR3
QAQGYTTPLTF

Fré4
GQGTKLELK

15.- Fragmento Fv de cadena sencilla seg(in la reivindicacién 14, caracterizado porque
contiene |a s ecuencia d e 1a regi6n variable de cadena pesada del anticuerpo monocional
murino 14F7 y una regi6n variable de cadena ligera cuya secuencia es la siguiente:

Frl

QSVVTQPPSASGGPGQASLTI SC

CDR1
TGTSSDVGGYNHVS

Fr2
WYQQHPGKAPKLNMNMIY

CDR2
DVSKRPS

Fr3
CGYPHRFSGSKSOGNTASLTVSGLQAEDEAVYYYC

CDR3
SSYAGSNNLYF

R &
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GBGGTKVTVL

16.- Fragmento Fv de cadena sencilla seg(n la reivindicacién 14, caracterizade porque
contiene 1a s ecuencia de la region variable de cadena pesada del anticuerpo monoclonal

murino 14F7 y una regién variable de cadena ligera cuya secuencia es la sigulente:
Fri
SSELTQDPAVSVALGAQTVRITCGC

CDR1
QGDSLRSYYAS

Fr2
WYQQKPGQAPVYLYVYI Y

CDR 2
GKNNRPS

Fr3
G] PDRFSGSSSGNTASLTITOGAQAEDEADYYC

CDR3
NSRDSSGNHVVF

Fré4
GGGTKLTVL

17.- Una linea celular caracterizada porque expresa el anticuerpo recombinante o el
fragmento Fv de cadena sencllia de cualquiera de las reivindicaciones de la 1 ala 17.

18.- Composicién farmacéulica para el fratamiento de tumores malignos caracterizada
porque comprende el anficusrpo recombinante o el fragmento Fv de cadena sencifla de
cualquiera de las relvindicaciones de la 1 a la 17, y un exclpiente aproplado.

19.- Composlclén famacéutica segiin la reivindicaclon 19 caracterizada porque es dtil para
ol tratamiento de fumores malignos de mama, melanomas, sus metastasis y recidivas.

20.- Reactivo para [a locallzacith e identificaci6én "in vivo™ de tumores malignos caracterizada
porque comprende el anticuerpo recombinante o el fragmente Fv de cadena sencilla de
cualqulera de las relvindicaclones de la 1 a la 17 y un marcador aproplado.

21.- Un reactivo segin la relvindicacién 21 caraterizado porque es utlizado para la
localizacion e identificacidn "In vivo" de tumores malignos de mama, melanomas, sus
metastasis y recidivas.
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FIGURA 2:
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FIGURA 6:
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sequence Tisting.txt
SEQUENCE LISTING

<110> CENTRO DE INMUNOLOGIA MOLECULAR
CENTRO DE INMUNOLOGIA MOLECULAR

<120> Recombinant antibodies and fragments which recognize N glycolil GM3
ganglioside and its use in diagnosis and treatment of tumors.

<130> CU 92/2003

<140> " cu 92/2003
<141> 2003-04-23

<160> 58
<170> patentIn version 3.2

<210> 1

<21l> 3§

<212> PRT

<2I3> Mus musculus

<220>
<221> DOMAIN
<222> (1)..(5)

<400> 1
ser Tyr Trp Ile His
1l 5

<210> 2

<21l> 17

<212> PRT

<213> Mus musculus

<220>
«<2721> DOMAIN
<222> (1)..017)

<400> 2 .
Tyr Ile Asp Pro Ala Thr Ala Tyr Thr Glu Ser Asn GIn Lys Phe Lys
1 5 10 ~15

Asp

<210> 3

<211> 16

<212> PRT

<213> Mus musculus

<220>
<221> DOMAIN
<222> (1)..(16)

Page 1



WO 2004/094477 PCT/CU2004/000006

seqguence 1isting.txt
<400> 3

Glu Ser Pro Arg Leu Arg Arg Gly Ile T%r Tyr Tyr Ala Met Asp Tyr
1 5 1 15

<210> 4

<211> 11

<212> PRT

<213> Mus musculus

<220>
<221> DOMAIN
<222> (1)..(11)

<400> 4
Arg Ala Ser GIn Ser Ile Ser Asn Asn Leu His
1. . 5 10

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

g~

s musculus

<220>
<221> DOMAIN
<222 (..(7)

<400> 5
;?r Ala Ser Gln ger Ile Ser

<210> 6

<211> 9

<212> PRT

<213> Mus musculus

<220>
<221> DOMAIN
<222> (1)..(9)

<400> &
g1n GIn Ser Asn grg Trp Pro Leu Thr

<210> 7

<211> 30

<212» PRT

<213> Mus musculus

<220>
<221> DOMAIN
<222> (1)..(30)
Page 2
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. sequence Tisting.txt
<400> 7
Gin val G1n Leu Gln Gln Ser Gly Asn Glu Leu Ala Lys Pro Gly Ala
1 5 10 15

