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(64) Titulo: RECONOCIMIENTO DIRIGIDO DE LA VASCULATURA
TUMORAL USANDO EL ANTICUERPO L18 CONTRA ED-B DE
FIBRONECTINA MARCADO RADIOACTIVAMENTE

(37) Resumen

Un elemento de unin espedfico que se une al ED-B humano, donde dicho
elemento de unin espediico esi marcado con un igiopo selecclonado del grupo
formado por ™Br, 7Br, %, ¥4, 1| y 1At y comprende un siio de untn al
anigenoc que comprende un dominio de anticuerpo VH y un dominlo de
anticuerpa VL, donde el dominio de anticuerpo VH se selecciona del grupo
formado por el dominio VL de L19 y un dominic VH que comprende una VH
CDR1, una VH CDR2 y una VH CDR3, donde dicha VH CDR3 es la L18 VH
CDR3 de la SEQ ID N° 3, la VH CDR1 es opcionalments la L19 VH CDR1 de Ia
SEQ ID N: 1 y l]a VH CDR2 es opcionalmente la L19 VH CDR2 de la SEQ ID N
2; y donde el dominio de anticuerpo VL se selecciona opcionaimanta del grupo
formado por el dominio VL de L19 y un dominio VL que comprende una VL
COR1, una VL. CDR2 y una VL CDR3, donde la VL CDR3 es la L19 VL CDR3 de
la SEQ ID N 6, la VL CDR1 es opcionalmente la L19 VL CDR1 de la SEQ ID N*
4 y la VL. CDR2 es opcionaimente la LIS VL CDR2 de la SEQ ID N’ 5; donde las
secuencias del dominic VH de L18 y el dominio VL de L19 se describen en Pini
et al. (1998) J. Biol. Chem. 273; 21769-21776; donde el elemento de unin
espedifico comprende una minnmunogiobullna que comprende dicho dominio
de anticuerpo VH y un dominio de anticuerpo VL fusionado al N—~CH4 y
dimerizado o comprande una molicia completa del anticuerpo ig31; tambiin loa
méndos y los ueos que emplean dicho elemento de untn espedfico,

Apr. 10 2006 B6:34FM <57
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RECONOCIMIENTO DIRIGIDO DR LA mcumm TUMORAL, USANDO RL
MICUBI.\PO 119 CONTRA ED-B DE FIBRONECTINA MARCADO
RADIOACTIVAMENTE

la prasente invencidn se relaciona con el
raconocimiento dirigido (targeting) do 1la vasculatura
tumoral usando molaculas de anticuerpo marcadaa
radioactivamente. En particular, la invencién se relaciona
con &l uso de molédculas de anticuerpo que Se unen & BED-B de
fibronactina y que son de ulkilidad demostrada en el
racono;imiento diriqgido de Lumoresa. En diferentes
raalizaclones de la presente-invencién, se emplean moléculasa
de anticuerpo en distintos formatos molecularea., En
detorminadas realizaciones las moléculas de anticuorpo
comprenden IgGl humana. En otras realizaciones, las
moléculas de anticuerpo son mini-inmunoglobulinaa, tal como
las gque son generadas por fusién de una molécula de
anticuerpo sacfv al dominio constante CH4 de una isoforma
secretora de la IgR que contiene naturalmente una cisteina
en su extremo COOH-terminal que forma un dimere ligado
covalantemento. La velocldad de depuraciétn do sanqre, 1la
estabilidad in vive y otras propiedades ventajoaas se
emplean on loa diferenke aspeclLos y realizaciones de la
invencién, por ejemplo an el reconocimienl:o dirigido de
tumores. B8e puede aprovechar ol comportamiento diferente in

vivo de las diferentes formss de las moléculas de anticuerpo
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para diversoa fines de diagnéstico y/0o terapéutico,
dependiendo de laa necesidadea c¢linicas y la enfermndad.

