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ANEXOS

Comprobante de pago de Is tasa de presentacién de Is soficitud

D Comprabante de pago de la tasa por concepto de excedente de palabras en Ia publicacién

00 DoREE0nnREEE

Comprobante de pago por la reivindicacién de prioridad
Certificado de existencis y representacién legal cuando e solicitante sea persona juridica No. 17.398

Poderes, si fuere el caso Protocolo No. 17.398

Copia certificada de la primera solicitud, si re reivindica prioridad
Traduccién simple de a primera solicitud, si se reivindica prioridad
Documento de cesién del inventor al solicitante o & su causante

Descripcién de la invencién

Una o mis reivindicaciones

Dibujos y/o planos necesarios

De ser el caso, copia del contrato de acceso

De ser el caso, documento que acredite la licencia o sutorizacién de uso de conocimientos tradicionales d,

las comunidades indigenas

De ser el caso, certificado de deposito del material biolégico
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Solicito expresamente a nombre de la sociedad
NOVARTIS AG., sociedad constituida de

conformidad con las leyes de Suiza, domiciliada en
4058 Basilea, Suiza, el otorgamiento de Patente para
la invencién titulada "MOLECULA DE ENLACE
DE CD154, CONSTRUCCION DE ADN,
VECTOR DE EXPRESION, COMPOSICION Y
COMBINACION FARMACEUTICAS”.

Clase: A 61.

JIMENA ES‘;COB:AR %}5‘

C.C. 39.779.452 de Usaquén
T.P. 68.228
Cod. 5376
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Esta invencién se refiere a anticuerpos para CD154
humano (siendo el CD154 también conocido comc gp39 6 CD40-L), y
al uso de estos ant@cuerpoa para inhibir una respuesta inmune
mediada por interacciones celulares positivas para CD154 con
células positivas para CD40, por ejemplc en el tratamiento y/o
prevencién de enfermedades o desérdenes en donde la interferen-
cia de CD154 con, la modulacién, y/o la inhibicién de las inte-
raccliones de CD154:CD40, sean terapéuticamente bené&ficas, por
ejemplc la prevenciSn de rechazo de injerto de cé&lulas, teji-
dos, u 6rganos, la prevencifén o el tratamiento de enfermedades
autoinmunes o inflamatorias, ateroesclerosis, o enfermedad de
Alzheimer.

Las moléculas de superficie celular que median las funcio-
nes auxiliares-efectoras dependientes del contacto de las cé&lu-
las T, son importantes para inducir respuestas inmunes que re-
quieran ayuda de células T: Por ejemplo, las interacciones de
CD154 sobre las células T con el CD40 sobre las c&lulas B, tie-
nen un papel central en la activacién de las respuestas de las
células B a los antigenos. También se ha demostrado que 1la
inhibicién de la interaccién entre el CD154 y esu receptor CD40,
impide la activaci6n de las células T, y puede inducir una to-
lerancia de cé&lulas T especifica del antigeno. Sin embargo,

las interacciones de CD154/CD140 no se restringen a células T y -
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B o a células presentadoras de antigeno (APCs).

Se han propuesto anticuerpos para CD154 como agentes que
bloquean las interacciones de CD154/CD40: se conocen dos anti-
cuerpoe monoclonales anti-CD154 humano, humanizados (MAbs) de-
rivados a partir de los MAbs 5c8 y 24-31 anti-CD154 humano de
ratén. Sin embargo, todavia existe una necesidad de un método
efectivo para modular o blogquear la interaccifn de CD154/CD40,
por ejemplo, con el fin de prevenir o tratar loa desSrdenes y
enfermedades indicados en la presente, por ejemplo para inducir
una tolerancia especifica en el alotransplante, por ejemplo
idealmente mediante el blogqueo de las seflales co-estimulantes,
mientras que al mismo tiempo se permita el reconocimiento del
antigeno y la seflalizacién del receptor de células T.

Ahora hemos preparado anticuerpos mejorados para CD154,
para utilizarse en la prevencién o el tratamiento de desérde-
nes, enfermedades, o condiciones como se describen posterior-
mente en la presente.

De acuerdo con lo anterior, la invencién proporciona una
molécula de enlace de CD154, la cual comprende un sitio de en-
lace de antigeno que comprende cuando menos un dominio variable
de cadena pesada de inmunoglobulina (Vi) que comprende, en se-
cuencia, las regiones hipervariables CDR1 CDR2, y CDR3, tenien-
do la CDR1 la secuencia de aminodcidos Asn-Phe-Ala-Phe-Asn, te-
niendo la CDR2 la secuencia de aminodcidos Arg-lle-Leu-Pro-Ser-

Leu-Asp-lle-Ala-S8er, y teniendo la CDR3 la secuencia de amino&-
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cidos Glu-Val-Asp-Gly-Gly-Phe; y sus equivalentes directos.
En un primer aspecto, la invencién proporciona una molé&cula de
enlace de CD154 de un solo dominio que comprende una cadena pe-
sada de inmunoglobulina aislada, la cual comprende un dominio
variable de cadena pesada (Vy) como se define anteriormente.

En un segundo aspecto, la invencién también proporciona
una molécula de enlace de (D154 que comprende amboas dominios
variables de cadena pesada (V) y de cadena ligera (Vy), en
donde esta molécula de enlace de CD154 comprende cuando menos
un sitio de enlace de antigeno que comprende:

a) un dominio variable de cadena pesada de inmunoglobu-
lina (Vy4) que comprende, en secuencia, las regiones hipervaria-
bles CDR1, CDR2, y CDR3, teniendo la CDRl1l la secuencia de ami-
nodcidos mostrada en la SEQ.ID No:5, teniendo la CDR2 la se-
cuencia de aminoficidos mostrada en la SEQ ID No:6, y teniendo
la CDR3 la secuencia de aminodcidos mostrada en la SEQ ID No.7,
Y

b) un dominio variable de cadena ligera de inmunoglobu-
lina (V.), el cual comprende, en secuencia, las regiones hiper-
variables CDR1’, CDR2’, y CDR3‘, teniendo las CDR1’ la secuen-
cla de aminoicideos Arg-Ala-Ser-Gln-Gly-lle-Ser-Ser-Trp-Leu-Ala,
como se muestra en la SEQ ID No:8, teniendo la CDR2 la secuen-
cia de aminodcidos Ala-Ala-Ser-Ser-Leu-Gln-Ser, como se muestra
en la SEQ ID No:9, y teniendo la CDR3’ la secuencia de aminoé&-

cidos Gln-Gln-Tyr-Asn-Ser-Tyr-Pro-Phe-Tyr, como se muestra en
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las SEQ ID No:5;
y sus equivalentes directos.

A menos que se indique de otra manera, cualquier cadena de
polipéptido se describe en la presente teniendo una secuencia
de aminodcidos que empieza en la extremidad N-terminal y que
termina en la extremidad C-terminal. Cuando el sitio de enlace
de antigeno comprende ambos dominios Vg y Vi, éstos se pueden
localizar sobre la misma molécula de polipéptido, o de prefe-
rencia, cada dominio puede estar sobre una cadena diferente,
giendo el dominio Vy parte de una cadena pesada de inmunoglobu-
lina o fragmento de la misma, y siendo V;, parte de una cadena
ligera de inmunoglubulina o fragmento de la misma.

“Molécula de enlace de CD154” significa cualquier molécula
capaz de enlazarse con el antigeno CD154, ya sea solo o asocia-
do con otras moléculaq. La reaccién de enlace puede mostrase
mediante métodoe convencionales, incluyendo, por ejemplo, un
bioensayo para determinar la inhibicién del enlace de CD154 con
fu receptor, o cualquier clase de ensayos de enlace, con refe-
rencia a una prueba de control negativo, en donde se utilice un
anticuerpo de una especificidad no relacionada, por ejemplo un
anticuerpo anti-CD154. De una ﬁanera conveniente, el enlace de
las moléculas de enlace CD154 de la invencién con CD154, ge
puede demostrar en un ensayo de enlace competitivo.

Los ejemplos de iaa moléculas de enlace de antfgeno inclu-

ven anticuerpos, como los producidos por las células B, o hi-
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bridomas, y anticuerpos quiméricos, injertados con CDR o huma-
nos, o cualquier fragmento de los mismos, por ejemplo fragmen-
tos F(ab’); y Fab, asi como anticuerpos de una sola cadena o de
un solo dominio.

Un anticuerpo de una sola cadena consiste en los dominios va-
riables de las cadenas pesada y ligera del anticuerpo covalen-
temente enlazados por un enlazador peptidico, que normalmente
congiste en 10 a 30 amino&cidos, de preferencia en 15 a 25 ami-
nodcidos. Por consiguiente, esata estructura no incluye la par-
te constante de las cadenas pesada y ligera, y se cree que el
pequenio separador de péptido debe ser menos antigénico que toda
la parte constante. *“Anticuerpo quimérico” significa un anti-
cuerpo en donde las regiocnes constantes de las cadenas pesada o
ligera, o ambas, son de origen humano, mientras que los domi-
nios variables de ambas cadenas pesada y ligera son de origen
no hgmano (por ejemplo, de murino), o a partir de un anticuerpo
humano diferente. “Anticuerpo injertado con CDR* significa un
anticuerpo en donde las regiones hipervariables (CDRe) se deri-
van a partir de un anticuerpo donador, tal como un anticuerpo
no humano (por ejemplo, de murino), o un anticuerpc humano di-
ferente, mientras que todas o sustancialmente todas las demas
partes de la inmunoglcbulina, por ejemplo las regiones constan-
tes y las partes mds conservadas de los dominios variables, es
decir, las regiones de estructura, se derivan a partir de un

anticuerp acept r, por ejemplo un anticuerpo de origen humano.
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Sin embargo, un anticuerpo injertado con CDR puede retener unos
cuantos aminodcidos de la secuencia donadora en las partes de
las regiones de estructura adyacentes a las regiones hiperva-
riables. “Anticuerpo humano” significa un anticuerpo en donde
las regiones constantes y variables de ambas cadenas pesada y
ligera son todas de origen humano, o suptancialmente idénticas
a las secuencias de origen humano, no necesariamente a partir
del mismo anticuerpo, e incluye los ant.:.icuerpos producidos .por
ratones, en donde los genes de la parte variable y constante de
inmunoglobulina de murino han sido reemplazados por sus contra-
partes humanas, por ejemplo como se describe en t&rminos gene-
rales en las Patentes Nfimeros EP 0546073 Bl, USP 5545806, USP
5569825, USP 5625126, USP 5633425, USP 5661016, USP 5770429, EP
D 438474 Bl y EP 0 463151 Bl.

Las moléculas de enlace de CD154 particularmente preferidas de
la invencibén son anticuerpos humanos, especialmente el anti-
cuerpo ABI793, como se describe posteriormente en la presente
en los ejemplos.

Por consiguiente en los anticuerpos preferidos, los domi-
nios variables de ambas cadenas pesada y ligera son de origen
humano, por ejemplo aquéllos del anticuerpo ABI793, que Bse
muestran en la SEQ ID No:1 y en la SEQ ID No:3. Los dominios
de la regifn constante de preferencia también comprenden domi-
nios de la regién constante humana adecuados, por ejemplo como

e describe en "“Sequences of proteins of immunological inte-

[
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rest”, Kabat E.A. y colaboradores, Departamento de Salud y Ser-
vicios Humanos de los Estados Unidos, Servicio de Salud PGbli-
ca, Instituto Nacional de Salud.

Las regiones hipervariables se pueden asociar con cualquier
clase de regiones de estructura, aunque de preferencia son de
origen humano. Las regiones de estructura adecuadas se descri-
ben en Kabat E.A. y colaboradores, ibid. La estructura de ca-
dena pesada preferida es una estructura de cadena pesada huma-
na, -por ejemplo aquélla del anticuerpo ABI793 que se muestra en
la SEQ ID No:1. Consiste en la secuencia de las regiones FR1,
FR2, FR3, y FR4. De una manera similar, la SEQ ID No:3 muestra
la estructura de cadena ligera de ABI793 preferida, la cual
consiste, en secuencia, en las regiones FR1l’, FR2’, FR3', Yy
FR-4' .

De acuerdo con lo anterior, la invencifén también propor-
ciona una molécula de enlace de CD154 que comprende cuando me-
nos un sitio de enlace de antigeno que comprende un primer do-
minio que tiene una secuencia de aminofcidos sustancialmente
idéntica a la mostrada en las SEQ ID No:2, empezando con el
aminodcido en la posicién 1, y terminando con el amino&cido en
la posicién 118, o un primer dominio como se describe anterior-
mente, y un segundo dominio que tiene una secuencia de amino&-
cidos sustancialmente idéntica a la mostrada en las SEQ ID
No:4, empezando con el amino&cido en la posicién 1, y terminan-

do con el aminoficido en la posicién 107.

1z
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Los anticuerpos monoclonales reproducidos contra una pro-
teina que se encuentra naturalmente en todos los seres humanos,
normalmente se desarrollan en un sistema no humano, por ejemplo
en ratones. Como una consecuencia directa de esto, un anti-
cuerpo xgnogénico, como e producido por un hibridoma, cuando
se administra a seres humanos, provoca una regpuesta inmune in-
deseable que es mediada predominantemente por la parte constan-
te de la inmunoglubulina xenogénica. Esto limita claramente el
uso de estos anticuerpos, debido a que no se pueden administrar
durante un periodo de tiempo prolongado. Por consiguiente, se
prefiere particularmente utilizar anticuerpos de una sola cade-
na, de un solo dominio, quiméricos, injertados con CDR, o espe-
cialmente humanos, los cuales no tienen posibilidades de provo-
car una respuesta alogénica sustancial cuando se administran a
seres humanos.

En vista de lo anterior, una molécula de enlace de CD154
més preferida de la invencién se selecciona a partir de un an-
ticuerpo anti-CP154 humano, que comprende cuando menos:

a) una cadena pesada de inmunoglobulina o Eragmento de
la misma, la cual comprende: (i) un dominio variable que com-
prende, en secuencla, las regiones hipervariables CDR1l, CDR2 y
CDR3, y (i11) la parte constante o fragmento de la misma de una
cadena pesada humana; teniendo las CDR1l, CDR2, CDR3 la secuen-
cla de amino&cidos mostrada en las SEQ ID Nos:5, 6, y 7, res-

pectivamente, y

/3
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b) una cadena ligera de inmunoglobulina o fragmento de
la misma, la cual comprende: (i) un dominio variable que com-
prende, en secuencia, las regiones hipervariables CDR1’, CDR2’,
y CDR3’, y (ii) la parte constante o fragmento de la misma de
una cadena ligera humana, teniendo las CDR1’, CDR2’, y CDR3’,
la secuencia de amino&cidos mostrada en las SEQ ID Nos:8, 9, Yy
10, respectivamente;

y sus equivalentes directos.

De una manera altermativa, una molécula de enlace de CD154
de la invencidn ese puede seleccionar a partir de una molécula
de enlace de una sola cadena, la cual comprende un,sitio de en-
lace de antigeno que comprende:

a) un primer dominio gque comprende, en secuencla, las

regiones hipervariables CDR1, CDR2, y CDR3, teniendo estas re-
giones hipervariables las secuencias de amino&cidos mostradas
en las SEQ ID Nos:5, 6, y 7, respectivamente;
b) un segundo dominio que comprende las regiones hipervaria-
bles CDR1’, CDR2’, Y CDR3’, teniendo estas regiones hipervaria-
bles las secuencias de aminodcidos mostradas en las SEQ ID
Nos:B, 9, y 10, respectivamente; y

c) un enlazador peptidico que se enlaza ya sea a la ex-
tremidad N-terminal del primer dominio y a la extremidad C-
terminal del segundo dominio, o bien a la extremidad C-terminal
del primer dominio y a la extremidad N-terminal del segundo do-

minio;

I
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y sus equivalentes directos.

Como es bien conocido, los cambios menores en una secuen-
cia de aminodcidos, tales como supresifén, adicifn, o sustitu-
¢ién de uno o varios aminodcidos, pueden conducir a una forma
alélica de la proteina original, que tenga propiedades sustan-
cialmente idénticas.

Por consiguiente, el té&rmino "sus equivalentes directos”,
significa cualquier molécula de enlace de CD154 de uno solo do-
minio (molécula X):

}i) en donde las regiones hipervariables CDR1, CDR2, y
CDR3, tomadas como un todo, sean cuando menos 80 por ciento ho-
mélogas, de preferencia cuando menos 90 por ciento hohélogas,
mis preferiblemente cuando menos 95 por ciento homSlogas a las
regiones hipervariables mostradas en las SEQ ID Nos:5, 6, y 7,
regpectivamente, y

(ii) que Bsea capaz de inhibir el enlace de CD154 con su
receptor sustancialmente hasta el mismo grado que una molécula
de referencia que tenga las regiones de estructura idénticas a
aquéllas de la molécula X, pero que tenga las regiones hiéerva-
riables CDR1, CDR2, y CDR3 idénticas a aquéllas mostradas en
las SEQ ID Nos:5, 6, y 7, respectivamente;

o cualgquier molécula de enlace de CD154 que tenga cuando
menos dos dominios por sitio de enlace (molécula X’):

(i) en donde las regiones hipervariables CDR1l, CDR2,

CDR3, CDR1l’, CDR2’ y CDR3’, tomadas como un todo, sean cuando
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menos 80 por ciento homSlogas, de preferencia cuando menos 90
por ciento homSlogas, mis preferiblemente cuando menos 95 por
ciento homélogas a las regiones hipervariables mostradas en las
SEQ ID Nos:5, 6, 7, 8, 9, y 10, respectivamente, y

(il) que sea capaz de inhibir el enlace de CD154 con su
receptor sustancialmente hasta el mismo grado que una molécula
de referencia que tenga las regiones de estructura y las partes
constantes idénticas a la molécula X', pero que tenga las re-
giones hipervariables CDR1l, CDR2, CDR3, CDR1l‘, CDR2’, y CDR3’
idénticas a las moatradas en las SEQ ID Nos: 5, 6, 7, 8, 9, y
10, respectivamente.

En la presente descripcifn, las secuencias de aminoidcidos
son cuando menos 80 por clento homSlogas unas a otras si tienen
cuando menos el B0 por ciento de residuos de aminodcidos idén-
ticoe en igual posicifn cuando las secuencias quedan Sptimamen-
te alineadas, contdndose los huecos o las inserciones en las
secuencias de aminodcidos como residuos no idénticos.

La inhibicién del enlace de CD154 con su receptor conve-
nientemente se puede probar en diferentes ensayos, incluyendo
loe ensayos descritos posteriormente en la presente en el tex-
to. El término “hasta el mismo grado” significa que las molé-
culas de referencia y equivalentes exhiben, sobre una base es-
tadistica, curvas de inhibicién de enlace de CD154 esencialmen-
te idénticas en uno de los ensayos referidos mis adelante.

Por ejemplo, el ensayo utilizado puede ser un ensayo de enlace

/&
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competitivo exento de células para probar la inhibicién de en-
lace de CD154 con CD40 en la presencia de las moléculas de en-
lace de CD154 de la invencién.

De una manera més preferible, la molécula de enlace de
CD154 de la invencién es un anticuerpo anti-CD154 humano que
comprende cuando menos un sitio de enlace que comprende:

a) una cadena pesada que comprende un dominio variable
que tiene una secuencia de aminofcidos sustancialmente idéntica
a la mostrada en las SEQ ID No:2, empezando con el aminodcidos
en la posicién 1, y terminando con el aminodcido en la posicidn
118, y la parte constante de una cadena pesada humana; y

b) una cadena ligera que comprende un dominio variable
que tiene una secuencia de aminoacidoﬁ sustancialmente idéntica
a la mostrada en la SEQ ID No:4, empezando con el aminodcido en
la posicién 1, y terminando con el aminodcido en la posicién
107, y la parte constante de una cadena ligera humana.

La parte constante de una cadena pesada humana puede ser
del tipo Yi, Ya, Y3, Y4, B, %, @2 & & &, de preferencia del tipo
Y. mis preferiblemente del tipo Y. 6 ¥4, mientras que la parte
constante de una cadena ligera humana puede ser del tipo x 6 A
(que incluye los subtipos A, A2, Y A), pero de preferencia es

del tipo «x. La secuencia de aminodcidos de todas estas partes

‘conatantes se dan en Kabat y colaboradores, ibid.

Una molécula de enlace de CD154 de la invencifdn se puede

producir mediante té&cnicas de ADN recombinante. En vista de

(7
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esto, una o mis moléculas de ADN que codifiquen la molécula de
enlace, se pueden construir, colocar bajo secuencias de control
apropiadas, y transferir a un organismo hospedexro adecuado para
su expresién.

De una manera muy general, de acuerdo con lo anterior, se pro-
porcionan:

{1) moléculas de ADN que codifican una molécula de enlace
de CD154 de un solo dominio de la invencién, una cadena pesada
o ligera o fragmentos de la misma de una molécula de enlace de
CD154 de la invencién, y

(ii) el uso de las mol&culas de ADN de la invencién para
la produccién de una molécula de enlace de CD154 de la inven-
¢ién, mediante medios recombinantes,

El presente estado de la técnica es tal que el experto en
la materia puede sintetizar las moléculas de ADN de la inven-
cibn, dada la informacién proporcionada en la presente, es de-
cir, las secuencias de aminodcidos de las ragiones hipervaria-
bles, y las secuencias de ADN que codifican para ellas. Un mé&-
todo para construir un gen de dominio variable, se describe,
por ejemplo, en la Patente Europea Niimero EP-A-239,400, y me
puede resumir brevemente como sigue: Se clona un gen que codi-
fique un dominio variable de un MAb de cualquier especificidad.
Se determinan los segmentos de ADN que codifiquen las regiones
de estructura e hipervariables, y se remueven los segmentos de

ADN que '‘codifiquen las regiones hipervariables, de tal manera

/3
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que los segmentos de ADN que codifiquen las regiones de estruc-
tura se fusionen entre s8i con sitios de restriccién adecuados
en las uniones. Los sitios de restriccién se pueden generar en
las posiciones apropiadas mediante mutagénesis de la molécula
de ADN, mediante procedimientos convencionales. Se preparan
casetes de CDR sintéticos de doble cadena mediante sintesis del
ADN de acuerdo con las secuencias dadas en las SEQ ID Nos: 5,
6, 7, 8, 9, 6 10, respectivamente. A estos casetes se les pro-
porcionan extremos pegajosos, de tal manera que se puedan ligar
en las uniones de la estructura.

Ademfis, no es necesario tener acceso al ARNm a partir de
una linea celular de hibridoma productor con el objeto de obte-
ner una conatruccién de ADN que codifique parta los MAbs de la
invencién. Por lo tanto, la Solicitud del TCP Nlimero WO
90/07861 da instrucciones completas para la producciéniﬂe un
MAb mediante técnicas de ADN recombinante, dada solamente la
informacibén escrita con respecto a la secuencia de nucleétidos
del gen. El método comprende la sintesis de un niimeroc de oli-
gonuclebtidos, su amplificacién mediante el método de reaccién
en cadena de la polimerasa, y su empalme para dar la secuencia
de ADN deseada.

Los vectores de expresifn que comprenden un promotor ade-
cuado o genes que codifican las partes constantes de cadena pe-
sada y ligera estdn pfiblicamente disponibles. Por consiguien-

te, una vez que se prepara una molécula de ADN de la invenciotn,
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se puede transferir convenientemente a un vector de expresién
apropiado. Las moléculas de ADN que codifican anticuerpos de
una sola cadena también se pueden preparar mediante métodos

convencionales, por ejemplo, como Be describe en la Publicacién

Internacional Niimero WO 88/1649.

En vista de lo anterior, no es necesario ninglin depésito
de hibridoma o linea celular para cumplir con los criterios de
suficiencia de la descripcién.

En una modalidad particular de la invencib6n, los medios
recombinantes para la produccidn de una molécula de enlace de
CD154 incluyen primera y segunda construcciones de ADN, como se
describen éﬁseguida:

La primera construccién de ADN codifica una cadena pesada
o fragmento de la misma, y comprende:

a) una primera parte que codifica un dominio variable
gue comprende .alternativamente regiones de estructura e hiper-
variables, siendo las regiones hipervariables, en secuencia,
CDR1, CDR2, y CDR3, cuyas secuencias de aminodcidos se muestran
en las SEQ ID Nos:5, 6, y 7, respectivamente; empezando la pri-
mera parte con un codén que codifica el primer aminoicido del
dominio variable, y terminando con un codén que codifica el Gl-
timo aminodcido del dominio variable, y

b) una segunda parte que codifica una parte constante de
cadena pesada o fragmento de la misma, que empieza con un codén

que codifica el primer aminoficido de la parte constante de la

20
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cadena pesada, y termina con un codén que codifica el dGltimo
aminodcido de la parte constante o fragmento de la misma, se-
guido por un codén de paro.

De preferencia, esta primera parte codlfica un dominio va-
riable que tiene una secuencia de aminodcidos sustancialmente
idéntica a la secuencia de aminodcidos mostrada en la SEQ ID
No: 2, empezando con el aminodcido en la posicién 1, y termi-
nando con el aminodcido en la posicién 118. De una manera mis
preferible, la primera parte tiene la secuencia de nuclebtidos
mostrada en las SEQ ID No:1, empezando con el nuclebtido en la
posicién 1, y terminando con el nuclebtido e la posicién 354.
También de preferencia, la segunda parte codifica la parte
constante de un cadena pesada humana, mis preferiblemente la
parte constante de la cadena ¥, humana. Esta segqunda parte
puede ser un fragmento de ADN de origen genbmico (que comprenda
intrones), o un fragmento de ADNc (sin intrones).

La segunda construccién de ADN codifica una cadena ligera o
fragmento de la miema, y comprende:

a) una primera parte que codifica un dominio variable
que compreﬁde alternativamente regiones de estructura e hiper-
variables; siendo las regiones hipervariables CDR1‘, CDR2’, Yy
CDR3'’, cuyas secuencias de amino&cidos se muestran en las SEQ
ID Noe:8, 9, y 10, respectivamente; empezando esta primera par-
te con un codbn que codifica el primer aminoc&cido del dominio

variable, y terminando con un codfn que codifica el Gltimo ami-
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nodcido del dominio variable, y

b) una segunda parte que codifica un parte constante de
cadena ligera o fragmento de la misma, que empieza con un codén
que codifica el primer aminodcido de la parte constante de la
cadena ligera, y termina con un codén que codifica el dltimo
aminodcido de la parte constante o fragmento de la misma, se-
guido por un codén de paro.

De preferencia, esta primera parte codifica un dominio va-
riable que tilene una secuencia de aminodcidog sustancialmente
idéntica a la secuencia de aminodcidoa mostrada en la SEQ ID
No:4, empezando con el amino&cido en la posicién 1, y terminan-
do con el aminodcido en la posicién 107. De una manera mis
preferible, la primera parte tiene la secuencia de nuclebtidos
mostrada en la SEQ ID No:3, empezando con el nuclebtido en 1la
posicién 1, y terminando con el nucleftido en la posicién 321.
También de preferencia, la segunda parte codifica la parte
constante de una cadena ligera humana, méds preferiblemente 1la
parte constante de la cadena x humana.

La invencitn también incluye moléculas de enlace de CD154,

en donde uno o mids de los residuos de CDR1, CDR2, CDR3, CDRl’,

CDR2’, 6 CDR3’, se cambian desde los residuos mostrados en las

SEQ ID Nos:5, 6, 7, 8, 9, 6 10, respectivamente; por ejemplo,
mediante mutacién, por ejemplo mutagénesis dirigida al aitio,
de las secuencias de ADN correspondientes. La invencibn inclu-

ye las secuencias de ADN que codifican para estas moléculas de
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enlace de CD154 cambiadas. En particular, la invencién incluye
moléculas de enlace de CD154, en donde uno o méis residuos de
CDR1’, CDR2’, & CDR3’ se han cambiado desde los residuos mos-
trados en las SEQ ID Nos. 8, 9, 6 10, respectivamente.

En las primera y segunda construcciones de ADN, laa prime-
ra y segunda partes de preferencia se separan mediante un in-
tr6n. En el intrbn localizado entre las primera y segunda par-
tes, se puede insertar un potenciador. La presencia de este
elemento genético que me transcribe pero no se traduce, se pue-
de requerir para una transcripcibn eficiente de la segunda par-
te. De una manera m&s preferible, las primera y segunda cons-
trucciones de ADN comprenden el potenciador de un gen de cadena
pesada convenientemente de origen humano.

Cada una de las construcclonea de ADN se colocan bajo el
control de secuencias de control adecuadas, en particular bajo
el control de un promotor adecuado. Se puede utilizar cual-
quier clase de promotor, en el entendido de que se adapte al
organismo hospedero al que se transfieran las construcciones de
ADN para su expresidn. 8in embargo, si la expresi6n va a tener
lugar en una cé&lula de mamifero, se puede utilizar un promotor
viral, por ejemplo un promotor de citomegalovirus (CMV), Sarco-
ma de Rous {RSV}, o Leucemia de Murino (MLV)}.

El anticuerpo deseado se puede producir en un cultivo ce-
lular o en un animal tranggénico. Un animal transgénico ade-

cuado se puede obtener de acuerdo con los métodos convenciona-
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les, los cuales, por ejemplo, incluyen microinyeccién en huevos
de las primera y segunda construcciones de ADN colocadas bajo
secuenciaep de control adecuadas que transfieran los huevos asi
preparados a las hembras seudo-embarazadas apropiadas, y la se-
leccién de un descendiente que exprese el anticuerpo deseado.

Cuando se tienen que producir cadenas de anticuerpos en un
cultivo celular, primero se deben insertar las construcciones
de ADN en un solo vector de expresibn, o en dos vectores de ex-
presién separados pero compatibles, prefiriéndose la primera
posibilidad.

De acuerdo con lo anterior, la invencién también propor-
ciona un vector de expresién capaz de replicarse en un linea
celular procariética o eucariética, la cual comprenda cuando
menos una de las construcciones de ADN descritas anteriormente.

Luego se transfiere cada vector de expresién que contenga
una construccién de ADN a un organismo hospedero adecuado.
Cuando se insertan por separado las construcciones de ADN en
dos vectores de expresién, se pueden transferir por separado,
es decir, un tipo de vector por célula, o se pueden co-
transferir, prefiriéndose esta (Gltima posibilidad. Un organis-
mo hospedero adecuade puede ger una bacteria, una levadura, o©
una linea celular de mamifero, prefiriéndose esta Gltima. De
una manera mas breferible, la linea celular de mamifero es de
origen linfoide, por ejemplo un mieloma, hibridoma, o una célu-

la B inmortalizada normal, que convenientemente no exprese nin-
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guna cadena pesada o ligera de ningln anticuerpo endégenc.

También se prefiere que el organismo hospedero contenga un
gran numero de copias de la secuencia codificante de la molécu-
la de enlace de CD154 por cé&lula. 8i el organismo hospedero es
una linea celular de mamifero, esta meta deseable se puede lo-
grar mediante la amplificacién del nGmerc de copias de las se-
cuencias codificantes de acuerdo con los métodos convenciona-
les. Estos métodos de amplificacién con frecuencia consistente
en la seleccifn de una mayor resistencia a un farmaco, siendo
esta resistencia codificada por el vector de expresién. ILos
sistemas preferidos para la expresién de las moléculas de enla-
ce de CD154 de la invencitn incluyen los sistemas basados en
glutamina-pintetasa (basados en GS), tales como los descritos
en las Patentes NGmeros EP 0256055 B, EP 0323997 B y la Solici-
tud de Patente Europea Niimero 895303964.4.

En un aspecto adicional de la invencifn, se proporciona un
proceso para la producciédn de una molécula de enlace de CD154,
el cual comprende: (i) cultivar un organismo que transforme con
un vector de expresibn como se define anteriormente, y {(ii) re-
cuperar la molécula de enlace de CD154 a partir del cultivo.

En una modalidad preferida, se utilizan ratones transgéni-
cos disefiados para expresar el repertorio IgG/x humano en lugar
del repertorio de inmunoglobulina de murino (Fishwild y colabo-

radores, 1996, Nat Biotechnol., 14, 845-851), para generar an-

" ticuerpo para CD154 humano. Los ratones se inmunizan repetida-
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mente con una proteina recombinante CD154 humana soluble con-
sistente en dominio extracelular de CD154 humana fusionada con
la cadena Cx de ratén (CD154-kx). Para hacer a la proteina mis
inmunogénica, la CD154 soluble se reticula con KLH. La inicia-
cién con CD154:KLH es seguida por inmunizaciones repetidas con
célulap de una linea celular humana recombinante gque exprese
constitutivamente la CD154 superficial. Las cé&lulas de baz de
estos ratones se inmortalizan mediante tecnologia de hibridoma
convencional, y se obtienen células de hibridoma de murino, las
cuales secretan anticuerpos anti-CD154 humano del tipo IgGl/x.
Estos anticuerpos se seleccionan finalmente por reactividad a
la CD154 humana, y por su capacidad para inhibir el enlace de
CD154 con CD40, medido en un ensayo de tipo ELISA competitivo.
De acuerdo con la presente invencidn, se ha encontrado que
la molécula de enlace de CD154, como se da a conocer en la pre-
sente, por ejemplo un anticuerpo humano anti-humano, por ejem-
plo el anticuerpo ABI793, tiene una especificidad de epitopo de
antfigeno deseable. Por consiguiente, se ha encontrado que el
ABI793 reconoce un epitopo tanto scbre el antigeno CD154 humano
como de mono cinomolgo; este epitopo es diferente de los epito-
pos respectivos que son reconocidos por los Mabs 5c8 y 24-31
anti-CD154 humano de ratén. De una manera particular, aunque
el Mabs 5cB8 anti-humano de ratén solamente reconoce un epitopo
formado scbre el CD154 humano trimérico, el anticuerpo humano

anti-ABI793 humano se enlaza con un epitopo presente tanto so-
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bre el (D154 humano monomérico como trimérico.

Los anticuerpos, en particular los anticuerpos quiméricos
e injertados con CDR, y especialmente los anticuerpos humanos,
de preferencia loas anticuerpos monoclonales que tienen especi-
ficidad de -enlace para un epitopo antigénico de CD154 humano
diferente de loe epitopos respectivos que son reconocidos por
los Mabs 5c8 y 24-31 anti-CD154 humano de ratén, siendo los an-
ticuerpos capaces de interferir con, modular, o inhibir las in-
teracciones fimiolbgicas de CD154/CD40, y el uso de estos anti-
cuerpos, por ejemplo en la prevencién de rechazo de injerto de
6rgancs, © en la prevencién o tratamiento de desbrdenes o en-
fermedades autoinmunes o inflamatorias, atercesclerosis, o en-
fermedad de Alzheimer, son novedosos y se incluyen dentro del
alcance de la presente invencién.

De acuerdo con lo anterior, la invencién también propor-
ciona una molé&cula de enlace de (D154, de preferencia un anti-
cuerpc humano, que se enlace especificamente y forma un comple-
jo con un epitopc de antigeno humano presente sobre el CD154
humano monomérico, asi como trimérico, esiendo este epitopo el
epitopo de antigeno con el que se enlaza especificamente el
ABI?793.

Lae moléculas de enlace de CD154 de acuerdo con la presen-
te invencién, por ejemplo los anticuerpos (referidos posterior-
mente en la presente como el Anticuerpo de la Invencién), exhi-

ben valiosas propiedades farmacolégicas, por ejemplo, interfile-
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ren con, modulan, o inhiben las interacciones fipiocl6gicas de
CD154/CD40, por ejemplo como se demuestra en los métodos de
prueba convencionales in vitro e in vivo, por ejemplo como se

describe enseguida:

l. Inhibicidn del Enlace de CD154:CD4{Q

Se prueba la capacidad para inhibir el enlace de CD154 con
CD40 en un ensayo de enlace competitivo exento de células Se
inmoviliza el CD154 humano socluble recombinante (es decir, la
porcibn extracelular del CD154 humano fusionada con Cyx de ratén)
sobre placas de microtitulacién, y las placas se incuban, en la
presencia o en ausencia de un inhibidor supuesto, con CD40 hu-
mano soluble recombinante biotinilado. La fraccitnm del CD40
enlazada con el CD154 se determina fluorimétricamente utilizan-
do estreptavidina marcada con Eu como el reactivo de deteccién.
En este ensayo, el Anticuerpo de la Invencién tiene una capaci-
dad inhibidora expresada como ICs,, €8 decir, la concentracién
necesaria para lograr una inhibicién del 50 por ciento del en-
lace, dentro de 5 a 150 nanogramos/mililitro. Se ha encontrado
que el ABI793 tiene una ICso de 75 + 11 nanogramos/mililitro.

La inhibiciftn del enlace de CD154:CD40 mediante el anti-
cuerpo de la invencién, por ejemplo ABI793, es especifica, de-
bido a que no inhibe el enlace de TNF:TNF-RI cuando se prueba
en concentraciones que son haasta mds de 50 veces mds altas que

la ICspy encontrada para el enlace de CD154:CD40 (CD154 y CD40

A
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son miembros de la familia de TNF y del receptor de TNF (TNF-
R), es decir, comparten homologia con TNF y TNF-R, respectiva-
mente). La inhibicién del enlace de TNF:TNF-RI se realiza por
medio de un ensayo de enlace competitivo establecido en el mis-

mo formato que el ensayo de enlace de CD154:CD40.

4. Inhibicifn de la Prolifaracifn de Cilulas P Impulaada por
CD154/IL-4

La proteina CD154 de ratém o humana recombinante soluble,
en combinacién con IL-4, simula células B humanas purificadas
que expresan constitutivamente el CD40 superficial, para proli-
ferarse y producir inmunoglobulina. “~Brevemente, se establecen
cultivos en cajas de cultivo de tejido de fondo plano de 96 po-
zos (Costar) en RPMI (Gibco), complementado con piruvato de Na
(1 mM; @Gibco), amino&cidos no esenciales MEM (Gibco), 2-
mercaptoetanol (50 uM), L-glutamina (2 mM), gentamicina (50 mi-
crogramos/mililitro; Gibco)}, bacto-asparagina (20 wmicrogra-
mos/mililitro Difco), insulina humana (5 microgramos/mililitro;
Sigma), transferrina humana (40 microgramos/mililitro; Sigma),
y suero fetal de becerro seleccionado {10 por ciento, Hyclone
Labs, UT). En los ensayos convencionales, se estimulan cé&lulas
B purificadas (2.5 x 10%/mililitro; cultivos de 0.2 mililitxos)
durante 5 dfas por triplicado, mediante CD154 humano recombi-
nante {3 microgramos/mililitro) e IL-4 (100 unidades/milili-

tro). Para evaluar la proliferacién de las células B, las cé-
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lulas se impulsan en el dfa 4 con 1 mCi/pozo de *H-TdR, y se
determina la recuperacién de radloactividad 16 horas después.
El SD entre los cultivos triplicados es de <20 por ciento. Los
cultivos de control ase estimulan con CD154 de murino. En este
ensayo, el Anticuerpc de la InvenciSn inhibe la proliferacibn
de células B dependiente de CD154: se ha encontrado que el

ABI793 tiene una ICs, de 73 + 21 nanogramos/mililitro.

La SAC activa aproximadamente el 20 por ciento de las cé-

lulas B periféricas humanas mediante la reticulacién de la in-
munoglobulina superficial. BSe estimulan cé&lulas B purificadas
(2.5 x 105/mililitro; cultivos de 0.2 mililitros) por triplica-
do durante 10 dias mediante SAC soluble (Sigma; dilucién de
1:10,000), e IL-2 (Chiron; 300 unidades/mililitro). Para eva-
luar la proliferacitn de células B, las células se impulsan en
el dia 4 con 1 mCi/pozo de *H-TdR, y se determina la recupera-
ci6én de radicactividad 16 horas después. La SD entre los cul-
tivos triplicados es de <20 por ciento. La proliferacién de
células B desencadenada con SAC, en combinacién con IL-2, es
decir, la proliferacién de células B independiente de CD154, no
es inhibida por el Anticuerpo de la Invencién, por ejemplo
ABI793, en una concentracifn aproximadamente 40 veces mis alta

Jque la ICss.
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4. Aloinjarxtos Ranales

Se hace el transplante entre pares de donadores-receptores ge-
nécicamente distintos de monoe cinomolgos, como se determina
mediante Reacéién de Linfocitos Mixtos (MLR). El aloinjerto se
implanta utilizando técnicas microvasculares convencionales pa-
ra crear una anastomosis extremo con costado entre la arteria
renal del donador y la aorta distal del receptor, asi como en-
tre la vena renal del donador y la vena cava del receptor.
Luego se crea una ureteroneocistostomia primaria. La nefrecto-
mia nativa bilateral se completa antes del cierre. El Anti-
cuerpo, por ejemplo ABI793, se administra intravenosamente, en
una dosis de 20 miligramos/kllogramo en el momento del trans-
plante (Dia 0), y luego en los dias postoperatives 1, 4, 11,
18, y 28, seguldos por una sola dosis cada 28 dias durante 6
meses. Se ha encontrado que los monos asi tratados muestran
los efectos deseados.

Por consiguliente el Anticuerpo de la Invencién es iitil en
el tratamiento y/o en la prevencién de enfermedades o desbrde-
nes en donde la modulacién y/o interferencia de CD154 con, © 1la
inhibicién de las interacciones de CD154:CD40 sea terapéutica-
mente benéfica, en la prevencién de procesos inflamatorios aso-
ciados con macrb6fagos, o en el tratamiento de enfermedades en
donde sea deseable la supresién de las respuestas de anticuer-

pos a log antigenos, por ejemplo la inhibicién de proliferacidn
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y diferenciacién de células B, la inhibicién de respuestas de
células T, la inducci6n o modulacién de tolerancia de células T
o inhibici6n del crecimiento de cé&lulas tumorales que expresen
el antigeno CD154. Estas condiciones incluyen des&rdenes au;
toinmunes y no autoinmunes. Las condiciones especificas que
son potencialmente tratables mediante la administracién del An-
ticuerpec de la Invencién incluyen, por ejemplo, aspergilosis
broncopulmonar alérgica; anemia hemolitica autoinmune; Acantho-
sis nigricans; dermatitis alérgica por contacto; enfermedad de
Addison; dermatitis at6pica; Alopecia areata; Alopecia univer-
gpalis; Amiloidosis; pflirpuras anafilactoide; reaccién anafilac-
toide; anemia aplastica; angioedema, hereditario o idiopdtico;
espondilitis anquilosante; arteritis, craneal, de células gi-
gantes, o© temporal; arteritis, de Takayasu; Asma; Ataxia-
telangiectasia; ooforitis autoinmune; orquitis autoinmune; in-
suficiencia poliendécrina autoinmune; enfermedad de Behcet; en-
fermedad de Berger; enfermedad de Buerger; penfigo buloso; can-
didiasis, crénica mucocutédnea; sindrome de Caplan; sindrome de
posterior a infarto al miocardio; sindrome posterior a pericar-
diotomia; carditis; prurito Celiac; enfermedad de Chagas; sin-
drome de Chediak-Higashi; enfermedad de Churg-Strauss; sindrome
de Cogan; enfermedad de aglutinina fria; sindrome de CREST; en-
fermedad de Crohn; crioglobulinemia; alveclitis fibrosante
criptogénica; dermatitis herpetiformis; dermatomiositis; diabe-

tes mellitus; Sindrome de Diamond-Blackfan; sindrome de DiGeor-
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ge; lupus eritematos$ discoide; fascitis eosinofilica; episcle-
ritis;_D:ythema eievatum diutinum; eritema marginatum, multi-
forme o nodoso; flebre del Mediterrdneo Familiar; sindrome de
Pelty; fibrosis pulmonar, glomerulonefritis, anafilactoide, au-
toinmune, post-estreptococal, © post-trasplante; glomerulopa-
tia, membranosa; sindrome de Goodpasture; enfermedad del injer-
to contra el hospedero; granulocitopenia, inmuno-mediada; gra-
nuloma anular; granulomatosis, alérgica; miositis granulomato-
sa; enfermedad de Grave; tiroiditis de Hashimoto; enfermedad
hemolitica del recién nacido; hemocromatosis, idiop&tica; pGr-
pura de Henoch-Schoenlein; hepatitis, crénica activa y crénica
progresiva; histiocitosis C; sindrome hipereosinofilico; pGrpu-
ra trombocitopénica idiopatica; sindrome de Job; dermatomiosi-
tis juvenil; artritis reumatoide juvenil (artritis crénica ju-
venil); enfermedad de Kawasakl; queratitis, queratoconjuntivi-
tis sicca; sindrome de Landry-Guillain-Barre-Strohl; lepra, le-
promatosa; sindrome de Loeffler; sindrome de Lyell; enfermedad
de Lyme; granulomatosis linfomatoide; mastocitosis, sistémica;
enfermedad de tejido conectivo mixto; mononeuritis multiplex;
sindrome de Muckle-Wells; sindrome de nodo linfitico mucocuté&-
neo; reticulohistiocitosis multicéntrica; esclerosis mdltiple;
miastenia gravis; micosis fungoides; vasculitis necrotizante,
sistémica; sindrome nefré6tico; sindrome de traslape; paniculi-
tis; hemoglobinuria fria paroxismal; hemoglobinuria nocturna

paroxismal; penfigoide; penfigo; peﬁfigo eritematoso, £ liaceo
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© vulgaris; enfermedad del criador de palomas; neumonitis, hi-
persensibilidad; poliartritis nodosa; polimialgia reumitica;
polimiositis; polineuritis, idiop&tica; polineuropatfa familiar
portuguesa; pre-eclampsia/eclampsia; cirrosis biliar primaria;
esclerosis sistémica progresiva (Escleroderma); psoriasis; ar-
tritis psBoriftica; proteinosis o fibrosis alveolar pulmonar,
fen6meno/sindrome de Raynaud; tirolditis de Reidel; sindrome de
Reiter, policondritis recurrente, fiebre reumftica; artritis
reumatoide; sarcoidosis; escleritis; colangitis esclerosante;
enfermedad del suero; sindrome de Sezary; sindrome de Sjogren;
sindrome de Stevens-Jdohnson; enfermedad de Still; panencefali-
tis esclerosante subaguda; oftalmia simpética, eifilis; lupus
eritematoso sistémico; rechazo de trasplante; tuberculosis; co-
litis ulcerativa; colitis ulcerativa; enfermedad de tejido co-
nectivo no diferenciado; urticaria, crénica o fria; uveitis;
vitiligo; enfermedad de Weber-Christian; granulomatosis de We-
gener; Bindrome de Wiskott-Aldrich; asi como ateroesclerosis,
enfermedad de Alzheimer, infecciones de VIH, o desbrdenes lin-
foproliferativos, por ejemplo leucemias (por ejemplo, leucemia
de células T)o linfomas (por ejemplo linfoma de cé&lulas T). re-
chazo de trasplante significa el rechazo de un alo- xeno-
injerto, pér ejemplo células, tejidos, u 6rganos sélideos, por
ejemplo islotes pancredticos, médula 6sea, tejido cb6rneo, teji-
do neurcnal, corazén, pulmén, corazén-pulmén combinados, rifién,

higado, intestino, paAncreas, traquea, eséfago.
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Para los usos anteriores, la dosificacién requerida, por
supuesto variari dependiendo del modo de administracién, de la
condicién particular que se vaya a tratar, y del efecto desea-
do. En general, se indica que se obtienen resultados satisfac-
tori;s en dosificaciones de aproximadamente 0.5 a 100 miligra-
mos/kilogramo de peso del cuerpo. Los Anticuerpos de la Inven-
cibén se pueden administrar mediante cualquier via convencional,
en particular ente}almente, por ejemblo oralmente, por ejemplo
en la forma de cépsulas, o parenteralmente, por ejemplo en la
forma de una soluclién o suspensién inyectable, tépicamente o
mediante inhalaci6n (inhalacién intranasal, u oral).

Las composiciones farmacéuticas que comprenden un Anti-
cuerpo de la Invencién en asoclacién con cuando menos un vehi-
culo o diluyente farmacéuticamente aceptable, se pueden fabri-
car de una manera convencional, mezclando con un vehiculo o di-
luyente farmac&uticamente aceptable.

De acuerdo con lo anterior, la presente invencién propor-
ciona ademés:

1. Un método para prevenir o tratar desbrdenes, enferme-
dades, o condiciones tales como se indican anteriormente, por
ejemplo la inhibicifn de una respuesta inmune mediada por inte-
racciones de cé&lulas positivas para CD154 con células positivas
para CD40, la inhibicién de proliferacién y diferenciacibn de
células B o de respuestas de cé&lulas T, la induccién o modula-

cién de tolerancia de células B o prevenciém de procesos infla-
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matorios asociados con macréfagos, en un sujeto gque necesite
dicho tratamiento, cuyo método comprende administrar a este su-
jeto una cantidad no téxica efectiva de una molécula de enlace
de CD154 como se da a conocer en la presente, por ejemplo
ABI793;

2. El uso de una molécula de enlace de CD154 como se da
a conocer en la presente, por ejemplo ABI793, en un método tal
como se indica anteriormente;

3. Una composicién farmacéutica, por ejemplo para utili-
zarse en un método tal como se indica anteriormente, la cual
comprende una molécula de enlace de CD154 como se da a conocer
en la presente, por ejemplo ABI793, en asociacifn con un dilu-
yente o vehiculoc farmacéuticamente aceptable para la misma;

4. Una molécula de enlace de CD154 como se da a conocer
en la presente, por ejemplo ABI793, para utilizarse en la pre-
paracién de una composicibén farmacéutica titil en un método como

ge indica anteriormente.

El Anticuerpo de la Invencién se puede administrar como el
inico ingrediente activo, © en conjunto con, por ejemplo, como
un adyuvante para, otros férmacos, en regimenes inmunosupreso-
res o inmunomoduladores u otros agentes anti-inflamatorios, por
ejemplo para el tratamiento o la prevencién de rechazo agudo o
crbénico de alo- o xenoinjerto, o desbrdenes inflamatorioe o au-

toinmunes, © un agente quimioterap&utico. Por ejemplo, el An-
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ticuerpo de la Invencién se puede utilizar en combinacién con
un inhibidor de calcineurina, por ejemplo ciclosporina A & FK
506; una lactona macrociclica que tenga propiedades inmunosu-
presoras, por ejemplo rapamicina o 40-0-(2-hidroxietil)-
rapamicina; una ascomicina que tenga propiedades inmunosupreso-
ras, por ejemplo ABT-281, ASM981, etcétera; corticosteroides;
ciclofosfamida; azatiopreno; metotrexato; FTY720; leflunomida;
mizoribina; 4&dcido micofenflico; micofenolato-mofetil; 15-
desoxiespergualina o un hom6logo, anilogo, o derivado inmunosu-
presor de la misma; anticuerpos monoclonales inmunosupresores,
por ejemplo anticuerpos monoclonales para CD40 & para otros re-
ceptores de leucocitos, por ejemplo MHC, cD2, CD3, CD4, CD7,
CD8, CDas, CD28, CD80, CD86, CD45 6 CD58 &6 sus ligandos, o un
anticuerpo monoclonal anti-BBl; otros compuestos inmunomodula-
dores, por ejemplo una molécula de enlace recombinante que ten-
ga cuando menos una porcidén del dominio extracelular de CTLA4 o
un mutante del mismo, por ejemplo cuando menos una porcifn ex-
tracelular de CTLA4 6 un mutante de la misma unido con una se-
cuencia que no sea de la proteina CTLA4, por ejemplo CTLA4Ig
(por ejemplo como la designada ATCC 68629) o un mutante de la
misma, por ejemplo LEA29Y; inhibidores de moléculas de adicién,
por ejemplo antagonistas de LFA-1, antagonistas de ICAM-1 6 3,
atagonistas de VCAM-4, o antagonistas de VLA-4; © un agente
quimioterapéutico, por ejemplo paclitaxel, gemcitabina, cispla-

tino, doxorrubicina, 6 5-fluorouracilo.
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Cuando el Anticuerpo de la Invencifn se administre en con-
junto con otra terapia inmunosupresora/inmunomoduladora, anti-
inflamatoria, o quimioterapé&utica, por supuesto, las dosifica-
ciones del compuesto inmunosupresor, inmunomodulador, anti-
inflamatorio, o quimioterapéutico co-administrado variarsn de-
pendiendo del tipo de co-férmaco empleado, por ejemplo si es un
esteroide o un inhibidor de calcineurina, sobre el firmaco ea-
pecifico empleado, scbre la condicién que se esté tratando, et-
cétera. De acuerdo con lo anterior, la presente invencién pro-
porciona, en toda un aspecto adicional:

5. Un método.como se define anteriormente, el cual com-
prende la co-administracién, por ejemplo de una manera Eoncomi—
tante o en secuencia, de una cantidad no téxica terapéuticamen-
te efectiva de una molécula de enlace de CD154 como se da a co-
nocer en la presente, por ejemplo ABI793, y cuando menos una
segqunda sustancia de f&rmaco, por ejemplo un farmaco inmunosu-
presor, inmunomcdulador, anti-inflamatorio, o quimioterapéuti-
co, por ejemplo como se indica anteriormente.

6. Una combinacién farmacéutica, por ejemplo un estuche,
para utilizarpe en cualquier método como se define anteriormen-
te, la cual comprende: a) un primer agente que sea una molécula
de enlace de CD154 como se da a conocer en la presente, por
ejemplo ABI793, en forma libre o en forma de sal farmacéutica-
mente aceptable, y b) cuando menos un co-agente, por ejemplo un

farmaco inmunosupresor, inmunomodulador, anti-inflamatorio, o
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quimioterapéutico. El estuche puede comprender instrucciones
para su administracién.
Los términos “co-administracién” o "“administracién combinada”,
o similares, como se utilizan en la presente, abarcan la admi-
nistracién de los agentes terapfuticos seleccionados a un solo
paciente, y pretenden incluir regimenes de tratamiento en donde
los agentes no sean necesariamente adminietrados por la misma
via de administracidén o al mismo tiempo.

El término “combinacidén farmacé&utica”, com§ se utiliza en
la presente, significa un producto que resulta de la mezcla o
combinacién de m&s de un ingrediente activo, incluyen tanto
combinaciones fijas como no fijas de los ingredientes activos.
El término “combinacién fija* significa que los ingredientes
activos, por ejemplo ABI793 y un co-agente, se administran am-
bos a un paciente de una manera simultinea en la forma de una
sola entidad o dosificacién. El1 término “combinacién no fija”
significa que los ingredientes activos, por ejemplo ABI793 y un
co-agente, se administran ambos a un paciente como entidades
separadas, ya sea de una manera simulténea, concurrente, © en
gsecuencia, sin limites de tiempo especificos, en donde esta ad-
ministracién proporcione niveles terapéuticamente efectivos de
los dos compuestos en el cuerpo del paciente. Esto Gltimo tam-
bién se aplica a una terapia de cé6ctel, por ejemplo la adminis-
tracién de 3 6 més ingredientes activos.

De preferencia, el Anticuerpo de la Invencién es un anti-
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cuerpo humano, mis preferiblemente el anticuerpo ABI793, © un
equivalente directo del mismo.

La invencién se describe adem&s a manera de ilustracisn
solamente en los siquientes ejemplos, los cuales se refieren a
las Figuras acompafiantes.

La Figura 1 da las secuencias de ADN (SEQ ID No.:1l) y de
aminodcidoe (SEQ ID No:2) para la cadena pesada.

La Figura 2 da las secuencias de ADN (SEQ ID No:3) y de
aminodcidos (SEQ ID No:4) para la cadena ligera.

La Figura 3 da las SEQ ID Nos: 5, 6, 7, 8, 9, Y 10.

La Figura 4 se refiere al andlisis de epitopos, y muestra
los resultados del experimento de blogqueo cruzado utilizando
células Jurkat D1.1: el tefiido con mAbs marcado con FTC como se
indica, solo (linea regular) o después de una preincubacién
previa con el mAb anti-CD154 no marcado indicado {linea en ne-
grillas).

La Figura 5 se refiere al andlisis de epitopos, y muestra
los resultados del experimento de blogqueo cruzado utilizando
células T humanas activadas: como en la Figura 4, pero utili-
zando células T humanas positivas para CD4 purificadas, que se
activaron durante 6 horas con PMA/ionmicina antes del tefiido.

La Figura 6 se refiere al andlisis de epitopos, y muestra
los resultados del experimento de blogqueo cruzadeo utilizando
células T de mono cinomolgo activadas: como en la Figura 4, pe-

ro utilizando células T de mono cinomolgo positivas para CD4
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purificadas, que Be activaron durante 4 horas con PMA/ionmicina
antea del tefiido.

La Figura 7 muestra la deteccién del CD154 humano recombi-
nante trimérico.

La Flgura 8 ﬁuestra la deteccién del CD154 humano recombi-
nante monomérico.

Pigta M: marcador pre-tefiido; Pista 1: CD154 humano: pro-
tefina de fusibn de ratén Cx.

Pista 2: parte extracelular bacterianamente expresada de

CR154 humano.

Elemplo 11 Generacisén del hibridoms y purificacién del an-
ticuerpo

El ratén genéticamente diseflado 66 {Medarex Inc. Annadale, NJ)
se inmuniza con una proteina recombinante .CD154- humana soluble
como se describe anteriormente (50 microgramos) subcuténeamente

en varios gitios en adyuvante. El ratén se refuerza cinco ve-

ces adicionales, teniendo la dltima inyeccitn tres dias antes

de la fusidén. En el dia de la fusién, el ratdn 66 sBe sacrifica
medianée inhalacién de CO;, y se fusionan las cé&lulas de bazo
(4.1 ® 107) mediante un método de rutina utilizando PEG 4000,
con un nimero igual de célulap PAI-O, una linea celular de mie-
loma de ratén. Las células fusionadas se recubren en 624 pozos
{1 mililitro/pozo) conteniendo una capa de alimentaci6n de cé-

lulas peritoneales de ratén (ratén Balb C), en RPMI 1640 com-

¢/
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pletado con HAT, suero fetal de becerro inactivado por calor al
10 por ciento, $§ x.10° M, B-mercaptoetanol.

Los seobrenadantes se recolectan y se prueban en ELISA, y
ge rastrean para determinar los anticuerpos monoclonales que
reaccionan con CD154. Se identifican 5 anticuerpos monoclona-
les de la subclase IgG/x. La clonacién se hace utilizando 4
placas de microtitulacién de 96 pozos, recubriendo 0.5 células
por pozo. Después de dos semanas, los pozos Se inspeccionan
con un microscopio invertido. El scobrenadante se recolecta de
los pozos poeitivos para el crecimiento y la produccién de an-
ticuerpos monoclonales anti-CD154, y se evaliia mediante ELISA.
Los hibridomas positivos se subclonan, y el anticuerpo produci-
do se aisla mediante afinidad a partir de 1-2 litros de sobre-
nadante. El hibridoma # 207.2 se selecciona, produciendo el
Anticuerpo ABI793, y el Anticuerpo producido se purifica me-
diante cromatografia por afinidad sobre una columna de proteina
A.

El anticuerpo ABI793 se caracteriza mediante las secuen-

cias de ADN y de amino&cidos dadas en la Figura 1 y en la Figu-

ra 2.

Ejamplo 2: Determinacisn de constante de equilibrio de di-

soclacién
La constante de indice de asociacién y disociacifén para el

enlace de (D154 humano recombinante con ABI793, se determina
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mediante andlisis BIAc re. El ABI793 se inmoviliza, y se mide
el enlace del CD154 recombinante soluble (CD154-k) en un rango
de concentracién de 10 a 160 nM, mediante resonancia de plasmén
superficial. El formato seleccionado representa una interac-
ci6n monovalente. El an&lisis de los datos se realiza utili-

zando el software de evaluacién BIA.

Constante de findice de|[M® x8'] (n=3)|{(2.34 + 0.13) x 10*

asociacién
Constante de Indice de di-|[s™!] (n=3) (5.38 + 0.43) x 10*
gociacién

Conatante de equilibrio de|[nM] (n=3) 23.1 + 2.8

disociacién Kp

Ejamplo 3: Anilisis de Epitopos

Se realizan experimentos de bloqueo cruzado en la presen-
cia de los MAbs 5c¢8 y 24-31 anti-CD154 de ratbn: Las cé&lulas T
que expresan CD154 superficial se tifien con uno de los tres,
para este propSsito, Mabs anti-CD154 marcados con FTC. La pre-
incubacién con células Jurkat D1.1 (que expresan constitutilva-
mente CD154 ;) con 24-31 no marcado antes del tefildo con FTC-
5c8, elimina la pefial fluorescente, es decir, bloguea el enlace
de FTC-5¢8 de la misma manera que lo hace la preincubacién con
el 5¢8 no marcado (Figura 4A contra 4B)., Esto indica que los

Sc8 y 24-31 reconocen un epitopo mutuo o yuxtapuesto sobre el
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antigeno CD154. En contraste, la preincubacién con ABI793 no
marcado no afecta el enlace del 5c8 marcado con FTC (Piqura
4D} .

Esto demuestra que el ABI793 reconoce un epitopo sobre el
antigeno CD154 que ee diferente de los epitopos reconocidos por
los Mabs 5cB y 24-31 anti-CD154 humano de ratén. Estos resulta-
dos se confirman utillzando células T positivas para CD154 ais-
ladas, activadas con PMA/ionomicina, ya sea de origen humano
(Figura 5) o bien de mono cinomolgo (Figura 6). En estos ensa-
yos de enlace, utilizando el mismo procedimiento que se da a
conocer para las células Jurkat, el ABI793 reconoce un epitopo
tanto sobre el antigeno CD154 humano como de mono cinomolgo,
que es diferente de los epitopos respectivos reconocidos por
los Mabs 5¢B y 24-31 anti-CD154 humano de ratén.

El CD154 se expresa en cé&lulas T como un homotrimero
no covalente; de la misma manera, el (D154 soluble biol&gica-
mente activo, forma espontineamente un homotrimero no covalente
en solucién. Para analizar sl el epitopo reconocido por ABI793
depende de la eastructura trimérica intacta del CD154, se reali-
zan anilisis de mancha de ranura (Figura 7) y Western blot (Fi-
gura 8). La Figura 7 muestra que el CD154 trimérico (es decir,
CD154 recombinante soluble, biclégicamente activo) manchado so-
bre una membrana de nitrocelulosa, es reconocido por ABI793,
asi como por 5c8 y 24-31. Esto contrasta con los resultados de

los andlisis Western blot. Bajo las condiciones de electrofo-
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resis en gel de poliacrilamida (PAGE), el CD154 migra como un
monémero. Después del manchado en una membrana de nitrocelulo-
sa, solamente el ABI793 puede revelar la protefna de fusién
CD154 de aproximadamente 40 kD (Figura 8 “ABI793", pista 1, fe-
cha “A*), asf como el dominio extracelular bacterianamente ex-
presado de 15 kD del CD154 (Figura B, “ABI793", pista 2, flecha
"B”; la proteina de aproximadamente 30 kD que se realza en esta
pista podrfa ser potencialmente un dimero de CD154). En con-
traste, 5c8 y 24-31 son incapaces de revelar la proteina recom-
binante CD154, aunque estos anticuerpos se enlazan con la CD154
recombinante manchada directamente sobre una membrana de nitro-
celulosa (Figura 7), es decir, con la forma trimérica. Esto
indica que el ABI793 reconoce tanto el monSmero como el trimero
de CDl154, mientras que 5c¢c8 y 24-31 se enlazan exclusivamente
con el trimero. Esto corrobora los descubrimientos de los es-
tudios FACS que demuestran que el ABI793 reconoce un epitopo
sobre el antigeno CD154 que es diferente de aquéllos reconoci-
dos por 5¢c8 y 14-31.

Deteccifn del CD154 humano recombinante trimérico:

1 microgramo de CD154 soluble recombinante {(es decir, la
porcién extracelular del CD154 humano fusionada con C.) se man-
cha en ranura sobre un filtro de nitrocelulosa. Después de
bloguear la membrana con BSA al 5 por ciento, se incuban tiras
individuales durante 1 hora con diferentes concentraciones de

los anticuerpos anti-CD154 humano (2.0; 1.0; 0.5; 0.25; 0.125

v X
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microgramos/mililitro). Lueg se revela el anticuerpo enlazado
mediante una incubacién de 45 minutos con IgG de cabra anti-
humana especifica de la cadena y acoplada con fosfatasa alcali-
na (para ABI793), o bien IgG de cabra anti-ratén (para 5c8 y
24-31), seguido por una reaccién estindar con BCIP/NBT. Para
controlar la reaccifn cruzada con la parte de C; de ratén del
CD154 recombinante, se incuban tiras con el segundo anticuerpo

respectivo solamente.

DetecciSn de CD154 humano recombinante monomérico:

Cinco series de muestra idénticas del CD154 humano recom-
binante, ya sea en la forma de una proteina de fusidn consis-
tente en la parte extracelular de CD1l54 fusionada con C; de ra-
tén, o bien la porcifn extracelular solamente, expresadas en E.
coli se pasan por electroforesis sobre un gel de gradiente PAGE
al 4-20 por ciento. Después de mancharse sobre nitrocelulosa,
la membrana se corta, y las tiras individuales se incuban en
secuencia durante 1 hora cada una, con los anticuerpos anti-
CD154 humano, como se indica. Luego se revela el anticuerpo
enlazado mediante una incubacién de 45 minutos con un segundo
anticuerpo especifico de cadena y acoplado con fosfatasa alca-
lina (IgG de cabra anti-ratém e IgG de cabra anti-humano, res-

pectivamente), seguido por una reacci6én est&ndar con BCIP/NBT.

¢e
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REIVINDICACIONES

{.una molécula de enlace de CD154, la cual comprende un si-

tio de enlace de antigeno que comprende cuandc menos un dominio

5 variable de cadena pesada de inmunoglobulina (Vz) que compren-

]

de, en psecuencia, las regiones hipervariables CDR1 CDR2, y
CDR3, teniendo la CDR1 la secuencia de amino&cidos Asn—Phe—iia—
Phe-Asn, teniendo la CDR2 la secuencia de aminoicidos Arg-lle-

Leu-Pro-Ser-Leu-Asp-lle-Ala-Ser, y teniendo la CDR3 la secuen-

10 cia de aminodcidos Glu-Val-Asp-Gly-Gly-Phe; y sus :g_ui‘_’éle_n_t.'-ﬂﬂ—cja
directos. )
2, Una molécula de enlace de CD154 que comprende ambos
\_—\
dominios variables de cadena pesada (Vy) y de cadena ligera
(i), en donde esta molécula de enlace de (D154 comprende cuan-

15 do menos un sitic de enlace de antigeno gque comprende:

a) un dominio variable de gggena pesada de inmunoglobu-

—

lina (Vy) que comprende, eft secuencia, las regiones hipervaria-
bles CDR1 CDR2, y CDR3, teniendo la CDR1 la secuencia de ami-
no&cidos Asn-Phe-Ala-Phe-Asn, teniendo la CDR2 la secuencia de
@i' 20 aminofcidos Arg-lle-Leu-Pro-Ser-Leu-Asp-lle-Ala-Ser, y teniendo
la CDR3 la secuencia de aminodcidos Glu-Val-Asp-Gly-Gly-Phe, y
b) un dominio variable de cadena ligera de inmunoglobu-
g e e,
lina (V), el cual comprende, en secuencila, las regiones hiper-

variables CDR1‘’, CDR2’, y CDR3’, teniendo las CDR1l’ la secuen-

25 cia de amino&cidos Arg-Ala-Ser-Gln-Gly-lle-Ser-Ser-Trp-Leu-Ala,
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teniendo la CDR2' la secuencia de amino&cidos Ala-Ala-Ser-Ser-
Leu-Gln-Ser, y teniendo la CDR3’ la secuencia de aminodcidos

Gln-Gln-Tyr-Asn-Ser-Tyr-Pro-Phe-Tyr;

-~
y sus W&os clo .
3. Una molécula de enlace de CD154 de acuerdo con la

reivindicacién 1 6 2, la cual es un anticuerpc humano.

4. Una molécula de enlace de CD154, la cual comprende
cuando menos un sitio de enlace que comprende:

a) una cadena pesat\i"a que comprende un dowinio variable

e r———— -

que tiene una secuencia de aminodcidos sustancialmente idéntica

T i

a la mostrada en las SEQ ID No:2, empezando con el aminodcidos
en la posicién 1, y terminando con el amino&cido en la posicién
118, y la parte constante de una cadena pesada humana; y

——

b) una cadena ligera que comprende un dominio variable

7S

da

que tiene una secuencia de amino&cidos sustancialmente idéntica olep

—_— TR e e we——

a la mostrada en la SEQ ID No:4, empezando con el aminodcido en
la posicifn 1, y terminando con el aminodcido en la posicidn
107, y la parte constante de una cadena ligera humana.

5. Una molécula de enlace de CD154 de acuerlc'l,o cc‘:n“*cyal-

quiera de lag reivindicaciones anteriores, para {;tilizarse ien
"

la inhibicién de una respuesta inmune mediada por las interac-
e e, ar————

cioneas de las cé€lulas positivas para CD154 con células positi-

vas para CD40, en el tratamiento y/o en la prevencién de enfer-
medades o desSrdenes en donde la modulacién de CD154 y/o inter-

ferencia con, o la inhibicién de 1las interacciones de
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CD154:CD40, sea terapSuticamente benéfica, en la prevencién de
los procesos inflamatorios asociados con macr6fagos, o en el
tratamiento de enfermedades en donde sea deseable la supresibn

de las respuestas de anticuerpos a los antigenos.

6. Una molécula de enlace de CD154 de acuerdo con cual-
-
quiera de las reivindicaciones anteriores, para uiﬁiizarse/gn

la fabricacién de un medicamento para la inhibicigh de una res-

«

puesta inmune mediada por las interacciones de las células po-df:

sitivas para CD154 con cé€lulas positivas para CD40, el trata-
miento y/o en la prevencién de enfermedades o desbrdenes en
donde la modulacién de CD154 y/o interferencia con, o la inhi-
bicién de las interacciones de CD154:CD40, sea terapé&uticamente
benéfica, en la prevencién de loe procesos inflamatorios aso-
ciadoa con macrb6fagos, o el tratamiento dg enfermedades en don-
de sea deseable la supresibén ae las respuestas de anticuerpos a
los antigenos.

7. Una construccién de ADN que codifica una cadena pesa-

da o un fragmento de laigifﬂi' la cual comprende: 593”
a) una primera parte que codifica un dominio variable que
comprende alternativamente regiones de estructura e hipervaria-
bles, slendo las regiones hipervariables, en secuencia, CDR1,
CDR2, y CDR3, cuyas secuencias de aminofcidos se muestran en
las SEQ ID Nos:5, 6, y 7, respectivamente; empezando la primera

parte con un codén que codifica el primer aminodcido del domi -

nio variable, y terminando con un codén que codifica el Gltimo
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amino&cido del dominio variable, y

b) una segunda parte que codifica una parte constante de
cadena pesada o fragmento de 15 misma, que empieza con un codfn
que codifica el primer aminodcido de la parte constante de la
cadena pesada, y termina con un codén que codifica el dltimo
aminodcido de la parte constante o fragmento de la misma, se-
guido por un codén de paro.

8. Una construccibn de ADN que codifica una cadena lige-

ra o un fragmento de la misma, la cual comprende: €§?-

a) ‘ una primera parte que codifica un dominio variable
que comprende alternativamente regicnes de estructura e hiper-
variaﬁles; siendo las regiones hipervariables CDR1‘’, CDR2’, vy
CDR3’, cuyas secuencias de aminoicidos se muestran en las SEQ
ID Nos:B, 9, y 10, respectivamente; empezando esta primera par-
te con un codén que codifica el primer aminodcido del dominio
variable, y terminando con un cod6n que codifica el Gltimo ami-
nodcido del dominio variable, y

b} una segunda parte que codifica un parte constante de
cadena ligera o fragmento de la mism&, que empieza con un codbn
que codifica el_primer aminodcido de la parte constante de la
cadena ligera, y termina con un codén que codifica el dltimo
aminodcido de la parte constante o fragmento de la misma, se-
guido por un codén de paro.

9. Un vector de expresién capaz de replicarse en una li-

nea celular procariética o eucaribtica, el cual comprende cuan-
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do menos una construccifn de ADN de acuerdo con la reivindica-
cidén 7 G 8. ,

10. Una composicibn farmac&utica para utilizarse en la
inhibicién de una respugsta inmune media'da por interacciones de
células positivas para CD154 con células positivas para CD40,
en el tratamiento y/o prevencién de enfermedades o desérdenes
en donde la modulacién de CD154 y/o la interferencia con, o la
inhibicifén de las interacciones de CD154:CD40, sea terapéutica-
mente benéfica, en la prevenciftn de los procesocs inflamatorics
asociados con macréfagos, o en el tratamiento de enfermedades
en donde sea deseable la supresitn de las respuestas de los an-

ticuerpos a los antigenos, la cual comprende una molécula de

J—

enlace de CD154 de acuerdo con cualquiera de las reivindicacio-

nes 1 a 4, en asociacién con un diluyente o vehiculo farmacéu-

ticamente aceptable para la misma.

11. Una combinacién farmacéutica que comprende:

a) un primer agente que es una molécula de enlace de ,

CD154, y

b) cuando menos un co-agente. W‘Q

5/
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Se proporciona una molécula de enlace de (D154, en
particular un anticuerpo para CD154 humano, especlalmente un
anticuerpo humano para CD154 humano, en donde las CDRa de 1la
amino&cidos como se definen, para utilizarse en el tratamlento
y/o en la prevencifn de enfermedades o desb6rdenes en donde sea
terapéuticamente benéfica la modulacién de, y/o la interferencia

con, CD154, o la inhibicién de lae interacciones de CD154:CD40.

.52




FIGURA 1

SEQ. ID No. 1
1 50
CAGGTCCAGC TGGTGCAGTC TGGGGCTGAG GTGCAGAAGC CTGGGTCCTC

51 100
GGTGAAGGTC TCCTGCAAGG CTTCTGGAGG CACCTTCAGC AACTTTGCTT

101 150
TCAACTGGGT GCGACAGGTC CCTGGACAAG GGCTTGAGTG GATGGGAAGG

151 200
ATCCTCCCTA GTCTTGATAT AGCAAGCTAC GCACAGAAGT TCCAGGACAG

201 . 250
AGTCACGATT ACCGCGGACA AATCCACGAG CACAGCCTAC ATGGAGTTGA

251 300
GCAGCCTGAG ATCTGAGGAC ACGGCCATGT ATTACTGTGC GAGAGAGGTG

ol 350
GATGGAGGGG GTTTTGACTA CTGGGGCCAG GGAACCCTGG TCACCGTCTC

151 3s4

CTC A

SEQ. ID. No.2

1 10 20 30 40 50

QVQLVQSGAEVQRPGESSVKVECKASGGTYS NEAFN WVRQVPGQOLEWMG RILPALRIAS
CDR1 CDR2

60 70 80 90 100 110 118

YAQKFQDRVTITADKSTETAYMELSSL.RSEDTANTYCAR EVDGGGY DYWGQGTLVIVSS
CDR3



FIGURA 2

SEQ. ID. No. 3
1 50
GACATCCAGA TGACCCAGTC TCCATCCTCA CTGTCTGCAT CTGTAGGAGA

51 100
CAGAGTCACC ATCACTTGTC GGGCGAGTCA GGGTATTAGC AGCTGGTTAG

101 150
CCTGGTATCA GCAGAAACCA GAGAAAGCCC CTAAGTCCCT GATCTATGCT

151 200
GCATCCAGTT TGCAAAGTGG GGTCCCATCA AGGTTCAGCG GCAGTGGATC

201 350
TGGGACAGAT TTCACTCTCA CCATCAGCAG CCTGCAGCCT GAAGATTTTG

as51 ] 300
CAACTTATTA CTGCCAACAG TATAATAGTT ACCCGTTCAC TTTCGGCGGA

in 21
GGGACCAAGG TGGAGATCAA A

SEQ. ID No.4
1 10 20 ' 30 40 50
DIONTQSPESLSASVGDAVIITC RASQATASWLA WIQOKPERAPKSLIY AAGALQH
CDR1’ CDR2*
60 70 80 80 100 107

GVPSRFSGSGSGTDFTLTINSLOQPEDFATYYC QQYNSYPFT FGGGTKVEIK
CDR3’



SEQ.ID.No.5
CDR1: NFAFN

SEQ. ID. No. 6
CDR2: RILPSLDIAS

SEQ. 0. No. 7
CDR3: EVDGGGF

SEQ. ID. No. 8
CDR1":  RASQGISSWLA

SEQ. ID. No. 9
CDR2" AASSLQS

SEQ. ID. No. 10
CDR3:  QQYNSYPFT

FIGURA 3
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SUPERINTENDENCIA

INFORME DE PROTOCOLO

Expediente__ 01-20763 .
Fecha: __3 de mavo del 2001 .

Se certifica que:

Desde fecha 16 de Abril de 1997 '

del folio _90.643 __  al folio _9D.650 _ del libro
de Protocolo N°_311 ., obra el poder N°__17398
conferido por _NOVARTIS AG (NOVARTIS SA) (NOVARTIS INC)
domiciliado(a) en _Basilea, Suiza
al doctor_Jimena Escobar Uribe y/o Ignacio Escobar

Oribe

Facultad para desistir y sustituir _gi .

Revisado___202022

Carrera 13 No. 27-00 Pisos 5, 7y 10
Conmutador: 382 0840
Fax: 382 2695
E-mali: Info@slc.gov.co
Bogotd, D.C., Colombia



&5
&3

Industria y Comercio
2020 SUPERINTENDENCIA
Bogots, D.C.
Doctora
JIMENA ESCOBAR URIBE
Apoderada

REFERENCIA: Radicacién No. 01-20763

Trémite 002
Evento 001
Actuacidn 430
Oficlo No. 1380
Folios 001

Como resultado del axamen de forma, realizado con fundamanto an el articulo 38 de la Declsion
488 de la Comisién de la Comunidad Andina, se le comunica que:

- Debe allegar copia dal documento en que conata la cesion del derecho a la patents otorgado por al inventor
al solicitante o a su causants (art. 268-k,Dec 486/2000).

En cumplimiento del articulo 32 de la Decisién 488 de la Comisidn de la Comunidad Andina, ge
le requiera pam que dentro del tdrmino de dos (2) meses sigulentss a la facha de notificacion del
presente oficio, complete los requisitoe anteriorments enunciados. En caso de no dar

cumplimiento al prasente requarimiento, la solicliud se considerard abandonada y perderd su
prelacion,

Notiflquese el presente oficlo conforme a lo diepuesto en el articulo 8 de la Resolucldn
Reglamentaria No. 210 del 15 de enero del 2001.

EDES DE VERGEL
uevas Creaclones

ALIX CARMENZA C
Jofe de la Division d ' 9 0 HAYO 2081 i
El anterior requerimiento fue notificado por fijacién en lista de fecha .

Se recusrta ol interssads que debs presentar, deniro da los disciedis messs sigulantss contados 8 partic da in facha da presentacién
da In soliciud cuys priorided se invoce, cople de ia miava cartiicada por 18 suiorided que is opidid y, on los casos an que haye luger,
la trackiccién simple dal capltulo relvindicatordo. El incumplimiento de dete plaom, ecameand la pérdida de ia priorded invocada.

202027/202022

Carrera 13 No. 27-00 Pisos 5, 7y 10
Conmutador: 382 0840
Fax; 382 2695
E-mall: info@sic.gov.co
Bogotd, D.C., Colombia
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