Ser Met Lys Met Ser Cys Arg Ala Ser Gly Tyr ser phe Thr
20 25 30

<210> 8

<211> 14

<212> PRT

<213> Mus musculus

<220
<221> DOMAIN
<222> (1)..(14)

<400> 8
'{rp Leu Lys GIn grg Pro Asp GlIn Gly ligu Glu Trp Ile Gly

<210> 9

<211- 32

<212> PRT

<213> Mus musculus

<220

<221> DOMAIN
<222> (1)..(32)
<400> 9

Lys Ala Ile Leu Thr Ala Asp Arg Ser Ser Asn Thr Ala Phe Met Tyr

1 5 10 15

Leu Asn Ser Leu Thr Ser Glu Asp Ser Ala val Tyr Tyr 065 Ala Arg
20 25 3

<210> 10

<21l> 11

<212> PRT

<213> Mus musculus

<220>

<221> DOMAIN
<222> (1)..(11)
<400> 10

Trp Gly G1n Gly Thr Thr val Thr val Ser Ser
1 5 10

Page 3



<400>

WO 2004094477 PCT/CU2004/000006

sequence 1isting.txt
11
23
PRT
Mus musculus

DOMAIN
(1)..(23)
11

Asp Leu val Leu Thr GIn Ser Pro Ala Thr Leu Ser val Thr Pro Gly
1 5 10 15

Asp Ser val gsr phe ser Cys

<210>
<211>
<212>»
<213>

<220>
<221>
<222>»

<400>

Mus musculus

DOMAIN
..(15
12

Tr r GIn GIn Arg Thr His Glu Ser Pro Arg Leu Leu Ile Lys
1 Py 5 10 1¥

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

<220>
<221>
<222>

<400>

13

32

PRT

Mus musculus

DOMAIN
(D..(32)
13

g1y Ile Pro Ser grg Phe Ser Gly Ser gay ser Gly Thr Asp ;ge Thr

Leu Ser ITe Ile Ser val Glu Thr Glu Asp Phe Gly Met Tyr Phe Cys
20 25 30

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

<220>

14

12

PRT

Mus musculus

Page 4
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<222>

<400>

WO 2004/094477

sequence 1isting.txt
DOMAIN
(1..(2)
14

phe Gly Ala Gly ;hr Lys Leu Glu Leu &55 Arg Ala
1

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

<220>
<221>
<222

<400>

15

43

DNA

Mus musculus

prim_transcript
(1)..(43)
15

ggggatatcc accatggaaa ggcactggat cttictcttc ctg

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

<22(>
<221>
<222>

<400>

16
30
DNA
Mus musculus

prim_transcript
1)..(30)

16

ggggctagct gaggagacgg tgaccgtggt

<210>
<211
<212>
<213>

<220>
<221>»
<222>

<220>
<221>
<222

<400>

ggggatatcc accatggtat ttcctacacc tcagattacc ttggactt -

<210>
<211
<212>
<213>

<220>
<221>

DNA .
Mus musculus

prim_transcript
(L..(48)

prim_transcript
.. (43)

¢y
17

18

35

DNA

Mus musculus

prim_transcript
Page 5
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<222>
<400>

sequence Jisting.txt

(L..(35

18
agcgrcgact tacgtttcag ctccagcttg gtccc

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

<220>
<221>
<222>

<400>

19

42

DNA

Mus musculus

prim_transcript
(1)..042)

19

gtccagcttg tgcagtctgg ggctgaagtg grtaaaacctg gg

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

<220>
<221>
<222>

<400>

20
30

DNA .
Mus musculus

prim_transcript
(L..30)

20

ggggctaget gaggagacgg tgaccgtggt

<210>
<21
<212>
<213>

<220>
<221>
222>

<400>

21

42

DNA

Mus musculus

prim_transcript
1)..(42)

21

cccaggtttt accacttcag ccccagactg cacaagetgg ac

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

<220>
<221
<222>

<400

ggggatatcc accatggaaa ggcactggat ctttctcttc ctg

<210

Mus musculus
prim_transcript
(..(43)

22

23
Page 6

PCT/CU2004/000006

35

42

30

42

43



WO 2004/094477

<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>

<400>

sequence listing.txt

27
DNA
Mus musculus

rim_transcript
.27

23
ggggectcag tgagggtgte ctgcagg

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

<400>

24
30
DNA
Mus musculus

pris_transcript
1)..(30)

24

ggggctagcet gaggagacgg tgaccgtggt

<210>
<211>
<212>»
<213>

<220>
<221>
<222>

<400>

Mus musculus

prin_transcript
..2n

25

cctgcaggac accctcactg aggcecc

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

<220>
<221>
<222>

<400>

26

43

DNA

Mus musculus

prim_transcript
L..43)