A pesar de au enorme potencial como agentes
terapéuticos, los anticuerpos monoclonales (mAbsa} de origen
no humano no han tenido un buon desempeflo en los ensayos
clinicos como resultado de su lnmuncgenicidad (1 Shawlert et
al., 1985 2 Miller et al)., 1983), sus pobres propledades
farmacocinélicas (3 Hekimi et al., 1991; 4 Stephens at al.,
1995) y au ineficacia para reclutar funciones efectoras (5
Riechmann el al., 19%988; 6 Junghens et al., 1990}, La
perspectiva reciente de alalar fragmentos de anticuerpo
humano a partir de bibliotecas de expreaiédn en [Lagos (7
McCafferty el al., 1990; 8 Iowman et al., 1991; para
revisiones sobre el tema véase 9 Nilsonn et al.; 2000 y 10
Winter et al., 1994) tranaciande esktos problemas,
revitalizando los estudios y haclendo resurgir la esperanza
de usar eabosa reactivos para tratar enfcrmedades
importantes. Alin mis, eatasa moléculas deberian servir como
bloques de construccibén ideales para nuevas herramiontas de
diagndstico y terapéuticos (11 Reichext, 2001; 12 Huls et
al., 1999). Ad4n mas, estos anticuerpoa pueden aer
"maduradoa”" para alcanzar alinidades en el rango picomolar
(13 Pini et al., 1998), al menos deseable, s) no necesario,
para el uao clinico.

las aplicacionas <c¢linicas con los fragmentos de
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anticuerpo humano para una administracién selectiva para uso
dliagnéatico o como agentes terapéuticos requieren, no
obstante, de blancos altamente especificos. BEn el caso de
tumores, los blancoa was populares son los antigenos de la
superficie celular, gque habitualmente no son abundantes ni
eastables. 9in embargo, duranLe cl avance del tumor, el
microambienta que rodea a Jlas célulaa tumoralea sufre una
axtensa modiflcacién que genera un “entorno tLumoral®™ que
repreosenta un blanco para las teraplas de tumores basadas en
anticuerpos (14 Nerl y Zardi, 1998). De hecho, ol concepto
que el microambhienk¢ tumoral alterado es ogn s1 miamo un
carcindgeno que puede sor raeconocide y buacade como blanco
estA ganando cada vez mids conaonso. Las moléculas que pueden
suministrar aficazrenlo agentes ' terapéuticos al
microambionte tumoral representan enl.onces nuevaa
herramientiaa promisorias e importantes para la terapia del
cAncer (15 DBissel, 2601 14 Neri y Zardi, 1998},

"La fibronectina ea un componente de la matriz
extracelular (ECM) que =se expresa ampliamente en diversos
tejidos y fluidos corporales normales. Se pueden generar
diferentes isoformas dea N mediante un procesamienlto
alternativo del pre-ARNm de la EN, un procesn- que e3
modulado por clitoquinzs y el pH extracelulac (16 Balza et
al. , 1988; 17 carnemolla et al., 1989 18 Borsi et al.,

1990; 19 Borsi et al,, 1995). La repeticién completa EkD-B
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tipo III, también conocido comn la repeticién B tipo extra
IIT (EIIIR), puede eatar lncluido, u omitirae, por complel:o
en la molécula de FN (20 7ardi at al., 1987). Ta ED-B esté
altamente conservada en las diferentes especiea, con un 1004
da homologia en todos los mamiferos estudiados haata el
momentoe {(humano, rata, ratdédn, perro) y un 96% de homolougia.
con un dominio aimilar en pollos. La isoforma FN que
contiene IiD-B (R--FN) no es delkectable
inmunohistoquimicamente en tejidos adultoa normales, con la
excepcidn de Lejidos gue estAn asvfriendo uns remodelacidn
fisiolégica {por ejemplo, endomctrio y avario) y durante la
cicatrizacidn de heridas (17 Carnemolla et al., 1989% 21
ffrench-Conatant, et al., 1989). Por el contrarlo, sau
expreaién en tumores y tejidos fetales es alta (17
Carnemolla et al, 1989). Aln mas, se ha demostrado que BR-FN
ed un marcador dé la angiogénesis (22 Castellani et al.,
1994) y que las células endoleliales que invaden los tejidos
tumorales migran » lo largo de las fibras de la ECM qgue
cont:ienen B~FN (23 Tarii et al. 1999).

El reconocimliento diriqido selectivo de la wvasculatura
tumoral wsc¢ describid usando un anticuerpo recomblnante
humano, el scfv(L19) (13 Pini et al., 98), especifico de la
1soforma R—FN (24 Carnemoclla et al., 1996; 23 Tarll elL al.,
99; 2% Viti et al., 99; 2# Neri et al., 97; 27 Demartis ot

al., 2001). ¥l antlcuerpo se puede usar en enfoques de
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REIVINDICACIONES:

1. On elemento do unidn oapecifico que se una al ED-R
humano, donde dicho elemento de unidn especifico asté
marcado con un Jladtopo saeleccionado del grupo f;amado por
Ty, Wy, ¥3p, My, N1 ¢ Mpr v comprende un sitio de
unién al antigeno que comprende un dominio de anticuerpo VH
y un dominio de anticuerpo VL, doude dicho dominio de
aunticuerpo VH se sslecciona del grupo formado por el dominio
VH de L19 y un dominio VH qua comprende una- VI CDRl1, una VH
CDR2 y una VH CDR3, dunde dicha VH CDR3 es la L19 VU COR3 de
la SEQ ID N°: 3, la VH CDRl es opcionalmente la T.19 VH CDR1l
de la’' SEQ I[D N°: 1 y la VH CDR2 ps opcionalmente la L1Y VH
CDR2 de la SEQ ID N°: 2; y dondo el dominio de anticuerpo VI,
se nelecciona opcionalmente del grupe formado por el dominio
VL de (19 y un dominic VL que comprende una VL CDRl, una VL
CDR2 y una VI, CDR3, donde la VL CDR3 es la L19 VI, CDR3 de la
SEQ ID W°:; 6, la VH CDR1l es opclonalmente la 1,19 VL CDR] de
la SEQ ID N°: 4 y la VL CDR2 en opcionalmente la L19 VI CDR2
de la SKg ID N®: 5; donde las sgcicncias del dominio Vii de
L19 y del dominio VL de L1® se descrlben en Pini et al.
(1998) J. Biol. Chem. 273: 21769-21776; donde el elemento de
uniédn especifico comprende una mini-inmunoglobulina que
comprende dicho dominino de anticuerpo VIl y el dominio de
anlicverpo VI, fusionados a £S;-Cild y dimerizados o bien,

comprende una molécula completa del anticuerpo 1gGl.
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2. El clemento de unién especifico acords con 1la
reivindicacién 1 que comprende un dominio de anticuerpo VH
que comprende las CDR de VH con 1las aecuenclaa de
aminoAcidos de las SEQ ID N°: 1, SEQ ID N": 2 y SEQ 1D N":
3, donde dicho clemento de unidn eapecifico compite por la
unidén a ED-B con un dominio da uni®n a EN-B de un anticuerpo
que comprende ol domlnio VH de L19 y el dominio VL de L19.
3. El elemanto de unlén especifico acorde c¢on la
reivindicacién 1 o con la reivindicacién 2 que comprende ol
dominio VH do 1,19.

4. El elemento de uniédn especifico acorde con 1a
reivindlcacién 3 que comprende el dominio VL de I119.

5. El elemento <de unidén eapecifico de acuerdo con
cualquiora de las reivindicaciones precedontes que es una
mini-inmunoglaobulina que comprende =,;-CHA4.

6. El elemento de unidén eapecifico acorde con la
reivindicacién 5 donde el dominio de anticuerpo VH y el
dominio de anticuerpo VI, se encuentran dentro de una
molécula de anticuerpo mcFv fumionado a r,2-CH4.

7. El elemento dea unién especifico acorde con la
roivindicaclén 6 donda la molécula de anticuorpo acfFv csté
Fusionado a fy-Cll4 a través de un péptido ligadoer.

8. El c¢lemento de unibébn especifico acorde con la
reivindicacitén 7 donde la secuwencia de amincdcidox de dicho

péptido ligador es GG3G (SFQ ID N°: 7).
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9. El elemento de unién especifico de acnerda con
cualquiora de reivindicaciones 1 a 4 que comprende una
mnlécula complel:a del anticuerpo IgGl.

10. Bl elemento de unidn especifico de acuerdo con
cuaiquiera de las reivindicaciones 1 a 9 donde el isétopo es
192y

11. Un método para producir uwn elemento de unidn especifice
de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10,
donde dicho mé&tode comprende marcar un elementna de unién
aopecifico con un lsbdtopo melecclonado del grupo formado por
gy, Vpr, P, Wy, 1, G

12. El método acorde con la raivindicacién 11, donde dicha
marcacién comprende oxidar un halogenuro soleccionado del
grupo formado por "*Br-, pr-, -, ¥1-, Wyt MWpe an
presencia del elemento de unidén especificoa.

13. El método acordo con la redvindicacién 11, donde dicha
marcacién comprende conjugar un vehiculo da haldégono bi-
funcional activado, que contiene un radlovindlaopo
seleccionado dol grupe formado por "%Br, "By, Wp, ¥y, Mg
y *'At, con un residuo lisina o cisteina o con el extremo N
terminal del elemento de unién esapecifico.

14. ¥l método acorde con cualguiera de las reivindicaciones
11 a 13, donde dicho método comprende expresar el acido
nucleico que codifica el elemento de unlén especifico antos

de la marcacién.
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15. E) método acorda con la roivindicacién 14, que
comprende cultivar células huéuped‘ bajo condicionea que
permitan producir el elemento de unién aspecifico.

16. E) método acorde con cualquiera de las relvindicaciones
11 a 15, que adomis comprende -alalnr y/o purificar el
olemento de unién especifico.

17. El método acorde con cualquiora de las relvindicaclones
11 a 16, que ademéAs comprende formular ol elemento de unién
aapecificv en una composicidédn que incluya al menoa un
componente adicional.

1. El método acorde con cualquiera de laa relvindicacicnea
11 a 17, que ademis comprende unir a) elemento de unién
espacifico a ED-B 0 a wn Eragmento de ED-B.

19. Un métado que comprende unir el elemento de unién
espacifico que se une ED-B acorde con cualquiora de las
relvindicaciones 1 a 1D‘a ED=-B o a8 un fragmento de ED-B.

20. Bl método acorde con Lla reivindicscidén 18 o con la
rolvindicacién 19, donde dicha unién tiene lugar in vitro.
21. El mélodo acorde con cualquiera dﬁ las roivindicacionas
18 a 20, que comprende detarminar la cantidad de unién del
elemento de unién eapecifico a ED-B o a un fragmento de ED-
B.

27. Una compoaicidén que comprende un elemonto do unién
aspocifico acorde con cnalguiera do las relvindicaciocnes 1 a

10, para su usoc en un método de tratamiento del cuerpo
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humano o de un animal wediante una terapia.

23. La compoaicidn acorde con la reivindicacién 22, para au
uso on un método de tratamiento de upa lesibdn de
angiogénesis patolégica.

24. La composicidén acorde con la reivindicaclién 22, para su
uso en un método de Lratamiento de un tumor.

25, Lla composicidn acorde con cualguiers de las
reivindicaciones 1 a 10, para =su uso en un método de
diagnéatico.

26. Fl uso de un olemoento de unién espacifico acorde con
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10 en la elaboracién
de un medicamento para tratar una laesién de wangiogénesis
patolégica.

27. #1 uso de un elemento de unidn especifico acordo con
cualguiera do las reivindicaclones 1 A 10 en la elaboracidn
de un medicamento para tratar un tumor.

28. FEl1 uso de un clemento de unidén especifico acorde con
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10 en la elaboracién

de un reactivo de diagnéstico.
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