26

ggggatatcc accatggaaa ggcactggat cttictcttc ctg

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

<220>
<221>

Mus musculus

prim_transcript
Page 7
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<222 (1)..(33)
<400> 27

sequence Tisting.txt

cactggttaa gacaggcacc tggcecagggt ctg

<213> Mus musculus

<220>
<221> prim_transcript
<222> (1)..(30)

<400> 28

ggggctagct gaggagacgg tgaccgtggt

<210> 29

<211> 33

<212> DNA

<213> Mus musculus

b1} - 3
< rim_transcript
S5 WrEaytr

<400> 29

cagaccctgy ccaggtgeet gtcttaacca gtg

<210> 30

<211> 43

<212> DNA

<213> Mus musculus

DL - '
< pr m_transcript
235 ) casy P

<400> 30

ggggatatcc accatggaaa ggcactggat ctrtctctic ctg

<210> 31
<21li> 21
<212> DNA
<213> Mus musculus

<220>
<221> prim_transcript
<222> (1)..(Q21)

<400> 31
ctggaatggy ttggatacat t

<210> 32

Page 8
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sequence 1isting.txt
<211> 30
<212> DNA
<213> Mus musculus

<220>
<221> prim_transcript
<222> (1)..(30)

<400> 32
ggggctaget gaggagacgg tgaccgtggt 30

<210> 33

<211> 21

<212> DNA

<213> Mus musculus

<220>
<221> prim_transcript
222> (1)..Q21)

<400> 33
aatgtatcca acccattcca g 21

<210 34

<2]11> 43

<212> DNA

<213> Mus musculus

<220
<221> prim_transcript
<222> (1)..(43)

<400> 34
ggggatatcc accatggaaa ggcactggat ctttctcttc ctg 43

<210> 35

<211> 30

<212> DNA

<213> Mus musculus

<220>
<221> prim_transcript
<222» (1)..(30)

<400 35
tatcaacaaa aaccaggtca gtctccaagg 30

<210> 36

<211> 35

<212> DNA

<213> Mus musculus

<220>
<221> prim_transcript
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<222> (1)..(35)

<400> 36
agcgtcgact tacgtttcag ctccagcttg gteccc

<210> 37

<211> 30

<212> DNA

<213> Mus musculus

<220>
<221> prim_transcript
<222 (1)..(30)

<400> 37
ccttggagac tgacctggtt tttgttgata

<210> 38

<2ll> 48

<212> DNA

<213> Mus musculus

<220>
<221> lprim_transcript
<222> (1)..(48)

<400> 38 8
ggggatatcc accatggtat ttcctacacc tcagattacc ttggactt

<210> 39

<21l> 21

<212> DNA

<213> Mus musculus

<220>
<221> prim_transcript
<222> (1)..(21)

<400> 39
atttctgggg tccectecag g

<210> 40

<211l> 35

<212> DNA

<213> Mus muscuTus

<220>

<221> prim_transcript
<222> (1)..(35)

<400>

40
agcgtcgact tacgtttcag ctccagecttg gtecc

<210> 41
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SUPERINBUSTHIA ¥ COMEREID _
Radicacion @ 05107300 0000000 folioss 51
Fecha (AtiD): 2005-10-2¢ $hedbeld
Tranite @ 01 PET-PRTENT 379 FASE NACI 411 PRESENIAC
Deperdenciaz 2020 BIVISION DE MUEVAS CREACTOMES

REQUISITOS NECESARIOS PARA PRESENTACION Y AGILIZACION DEL

TRAMITE
: /r Usuario RADICADOR
PATENTE DE INVENCION { ' MODELO DE uTiLIDAD () ()
o - Indicacién de que se soficifaia concesion de una patente. - ()
T - Datos de identificacion del soficitante o de Ia persona que se presenta la solicitud.  { ) g
- Deseripcién de la invencion. {)
- Dibujos de serestés pettinentes. { )
- = Comprobante de Pago de las tasas establecidas,
" COMPLETA ( )cj .' INCOMPLETA ( ) ()
DISENO INDUSTRIAL { )
- indicacidn de que se solicita ef registro de Disefio Industrial - { ) ( )
 Datos de identificacion del solicitante o de la persona que presenta (Y ()

la solicitud. : .

Representacion grafica o fotografica del Disefio Industrial o muestra del :
Material que incorpora el disefio. (). ()
Comprobante de pago de las tasas establecidas ( ) {)
COMPLETA () INCOMPLETA () ()

@ ESQUEMA DE TRAZADO

{ )

- Indicacion de que solicita ef registro de un Esquema de trazado. . ¢ ) ()
- Datos de identificacion del solcltante 0 de la persona que presenta
La solicitud. ) ()
Representacion grafica dei €squema de tfazado ( ) ( )
Comprobante de pago de las fasas esfablecidas. { ) { )
COMPLETA { INCOMPLETA () { )

Firma Responsable:

Fecha:




