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ENTRADA EN FASE NACIONAL
1 SOLICITUD DE:
& Patente de Invencion. I:I Patente de Modelo de Utilidad.
|X| Capitulo I. |:| Capitulo II.
Nombre: BRISTOL-MYERS SQUIBB IDENTIFICACION
COMPANY
2 cc. U NIT []
Direccion: 300 Park Avenue New York, NY
SOLICITANTE 10022, US. CE. |:| . Otro |:|
Nacionalidad o Domicilio: Estados Unidos de ‘
América. Cual
Lugar de Constitucién: Estados Unidos de|Numero
América.
Teléfono: Fax:
E-mail
3 IDENTIFICACION
Nombre; JUAN PABLO CADENA SARMIENTO = : O
C.C. CNIT
g‘i’;gggg;ggﬁ Direccion: Calle 70 #4 — 41, Bogota, Colombia.
CE. [J Otro [ ]
Teléfono: 744-2200 Fax: 742-2200
E-mail: Cual
Numero 80.410.337 TP 57492

En caso de haber presentado poder general para asuntos que se adelanten ante la Delegatura

de Propiedad Industrial, sirvase indicar el numero de radicacién (del poder). . ke

4 Nombre: Jonathan A.TERRETT, Josephine M. CARDARELLI, Chetana RAO-NAIK,
Bingliang CHEN, David J. KING.

INVE:‘.,-;?R (ES) Direccion: 521 Cottonwood Drive Milpitas, CA 95035, US; 521 Cottonwood Drive’
Milpitas, CA 95035, US; 521 Cottonwood Drive Milpitas, CA 95035, US; 521
Cottonwood Drive Milpitas, CA 95035, US; 8875 Costa Verde Bivd. # 412 San
Diego, CA 92122, US (respectivamente). ,
Nacionalidad o Domicilio: Estados Unidos de América.

5 PCT (86) )
Solicitud Internacional No. PCT/US08/084923 Fecha 26.11.2008
Publicacion Internacional No WO 2009/07353 A3 Fecha 11.06.2009

6 Titulo (54): _ CONJUGADO AI\H’!CUERPO MONOCLONAL ANTI-B7H4-FARMACO Y METODOS DE
UTILIZACION

7 Clasificacién Internacional (51):.

8 Prioridad (33) Pais de Origen (32) Fecha (31) Numero de Solicitud

us 30.11.2007 60/991,693
sl NO []

9 Comprobante de pago No. _10-47.542; 10-20.230; 10-40.875; 10-40.865: 10-40.865 Fecha _30-06-2010
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ANEXOS

Comprobante de pago de la tasa de presentacion de la solicitud. $ 554.000

Documento que acredita la existencia y representacion legal de la persona juridica
peticionaria, en cuanto no estén inscritas en alguna Camara de Comercio Colombiana.
Poderes, si fuere el caso. Fotocopia autenticada.

Documento de cesion del inventor al solicitante o a su causante. Fotocopia autenticada.
Traduccién de la solicitud internacional al castellano. (Resumen, descripcion,
reivindicaciones, dibujos)

Copia del examen preliminar internacional efectuado por la Autoridad Internacional de
Examen preliminar (IPEA)

Traduccién de examen preliminar internacional efectuado por la IPEA.

De ser el caso, copia del contrato de acceso.
De ser el caso, documento que acredite la licencia o autorizacién de uso de conocimientos
tradicionales de las comunidades indigenas.

De ser el caso, certificado de depdsito del material biolégico.

Arte final 12x12.

De ser el caso, informacion sobre otras solicitudes de patente o titulos obtenidos en el

extranjero por el mismo titular o su causante, relacionadas parcial o totalmente con la
invencion de esta solicitud.

De ser el caso, modificaciones efectuadas a la solicitud internacional.

Otros: Comprobante(s) de pago de la tasa por concepto de Reivindicaciones adicionales.
$ 754.000 (29*$26.000)
- Listado de Secuencias

11 FIGURA CARACTERISTICA:

12

Solicito la concesion de la patente,

NOMBRE: JUAN PABLO CADENA SARMIENTO

4 ////A,

.C. 80.410.337 de Usaquén TP 57492 del C.S.J.

Instrucciones para la presentacién de los anexos, ver reverso de esta pagina.
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PATENT COOPERATION TREATY PCT/US2008/084923

ADVANCE E-MAIL

PCT

NOTIFICATION OF THE RECORDING
OF A CHANGE

(PCT Rule 92bis.1 and
Administrative Instructions, Section 422)

From the INTERNATIONAL BUREAU

To:

MURPRY, Anina, D.
Medarex, Inc.

521 Cottonwood Drive
Milpitas, CA 95035
ETATS-UNIS D'AMERIQUE

Date of mailing (day/month/year)
16 April 2010 (16.04.2010)

Applicant's or agent's file reference

MEDX-0199PC1

IMPORTANT NOTIFICATION

International application No.

PCT/US2008/084923

International filing date (day/month/year)
26 November 2008 (26.11.2008)

1. The following indications appeared on record concerning;

Princeton, NJ 08540-1437
United States of America

B the applicant [ the inventor [ the agent [J the common representative
Name and Address State of Nationality State of Residence
MEDAREX, INC. us us

707 State Road Telephone No.

609-430-2880
Facsimile No.
609-430-2850
E-mail address

2. The International Bureau hereby notifies the applicant that the following change has been recorded concerning:

[J the person [ the name Bg the address [ the nationality ] the residence

Name and Address

MEDAREX, INC.

Route 206 & Province Line Rd.
Princeton, NJ 08540

United States of America

DOCKET@MEDAREX.COM
State of Nationality State of Residence
us us
Telephone No.

609-430-2880
Facsimile No.
609-430-2850
E-mail address

DOCKET@MEDAREX.COM
[T} Notifications by e-mail authorized

3. Further observations, if necessary:

4. A copy of this notification has been sent to:

DQ the receiving Office
[] the Intemational Searching Authority
[[] the Authority(ies) specified for supplementary search

the International Preliminary Examining Authority
the designated Offices concerned '
the elected Offices concerned

other:

OoOox0

The International Bureau of WIPO
34, chemin des Colombettes
1211 Geneva 20, Switzerland

Facsimile No. +41 22 338 82 70

Authorized officer

Durand Evelyne
e-mail PT03. PCT@WIPO.INT

Telephone No. +41 22 338 74 03

Form PCT/IB/306 (January 2009)
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PATENT COOPERATION TREATY PCT/US2008/084923

ADVANCE E-MAIL

PCT

NOTIFICATION OF THE RECORDING
OF A CHANGE

(PCT Rule 92bis.1 and
Administrative Instructions, Section 422)

From the INTERNATIONAL BUREAU

To:

MURPHY, Anina, D.
Medarex, Inc.

521 Cottonwood Drive
Milpitas, CA 95035
ETATS-UNIS D'AMERIQUE

Date of mailing (day/month/year)

11 May 2010 (11.05.2010)

Applicant's or agent's file reference

MEDX-0199PC1

IMPORTANT NOTIFICATION

International application No.

PCT/US2008/084923

International filing date (day/month/year)
26 November 2008 (26.11.2008)

1. The following indications appeared on record concerning:

Princeton, NJ 08540-1437
United States of America

B the applicant [ the inventor ] the agent [ the common representative
Name and Address State of Nationality State of Residence
MEDAREX, INC. us us

707 State Road Telephone No.

609-430-2880

Facsimile No.
609-430-2850

E-mail address
docket@medarex.com

2. The International Bureau hereby notifies the applicant that the following change has been recorded concerning:

Princeton, NJ 08543-4000
United States of America

B4 the person [ the name [ the address [C] the nationality ] the residence

Name and Address State of Nationality State of Residence
BRISTOL-MYERS SQUIBB COMPANY us us
Route 206 & Province Line Rd. Telephone No.

Facsimile No.

E-mail address
[] Notifications by e-mail authorized

3. Further observations, if necessary:

4. A copy of this notification has been sent to:
D¢ the receiving Office
[J the Intemnational Searching Authority
[[] the Authority(ies) specified for supplementary search

the International Preliminary Examining Authority
the designated Offices concerned

the elected Offices concerned

other:

OoOx0

The International Bureau of WIPO
34, chemin des Colombettes
1211 Geneva 20, Switzerland

Facsimile No. +41 22 338 87 20

Authorized officer

Roslik-Milliquet Ana
e-mail pt03.pct@wipo.int
Telephone No. +41 22 338 74 03

Form PCT/IB/306 (January 2009)

1/EGGR6VQGO



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

(19) World Intellectual Property Organization /1S 1} 0 00 R

(43) International Publication Date

11 June 2009 (11.06.2009) T

(10) International Publication Number

WO 2009/073533 A3

(51) International Patent Classification:
A61K 47/48 (2006.01) AG61P 35/00 (2006.01)

(21) International Application Number:
PCT/US2008/084923

(22) International Filing Date:
26 November 2008 (26.11.2008)

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

60/991,693 30 November 2007 (30.11.2007) us

(71) Applicant (for all designated States except US):
MEDAREX, INC. [US/US]; 707 State Road, Princeton,
NJT 08540-1437 (US).

(72) Imventors; and

(75) Inventors/Applicants (for US only): TERRETT,
Jonathan, A. [GB/US]J; 521 Cottonwood Drive, Milpitas,
CA 95035 (US). CARDARELLI, Josephine, M.
[US/US]; 521 Cottonwood Drive, Milpitas, CA 95035
(US). RAO-NAIK, Chetana [US/US]; 521 Cottonwood
Drive, Milpitas, CA 95035 (US). CHEN, Bingliang [US/
US]J; 521 Cottonwood Drive, Milpitas, CA 95035 (US).
KING, David, J. [GB/US]; 8875 Costa Verde Blvd. #
412, San Diego, CA 92122 (US).

(74) Agents: MURPHY, Anina, D. et al.; Medarex, Inc., 521
Cottonwood Drive, Milpitas, CA 95035 (US).

(81) Designated States
kind of nationalgfFotection available). AE, AG, AL, AM,
AOQ, AT, AUf/AZ, BA, BB,/BG, BH, BR, BW, BY, BZ,

Zss otherwise indicated, for every

, GD, GE, GH, GM, GT, HN,
D, IL, IN, IS, JP, KE, KG, KM, KN, KP, KR,
y LA, LC, LK, AR, LS, LT, LU, LY, MA, MD, ME,
G, MK, , MX, MY,
Z,0 , PH, PL, PT, RO, RS, RU, SC, SD, SE, SG,
SK; SL, SM, ST, SV, SY, T]J, TM, TN, TR, TT, TZ, UA,
UG, US,UZ, VC, VN, ZA, ZM, ZW.

(84) Designated States (unless otherwise indicated, for every
kind of regional protection available): ARIPO (BW, GH,
GM, KE, LS, MW, MZ, NA, 8D, SL, SZ, TZ, UG, ZM,
ZW), Eurasian (AM, AZ, BY, KG, KZ, MD, RU, TJ,
TM), European (AT, BE, BG, CH, CY, CZ, DE, DK, EE,
ES, FI, FR, GB, GR, HR, HU, IE, IS, IT, LT, LU, LV,
MC, MT, NL, NO, PL, PT, RO, SE, SI, SK, TR), OAPI
(BF, BJ, CF, CG, CI, CM, GA, GN, GQ, GW, ML, MR,
NE, SN, TD, TG).

Published:
—  with international search report (Art. 21(3))

—  before the expiration of the time limit for amending the
claims and to be republished in the event of receipt of
amendments (Rule 48.2(h))

—  with sequence listing part of description (Rule 5.2(a))

[Continued on next page]

Median

Tumor Volume (mmd)

6 16 26 36 46 56 66

(54) Title: ANTI-B7TH4 MONOCLONAL ANTIBODY-DRUG CONJUGATE AND METHODS OF USE

-~ Vehicle

~o- anti B7TH4(2A7)-2338
0.1unvkg

—¥%=150-2338 0.1 um'kg

76 86 96

Days post implantation

Figure 21

20097073533 A3 |1 ) A0 00 OO 00 000 0

=)

W

(87) Abstract: The present disclosure provides isolated monoclonal antibodies, particularly human monoclonal antibodies that
specifically bind to B7H4 with high affinity. Nucleic acid molecules encoding the antibodies of this disclosure, expression vec-
tors, host cells and methods for expressing the antibodies of this disclosure are also provided, hnmunoconjugates, including anti-
body-drug conjugates, bispecific molecules and pharmaceutical compositions comprising the antibodies of this disclosure are also
provided. This disclosure also provides methods for treating cancer.



(19) Organizacion Mundial de Propiedad

(43) Fecha de Publicacién Internacional

(12) SOLICITUD INTERNACIONAL PUBLICADA BAJO EL TRATADO DE COOPERACION DE PATENTES (PCT)

Intelectual

Oficina Internacional

11 de Junio de 2009 (11.06.2009)

\
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(10) Nimero de Publicacién Internacional

WO 2009/073533 A3

(51)
(21)
(22)

(29)

." (26)

(30

(71)

(72)
(79)

Clasificacion Internacional de Patentes:
A61K 47/48 (2006.01) A61P 35/00 (2006.01)

Numero de Solicitud Internacional:
PCT/US2008/084923

Fecha de Presentacion Internacional:
26 de Noviembre de 2008 (26.11.2008)

Lenguaje de entrega: Inglés
Lenguaje de Publicacién: inglés

Datos de la Prioridad:
60/991,693 30 de noviembre de 2007 (30.11.2007) US

Solicitante (para todos los Estados designados
menos los Estados Unidos): MEDAREX, INNC.
[EU/EUL; 707 State- Road, Princeton, NJ 08540-
1437 (EV).

Inventores; e

Inventores/Solicitantes (solo para los Estados Unidos).
TERRETT, Jonathan, A. [EU/EU]; 521 Cottonwood
Drive Milpitas, CA 95035 (EU). CARDARELLI,
Josephine, M. [EU/EU]; 521 Cottonwood Drive
Milpitas, CA 95035 (EU). RAO-NAIK, Chetana
[EU/EUV]; 521 Cottonwood Drive Milpitas, CA 85035
(EU). CHEN, Bingliang [EWEU}; 521 Cottonwood
Drive Milpitas, CA 95035 (EU). KING, David, J.
[EU/EU]; 8875 Costa Verde Bivd. # 412 San Diego,
CA 92122 (EV).

(74)

(81)

(84)

Agente: MURPHY, Anina, D.; Medarex, Inc. 521
Cottonwood Drive Milpitas, CA 95035 (EU).

Estados Designados (a menos que se indique lo
contrano, para todo tipo de proteccién nacional
disponible): AE, AG, AL, AM, AT, AU, AZ, BA, BB, BG,
BR, BW, BY, BZ, CA, CH, CN, CO, CR, CU, CZ, DE,
DK, DM, Dz, EC, EE, EG, ES, Fi, GB, GD, GE, GH,
GM, GT, HN, HR, HU, ID, IL, IN, 1S, JP, KE, KG, KM,
KN, KP, KR, KZ, LA, LC, LK, LR, LS, LT, LU, LV, LY,
MA, MD, MG, MK, MN, MW, MX, MY, MZ, NA, NG, NI,
NO, NZ, OM, PG, PH, PL, PT, RO, RS, RU, SC, SD,
SE, SG, SK, SL, SM, SV, SY, TJ, TM, TN, TR, TT, TZ,
UA, UG, US, UZ, VC, VN, ZA, ZM, ZW. -

Estados Designados (a menos que se indique lo
contrario, para todo tipo de proteccién regional
disponible): ARIPO (BW, GH, GM, KE, LS, MW, MZ,
NA, SD, SL, SZ, TZ, UG, ZM, ZW), Euroasiatica (AM,
AZ, BY, KG, KZ, MD, RU, TJ, TM), Europea (AT, BE,
BG, CH, CY, CZ, DE, DK, EE, ES, FI, FR, GB, GR, IE,
IS, IT, LT, LU, MC, NL, PL, PT, RO, SE, SI, SK, TR),
OAPI (BF, BJ, CF, CG, CI, CM, GA, GN, GQ, GW, ML,
MR, NE, SN, TD, TG).

Publicado:

con el informe internacional de bisqueda (Art. 21(3)).

Antes de la fecha limite para modificar las reivindicaciones y
volver a publicar en el evento de recibir dichas
modificaciones (Regla 48.2(h)).

con el listado de secuencias como parte de la descripcién (Regla
5.2(a)).

¢

(54) Titulo: CONJUGADO ANTICUERPO MONOCLONAL ANTI-B7H4-FARMACO Y METODOS DE UTILIZACION

Mediana
2000 - y
E 1500 -
5
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S

Dfas postimplantacién

Figura 21

Vehiculo

—&~ anti BTH4(2A7)-2338
0.1um/kg

== [50-2338 0.1 um/kg

0
6 16 26 36 46 56 66 76 86 96

(57) Resumen: La presente descripcion proporciona anticuerpos monoclonales aislados, particularmente anticuerpos
monoclonales humanos que se fijan especificamente a B7-H4 con afinidad alta. Se proporcionan también moléculas de
acido nucleico que codifican los anticuerpos de esta descripcion, vectores de expresion, células hospedadoras y métodos
para expresion de los anticuerpos de esta descripcion. Se proporcionan también inmunoconjugados, con inclusién de
conjugados anticuerpo-farmaco, moléculas biespecificas y composiciones farmacéuticas que comprenden los anticuerpos
de esta descripcion. Esta descripcion proporciona también métodos para tratamiento del cancer.

4.3
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CONJUGADO ANTICUERPO MONOCLONAL ANTI-B7H4-FARMACO Y

METODOS DE UTILIZACION

REMISION A SOLICITUDES AFINES

Esta solicitud reivindica el beneficio con arreglo a 35
U.S5.C. S119(e) de la Solicitud Provisional de los Estados
Unidos No. 60/991693, presentada el 30 de noviembre de
2007; cuya descripcién se incorpora en esta memoria por

referencia.

Campo de la Invencién

La presente invencidén proporciona anticuerpos anti-B7-H4,
fragmentos de anticuerpo, y miméticos de anticuerpo
conjugados a moléculas asociadas, tales como farmacos,

radioisétopos, y toxinas.

Antecedentes de la Invencidén

Los céncéres de mama y ovario son las segunda y cuarta
causas principales, respectivamente, de fallecimientos por
cancer en las mujeres de los Estados Unidos (American
Cancer Society (2005), Cancer Facts and Figures). La
American Cancer Society ha estimado que, en los Estados
Unidos, aproximadamente 40.000 mujeres moriradn de cancer de
mama y aproximadamente 16.000 de céncer de ovario en 2005.
Los tumores epiteliales superficiales dan cuenta de mds del
80% de todas las enfermedades malignas de ovario, que
incluyen tumores serosos, tumores mucinosos, tumores

endometrioides y carcinomas de células claras (Seidman et
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al. "Blaustein's Pathology of the Female Genital Tract"
791~4 (Kurman, compilador, 5.2 edicién, Nueva York,
Springer-Verlag, 2002). Los canceres de ovario se presentan
frecuentemente en wuna etapa avanzada en la que la
enfermedad metastadsica se ha extendido a sitios regionales
y distantes (Pettersson, (1994) Int. Fed. of Gyn. and
Obstetrics, vol. 22; y Heintz et al (2001) J. Epidermiol.
Biostat. 6:107-38). Por lo tanto, si bien la probabilidad
de desarrollar céncer de mama a lo largo de la vida es
significativamente mayor que en el caso del cancer de
ovario, la tasa de supervivencia de 5 afios para las
pacientes con cancer de mama es sustancialmente mejor que

para las que sufren céncer de ovario.

Las moléculas semejantes a B7 pertenecen a la superfamilia
de 1las inmunoglobulinas (Ig). La porcidén extracelular de
las moléculas semejantes a B7 contienen dominios IgV e IgC
simples y comparten ~ 20%-40% de identidad de amino&cidos.
Las moléculas semejantes a B7 juegan papeles criticos en el
control y el ajuste fino de respuestas inmunitarias
especificas de antigeno. B7-H4, conocida también como OSE,
B7x y B7S1l, es un miembro de la familia B7 y se cree que
juega un papel en la regulacién tanto estimulante como
inhibidora de las respuestas de las células T (Carreno et
al, (2002) Ann. Rev. Immunol. 20:29-53 y Khoury et al,
(2004) Immunity 20:529-538). ©La B7-H4 humana ha sido
mapeada en el cromosoma 1 y estd constituida por 6 exones y
5 intrones que abarcan 66 kb, de los cuales el exédn 6 se

utiliza para remodelacién alternativa a fin de generar dos

)5
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transcritos diferernites (Choi et al. (2003) J. Immunol.

171:4650-4654) .

B7-H4 ejerce su funcién fisiolégica por fijacidén a un
receptor en las células T, que induce a su vez la detencién
del ciclo celular e inhibe la secrecién de citoguinas, el
desarrollo de citotoxicidad y la produccién de citoquinas
de las células T CD4" y CD8" (Prasad et al. (2003) Immunity
18:863-873; Sica et al. (2003) Immunity 18:849-861; Wang et
al (2004) Microbes Infect. 6:759-766; y Zang et al. (2003)
Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 100:10388-10392). Se ha
sugerido que B7-H4 puede ser un atenuador de las respuestas
inflamatorias y puede desempefiar un papel en la regulacién
decreciente de las respuestas inmunitarias y antitumorales
especificas de antigeno (Zang et al (2003) Proc. Natl.
Acad. Sci. U.S.A. 100:10388-10392); Prasad et al (2003)
Immunity 18:863-873; Sica et al (2003) Immunity 18:849-861;
Choi et al (2003) J. Immunol. 171:4650-4654; y Carreno et
al (2003) Trends Immunol. 24:524-7).

La expresién de mRNA de B7-H4, pero no de la proteina, ha
sido detectada en una amplia gama de tejidos somaticos
normales, con inclusién de higado, musculo esquelético,
rifién, péancreas e intestino delgado (Sica et al (2003)
Immunity 18:849-61 y Choli et al. (2003) J. Immunol.
171:4650-4) . B7-H4 es inducible por estimulacién de células
T, células B, monocitos y células dendriticas; sin embargo,
el anadlisis por inmuno-histoquimica ha revelado poca

expresién en varios tejidos periféricos con la excepcién de
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tincidén positiva en algunos canceres de ovario y pulmén
(Id.). Adicionalmente, B7-H4 se sobreexpresa
consistentemente en cancer de mama primario y metastasico,
con independencia del grado o etapa del tumor, lo que
sugiere un papel critico para esta proteina en la bioclogia
del cancer de mama (Tringler et al. (2005) Clinical Cancer
Res. U:1842-48). Véanse también las Patentes de los Estados
Unidos Nums. 6962980; 6699664; 6468546; 6488931; 6670463 y
6528253, cada una de las cuales se incorpora por referencia

en esta memoria en su totalidad.

Una gran diversidad de modalidades terapéuticas estéan
disponibles para el tratamiento de céanceres avanzados de
mama y ovario, con inclusién de radioterapia, quimioterapia
convencional con agentes antitumorales citotéxicos, terapia
hormonal (inhibidores de aromatasas, andlogos de hormonas
liberadoras de la hormona luteinizante), bisfosfonatos e
inhibidores de la transduccién de sefiales (Smith (2002)
Lancet, 360:790-2). Lamentablemente, sin embargo, muchos
pacientes o bien responden escasamente o no responden en
absoluto a ninguna de estas modalidades terapéuticas. Por
lo tanto, existe una necesidad de identificar nuevos
indicadores moleculares para y agentes terapéuticos contra
los canceres de mama y ovario. De acuerdo con ello, B7-H4
representa una diana valiosa para el tratamiento de los
canceres, con inclusién de canceres de ovario y de mama y
una diversidad de otras enfermedades caracterizadas por la

expresién de B7-H4.
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Sumario de la Invencién

La presente descripcidén proporciona conjugados anticuerpo-
molécula asociada que comprenden anticuerpos monoclonales,
en particular anticuerpos monoclonales de secuencia humana,
que se fijan a B7-H4 (conocidos también como O8E, B7S1 y
B7x) y que exhiben numerosas propiedades deseables. Estas
propiedades incluyen fijacién con afinidad alta a B7-H4
humana, internalizacién por células que expresan B7-H4, la
capacidad para mediar la citotoxicidad celular dependiente
de anticuerpos, y/o la capacidad para inhibir el
crecimiento de las células que expresan B7-H4 in vivo
cuando se conjugan a una citotoxina. Se proporcionan
también métodos para el tratamiento de una diversidad de
enfermedades mediadas por B7-H4 utilizando los conjugados

anticuerpo-molécula asociada de esta descripcidn.

En un aspecto, esta descripcién hace referencia a
conjugados anticuerpo-molécula asociada que comprenden un
anticuerpo monoclonal o una porcidén de fijacidén de antigeno
del mismo, en donde el anticuerpo:

(a) se fija a B7-H4 humana con una afinidad de 1 x 1078
M o menos;

(b) es internalizado por las células que expresan B7-
H4;

(c) exhibe citotoxicidad celular dependiente de
anticuerpos (ADCC) contra las células que expresan B7-H4; vy

(d) inhibe el crecimiento de células que expresan B7-H4

in vivo cuando se conjuga a una citotoxina.
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Preferiblemente, el anticuerpo exhibe al menos dos de las
propiedades (a), (b), (c), y (d). Mas preferiblemente, el
anticuerpo exhibe al menos tres de las propiedades (a),
(b), (¢), y (d). Mas preferiblemente, el anticuerpo exhibe
las cuatro propiedades, (a), (b), (c) y (d). En otra
realizacién preferida, el anticuerpo se fija a B7-H4 con
una afinidad de 5 x 10 M o menos. En otra realizacién
preferida adicional, el anticuerpo inhibe el crecimiento de
celulas tumorales que expresan B7-H4 in vivo cuando el

anticuerpo estd conjugado a una citotoxina.

En ciertas realizaciones, el anticuerpo se fija a una linea
de células tumorales de carcinoma celular de mama, tal como

la linea de células SKBR3 (ATCC, No. de Acceso HTB-30).

Tipicamente, el anticuerpo es un anticuerpo humano, aunque
en realizaciones alternativas el anticuerpo puede ser un
anticuerpo murino, un anticuerpo quimérico o anticuerpo

humanizado.

En otra realizacidén, el anticuerpo es internalizado por 1las
células tumorales de carcinoma celular de mama SKBR3

después de fijacidén a B7-H4 expresada en dichas células.

En otra realizacidén, esta descripcidén proporciona un
conjugado anticuerpo-molécula asociada gque comprende un
anticuerpo monoclonal o porcién de fijacidédn de antigeno del

mismo, en donde el anticuerpo compite de manera cruzada
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para la fijacién a B7-H4 con un anticuerpo de referencia,

en donde el anticuerpo de referencia es:

(a) una regidén variable de 1la cadena pesada
comprende la secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO: 1 y
regién variable de la cadena ligera que comprende
secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO: 6;

(b) una regién variable de la cadena pesada
comprende la secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO: 2 y
regién variable de la cadena ligera que comprende
secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO: 7;

(c) una regidén variable de la cadena pesada
comprende la secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO: 3 y
regién variable de la cadena ligera que comprende
secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO: 8;

(d) una regién variable de la cadena pesada
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 4 y
regién variable de 1la cadena ligera que comprende
secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO: 9; o

(e) wuna regidén variable de la cadena pesada
comprende la secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO: 5 y
regidén variable de la cadena ligera que comprende

secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO: 10.

En un aspecto, esta descripcidén hace referencia a

conjugado anticuerpo-molécula asociada que comprende

que
una

la

que
una

la

que
una

1la

que.
una

la

que
una

la

un

un

anticuerpo monoclonal o -una porcién de fijacién de antigeno

del mismo, que comprende una regién variable de la cadena

pesada que es el producto de o se deriva de un gen humano

Vg 4-34 (cuyo producto proteinico se presenta en

esta
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memoria como SEQ ID NO: 51), en donde el anticuerpo fija
especificamente B7-H4. Esta descripcién proporciona también
un conjugado anticuerpo-molécula asociada gue comprende un
anticuerpo monoclonal o una porcién de fijacién de antigeno
del mismo, que comprende una regién variable de la cadena
pesada que es el producto de o se deriva de un gen humano
Vi 3-53 (cuyo producto proteinico se presenta en esta
memoria como SEQ ID NO: 52), en donde el anticuerpo fija
especificamente B7-H4. Esta descripcién proporciona también
un conjugado anticuerpo-molécula asociada que comprende un
anticuerpo monoclonal o una porcién de fijacién de antigeno
del mismo, que comprende una regién variable de la cadena
pesada que es el producto de o se deriva de una combinacién
de genes humanos Vy 3-9/D3-10/JH6b (cuyo producto
proteinico se presenta en esta memoria como SEQ ID NO: 53),

en donde el anticuerpo fija especificamente B7-H4.

Esta descripcién proporciona todavia adicionalmente un
conjugado anticuerpo-molécula asociada que comprende un
anticuerpo monoclonal o una porcién de fijacién de antigeno
del mismo, gque comprende una regién variable de la cadena
ligera que es el producto de o se deriva de un gen humano
Vk A27 (cuyo producto proteinico se presenta en esta
memoria como SEQ ID NO: 54), en donde el anticuerpo fijé
especificamente B7-H4. Esta descripcidén proporciona ademas
un conjugado anticuerpo-molécula asociada que comprende un
anticuerpo monoclonal o una porcién de fijacién de antigeno
del mismo, que comprende una regién variable de la cadena

ligera que es el producto de o se deriva de una combinacién



10

15

20

25

de genes humanos Vg L6/JKl (cuyo producto proteinico se
presenta en esta memoria como SEQ ID NO: 55), en donde el

anticuerpo fija especificamente B7-H4.

En otros aspectos, esta descripcién proporciona un
conjugado anticuerpo-molécula asociada que comprende un
anticuerpo monoclonal o una porcién de fijacién de antigeno
del mismo, que comprende:

(a) una regidn variable de la cadena pesada de un gen
humano Vy 4-34, 3-53 6 3-9; vy

(b) una regidén variable de la cadena ligera de un Vg
A27 o Vg L6 humano; en donde el anticuerpo se fija

especificamente a B7-H4.

En una realizacidén afin, el anticuerpo comprende una regiéd
variable de la cadena pesada de un gen humano Vy 4-34 y una
regién variable de la cadena ligera de un gen humano Vg
A27. En otra realizacién afin, el anticuerpo comprende una
regién variable de la cadena pesada de un gen humano Vy 3-
53 y una regidén variable de 1la cadena ligera de un gen
humano Vg A27. En otra realizacién afin adicional, el
anticuerpo comprende una regidén variable de 1la cadena
pesada de un gen humano Vy 3-9 y una regidédn variable de la
cadena ligera de un gen humano Vg L6. En otro aspecto
adicional, la presente descripcidn proporciona un
anticuerpo monoclonal aislado o porcién de fijacidn de
antigeno del mismo, que comprende: una regidén variable de

la cadena peéada que comprende secuencias CDR1, CDR2 vy
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CDR3; 'y wuna regién variable de la cadena ligera que
comprende secuencias CDR1, CDR2 y CDR3, en donde:

(a} la secuencia CDR3 de la regidén variable de la
cadena pesada comprende una sécuencia de aminoacidos
seleccionada del grupo constituido por las secuencias de
aminoé&cidos de SEQ ID NOs: 21, 22, 23, 24 y 25 vy
modificaciones conservadoras de las mismas;

(b) la secuencia CDR3 de la regidén variable de la
cadena ligera comprende una secuencia de aminodcidos
seleccionada del grupo constituido por las secuencias de
aminoacidos de SEQ ID NOs: 36, 37, 38, 39 y 40 vy
modificaciones conservadoras de las mismas; '

(¢} el anticuerpo se fija a B7-H4 humana con un KD de 1
x 1077 M o menos;

(d) se fija a células CHO humanas transfectadas con B7-

H4.

Preferiblemente, la secuencia CDR2 de la regidén variable de
la cadena pesada comprende una secuencia de aminodcidos
seleccionada del grupo constituido por las secuencias de
aminodcidos de SEQ ID NOs: 16, 17, 18, 19 y 20 vy
modificaciones conservadoras de las mismas; y la secuencia
CDR2 de la regidn variable de la cadena ligera comprende
una secuencia de aminodcidos seleccionada del grupo
constituido por las secuencias de aminodcidos de SEQ 1ID
NOs: 31, 32, 33, 34 y 35 y modificaciones conservadoras de

las mismas.
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Preferiblemente, la secuencia CDR1 de la regién variable de
la cadena pesada comprende una secuencia de aminoacidos
seleccionada del grupo constituido por las secuencias de
aminoacides de SEQ ID NOs: 11, 12, 13, 14 y 15 vy
modificaciones conservadoras de las mismas; y la secuencia
CDR1 de la regidén variable de la cadena ligera comprende
una secuencia de aminodcidos seleccionada del grupo
constituido por las secuencias de aminodcidos de SEQ 1ID
NOs: 26, 27, 28, 29 y 30 y modificaciones conservadoras de
las mismas. Una combinacién particular comprende:

(a) una regidn variable de la cadena pesada CDR1 que
comprende SEQ ID NO: 11;

(b) una regidén variable de la cadena pesada CDR2 que
comprende SEQ ID NO: 16;

(c) una regidén variable de la cadena pesada CDR3 que
comprende SEQ ID NO: 21;

(d) una regidn variable de la cadena ligera CDR1 que
comprende SEQ ID NO: 26;

(e) una regidn variable de la cadena ligera CDR2 que
comprende SEQ ID NO: 31; y

(f) una regidén variable de la cadena ligera CDR3 que
comprende SEQ ID NO: 36.

Otra combinacidén particular comprende:

(a) una regidn variable de la cadena pesada CDR1 que
comprende SEQ ID NO: 12; '

(b) una regidén variable de la cadena pesada CDR2 que
comprende SEQ ID NO: 17;

(c) una regidn variable de la cadena pesada CDR3 que

cemprende SEQ ID NO: 22;
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(d) una regidén variable de la cadena ligera
comprende SEQ ID NO: 27;

(e) una regidén variable de la cadena ligera
comprende SEQ ID NO: 32; vy

(f) una regidn variable de la cadena ligera
comprende SEQ ID NO: 37.

Otra combinacién particular comprende:

(a) una regidén variable de la cadena pesada
comprende SEQ ID NO: 13;

(b) una regidén variable de la cadena pesada
comprende SEQ ID NO: 18;

(c) una regidén variable de la cadena pesada
comprende SEQ ID NO: 23;

(d) una regidén variable de la cadena ligera
comprende SEQ ID NO: 28;

(e) una regidén variable de la cadena ligera
comprende SEQ ID NO: 33; vy

(f) una regidén variable de la cadena ligera
comprende SEQ ID NO: 38.

Otra combinacién particular comprende:

(a) una regidn variable de la cadena pesada
comprende SEQ ID NO: 14;

(b) una regidén variable de la cadena pesada
comprende SEQ ID NO: 19;

(c) una regidn variable de la cadena pesada
comprende SEQ ID NO: 24;

(d) una regidn variable de la cadena ligera

comprende SEQ ID NO: 29;
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(e) una regidn variable de la cadena ligera
comprende SEQ ID NO: 34; y

(f) una regidén variable de la cadena ligera
comprende SEQ ID NO: 39.

Otra combinacién particular comprende:

(a) una regidén variable de la cadena pesada
comprende SEQ ID NO: 15;

(b) una regidén variable de la cadena pesada
comprende SEQ ID NO: 20;
‘ (c) una regidn variable de la cadena pesada
comprende SEQ ID NO: 25;

(d) una regién variable de la cadena ligera
comprende SEQ ID NO: 30;

(e) una regidén variable de la cadena ligera
comprende SEQ ID NO: 35; y

(f) una regidn variable de la cadena ligera

comprende SEQ ID NO: 40.
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Otros anticuerpos particulares de esta descripcién

porciones de fijacidén de antigeno de los mismos
(a) una regidén variable de la cadena pesada
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
(b} una regidén variable de la cadena ligera
comprende la secuencia de amincdcidos de SEQ ID
Otra combinacién particular comprende:
(a) una regidén variable de la cadena pesada
comprende la secuencia de aminodcidos de SEQ ID
{b) una regidén variable de la cadena ligera

comprende la secuencia de amincdcidos de SEQ ID
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NO:
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Otra combinacién particular comprende:

(a) una regidén variable de la cadena pesada que
comprende la secuencia de aminocacidos de SEQ ID NO: 3; y
(b) una regidén variable de la cadena ligera que
comprende la secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO: 8.

Otra combinacidén particular comprende:

(a) una regidén variable de la cadena pesada que
comprende la secuencia de amino&cidos de SEQ ID NO: 4; y
(b) una regién variable de la cadena ligera que

comprende la secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO: 9.
Otra combinacién particular comprende:
(a) una regidn variable de la cadena pesada que
comprende la secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO: 5; %
(b) una regidn variable de la cadena ligera que

comprende la secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO: 10.

En otro aspecto de esta descripcién, se proporcionan
conjugados anticuerpo-molécula asociada que comprenden
anticuerpos o porciones de fijacién de antigeno de los
mismos, que compiten para fijacién a B7-H4 con cualquiera

de los anticuerpos mencionados anteriormente.

Los anticuerpos de esta descripcién pueden ser, por
ejemplo, anticuerpos de longitud total, por ejemplo de un
isotipo IgGl, IgG2 o IgG4. Como alternativa, los
anticuerpos pueden ser fragmentos de anticuerpo, tales como
fragmentos Fab, Fab' o Fab'2, o anticuerpos monocatenarios

(v.g., scFv).
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Esta descripcidn proporciona también un conjugado
anticuerpo-molécula asociada que comprende un anticuerpo de
esta descripcién o porcidén de fijacién de antigeno del
mismo, enlazado a un agente terapéutico, tal como una
citotoxina o un isétopo radiactivo. En una realizacién
particularmente preferida, la invencién proporciona un
conjugado anticuerpo-molécula asociada que comprende un
anticuerpo de esta descripcién, o una'porcién de fijacién
de antigeno del mismo, enlazado(a) al compuesto "Toxina A"
(v.g., por un enlace tiol). Por ejemplo, en diversas
realizaciones, la invencién proporciona los conjugados
anticuerpo-molécula asociada preferidos siguientes:

(1) un conjugado anticuerpo-molécula asociada que
comprende un anticuerpo, o porcién de fijacién de antigeno
del mismo, que comprende:

(a) una regidn variable de la cadena pesada que
comprende la secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO: 1 y una
regién variable de la cadena ligera que comprende la
secuencia de aminocdcidos de SEQ ID NO: 6;

(b) una regidn variable de la cadena pesada que
comprende la secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO: 2 y una
regidén variable de la cadena ligera que comprende la
secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO: 7;

(c) una regidén variable de la cadena pesada que
comprende la secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO: 3 y una
regién variable de la cadena ligera que comprende la
secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO: 8;

(d) una regidén variable de la cadena pesada que

comprende la secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO: 4 y una



10

15

20

25

regién variable de la cadena ligera que comprende la
secuencia de aminoicidos de SEQ ID NO: 9; o

(e) una regidn variable de la cadena pesada que
comprende la secuencia de amino&cidos de SEQ ID NO: 5 y una
regidén variable de la cadena ligera que comprende la
secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO: 10;
donde el anticuerpo o porcién de fijacién de antigeno del
mismo estd enlazado a una toxina, tal como Toxina A, que se
expone en detalle en la Solicitud de Patente de los Estados
Unidos No. 60/882461, que se incorpora en esta memoria por
referencia en su totalidad;

(1i) un conjugado anticuerpo-molécula asociada que
comprende un anticuerpo, o porcién de fijacién de antigeno
del mismo, gue comprende:

(a) una regidén variable de la cadena pesada CDR1 que
comprende SEQ ID NO: 11;

(b) una regidén variable de la cadena pesada CDR2 que
comprende SEQ ID NO: 16;

(c) una regidén variable de la cadena pesada CDR3 que
comprende SEQ ID NO: 21;

(d) una regidén variable de la cadena ligera CDR1 que
comprende SEQ ID NO: 26;

(e) una regidén variable de la cadena ligera CDR2 que
comprende SEQ ID NO: 31; y

(f) una regidén variable de la cadena ligera CDR3 que
comprende SEQ ID NO: 36; o
un anticuerpo, o porcién de fijacidén de antigeno del mismo,

que comprende:
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{(a) una regidn variable
comprende SEQ ID NO: 12;

(b) una regidn variable
comprende SEQ ID NO: 17;

(c) una regidn variable
comprende SEQ ID NO: 22;

(d) una regidn variable
comprende SEQ ID NO: 27;

(e) una regidn variable
comprende SEQ ID NO: 32; y

(f} una regidén variable
comprende SEQ ID NO: 37; o
un anticuerpo, o porcidn de
que comprende:

(a) una regidn variable
comprende SEQ ID NO: 13;

(b) una regién variable
comprende SEQ ID NO: 18;

(c) una regidén variable
comprende SEQ ID NO: 23;

(d) una regidén variable
comprende SEQ ID NO: 28;

(e) una regidén variable
comprende SEQ ID NO: 33; y

(£) una regién variable
comprende SEQ ID NO: 38; o
un anticuerpo, o porcidn de
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(a) una regidn variable de la cadena pesada CDR1 que
comprende SEQ ID NO: 14;

(b) una regidén variable de la cadena pesada CDR2 que
comprende SEQ ID NO: 19;

(c) una regidén variable de la cadena pesada CDR3 que
comprende SEQ ID NO: 24;

(d) una regidén variable de la cadena ligera CDR1 que
comprende SEQ ID NO: 29;

(e) una regidén variable de la cadena ligera CDR2 que
comprende SEQ ID NO: 34; y

(f) una regidn variable de la cadena ligera CDR3 que
comprende SEQ ID NO: 39; o un anticuerpo, o porcién de
fijacién de antigeno del mismo, que comprende:

(a) una regidén variable de la cadena pesada CDRL que
comprende SEQ ID NO: 15;

(b) una regidén variable de la cadena pesada CDR2 que
comprende SEQ ID NO: 20;

(c) una regidén variable de la cadena pesada CDR3 que
comprende SEQ ID NO: 25;

(d) una regidén variable de la cadena ligera CDR1 que
comprende SEQ ID NO: 30;

(e) una regidn variable de la cadena ligera CDR2 que
comprende SEQ ID NO: 35; y

(f) una regién variable de la cadena ligera CDR3 que
comprende SEQ ID NO: 40;
enlazada a una toxina, tal como Toxina A; y

(iii) un conjugado anticuerpo-molécula asociada que
comprende un anticuerpo, o porcién de fijacién de antigeno

del mismo, que se fija al mismo epitope que es reconocido
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por (v.g., compite cruzadamente para fijacién de B7-H4
humana con) un anticuerpo que comprende una regién variable
de la cadena pesada que comprende la secuencia de
aminoacidos de:

(a) una regidén variable de la cadena pesada que
comprende la secuencia de aminocdcidos de SEQ ID NO: 1 y una
region variable de la cadena ligera que comprende la
secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO: 6;

(b) una regidén variable de la cadena pesada que
comprende la secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO: 2 y una
regién variable de la cadena ligera que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 7;

(c) una regidén variable de la cadena pesada que
comprende la secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO: 3 y una
regién variable de la cadena ligera que comprende la
secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO: 8;

(d) una regidén variable de la cadena pesada que
comprende la secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO: 4 y una
regién variable de la cadena ligera que comprende la
secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO: 9; o

(e) una regidn variable de la cadena pesada que
comprende la secuencia de aminocacidos de SEQ ID NO: 5 y una
regidén variable de la cadena ligera que comprende la

secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO: 10;

en donde el anticuerpo o porcidén de fijacién de antigeno

del mismo estd basado a una toxina, tal como Toxina A.



10

15

20

25

Esta descripcidén proporciona también una molécula
biespecifica que comprende un anticuerpo o porcidén de
fijacidén de antigeno del mismo, de esta descripcién,
enlazado a un segundo resto funcional que tiene una
especificidad de fijacién distinta a dicho anticuerpo o

porcidén de fijacidén de antigeno del mismo.

Se proporcionan también composiciones que comprenden un
anticuerpo o porcién de fijacién de antigeno del mismo o
conjugado anticuerpo-molécula asociada o) molécula
biespecifica de esta descripcién \% un vehiculo

farmacéuticamente aceptable.

Moléculas de &cido nucleico que codifican los anticuerpos o
porciones de fijacién de antigeno de los mismos, de esta
descripcidn, estdn abarcadas también por esta descripcién,
asi como vectores de expresién que comprenden tales Aacidos
nucleicos, células hospedadoras que comprenden tales
vectores de expresién y métodos para producir anticuerpoé
anti-B7-H4 utilizando tales células hospedadoras. Ademas,
esta descripcidén proporciona un ratén transgénico que
comprende transgenes de <cadena pesada y ligera de
inmunoglobulina humana, en donde el ratdén expresa un
anticuerpo de esta descripciédn, asi como hibridomas
preparados a partir de dicho ratdén, en donde el hibridoma

produce el anticuerpo de esta descripcién.

La presente descripcién proporciona también conjugados

anticuerpo-molécula asociada anti-B7-H4 aislados que se
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fijan especificamente a B7-H4 con afinidad alta,
particularmente aquéllos que comprenden anticuerpos
monoclonales humanos. Algunos de estos conjugados
anticuerpo-molécula asociada son capaces de internalizarse
en células que expresan B7-H4 y son capaces de mediar
citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos. Esta
descripcidn proporciona también métodos para tratamiento de
canceres, tales como canceres de mama y de ovario,
utilizando un conjugado anticuerpo-molécula asociada anti-

B7-H4 descrito en esta memoria.

Se proporcionan también composiciones que comprenden un
anticuerpo, o porcién de fijacién de antigeno del mismo,
conjugado a una molécula asociada de esta descripcién.
Moléculas asociadas que pueden conjugarse ventajosamente a
un anticuerpo en un conjugado anticuerpo-molécula asociada
como se describe en esta memoria incluyen, pero sin
caracter limitante, moléculas tales como farmacos, toxinas,
moléculas indicadoras (v.g., radioisdétopos), proteinas vy
agentes terapéuticos. Se describen también en esta memoria
composiciones que comprenden conjugados anticuerpo-molécula

asociada y vehiculos farmacéuticamente aceptables.

En un aspecto, tales conjugados anticuerpo-molécula
asociada se conjugan por la via de enlazadores gquimicos. En
algunas realizaciones, el enlazador es un enlazador
peptidilo, y se representa en esta memoria como (Lﬂp—F—
(Lﬂm. Otros enlazadores incluyen enlazadores hidrazina y

. : 4
disulfuro, y se representan en esta memoria como (L%),-H-
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(Lha o (Lﬂp—J~(LUm, respectivamente. Ademds de los
enlazadores que se fijan al compuesto asociado, la presente
invencién proporciona también ramas enlazadoras escindibles
que son apropiadas para fijacién esencialmente a cualquier

especie molecular.

En otro aspecto adicional, esta descripcién proporciona un
método de tratamiento o prevencién de una enfermedad
caracterizada por crecimiento de células tumorales que
expresan B7-H4, que comprende administrar a un sujeto uﬁ
conjugado anticuerpo-molécula asociada que comprende un
anticuerpo humano anti-B7-H4 de la presente descripcién en
una cantidad eficaz para tratar o prevenir la enfermedad.

La enfermedad puede ser 'un cancer, tal como un cancer

. carcinoma de células mamarias, o un cancer de ovario.

En otro aspecto adicional, esta descripcidén proporciona un
método de tratamiento de un trastorno autoinmune, que
comprende administrar a un sujeto un conjugado anticuerpo-
molécula asociada que comprende un anticuerpo humano anti-
B7-H4 de 1la presente descripcién en una cantidad eficaz

para tratar el trastorno autoinmune.

Otras caracteristicas y ventajas de la presente descripcién
seran evidentes a partir de la descripcién detallada que
sigue y ejemplos que no deben interpretarse como
limitantes. Los contenidos de todas las referenciasf

entradas en Genbank, Patentes y Solicitudes de Patente
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publicadas citadas a lo largo de esta Solicitud se

incorporan expresamente en esta memoria por referencia.

Breve Descripcidén de los Dibujos

La Figura 1A muestra la secuencia de nucledtidos (SEQ ID
NO: 41) y la secuencia de aminoacidos (SEQ ID NO: 1) de la
regién variable de la cadena ©pesada del anticuerpo
monoclonal humano 1Gll. Se han delineado las regiones CDR1
(SEQ ID NO: 11), CDR2 (SEQ ID NO: 16) y CDR3 (SEQ ID NO:
21), y se indican las derivaciones de la linea germinal V 1%

J.

La Figura 1B muestra la secuencia de nucledétidos (SEQ ID
NO: 46) y la secuencia de aminodcidos (SEQ ID NO: 6) de la
regién variable de la cadena ligera del anticuerpo
monoclonal humano 1Gll. Se han delineado las regiones CDR1
(SEQ ID NO: 26), CDR2 (SEQ ID NO: 31) y CDR3 (SEQ ID NO:
36), y se indican las derivaciones de la linea germinal V y

J.

La Figura 2A muestra la secuencia de nucledétidos (SEQ 1ID
NO: 42) y la secuencia de aminodcidos (SEQ ID NO: 2) de la
regién variable de la cadena pesada del anticuerpo
monoclonal humano 2A7. Se han delineado las regiones CDRI
(SEQ ID NO: 12), CDR2 (SEQ ID NO: 17) y CDR3 (SEQ ID NO:
22), y se indican las derivaciones de la linea germinal V,

D, y J.
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La Figura 2B muestra la secuencia de nucleétidos (SEQ ID
NO: 47) y la secuencia de aminodcidos (SEQ ID NO: 7) de la
regién variable de la cadena ligera del anticuerpo
monoclonal humano 2A7. Se han delineado las regiones CDRIL
(SEQ ID NO: 27), CDR2 (SEQ ID NO: 32) y CDR3 (SEQ ID NO:
37), y se indican las derivaciones de la linea germinal V vy

J.

La Figura 3A muestra la secuencia de nucleétidos (SEQ ID
NO: 43) y la secuencia de aminoidcidos (SEQ ID NO: 3) de la
regién variable de la cadena pesada del anticuerpo
monoclonal humano 2F9. Se han delineado las regiones CDR1
(SEQ ID NO: 13), CDR2 (SEQ ID NO: 18) y CDR3 (SEQ ID NO:
23), y se indican las derivaciones de la linea germinal V,

Dy J.

La Figura 3B muestra la secuencia de nucledbétidos (SEQ ID
NO: 48) y la secuencia de aminodcidos (SEQ ID NO: 8) de la
regién variable de la cadena ligera del anticuerpo
monoclonal humano 2F9. Se han delineado las regiones CDR1
(SEQ ID NO: 28), CDR2 (SEQ ID NO: 33) y CDR3 (SEQ ID NO:
38), y se indican las derivaciones de la linea germinal V \%
J.

La Figura 4A muestra la secuencia de nucledétidos (SEQ 1ID
NO: 44) y la secuencia de aminodcidos (SEQ ID NO: 4) de la
regién variable de 1la cadena pesada del anticuerpo
monoclonal humano 12El. Se han delineado las regiones CDRI1

(SEQ ID NO: 14), CDR2 (SEQ ID NO: 19) y CDR3 (SEQ ID NO:
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24), y se indican las derivaciones de la linea germinal V,

Dy J.

La Figura 4B muestra la secuencia de nucleétidos (SEQ ID
NO: 49) y la secuencia de aminodcidos (SEQ ID NO: 9) de la
regién variable de la cadena ligera del anticuerpo
monoclonal humano 12El. Se han delineado las regiones CDR1
(SEQ ID NO: 29), CDR2 (SEQ ID NO: 34) y CDR3 (SEQ ID NO:
39), y se indican las derivaciones de la linea germinal V 3%

J.

La Figura 5A muestra la secuencia de nuclebétidos (SEQ ID
NO: 45) y la secuencia de aminodcidos (SEQ ID NO: 5) de la
regidén variable de la cadena ©pesada del anticuerpo
monoclonal humano 13D12. Se han delineado las regiones CDR1
(SEQ ID NO: 15), CDR2 (SEQ ID NO: 20) y CDR3 (SEQ ID NO:
25), y se indican las derivaciones de la linea germinal V,

Dy J.

La Figura 5B muestra la secuencia de nucledtidos (SEQ ID
NO: 50) y la secuencia de aminodcidos (SEQ ID NO: 10) de la
regién variable de 1la cadena ligera del anticuerpo
monoclonal humano 13D12. Se han delineado las regiones CDR1
(SEQ ID NO: 30), CDR2 (SEQ ID NO: 35) y CDR3 (SEQ ID NO;
40), y se indican las derivaciones de la linea germinal V y

J.

La Figura 6 muestra la alineacién de la secuencia de

aminodcidos de la regién variable de la cadena pesada de
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1G11 y 13D12 con la secuencia de aminodcidos de la linea

germinal humana Vy 4-34 (SEQ ID NO: 51).

La Figura 7 muestra la alineacién de la secuencia de
aminoadcidos de la regién variable de la cadena pesada de
2A7 'y 2F9 con la secuencia de aminodcidos de la linea

germinal humana Vy 3-53 (SEQ ID NO: 52).

La Figura 8 muestra la alineacién de la secuencia de
aminoacidos de la regién variable de la cadena pesada de
12E1 con la secuencia de aminoidcidos combinada de la linea

germinal humana Vy 3-9/D3-10/JH6b (SEQ ID NO: 53).

La Figura 9 muestra la alineacién de la secuencia de
aminodcidos de la regién variable de la cadena ligera de
1611, 2a7, 2F9 y 13D12 con la secuencia de aminoacidos de

la linea germinal humana Vg A27 (SEQ ID NO: 54).

La Figura 10 muestra la alineacién de la secuencia de
aminoacidos de la regién variable de la cadena ligera de
12E1 con la secuencia de aminocdcidos combinada de la linea

germinal humana Vg L6/JK1(SEQ ID NO: 55).

Las Figuras 11A y 11B muestran los resultados de
experimentos ELISA que demuestran que los anticuerpos
monoclonales humanos contra O8E humana se fijan
especificamente a OB8E. La Figura 11A muestra resultados de
una placa ELISA recubierta con anticuerpos humanos anti-O8E

seguido por la adicién de proteina O8E purificada vy
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deteccidén con antisueros de conejo anti-O8E. La Figura 11B
muestra los resultados de una placa ELISA recubierta con
anti-Fc de ratén seguido por anti-C9 monoclonal (0,6
ug/ml), y titulada luego con proteina Penta-O8E como se
indica, y seguido por anticuerpos humanos anti-O8E a i

ug/ml.

La Figura 12 muestra los resultados de experimentos de
citometria de flujo que demuestran que el anticuerpo
monoclonal humano anti-08E 2A7 se fija a las células CHO

transfectadas con OS8SE.

La Figura 13 muestra los resultados de experimentos de
citometria de flujo que demuestran la expresién de O8E en
células de carcinoma de mama SKBR3 asi como células SKOV3 Y

HEK transfectadas con OSE.

La Figura 14 muestra los resultados de experimentos de
internalizacién Hum-Zap que demuestran que los anticuerpos
monoclonales humanos contra O8E humana pueden

internalizarse en células CHO OSE®.

La Figura 15 muestra los resultados de experimentos de
internalizacién Hum-Zap que demuestran que los anticuerpos
monoclonales humanos contra O8E humana pueden

internalizarse en células SKBR3 OSE'.
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La Figura 16 mnmuestra los resultados de experimentos de
mapeado de epitopes con diversos anticuerpos monoclonales

humanos anti-O8E que incluyen 1Gl1, 2A7, 2F9 y 13D12.

La Figura 17 muestra los resultados de ensayos de
citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (ADCC) que
demuestran que los anticuerpos monoclonales humanos anti-
O8E destruyen la linea de células de cancer de mama humano

SKBR3 de una manera dependiente de ADCC.

La Figura 18 muestra los resultados de ensayos de
citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (ADCC) que
demuestran que los anticuerpos monoclonales humanos anti-
O8E destruyen las células SKOV3 transfectadas con O8E de

una manera dependiente de ADCC.

La Figura 19 muestra los resultados de ensayos de
citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (ADCC) que
demuestran gque los anticuerpos monoclonales humanos anti-
O8E destruyen la linea de células de cancer de mama SKBR?

de una manera dependiente de la concentracién y de la ADCC.

La Figura 20 muestra los resultados de estudios in vivo de
ratones SCID que muestran la inhibicién del crecimiento

tumoral de tumores HEK-B7-H4 por los anticuerpos anti-OS8E.

La Figura 21 presenta un grafico que muestra los resultados
de un modelo de aloinjerto de ratédn HEK293-B7-H4 in vivo,

que presenta el volumen mediano de tumor en ratones
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tratados con vehiculo solo, anticuerpo desnudo, o
conjugados anticuerpo-molécula asociada a diversas

concentraciones.

La Figura 22 presenta un grafico que muestra los resultados
de un modelo de aloinjerto de ratédn HEK293-B7-H4 in vivo,
que presenta el cambio mediano de peso corporal en ratones
tratados con vehiculo solo, anticuerpo desnudo, o
conjugados anticuerpo-molécula asociada a diversas

concentraciones.

Descripcién Detallada

La presente descripcién hace referencia a conjugados
anticuerpo-molécula asociada que comprenden anticuerpos
monoclonales, particularmente anticuerpos monoclonales de
secuencia humana, que se fijan especificamente a B7-H4
(conocidos también como O8E, B7S1 y B7x) con afinidad alta.
En ciertas realizaciones, los anticuerpos de esta
descripcidén se derivan de secuencias de la linea germinal
de cadena pesada y ligera particulares y/0 comprenden
caracteristicas estructurales particulares tales como
regiones CDR que comprenden secuencias particulares de
aminodcidoes. Esta descripcién proporciona anticuerpos
aislados, métodos de fabricacién de tales anticuerpos,
conjugados anticuerpo-molécula asociada y moléculas
biespecificas que comprenden tales anticuerpos, asi como
composiciones farmacéuticas que contienen los anticuerpos,
conjugados anticuerpo-molécula asociada, 0 moléculas

biespecificas de esta descripcién. Esta descripcién se
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refiere también a métodos de utilizacién de los conjugados
anticuerpo~-molécula asociada, tales como la deteccién de
B7-H4, asi como el tratamiento de enfermedades asociadas
con la expresién de B7-H4, tales como el cancer. De acuerdo
con ello, esta descripcién proporciona también métodos de
utilizacién de los conjugados anticuerpo-molécula asociada
anti-B7-H4 de esta descripcién para tratar diversos
canceres, por ejemplo, en el tratamiento de carcinomas
celulares de mama, canceres de mama metastéasicos,
carcinomas de células de ovario, cénceres metastasicos de

ovario y carcinomas de células renales.

Con objeto de que la presente descripcién  pueda
comprenderse mé&s ficilmente, se definen en primer lugar
ciertos términos. Definiciones adicionales se exponen a 1o

largo de la descripcién detallada.

Los términos "B7-H4", "O8E", "B7x" y "B7S1" se utilizan en
esta memoria intercambiablemente e incluyen variantes,
isoformas, homblogos, 6rtélogos Yy pardlogos de B7-H4
humana. Por ejemplo, anticuerpos especificos para B7-H4
pueden reaccionar cruzadamente en ciertos casos con B7-H4
de especies distintas de la humana. En otras realizaciones,
los anticuerpos especificos para B7-H4 humana pueden ser
completamente especificos para B7-H4 humana Yy pueden no
exhibir especies u otros tipos de reactividad cruzada. E1
término "B7-H4 humana" hace referencia a la secuencia
humana de B7-H4, tal como la secuencia completa de

aminodcidos de B7-H4 humana que tiene el numero de acceso a
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Genbank NP_078902 (SEQ ID NO: 56). B7-H4 se conoce también
en la técnica como, por ejemplo, BL-CAM, B3, Leu-14 y Lyb-
8. La secuencia humana B7-H4 puede diferir de la B7-H4
humana de SEQ ID NO: 56 por tener, por ejemplo, mutaciones
conservadas o mutaciones en regiones no conservadas y la

B7-H4 tiene sustancialmente la misma funcidn bioldgica que

la B7-H4 humana de SEQ ID NO: 56. Por ejemplo, una funcién

biolégica de B7-H4 humana estriba en tener un epitope en el
dominio extracelular de B7-H4 que es fijado especificamente
por un anticuerpo de la presente descripcién o una funcién
bicldégica de B7-H4 humana incluye, por ejemplo, la

inhibicién de la proliferacién de las células T, inhibicién

de la produccién de citoquinas, inhibicién de la produccién

del ciclo celular, o fijacién a receptores de células T.

Una secuencia de B7-H4 humana particular tendra
generalmente al menos un 90% de identidad en secuencia de

aminodcidos con la B7-H4 humana de SEQ ID NO: 56, vy

contiene residuos de amino&cidos que identifican 1la

secuencia de aminodcidos como secuencia humana cuando se
compara con las secuencias de aminodcidos de B7-H4 de otras
especies (v.g., murina). En ciertos casos, una B7-H4 humana
puede tener una identidad de al menos 95%, o incluso al
menos 96%, 97%, 98%, & 99% con la secuencia de aminodcidos
de B7-H4 de SEQ ID NO: 56. En ciertas realizaciones, una
éecuencia B7-H4 humana exhibird no méds de 10 diferencias de
aminoacidos respecto a la B7-H4 de SEQ ID NO: 56. En
ciertas realizaciones, la B7-H4 humana puede exhibir no méas

de 5, o incluso no mas de 4, 3, 2, 6 1 diferencias de
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aminoacidos respecto de la B7-H4 de SEQ ID NO: 56. E1
porcentaje de identidad puede determinarse como se describe

en esta memoria.

El término "respuesta inmunitaria" hace referencia a la

accioén de, por ejemplo, linfocitos, células presentadoras
de antigeno, células fagociticas, granulocitos y
macromoléculas solubles producidas por las células
anteriores o por el higado (con inclusién de anticuerpos,

citoquinas y complemento) que da como resultado el

deterioro selectivo, la destruccién o la eliminacién del

cuerpo humano de patégenos invasores, células o tejidos
infectados con patégenos, células cancerosas o0, en casos de
autoinmunidad o inflamacién patolégica, células o tejidos

humanos normales.

Un "camino de transduccién de sefiales" hace referencia a la

relacién bioquimica entre una diversidad de moléculas de
transduccién de seriales que Juegan un papel en la
transmisién de una sefial desde una porcién de una célula a

otra porcién de una célula. Como se utiliza en esta

memoria, la expresién "receptor de la superficie celular"

incluye, por ejemplo, moléculas y complejos de moléculas
capaces de recibir una sefial y la transmisién de dicha
senal a través de la membrana plasmatica de una célula. Un
ejemplo de un "receptor de la superficie celular" de 1la

presente descripcién es el receptor B7-H4.

ya
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El término "anticuerpo" como se hace referencia al mismo en
esta memoria, incluye anticuerpos completos y cualquier
fragmento de fijacién de antigeno (es decir, "porcién de
fijacién de antigeno") o cadenas simples del mismo. Un
"anticuerpo" hace referencia a una glicoproteina que
comprende al menos dos cadenas pesadas (H) y dos cadenas
ligeras (L) interconectadas por enlaces disulfuro, o una
porcién de fijacidén de antigeno de las mismas. Cada cadena
pesada estd constituida por una regién variable de la
cadena pesada (abreviada en esta memoria como Vg} Yy una
regién constante de cadena pesada. La regidén constante de
cadena pesada estd constituida por tres dominios, Cyl, Cu2
y Cu3. Cada cadena ligera estd constituida por una regidn
variable de la cadena ligera (abreviada en esta memoria
como Vi) y una regién constante de cadena ligera. La regidn

constante de cadena ligera estd constituida por un solo

dominio, C;. Las regiones Vy y Vi, pueden subdividirse

ulteriormente en regiones de hipervariabilidad, denominadas
regiones determinantes de la complementariedad (CDR),
intercaladas con regiones gque estidn méds conservadas,
denominadas regiones de entramado (FR). Cada Vy y Vp se
compone de tres CDRs y cuatro FRs, dispuestas desde el
término amino al término carboxi en el orden siguiente:
FR1, CDR1, FRZ2, CDRZ2, FR3, CDR3, FR4 . Las regiones
variables de las cadenas pesada y ligera contienen un
dominio de fijacién que interacciona con un antigeno. Las

regiones constantes de los anticuerpos pueden mediar la

fijacién de la inmunoglobulina a tejidos o factores

hospedadores, con inclusién de diversas células del sistema

Y
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inmunitario (v.g., células efectoras) y el primer

componente (Clg) del sistema clasico del complemento.

El término "porcién de fijacién de antigeno" de un
anticuerpo (o "porcién de anticuerpo"), como se utiliza en
esta memoria, hace referencia a uno o mas fragmentos de un

anticuerpo que retienen la capacidad para fijarse

especificamente a un antigeno (v.g., B7-H4). Se ha

demostrado que 1la funcién de fijacidén de antigeno de un
anticuerpo puede ser realizada por fragmentos de un
anticuerpo de longitud total. Ejemplos de fragmentos de
fijacién abarcados dentro del término "porcién de fijacién

de antigeno" de un anticuerpo incluyen (i) un fragmento

Fab, un fragmento monovalente constituido por 1los dominios

Vi, Vi, Cy y Cul; (ii) un fragmento F(ab'},, un fragmento
bivalente que comprende dos fragmentos Fab enlazados por un
puente disulfuro en la regién bisagra; (iii) un fragmento
Fab', que es esencialmente un Fab con parte de la regidn
bisagra (véase, FUNDAMENTAL IMMUNOLOGY {(Paul compil., 3.2
edicidén, 1993); (iv) un fragmento Fd constituido por los
dominios Vy y Cygl; (v) un fragmento Fv constituido por los
dominios Vy y Vy de una sola rama de un anticuerpo, (vi) un
fragmento dAb (Ward et al. (1989) Nature 341:544-546), que

estd constituido por un dominio Vyg; (vii) wuna regién

aislada determinante de la complementariedad (CDR); vy

(viii) un nanocuerpo, una regidén variable de la cadena
pesada gue contiene un dominio variable simple y dos
dominios constantes, Adicionalmente, aunque los dos

dominios del fragmento Fv, V., y Vg, son codificados por

7
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genes separados, pueden estar unidos, fijando métodos
recombinantes, por un enlazador sintético que permite que
los mismos se produzcan como una sola cadena proteinica en
la cual las regiones Vy, y Vg se emparejan para formar
moléculas monovalentes (conocidas como Fv monocatenario
(scFv); véase, v.g. Bird et al. (1988) Science 242:423-426;
y Huston et al. (1988) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85:5879-
5883). Debe entenderse también que tales anticuerpos
monocatenarios estan abarcados dentro del término "porcidn
de fijacién de antigeno" de un anticuerpo. Estos fragmentos
de anticuerpo se obtienen utilizando métodos convencionales
conocidos por los expertos en la técnica, y los fragmentos
se someten a cribado respecto a utilidad del mismo modo que

ocurre con los anticuerpos intactos.

Debe entenderse gque un "anticuerpo aislado", como se
utiliza en esta memoria, hace referencia a un anticuerpo
gue esta sustancialmente exento de otros anticuerpos dgue
tengan especificidades antigénicas diferentes (v.g., un
anticuerpo aislado que fija especificamente B7-H4 esta
sustancialmente exento de anticuerpos que fijan
especificamente antigenos distintos de B7-H4) . Un
anticuerpo aislado que fija especificamente B7-H4 puede,
sin embargo, tener reactividad cruzada con otros antigenos,
tales como moléculas B7-H4 y otras especies. Ademds, un
anticuerpo aislado puede estar sustancialmente exento de

otros materiales celulares y/o productos quimicos.
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Los términos "anticuerpo monoclonal"” o "composicién de
anticuerpo monoclonal”™, tal comoc se utilizan en esta
memoria, hacen referencia a una preparacién de moléculas de
anticuerpo de composicién molecular simple. Una composiciédn
de anticuerpo monoclonal exhibe una especificidad de
fijacién simple y afinidad para un epitope particular. El
término "anticuerpo humano"” o "anticuerpo de secuencia
humana", como se utiliza en esta memoria} debe entenderse
que incluye anticuerpos que tienen regiones variables en
las cuales tanto las regiones de entramado como las CDR se
derivan de secuencias de inmunoglobulina de linea germinal
humana. Adicionalmente, si el anticuerpo contiene una
regidén constante, la regidén constante se deriva también de
secuencias de inmunoglobulina de la linea germinal humana.
Los anticuerpos humanos pueden incluir modificaciones
ulteriores, que incluyen modificaciones naturales o
sintéticas. Los anticuerpos humanos de esta descripcién
pueden incluir residuos de aminodcidos no codificados por
secuencias de inmunoglobulina de la linea germinal humana
(v.g., mutaciones introducidas por mutagénesis aleatoria u
orientada in vitro o por mutaciédn somdtica in vivo). Sin
embargo, el término "anticuerpo humano", como se utiliza en
esta memoria, no pretende incluir anticﬁerpos en los cuales
se han insertado secuencias CDR derivadas de la linea
germinal de otra especie de mamifero, tal como un ratén, en

secuencias de entramado humanas.

El término "anticuerpo monoclonal humano", que puede

incluir el término "secuencia" después de "humano", hace
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referencia a anticuerpos que exhiben una especificidad de
fijacién simple que tienen regiones variables en las cuales
tanto las regiones de entramado como las regiones CDR se

derivan de secuencias de inmunoglobulina de 1la 1linea

germinal humana. En una realizacidén, los anticuerpos

monoclonales humanos son producidos por un hibridoma gque
incluye una célula B obtenida de un animal transgénico no
humano, v.g., un ratén transgénico, que tiene un genoma que
comprende un transgén de cadena pesada humana y un transgén

de cadena ligera fusionados a una célula inmortalizada.

La expresidén "anticuerpo humano recombinante", como se
utiliza en esta memoria, incluye todos los anticuerpos

humanos gque se preparan, expresan, crean o aislan por

medios recombinantes, tales como (a) anticuerpos aislados

de un animal (v.g., un ratén), que es transgénico o
transcromosémico para genes de inmunoglobulina humanos o un
hibridoma preparado a partir de ellos (descrito con mayor
detalle méds adelante), (b) anticuerpos aislados de una
célula hospedadora transformada para expresar el anticuerpo
humano v.g., a partir de un transfectoma, (c) anticuerpos
aislados de wuna genoteca recombinante combinatoria de
anticuerpos humanos, 3% (d) anticuerpos preparados,
expresados, creados o aislados por cualesquiera otros

medios que impliquen remodelacién de secuencias génicas

humanas de inmunoglobulina a otras secuencias de DNA. Tales

anticuerpos recombinantes humanos tienen regiones variables
en las cuales las regiones de entramado y CDR se derivan de

secuencias de inmunoglobulina de la linea germinal humana.

1Y
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En ciertas realizaciones, sin embargo, tales anticuerpos
humanos recombinantes pueden someterse a mutagénesis in
vitro (o bien, cuando se utiliza un animal transgénico para
secuencias de Ig humanas, mutagénesis somdtica in vivo) y
por tanto las secuencias de aminodcidos de las regiones Vy
y V. de los anticuerpos recombinantes son secuencias que,
si bien se derivan de y son afines a las secuencias de la
linea germinal humana Vg vy Vi, pueden no existir
naturalmente dentro del repertorio de la linea germinal de

anticuerpos humanos in vivo.

Como se utiliza en esta memoria, "isotipo" hace referencia
a la clase de anticuerpos (v.g., IgM o IgGl) que esté
codificada por los genes de la regidén constante de 1la
cadena pesada. Las expresiones "un anticuerpo que reconoce

un antigeno"” y "un anticuerpo especifico para un antigeno"

se wutilizan intercambiablemente en esta memoria con el

término "un anticuerpo gque se fija especificamente a un

antigeno".

La expresién "derivados de anticuerpos humanos"™ hace

referencia a cualquier forma modificada del anticuerpo

humano, v.g., un conjugado del anticuerpo y otro agente o
anticuerpo. El término "anticuerpo humanizado" tiene por
objeto hacer referencia a anticuerpos en los cuales se han
injertado secuencias CDR derivadas de la linea germinal de
otra especie de mamifero, tal como un ratdn, en secuencias

de entramado humanas. Modificaciones adicionales de 1las

*9
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regiones de entramado pueden hacerse dentro de las

secuencias de entramado humanas.

El término "anticuerpo quimérico" tiene por objeto hacer

referencia a anticuerpos en los cuales las secuencias de la

regidén variable se derivan de una especie y las secuencias

de la regidén constante se derivan de otra especie, tal como

un anticuerpo en el cual las secuencias de la regiédn

variable se derivan de un anticuerpo de ratén y 1las
secuencias de la regidén constante se derivan de un

anticuerpo humano.

El término "mimético de anticuerpo" debe entenderse que
hace referencia a moléculas capaces de mimetizar la
capacidad de un anticuerpo para fijarse a un antigeno, pero
que no estédn limitadas a estructuras de anticuerpos
nativas. Ejemplos de tales miméticos de anticuerpos

incluyen, pero sin caréacter limitante, Afficuerpos,

DARPins, Anticalinas, Avimeros, y Versacuerpos, todos los

cuales emplean estructuras de fijacidén que, si Dbien
mimetizan la fijacidédn de anticuerpos tradicional, estan

generadas por y funcionan por mecanismos distintos.

Como se utiliza en esta memoria, el término "molécula

asociada" hace referencia a la entidad que se conjuga con

un anticuerpo en un conjugado anticuerpo-molécula asociada.
Ejemplos de moléculas asociadas incluyen fé&rmacos, toxinas,
moléculas marcadoras {(con inclusidén de, pero sin carécter

limitante, marcadores peptidicos y marcadores de moléculas

SO
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pequerias tales como marcadores de fluorocromo, asi como
marcadores de Aatomos simples tales como radioisétopos),

proteinas y agentes terapéuticos.

Como se utiliza en esta memoria, debe entenderse que un

anticuerpo que "se fija especificamente a B7-H4 humana"
hace referencia a un anticuerpo que se fija a B7-H4 humana
con un KD de 1 x 1077 o menos, mas tipicamente 5 x 10° M o
menos, mas tipicamente 3 x 10™® M o menos, mas tipicamente
1 x 10 M o menos, y mas tipicamente aun 5 x ]O‘? M o

menos.

La expresidén "no se fija sustancialmente" a una proteina o
células, como se utiliza en esta memoria, significa que no

se fija o no se fija con afinidad alta a la proteina o las

células, es decir se fija a la proteina o las células con

un Kp de 1 x 10° M o més, méas preferiblemente 1 x 107° M o
méas, mas preferiblemente 1 X 100* M o mas, mas
preferiblemente 1 x 107> M o mas, y mas preferiblemente aun
1 x 10° M o mas.

"

El término "Kasoc" © "K.", como se utiliza en esta memoria,
tiene por objeto hacer referencia a la tasa de asociacidn
de una interaccién particular anticuerpo-antigeno, mientras
gue el término Kgis o0 Kyg, como se utiliza en esta memoria,
tiene por objeto hacer referencia a la tasa de disocciacidn

de una interaccién anticuerpo-antigeno particular. E1

término "Kp", como se utiliza en esta memoria, tiene por

objeto hacer referencia a la constante de disociacidén, que

P
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se obtiene a partir de la relacidén de Kyg a K, (es decir,
K4/Ks) v se expresa como concentracidédn molar (M). Valores Kp
para anticuerpos pueden determinarse utilizando métodos
bien establecidos en la técnica. Un método preferido para
determinar el Kp de un anticuerpo es por la utilizacidn de

la resonancia superficial del plasmén, utilizando

preferiblemente un sistema biosensor tal como un sistema

Biacore®.

Como se utiliza en esta memoria, el término "afinidad alta”
para un anticuerpo IgG hace referencia a un anticuerpo que

tiene un Kp de 1 x 1077 M o menos, mas preferiblemente 5 x

10"® M o menos, aun ma&s preferiblemente 1 x 10°® M o menos,.

todavia mas preferiblemente 5 x 10° M o menos y aun mas
preferiblemente 1 x 10°° M o menos para un antigeno diana.
Sin embargo, la fijacién con "afinidad alta" puede variar
para otros isotipos de anticuerpo. Por ejemplo, la fijacién

con "afinidad alta" para un isotipo IgM hace referencia a

un anticuerpo que tiene un Kp de 10®* M o menos, mas

preferiblemente 1077 M o menos, y aun mads preferiblemente

10" M o menos.

Como se utiliza en esta memoria, el término "sujeto"

incluye cualguier animal humano o no humano. E1 término

"animal ne humano" incluye todos los vertebrados, v.g.,
mamiferos y no mamiferos, tales como primates no humanos,
ovejas, perros, gatos, caballos, vacas, pollos, anfibios,

reptiles, etc.

SL
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El simbolo "-", tanto si se utiliza como enlace como si se

presenta perpendicularmente a un enlace, indica el punto en

el cual el resto presentado esta fijado al resto de la

molécula, soporte sdélido, etc.

El término "alquilo" en si mismo o como parte de otro
sustituyente, significa, a no ser que se indique otra cosa,
una cadena lineal o ramificada, o un radical hidrocarbonado
ciclico, o una combinacién de los mismos, que puede ser
totalmente saturado, mono o poliinsaturado y puede incluir
radicales di y multivalentes, que tienen el numero de
atomos de carbono designado (es decir, C;-Cio significa 1 a
10 carbonos) . Ejemplos de radicales hidrocarbonados
saturados incluyen, pero sin cardcter limitante, grupos

tales como metilo, etilo, n-propilo, isopropilo, n-butilo,

t-butilo, isobutilo, sec-butilo, ciclohexilo,

(ciclohexil)metilo, ciclopropilmetilo, homélogos e isdmeros
de, por ejemplo, n-pentilo, n-hexilo, n-heptilo, n-octilo,
y analogos. Un grupo algquilo insaturado es uno que tiene
uno © mas enlaces dobles o enlaces triples. Ejemplos de

grupos alquilo insaturados incluyen, pero sin caracter

limitante, vinilo, 2-propenilo, crotilo, 2-isopentiloc, 2-

(butadienilo), 2,4-pentadienilo, 3-(1,4-pentadienilo),
etinilo, 1- y 3-propinilo, 3-butinilo, y sus homélogos e
isdémeros superiores. Debe entenderse también que el término
"alquilo", a no ser que se indique otra cosa, incluye

aquellos derivados de alquilo definidos con mayor detalle

mads adelante, tales como "heteroalquilo". Los grupos

57
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alquilo, que estdn limitados a grupos hidrocarbonados, se

designan "homoalgquilo".

El término "alguileno”, en si mismo o como parte de otro
sustituyente significa un radical bivalente derivado de un
alcano, como se ilustra, pero sin cardcter limitante, por -

CH,CH,CH,CH,-, e incluye adicionalmente los grupos descritos

més adelante como "heteroalquileno". Tipicamente, un grupo

alquilo (o alquileno) tendrd de 1 a 24 &tomos de carbono,
siendo preferidos en la presente invencidén aquellos grupos
que tienen 10 A&tomos de carbono o menos. Un "alquilo
inferior" o Malquileno inferior" es un grupo alquilo o
alquileno de cadena mé&s corta, que tiene generalmente 8

dtomos de carbono o menos.

El término "heterocalquilo”, en si mismo o en combinaciédn
con otro término, significa, a no ser que se indique otra

cosa, una cadena lineal o ramificada estable, o un radical

hidrocarbonado ciclico, © combinaciones de los mismos,

constituido por el numero indicado de &tomos de carbono y
al menos un heterodtomo seleccionado del grupo constituido
por O, N, Si, y S, y en donde los &tomos de nitrdgeno,
carbono y azufre pueden estar oxidados opcionalmente y el

heterodtomo nitrégeno puede estar opcionalmente

cuaternizado. El1 o los heterodtomos O, N, S y Si pueden

estar situados en cualquier posicién interior del grupo
heteroalquilo o en la posicién en la cual el grupo alquilo
se fija al resto de la molécula. Ejemplos incluyen, pero

sin caracter limitante,
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-CH,;-CH3-0-CH3, -CH,-CH,-NH-CHj3, -CH;-CH,-N(CH3)-CH3, -CH,-S-
CH;-CH3, -CH,-CH,,-S(0)-CH;, -CH;-CH,-5(0),;-CH3, -CH=CH-0-CHjs,
-$1i (CHjs) s, -CH,-CH=N-0CHj3, y  —CH=CH-N(CHj3)-CHj;. Hasta 2
heterodtomos pueden ser consecutivos, tales como, por
ejemplo, -CH;-NH-OCH; y -CH;-0-Si(CH3)3. Analogamente, el
término "hetercalqguileno", en si mismo o como parte de otro
sustituyente, significa un radical bivalente derivado de
heterocalquilo, como se ilustra, pero sin caréacter
limitante, por -CH;-CH;-S-CH,-CH,- y -CH;-S-CH;-CH,-NH-CH,~.
En el caso de los grupos heteroalquileno, los heteroatomos

pueden ocupar también uno cualquiera de los extremos de la

cadena o) ambos (v.g. alquilenooxi, alquilenodioxi,
alquilenocamino, alguilenodiamino, y andlogos). Los términos
"hetercalgquilo" y "heterocalquileno"” abarcan

poli{etilenglicol) y sus derivados (véase, por ejemplo,
Shearwater Polymers Catalog, 2001). Ademéds, en el caso de
los grupos enlazadores alquileno y heteroalquileno, no esta
implicada orientacidén alguna del grupo enlazador por la
direccién en la cual se describe la férmula del grupo
enlazador. Por ejemplo, la férmula -C(O)R'- representa

tanto -C(0O),R"'"- como —-R'C(QO),—.

El término "inferior" en combinacién con los términos
"alquilo™ o "heterocalquilo" hace referencia a un resto que

tiene de 1 a 6 &tomos de carbono.

Los términos "alcoxi", "alquilamino", "alquilsulfonilo" vy
"alquiltio™ (o tiocalcoxi) se utilizan en su sentido

convencional, y hacen referencia a aquellos grupos alquilo
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unidos al resto de la molécula por un atomo de oxigeno, un

grupo amino, un grupo SO0, o un Aatomo de azufre,

respectivamente. El término "arilsulfonilo" hace referencia
a un grupo arilo unido al resto de la molécula por un grupo
S0, y el término "sulfhidrilo" hace referencia a un grupo

SH.

En general, un "sustituyente acilo" se selecciona también

del grupo arriba indicado. Como se utiliza en esta memoria,
el término "sustituyente acilo" hace referencia a grupos
unidos a, y que saturan la valencia de, un carbono de
carbonilo que estd& unido directa o indirectamente al nucleo

policiclico de los compuestos de la presente invencién.

Los términos "cicloalquilo" y "heterocicloalquilo", en si
mismos o en combinacidén con otros términos, representan, a
no ser que se indique otra cosa, versiones ciclicas de
"alquilo™ sustituido o insustituido y ‘"heterocalquilo"”
sustituido o insustituido, respectivamente. Adicionalmente,
en el caso de heterocicloalquilo, un heterodtomo puede
ocupar la posicién en la cual el heterociclo estd unido al
resto de la molécula. Ejemplos de cicloalquilo incluyen,
pero sin caracter limitante, ciclopentilo, ciclohexilo, 1-

ciclohexenilo, 3-ciclohexenilo, cicloheptilo, y anélogos.

Ejemplos de heterocicloalquilo incluyen, pero sin carédcter

limitante, 1-(1,2,5,6-tetrahidropiridilo}, 1l-piperidinilo,
2-piperidinilo, 3-piperidinilo, 4-morfolinilo, 3-
morfolinilo, tetrahidrofuran-2-ilo, tetrahidrofuran-3-ilo,

tetrahidrotien-2-ilo, tetrahidrotien-3-ilo, l-piperazinilo,

<
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2-piperazinilo, y andlogos. Opcionalmente, los heterodtomos
y atomos de carbono de las estructuras ciclicas estén

oxidados.

Los términos "halo" o "haldégeno" en si mismos o como parte
de otro sustituyente, significan, a no ser que se indique
otra cosa, un atomo de fluor, cloro, bromo o vyodo.
Adicionalmente, términos tales como "haloalquilo™, incluyen
monohaloalquilo y polihaloalquilo. Por ejemplo, debe
entenderse que el término "halo-alquilo(C;i-C4)", debe
entenderse que incluye, pero sin caracter limitante,
trifluorometilo, 2,2,2-trifluoroetilo, 4-clorobutilo, 3-

bromopropilo, y analogos.

El término "arilo" significa, a no ser que se indique otra
cosa, un sustituyente hidrocarbonado poliinsaturado
aromatico sustituido o insustituido, que puede ser un solo
anillo o anillos multiples (preferiblemente de 1 a 3
anillos) que pueden estar condensados o unidos
covalentemente. El término "heteroarilo” hace referencia a
grupos arilo (o anillos) que contienen de 1 a 4
heterodtomos seleccionados de N, O, vy S, en donde los
dtomos de nitrdgeno, carbono y azufre estidn opcionalmente
oxidados, y el o los atomos de nitrégeno estan
opcionalmente cuaternizados. Un grupo hetercarilo puede
estar unido al resto de la molécula a través de un
hetercatomo. Ejemplos no limitantes de grupos arilo vy
hetercarilo incluyen fenilo, l-naftilo, 2-naftilo, 4-

bifenilo, l-pirrolilo, 2-pirrolilo, 3-pirrolilo, 3-
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‘pirazolilo, 2-imidazolilo, 4-imidazolilo, pirazinilo, 2-
oxazolilo, 4-oxazolilo, 2-fenil-4-oxazoclilo, 5-oxazolilo,
3-isoxazolilo, 4-isoxazolilo, 5-isoxazolilo, 2-tiazolilo,
4-tiazolilo, 5-tiazolilo, 2-furilec, 3-furilo, 2-tienilo, 3-

tienilo, 2-piridilo, 3-piridilo, 4-piridilo, 2-pirimidilo,

4-pirimidilo, 5-benzotiazolilo, purinilo, 2~
bencimidazolilo, 5-indolilo, l-isoquinolilo, 5-
isoquinolilo, 2-quinoxalinilo, 5~quinoxalinilo, 3-

guinolilo, y 6-quinolilo. Sustituyentes para cada uno de
los sistemas de anillos arilo vy hetercarilo arriba
indicados se seleccionan del grupo de sustituyentes
aceptables descrito mas adelante. "Arilo" y "heterocarilo"
abarcan también sistemas de anillos en los cuales uno o mas
sistemas de anillos no aromdticos estdn condensados, ©

unidos de otro modo, a un sistema de arilo o heterocarilo.

Por brevedad, el término "arilo", cuando se utiliza en
combinacién con otros términos (v.g., ariloxi, ariltioxi,
arilalgquilo) incluye anillos tanto arilo como hetercarilo
como se definen arriba. Asi, debe entenderse que el término
"arilalquilo"” incluye aquellos radicales en los cuales un
grupo arilo estd unido a un grupo alquilo (v.g., bencilo,
fenetilo, piridilmetilo y anadlogos) <con inclusién de
aguellos grupos algquilo en los cuales un &tomo de carbono
(v.g., un grupo metileno) ha sido reemplazado, por ejemplo,
con un dtomo de oxigeno (v.g., fenoximetilo, 2-

piridiloximetilo, 3~(l-naftiloxi)propilo, y andlogos).
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Cada uno de 1los términos anteriores (v.g., "alquilo",
"heteroalgquilo”, Marilo" y T"heterocarilec"™ incluye formas
tanto sustituidas como insustituidas del radical indicado.
Sustituyentes preferidos para cada tipo de radical se

proporcionan a continuaciédn.

Sustituyentes para los radicales alquilo y heterocalquilo
(con inclusidén de aquellos grupos a los que se hace

referencia a menudo como alquileno, alquenilo,

hetercalquileno, heterocalquenilo, alguinilo, ciclocalquilo,

heterocicloalquilo,'cicloalquenilo, y heterocicloalgquenilo)
se designan generalmente como "sustituyentes de alquilo” y
"sustituyentes de heterocalquilo", respectivamente, y pueden
ser uno o mas de una diversidad de grupos seleccionados de,

pero sin cardcter limitante: -OR', =0, =NR’, =N-OR’, -

NR'R”, -SR’, -haldbgeno, -SiR’R”R”’, -OC(O)R’, -C(O)R', -

CO;R’, -CONR’R”, -OC(O)NR’R”, -NR”C(O)R’, -NR’'-C(O)NR”R”’,
-NR”C(0O)R’, ~NR-C (NR'R”R’”)=NR"", -NR-C(NR’R”)=NR"", -
S(O)R", -S(O),R’, -S(0),NR’R”, -NRSO,R’, -CN y -NO; en un
numero comprendido entre cero y (2m'+1l), donde m' es el
numero total de &tomos de carbono en dicho radical. R', R",
R"' y R"", cada uno preferiblemente de modo independiente,
hacen referencia a grupos hidrdgeno, heterocalquilo
sustituido o insustituido, arilo sustituido o insustituido,
v.g., arilo sustituido con 1-3 haldgenos, alquilo, alcoxi o

tioalcoxi sustituido o insustituido, o grupos arilalquilo.

Cuando un compuesto de la invencidén incluye més de un grupo

R, por ejemplo, cada uno de los grupos R se selecciona

independientemente al igual gque cada uno de los grupos R',

D



10

15

20

25

R", R"' y R"" cuando estd presente mds de uno de estos
grupos. Cuando R' y R" estadn unidos al mismo &tocmo de
nitrégeno, pueden combinarse ambos con el 4&tomo de
nitrégeno para formar un anillo de 5, 6, 6 7 miembros. Por
ejemplo, debe entenderse que -NR'R" incluye, pero sin
caracter limitante, l-pirrolidinilo y 4-morfolinilo. A
partir de la exposicién anterior de los sustituyentes, una
persona con experiencia en la técnica comprendera que debe
entenderse que el término "alquilo" incluye grupos que
incluyen 4tomos de carbono unidos a grupos distintos de
grupos hidrdgeno, tales como halocalgquilo (v.g., -CF3 y -
CH,CF3) y acilo (v.g., -C(O)CHz, -C(0O)CF3, -C(O)CH;OCHiz, Yy

analogos) .

Andlogamente a los sustituyentes descritos para el radical
alquilo, se hace referencia generalmente a los
sustituyentes de arilo y sustituyentes de hetercarilo como
"sustituyentes de arilo" y "sustituyentes de heterocarilo",
respectivamente, y son diversos y se seleccionan de, pof
ejemplo: haldgeno, -OR’, =0, =NR’, =N-OR’, -NR'R”, -SR’, -
halégeno, -SiR’R”R”’, -0OC(O)R’, -C(O)R’, -CO;R’, -CONR'R”,
-OC(O)NR'R”, -NR”C(O)R', -NR’-C(O)NR"”R”’, -NR”C (O);R’,
-NR-C(NR'R”)=NR’"”, -S{O)R’, -S(O);R’, -S(0O)3;NR’'R”, -NRSO;R’,
-CN y -NO;, -R’, -N3, -CH(Ph)z, fluoro(Ci-Cq)alcoxi, y
filuoro(C;-C4)alquilo, en un numero que va desde cero hasta
el numero total de valencias libres en el sistema de
anillos aromético; y donde R', R", R"', y R""™ se
seleccionan preferiblemente de modo independiente de

hidrdgeno, alquilo {C1-Cg) % heteroalquilo, arilo
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insustituido y heteroarilo, (arilo insustituido)-alquilo
(C1-C4), vy (arilo insustituido)oxi-alquilo (C;-C4). Cuando
un compuesto de la invencidén incluye mas de un grupo R, por
ejemplo, cada uno de los grupos R se selecciona
independientemente al igual que los grupos R', R", R"', y

R"" cuando estd presente mas de uno de estos grupos.

Dos de los sustituyentes arilo en Aatomos adyacentes del
anillc arilo o© heterocarilo pueden estar reemplazados
opcionalmente con un sustituyente de la férmula —T—C(Of~
(CRR')4q-U~-, en donde T y U son independientemente -NR-, -O-
, —CRR'- 0 un enlace simple, y g es un numerc entero de 0 a
3. Como alternativa, dos de los sustituyentes en 4atomos
adyacentes del anillo arilo o hetero-arilc pueden estar
reemplazados opcionalmente con un sustituyente de la
férmula -A-(CH,),.~B-, en donde A y B son independientementé
-CRR'-, -0-, -NR-, -S-, -S(0)-, =S(0)2-, -S(O)2NR' o un
enlace simple, y r es un numero entero de 1 a 4. Uno de los
enlaces simples del nuevo anillo asi formado puede estar
reemplazado opcionalmente con un enlace doble. Como
alternativa, dos de los sustituyentes en atomos adyacentes
del anillo arilo © hetercarilo pueden estar reemplazados
opcionalmente con un sustituyente de la férmula - (CRR')g—-X-
(CR"R"')y—, donde s y d son independientemente numeros
enteros de 0 a 3, y X es -O-, -NR'-, -S-, -5(0)-, -S(0)2—,
o -S(0),NR'-. Los sustituyentes R, R', R" y R"' se
seleccionan preferiblemente de modo 1independiente de

hidrégeno o alquilo (C;-Cg) sustituido o insustituido.



Como se utiliza en esta memoria, el término "difosfato"
incluye pero sin carédcter limitante un éster de 4acido
fosférico que contiene dos grupos fosfato. El término
"trifosfato" incluye pero sin caracter limitante un éster
de Acido fosférico que contiene tres grupos fosfato. Por
ejemplo, fadrmacos particulares que tienen un difosfato o un

trifosfato incluyen:

12 COzMe
OR"? )= X CO,Me
R120-p=0 N Q QR“ = X!
|
O‘P”O R120—I'°—O—IID=OON
120 SO N OR' OL s
i\ R0 o N
X R4 R‘IZO
. z R11 X R4
Difosfato RS Z

Trifosfato

Como se utiliza en esta memoria, el término "heterodtomo"
incluye oxigeno (0), nitrdégeno (N), azufre (S) y silicio

(Si) .

El simbolo "R" es una abreviatura general que representa un
grupo sustituyente gque se selecciona de grupos alquilo
sustituido o insustituido, hetercalquilo sustituido o
insustituido, arilo sustituido o insustituido, heterocarilo
sustituido o 4insustituido, y heterociclilo sustituido o

insustituido.

Diversos aspectos de la invencidén se describen con mayor

detalle en las subsecciones siguientes.
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Anticuerpos anti-B7-H4 gue tienen propiedades funcionales

particulares

Los anticuerpos de esta descripcidén se caracterizan por
caracteristicas o propiedades funcionales particulares dé
los anticuerpos. Por ejemplo, los anticuerpos se fijan
especificamente a B7-H4 humana, tal comoc B7-H4 humana
expresada en la superficie celular. Preferiblemente, un
anticuerpo de esta descripcién se fija a B7-H4 humana por
afinidad alta, por ejemplo con un Kp de 1 x 10”7 M o menos,.
mas preferiblemente con un Kp de 5 x 10® M o menos y aun
mas preferiblemente con un Kp de 1 x 10°® M o menos. Un
anticuerpo anti-B7-H4 de esta descripcién se fija a B7-H4
humana y exhibe preferiblemente wuna o mas de las
propiedades siguientes:

(a) se fija a B7-H4 humana con una afinidad de 1 x 107®
M o menos;

(b) es internalizado por las células gque expresan B7-
H4;

(c) exhibe citotoxicidad <celular . dependiente de
anticuerpos (ADCC) contra las células que expresan B7-H4; y

(d) inhibe el crecimiento de células que expresan B7-H4

in vivo cuando se conjuga a una citotoxina.

En una realizacién preferida, el anticuerpo exhibe al menos
dos de las propiedades (a), (b), (c), y (d). En una
realizacién mas preferida, el anticuerpo exhibe al menos
tres de las propiedades (a), (b), (c), y (d). En una
realizacién atn mas preferida, el anticuerpo exhibe las

cuatro propiedades, (a), (b), (c) y (d) . En otra
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realizacién preferida, el anticuerpo se fija a B7-H4 con

una afinidad de 5 x 10°° M o menos. En otra realizacién
preferida adicional, el anticuerpo inhibe el crecimiento de
células tumorales que expresan B7-H4 1in vivo cuando el

anticuerpo estd conjugado a una citotoxina.

Preferiblemente, un anticuerpo de esta descripcidén se fija
a una proteina B7-H4 con un Kp de 5 x 10°® M o menos, se
fija a una proteina B7-H4 con un Kp de 3 x 10°® M o menos,
se fija a una proteina B7-H4 con un Kp de 1 X 107 M o
menos, se fija a una proteina B7-H4 con un Kp de 7 x 107° M
o menos, se fija a una proteina B7-H4 con un Kp de 6 x 107°
M o menos o se fija a una proteina B7-H4 con un Ky de 5 X
107 M o menos. La afinidad de fijacién del anticuerpo para
B7-H4 puede evaluarse, por ejemplo, por andlisis BIACORE

estandar.

Ensayos estandar para evaluar la capacidad de fijacidn de

los anticuerpos hacia B7-H4 se conocen en la técnica,
incluyendo por ejemplo, ELISAs, transferencias Western,
RIAs y andlisis por citometria de flujo. Las cinéticas de

fijacién (v.g., afinidad de fijacidén) de los anticuerpos

pueden evaluarse también por ensayos esténdar conocidos en

la técnica, por ejemplo por ELISA, andlisis Scatchard vy
andlisis ©por el sistema Biacore®. Como un. ejemplo
adicional, los anticuerpos de la presente descripcidn
pueden fijarse a una linea de células tumorales de

carcinoma de mama, por ejemplo, la linea de células SKBR3.

69
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Anticuerpos Monoclonales 1G1l1l, 2A7, 2F9, 12E1 y 13D12

Los anticuerpos citados como ejemplo de esta descripcidn
incluyen los anticuerpos monoclonales humanos 1G11, 2A7”
2F9, 12E1 y 13D12, aislados y caracterizados
estructuralmente como se describe en la Solicitud PCT
PCT/US2006/061816, gque se incorpora en 1la presente por
referencia en su totalidad. Las secuencias de aminoacidos
Vy de 1G11, 2A7, 2F9, 12E1 y 13D12 se muestran en SEQ ID
NOs: 1, 2, 3, 4 y 5, respectivamente. Las secuencias de
aminodcidos V, de 1Gl1l, 2A7, 2F9, 12E1 y 13D12 se muestran

en SEQ ID NOs: 6, 7, 8, 9 y 10, respectivamente.

Dado que cada uno de estos anticuerpos puede fijarse a B7-
H4, las secuencias Vy y V, pueden "mezclarse y emparejarse"
para crear otras moléculas de fijacidén anti-B7-H4 de esta
descripcién. La fijacién a B7-H4 de tales anticuerpos
"mezclados y emparejados" puede testarse utilizando los
ensayos de fijacién arriba descritos (v.g., FACS o ELISAs).
Preferiblemente, cuando las cadenas Vy y Vi, se mezclan y
aparean, una secuencia Vg de una pareja Vy/Vy, particular se
reemplaza con una secuencia Vy estructuralmente similar. De
modo analogo, tipicamente una secuencia Vi de un par Vyg/Vi
particular se reemplaza con una secuencia Vi,
estructuralmente similar. De acuerdo con ello, en un
aspecto, esta descripcién proporciona un anticuerpo
monoclonal aislado o porcidén de fijacidn de antigeno del

mismo que comprende:
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{a) una regidén variable de la cadena pesada Qque
comprende una secuencia de aminodcidos 'seleccionada del
grupo constituido por SEQ ID NOs: 1, 2, 3, 4 y 5; y

(b) una regidén variable de la <cadena ligera que
comprende una secuencia de aminocdcidos seleccionada del
grupo constituido por SEQ ID NOs: 6, 7, 8, 9 y 10; en donde
el anticuerpo se fija especificamente a B7-H4,
preferiblemente B7-H4 humana.

Combinaciones preferidas de cadenas pesada y 1ligera
incluyen:

(a) una regidébn variable de la cadena pesada dJue
comprende la secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO: 1; y

(b) una regidén variable de la cadena 1ligera dque
comprende la secuencia de amincdcidos de SEQ ID NO: 6; o

(c) una regidén variable de 1la <cadena pesada gue
comprende la secuencia de aminocdcidos de SEQ ID NO: 2; y

(d) una regién variable de 1la cadena 1ligera que
comprende la secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO: 7; o

(e) una regidén variable de 1la cadena ligera que
comprende la secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO: 3; y

(f) una regidén variable de 1la cadena ligera que
comprende la secuencia de aminoadcidos de SEQ ID NO: 8; o

(g) una regidén variable de 1la cadena pesada que
comprende la secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO: 4; y

(h) una regidén variable de la <cadena ligera que
comprende la secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO: 9; o

(i) una regidén variable de 1la cadena pesada qgue
comprende la secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO: 5; y
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{j) una regidén variable de la cadena ligera que

comprende la secuencia de aminocdcidos de SEQ ID NO: 10.

En otro aspecto, esta descripcidn proporciona anticuerpos
gue comprenden las CDRls, CDRZs y CDR3s de la cadena pesada
y la cadena 1ligera de 1Gl11, 2A7, 2F9, 12E1 y 13D12 o
combinaciones de las mismas. Las secuencias de amino&cidos
de las CDR1S de Vg de 1G11, 2A7, 2F9, 12E1 y 13D1l2 se
muestran en SEQ ID NOs: 11, 12, 13, 14 'y 15,
respectivamente. Las secuencias de aminodcidos de las CDR2s
Vg de 1G11, 2A7, 2F9, 12E1 y 13D12 se muestran en SEQ ID
NOs: 16, 17, 18, 19 y 20, respectivamente. Las secuencias
de aminodcidos de las CDR3s de Vy de 1G1l1l, 2A7, 2F9, 12El y
13D12 se muestran en SEQ ID NOs: 21, 22, 23, 24 y 25,
respectivamente. Las secuencias de aminodcidos de las CDRls
de Vx de 1G11, 2A7, 2F9, 12El1 y 13D12 se muestran en SEQ ID
NOs: 26, 27, 28, 29 y 30, respectivamente. Las secuencias
de aminoadcidos de las CDR2s de Vg de 1G1l1l, 2A7, 2F9, 12E1 y
13D12 se muestran en SEQ ID NOs: 31, 32, 33, 34 vy 35,
respectivamente. Las secuencias de aminodcidos de las CDR3s
de Vg de 1G11, 2A7, 2F9, 12El1 y 13D1l2 se muestran en SEQ ID
NOs: 36, 37, 38, 39 y 40, respectivamente. Las regiones CDR
se delinean utilizando el sistema Kabat (Kabat, E.A. et al.
(1991) Sequences of Proteins of Immunological Interest, 5.°
edicidén, Departamento de Sanidad y Servicios Humanos de los

Estados Unidos, Publicacién NIH No. 91-3242).

Dado que cada uno de los anticuerpcs humanos designados

1G11, 2A7, 2F9, 12El y 13D12 pueden fijarse a B7-H4 y que
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la especificidad de fijacién de antigeno es proporciona
fundamentalmente por las regiones CDR1, CDR2 y CDR3, las
secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de Vy y las secuencias CDR1,
CDR2 y CDR3 de Vg pueden '"mezclarse y aparearse" (es decir,
las CDRs de anticuerpos diferentes pueden mezclarse vy
aparearse, aunque cada anticuerpo debe contener una CDR1,
CDR2 y CDR3 de Vg y una CDR1, CDR2 y CDR3 de Vg) para crear
otras moléculas de fijacidén anti-B7-H4 de esta descripciédn.
La fijacidén a B7-H4 de tales anticuerpos "mezclados vy
emparejados"” puede testarse utilizando 1los ensayos de
fijacidén arriba descritos (v.g., FACS, ELISAs, y andlisis
por el sistema Biacore®). Preferiblemente, cuando se
mezclan y aparean secuencias CDR de Vy, la secuencia CDRI,
CDR2 y/o CDR3 de una secuencia Vy particular se reemplaza
con una o mé&s secuencias CDR estructuralmente similares. De
modo anadlogo, cuando se mezclan y emparejan secuencias CDR
de Vg, la secuencia CDR1, CDR2 y/o CDR3 de una secuencia Vg
particular se reemplaza tipicamente <con una o mas
secuencias CDR estructuralmente similares. Seré fécilmente
evidente para el personal con experiencla ordinaria gque
pueden crearse nuevas secuencias Vy y Vi por sustitucién de
una o mas secuencias de regién CDR de Vg y/o Vi con
secuencias estructuralmente similares de las secuencias CDR
descritas en esta memoria para anticuerpos monoclonales en
1G11, 2aA7, 2F9, 12E1 y 13D12. De acuerdo con ello, en otro
aspecto, esta descripcién proporciona un anticuerpo
monoclonal aislado o porcidén de fijacidén de antigeno del

mismo gue comprende:
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(a) una regidédn variable CDR1 de la cadena pesada
comprende una secuencia de aminodcidos seleccionada
grupo constituido por SEQ ID NOs: 11, 12, 13, 14 y 15;

(b) una regidén variable CDR2 de la cadena pesada
comprende una secuencia de aminodcidos seleccionada
grupo constituido por SEQ ID NOs: 16, 17, 18, 19 y 20;

(c) una regidén variable CDR3 de la cadena pesada
comprende una secuencia de aminodcidos seleccionada
grupo constituido por SEQ ID NOs: 21, 22, 23, 24 y 25;

(d) una regidén variable CDR1l de la cadena ligera
comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada
grupo constituido por SEQ ID NOs: 26, 27, 28 , 29 y 30;

(e) una regidén variable CDR2 de la cadena ligera
comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada
grupo constituido por SEQ ID NOs: 31, 32, 33, 34 y 35;

(f) una regidén variable CDR3 de la cadena ligera
comprende una secuencia de amincacidos selecciocnada

grupo constituido por SEQ ID NOs: 36, 37, 38, 39 y 40;

donde el anticuerpo se fija especificamente a B7-

preferiblemente B7-H4 humana.

En una realizacidn preferida, el anticuerpo comprende:

{(a) una regidén variable CDR1 de la cadena pesada
comprende SEQ ID NO: 11;

{(b) una regidén wvariable CDR2 de la cadena pesada
comprende SEQ ID NO: 16;

(c) una regidén variable CDR3 de la cadena pesada

comprende SEQ ID NO: 21;

2

que

del

que

del

que

del

que

del

que

del
que
del

en

H4,

que
qué

que
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(d) una regidn

comprende SEQ ID NO:

(e)

una regidén

comprende SEQ ID NO:

(f) una regidn

comprende SEQ ID NO:

En otra realizaciédn

(a) una regidn

comprende SEQ ID NO:

(b} una regidn

comprende SEQ ID NO:

(c) una regiédén

comprende SEQ ID NO:

(d) una regidén

comprende SEQ ID NO:

(e)

una regién

comprende SEQ ID NO:

(f) una regidn

comprende SEQ ID NO:

En otra realizacidn

(a)

una regidn

comprende SEQ ID NO:

(b) una regidn

comprende SEQ ID NO:

(c)

una regidn

comprende SEQ ID NO:

_59_

variable CDR1
26;

variable CDR2
31; y

variable CDR3
36.

preferida, el
variable CDR1
12;
variable CDR2
17;
variable CDR3
22;
variable CDR1
27;
variable CDR2
32; y
variable CDR3

37.

preferida,

variable CDR1
13;

variable CDR2
18;

variable CDR3
23;

de la cadena ligera

de la cadena ligera

de la cadena ligera

anticuerpo comprende:

de la cadena pesada

de la cadena pesada

de la cadena pesada

de la cadena ligera

de la cadena ligera

de la cadena 1ligera

el anticuerpo comprende:

de la cadena pesada

de la cadena pesada

de la cadena pesada

}0

que

que

que

que

que

que

que

que

que

que

que

que



10

15

20

25

(d) una regién

comprende SEQ ID NO:

{(e) una regidn

comprende SEQ ID NO:

(f£) una regidn

comprende SEQ ID NO:

En otra realizacidn

(a) una regidn

comprende SEQ ID NO:

(b) una regidn

comprende SEQ ID NO:

(c) una regién

comprende SEQ ID NO:

(d) una regidn

comprende SEQ ID NO:

(e)

una regién

comprende SEQ ID NO:

(f) una regidn

comprende SEQ ID NO:

En otra realizacidn

(a)

una regidn

comprende SEQ ID NO:

(b) una regidn

comprende SEQ ID NO:

(c)

una regidn

comprende SEQ ID NO:

variable CDR1
28;
variable CDR2
33; y
variable CDR3
38.
preferida, el
variable CDR1
14;
variable CDR2
19;
variable CDR3
24;
variable CDR1
29;
variable CDR2
34; y
variable CDR3

39.

preferida,

de la cadena ligera

de la cadena ligera

de la cadena ligera

anticuerpo comprende:

de la cadena pesada

de

de

de

de

de

la

la

la

la

la

cadena

cadena

cadena

cadena

cadena

pesada

pesada

ligera

ligera

ligera

el anticuerpo comprende:

variable CDR1 de la cadena pesada

15;

variable CDR2Z de la cadena

20;

variable CDR3 de la cadena

25;

pesada

pesada

que
que

que

que
que
qué
que
que

qué

que
que

que
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(d) una regidén variable CDR1 de la cadena ligera dque
comprende SEQ ID NO: 30;

(e) una regidén variable CDR2 de la cadena ligera que
comprende SEQ ID NO: 35; vy

(f) una regidn variable CDR3 de la cadena ligera qué

comprende SEQ ID NO: 40.

Es bien conocido en 1la técnica que el dominio CDR3,
independientemente del (de los) dominio(s) CDR1 y/o CDR2,
puede determinar por si solo la especificidad de fijacién
de un anticuerpo para un antigeno cognado y gque pueden
generarse predeciblemente miltiples anticuerpos gque tienen
la misma especificidad de fijacidédn basada en una secuencia
CDR3 comun. Véase, por ejemplo, Klimka et al., British J.
of Cancer 83(2):252-260 (2000) (gque describe la produccién
de un anticuerpo humanizado anti-CD30 utilizando solamente’

la CDR3 del dominio variable de 1la cadena pesada del

anticuerpo murino anti-CD30 Ki-4); Beiboer et al., J. Mol.
Biol. 296:833-849 (2000) (que describe anticuerpos
recombinantes de glicoproteina-2 epitelial (EGP-2)

utilizando uUnicamente la secuencia CDR3 de la cadena pesada
del anticuerpo parental murino MOC-31 anti-EGP-2); Rader eﬁ
al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 95:8910-8915 (1998) (que
describe un panel de anticuerpos humanizados antiintegrina
oyf3 utilizando un dominio CDR3 variable de cadenas pesada
y ligera de un anticuerpo murino antiintegrina o,f; LM609,
en donde cada anticuerpo miembro comprende una secuencia
distinta fuera del dominio CDR3 y capaz de fijar el mismo

epitope que el anticuerpo parental murino con afinidades
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tan altas como o mayores dque el anticuerpo parental
murino); Barbas et al., J. Am. Chem. Soc. 116:2161-2162
(1994) (que describe que el dominio CDR3 aporta la
contribucién m&s importante a la fijacién de antigeno);
Barbas et al., Proc. Natl. Aéad. Sci. U.S.A. 92:2529-2533
(1995) (que describe el injerto de secuencias CDR3 de
cadena pesada de tres Fabs (SI-1, SI-40, y SI-32) contra el
DNA placentario humano en la cadena pesada de un toxoide
antitétanos Fab reemplazando con ellc la CDR3 de la cadena
pesada existente y demostrando que el dominio CDR3 por si
solo conferia especificad de fijacidn); Ditzel et al., J.
Immunol 157:739-749 (1996) (que describe estudios de
injerto en los cuales la transferencia de sbélo la cadena
pesada CDR3 de una LNA3 Fab parental poliespecifica a una
cadena pesada de un anticuerpo monoespecifico de fijacidn
del toxoide IgG del tétanos, Fab p3l3 era suficiente para
retener la especificidad de fijacidén del Fab parental);
Berezov et al., BIAjournal 8: Scientific Review 8 (2001)
{que describe miméticos peptidicos basados en la CDR3 de un
anticuerpo monoclonal anti-HER2; Igarashi et al., J.
Biochem (Tokio) 117:452-7 (1995) (que describe un
polipéptido sintético de 12 amincdcidos correspondiente al
dominio CDR3 de un anticuerpo antifosfatidilserina);
Bourgeois et al., J. Virol 72:807-10 (1998) (que demuestra
que un péptido simple derivado del dominio CDR3 de la
cadena pesada de un anticuerpo contra el virus respiratorio
sincitial (RSV) era capaz de neutralizar el virus in
vitro); Levi et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 90:4374-

8 (1993) (que describe un péptido basado en el dominio CDR3
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de la cadena pesada de un anticuerpo anti-VIH murino),
Polymenis y Stoller, J. Immunol. 152:5218-5329 (1994) (que
describe la fijacidén permisiva de un scFv por injerto de la
regién CDR3 de 1la cadena pesada de un anticuerpo de
fijacidon Z-DNA) y Xu y Davis, Immunity 13:37-45 (2000) (que
describe que la diversidad en CDR3 de la cadena pesada es
suficiente para permitir que moléculas de IgM idénticas por
lo demas distingan entre una diversidad de antigenos de
haptenos y proteinas). Véanse también las Patentes de los
Estados Unidos Nums. 6,951,646; 6,914,128; 6,090,382;
6,818,216; 6,156,313; 6,827,925; 5,833,943; 5,762,905 vy
5,760,185, gque describen anticuerpos patentados definidos
por un solo dominio CDR. Cada una de estas referencias se

incorpora en esta memoria por referencia en su totalidad.

De acuerdo con ello, dentro de <ciertos aspectos, la
presente descripcidén proporciona anticuerpos monoclonales
que comprenden uno o mas dominios CDR3 de cadena pesada y/o
ligera de un anticuerpo no humano, tal como un anticuerpo
de ratdén o de rata, en donde el anticuerpo monoclonal es
capaz de fijarse especificamente a B7-H4. Dentro de algunaé
realizaciones, tales anticuerpos de inventiva que
comprenden uno o més dominios CDR3 de cadena pesada y/o
ligera a partir de un anticuerpo no humano (a) son capaces
de competir para fijacidén con; (b) retienen las
caracteristicas funcionales; (c) se fijan al mismo epitope;
y/o (d) tienen una afinidad de fijacidén similar a la del

anticuerpo parental no humano correspondiente.
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En otros aspectos, la presente descripcién proporciona
anticuerpos monoclonales que comprenden uno o mas dominios
CDR3 de cadena pesada y/o ligera de un primer anticuerpo
humano, tal como, por ejemplo, un anticuerpo humano
obtenido de un animal no humano, en donde el primer
anticuerpo humano es capaz de fijarse especificamente a B7-
H4 y en donde el dominio CDR3 del primer anticuerpo humano
reemplaza un dominio CDR3 en un anticuerpo humano que
carece de especificidad de fijacidén para B7-H4 a fin de
generar un segundo anticuerpo humano que es capaz de
fijarse especificamente a B7-H4. En algunas realizaciones,
tales anticuerpos de inventiva que comprenden uno o més
dominios CDR3 de cadena pesada vy/o ligera del primer
anticuerpo humano (a) son cabaces de competir para fijacién
con; (b) retienen las caracteristicas funcionales; (c) se
fijan al mismo epitope; y/o (d) tienen una afinidad de
fijacién similar a la del primer anticuerpo humano parental

correspondiente.

Anticuerpos que Tienen Secuencias Particulares de la Linea

Germinal

.En ciertas realizaciones, un anticuerpo de esta descripcidn

comprende una regidn variable de la cadena pesada de un gen
particular de inmunoglobulina de cadena pesada de la linea
germinal y/o una regidén variable de la cadena ligera de un
gen particular de inmunoglobulina de cadena ligera de la

linea germinal.
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Por ejemplo, en una realizacién preferida, esta descripcidn
proporciona un anticuerpo monoclonal aislado o una porcién
de fijacidén de antigeno del mismo, que comprende una regidn
variable de la cadena pesada que es el producto de o se
deriva de un gen Vy 4-34 humano, en donde el anticuerpo se
fija especificamente a B7-H4. En otra realizacién
preferida, esta descripcidén proporciona un anticuerpo
monoclonal aislado o una porcién de fijacidén de antigeno
del mismo, gque comprende una regidn variable de la cadena
pesada que es el producto de o se deriva de un gen Vy 3-53
humano, en donde el anticuerpo se fija especificamente a

B7-H4.

En otra realizaciédn preferida, esta descripcidn proporciona
un anticuerpo monoclonal aislado o una porcidén de fijaciédn
de antigeno del mismo, que comprende una regidén variable de
la cadena pesada que es el producto de o se deriva de un
gen combinado Vy 3-9/D3-10/JH6b humano, en donde el

anticuerpo se fija especificamente a B7-H4.

En otra realizacidn preferida, esta descripcidédn proporciona
un anticuerpo monoclonal aislado o una porcidén de fijaciédn
de antigenoc del mismo, que comprende una regidn variable de
la cadena ligera que es el producto de o se deriva de un
gen Vg A27 humano, en donde el anticuerpo se fija

especificamente a B7-H4.

En otra realizacién preferida, esta descripcidn proporciona

un anticuerpo monoclonal aislado o una porcién de fijacidn
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de antigeno del mismo, que comprende una regidén variable de
la cadena ligera que es el producto de o se deriva de un
gen Vg L6/JK1 humano, en donde el anticuerpo se fija

especificamente a B7-H4.

En otra realizacién preferida adicional, esta descripcidn
proporciona un anticuerpo monoclonal aislado o una regidén
de fijacién de antigeno del mismo, en donde el anticuerpo:

(a) comprende una regidn variable de la cadena pesada
que es el producto de o se deriva de un gen Vy 4-34 humano,
un gen Vy 3-53 humano o un gen Vy 3-9/D3-10/JH6B combinado
humano (genes que codifican las secuencias de aminodcidos
indicadas en SEQ ID NOs: 51, 52 y 53, respectivamente);

(b) comprende una regidén variable de la cadena ligera
que es el producto de o se deriva de un gen Vg A27 humano o
un gen Vg L6/JK1 1 combinado humano (genes que codifican
las secuencias de aminoacidos indicadas en SEQ ID NOs: 54 y
55, respectivamente); y

(c) el anticuerpo se fija especificamente a B7-H4,
tipicamente B7-H4 humana. Ejemplos de anticuerpos que
tienen Vy y Vg de Vg 4-34 y Vg A27, respectivamente, son
1G11 y 13D12. Ejemplos de anticuerpos que tienen Vy y Vi de
Vy 3-53 y Vg A27, respectivamente, son 2A7 y 2F9. Un
ejemplo de un anticuerpo que tiene Vy y Vg de Vg 3-9/D 3-
10/JH6b y Vg L6/JK1l, respectivamente, es 12El.

Como se wutiliza en esta memoria, un anticuerpo humano
comprende regiones variables de cadena pesada o ligera dque

es "el producto de" o "se deriva de" wuna secuencia
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particular de linea germinal si las regiones variables del
anticuerpc se obtienen de un sistema que utiliza genes de
inmunoglobulina de linea germinal humana. Tales sistemas
incluyen la inmunizacidén de un ratdén transgénico que lleva
genes de inmunoglobulina humanos con el antigeno de interés
0 cribar una coleccién de genes de inmunoglobulina humana
presentada en fago <con el antigeno de interés. Un
anticuerpo humano que es "el producto de" o "se deriva de"
una secuencia de inmunoglobulina de linea germinal humana
puede identificarse como tal por <comparacién de la
secuencia de aminocacidos del anticuerpo humano con las
secuencias de aminodcidos de inmunoglobulinas de la linea
germinal humana y seleccidn de la secuencia de
inmunoglobulina de la linea germinal humana que estd mas
préxima en secuencia (es decir, con identidad porcentual
maxima) a la secuencia del anticuerpo humano. Un anticuerpo
humano que es "el producto de" o "se deriva de" wuna
secuencia particular de inmunoglobulina de la linea
germinal humana puede contener diferencias de aminoacidos
en comparacién con la secuencia de la linea germinal,
debido a, por ejemplo, mutaciones somdticas existentes
naturalmente o a la introduccidén intencional de mutacidn
orientada. Sin embargo, un anticuerpo humano seleccionado
tiene tipicamente al menos un 90% de identidad en secuencia
de aminodcidos respecto a una secuencia de aminodcidos
codificada por un gen de inmunoglobulina de 1la 1linea
germinal humana y contiene residuos de aminoacidos que
identifican el anticuerpo humano como tal cuando se compara

con las secuencias de aminocdcidos de inmunoglobulina de la
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linea germinal de otra(s) especie(s) (v.g., secuencias de
linea germinal murina). En ciertos casos, un anticuerpo

humano puede tener al menos una identidad de 95% o incluso
al menos de 96%, 97%, 98% o 99% en secuencia de aminoacidos
con la secuencia de aminocadcidos codificada por el gen de
inmunoglobulina de la 1linea germinal. Tipicamente, un
anticuerpo humano derivado de una secuencia particular de
la linea germinal humana presentard no mas de 10
diferencias de aminoacidos respecto a la secuencia de
aminodcidos codificada por el gen de inmunoglobulina de 1la
linea germinal humana. En ciertos casos, el anticuerpo
humano puede presentar no mads de 5 o incluso no mas de 4,
3, 2 6 1 diferencia de aminodcido respecto a la secuencia
de aminoacidos codificada por el gen de inmunoglobulina de

la linea germinal.

Anticuerpos Homébélogos

En otra realizacidén adicional, un anticuerpo de esta
descripcidén comprende regiones variables de cadena pesada y
ligera que comprenden secuencias de aminocdcidos que son
homélogas a las secuencias de aminodcidos de los
anticuerpos preferidos descritos en esta memoria y en donde
los anticuerpos retienen las ©propiedades funcionales

deseadas de los anticuerpos anti-B7-H4 de esta descripcién.

Por ejemplo, esta descripcidén proporciona un conjugado
anticuerpo-molécula asociada gque comprende un anticuerpo

monoclonal o porcidén de fijacidén de antigeno del mismo, que



@

10

15

20

25

comprende una regidén variable de la cadena pesada y una
regién variable de la cadena ligera, en donde:

(a) la regidn variable de la cadena pesada comprende
una secuencia de aminodcidos que tiene al menos 80% de
homologia respecto a una secuencia de aminoacidos
seleccionada del grupo constituido por SEQ ID NOs: 1, 2, 3,
4, y 5;

(b) la regidén variable de la cadena ligera comprende
una secuencia de aminodcidos que tiene al menos 80% de
homologia respecto a una secuencia de aminocacidos
seleccionada del grupo constituido por SEQ ID NOs: 6, 7, 8,
9 vy 10;

(c) el anticuerpo se fija a B7-H4 humana con un KD de 1
x 1077 M o menos;

(d) el anticuerpo se fija a células CHO humanas (sic)
transfectadas con B7-H4; y/o

(e) el anticuerpo inhibe el crecimiento del tumor de
células tumorales que expresan B7-H4 in vivo cuando se

conjuga a una citotoxina.

En diversas realizaciones, el anticuerpo puede ser, por
ejemplo, un anticuerpo humano, un anticuerpo humanizado o

un anticuerpo quimérico.

En otras realizaciones, las secuencias de aminodcidos Vy
y/o Vy, pueden tener una homologia de 85%, 90%, 95%, 96%,
97%, 98% o 99% con las secuencias arriba indicadas. Un
anticuerpo gque tenga regiones Vy y Vi con homologia alta

(es decir 80% o mayor) respecto a las regiones Vy y Vi de
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las secuencias arriba indicadas, ©puede obtenerse por
mutagénesis (v.g. mutagénesis orientada o mutagénesis
mediada por PCR) de moléculas de acido nucleico que
codifican SEQ ID NOs: 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49 y
50, seguido por sometimiento a test del anticuerpo alterado
codificado respecto a funcién retenida (es decir, las
funciones indicadas en (c), (d) y [(e) anteriormente),
utilizando los ensayos funcionales descritos en esta

memoria.

Como se utiliza en esta memoria, el porcentaje de homologia
entre dos secuencias de aminoacidos es equivalente al
porcentaje de identidad entre 1las dos secuencias. E1
porcentaje de identidad entre las dos secuencias es funciédn
del numerc de posiciones idénticas compartidas por las
seﬁuencias {es decir % homologia = # de posiciones
idénticas/# total de posiciones x 100), teniendo en cuenta
el numero de lagunas y la longitud de cada laguna, dque
precisa(n) ser introducida(s) para alineacidén éptima de las
dos secuencias. La comparacién de secuencias y la
determinacién del porcentaje de identidad entre dos
secuencias pueden realizarse utilizando un algoritmo
matemadtico, como se describe en los ejemplos no limitantes

que se dan mas adelante.

El porcentaje de identidad entre dos secuencias de
aminodcidos puede determinarse utilizando el algoritmo de
E. Meyers y W. Miller (Comput. Appl. Biosci. 4:11-17
(1988)) que ha sido incorporado en el programa ALIGN
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(versidén 2.0), utilizando una tabla de pesos de residuos
PAM120, una penalidad por longitud de laguna de 12 y una
penalidad por laguna de 4. Adicionalmente, el porcentaje de
identidad entre dos secuencias de aminodcidos puede
determinarse utilizando el algoritmo de Needleman y Wunsch
(J. Mol. Biol. 48:444-453 (1970)) que ha sido incorporado
en el programa GAP en el paquete de software GCG
(disponible en http://www.gcg.com), utilizando una matriz
Blossum 62 o una matriz PAM250, y un peso de laguna de 16,
14, 12, 10, 8, 6, 6 4 y un peso por longitud de 1, 2, 3, 4,
5 &6 6.

Adicionalmente o como alternativa, las secuencias de las
proteinas de la presente descripcién pueden utilizarse
ulteriormente como "secuencia de consulta" para realizar
una busqueda frente a bases de datos puiblicas a fin de, por
ejemplo, identificar secuencias afines. Tales busquedas

pueden realizarse utilizando el programa XBLAST (versién

©2.0) de Altschul, et al. (1990), J. Mol. Biol. 215:403-10.

Las busquedas de proteinas BLAST pueden realizarse con el
programa XBLAST, registro = 50, longitud de palabra = 3
para obtener secuencias de aminoidcidos hombélogas a las
moléculas de anticuerpos de esta descripcidén. Para obtener
alineaciones con lagunas para fines de comparacidén, puede
utilizarse Gapped BLAST como se describe en Altschul et al.
(1997), Nucleic Acids Res. 25(17):3389-3402. Cuando se
utilizan los programas BLAST y Gapped BLAST, son utiles los
parametros por defecto de los programas respectivos (v.g.,

XBLAST y NBLAST). Véase www.ncbi.nlm.nih.gov.
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Anticuerpos con Modificaciones Conservadoras

En ciertas realizaciones, un anticuerpo de esta descripcién
comprende una regién variable de la cadena pesada que
comprende secuencias CDR1, CDR2 vy CDR3 vy wuna regidn
variable de la cadena ligera que comprende secuencias CDR1,
CDR2 y CDR3, en donde una o mas de estas secuencias CDR
comprenden secuencias especificas de aminodcidos basadas en
los anticuerpos preferidos descritos en esta memoria (v.qg.,
1G11, 277, 2F9, 12E1 o 13D12) o] modificaciones
conservadoras de los mismos Yy ‘en donde los anticuerpos
retienen las propiedades funcionales deseadas de los

anticuerpos anti-B7-H4 de esta descripcidn.

De acuerdo con ello, esta descripcidén proporciona un
conjugado anticuerpo-molécula asociada gque comprende un
anticuerpo monoclonal o porcidén de fijacidn de antigeno del
mismo, gque comprende una regidén variable de 1la cadena
pesada que comprende secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 y una
regidén variable de la cadena ligera que comprende
secuencias CDR1, CDR2 y CDR3, en donde:

(a) la secuencia CDR3 de la regién variable de 1la
cadena pesada comprende una secuencia de aminocdcidos
seleccionada del grupo constituido por las secuencias de
aminodcidos de SEQ ID NOs: 21, 22, 23, 24 y 25 vy
modificaciones conservadoras de las mismas; '

(b) la secuencia CDR3 de la regidén variable de 1la
cadena ligera comprende una secuencia de aminoacidos

seleccionada del grupo constituido por las secuencias de
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aminocdcidos de SEQ ID NOs: 36, 37, 38, 39 y 40 vy
modificaciones conservadoras de las mismas;

(c) el anticuerpo se fija a B7-H4 humana con un KD de 1
x 1077 M o menos;

(d} el anticuerpo se fija a células CHO humanas (sic)

transfectadas con B7-H4; y/o

(e) el anticuerpo inhibe el crecimiento del tumor de

las células tumorales que expresan B7-H4 in vivo cuando

esta conjugado a una citotoxina.

En una realizacidén preferida, la secuencia CDR2Z de la

regidén variable de la cadena pesada comprende una secuencia

de aminodcidos seleccionada del grupo constituido por 1las
secuencias de aminodcidos de SEQ ID NOs: 16, 17, 18, 19 y
20 y modificaciones conservadoras de las mismas; y la
secuencia CDR2 de la regidén variable de la cadena ligera

comprende una secuencia de amino-acidos seleccionada del

grupo constituido por las secuencias de aminodcidos de SEQ

ID NOs: 31, 32, 33, 34 y 35 y modificaciones conservadoras
de las mismas. En otra realizacidén preferida, la secuencia
CDR1 de la regidén variable de la cadena pesada comprende
una secuencia de aminodcidos seleccionada del grupo

constituido por las secuencias de aminodcidos de SEQ 1ID

NOs: 11, 12, 13, 14 y 15 y modificaciones conservadoras de

las mismas; y la secuencia CDR1 de la regidén variable de la
cadena ligera comprende una secuencia de amino&cidos
seleccionada del grupo constituido por las secuencias de
aminoacidos de SEQ ID NOs: 26, 27, 28, 29 vy 30 vy

modificaciones conservadoras de las mismas.

Y
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En diversas realizaciones, el anticuerpo puede ser, por
ejemplo, anticuerpos humanos, anticuerpos humanizados o

anticuerpos quiméricos.

Como se utiliza en esta memoria, el término "modificaciones
de secuencia conservadoras™ tiene por ©objeto hacer
referencia a modificaciones de aminodcidos que no afectan o

alteran significativamente las caracteristicas de fijacidn

del anticuerpo que contiene la secuencia de aminoacidos.

Tales modificaciones conservadoras incluyen sustituciones,
adiciones y deleciones de aminoacidos. Las modificaciones
pueden introducirse en un anticuerpo de esta descripcién
por métodos estdndar conocidos en la técnica, tales como

mutagénesis orientada vy mutagénesis mediada por PCR.

Sustituciones conservadoras de amincdcidos son aquéllas en

las cuales el residuo de aminodcido se reemplaza con un
residuo de aminodcido que tiene una cadena lateral similar.
Familias de residuos de aminodcidos gue tiénen cadenas
laterales similares se han definido en la técnica. Estas
familias incluyen aminoacidos con cadenas laterales bésicas
(v.g., lisina, arginina, histidina), cadenas laterales
acidas (v.g., é&cido aspartico, acido glutamico), cadenas
laterales polares sin carga (v.g., glicina, asparagina,
glutamina, serina, treonina, tirosina, cisteina,
triptéfano), cadenas laterales apolares (v.g., alanina,
valina, leucina, isoleucina, prolina, fenilalanina,.
metionina), cadenas laterales ramificadas en posicién beta

(v.g., treonina, valina, isoleucina) y cadenas laterales
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aromaticas (v.g., tirosina, fenilalanina, triptéfano,
histidina). Asi, uno o mé&s residuos de aminodcidos dentro
de las regiones CDR de un anticuerpo de esta descripcién
puede (n) reemplazarse con otros residuos de aminoacidos de
la misma familia de cadena lateral y el anticuerpo alterado

puede testarse en cuanto a funcidén retenida.

Anticuerpos que se Fijan al Mismo Epitope que los

Anticuerpos Anti-B7-H4 de esta Descripcidn

En otra realizaciédn, esta descripcién proporciona
anticuerpos que se fijan al mismo epitope en B7-H4
reconocido por cualgquiera de los anticuerpos monoclonales
B7-H4 de esta descripcidén (es decir, anticuerpos que tienen
la capacidad para competir cruzadamente respecto a la
fijacién a B7-H4 con cualquiera de los anticuerpos
monoclonales de esta descripcidn). En realizaciones
preferidas, el anticuerpo de referencia para estudios de
competicién cruzada puede ser el anticuerpo monoclonal 1G11
(que tiene secuencias Vg y Vy como se muestra en SEQ 1ID
NCs: 1 y 6, respectivamente) o el anticuerpo monoclonal 2A7
(que tiene secuencias Vg y Vp como se muestra en SEQ 1ID
NOs: 2 y 7, respectivamente) o el anticuerpo monoclonal 2F9
(que tiene secuencias Vg y Vi como se muestra en SEQ ID
NOs: 3 vy 8, respectivamente) o el anticuerpo monoclonal
12E1 (que tiene secuencias Vy y V; como se muestra en SEQ
ID NOs: 4 y 9, respectivamente) o el anticuerpo monoclonal
13D12 (gue tiene secuencias Vy y Vpy como se muestra en SEQ
ID NOs: 5 y 10, respectivamente). Tales anticuerpos de

competicidén cruzada pueden identificarse basandose en su
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capacidad para competir de manera cruzada con 1Gl1, 2A7,
2F9, 12E1 o 13D12 en ensayos estandar de fijacién de B7-H4.
Por ejemplo, pueden utilizarse el andlisis por el sistema
BIAcore®, ensayos ELISA o citometria de flujo para
demostrar la competencia cruzada con los anticuerpos de la
presente descripcidn. La capacidad de un anticuerpo de test
para inhibir la fijacién de, por ejemplo, 1Gll, 2A7, 2F9,
12E1 o 13D12 a B7-H4 humana demuestra que el anticuerpo de
test puede competir con 1Gl11, 2A7, 2F9, 12E1 o 13D12
respecto a la fijacidén a B7-H4 humana y se fija por tanto
al mismo epitope en B7-H4 humana que 1G11l, 2A7, 2F9, 12El1 o
13D12. En una realizacién preferida, el anticuerpo que se
fija al mismo epitope en B7-H4 humana que es reconocido por
1611, 2A7, 2F9, 12E1 o 13Dl12 es un anticuerpo humano

monoclonal.

Anticuerpos Elaborados por Ingenieria Genética y

Modificados

Un anticuerpo de esta descripcién puede prepararse
adicionalmente utilizando un anticuerpo que tiene una o mas
de las secuencias Vy y/o V, descritas en esta memoria como
material de partida para elaborar por ingenieria un
anticuerpo modificado, anticuerpo modificado que puede
tener propiedades alteradas respecto al anticuerpo de
partida. Un anticuerpo puede elaborarse por ingenieria
genética por modificacién de uno o més residuos dentro de
una © mas regiones variables (a saber Vy y/o Vi), por
ejemplo dentro de una o mas regiones CDR y/o dentro de una

0 mas regiones de entramado. Adicionalmente o como
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alternativa, un anticuerpo puede elaborarse por ingenieria
genética por modificacién de residuos dentro de la o las
regiones constantes, por ejemplo para alterar la o las
funciones efectoras del anticuerpo. Un tipo de elaboracién
por ingenieria genética de la regidén variable que puede

realizarse es el injerto de CDR.

Los anticuerpos interaccionan con antigenos diana
predominantemente a través de residuos de aminoacidos que
estan localizados en las seis regiones determinantes de la
complementariedad (CDRs) de las cadenas pesada y ligera.
Por esta razdn, las secuencias de aminodcidos dentro de las
CDRs son mas diversas entre anticuerpos individuales gque
las secuencias que quedan fuera de las CDRs. Dado que las
secuencias CDR son responsables de la mayoria de las
interacciones anticuerpo-antigeno, es posible expresar
anticuerpos recombinantes que mimeticen las propiedades de
anticuerpos especificos existentes naturalmente por
construccién de vectores de expresién que incluyen
secuencias CDR procedentes del anticuerpo especifico
existente naturalmente injertado en secuencias de entramado
de un anticuerpo diferente con propiedades diferentes.
(Véase, v.g., Riechmann, L. et al. (1998) Nature 332: 323-
327; Jones, P. et al. (1986) Nature 321:522-525; Queen, C.
et al. (1989) Proc. Natl. Acad. See. U.S.A. 86:10029-10033;
la Patente de los Estados Unidos No. 5,225,539 otorgada a
Winter, y las Patentes de los Estados Unidos Nos.
5,530,101; 5,585,089, 5,693,762 y 6,180,370 otorgadas a

Queen et al).



®

10

15

20

25

De acuerdo con ello, otra realizacién de esta descripcién

hace referencia a wun anticuerpo monoclonal aislado o

porcién de fijacién de antigeno del mismo, que comprende
una regidén variable de 1la cadena pesada que comprende
secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 que comprenden una secuencia

de aminoacidos seleccionada del grupo constituido por SEQ

ID NOs: 11, 12, 13, 14 y 15; SEQ ID NOs: 16, 17, 18, 19 Y

20; y SEQ ID NOs: 21, 22, 23, 24 y 25; respectivamente vy
una regidén variable de la cadena ligera que cbmprende
secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 que comprenden una secuencia
de aminoacidos seleccionada del grupo constituido por SEQ

ID NOs: 26, 27, 28, 29 y 30; SEQ ID NOs: 31, 32, 33, 34 y

35; y SEQ ID NOs: 36, 37, 38, 39 y 40; respectivamente. Asi

pues, tales anticuerpos contienen las secuencias CDR Vg y
Vy, de los anticuerpos monoclonales 1Gl1, 2A7, 2F9, 12E1 o
13D12 pero pueden contener secuencias de entramado

diferentes de estos anticuerpos.

Tales secuencias de entramado pueden obtenerse a partir de

bases de datos de DNA publicas o referencias publicadas que
incluyen secuencias de genes de anticuerpos de la linea
germinal. Por ejemplo, secuencias de DNA de la linea

germinal para genes de las regiones variables de cadena

pesada y ligera humanas pueden encontrarse en la base de

datos de secuencias de la linea germinal humana "VBase"

(disponible de Internet en www.mrc-cpe.cam.ac.uk/vbase),

asi como en Kabat, E.A., et al. (1991) Sequences of

Proteins of Immunological Interest, 5.¢° edicidn,

79
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Departamento de Sanidad y Servicios Humanos de los Estados

Unidos, Publicacién NIH No. 91-3242; Tomlinson, I. M., et
al. (1992) "The Repertoire of Human Germline Vy Sequences
Reveals about Fifty Groups of Vy Segments with Different
Hypervariable Loops" J. Mol. Biol. 227:776-798; y Cox, J.
P. L. et al. (1994) "A Directory of Human Germ-line Vy
Segments Reveals a Strong Bias in their Usage" Eur. J.
Immunol. 24:827-836; todos cuyos contenidos se incorporan
expresamente en esta memoria por referencia. Como otro
ejemplo, las secuencias de DNA de la linea germinal para
genes de la regidn variable de las cadenas pesada y ligera
humanas pueden encontrarse en la base de datos Genbank. Por
ejemplo, las secuencias de la linea germinal de la cadena
pesada siguientes encontradas en el ratén HCo7 HuMAb estén
disponibles en los numeros de acceso a Genbank que se
indican a continuacién: 1-69 (NG_0010109, NT 024637 vy
BC070333), 3-33 (NG 0010109 y NT 024637) y 3-7 (NG_0010109

y NT 024637). Como otro ejemplo, las secuencias de la linea

germinal de la cadena pesada siguientes encontradas en el
ratén HCol2 HuMAb estadn disponibles en los numeros de
acceso a Genbank gque se indican a continuacidén: 1-69
(NG_0010109, NT_ 024637 y BC070333), 5-51 (NG 0010109 vy
NT 024637), 4-34 (NG _0010109 y NT 024637), 3-30.3

(CAJ556644) y (AJ406678) . Otra fuente adicional de

secuencias de la linea germinal humana de las cadenas
pesada y ligera es la base de datos de genes de
inmunoglobulina humana disponibles de IMGT

(http://imgt.cines.fr).
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Las secuencias de Aanticuerpos proteinicos se comparan
contra una base de datos recopiladas de secuencias de
proteinas utilizando uno de los métodos de busqueda de
similitud de secuencias denominado el Gapped BLAST
(Altschul et al. (1997) Nucleic Acids Research 25:3389-
3402), que es bien conocido por los expertos en la técnica.
BLAST es el algoritmo heuristico en el cual una alineacidn
estadisticamente significativa entre la secuencia de
anticuerpo y la secuencia de la base de datos es probable
gque contenga pares de segmentos de alto registro (HSP) de
palabras alineadas. Los pares de segmentos cuyos registros
no pueden mejorarse por extensidn o recorte se conocen como
un  hit (acierto). Resumidamente, las secuencias de
nucledétidos de origen VBASE (http.//vbase.mrc-
cpe.cam.ac.uk/vbasel/list2.php) se traducen y se retiene la
regién entre las regiones de entramado FR1 a FR3 inclusive.
Las secuencias de la base de datos tienen una longitud
media de 98 residuos. Las secuencias duplicadas que son
coincidencias exactas en toda la longitud de la proteina se
apartan. Una busqueda BLAST para proteinas utilizando el
programa blastp con pardmetros estédndar por defecto excepto
el filtro de baja complejidad, que estd desconectado, y la
matriz de sustitucidén de BLOSUM62, filtra para 1los 5
aciertos principales que  producen coincidencias de
secuencia. Las secuencias de nucledétidos se traducen en la
totalidad de 1los seis marcos y el marco que carece de
codones de parada en el segmento coincidente de la
secuencia de la base de datos se considera el acierto

potencial. Esto se confirma a su vez utilizando el programa
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Las secuencias de anticuerpos proteinicos se comparan
contra una base de datos recopiladas de secuencias de
proteinas utilizando uno de los métodos de buisqueda de
similitud de secuencias denominado el Gapped BLAST
(Altschul et al. (1997) Nucleic Acids Research 25:3389-
3402), que es bien conocido por los expertos en la técnica.
BLAST es el algoritmo heuristico en el cual una alineaciédn
estadisticamente significativa entre la secuencia de
anticuerpo y la secuencia de la base de datos es probable
gue contenga pares de segmentos de alto registro (HSP) de
palabras alineadas. Los pares de segmentos cuyos registros
no pueden mejorarse por extensidén o recorte se conocen como
un  hit (acierto). Resumidamente, las secuencias de
nucleétidos de origen VBASE (http.//vbase.mrc-
cpe.cam.ac.uk/vbasel/list2.php) se traducen y se retiene la
regién entre las regiones de entramado FR1 a FR3 inclusive.
Las secuencias de la base de datos tienen una longitud
media de 98 residuos. Las secuencias duplicadas que son
coincidencias exactas en toda la longitud de la proteina se
apartan. Una busqueda BLAST para proteinas utilizando el
programa blastp con parametros estandar por defecto excepto
el filtro de baja complejidad, que estd desconectado, y la
matriz de sustitucién de BLOSUM62, filtra para 1los 5
aciertos principales que producen coincidencias de
secuencia. Las secuencias de nucledtidos se traducen en la
totalidad de los seis marcos y el marco dgue carece de
codones de parada en el segmento coincidente de la
secuencia de la base de datos se considera el acierto

potencial. Esto se confirma a su vez utilizando el programa
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tblastx de BLAST, que traduce la secuencia de anticuerpos
en la totalidad de los 6 marcos vy compara dichas
traducciones con respecto a las secuencias de nucleébdtidos
VBASE traducidas dindmicamente en la totalidad de los seis
marcos. Otras bases de datos de secuencias de 1la linea
germinal humana, tales como ' la disponible de IMGT
(http://imgt.cines.fr), pueden consultarse andlogamente a

VBASE como se ha descrito arriba.

Las identidades son coincidencias exactas de aminodcidos
entre la secuencia de amincdcidos y la base de datos
proteinica en toda la longitud de la secuencia. Los
positivos (identidades + coincidencia de sustitucidén) no
son 1idénticos excepto las sustituciones de aminoacidos
guiadas por la matriz de sustitucidén BLOSUM62. Si la
secuencia de anticuerpos hace <coincidir dos de las
secuencias de la base de datos con la misma identidad, se
decidiria que el acierto con més positivos es el acierto de

la secuencia coincidente.

Secuencias de entramado preferidas para uso en los
anticuerpos de esta descripcidén son aquéllas que son
estructuralmente similares a las secuencias de entramado
utilizadas por los anticuerpos seleccionados de esta
descripcidn, v.g., similares a las secuencias de entramado
Vg 4-34 (SEQ ID NO: 51) y/o las secuencias de entramado Vy
3-53 (SEQ ID NO: 52) y/o las secuencias de. entramado
combinadas Vy 3-9/D3-10/JH6b (SEQ ID NO: 53) vy/o las
secuencias de entramado Vx A27 (SEQ ID NO: 54) y/o las
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secuencias de entramado combinados Vg L6/JKl (SEQ ID NO:
55) utilizadas por los anticuerpos monoclonales preferidos
de esta descripcidn. Las secuencias Vy CDR1, CDR2 y CDR3 y
las secuencias Vg CDR1, CDR2 y CDR3 pueden injertarse en
regiones de entramado que tengan la secuencia idéntica a la
encontrada en el gen de inmunoglcbulina de 1la linea
germinal del que se deriva la secuencia de entramado o las
secuencias CDR pueden injertarse en regiones de entramado
que contienen una o méds mutaciones en comparacidén con las
secuencias de la linea germinal. Por ejemplo, se ha
encontrado que en ciertos casos es beneficioso mutar
residuos dentro de las regiones de entramado para mantener
o mejorar la capacidad de fijacién de antigeno del
anticuerpo (véanse, v.g., las Patentes de 1los Estados
Unidos Nums. 5530101; 5585089, 5693762-y 6180370 otorgadas

a Queen et al).

Otro tipo de modificacién de la regidén variable consiste en
mutar residuos de aminodcidos dentro de las regiones Vy y/o
Vx CDR1l, CDR2 y/o CDR3 para mejorar con ello una o mas
propiedades de fijacién (v.g., afinidad) del anticuerpo de
interés. La mutagénesis orientada o mutagénesis mediada por
PCR puede realizarse para introducir la o las mutaciones y
el efecto de la fijacién del anticuerpo u otra propiedad

funcional de interés, puede evaluarse en ensayos in vitro o

in vivo como se describen en esta memoria y se proporcionan

en los Ejemplos. Se introducen modificaciones tipicamente
conservadoras (como se han expuesto anteriormente). Las

mutaciones pueden ser sustituciones de amino&cidos,
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adiciones o deleciones, pero tipicamente son sustituciones.
Ademas, tipicamente no se alteran mas de 1, 2, 3, 4 6 5

residuos dentro de una regidn CDR.

De acuerdo con ello, en otra realizacidn, esta descripcidén
proporciona un conjugado anticuerpo-molécula asociada que
comprende un anticuerpo monoclonal anti-B7-H4 o porciones
de fijacidén de antigeno del mismo, que comprenden una
regidén variable de la cadena pesada que comprende: (a) una
regién CDR1 de Vg gue comprende una secuencia de
aminodcidos seleccionada del grupo constituido por SEQ 1ID
NOs: 11, 12, 13, 14, y 15 o una secuencia de aminoécidoé
que tiene una, dos, tres, cuatro o cinco sustituciones,
deleciones o adiciones de aminodcidos en comparacidén con
SEQ ID NOs: 11, 12, 13, 14 y 15; (b) una regidén CDR2 de Vy
que comprende una secuencia de aminoédcidos seleccionada del
grupo constituido por SEQ ID NOs: 16, 17, 18, 19 y 20 o una
secuencia de aminodcidos que tiene una, dos, tres, cuatro o
cinco sustituciones, deleciones o adiciones de aminoacidos
en comparacién con SEQ ID NOs: 16, 17, 18, 19 y 20; (c) una
regién CDR3 de Vy que comprende una secuencia de
aminodcidos seleccionada del grupo cohstituido por SEQ 1ID
NOs: 21, 22, 23, 24 y 25 o una secuencia de aminodcidos que
tiene uno, dos, tres, cuatro o c¢inco sustituciones,
deleciones o adiciones de aminoacidos en comparacidén con
SEQ ID NOs: 21, 22, 23, 24 y 25; (d) una regidén CDR1 de Vg
que comprende una secuencia de aminocdcidos seleccionada del
grupo constituido por SEQ ID NOs: 26, 27, 28, 29 y 30 o una

secuencia de aminoédcidos que tiene uno, dos, tres, cuatro o
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cinco sustituciones, deleciones o adiciones de amincacidos
en comparacién con SEQ ID NOs: 26, 27, 28, 29 y 30; (e) una
regién CDR2 de Vx que comprende una secuencia de

aminoédcidos seleccionada del grupo constituido por SEQ 1ID

NOs: 31, 32, 33, 34 y 35 o una secuencia de aminodcidos que

tiene una, dos, tres, cuatro o cinco sustituciones,
deleciones o adiciones de aminodcidos en comparacién con
SEQ ID NOs: 31, 32, 33, 34 y 35; y (f) una regidén CDR3 de
Vk que comprende una secuencia de aminodcidos seleccionada

del grupo constituido por SEQ ID NOs: 36, 37, 38, 39 y 40 o

una secuencia de aminodcidos que tiene uno, dos, tres,

cuatro o cinco sustituciones, deleciones o adiciones de
aminoadcidos en comparacidén con SEQ ID NOs: 36, 37, 38, 39 vy

40.

Los anticuerpos elaborados por ingenieria genética de esta

descripcidén incluyen aquéllos en los cuales se han hecho
modificaciones en residuos de entramado dentro de Vg y/o
Vg, V.g. para mejorar las propiedades del anticuerpo.
Tipicamente, tales modificaciones de entramado se hacen

para reducir la inmunogenicidad del anticuerpo. Por

ejemplo, un enfogque consiste en "retromutar" uno o més

residuos de entramado a la secuencia de la linea germinal
correspondiente. De modo més especifico, un anticuerpo que
ha sufrido mutacién somdtica puede contener residuos de
entramado que difieren de la secuencia de la linea germinal

de la que se deriva el anticuerpo. Tales residuos pueden

identificarse por comparacién de las secuencias de

72
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entramado del anticuerpo con las secuencias de la linea

germinal de la que se deriva el anticuerpo.

Por ejemplo, para 1Gll, el residuo de aminoadcido #71

(dentro de FR3) de Vy es una alanina, mientras que este
residuo en la secuencia de la 1linea germinal Vy 4-34
correspondiente es una valina. Para devolver las secuencias
de regiones de entramado a su configuracién en la 1linea
germinal, las mutaciones somAticas pueden "retromutarse" a
la secuencia de la linea germinal mediante, por ejemplo,
mutagénesis orientada o mutagénesis mediada por PCR (v.g.,
el residuo #71 de FR3 de la Vy de 1G1l1l puede "retromutarse”
de alanina a wvalina). Dichos anticuerpos "retromutados"”

deben considerarse también abarcados por esta descripcién.

Como otro ejemplo, para 1Gll, el residuo de aminocacido #81
(dentro de FR3) de Vy es una arginina, mientras que este
residuo en la secuencia de la linea germinal Vy 4-34
correspondiente es una lisina. Para hacer volver las
secuencias de la regidén de entramado a su configuracidén en
la linea germinal, por ejemplo, el residuo #81 de FR3 de la
Vy de 1G1l1l puede "retromutarse" de arginina a lisina. Tales
anticuerpos "retromutados" deben considerarse también

abarcados por esta descripciédn.

Como otro ejemplo, para 13D12, el residuo de aminoacido #83

(dentrc de FR3) de Vy es una asparagina, mientras que este
residuo en la secuencia de la linea germinal Vy 4-34

correspondiente es wuna serina. Para hacer volver las

75
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secuencias de la regién de entramado a su configuracién en
la linea germinal, por ejemplo, el residuo #83 de FR3 de la
Vy de 13D12 puede "retromutarse" de asparagina a serina.
Tales anticuerpos "retromutados" deben considerarse también

abarcados por esta descripcidn.

Como otro ejemplo, para 237, el residuo de aminoadcido #67

(dentro de FR3) de Vy es una valina, mientras que este

residuo en la secuencia de la linea germinal Vy 3-53
correspondiente es una fenilalanina. Para hacer volver las
secuencias de la regidén de entramado a su configuracién en

la linea germinal, por ejemplo, el residuo #67 de FR3 de la

Vy de 2A7 puede "retromutarse" de valina a fenilalanina.

Tales anticuerpos "retromutados" deben considerarse también

abarcados por esta descripcién.

Como otro ejemplo, para 2F9, el residuo de aminodcido #28

{(dentro de FR1l) de Vy es una isoleucina, mientras que este

residuo en la secuencia de la linea germinal Vy 3-53

correspondiente es una treonina. Para hacer volver las
secuencias de la regidén de entramado a su configuracién en
la linea germinal, por ejemplo, el residuo #28 de FR1l de la
Vy de 2F9 puede "retromutarse" de isoleucina a treonina.
Tales anticuerpos "retromutados"” deben considerarse también

abarcados por esta descripcién.

Como otro ejemplo, para 12E1, el residuo de aminoacido #23
(dentro de FR1) de Vy es una valina, mientras que el

residuc en la secuencia de la linea germinal Vg 3-9

T
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correspondiente es una alanina. Para hacer volver laé
secuencias de la regidén de entramado a su configuracién en
la linea germinal, por ejemplo, el residuo #23 de FR1l de la
Vy de 12E1 puede "retromutarse" de valina a alanina. Tales
anticuerpos "retromutados" deben <considerarse también

abarcados por esta descripcidn.

Como un ejemplc adicional, para 1Gl1l, el residuo de
aminoacido #7 (dentro de FR1l) de Vg es una fenilalanina,
mientras que este residuo en la secuencia de la linea

germinal Vg de A27 correspondiente es una serina. Para

hacer volver las secuencias de la regidén de entramado a su

configuracién en la linea germinal, por ejemplo, el residuo
#7 de FR1 de 1la Vg de 1Gll puede "retromutarse" de
fenilalanina a serina. Tales anticuerpos "retromutados"

deben considerarse también abarcados por esta descripcién.

Como otro ejemplo, para 1Gll, el residuo de aminodacido $47
(dentro de FR2) de Vg es una valina, mientras que este
residuo en la secuencia de la linea germinal Vg de A27
correspondiente es wuna leucina. Para hacer volver las
secuencias de la regién de entramado a su configuracidén en
la linea germinal, por ejemplo, el residuo #47 de FR2 de la
Vx de 1G1ll puede "retromutarse" de valina a leucina. Tales
anticuerpos "retromutados" deben considerarse  también

abarcados por esta descripcién.

Otro tipo de modificacién de entramado implica mutar uno o

mads residuos dentro de la regidén de entramado o incluso
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dentro de una o mas regiones CDR, a fin de eliminar los
epitopes de las células T para reducir con ello la
inmunogenicidad potencial del anticuerpo. A este enfoque se

hace referencia también como "desinmunizacién" y se

describe con mayor detalle en la Publicacién de Patente de

los Estados Unidos No. 20030153043 por Carr et al.

Ademds de alternativas a las modificaciones realizadas
dentro del entramado de las regiones CDR, los anticuerpos

de la invencién pueden modificarse por ingenieria genética

para incluir modificaciones dentro de la regién Fc,

tipicamente para alterar una o mads propiedades funcionales
del anticuerpo, tales como semivida en suero, fijacién del
complemento, fijacidén de receptores Fc¢, y/o citotoxicidad
celular dependiente de antigeno. Adicionalmente, un
anticuerpo de la invencidén puede modificarse quimicamente
(v.g., pueden fijarse uno o mas restos quimicos al
anticuerpo) o modificarse para alterar su glicosilacién, de
nuevo para alterar una o mas propiedades funcionales del
anticuerpo. Cada una de estas realizaciones se describe con
detalle adicional méds adelante. La numeracién de los

residuos en la regidén Fc es la del indice UE de Kabat.

En una realizacién, la regidn bisagra de CH1l se modifica de
tal manera que el numero de residuos cisteina en la regién
bisagra se altera, v.g., se aumenta o se reduce. Este

enfogque se describe adicionalmente en la Patente de 1los

Estados Unidos No. 5677425 por Bodmer et al. El numero de

residuos cisteina en la regidén bisagra de CHl se altera,
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por ejemplo, para facilitar el ensamblaje de las cadenas
ligera y pesada o para aumentar o reducir la estabilidad

del anticuerpo.

En otra realizacién, la regidén bisagra Fc del anticuerpo se
muta para acortar la semivida bioldégica del anticuerpo. De
modo mé&s especifico, se introducen una o mas mutaciones de
aminoacidos en la regidén de interfaz del dominio CH2-CH3
del fragmento bisagra Fc de tal modo que el anticuerpo
tiene una fijacidén deteriorada de la proteina
estafilocécica A (SpA) con relacidén a la fijacidén de SpA
del dominio bisagra de Fc native. Este enfoque se describe
con mayor detalle en la Patente de los Estados Unidos No.

6165745 por Ward et al.

En otra realizacién, el anticuerpo se modifica para
aumentar su semivida bioclégica. Son posibles diversos
enfoques. Por ejemplo, pueden introducirse una o mds de las
mutaciones siguientes: T2521L, T2545S, T256F, como  se
describe en la Patente de los Estados Unidos No. 6277375
otorgada a Ward. Como alternativa, para aumentar la
semivida bioldgica, el anticuerpo puede alterarse dentro de
la regidén CH1l o C; para contener un epitope de fijacién del
receptor de salvamento tomado de dos bucles de un dominio

CH2 de una regidén Fc de una IgG, como se describe en las

Patentes de los Estados Unidos Nums. 5869046 y 6121022

otorgadas a Presta et al.

/6 Vo,
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En otras realizaciones adicionales, la regidén Fc se altera
por reemplazamiento de al menos un residuo de aminodcido
con un residuo de aminocadcido diferente para alterar la o
las funciones efectoras del anticuerpo. Por ejemplo, uno o
mas aminoacidos seleccionados de los residuos de

aminoacidos 234, 235, 236, 237, 297, 318, 320 y 322 pueden

reemplazarse con un residuo de aminodcido diferente de tal

modo que el anticuerpo tenga una afinidad alterada para un
ligando efector, pero retenga la capacidad de fijacidén de
antigeno del anticuerpo originario. El1 ligando efector para
el cual se altera dicha afinidad puede ser, por ejemplo, un

receptor Fc o el componente Cl del complemento. Este

enfoque se describe con mayor detalle en las Patentes de

los Estados Unidos Nums. 5624821 y 5648260, otorgadas ambas

a Winter et al.

En otro ejemplo, uno o mas aminodcidos seleccionados de los

residuos -de aminoédcidos 329, 331 y 322 pueden reemplazarse

con un residuo de aminoacido diferente tal que el
anticuerpo tenga alterada la fijacién de Clg vy/o
citotoxicidad dependiente del complemento (CDC) reducida o
anulada. Este enfoque se describe con mayor detalle en la
Patente de los Estados Unidos Num. 6194551 por Idusogie et
al.

En otro ejemplo, uno o mas residuos de aminodcidos dentro
de las posiciones de los aminocdcidos 231 y 239 se alteran

para alterar con ello la capacidad del anticuerpo para

fijar el complemento. Este enfoque se describe

o
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adicionalmente en la publicacién PCT WO 94/29351 por Bodmer
et al.

En otro ejemplo adicional, la regidén Fc se modifica para
aumentar la aptitud del anticuerpo para mediar la
citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (ADCC) y/o
para aumentar la afinidad del anticuerpo para un receptor
Fcy por modificacién de uno o mas aminoadcidos en las
posiciones siguientes: 238, 239, 248, 249, 252, 254, 255[
256, 258, 265, 267, 268, 269, 270, 272, 276, 278, 280, 283,
285, 286, 289, 290, 292, 293, 294, 295, 296, 298, 301, 303,
305, 307, 309, 312, 315, 320, 322, 324, 326, 327, 329, 330,
331, 333, 334, 335, 337, 338, 340, 360, 373, 376, 378, 382,
388, 389, 398, 414, 416, 419, 430, 434, 435, 437, 438 6
439. Este enfoque se describe adicionalmente en la
publicacién PCT WO 00/42072 por Presta. Ademds, los sitios
de fijacién en IgGl humana para FcyRl, FcyRII, FcyRIII y
FcRn han sido mapeados y se han descrito variantes con
fijacién mejorada (véase Shields, R.L. et al., (2001) J.
Biol. Chem. 276:6591-6604). Se demostré gque mutaciones
especificas en las posiciones 256, 290, 298, 333, 334 y 339
mejoran la fijacién a FcyRIII. Adicionalmente, se demostrd
que los mutantes de combinacién siguientes mejoran la
fijacién de FcyRIIT: T256A/S298A, S298A/E333A, S298A/K224A
y S298A/E333A/K334A.

En otra realizacién adicional, el extremo del terminal C de
un anticuerpo de la presente invencién se modifica por la

introduccién de un residuo cisteina como se describe en la
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Solicitud de Patente Provisional de los Estados Unidos Num.

de Serie 60/957271, que se incorpora en esta memoria por
referencia en su totalidad. Tales modificaciones incluyen,
pero sin caracter limitante, el reemplazo de un residuo de
aminodcido existente en o cerca del término C de una
secuencia de cadena pesada de longitud total, asi como la
introduccién de una extensidén que contiene cisteina en el
término C de una secuencia de cadena pesada de longitud
total. En realizaciones preferidas, la extensidén que
contiene cisteina comprende la secuencia alanina-alanina-

cisteina (del terminal N al terminal C).

En realizaciones preferidas, la presencia de tales
modificaciones de cisteina en el terminal C proporciona una
localizacién para conjugacién de una molécula asociada, tal
como un agente terapéutico o una molécula marcadora. En
particular, la presencia de un grupo tiol reactivo, debido
a la modificacién de cisteina en el terminal C, puede
utilizarse para conjugar una molécula asociada que emplea
los enlazadores disulfuro descritos con mayor detalle méas
adelante. La conjugacién del anticuerpo a una molécula

asociada de esta manera permite un control incrementado

sobre el sitio especifico de fijacién. Adicionalmente, por

introduccién del sitio de fijacién en o cerca del término
C, la conjugacién puede optimizarse de tal manera que la
misma reduzca o elimine la interferencia con las
propiedades funcionales del anticuerpo, Yy permita un
andlisis y ~control de calidad simplificados de las

preparaciones de conjugados.

(e
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En otra realizacidn adicional, se modifica la glicosilacién
de un anticuerpo. Por ejemplo, puede producirse un
anticuerpo aglicosilado (es decir, que el anticuerpo carece
de glicosilacidén). La glicosilacidén puede alterarse para,
por ejemplo, aumentar la afinidad del anticuerpo para el
antigeno. Tales modificaciones de carbohidratos pueden
realizarse mediante, por ejemplo, alteracién de uno o mas
sitios de glicosilacién dentro de 1la secuencia del
anticuerpo. Por ejemplo, pueden hacerse una © mas
sustituciones de aminodcidos que dan como resultado la
eliminacién de wuno o mas sitios de glicosilacidén de
entramado en la regidén variable para eliminar con ello la
glicosilacién en dicho sitio. Dicha aglicosilacidén puede
aumentar la afinidad del anticuerpo para el antigeno. Un
enfoque de este tipo se describe con mayor detalle en las
Patentes de los Estados Unidos Nums. 5714350 y 6350861
otorgadas a Co et al. Enfoques adicionales para alteracién

de la glicosilacién se describen con mayor detalle en las

Patentes de 1los Estados- Unidos 5,714,350 y 6,350,861

otorgadas a Co et al. Enfogues adicionales para alterar la
glicosilacidén se describen con mayor detalle en la Patente
de los Estados Unidos 7.214.775 otorgada a Hanai et al., la
Patente de los Estados Unidos No. 6.737.056 otorgada a
Presta, la Publicacién de los Estados Unidos No.
20070020260 otorgada a Presta, la Publicacidén PCT No.
WO/2007/084926 otorgada a Dickey et al., la Publicacién PCT
No. WO/2006/089294 otorgada a zZhu et al., y la Publicacidn
PCT No. WO/2007/055916 otorgada a Ravetch et al., cada una
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de las cuales se incorpora en esta memoria por referencia

en su totalidad.

Adicionalmente o como alternativa, puede producirse un
anticuerpo gque tiene un tipo de glicosilacidén alterado, tal
como un anticuerpo hipofucosilado gque tiene cantidades
reducidas de residuos fucosilo o un anticuerpo que tenga
GlcNac de biseccidén. Se ha demostrado gque tales patrones de
glicosilacién alterados aumentan la capacidad de ADCC de
los anticuerpos. Tales modificaciones de carbohidratos
pueden realizarse mediante, por ejemplo, expresidén del
anticuerpo en una célula hospedadora con magquinaria de
glicosilacién alterada. Células con maquinaria de
glicosilacién alterada han sido descritas en la técnica y
pueden utilizarse como células hospedadoras en las cuales
se expresan los anticuerpos recombinantes de la invencidn
para producir con ello un anticuerpo con glicosilacién
alterada. Por ejemplo, las lineas de células Ms704, Ms705 y
Ms709 carecen del gen de fucosiltransferasa, FUT8 (alfa-
(1,6)-fucosiltransferasa), de tal modo que los anticuerpos
expresados en las lineas de células Ms704, Ms705 y Ms709
carecen de fucosa en sus carbohidratos. Se crearon las
lineas de células Ms704, Ms705 y Ms709 FUT8/" por la
desorganizacién direccionada del gen FUT8 en células
CHO/DG44 utilizando dos vectores de reposicién (véase la
publicacién de Patente de los Estados Unidos No.
20040110704 por Yamane et al. y Yamane-Ohnuki et al. (2004)

Biotechnol Bioeng 87:614-22). Como otro ejemplo, el

‘documento EP 1176195 por Hanai et al. describe una linea de
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células con un gen FUT8 funcionalmente desorganizado, que
codifica wuna fucosiltransferasa, de tal modo que 1los
anticuerpos expresados en una linea de células de este tipo
exhiben hipofucosilacién por reduccidén o eliminacién de la
enzima afin al enlace alfa-1,6. Hanai et al. describen
también lineas de células que tienen una baja actividad
enzimatica por adicién de fucosa a la N-acetilglucosamina

que se fija a la regién Fc del anticuerpo o no tiene la

actividad enzimatica, por ejemplo la linea de células de

mieloma de rata YB2/0 (ATCC CRL 1662). La publicacién PCT
WO 03/035835 por Presta describe una linea de células CHO
variante, las células Lecl3, con capacidad reducida para
fijar fucosa a carbohidratos enlazados a Asn(297), también

resultando en la hipofucosilacién de los anticuerpos

expresados en dicha célula hospedadora (véase también

Shields, R.L. et al. (2002) J. Biol. Chem. 277. 26733-
26740). La publicacién PCT WO 99/54342 por Umana et al.
describe lineas de células modificadas por ingenieria
genética para expresar glicosil-transferasas modificantes
de glicoproteinas (v.g., beta(l,4)-N-
acetilglucosaminiltransferasa III (GnTIII)) tales que los
anticuerpos expresados en las lineas de células modificadas
por ingenieria genética exhiben estructuras GlcNac de
biseccién incrementadas, lo que da como resultado una

actividad incrementada de ADCC de los anticuerpos (véase

también Umana et al. (1999) Nat. Biotech. 17:176-180). Como

alternativa, los residuos fucosa del anticuerpo pueden
escindirse utilizando una enzima fucosidasa. Por ejemplo,

la fucosidasa alfa-L-fucosidasa elimina residuos fucosilo

/@6
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de los anticuerpos (Tarentino, A.L. et al. (1975) Biochem.

14:5516-23).

Adicionalmente o como alternativa, puede fabricarse un
anticuerpo gue tiene un tipo alterado de glicosilacidn,
donde dicha alteracién hace referencia al nivel de
sialilacién del anticuerpo. Tales alteraciones se describen
en la publicacién PCT No. WO /2007/084926 otorgada a Dickey

et al., y la publicacién PCT No. WO /2007/055916 otorgada a
Ravetch et al., las dos cuales se incorporan por referencia
en su totalidad. Por ejemplo, puede emplearse una reaccidn
enzimdtica con sialidasa, tal como, por ejemplo, sialidasa
de Arthrobacter ureafaciens. Las condiciones de una
reaccién de este tipo se describen generalmente en la
Patente de los Estados Unidos No. 5831077, que se incorpora
en esta memoria por referencia en su totalidad. Otros
ejemplos no limitantes de enzimas adecuadas son
neuraminidasa y N-glicosidasa F, como se describe en
Schloemer et al., J. Virology, 15(4), 882-893 (1975) y en
Leibiger et al., Biochem J., 338, 529-538 (1999),
respectivamente. Los anticuerpos desialilados pueden
purificarse ulteriormente por utilizacién de cromatografia
de afinidad. Como alternativa, pueden emplearse métodos
para aumentar el nivel de sialilacién, por ejemplo
empleando enzimas sialiltransferasas. Las condiciones de
una reaccién de este tipo se describen generalmente en
Basset et al., Scandinavian Journal of Immunology, 51(3),

307-311 (2000).
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Otra modificacidén de los anticuerpos de esta memoria que se
contempla por la invencidén es la pegilacién. Un anticuerpo
puede pegilarse para, por ejemplo, aumentar la semivida
bioldégica (v.g., en suero) del anticuerpo. Para pegilar un
anticuerpo, el anticuerpo, o fragmento del mismo, se hace
reaccionar tipicamente con polietilen-glicol (PEG), tal
como un derivado éster o aldehido reactivo de PEG, en
condiciones en las cuales llegan a fijarse uno o mds grupos
PEG al anticuerpo o fragmento de anticuerpo.
Preferiblemente, la pegilacidén se 1lleva a cabo por una
reaccién de acilacién o una reaccidén de alquilacidén con una
molécula PEG reactiva (o un polimero soluble en agua
reactivo analogo). Como se utiliza en esta memoria, debe
entenderse que el término "poli-etilen-glicol" abarca
cualquiera de las formas de PEG que han sido utilizadas
para derivatizar otras proteinas, tales como mono-(Cl-Cl0)-
alcoxi- o ariloxi-polietilen-glicol o polietilen-glicol-
maleimida. En ciertas realizaciones, el anticuerpo a
pegilar es un anticuerpo aglicosilado. Métodos para

pegilacién de proteinas se conocen en la técnica y pueden

aplicarse a los anticuerpos de la invencién. Véanse por

ejemplo, los documentos EP 0154316 otorgado a Nishimura et

al. y EP 0401348 otorgado a Ishikawa et al.

Fragmentos de Anticuerpos y Miméticos de Anticuerpos

Los conjugados de esta invencién no son anticuerpos

tradicionales limitados en cuanto al componente de fijacidn
de antigeno y pueden llevarse a practica mediante el uso de

fragmentos de anticuerpos y miméticos de anticuerpos. Una

=
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gran diversidad de fragmentos de anticuerpos y tecnologias
de miméticos de anticuerpos han sido desarrolladas y son

muy conocidas en la técnica.

Los anticuerpos de dominio (dAbs) son las unidades de
fijacién funcionales més pequefilas de los anticuerpos - peso
molecular aproximadamente 13 kDa - y corresponden a las
regiones variables de las cadenas pesada (VH) o ligera (V)

de los anticuerpos. Detalles adicionales en cuanto a

- anticuerpos de dominio y métodos para su produccidén se

encuentran en las Patentes de los Estados Unidos 6.291.158;

6.582.915; 6.593.081; 6.172.197 y 6.696.245; la Patente de

los Estados Unidos 2004/0110941; EP 1433846, 0368684 vy
0616640; WO 2005/035572, 20047101790, 2004/081026,
2004/058821, 2004/003019 y 2003/002609, cada uno de 1los
cuales se incorpora en esta memoria por referencia en su

totalidad.

Los Nanocuerpos son proteinas derivadas de anticuerpos que
contienen las propiedades estructurales y funcionales
singulares de los anticuerpos de cadena pesada existentes
naturalmente. Estos anticuerpos de cadena pesada contienen
un dominio variable simple (VHH) y dos dominios constantes
(CH2 y CH3). Es importante que el dominio VHH clonado vy
aislado es un polipéptido estable que alberga la capacidad
total de fijacién de antigenc del anticuerpo de cadena
pesada original. Los Nanocuerpos tienen una alta homologia
con los dominios VH de anticuerpos humanos y pueden

humanizarse ulteriormente sin pérdida alguna de actividad.
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Es importante que los Nanocuerpos tienen un bajo potencial

inmundgeno.

Los nanocuerpos combinan las ventajas de los anticuerpos
convencionales con caracteristicas importantes de farmacos
de molécula pequefia. Al igual que los anticuerpos
convencionales, los nanocuerpos exhiben una alta
especificidad y afinidad de diana y baja toxicidad
inherente. Adicionalmente, los nanocuerpos son
extremadamente estables, pueden administrarse por medios
distintos de 1la inyeccidén (véase, v.g. el documento WO
2004/041867) y son faciles de fabricar. Otras ventajas de
los nanocuerpos incluyen el reconocimiento de epitopes
infrecuentes u ocultos como resultado de su pequefio tamano,
fijandose en <cavidades o sitios activos de dianas
proteinicas con afinidad y selectividad altas debido a su
flexibilidad tridimensional singular en formato de farmaco,
adaptacién de 1la semivida y facilidad y velocidad de

descubrimiento de farmacos.

Los nanocuerpos son codificados por genes simples y se

producen eficientemente en la practica totalidad de los
hospedadores procariotas y eucariotas, v.g., E. coli
(véase, v.g., la Patente de los Estados Unidos 6765087, que
se incorpora en esta memoria por referencia en su
totalidad), mohos (por ejemplo Aspergillus o Trichoderma) vy
levaduras (por ejemplo Saccharomyces, Kluyveromyces,

Hansenula o Pichia) (véase, por ejemplo, el documento de
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los Estados Unidos 6838254, que se incorpora en esta

memoria por referencia en su totalidad).

EL método Nanoclone (véase, v.g. WO 06/079372, que se
incorpora en esta memoria por referencia en su totalidad)
genera nanocuerpos contra una diana deseada, basados en la
seleccidén automdtica de alta capacidad de las células B, y
podria ser utilizado en el <contexto de la presente

invencién.

Los Unicuerpos son otra tecnologia de fragmentos de
anticuerpo, basada en la eliminacién de la regidén bisagra
de los anticuerpos IgG4. La delecidén de la regidn bisagra
da como resultado una molécula que tiene esencialmente la
mitad del tamafio de un anticuerpo IgG4 tradicional y tiene
una regién de fijacién univalente en lugar de una regidn de
fijacién bivalente. Adicionalmente, debido a que los
Unicuerpos son algo mas pequefios, pueden exhibir una mejor
distribucién en tumores sélidos mayores con eficacia
potencialmente ventajosa. Detalles adicionales acerca de
los Unicuerpos pueden obtenerse por referencia a WO
2007/059782, que se incorpora por referencia en su

totalidad.

Las moléculas de Afficuerpos son proteinas de afinidad
basadas en un dominio proteinico con 58 restos de
aminoidcidos derivado de un dominio de fijacidén de IgG con
haz de tres hélices de la proteina estafilocdcica A. Este

dominio ha sido utilizado como armazén para la construccidn

(i
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de colecciones combinatorias de fagémidos, del cual pueden
seleccionarse variantes de Afficuerpos direccionadas a las
moléculas deseadas, utilizando tecnologia de presentaciédn
de fago (Nord et al., Nat Biotechnol 1997; 15:772-7;
Ronmark et al., Eur J Biochem 2002; 269:2647-55). La
estructura simple y robusta y el peso moclecular bajo (6
kDa) de las moléculas de Afficuerpos hace que los mismos
sean adecuados para una gran diversidad de aplicaciones,
tales como deteccidén de reactivos e inhibidores de
interacciones con receptores. Detalles adicionales sobre
Afficuerpos se encuentran en el documento de los Estados
Unidos 5831012 que se incorpora por referencia en su
totalidad. Afficuerpos marcados pueden ser también utiles
en aplicaciones de produccién de imégenes para determinar

la abundancia de isoformas.

Las DARPins (Proteinas Disefiadas de Repeticidn de
Angquirina) materializan la tecnologia mimética de
anticuerpos DRP (proteina disefiada de repeticién) que
aprovecha las aptitudes de fijacién de polipéptidos
distintos de los anticuerpos. Las proteinas de repeticidn,
tales como las proteinas de repeticién ricas en anquirina y

leucina, son moléculas de fijacién wubicuas que, al

contrario que los anticuerpos, existen intra y
extracelularmente. Su singular argquitectura modular
caracteriza unidades estructurales repetitivas

(repeticiones) que se apilan unas a otras para formar
dominios de repeticidén alargados que exhiben superficies de

fijacién de diana variables y modulares. Basandose en esta
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modularidad, pueden crearse colecciones combinatorias de
polipéptidos con especificidades de fijacidn muy
diversificadas. Esta estrategia incluye el disefio de
consenso de repeticiones autocompatibles que exhiben
residuos de superficie variables y su ensamblaje aleatorio
en dominios de repeticién. Informacidén adicional acerca de
DARPins y otras tecnologias DRP puede encontrarse en 1los
documentos de los Estados Unidos 2004/0132028 y WO

02/20565, los dos cuales se incorporan por referencia.

Las Anticalinas son otra tecnologia mimética de
anticuerpos. En este caso, la especificidad de fijacidén se
deriva de lipocalinas, una familia de proteinas de peso
molecular bajo que se expresan natural y abundantemente en
los tejidos y fluidos corporales humanos. Las lipocalinas
han evolucionado para realizar una gama de funciones
asociadas in vivo con el transporte y almacenamiento
fisioldgico de compuestos quimicamente sensibles o]
insolubles. Las lipocalinas tienen una estructura
intrinseca robusta que comprende un barril £ altamente
conservado gque soporta 4 Dbucles en un extremo de la
proteina. Estos bucles forman la entrada a una bolsa de
fijacién, y las diferencias de conformacidén en eéta parte
de la molécula dan cuenta de la variacién en especificidad

de fijacidén entre las lipocalinas individuales.

Si bien la estructura global de los bucles hipervariables
soportados por un entramado conservado de hoja fp es

reminiscente de las inmunoglobulinas, las lipocalinas
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difieren considerablemente de los anticuerpos en términos
de tamafio, estando compuestas de una sola cadena
polipeptidica de 160-180 aminodcidos, que es marginalmente

mayor que un dominio de simple inmunoglobulina.

Las lipocalinas pueden clonarse y sus bucles someterse a
ingenieria genética para crear las Anticalinas. Se han
generado colecciones de Anticalinas estructuralmente
diversas y la presentacién de las Anticalinas permite la
seleccién y el cribado de la funcién de fijacidén, seguida
por la expresién y produccién de proteina soluble para
andlisis ulterior en sistemas procariotas o eucariotas.

Estudios realizados han demostrado que pueden producirse

Anticalinas que son especificas virtualmente para cualquier

proteina diana humana y pueden obtenerse afinidades de
fijacién en el campo nanomolar o mayor. Informacidn
adicional acerca de Anticalinas puede encontrarse en los
documentos de los Estados Unidos 7250297 y WO 99/16873, los
dos cuales se incorporan en esta memoria por referencia en

su totalidad.

Los Avimeros son otro tipo de tecnologia mimética de
anticuerpos util en el contexto de la presente invencién.
Los Avimeros se han desarrollado a partir de una gran
familia de dominios de receptores extracelulares humanos
por desordenamiento de exones in vitro y presentacién de
fago, generando proteinas multidominio con propiedades de
fijacién e inhibicién. Se ha demostrado que el enlace de

dominios de fijacién independientes miltiples crea avidez y

(
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da como resultado afinidad y especificidad mejoradas en
comparacién con las proteinas de fijaciédn chvencionales de
un solo epitope. Otras ventajas potenciales incluyen la
produccién simple y eficiente de moléculas especificas de
dianas multiples en Escherichia coli, estabilidad térmica y
resistencia frente a las proteasas mejoradas. Se han
obtenido Avimeros con afinidades subnancmolares contra una
diversidad de dianas. Informacién adicional concerniente a
Avimeros puede encontrarse en los documentos de los Estados
Unidos 2006/0286603, 2006/0234299, 2006/0223114,
2006/0177831, 2006/0008844, 2005/0221384, 2005/0164301,
2005/0089932, 2005/0053973, 2005/0048512, 2004/0175756,
todos los cuales se incorporan en la presente por

referencia en su totalidad.

Los Versacuerpos son otra tecnologia mimética de
anticuerpos que puede utilizarse en el contexto de la
presente invencién. Los Versacuerpos son pequefias proteinas
de 3-5 kDa con > 15% de cisteinas, que forman un armazén
con alta densidad de disulfuro que reemplazan el nucleo
hidréfobo que poseen las proteinas tipicas. Este reemplazo
da como resultado una proteina que es mas pequefia, més
hidréfila (es decir, menos propensa a agregacién y fijacidn
inespecificas) es mas resistente a las proteasas y al
calor, y tiene una menor densidad de epitopes de células T,
debido a que los residuos que contribuyen en mayor grado a
la presentacién del MHC son hidréfobos. Es bien conocido

que estas propiedades afectan a la inmunogenicidad, y en
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conjunto se espera que causen una gran disminucidén en la

inmunogenicidad.

Dada la estructura de los Versacuerpos, estos miméticos de
anticuerpos ofrecen un formato versatil que incluye
multivalencia, multiespecificidad, una diversidad de
mecanismos de semivida, mddulos de direccionamiento a
tejidos y la ausencia de la regidén Fc del anticuerpeo.
Adicionalmente, los Versacuerpos se fabrican en E. coli con
rendimientos elevados, y debido a su caracter hidréfilo y
su pequefic tamafio, los Versacuerpos son muy solubles vy
pueden formularse a altas concentraciones. Los Versacuerpos
son excepcionalmente termoestables y ofrecen una semivida
prolongada. Informacién adicional acerca de Versacuerpos
puede encontrarse en el documento de los Estados Unidos
2007/0191272, que se incorpora en la presente memoria por

referencia en su totalidad.

Las descripciones anteriores de fragmentos de anticuerpos y
tecnologias miméticas no pretenden ser exhaustivas. Una
diversidad de tecnologias adicionales que incluyen
tecnologias alternativas basadas en polipéptidos, tales
como fusiones de regiones determinantes de la
complementariedad como ha sido resefiado en Qui et al.,
Nature Biotechnology, 25 (8) 921-929 (2007), asi como
tecnologias basadas en 4acidos nucleicos, tales como las
tecnologias de aptamero de RNA descritas en los documentos
de los Estados Unidos 5.789.157; 5.864.026; 5.712.375;
5.763.566; 6.013.443; 6.376.474; 6.613.526; 6.114.120;
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6.261.774 yv 6.387.620; todos los cuales se incorporan en la
presente por referencia, podrian utilizarse en el contexto

de la presente invencién.

Propiedades Fisicas de los Anticuerpos

Los anticuerpos de la presente descripcién pueden
caracterizarse ulteriormente por las diversas propiedades
fisicas de los anticuerpos anti-B7-H4. Pueden utilizarse
diversos ensayos para detectar y/o diferenciar diferentes

clases de anticuerpos basadas en estas propiedades fisicas.

En algunas realizaciones, los anticuerpos de la presente
descripcién  pueden contener uno o0 més sitios de
glicosilacién sea en la regién variable de la cadena ligera
o la regién variable de la cadena pesada. La presencia de
uno o mas sitios de glicosilacién en la regidén variable
puede dar como resultado inmunogenicidad incrementada del
anticuerpo o una alteracién del pK del anticuerpo debido a
la fijacién alterada del antigeno (Marshall et al. (1972)
Annu Rev Biochem 41:673-702; Gala FA y Morrison SL (2004)
J. Immunol 172:5489-94; Wallick et al (1988) J Exp Med
168:1099-109; Spiro RG (2002) Glycobiology 12:43R-56R;
Parekh et al (1985) Nature 316:452-7; Mimura et al. (2000)
Mol  Immunol 37:697-706). Se sabe ahora que ocurre
glicosilacién en motivos que contienen una secuencia N-X-
S/T. La glicosilacidén en la regidén variable puede testarse
utilizando un ensayo Glycoblot, que escinde el anticuerpo
para producir un Fab, y testa luego en cuanto a

glicosilacién utilizando un ensayo que mide la oxidacidn
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coﬁ peryodato y la formacidédn de bases de Schiff. Como
alternativa, la glicosilacidén de la regidn variable puede
testarse utilizando cromatografia Dionex light (Dionex-LC},
gque escinde los sacadridos de un Fab en monosacaridos vy
analiza el contenido individual de sacaridos. En algunos
casos, se prefiere tener un anticuerpo anti-B7-H4 que no
contiene glicosilacién en la regidén variable. Esto puede
lograrse sea por seleccién de anticuerpos que no contienen
el motivo de glicosilacidén en la regidn variable o por
mutacién de residuos dentro del motivo de glicosilacidn

utilizando métodos estdndar bien conocidos en la técnica.

En una realizacién preferida, los anticuerpos de la
presente descripcién no contienen sitios de isomeria de
asparagina. Un efecto de desamidacién o acido isoaspéartico
puede producirse en secuencias N-G o D-G, ;espectivamente.
El efecto de desamidacién o &cido isoaspdrtico da como
resultado la creacién de &cido isoaspartico que reduce la
estabilidad de un anticuerpo por creacién de una estructura
enroscada fuera de un término carboxi de la cadena lateral
mas bien que de la cadena principal. La creacién de éacido
isoaspartico puede medirse utilizando un ensayo iso-quant,
gque utiliza una HPLC en fase inversa para testar la

presencia de &acido isoaspartico.

Cada anticuerpo tendrad un punto isoeléctrico singular (pI),
pero generalmente los anticuerpos caeran dentro del
intervalo de pH comprendido entre 6 y 9,5. El pI para un

anticuerpo IgGl cae tipicamente dentro del intervalo de pH
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de 7-9,5 y el pI para un anticuerpo IgG4 cae tipicamente
dentro del intervalo de pH de 6-8. Los anticuerpos pueden
tener un pl que estd fuera de este intervalo. Aunque los
efectos son generalmente desconocidos, existe la
especulacidén de que los anticuerpos con un pl fuera del
intervalo normal pueden tener cierto despliegue e
inestabilidad en condiciones in vivo. El punto isoceléctrico
puede testarse utilizando un ensayo de enfoque isoeléctrico
capilar, que crea un gradiente de pH y puede utilizar
enfoque laser para exactitud incrementada (Janini et al.
(2002) Electrophoresis 23:1605-11; Ma et al. (2001)
Chromatographia 53:875-89; Hunt et al. (1998) J. Chromatogr
A 800:355-67). En algunos casos, se prefiere tener un
anticuerpo anti-B7-H4 que tenga un valor pI gque caiga
dentro del intervalo normal. Esto puede conseguirse sea por
seleccién de anticuerpos con un pI en el intervalo normal,
o por mutacién de residuos con carga superficial utilizando

métodos estandar bien conocidos en la técnica.

Cada anticuerpo tendréa una temperatura de fusidén que es
indicativa de su estabilidad térmica (Krishnamurthy R vy
Manning MC (2002) Curr Pharm Biotechnol 3:361-71). Una
mayor estabilidad térmica indica mayor estabilidad global
del anticuerpo in vivo. El punto de fusién del anticuerpo
puede medirse utilizando técnicas tales como calorimetria
de barrido diferencial (Chen et al. (2003) Pharm Res
32:1952—60; Ghirlando et al. (1999) Immunol Lett 68:47-52).
Tw1 indica la temperatura del despliegue inicial del

anticuerpo. Ty indica la temperatura de despliegue
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completo del anticuerpo. Generalmente, se prefiere que el
valor TM1 de un anticuerpo de la presente descripcidn sea
mayor gue 60°C, preferiblemente mayor gque 65°C, aun mas
preferiblemente mayor que 70°C. Comc alternativa, la

estabilidad térmica de un anticuerpo puede medirse

utilizando dicroismo circular (Murray et al. (2002) J.

Chromatogr Sci 40:343-9).

En una realizacién preferida, se seleccionan anticuerpos
gue no se degradan rapidamente. La fragmentacidén de un
anticuerpo anti-B7-H4 puede medirse utilizando
electroforesis capilar (CE) y MALDI-MS, como es bien
conocido en la técnica (Alexander AJ y Hughes DE (1995)
Anal Chem 67:3626-32).

En otra realizacién preferida, se seleccionan anticuerpos

gue tienen efectos de agregacién minimos. La agregaciodn

puede conducir al desencadenamiento de una respuesta inmune
indeseable y/o propiedades farmacocinéticas alteradas o
desfavorables. Generalmente, los anticuerpos son aceptables
con agregacién de 25% o menos, preferiblemente 20% o menos,
aun mas preferiblemente 15% '} menos, todavia mas
preferiblemente 10% o menos y aun mas preferiblemente 5% o
menos. La agregacidén puede medirse por varios métodos bien
conocidos en la técnica, que incluyen cromatografia de
exclusién de tamanos (SEC), cromatografia liquida de alta
resolucién (HPLC) y dispersién de la luz para identificar

mondmeros, dimeros, trimeros o multimeros.

29
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Métodos de Modificacién de Anticuerpos por Ingenieria

Genética

Como se ha expuesto anteriormente, los anticuerpos anti-
B7-H4 que tienen secuencias Vg y Vg descritos en esta
memoria pueden utilizarse para crear nuevos anticuerpos
anti-B7-H4 por modificacidén de las secuencias Vg y/o Vg de
la o las regiones constantes unidas a los niismos. Asi, en
otro aspecto de esta descripcidén, las caracteristicas
estructurales de un anticuerpo anti-B7-H4 de esta
descripcién, v.g. 1G1l1l, 2A7, 2F9, 12E1 o 13D12, se utilizan
para crear anticuerpos anti-B7-H4 estructuralmente afines
que retienen al menos una propiedad funcional de los
anticuerpos de esta descripcién, tales como la fijacidén a
B7-H4 humana. Por ejemplo, una o mas regiones CDR de 1G11,
2R7, 2F9, 12E1 o 13D12 o mutaciones de los mismos, pueden
combinarse recombinantemente con regiones de entramado
conocidas y/u otras CDRs para crear anticuerpos anti-B7-H4
adicionales, modificados por ingenieria genética
recombinante de esta descripcidn, COmo se expone
anteriormente. Otros tipos de modificaciones incluyen 1las
descritas en la seccidén anterior. E1l material de partida
para el método de modificacién por ingenieria genética es
una o mas de las secuencias Vg y/o Vg proporcionadas en
esta memoria o una o mas regiones CDR de las mismas. Para
crear el anticuerpo modificado por ingenieria genética, no
es necesario preparar realmente (es decir expresar como
proteina) un anticuerpo gque tenga una © mas de las
secuencias Vy y/o VR proporcionadas en esta memoria o una o

mas regiones CDR de las mismas. En lugar de ello, se

BN
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utiliza la informacién contenida en la o las secuencias
como el material de partida para crear una o mds secuencias
de "segunda generacidén" derivada(s) de la o las secuencias
originales, y después de ello se prepara{(n) la o las
secuencias de "segunda generacién", y se expresan Ccomo

proteina.

De acuerdo con ello, en otra realizacién, esta descripcién
proporciona un método para preparar un anticuerpo anti-B7-
H4 que comprende:

(a) proporcionar: (i) una secuencia de anticuerpo de la
regién variable de cadena pesada que comprende una
secuencia CDR1 seleccionada del grupo constituido por SEQ
ID NOs: 11, 12, 13, 14 y 15, wuna secuencia CDR2
seleccionada del grupo constituido por SEQ ID NOs: 16, 17,
18, 19 y 20 y/o una secuencia CDR3 seleccionada del grupo
constituido por SEQ ID NOs: 21, 22, 23, 24 y 25; y/o (ii)
una secuencia de anticuerpo de la regidén variable de cadena
ligera que comprende una secuencia CDR1 seleccionada del
grupo constituido por SEQ ID NOs: 26, 27, 28, 29 y 30, una
secuencia CDR2 seleccionada del grupo constituido por SEQ
ID NOs: 31, 32, 33, 34 y 35 y/o una secuencia CDR3
seleccionada del grupo constituido por SEQ ID NOs: 36, 37,
38, 39 y 40;

(b) alterar al menos un residuo de aminoacido dentro de
la secuencia de anticuerpos de la regién variable de cadena
pesada y/o la secuencia de anticuerpos de la regidn
variable de cadena ligera para crear al menos una secuencia

de anticuerpo alterada; vy
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{(c) expresar la secuencia de anticuerpo alterada como

una proteina.

Pueden utilizarse técnicas estandar de biologia molecular
para preparar y expresar la secuencia de anticuerpo
alterada. Tipicamente, el anticuerpo codificado por la o
las secuencias de un anticuerpo alteradas es uno que
retiene una, algunas o la totalidad de 1las propiedades
funcionales de los anticuerpos anti-B7-H4 descritos en esté
memoria, propiedades funcionales que incluyen, pero sin
caradcter limitante:

(a) fijacidén a B7-H4 humana con un KD de 1 x 1007 M o
menos;

(b) fijacién a células CHO o humanas transfectadas con
B7-H4;

(d) capacidad para mediar ADCC contra células que
expresan B7-H4; y/o

(e) inhibicién del crecimiento de células que expresan

B7-H4 in vivo cuando se conjuga a una citotoxina.

Las propiedades funcionales de los anticuerpos alterados
pueden evaluarse utilizando ensayos esténdar disponibles en
la técnica y/o descritos en esta memoria, tales como los
indicados en 1los Ejemplos (v.g., citometria de flujo,

ensayos de fijacién).

En ciertas realizaciones de los métodos de modificacidén por
ingenieria genética de los anticuerpos de esta descripciodn,

pueden introducirse mutaciones aleatoria o selectivamente a
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lo largo de la totalidad o parte de wuna secuencia
codificante de anticuerpo anti~B7-H4, vy los anticuerpos
anti-B7-H4 modificados resultantes pueden cribarse respecto
a actividad de fijacidédn y/u otras propiedades funcionales
como se describe en esta memoria. Métodos de mutacién han
sido descritos en la técnica. Por ejemplo, la publicaciéﬁ
PCT WO 02/092780 por Short describe métodos para creaciédn y
cribado de mutaciones de anticuerpos utilizando.mutagénesis
de saturacidén, ensamblaje sintético por 1ligacidén o una

combinacién de los mismos. Como alternativa, la Publicacién

PCT WO 03/074679 por Lazar et al. describe metodos de

utilizacién de métodos de cribado por ordenador para
optimizar las propiedades fisicoquimicas de los

anticuerpos.

Moléculas de Acido Nucleico que Codifican los Anticuerpos

de esta Descripcidn

Otro aspecto de esta descripcién hace referencia a
moléculas de &cido nucleico que codifican los anticuerpos
de esta descripcién. Los A&cidos nucleicos pueden estar
presentes en células enteras, en un lisado de células o en
forma parcialmente purificada o sustancialmente pura. Un
4dcido nucleico estd "aislado" o "hecho sustancialmente
puro" cuando se ha 1liberado por purificacién de otros
componentes celulares u otros contaminantes, v.g., otros
dcidos nucleicos celulares o proteinas, por técnicas

estandar, con inclusién de tratamiento con A&lcali/SDS,

formacién de bandas en CsCl, cromatografia en columna,

electroforesis en gel de azarosa y otros bien conocidos en

\ =
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la técnica. Véase, F. Ausubel, et al., compilador (1987)
Current Protocols in Molecular Biclogy, Greene Publishing y
Wiley Interscience, Nueva York. Un &cido nucleico de esta
descripcidén puede ser, por ejemplo, DNA o RNA y puede
contener o no secuencias intrénicas. En otra realizacidn

preferida, el &cido nucleico es una molécula de cDNA.

Los acidos nucleicos de esta descripcién pueden obtenerse
utilizando técnicas estdndar de biologia molecular. Pata
los anticuerpos expresados por hibridomas (v.g., hibridomas
preparados a partir de ratones transgénicos que llevan
genes de inmunoglobulina humanos como se describe con mayor
detalle mds adelante), pueden obtenerse cDNAs que codifican
las cadenas ligera y pesada del anticuerpo producido por el
hibridoma por amplificacién estdndar PCR o técnicas de
clonacién de cDNA. Para los anticuerpos obtenidos a partir
de una genoteca de genes de inmunoglobulina (v.g.,
utilizando técnicas de presentacién de fago), el acido
nucleico que codifica el anticuerpo puede recuperarse de la
genoteca. Moléculas de &cido nucleico preferidas de esta
descripcién son aquéllas que codifican las secuencias Vg y
V, de los anticuerpos monoclonales 1G11, 2A7, 2F9, 12El1 o
13D12. Las secuencias de DNA que codifican las secuencias
Vy de 1G11, 2A7, 2F9, 12E1 y 13D12 se muestran en SEQ ID
NOs: 41, 42, 43, 44 y 45, respectivamente. Secuencias de
DNA que codifican las secuencias V, de 1Gl1l, 2A7, 2F9, 12E1
y 13D12 se muestran en SEQ ID NOs: 46, 47, 48, 49 y 50,
respectivamente. Una vez que se obtienen fragmentos de DNA

que codifican los segmentos Vy y Vi, estos fragmentos de
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DNA pueden manipularse ulteriormente por técnicas estandar
de DNA recombinante, por ejemplo para convertir los genes
de la regién variable en genes de cadena de anticuerpos de
longitud total, en genes de fragmentos Fab o en un gen
scFv. En estas manipulaciones, un fragmento de DNA due
codifica V.- 0 Vk- se enlaza operativamente a otro fragmento
de DNA que codifica otra proteina, tal como una regién
constante de anticuerpo o un enlazador flexible. El término
"enlazado operativamente”, como se utiliza en este
contexto, tiene por objeto significar que los dos
fragmentos de DNA estadn wunidos de tal manera dque las
secuencias de aminoacidos codificadas por los dos

fragmentos de DNA se mantienen en marce.

El DNA aislado que codifica la regidén Vyz puede convertirse
en un gen de cadena pesada de longitud total enlazando
operativamente el DNA que codifica Vy a otra molécula de
DNA que codifica regiones constantes de cadena pesada
(CH15, CH2 y CH3). Las secuencias de genes de la regidn
constante de cadena pesada humana son conocidas en la
técnica (véase, v.g. Kabat, E.A., et al. (1991) Sequences
of Proteins of Immunological Interest, 5.2 edicién,
Departamento de Sanidad y Servicios Humanos de los Estados
Unidos, Publicacién NIH No. 91-3242) y pueden obtenerse
fragmentos de DNA que abarcan estas regiones por
amplificacién estandar mediante PCR. La regidn constante de
cadena presada puede ser una regién constante de IgGl,
IgG2, IgG3, IgG4, IghA, IgE, IgM o IgD, pero muy tipicamente

es una regién constante de IgGl o IgG4. Para un gen de
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cadena pesada del fragmento Fab, el DNA codificante de Vy
puede estar enlazado operativamente a otra molécula de DNA
que codifique uUnicamente la regidén constante CH1 de cadena

pesada.

El1 DNA aislado que codifica la regidén Vi puede convertirse
en un gen de cadena ligera de longitud total (asi como un
gen de cadena ligera de Fab) enlazando operativamente el
DNA que codifica V, a otra molécula de DNA que codifica la
regién constante de cadena ligera, CL. Las secuencias de
genes de la regidén constante de cadena ligera humana son
conocidas en la técnica (véase, v.g., Kabat, E.A., et al.
(1991) Sequences of Proteins of Immunological Interest, 5.°
edicién, Departamento de Sanidad y Servicios Humanos de los
Estados Unidos, Publicacién NIH ©No. 91-3242) y pueden
obtenerse fragmentos de DNA que abarcan estas regiones por
amplificacién PCR esténdar. En realizaciones preferidas, la
regién constante de cadena ligera puede ser una regidn

constante kappa o lambda.

Para crear un gen scFv, los fragmentos de DNA que codifican
Vi y V. se enlazan operativamente a otro fragmento que
codifica un enlazador flexible, v.g., que codifica 1la
secuencia de aminoacidos (Glys-Ser)s;, de tal modo que las
secuencias Vy y Vi, pueden expresarse como una proteina de
cadena simple contigua, con las regiones Vy y Vi, unidas por
el enlazador flexible (véase, v.g., Bird et al. (1988)

Science 242:423-426; Huston et al. (1988) Proc. Natl. Acad.

A
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Sci. USA 85:5879-5883; McCafferty et al., (1990) Nature
348:552-554) .

Produccién de los Anticuerpos Monoclonales de esta

Descripcidn

Los anticuerpos monoclonales {mAbs) de la presente

descripcién pueden producirse por una diversidad de

técnicas, que incluyen metodologia de anticuerpos

monoclonales convencional, v.g., la técnica de hibridacién
de células somidticas estdndar de Kohler y Milstein (1975)
Nature 256:495. Aunque se prefieren procedimientos de
hibridacién de células somadticas, en principio, pueden
emplearse otras técnicas para producir anticuerpos
monoclonales, v.g., transformacién viral u oncogénica de

linfocitos B.

El sistema animal preferido para preparacién de hibridomas
es el sistema murino. La produccién de hibridomas en el

raté4n es un procedimiento muy bien establecido. Protocolos

de inmunizacién y métodos para aislamiento de esplenocitos

inmunizados por fusién se conocen en la técnica. Socios de
fusién (v.g., células de mieloma murino) y procedimientos

de fusidén son también conocidos.

Los anticuerpos quiméricos o humanizados de la presente
descripcién pueden prepararse sobre la base de la secuencia
de un anticuerpo monoclonal no humano preparado como se ha
descrito arriba. Puede obtenerse DNA codificante de las

inmunoglobulinas de cadena pesada y ligera a partir del
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hibridoma no humanc de interés y modificarse por ingenieria
genética para contener secuencias de inmunoglobulina no
murinas (v.g., humanas) utilizando técnicas estandar de
biologia molecular. Por ejemplo, para crear un anticuerpo
quimérico, pueden enlazarse regiones variables murinas a
regiones constantes humanas utilizando métodos conocidos en
la técnica (véase v.g., la Patente de los Estados Unidos
No. 4816567 otorgada a Cabilly et al.). Para crear un
anticuerpo inmunizado, pueden insertarse regiones CDR
murinas en un entramado humano utilizando métodos conocidos
en la técnica (véase v.g., la Patente de los Estados Unidos
No. 5225539 otorgada a Winter, y las Patentes de los
Estados Unidos Nums. 5530101; 5585089; 5693762 y 6180370

otorgadas a Queen et al.).

En una realizacién preferida, 1los anticuerpos de esta
descripcién son anticuerpos monoclonales humanos. Tales
anticuerpos monoclonales humanos dirigidos contra B7-H4
humana puede generarse utilizando ratones transgénicos o
transcromosémicos que llevan partes del sistema inmunitario
humano en lugar del sistema de ratdén. Estos ratones
transgénicos y transcromosdémicos incluyen ratones a los que
se hace referencia en esta memoria como el Ratén HuMAbL® y
el Ratén KM®, respectivamente, y se hace referencia
colectivamente a los mismos en esta memoria como "ratones

con Ig humana".

El Ratén HuMAb® (Medarex® Inc.) contiene miniloci de genes

de inmunoglobulina humana que codifican secuencias de
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inmunoglobulina de cadena pesada (p y V) y ligera (k)
humanas no transpuestas, junto con mutaciones direccionadas
que desactivan los loci enddgenos de las cadenas u y K
(véase v.g., Lonberg, et al. (1994) Nature 368 (6474):856—
859). De acuerdo con ello, los ratones exhiben expresién
reducida de IgM o x de ratdn, y en respuesta a la
inmunizacién, los transgenes de las cadenas humanas pesada
y ligera introducidos sufren cambio de clase y mutacidn
somdtica para generar anticuerpos monoclonales IgGx humanos
de alta afinidad (Lonberg, N et al. (1994) supra; revisado
en Lonbérg, N. (1994) Handbook of Experimental Pharmacology
113:49-101; Lonberg, N. y Huszar, D. (1995) Intern. Rev.
Immunol. 13: 65-93, y Harding, F. y Lonberg, N. (1995) Ann.
N.Y. Acad. Sci. 764:536-546). La preparacién y el uso del
Ratén HuMAb®, y las modificaciones gendmicas llevadas por
dichos ratones, se describen ulteriormente en Taylor, L. et
al. (1992) Nucleic Acids Research 20:6287-6295; Chen, J. et
al. (1993) International Immunology 5: 647-656; Tuaillon et
al. (1993) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:3720-3724; Choi et
al. (1993) Nature Genetics 4:117-123; Chen, J. et al.
(1993) EMBO J. 12: 821-830; Tuaillon et al. (1994) J.
Immunol. 152:2912-2920; Taylor, L. et al. (1994)
International Immunology 6: 579-591; y Fishwild, D. et al.
(1996) Nature Biotechnology 14: 845-851, los contenidos de
todos los cuales se incorporan especificamente en esta
memoria por referencia en su totalidad. Véanse
adicionalmente las Patentes de los Estados Unidos Nums.
5.545.806; 5.569.825; 5.625.126; 5.633.425; 5.789.650;
5.877.397; 5.661.016; 5.814.318; 5.874.299; y 5.770.429;
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otorgadas todas ellas a Lonberg y Kay; Patente de los
Estados Unidos No. 5.545.807 otorgada a Surani et al.;
Publicaciones PCT Nams. WO 92/03918, WO 93/12227, WO
94/25585, WO 97/13852, WO 98/24884 y WO 99/45962, otorgadas
todas a Lonberg y Kay; y Publicacién PCT No. WO 01/14424
otorgada a Korman et al. Ratones transgénicos gque llevan
genes de cadena ligera lambda humana pueden utilizarse
también, tales como los descritos en la publicacidén PCT No.
WO 00/26373 por Bruggemann. Por ejemplo, un ratdn que lleva
un transgén de cadena ligera lambda humana puede cruzarse
con un ratdn gque lleva un transgén de cadena pesada humana
(v.g., HCo7), y que lleva opcionalmente también un transgén
de cadena ligera kappa humana (v.g., KCob), para crear un
ratén que 1lleva a la vez transgenes humanos de cadena

pesada y ligera.

En otra realizacidén, pueden generarse anticuerpcs humanos
de esta descripcién utilizando un ratén que 1lleva
secuencias de inmunoglobulina humanas en transgenes ¥y
transcromosomas, tal como un ratén que lleva un transgén de
cadena pesada humana y un transcromosoma de cadena ligera
humana. A este ratdén se hace referencia en esta memoria
como un "Ratén KM®", y se describe en detalle en la

publicacién PCT WO 02/43478 otorgada a Ishida et al.

Ademas, sistemas animales transgénicos alternativos que
expresan genes de inmunoglobulina humana estan disponibles
en la técnica y pueden utilizarse para generar anticuerpos

anti-B7-H4 de esta descripcidn. Por ejemplo, puede
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utilizarse un sistema transgénico alternativo al que se
hace referencia como el Xenorratdédn (Abgenix, Inc.); tales
ratones se describen, por ejemplo, en las Patentes de los
Estados Unidos Nums. 5.939.598; 6.075.181; 6.114.598;
6.150.584 y 6.162.963 otorgadas a Kucherlapati et al.

Adicionalmente, sistemas animales transcromosdémicos
alternativos que expresan genes de inmunoglobulina humana
estdn disponibles en la técnica y pueden utilizarse para
generar anticuerpos anti-B7-H4 de esta descripcidén. Por
ejemplo, pueden utilizarse ratones que llevan a la vez un
transcromosoma de cadena pesada humana y un transcromosoma
de cadena ligera humana, a los gque se hace referencia como
"Ratones TC"; tales ratones se describen en Tomizuka et al.
(2000) Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 97:722-727.

Adicionalmente, vacas que llevan transcromosomas humanos de

cadena pesada y ligera han sido descritas en la técnica

(v.g., Kuroiwa et al. (2002) Nature Biotechnology 20: 889-
894 y solicitud PCT No. WO 2002/092812) y pueden utilizarse
para generar los anticuerpos anti-B7-H4 de esta

descripcidn.

Anticuerpos monoclonales humanos de esta descripcidén pueden
prepararse también utilizando métodos de presentacidn de
fago para cribado de genotecas de genes de inmunoglobulina
humana. Tales métodos de presentacién de fago para

aislamiento de anticuerpos humanos estdn establecidos en la

técnica. Véase por ejemplo: Patentes de los Estados Unidos

Nums. 5.223.409; 5.403.484; y 5.571.698 otorgadas a Ladner

b
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et al.; Patentes de los Estados Unidos Nuams. 5.427.908 y
5.580.717 otorgadas a Dower et al.; Patentes de los Estados
Unidos Nums. 5.969.108 y 6.172.197 otorgadas a McCafferty

‘et al.; y Patentes de los Estados Unidos Nums. 5.885.793;

6.521.404; 6.544.731; 6.555.313; 6.582.915 y 6.593.081
otorgadas a Griffiths et al.

Los anticuerpos monoclonales humanos de esta descripcién
pueden prepararse también utilizando ratones SCID en 1los
cuales se han reconstituido células inmunes humanas de tal
modo que puede generarse una respuesta de anticuerpos
humanos por inmunizacién. Dichos ratones se describen, por
ejemplo, en las Patentes de los Estados Unidos Nums.

5476996 y 5698767 otorgadas a Wilson et al.

En otra realizacidén, se preparan anticuerpos anti-B7-H4
humanos utilizando una combinacién de técnicas de ratédén con
Ig humana y de presentacién de fago, como se describe en la
Patente de los Estados Unidos No. 6794132 por Buechler et

al. De modo mas especifico, el primer método implica

generar una respuesta de anticuerpos anti-B7-H4 en un ratén

con Ig humana (tal como un ratdén HuMab o ratén KM como se
ha descrito arriba) por inmunizacién del ratdén con uno o
mas antigenos B7-H4, seguido por aislamiento de acidos

nucleicos que codifican cadenas de anticuerpos humanos a

partir de células linfaticas de ratédn e introduccidén de

estos &cidos nucleicos en un vector de presentacidén (v.g.,
de fago) para proporcionar una genoteca de paquetes de

presentacién. De este modo, cada miembro de la genoteca
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comprende un 4&cido nucleico gque codifica una cadena de
anticuerpo humano y cada cadena de anticuerpo es presentada
por el paquete de presentacidén. La genoteca se criba luego
con la proteina B7-H4 para aislar los miembros de la
genoteca que se fijan especificamente a B7-H4. Las
inserciones de &cido nucleico de los miembros seleccionados
de la genoteca se aislan luego y se secuencian por métodos
estandar para determinar las secuencias variables de las
cadenas ligera Y pesada de los ligantes B7-H4
seleccionados. Las regiones variables pueden convertirse en
cadenas de anticuerpo de 1longitud total por técnicas
esténdar de DNA recombinante, tales como clonacidén de las
regiones variables en un vector de expresidén que lleva las
regiones constantes de cadenas pesada y ligera humanas de
tal modo que la regién Vy se enlaza operativamente a la
regién Cy y en la regidén V, se enlaza operativamente a la

regién Ci.

Inmunizacién de Ratones con Ig Humana

Cuando se utilizan ratones con Ig humana para generar
anticuerpos humanos de esta descripcidén, dichos ratones
pueden inmunizarse con una preparacién purificada o
enriquecida de un antigeno B7-H4 y/o proteina B7-H4

recombinante, o células gue expresan una proteina B7-H4, o

una proteina de fusién B7-H4, como ha sido descrito por

Lonberg, N. et al. (1994) Nature 368(6474): 856-859;
Fishwild, D. et al. (1996) Nature Biotechnology 14: 845-
851; y Publicaciones PCT WO 98/24884 y WO 01/14424.

Preferiblemente, los ratones tendran una edad de 6 a 16
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semanas de edad en el momento de la primera infusidén. Por
ejemplo, puede wutilizarse una preparacién purificada o
recombinante (5-50 pg) de antigeno B7-H4 para inmunizar los
ratones con Ig humana intraperitoneal y/o subcutdneamente.
De modo muy preferible, el inmundégeno utilizado para
generar los anticuerpos de esta descripcidn es una proteina
de fusién B7-H4 que comprende el dominio extracelular de
una proteina B7-H4, fusionada en su término N a un
polipéptido distinto de B7-H4 (v.g., un marcador His)

(descrito ulteriormente en el Ejemplo 1).

Procedimientos detallados para generar anticuerpos
monoclonales totalmente humanos que se fijan a B7-H4 humana
se describen mé&s adelante en el Ejemplo 1. La experiencia
acumulada con diversos antigenos ha demostrado que los

ratones transgénicos responden cuando se inmunizan

inicialmente por via intraperitoneal (IP) con antigeno en

adyuvante completo de Freund, seguido por inmunizaciones
por via IP cada 2 -semanas (hasta un total de 6) con
antigeno en adyuvante de Freund incompleto. Sin embargo, se
ha encontfado también que son eficaces adyuvantes distintos

de los de Freund (v.g., el adyuvante RIBI). Adicionalmente,

se ha encontrado que son altamente inmundgenas células

enteras en ausencia de adyuvantes. La respuesta inmunitaria
puede monitorizarse a lo largo del curso del protocolo de
inmunizacién con muestras de plasma gque se obtienen por
sangrias retroorbitales. El1 plasma puede cribarse por ELISA
(como se describe mas adelante), y los ratones con titulos

suficientes de inmunoglobulina anti-B7-H4 humana pueden
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utilizarse para fusiones. Los ratones pueden reforzarse
intravenosamente con antigeno, por ejemplo 3 dias antes del

sacrificio y extirpacién del bazo. Se cree que puede ser

necesario realizar 2-3 fusiones para cada inmunizacién. Se

inmunizan tipicamente entre 6 y 24 ratones por cada
antigeno. Usualmente se utilizan las variedades HCo7 Yy
HCol2. Adicionalmente, pueden generarse transgenes HCo7 vy
HCol2 juntos en un solo ratdn que tenga dos transgenes de
cadena pesada humana diferentes (HCo7/HCo12) . Como
alternativa o adicionalmente, puede utilizarse la variedad

de Ratdén KM®.

Generacidn de Hibridomas que Producen Anticuerpos

Monoclonales Humanos de la Invencidn

Para generar hibridomas que producen anticuerpos

monoclonales humanos de esta descripcién, pueden aislarse
esplenocitos y/o células de ganglios linfaticos de ratones
inmunizados y fusionarse a una linea de células
inmortalizada apropiada, tal como una linea de células de
mieloma de ratén. Los hibridomas resultantes pueden
cribarse respecto a la produccidn de anticuerpos
especificos del antigeno. Por ejemplo, suspensiones de
células simples de 1linfocitos esplénicos procedentes de
ratones inmunizados pueden fusionarse a un sexto del numero
de células de mieloma de ratén P3X63-Ag8.653 (ATCC, CRL
1580) no secretantes con 50% de PEG. Como alternativa, la

suspensién de células simples de linfocitos esplénicos

procedentes de ratones inmunizados puede fusionarse

utilizando un método de electrofusién basado en campo
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eléctrico, wutilizando un electroporador de fusidén de

células en cémara grande CytoPulse (CytoPulse Sciences,
Inc., Glen Burnie Maryland). Las células se extienden en
placas a aproximadamente 2 X 10° en placas de
microtitulacién con fondo plano, seguido por una incubacidén

de 2 semanas en medio selectivo que contiene 20% de Suero

de Clon Fetal, 18% de medio acondicionado "653", 5% Origén

(IGEN), L-glutamina 4 mM, piruvato de sodio 1 mM, HEPES 5
mM, 2-mercaptoetanol 0,055 mM, 50 unidades/ml de
penicilina, 50 mg/ml de estreptomicina, 50 mg/ml de
gentamicina y 1X HAT (Sigma; el HAT se afade 24 horas
después de la fusidén). Después de aproximadamente 2
semanas, las células pueden cultivarse en un medio en el
cual el HAT se reemplaza con HT. Los pocillos individuales
pueden cribarse luego por ELISA respecto a anticuerpos
humanos monoclonales IgM e IgG. Una vez que se produce el
crecimiento extenso de hibridoma, puede observarse el medio
usualmente al cabo de 10-14 dias. Los hibridomas que
secretan anticuerpos pueden extenderse luego nuevamente en
placas, cribarse una vez mds, y si son todavia positivos
respecto a IgG humana, los anticuerpos monoclonales pueden
subclonarse al menos dos veces por dilucidén limitante. Los
subclones estables pueden cultivarse luego in vitro para
generar pequefilas cantidades de anticuerpo en medio de

cultivo de tejidos para caracterizacién.

Para purificar anticuerpos monoclonales humanos, pueden

cultivarse hibridomas seleccionados en matraces de

centrifuga de 2 litros para la purificacién de anticuerpos
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monoclonales. Los sobrenadantes pueden filtrarse Yy
concentrarse antes de la cromatografia por afinidad con
proteina A-sepharosa (Pharmacia, Piscataway, N.J.). La IgG
eluida puede comprobarse por electroforesis en gel vy
cromatografia liquida de alta resolucidn para asegurar su
pureza. La solucidén tampdn puede intercambiarse en PBS, y
la concentracién puede determinarse por DO0280 utilizando el
coeficiente de extincidn 1,43. Los anticuerpos monoclonales

pueden dividirse en partes alicuotas y almacenarse a -80°C.

Generacidén de Transfectomas gque Producen los Anticuerpos

Monoclonales de la Invencidn

Los anticuerpos de esta descripcién pueden producirse
también en un transfectoma de células hospedadoras
utilizando, por ejemplo, una combinacién de técnicas de DNA
recombinante y métodos de transfeccidén de genes como e€s
bien conocido en 1la técnica (v.g., Morrison, S. (1985)

Science 229:1202).

Por ejemplo, para expresar los anticuerpos, o fragmentos de
anticuerpoc de los mismos, pueden obtenerse DNAs que
codifican cadenas ligera y pesada parciales o de longitud
total, por técnicas estdndar de biologia molecular (v.g.,
amplificacién por PCR o clonacién de cDNA utilizando un
hibridoma que expresa el anticuerpo de interés) y los DNAs
pueden insertarse en vectores de expresién de tal modo que
los genes estén enlazados operativamente por secuencias de
control de transcripcidn y traduccidédn. En este contexto,

debe entenderse que el término "enlazado operativamente”
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significa que un gen de anticuerpo estd ligado a un vector
de tal modo que las secuencias de control de ia
transcripcidén y la traduccidén dentro del vector sirven para
su funcién propuesta de regulacidén de la transcripcidén y la
traduccién del gen del anticuerpo. El vector de expresidn y
las secuencias de control de la expresién se seleccionan de
modo gque sean compatibles con la célula hospedadora de
expresién utilizada. E1 gen de 1la cadena ligera de
anticuerpo y el gen de la cadena pesada de anticuerpo
pueden insertarse en vectores separados o, mas tipicamente,
ambos genes se insertan en el mismo vector de expresién.
Los genes de anticuerpo se insertan en el vector de
expresién por métodos estédndar (v.g., ligacién de sitios de
restriccién complementarios en el fragmento del gen de

anticuerpo y del vector, o ligacién de extremos romos si no

estd presente sitio de restriccién alguno). Las regiones

variables de la cadena ligera y pesada de los anticuerpos
descritos en esta memoria pueden utilizarse para crear
genes de anticuerpo de longitud total de cualquier isotipo
de anticuerpo por insercién de los mismos en vectores de

expresién que codifican ya las regiones constantes de

cadena pesada y de cadena ligera del isotipo deseado de tal

modo que el segmento Vy estd enlazado operativamente al o a
los segmentos Cy dentro del vector, y el segmento Vi esta
enlazado operativamente al segmento C, dentro del vector.
Adicionalmente o como alternativa, el vector de expresidn

recombinante puede codificar un péptido sefial que facilita

la secrecién de la cadena de anticuerpo por una célula

hospedadora. El1 gen de la cadena de anticuerpo puede

(71



10

15

20

25

- 129 -

clonarse en el vector de tal manera que el péptido sefial
estd enlazado en marco al término amino del gen de la
cadena de anticuerpo. El péptido senal puede ser un péptido
sefial de inmunoglobulina o un péptido sefial heterdlogo (es
decir, un péptido sefial procedente de una proteina distinta

de inmunoglobulina).

Ademds de los genes de la cadena de anticuerpo, los
vectores de expresién recombinantes de esta descripcidn
llevan secuencias reguladoras que controlan la expresidén de
los genes de la cadena de anticuerpo en una célula
hospedadora. El1 término "secuencia reguladora" tiene por
objeto incluir promotores, intensificadores y otros
elementos de control de la expresién (v.g., seflales de
poliadenilacién) gue controlan la transcripcién o)
traduccién de los genes de la cadena de anticuerpos. Tales
secuencias reguladoras se describen, por ejemplo, en
Goeddel (Gene Expression Technology. Methods in Enzymology
185, Academic Press, San Diego, CA (1990)). Sera apreciado
por los expertos en la técnica que el diserio del vector dé
expresién, con inclusién de 1la seleccidén de secuencias
reguladoras, puede depender de factores tales como la
eleccién de la célula hospedadora a transformar, el nivel

de expresién de la proteina deseado, etc. Secuencias

reguladoras preferidas para la expresién de células

hospedadoras de mamifero incluyen elementos virales dque
dirigen niveles altos de expresién de proteina en ceélulas
de mamifero, tales como promotores y/o intensificadores

derivados de citomegalovirus (CMV), el Virus 40 de los

[yo
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Simios (SV40), adenovirus, v.g., (el promotor tardio mayor
de adenovirus (AdMLP) y polioma). Como alternativa, pueden
utilizarse secuencias reguladoras no virales, tales como el
promotor ubiquitina o el promotor B-globina. Ademas,
elementos reguladores compuestos de secuencias de
diferentes fuentes, tales como el sistema promotor SRoa, que
contiene secuencias del promotor SV40 temprano y la
repeticién del terminal largo del virus de la leucemia de

las células T humanas tipo 1 (Takebe, Y. et al. (1988) Mol.
Cell. Biol. 8:466-472).

Ademas de los genes de la cadena de anticuerpo y las
secuencias reguladoras, los vectores de expresidn
recombinantes de esta descripcidén pueden llevar secuencias
adicionales, tales Como secuencias que regulan la
replicacién del vector en células hospedadoras (v.g.,
origenes de replicacién) y genes marcadores seleccionables.
El gen marcador seleccionable facilita la seleccidn de
células hospedadoras en las cuales se ha introducido el
vector (véanse, v.g., las Patentes de los Estados Unidos
Nums. 4399216, 4634665 y 5179017, todas ellas por Axel et
al.). Por ejemplo, fipicamente el gen marcador
seleccionable confiere resistencia a farmacos, tales como
G418, higromicina o metotrexato, en una célula hospedadora
en la cual se ha introducido el vector. Genes marcadores
seleccionables preferidos incluyen el gen de dihidrofolato-
reductasa (DHFR) (para uso en células dhfr-hospedadoras con
seleccién/amplificacién de metotrexato) y el gen neo (para

seleccidén de G418).
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Para la expresién de las cadenas ligera y pesada, el o los

vectores de expresidén que codifican las cadenas pesada y
ligera se transfecta(n) en una célula hospedadora por
técnicas estandar. Debe entenderse que las diversas formas
del término "transfeccidédn" abarcan una gran diversidad de
técnicas utilizadas comunmente para la introduccién de DNA
exdgeno en una célula hospedadora procariota o© eucariota,
v.g., electroporacidn, precipitacidén con fosfato de calcio,
transfeccidn con DEAE-dextrano, etcétera. Aunque

tedricamente es posible expresar los anticuerpos de esta

descripcién en células hospedadoras procariotas o -

eucariotas, la expresién de anticuerpos en células
eucariotas, y mas preferiblemente células hospedadoras de
mamifero, es la més preferida debido a que tales células
eucariotas, y en particular las células de mamifero, se
ensamblan mas probablemente que las células procariotas y
secretan un anticuerpo plegado adecuadamente e
inmunolégicamente activo. Se ha informado que la expresién
de genes de anticuerpos en procariotas es ineficaz para la
produccién de rendimientos elevados de anticuerpo activo

(Boss, M.A. y Wood, C.R. (1985) Immunology Today 6:12-13).

Células hospedadoras de mamifero preferidas para expresioén
de los anticuerpos recombinantes de esta descripcién
incluyen Células de Ovario de Hamster Chino (CHO) (con
inclusién de células dhfr - CHO, descritas en Urlaub vy
Chasin, (1980) Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 77:4216-4220,

utilizadas con un marcador DHFR seleccionable, v.g., como
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se describe en R.J. Kaufman y P.A. Sharp (1982) J. Mol.
Biol. 159:601-621), células NSO de mieloma, células COS y
células SP2. En particular, para uso con células NSO de

mieloma, otro sistema de expresidén preferido es el sistema

de expresién de gen GS descrito en WO 87/04462 (otorgada a

Wilson), WO 89/01036 (otorgada a Bebbington) y EP 338841
(otorgada a Bebbington). Cuando se introducen vectores de
expresién que codifican genes de anticuerpos en células
hospedadoras de mamifero, los anticuerpos se producen por

cultivo de las células hospedadoras durante un periodo de

tiempo suficiente para permitir la expresidén del anticuerpo

en las células hospedadoras o, mads preferiblemente, la
secrecién del anticuerpo en el medio de cultivo en el cual
se cultivan las células hospedadoras. Los anticuerpos
pueden recuperarse a partir del medio de cultivo utilizando

métodos de purificacién de proteinas estéandar.

Caracterizacién de la Fijacién del Anticuerpo al Antigeno

Los anticuerpos de la invencién pueden testarse respecto a
la fijacién a B7-H4 humana por ejemplo por ELISA estandar.
Resumidamente, se recubren placas de micrctitulacidén con la
proteina B7-H4 purificada y/o recombinante (v.g., una
proteina de fusién B7-H4 como se describe en el Ejemplo 1)
a 1 ug/ml en PBS, y se bloquean luego con seroalbumina
bovina al 5% en PBS. Se afiladen a cada pocillo diluciones
del anticuerpo (v.g., diluciones de plasma de ratones
inmunizados con B7-H4), y se incuban durante 1-2 horas a
37°C. Se lavan las placas con PBS/Tween y se incuban luego

con reactivo secundario (v.g., para anticuerpos humanos, un
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reactivo policlonal de IgG de cabra anti-IgG humana,
especifico de Fc) conjugado a fosfatasa alcalina durante 1
hora a 37°C. Después de lavado, se revelan las placas con
sustrato pNPP (1 mg/ml), y se analizan a DO de 405-650.
Preferiblemente, se utilizardn para las fusiones ratones

que desarrollan los titulos mas altos.

Un ensayo ELISA como se ha descrito arriba puede utilizarse
también para cribar respecto a hibridomas que exhiben
reactividad positiva con una proteina B7-H4. Los hibridomas
que se fijan con avidez y/o afinidad altas a una proteina
B7-H4 se subclonan y se caracterizan ulteriormente. Un clon
de cada hibridoma, que retiene 1la reactividad de las
células parentales (por ELISA), puede seleccionarse para
producir un banco de 5-10 viales de células almacenado a -

140°C y para purificacién de anticuerpos.

Para purificar los anticuerpos anti-B7-H4, pueden
cultivarse hibridomas seleccionados en matraces de
centrifugacién de 2 litros para purificacién de anticuerpos
monoclonales. Los sobrenadantes pueden filtrarse Yy
concentrarse antes de cromatografia de afinidad con
proteina A-Sepharose (Pharmacia, Piscataway, NJ). La IgG
eluida puede comprobarse por electroforesis en gel vy
cromatografia liquida de alta resolucién a fin de asegurar
la pureza. La solucién tampén puede cambiarse en PBS, y la
concentracién puede determinarse por DO0280 utilizando el

coeficiente de extincién 1,43. Los anticuerpos monoclonales

pueden dividirse en partes alicuotas y guardarse a -80°C.
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Para determinar si los anticuerpos monoclonales anti-B7-H4
seleccionados se fijan a epitopes uUnicos, cada anticuerpo
puede biotinilarse utilizando reactivos disponibles
comercialmente (Pierce, Rockford, IL). Estudios de
competicién utilizando anticuerpos monoclonales sin marcar
y anticuerpos monoclonales biotinilados pueden realizarse
utilizando placas ELISA recubiertas con proteina B7-H4 como
se ha descrito arriba. La fijacién de mAb biotinilado puede
detectarse con una sonda de estreptavidina-fosfatasa

alcalina.

Para determinar el isotipo de los anticuerpos purificados,
pueden realizarse ELISAs isotipo wutilizando reactivos
especificos para anticuerpos de un isotipo particular. Por
ejemplo, para determinar el 1isotipo de wun anticuerpo
monoclonal humano, pueden recubrirse pocillos de placas de
microtitulacién con 1 ug/ml de inmunoglobulina antihumana
durante una noche a 4°C. Después de bloqueo con BSA al 1%,
se hacen reaccionar las placas con 1 pg/ml o menos. de
anticuerpos monoclonales de test o controles isotipo
purificados, a la temperatura ambiente durante una a dos
horas. Los pocillos pueden hacerse reaccionar luego con
IgGl humana o sondas conjugadas IgM humana-fosfatasa
alcalina especifica. Las placas se revelan y se analizan

como se ha descrito arriba.

Las IgGs humanas anti-B7-H4 pueden testarse ulteriormente

en cuanto a reactividad «con un antigeno B7-H4 por
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transferencia Western. Resumidamente, puede prepararse una
proteina B7-H4 y someterse a electroforesis en gel de
poliacrilamida con dodecil-sulfato de sodio. Después de la
electroforesis, los antigenos separados se transfieren a
membranas de nitrocelulosa, se bloquean con suero de
ternero fetal al 10%, y se sondan con los anticuerpos
monoclonales a testar. La fijacién de IgG humana puede
detectarse utilizando fosfatasa alcalina anti-IgG humana vy
revelarse con tabletas de sustrato BCIP/NBT (Sigma Chem.
Co., St. Louis, MO.).

La especificidad de fijacién de un anticuerpo de esta
descripcién puede determinarse también por monitorizacidn
de la fijacién del anticuerpo a células que expresan una
proteina B7-H4, por ejemplo por citometria de flujo. Pueden
utilizarse células o lineas de <células gue expresan
naturalmente la proteina B7-H4, tales como células .OVCAR3,
NCI-H226, CFPAC-1 o KB (descrias ulteriormente en el
Ejemplo 3), o una linea de células, tal como una linea de
células CHO, puede transfectarse con un vector de expresiédn
que codifica B7-H4 de tal modo que se expresa B7-H4 en la
superficie de las células. La proteina transfectada puede
comprender un marcador, tal como un marcador myc O un
marcador his, preferiblemente en el término N, para
deteccién utilizando un anticuerpo para el marcador. La
fijacién de wun anticuerpo de esta descripcidén a una
proteina B7-H4 puede determinarse por incubacién de las
células transfectadas con el anticuerpo, y deteccién del

anticuerpo fijado. La fijacién de un anticuerpo al marcador
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en la proteina transfectada puede utilizarse como control

positivo.

Moléculas Biespecificas

En otro aspecto, la presente descripcién caracteriza
moléculas biespecificas que comprenden un anticuerpo anti-
B7-H4, o un fragmento del mismo, de esta descripcién. Un
anticuerpo de esta descripcidén, o porciones de fijacidn de
antigeno del mismo, puede derivatizarse o enlazarse a otra

molécula funcional, v.g., otro péptido o proteina (v.g.,

otro anticuerpo o ligando para un receptor) a fin de

generar una molécula biespecifica que se fija a al menos
dos sitios de fijacién o moléculas diana diferentes. E1
anticuerpo de esta descripcién puede derivatizarse de hecho
o enlazarse a mas de una molécula funcional distinta para
generar moléculas multiespecificas que se fijan a mas de
dos sitios de fijacién diferentes y/o moléculas diana;
tales moléculas multiespecificas deben considerarse también
abarcadas por el término "molécula biespecifica" como se
utiliza en esta memoria. Para crear una molécula

biespecifica de esta descripcién, un anticuerpo de esta

descripcién puede enlazarse funcionalmente (v.g., por

acoplamiento quimico, fusién genética, asociacidén no
covalente u otro modo) a una o mas moléculas de fijacidn
distintas, tales como otro anticuerpo, fragmento de
anticuerpo, péptido o mimético de fijacidén, de tal modo que

resulta una molécula biespecifica.
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De acuerdo <con ello, la presente descripcién incluye
moléculas biespecificas que comprenden al menos una primera
especificidad de fijacién para B7-H4 y una segundé
especificidad de fijacidén para un segundo epitope diana. En
una realizacién particular de esta descripcidén, el segundo
epitope diana es un receptor Fc, v.g., FcyRI humano (CD64)
o0 un receptor Fca humano (CD89). Por ello, esta descripcidn
incluye moléculas biespecificas capaces de fijarse tanto a
células efectoras que expresan FcyR o FcoR (v.g.,
monocitos, macréfagos o células polimorfonucleares (PMNs)),
y a células diana que expresan la proteina B7-H4. Estas
moléculas biespecificas estén direccionadas a células que
expresan B7-H4 a la célula efectora y desencadenan
actividades de célula efectora mediadas por el receptor Fc,
tales como fagocitosis de las células que expresan B7-H4,
citotoxicidad mediada por células dependiente de
anticuerpos (ADCC), liberacién de citogquinas, o generacién

de anién superdxido.

En una realizacién de esta descripcién en la cual la
molécula biespecifica es multiespecifica, la molécula puede
incluir adicionalmente una tercera especificidad de
fijacién, ademas de una especificidad de fijacidén anti-Fc y
una especificidad de fijacidén anti-B7-H4. En una
realizacién, la tercera especificidad de fijacién es una
porcién antifactor de intensificacién (EF), v.g., una
molécula que se fija a una proteina de la superficie
implicada en actividad citotéxica y por consiguiente

aumenta la respuesta inmunitaria contra la célula diana. La



10

15

20

25

- 138 -

"porcién antifactor de intensificacidén" puede ser un
anticuerpo, fragmento de anticuerpo funcional o un ligando
gque se fija a una molécula dada, v.g., un antigeno o un
receptor, y da por tanto como resultado una intensificacidn
del efecto de los determinantes de fijacidén para el
receptor Fc o el antigeno de la célula diana. La "porciéﬁ
antifactor de intensificacién" puede fijarse a un receptor
Fc o un antigeno de la célula diana. Como alternativa, la
porcién antifactor de intensificacién puede fijarse a una
entidad que es diferente de la entidad a la cual se fijan
las especificidades de fijacién primera y segunda. Por
ejemplo, la porcidén antifactor de intensificacién puede
fijarse a una célula T citotéxica (v.g., por la via de CDZ,
CD3, CD8, CD28, CD4, CD40, ICAM-1 u otra célula inmune due
da como resultado una respuesta inmunitaria incrementada

contra la célula diana).

En una realizacién, las moléculas biespecificas de esta
descripcién comprenden como éspecificidad de fijacidén al
menos un anticuerpo, o un fragmento de anticuerpo del
mismo, con inclusién, v.g., de un Fab, Fab', F(ab')., Fv,
Fd, dAb o un Fv monocatenario. El anticuerpo puede ser
también un dimero de cadena ligera o cadena pesada, d
cualquier fragmento minimo del mismo tal como un Fv O un
constructo monocatenario como se describe en la Patente de
ios Estados Unidos No. 4946778 otorgada a Ladner et al.,

cuyo contenido se incorpora expresamente por referencia.
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En una realizacién, la especificidad de fijacién para un
receptor Fcy es proporcionada por un anticuerpo monoclonal,
cuya fijacién no es Dbloqueada por la inmunoglobulina G
humana (IgG). Como se utiliza en esta memoria, el término
"receptor IgG" hace referencia a cualquiera de los 8 genes
de cadena vy localizados en el cromosoma 1. Estos genes
codifican un total de 12 isoformas de receptor
transmembranales o solubles que estan agrupadas en 3 clases
de receptores Fcy: FcyRI (CDé64), FcyRII (CD32), y FcyRIIT
(CD16). En una realizacién preferida, el receptor Fcy tiene
un receptor FcyRI humano de afinidad alta. El receptor
FcyRI humano es una molécula de 72 kDa, que exhibe afinidad

alta para IgG mondmera (10%-10° MYy

La produccién y caracterizacién de ciertos anticuerpo§
monoclonales anti-FCy preferidos se describen en la
publicacién PCT WO 88/00052 y en la Patente de los Estados
Unidos No. 4954617 otorgada a Fanger et al., cuyas
doctrinas se incorporan totalmente por referencia en esta
memoria. Estos anticuerpos se fijan a un epitope de FcyRI,
FcyRII o FcyRIII en un sitio que es distinto del sitio de
fijacién de Fcy del receptor y, por tanto, su fijacidén no
es bloqueada sustancialmente por los niveles fisioldgicos

de IgG. Anticuerpos especificos anti-FCyRI utiles en esta

~descripcién son mAb22, mAb32, mAb44, mAbe2 vy mAbl197. El

hibridoma que produce mAb32 estd disponible de la American
Type Culture Collection, ATCC, No. de Acceso HB9469. En
otras realizaciones, el anticuerpo receptor anti-Fcy es una

forma humanizada del anticuerpo monoclonal 22 (H22). La
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produccidén y caracterizacidn del anticuerpo H22 se describe
en Graziano, R.F. et al. (1995) J. Immunol 155(10):4996-
5002 y publicacién PCT WO 94/10332 otorgada a Tempest et
al. La linea de células productoras del anticuerpo H22 fue
depositada en la American Type Culture Collection bajo 1la

designacién HA022CL1 y tiene el ntmero de acceso CRL 11177.

En otras realizaciones preferidas adicionales, la

especificidad de fijacién para un receptor Fc es
proporcionada por un anticuerpo que se fija a un receptor
IgA humano, v.g., un receptor Fc-alfa (FcoRI (CD89)), cuya
fijacidn preferiblemente no es bloqueada por la
inmunoglobulina A humana (IgA). Debe entenderse que el
término "receptor IgA" incluye el producto génico de un gen
o (FcaRI) localizado en el cromosoma 19. Es sabido que este
gen codifica varias isoformas transmembranales remodeladas
como alternativa de 55 a 110 kDa. FcoRI (CD89) se expresa

constitutivamente en monocitos/macréfagos, granulocitos

eosinéfilos y neutré6filos, pero no en poblaciones de

células no efectoras. FcoRI tiene afinidad media (» 5 x 10’
M) tanto para IgAl como para IgA2, que se incrementa por
exposicién a citoquinas tales como G-CSF o GM-CSF (Morton,
H.C. et al. (1996) Critical Reviews in Immunology 16:423-
440). Se han descrito cuatro anticuerpos monoclonales
especificos de FcaRI, identificados como A3, A59, A62 vy
A77, que fijan FCoRI fuera del dominio de fijacidén del
ligando IgA (Monteiro, R.C. et al. (1992) J. Immunol
148:1764) .
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FcaRI y FcyRI son receptores de desencadenamiento
preferidos para uso en las moléculas biespecificas de esta
descripcién debido a que (1) se expresan primariamente en
células efectoras inmunes, v.g., monocitos, PMNs,
macréfagos y células dendriticas; (2) se expresan a niveles
altos (v.g., 5.000-100.000 por célula); (3) son mediadores
de actividades citotdéxicas (v.g., ADCC, fagocitosis); y (4)
median la presentacién de antigenos incrementada por
antigenos, con inclusién de auto-antigenos, direccionados a

ellos.

Si bien se prefieren anticuerpos monoclonales humanos,
otros anticuerpos gque pueden emplearse en las moléculas
biespecificas de esta descripcién son anticuerpos

monoclonales murinos, quiméricos y humanizados.

Las moléculas biespecificas de la presente descripcidn
pueden prepararse por conjugacién de las especificidades de
fijacién constituyentes, v.g., las especificidades de
fijacidén anti-FcR Y anti-B7-H4, utilizando métodos
conocidos en la técnica. Por ejemplo, cada especificidad de

fijacién de la molécula biespecifica puede generarse por

separado y conjugarse luego unas a otras. Cuando las

especificidades de fijacién son proteinas o péptidos,
pueden utilizarse una diversidad de agentes de acoplamiento
o reticulacién para conjugacién covalente. Ejemplos de
agentes de reticulacién incluyen proteina A, carbodiimida,
N-succinimidil~-S-acetiltioacetato (SATA), acido 5,5"'~

ditiobis(2-nitrobenzoico) (DTNB) , o-fenilenodimaleimida
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(oPDM), N-succinimidil-3-(2-piridilditio)propionato (SPDP),
\% 4- (N-maleimidometil)-ciclohexano-l-carboxilato de
sulfosuccinimidilo (sulfo-SMCC) (véase v.g., Karpovsky et
al. (1984) J. Exp. Med. 160:1686; Liu, MA et al. (1985)
Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 82:8648). Otros métodos
incluyen los descritos en Paulus (1985) Behring Ins. Mitt.
No. 78, 118-132; Brennan et al. (1985) Science 229:81-83, y
Glennie et al. (1987) J. Immunol. 139: 2367-2375). Agentes
de conjugacidn preferidos son SATA Y sulfo-SMCC,

disponibles ambos de Pierce Chemical Co. (Rockford, IL).

Cuando las especificidades de fijacidén son anticuerpos, los
mismos pueden conjugarse por enlace sulfhidrilo de las
regiones bisagra del término C de las dos cadenas pesadas.
En una realizacién particularmente preferida, la regiéﬁ
bisagra estd modificada para contener un numero impar de
residuos sulfhidrilo, preferiblemente uno, antes de la

conjugacidn.

Como alternativa, ambas especificidades de fijacidén pueden
estar codificadas en el mismo vector y expresadas Yy
ensambladas en la misma célula hospedadora. Este método es
particularmente util en el caso en gque la molécula
biespecifica es una proteina de fusién mAb x mAb, mAb X

Fab, Fab x F(ab'), o ligando x Fab. Una molécula

biespecifica de esta descripcién puede ser una molécula

monocatenaria que comprende un anticuerpo monocatenario y
un determinante de fijacién, o una molécula biespecifica

monocatenaria que comprende dos determinantes de fijacidn.
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Las moléculas biespecificas pueden comprender al menos dos
moléculas monocatenarias. Métodos ©para preparacidén de
moléculas biespecificas se describen por ejemplo en 1las
Patentes de los Estados Unidos  Numeros 5.260.203;
5.455.030; 4.881.175; 5.132.405; 5.091.513; 5.476.786;
5.013.653; 5.258.498; y 5.482.858, todas las cuales se

incorporan expresamente en esta memoria por referencia.

La fijacién de las moléculas biespecificas a sus dianas
especificas puede confirmarse mediante, por ejemplo, el
ensayo de inmunosorbente unido a enzima (ELISA),
radioinmunoensayc (RIA), analisis FACS, bioensayo (v.g.,
inhibicién del crecimiento), o ensayo de transferencia
Western. Cada uno de estos ensayos detecta por regla
general la presencia de complejos proteina-anticuerpo de
interés particular por empleo de un reactivo marcado (v.g.,
un anticuerpo) especifico para el complejo de interés. Por
ejemplo, los complejos FcR-anticuerpo pueden detectarse
utilizando v.g., un anticuerpo o fragmento de anticuerpd
unido a enzima que reconoce y se fija especificamente a los
complejos anticuerpo-FcR. Como alternativa, los complejos
pueden detectarse utilizando cualquiera de una diversidad
de otros inmunoensayos. Por ejemplo, el anticuerpo puede
marcarse radiactivamente \% utilizarse en un
radioinmunoensayo (RIA) (véase, por ejemplo, Weintraub, B.,
Principles of Radioimmunoassays, Seventh Training Course on
Radioligand Assay Techniques, The Endocrine Society, marzo
de 1986, que se incorpora por referencia en esta memoria).

El isétopo radiactivo puede detectarse por medios tales
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como el uso de un contador y o un contador de centelleo o

por autorradiografia.

Conjugados

En los conjugados de esta invencién, la molécula asociada
se conjuga a un anticuerpo por un enlazador quimico (al que
se hace referencia a veces en esta memoria simplemente como
"enlazador"). La molécula asociada puede ser un agente
terapéutico o un identificador. El agente terapéutico puede
ser, por ejemplo, una citotoxina, un farmaco no citotédxico
(v.g., un inmunosupresor), un agente radiactivo, otro
anticuerpo, o una enzima. Preferiblemente, la molécula
asociada es una citotoxina. E1 identificador puede ser
cualquier marcador gque genera una sefial detectable, tal
como un radiomarcador, un marcador fluorescente, o una
enzima que cataliza una modificacién detectable a un
sustrato. El anticuerpo desempertia una funcidén de
direccionamiento: por fijacién a un tejido o célula diana
donde se encuentra su antigeno, el anticuerpo conduce el
conjugado al tejido o célula diana. En dicho lugar, se
escinde el enlazador, liberando la molécula asociada para

realizar su funcidén bioldgica deseada.

La relacién de moléculas asociadas fijadas a un anticuerpo
puede variar, dependiendo de factores tales como la
cantidad de molécula asociada empleada durante la reaccidn
de conjugacién y las condiciones experimentales.
Preferiblemente, la relacidén de moléculas asociadas a

anticuerpo estd comprendida entre 1 y 3, mas
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preferiblemente entre 1 y 1,5. Los expertos en la técnica
apreciardn que, si bien cada molécula individual de
anticuerpo Z estd conjugada a un numero entero de moléculas.
asociadas, el analisis de una preparacidén del conjugado
puede arrojar como resultado una relacién no entera de
moléculas diana a anticuerpo, reflejando una media

estadistica.

Enlazadores

En algunas realizaciones, el enlazador es un enlazador
peptidilo, representado en esta memoria como (Lﬂp—F—(LHm.
Otros enlazadores incluyen enlazadores hidrazina y

1

disulfuro, representados en esta memoria como (L%)p-H-(L')n

y (Lﬂp-J—(Llhm respectivamente. F, H, y J son restos
peptidilo, hidrazina y disulfuro, respectivamente, gue son
escindibles para liberar la molécula asociada del
anticuerpo, mientras que L! Yy L* son grupos enlazadores. F,
H, J, L' y L* se definen con mayor detalle mis adelante en

esta memoria, Jjunto <con los subindices p y m. La

preparacién y el uso de estos y otros enlazadores se

describen en el documento WO 2005/112919, cuya descripcién

se incorpora en esta memoria por referencia.

E1l uso de peptidilo y otros enlazadores en conjugados

anticuerpo-compuesto asociado se describe en las Patentes

de los Estados Unidos 2006/0004081; 2006/0024317;

2006/0247295; 6.989.452; 7.087.600; y 7.129.261; WO
2007/051081; 2007/038658; 2007/059404; y 2007/089100; todos

los cuales se incorporan en esta memoria por referencia.

gl
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Enlazadores adicionales se describen en las Patentes de los
Estados Unidos 6.214.345; 2003/0096743; y 2003/0130189; de
Groot et al., J. Med. Chem. 42, 5277 (1999); de Groot et
al. J. Org. Chem. 43, 3093 (2000); de Groot et al., J. Med.
Chem. 66, 8815, (2001); WO 02/083180; Carl et al., J. Med.
Chem. Lett. 24, 479, (1981):; Dubowchik et al., Bioorg &
Med. Chem. Lett. 8, 3347 (1998), cuyas descripciones se

incorporan en esta memoria por referencia.

Ademéds de conectar el anticuerpo y la molécula asociada, un
enlazador puede impartir =estabilidad a la molécula
asociada, reducir su toxicidad in vivo, o afectar

favorablemente de cualquier otro modo a su farmacocinética,

‘biodisponibilidad y/o farmacodindmica. Generalmente se

prefiere que el enlazador se escinda, liberando la molécula
asociada, una vez que el conjugado se ha llevado a su sitio
de accidén. También preferiblemente, los enlazadores carecen
de huella, de tal modo gque una vez escindido, no queda

huella alguna de la presencia del enlazador.

En otra realizacidn, los enlazadores se caracterizan por su
capacidad para escindirse en un sitio en o cerca de una
célula diana, tal como en el sitio de accidédn terapéutica o
actividad identificadora de la molécula asociada. Dicha
escisién puede @ ser de naturaleza enzimatica. Esta
caracteristica ayuda a reducir la activacién sistémica de
la molécula asociada, reduciendo la toxicidad y los efectos

sistémicos secundarios. Grupos escindibles preferidos para
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la escisién enzimdtica incluyen enlaces peptidicos, enlaces
éster, y enlaces disulfuro, tales como los restos F, H, y J
mencionados anteriormente. En otras realizaciones, los
enlazadores son sensibles al pH y se escinden por cambios

en el pH.

Un aspecto importante es la capacidad para controlar la
velocidad con la cual se escinden los enlazadores. A menudo
se desea un enlazador gque se escinda rapidamente. En
algunas realizaciones, sin embargo, puede preferirse un
enlazador que se escinda més lentamente. Por ejemplo, en
una formulacién -de liberacién sostenida o© en una
formulacidén que posea a la vez un componente de liberacién
rapida y un componente de liberacién lenta, puede ser util
proporcionar un enlazador que se escinda mas lentamente. El
documento WO 2005/112919 citado anteriormente describe
enlazadores hidrazina que pueden disefiarse para escindirse

a una gama de velocidades, desde muy réapidas a muy lentas.

Los enlazadores pueden servir también para estabilizar la
molécula asociada contra la degradacién mientras el
conjugado se encuentra en circulacién, antes que el mismo
alcance el tejido o la célula diana. Esto representa una
ventaja importante dado que prolonga la semivida de
circulacién de la molécula asociada. El1 enlazador sirve
también para atenuar la actividad de la molécula asociada a
fin de que el conjugado sea relativamente benigno mientras
estd en circulacién, pero la molécula asociada produce el

efecto deseado - por ejemplo es citotdéxica - después de la
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activacidén en el sitio de accidén deseado. Para conjugados
de agentes terapéuticos, esta caracteristica del enlazador

sirve para mejorar el indice terapéutico del agente.

Ademas de los grupos escindibles péptido, hidrazina o
disulfuro, F, H, o J, respectivamente, se introducen
opcionalmente uno o més grupos enlazadores L' entre 1la
molécula asociada y F, H, o J, seguin sea el caso. Estos
grupos enlazadores L pueden describirse también como
grupos espaciadores y contienen al menos dos grupos
funcionales. Dependiendo del valor del subindice m (es
decir, el numero de grupos L' presentes) y de la
localizacién de un grupo L' particular, una funcionalidad
quimica de un grupo L' puede unirse a una funcionalidad
quimica de la molécula asociada, de F, H o J, segun sea el
caso, o de otro grupo enlazador L' (si estd presente mas de
un L'). Ejemplos de funcionalidades quimicas adecuadas para
grupos espaciadores L' incluyen grupos hidroxi, mercapto,

carbonilo, carboxi, amino, cetona, aldehido, y mercapto.

Los enlazadores L' pueden ser un grupo alguilo sustituido o
insustituido, arilo sustituido o insustituido, heterocarilo
sustituido o insustituido o heteroalquilo sustituido o
insustituido. En wuna realizacidén, los grupos alquilo o
arilo pueden comprender entre 1 y 20 atomos de carbono. Los

mismos pueden comprender también un resto polietilenglicol.

Grupos L ilustrativos incluyen, por ejemplo, 6-

aminohexanol, 6-mercaptohexanol, &cido 10-hidroxidecanoico,
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glicina y otros aminocédcidos, 1,6-hexanodiol, pf-alanina, 2-
aminoetanol, cisteamina (2-aminoetanotiol), acido 5-
aminopentanoico, acido 6—aminohexanoico, acido 3-
maleimidobenzoico, ftalida, ftalidas «o-sustituidas, el
grupo carbonilo, ésteres aminales, adcidos nucleicos,

péptidos y andlogos.

Una funcién de los grupos L' es proporcionar separacién
espacial entre F, H o J, segln sea el caso, y la molécula
asociada, para que la ultima no interfiera (v.g., por
efectos estéricos o electrdnicos) con la gquimica de
escisién en F, H, o J. Los grupos L' pueden servir también
para introducir masa molecular y funcionalidad quimica
adicionales en el conjugado. Generalmente, la masa Yy
funcionalidad adicionales afectan a la semi?ida en suero y
otras propiedades del conjugado. Asi, por una selecciédn
cuidadosa de 1los grupos espaciadores, pueden producirse
conjugados con una gama de semividas en suero..
Opcionalmente, uno o més enlazadores Lt puede ser un Jgrupo
autosacrificable, como se describe mas adelante en esta

memoria.

El subindice m es un numero entero seleccionado de 0, 1, 2,
3, 4, 5, y 6. Cuando estdn presentes grupos L' maltiples,

los mismos pueden ser iguales o diferentes.

L* es un resto enlazador gque proporciona separacién
espacial entre F, H, o J, segun sea el caso, y el

anticuerpo, para que F, H, o J no interfieran con la
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fijacidén del antigeno por el anticuerpo o el anticuerpo
interfiera con la quimica de escisién en F, H, o J.
Preferiblemente, L' imparte propiedades de solubilidad
incrementada o agregacién disminuida a los conjugados
utilizando un enlazador que contiene el resto o modifica la

tasa de hidrdélisis del conjugado. Como en el caso de LY, 1t

es opcionalmente grupo autosacrificable. En una
realizaciédn, L es alquilo sustituido, alquilo
insustituido, arilo sustituido, arilo insustituido,

heteroalquilo sustituido, o© heterocalquilo insustituido,
cualquiera de los cuales puede ser lineal, ramificado o
ciclico. Las sustituciones pueden ser, por ejemplo, un
algquilo inferior (Ci;-C4), alcoxi, alguiltio, alquilamino, o
dialquilamino. En ciertas realizaciones, L comprende un
resto no ciclico. En otra realizacién, L* comprende un
polimero de aminodcido cargado positiva o negativamente,
tal como una polilisina o poliarginina. L' puede comprender
un polimero tal como un resto polietilen-glicol.
Adicionalmente, L*! puede comprender, por ejemplo, a la vez

un componente polimero y un resto de molécula pequefia.

En una realizacién preferida, L* comprehde un resto
polietilenglicol (PEG). La porcidén PEG de LY puede tener
una longitud comprendida entre 1 y 50 unidades.
Preferiblemente, el PEG tendra 1-12 unidades repetitivas,
mas = preferiblemente 3-12 unidades repetitivas, mas
preferiblemente 2-6 unidades repetitivas o todavia mas
preferiblemente 3-5 unidades repetitivas, Y muy

preferiblemente 4 unidades repetitivas. L* puede estar

\(o\
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constituido exclusivamente por el resto PEG, o puede
contener también un algquilo o hetercalquilo adicional
sustituido o insustituido. Es Util combinar PEG como parte
del resto L' para mejorar la solubilidad en agua del
complejo. Adicionalmente, el resto PEG reduce el grado de
agregacién que puede producirse durante la conjugacién del

fédrmaco al anticuerpo.

El subindice p es 0 6 1; es decir la presencia de L' es
opcional. En caso de estar presente, L' tiene al menos dos
grupos funcionales, estando fijado un grupo funcional a una
funcionalidad quimica en F, H, o J, segun sea el caso, Yy
estando fijado el otro grupo funcional al anticuerpo.
Ejemplbs de funcionalidades quimicas adecuadas de grupos L
incluyen grupos hidroxi, mercapto, carbonilo, carboxi,
amino, cetona, aldehido, y mercapto. Dado que los
anticuerpos estan conjugados tipicamente por grupos
sulfhidrilo (v.g., de residuos cisteina no oxidados, la

adicién de extensiones que contienen sulfhidrilo a residuos

“lisina con iminotiolano, o la reduccidén de puentes

disulfuro), grupos amino (v.g., procedentes de residuos
lisina), grupos aldehido (v.g., procedentes de la oxidacidn
de cadenas laterales glicosidicas), o grupos hidroxilo
(v.g., procedentes de residuos serina), las funcionalidades
guimicas preferidas para fijacién al anticuerpo son
aquéllas que son reactivas con los grupos gue anteceden,
siendo ejemplos grupos maleimida, sulfhidrilo, aldehido,

hidrazina, semicarbazida vy <carboxilo. Se prefiere la
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combinacién de un grupo sulfhidrilo en el anticuerpo y un

grupo maleimida en L*.

En algunas realizaciones, L comprende

O R%R2S
St

R26 R25 R20

unido directamente al término N de (AA').. R*® es un miembro
seleccionado de H, algquilo sustituido o insustituido,
heteroalquilo sustituido o insustituido, y acilo. Cada R”,
Rzy, R%® Yy RZQ se selecciona independientemente de H,
alguilo sustituido o insustituido, hetercalquilo sustituido
o) insustituido, arilo sustituido o] insustituido,
heteroarilo sustituido o insustituido, y heterocicloalguilo
sustituido o insustituido; y s y t son independientemente
nimeros enteros de 1 a 6. Preferiblemente, RN, R”, R”', R2®
y R?®" son hidréfobos. En algunas realizaciones, R°® es H o
alquilo (preferiblemente alquilo inferior insustituido). En
algunas  realizaciones, R?%, = R%, R2®  y  R*® son
independientemente H o alquilo (preferiblemente alquilo ct

25‘, R26 y

a ¢! insustituido). En algunas realizaciones, R**, R
R*®' son todos ellos H. en algunas realizaciones, t es 1 y s

es 1 6 2.

Enlazadores peptidicos (F)

Como se ha expuesto anteriormente, los enlazadores
peptidilo de la invencién pueden representarse por la
férmula general: (L) p-F- (L')n, donde F representa la

porcién que comprende el resto peptidilo. En una

(€ >
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realizacién, 1a porcién F comprende un enlazador L2
autosacrificable adicional opcional y un grupo carbonilo,

correspondiente a un conjugado de férmula (a):

0
X4~(L9)—(AA)~(L2=C)o~(L1)-D

En esta realizacién, L', L4, p, vy m son como se ha definido
arriba. X' es un anticuerpo y D es una molécula asociada.
El subindice o es 0 6 1 y L?, en caso de estar presente,
representa un enlazador autosacrificable. AA! representa
uno © mas aminoadcidos naturales, y/o o-aminoacidos no
naturales; ¢ es un numero entero de 1 a 20. En algunas
realizaciones, ¢ esté& comprendido en el intervalo de 2 a 5

o ces 2 6 3.

En la férmula (a), AA! estd enlazado, en su término amino,

directamente a L' o bien, en caso de estar ausente L4,

directamente a X!. En algunas realizaciones, cuando esté
presente 1% L' no comprende un grupo acilo carboxilico

unido directamente al término N de (AAY)..

En otra realizacién, la porcidén F comprende un grupo amino
y un grupo espaciador L° opcional, y L' estd ausente (es
decir, m es 0), correspondiente a un conjugado de férmula

(b) :

X4—(L4)p—(AA1)c_n_(L3)o_—D

o f
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En esta realizacién, X%, D, L?, AA', ¢, y p son como se ha
definido arriba. El subindice o es 0 &6 1. L3 si esta

presente, es un grupo espaciador gque comprende un grupo

funcional amino primario o secundario o grupo funcional

carboxilo, y o bien la amina de L® forma un enlace amidico
con un grupo funcional carboxilo colgante de D, o el
carboxilo de 1L’ forma un enlace amida con un grupo

funcional amina colgante de D.

Enlazadores autosacrificables

Un enlazador autosacrificable es un resto quimico
bifuncional que es capaz de enlazar covalentemente dos
restos quimicos espaciados en una molécula tripartita
normalmente estable, liberando uno de dichos restos
quimicos espaciados de la molécula tripartita por medio de
escisidén enzimatica; y escindiéndose espontineamente a
continuacién de dicha escisidén enzimdtica del resto de la
molécula para liberar el otro de dichos restos quimicos
espaciados. De acuerdo con la presente invencidén, el

espaciador autosacrificable estd enlazado covalentemente en

uno de sus extremos al vresto peptidico y enlazado

covalentemente en su otro extremo al sitio quimicamente
reactivo del resto de farmaco cuya derivatizacién inhibe la
actividad farmacolédégica, a fin de espaciar y enlazar
covalentemente Jjuntos el resto peptidico y el resto de
farmaco en una molécula tripartita que es estable vy
farmacoldégicamente inactiva en ausencia de la enzima diana,
pero que es enzimdticamente escindible por dicha enzima

diana en el enlace gue wune covalentemente el resto
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espaciador y el resto peptidico para efectuar de este modo
la liberacién del resto ©peptidico de la molécula
tripartita. Dicha escisién enzimética, a su vez, activara
el caracter autosacrificable del <resto espaciador e
iniciard la escisién espontédnea del enlace gque une
covalentemente el resto espaciador al resto de féarmaco,
efectuando de este modo la liberacidén del farmaco en forma
farmacoldgicamente activa. Véase, por ejemplo, Carl et al.,
J. Med. Chem., 24 (3), 479-480 (1981); Carl et al., WO
81/01145 (1981); Toki et al., J. Org. Chem. 67, 1866-1872
(2002); Boyd et al., WO 2005/112919; y Boyd et al., WO
2007/038658, cuyas descripciones se incorporan en esta

memoria por referencia.

Un espaciador autosacrificable particularmente preferido

puede representarse por la férmula (c):

K
7N P
R24

El anillo aromdtico del grupo aminobencilo puede estar
sustituido con uno o mads grupos "K". Un grupo "K" es un
sustituyente del anillo aromdtico gque reemplaza un
hidrégeno unido en caso contrario a uno de los cuatro
carbonos insustituidos que forman parte de la estructura
del anillo. E1l grupo "K” puede ser un atomo simple, tal
como un halégeno, © puede ser un grupo multiatémico, tal

como alquilo, hetercalquilo, amino, nitro, hidroxi, alcoxi,
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haloalquilo, Y ciano. Cada K se selecciona
independientemente del grupo constituido por . alguilo

sustituido, algquilo insustituido, hetercalquilo sustituido,

heterocalquilo insustituido, arilo sustituido, arilo
insustituido, heteroarilo sustituido, hetero-arilo
insustituido, heterocicloalquilo sustituido,

heterocicloalquilo insustituido, haldgeno, NOg, NR?'R?,
NR?'COR??, OCONR%*R?*?, O0COR?*!, y OR%*, en donde R?' y R* se
seleccionan independientemente del grupo constituido por H,
alguilo sustituido, alquilo insustituido, heterocalquilo
sustituido, heteroalquilo insustituido, arilo sustituido,
arilo insustituido, heterocarilo sustituido, heterocarilo
insustituido, heterocicloalquilo sustituido y
heterocicloalquilo insustituido. Sustituyentes K
ilustratives incluyen, pero sin cardcter limitante, F, Cl,
Br, I, NO,, OH, OCH;, NHCOCHs;, N(CH3),, NHCOCF; y metilo. En
el caso de “K;”, i1 es un numero enteroc de 0, 1, 2, 3 6 4.

En una realizacidén preferida, i es 0.

El 4tomo de oxigeno del éter de la estructura anterior esta
conectado a un grupo carbonilo (no representado). La linea
que va desde la funcionalidad NR?? al anillo aroméatico
indica que la funcionalidad amina puede estar unida a
cualquiera de los cinco carbonos que forman a la vez el
anillo y no estédn sustituidos por el grupce -CH;-0O-. Con
preferencia, la funcionalidad NR*® de X estd unida
covalentemente al anillo aromatico en la posicidédn para con

relacién al grupo -CH,-O. R** es un miembro seleccionado del

grupo constituido por H, alquilo sustituido, alquilq

)C/)(
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insustituido, heteroalquilo sustituido, y heteroalquilo
insustituido. En una realizacidén especifica, R**  es

hidrégeno.

En una realizacién, la invencidédn proporciona un enlazador
peptidico de la fdérmula (a) anterior, en donde F comprende

la estructura:

Ki Q ;
SE 0-C—
§—(AA1)C—N(/\\:}_—/
Lo

donde R%*!, aal!, Kk, i, y ¢ son como se ha definido arriba.

En otra realizacién, el enlazador peptidico de la fdérmula
(a) anterior comprende un —F- (LY) p- que comprende la
estructura:

R24 R24 R

0O
K
_|_' O_&_NM“/‘I‘L
@_/ | R24R24 0
§—(AAY—N R2*
R 4

2

donde R?%, aAl, K, i, c son como se ha definido arriba.
Yy

. . . . . 1
En algunas realizaciones, un espaciador autosacrificable L

o L? incluye
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17
ﬁ\N,R R18
|
Dk
//
(R"%)y
donde cada uno de R”, Rw, R*® se selecciona

independientemente de H, alquilo sustituido o insustituido,
hetercalquilo sustituido o insustituido y arilo sustituido
o insustituido, y w es un nuUmero entero de 0 a 4. En
algunas realizaciones, R'” y R'® son independientemente H o
alquilo (preferiblemente alquilo C;-Cy insustituido).
Preferiblemente, RY’ y R'® son alquilo Cl-4, tal como metilo
o etilo. En algunas realizaciones, w es 0. Se ha encontrado
experimentalmente que este espaciador autosacrificable

particular se cicla con relativa rapidez.

En algunas realizaciones, L' o 1L? incluye
R1 Q)W

donde RY'’, R!®, R'?, R24y'K son como se ha definido arriba.

Grupos Espaciadores

El grupo espaciador 1}’ se caracteriza porgque comprende un
grupo funcional amino primario o secundario o carboxilo, vy
la amina de L° forma un enlace amidico con un grupo

funcional carboxilo colgante de D, o el carboxilo de L?
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forma un enlace amidico con un grupo funcional amino
colgante de D. L° puede seleccionarse del grupo constituido
per alquilo sustituido o insustituido, heteroalquilo
sustituido o insustituideo, arilo sustituido o insustituido,
hetercarilo sustituido o insustituido, o heterocicloalquilo
sustituido o insustituido. En una realizacién preferida, L°
comprende un grupo aromdtico. Mas preferiblemente, L3
comprende un grupo Aacido benzoico, un grupo anilina o un
grupo indol. Ejemplos no limitantes de estructuras que
pueden servir como un espaciador -L°-NH- incluyen las

estructuras siguientes:

HNE"
0]

HN-

£}

\ \

}éz 1N
[e]

donde 2 es un miembro seleccionado de O, S y NRB, y donde

&

N
H

VoAUV i

HN
HN/§

z

R*®* es un miembro seleccionado de H, alguilo sustituido o

insustituido, heterocalguilo sustituido o insustituido, vy

acilo.

Después de la escisién del enlazador de la invencién que
contiene 13, el resto L3 permanece unido al farmaco, D. de

acuerdo con ello, el resto L} se selecciona de tal manera
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gue su fijacién a D no altera significativamente 1la
actividad de D. En otra realizacién, una porcién del
farmaco D propiamente dicho funciona como el espaciador L°.
Por ejemplo, en una realizacibén, el farmaco, D, es un
derivado de duocarmicina, en el cual una porcién del

farmaco funciona como el espaciador L°. Ejemplos no

limitantes de tales realizacicnes incluyen agquéllas en las

cuales NHZ—(L3)—D tiene una estructura seleccionada del

grupo constituido por:

NH,
NH, CO,Me
Cco,Me — cl o
HN‘ c! H HN
N
N N H
HO
S s O ’
o z
o z

co,Me
= Cl \ NH,
HN H z
N
o z

NH,
Cl
oWa (J 3
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donde Zz es 0, S o NR??, donde R%® es H, alguilo sustituido o
insustituido, heterocalquilo sustituido o insustituido, o
acilo; y el grupo NH, en cada estructura reacciona con

(AAl)c para formar —(AAHC—NH—.

Secuencia del Péptido (AAY) .

El grupo aA! representa un solo aminocdcido ¢ una pluralidad
de aminoacidos unidos entre si por enlaces amidicos. Los
aminodcidos pueden ser aminodcidos naturales y/o a-
aminoacidos no naturales. Los mismos pueden encontrarse en
la configuracién L o la configuracién D. En una
realizaciédn, se utilizan al menos tres aminoacidos
diferentes. En otra realizacidn, se utilizan solamente dos

aminocécidos.

El término "aminoadcido" hace referencia a aminoécidoé
existentes naturalmente y sintéticos, asi como andlogos de
aminodcidos y miméticos de aminodcidos que funcionan de una
manera similar a los aminocacidos existentes naturalmente.
Aminodcidos existentes naturalmente son los codificados por
el cdédigo genético, asi como aquellos aminocdcidos gue estan
modificados posteriormente, vV.g., hidroxiprolina, \au
carboxiglutamato, citrulina, y O-fosfoserina. Andlogos de

aminodcidos hace referencia a compuestos que tienen la
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misma estructura quimica bédsica que un aminoédcido existenté
naturalmente, es decir, un carbono o que estd unido a un
hidrégeno, un grupo carboxilo, un grupo amino, y un grupo
R, v.g., homoserina, norleucina, metionina-sulféxido, vy
metionina-metil-sulfonio. Tales andlogos tienen grupos R
modificados (v.g., norleucina) o cadenas principales
peptidicas modificadas, pero retienen la misma estructura
quimica basica gque un aminodcido existente naturalmente. Un
aminoacido que puede utilizarse en particular es citrulina,
gque es un precursor de arginina y estd implicado en la
formacidén de urea en el higado. Miméticos de aminocacidos
hace referencia a compuestos quimicos que tienen una
estructura que es diferente de la estructura quimica
general de un aminocacido, pero funciona de una manera
similar a un aminodcido existente naturalmente. E1 término
"aminoacido no natural" tiene por objeto representar la
forma estereoquimica "D" de los 20 amino-acidos existentes
naturalmente arriba descrita. Debe entenderse, ademas, qué
el término aminodcido no natural incluye homélogos de 1los
aminodcidos naturales, y formas modificadas por sintesis de
los aminodcidos naturales. Las formas modificadas por
sintesis incluyen, pero sin caradcter limitante, aminodcidos
que tienen cadenas de alquileno acortadas o alargadas en
hasta 2 A&tomos de carbono, aminodcidos que comprenden
grupos arilo opcionalmente sustituidos, y aminocacidos que
comprenden grupos halogenados, preferiblemente grupos
halogenados alquilo y arilo. Cuando estd fijado a un
enlazador o conjugado de la invencidn, el aminodcido se

encuentra en la forma de una "cadena lateral de
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amincacido", donde el grupo Aacido carboxilico del
aminodcido se ha reemplazado con un grupo ceto {(C(0Q)). Asi,
por ejemplo, una cadena lateral alanina es -C(O)-CH(NH;)-

CHj3, etcétera.

La secuencia peptidica (AA'). es funcionalmente el residuo
de amidificacién de un aminodcido simple (cuando c = 1) o

una pluralidad de aminocdcidos unidos entre si por enlaces

amidicos. La secuencia peptidica (AA'). se selecciona

preferiblemente para la escisidén catalizada enzimdticamente
por una enzima en un punto de interés de un sistema
biolégico. Por ejemplo, para conjugados gue estan
direccionados a pero no internalizados en una célula, se
selecciona un péptido que es escindido por una proteasa dque
se encuentra en la matriz extracelular, v.g., una proteasa
liberada ©por células practicamente moribundas o una
proteasa asociada a un tumor, de tal modo que el péptido se
escinde extracelularmente. Para los conjugados que estan

disefiados para internalizacién por una célula, la secuencia

(AA'). se selecciona preferiblemente para escisién por una

proteasa endosdémica o lisosémica. El numero de aminoéacidos
dentro del péptido puede variar de 1 a 20; pero méas
preferiblemente existirédn 1-8 aminoacidos, 1-6 aminodcidos
o 1l, 2, 3 &6 4 aminocacidos comprendiendo (AA').. Secuencias

de péptidos que son susceptibles de escisidén por enzimas o

clases de enzimas especificas son bien conocidas en la

técnica.

\“«V\
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Preferiblemente, (AAY) . contiene una secuencia de
aminoacidos ("secuencia de reconocimiento de escisidén”) que

es un sitio de escisién por la proteasa. Muchas secuencias
de escisidn por proteasas se conocen en la técnica. Véase,
v.g., Matayoshi et al. Science 247: 954 (1990); Dunn et al.
Meth. Enzymol. 241: 254 (1994); Seidah et al. Meth.
Enzymol. 244: 175 (1994); Thornberry, Meth. Enzymol. 244:
615 (1994); Weber et al. Meth. Enzymol. 244: 595 (1994);
Smith et al. Meth. Enzymol. 244: 412 (1994); Bouvier et al.
Meth. Enzymol. 248: 614 (1995), Hardy et al., en Amyloid

Protein Precursor in Development, Aging, y Alzheimer's

Disease, compiladores Masters et al. pp. 190-198 (1994).

El péptido incluye tipicamente 3-12 (o mé&s) aminodcidos. La
seleccidén de aminodcidos particulares dependerd, al menos
en parte, de la eﬁzima a utilizar para la escisién del
péptido, asi como de la estabilidad del péptido in vivo. Un
ejemplo de un péptido escindible adecuado es {-Ala-Leu-Ala-
Leu (SEQ ID NO: 27). Este puede combinarse con un grupo
estabilizador para formar succinil-p-Ala-Leu-Ala-Leu (SEQ
ID NO: 30). Otros ejemplos de ©péptidos escindibles

adecuados se proporcionan en las referencias citadas méas

adelante. Como alternativa, pueden utilizarse enlazadores

que comprenden un solo residuo de aminodcidos, como se
describe en WO 2008/103693, cuya descripcidén se incorpora

en esta memoria por referencia.

En una realizacién preferida, la secuencia del péptido

(AAl)c se selecciona sobre la base de su susceptibilidad
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para ser escindida por una proteasa lisosdédmica, ejemplos de
las cuales incluyen las catepsinas B, C, D, H, L y S.
Preferiblemente, la secuencia del péptido (AAY) .  es
susceptible de ser escindida por la catepsina B in vitro.
Aunque la catepsina B es una proteasa lisosdémica, se cree
gque se encuentra cierta concentracién de ella en 1los

tejidos tumorales que rodean la matriz extracelular.

En otra realizacién, la secuencia peptidica (AA'). se
selecciona sobre la base de su susceptibilidad para ser
escindida por una proteasa asociada a un tumor, tal como
una proteasa encontrada extracelularmente en la vecindad de
las células tumorales, ejemplos de las cuales incluyen
Thimet-oligopeptidasa (TOP) y CD10. O bien, la secuencia
(AA') . se disefia para escisién selectiva por uroquinasa o

triptasa.

Como un ejemplo ilustrativo, CD10, conocida también como
neprilisina, endopeptidasa neutra (NEP), y antigeno comln
de la leucemia 1linfoblastica aguda (CALLA), es uné
metaloproteasa tipo II de la superficie celular dependiente
de cinc. Sustratos escindibles adecuados para uso con CDI10

incluyen Leu-Ala-Leu e Ile-Ala-Leu.

Otro ejemplo ilustrativo estd basado en metaloproteasas de
la matriz (MMP). Probablemente las enzimas proteoliticas
mejor caracterizadas asociadas con tumores, existe una
correlacién clara de activacién de MMPs con microentornos

tumorales. En particular, las enzimas solubles de la matriz



10

15

20

25

- 166 -

MMPZ (gelatinasa A) y MMP9 (gelatinasa B), han sido
estudiadas intensivamente, y se ha demostrado gque son
activadas de modo selectivo durante la remodelacién
tisular, con inclusién del crecimiento tumoral. Secuencias
peptidicas disefiadas para ser escindidas por MMP2 y MMP9
han sido disefladas y testadas respecto a conjugados de
dextrano y metotrexato (Chau et al., Bioconjugate Chemn.
15:931-941 (2004)); PEG (polietilen-glicol) y doxorrubicina
(Bae et al., Drugs Exp. Clin. Res. 29:15-23 (2004)):; vy
albimina y doxorrubicina (Kratz et al., Bioorg. Med. Chem.
Lett. 11:2001-2006 (2001)) . Ejemplos de secuencias
adecuadas para uso con MMPs incluyen, pero sin caréacter
limitante, Pro-Val-Gly-Leu-Ile-Gly (SEQ. ID NO: 21), Gly-
Pro-Leu-Gly-val (SEQ. ID NO: 22), Gly-Pro-Leu-Gly-Ile-Ala-
Gly-Gln (SEQ. ID NO: 23), Pro-Leu-Gly-Leu (SEQ. ID NO: 24),
Gly-Pro-Leu-Gly~-Met-Leu-Ser-Gln (SEQ. ID NO: 25), y Gly-
Pro-Leu-Gly~-Leu~-Trp~Ala-Gln (SEQ. 1ID NO: 26). (Véanse,
v.g., las referencias citadas anteriormente asi como Kline
et al., Mol. Pharmaceut. 1:9-22 (2004) y Liu et al., Cancer
Res. 60:6061-6067 (2000)).

Otro ejemplo adicional son las serina-proteasas
transmembranales tipo II. Este grupo de enzimas incluye,
por ejemplo, hepsina, testisina, y TMPRSS4. Gln-Ala-Arg es
una secuencia sustrato que es util con matriptasa/MT-SP1l
(que se sobre-expresa en los canceres de mama y ovario) y
Leu-Ser-Arg es Util con hepsina {(sobre-expresada en tumores
de préstata y algunos otros tipos). (Véase, v.g., Lee et

al., J. Biol. Chem. 275:36720-36725 y Kurachi y Yamamoto,
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Handbook of Proteolytic Enzymes Vol. 2, 2.% edicién
(Barrett AJ, Rawlings ND & Woessner JF, compiladores) pags.
1699-1702 (2004)). |

Ejemplos adecuados, pero no limitantes, de secuencias
peptidicas adecuadas para uso en los conjugados de la
invencién incluyen Val-Cit, Cit-Cit, Val-Lys, Phe-Lys, Lys-
Lys, Ala-Lys, Phe-Cit, Leu-Cit, Ile-Cit, Trp, Cit, Phe-Ala,
Phe—N9—tosyl—Arg, Phe—Ng—nitro—Arg, Phe-Phe-Lys, D-Phe-Phe-
Lys, Gly-Phe-Lys, Leu-Ala-Leu, Ile-Ala-Leu, Val-Ala-Val,
Ala-Leu-Ala-Leu, pf-Ala-Leu~Ala-Leu (SEQ ID NO: 27), Gly-
Phe-Leu-Gly (SEQ. ID NO: 28), Val-Ala, Leu-Leu-Gly-Leu (SEQ

ID NO: 29), Leu-Asn-Ala, y Lys-Leu-Val. Secuencias de

péptidos preferidas son Val-Cit y Val-Lys.

En otra realizacién, el aminodcido 1localizado en la
posicién més proéxima al resto de farmaco se selecciona del
grupo constituido por Ala, Asn, Asp, Cit, Cys, Gln, Glu,
Gly, Ile, Leu, Lys, Met, Phe, Pro, Ser, Thr, Trp, Tyr, y
val. En otra realizacién adicional, el aminoécidos
localizado en la posicidén mas prdéxima al resto de farmaco
se selecciona del grupo constituido por: Ala, Asn, Asp,
Cys, Gln, Glu, Gly, Iie, Leu, Met, Phe, Prc, Ser, Thr, Trp,

Tyr, y Val.

Una persona con experiencia en la técnica puede evaluar
facilmente una serie de secuencias peptidicas para
determinar su wutilidad en la presente invencién sin

recurrir a experimentacién excesiva. Véase, por ejemplo,

o
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Zimmerman, M., et al., {(1977) Analytical Biochemistry
78:47-51; Lee, D., et al., (1999) Bioorganic y Medicinal
Chemistry Letters 9:1667-72; y Rano, T.A., et al., (1997)
Chemistry y Biology 4:149-55.

Un conjugado de esta invencidén puede contener opciocnalmente
dos o més enlazadores. Estos enlazadores pueden ser iguales
o diferentes. Por ejemplo, puede utilizarse un enlazador
peptidilo para conectar el farmaco al ligande, y un segundo
enlazador peptidilo puede unir un agente de diagnéstico al
complejo. Otros usos para enlazadores adicionales incluyen
enlazar agentes analiticos, biomoléculas, agentes de
direccionamiento, vy marcadores detectables al complejo

anticuerpo-compuesto asociado.

Enlazadores Hidrazina (H)

En otra realizacidn, el conjugado de la invencién comprende

un enlazador autosacrificable de hidrazina, en el cual el

conjugado tiene la estructura:

X4~(LYp-H—=(LY)y-D
en donde D, L', LY, p, m, Yy X' son como se define arriba y
se describe més adelante en esta memoria, y H es un

enlazador que comprende la estructura:

R24
(R?)5C | R#R* 324

! o{j*\w”%g;”wr |

N Lz 0 0

Y >7
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en donde n; es un entero de 1 a 10; n; es 0, 1, & 2; cada

24 . . . . .
R®" es un miembro seleccionado independientemente del grupo

constituido por H, alquilo sustituido, alquilo
insustituido, heteroalquilo sustituido, y hetercalquilo
insustituido; e I es un enlace (a saber, el enlace entre el

carbono de la cadena principal y el nitrdégeno adyacente) o:

24 R24

Pt

en donde n3; es 0 & 1, con la salvedad de gque cuando nj3 es

R24 R24

0, npnoes 0; ynges 1, 2, & 3.

En una realizacidén, la sustitucidn en el anillo fenilo es
una sustitucién para. En realizaciones preferidas, n; es 2,
3, 4 o n; es 3. En realizaciones preferidas, n, es 1. En
realizaciones preferidas, I es un enlace (a saber, el
enlace entre el carbono de la cadena principal y el
nitrégeno adyacente). En un aspecto, el enlazador
hidrazina, H, puede formar un enlazador autosacrificable de
6 miembros después de la escisidn, por ejemplo, cuando n;
es 0 y ng es 2. En otro aspecto, el enlazador hidrazina, H,
puede formar dos enlazadores autosacrificables de 5
miembros después de la escisién. En otros aspectos

adicionales, H forma un enlazador autosacrificable de 5

miembros, H forma un enlazador autosacrificable de 7

miembros, o H forma un enlazador autosacrificable de 5
miembros y un enlazador autosacrificable de 6 miembros,
después de la escisidén. La tasa de escisidén se ve afectada

por el tamafio del anillo formado después de la escisiédn.

/) T
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Asi, dependiendo de la tasa de escisién deseada, puede
seleccionarse la formacién de un tamafio de anillo apropiado

después de la escisidn.

Otra estructura de hidrazina, H, tiene la férmula:

R24 O
N 0 M o~
ot
/R R

donde q es 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6 6; y cada R** es un miembro
seleccionado independientemente del grupo constituido por
H, alquilo sustituido, alguilo insustituido, heterocalquilo
sustituido, y hetercalquilo insustituido. Esta estructura
de hidrazina puede formar también anillos de 5, 6, & 7
miembros y pueden afiadirse componentes adicionales para

formar anillos multiples.

La preparacién, la quimica de escisidén y la cinética de
ciclacién de los diversos enlazadores hidrazina se
describen en WO 2005/112919, cuya descripcién se incorpora

en esta memoria por referencia.

Enlazadores Disulfuro (J)

En otra realizacién adicional, el enlazador comprende un
grupo disulfuro escindible enzimaticamente. En una
realizacién, la invencién proporciona un compuesto
anticuerpo-compuesto asociado que tiene una estructura de

acuerdo con la Férmula (d):
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x“~[—(-L“)5—J—€L1)"—]—D

1 4 2 :
en donde D, L°, L%, p, m, Yy X* son como se define arriba Y%
como se describe ulteriormente en esta memoria, y J €s un

enlazador disulfuro que comprende un grupo que tiene la

estructura:
R24 R24 v
s SNS
d | /_Ki
en donde cada R24 es un miembro seleccionado

independienpemente del grupo constituido por H, alquilo
sustituido, algquilo insustituido, hetercalquilo sustituido,
y heterocalquilo insustituido ; cada K es un miembro
seleccionado independientemente del grupo constituido por
alquilo sustituido, alquilo insustituido, heterocalquilo
sustituido, heteroalquilo insustituido, arilo sustituido,
arilo insustituido, heterocarilo sustituido, heteroarilo
insustituido, heterocicloalquilo sustituido,
heterocicloalquilo insustituido, haldégeno, NOg, NR?'R??,
NR?'COR??, OCONR?!'R??2, O0COR?', y OR?' en donde R?!' y R%* se
seleccionan independientemente del grupo constituido por H,
alquilo sustituido, alquilo insustituido, hetercalquilo
sustituido, heterocalguilo insustituido, arilo sustituido,
arilo insustituido, heteroariloc sustituido, heterocarilo
insustituido, heterocicloalquilo sustituido y
heterocicloalquilo insustituido; i es un entero de 0, 1, 2,

3, 6 4; y d es un entero de 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6 o.
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El anillo aromatico de un enlazador disulfuro puede estar
sustituido con uno o mads grupos "K". Un grupo "K" es un
sustituyente que reemplaza un hidrégeno unido en caso
contrario a uno de los cuatro carbonos insustituidos que
forman parte de la estructura del anillo. El grupo "K"
puede ser un &tomo simple, tal como un haldégeno, o puede
ser un grupo multiatdémico, tal como alquilo, hetercalquilo,

amino, nitro, hidroxi, alcoxi, haloalquilo, y ciano.

Sustituyentes K ilustrativeos incluyen, pero sin cardcter

limitante, F, Cl, Br, I, NO,, OH, OCH3;, NHCOCH;, N(CHj3)g,,
NHCOCF3; y metilo. Para "K;", 1 es un enterc de 0, 1, 2, 3,

4 4. En una realizacidén especifica, i es O.

En una realizacidén preferida, el enlazador comprende un

grupo disulfuro escindible enzimdticamente de la férmula

siguiente:
0 R24R24 oy

4

X(L4 575NN
P d | kK
R24 R =

en donde L%, X%, p, y R* son como se describe arriba, y d
es 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6 6. En una realizacidén particular, d

es 1 6 2.

Un enlazador disulfuro més especifico se muestra en la

férmula siguiente:
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9]

RZ:‘NJ\;

R24 R24
.S /S
SS

Preferiblemente, d es 1 é 2 y cada K es H.

Otro enlazador disulfuro se muestra en la féormula

siguiente:
R%Z 0 'ILL
R24 R24 R24 \[O]/
/S ]
S ~ —K:
R
Preferiblemente, d es 1 & 2 y cada K es H.

En diversas realizaciones, los disulfuros estéan situados en
posicidén orto respecto a la amina. En otra realizacién
especifica, a es 0. En realizaciones preferidas, R?*! se

selecciona independientemente de H y CHs.

La preparacidn y utilizacidén de enlazadores disulfuro tales
como los arriba descritos se describe en WO 2005/112919,
cuya descripcidén se incorpora en esta memoria por

referencia.

Para discusidén adicional de tipos de citotoxinas,
enlazadores y la conjugacién de agentes terapéuticos a

anticuerpos, véanse también las Patentes de los Estados
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Unidos 7.087.600; 6.989.452; 7.129.261; 2006/0004081;
2006/0247295; WO 02/096910; WO 2007/051081; WO 2005/112919;
WO 2007/059404; WO 2008/083312; WO 2008/103693; Saito et
al. (2003) Adv. Drug Deliv. Rev. 55:199-215; Trail et al.
(2003) Cancer Immunol. Immunother. 52:328-337; Payne.
(2003) Cancer Cell 3:207-212; Allen (2002) Nat. Rev. Cancer
2:750-763; Pastan y Kreitman (2002) Curr. Opin. Investig.
Drugs 3:1089-1091; Senter y Springer (2001) Adv. Drug
Deliv. Rev. 53:247-264, cada uno de los cuales se incorpora

en esta memoria por referencia.

Citotoxinas como Moléculas Ascciadas

En  un aspecto, la presente invencidén caracteriza un
anticuerpo conjugado a una molécula asociada, tal como una
citotoxina, un farmaco (v.g., un inmunosupresor) o una
radiotoxina. A tales conjugados se hace referencia también
como "inmunotoxinas". Una citotoxina o un agente citotéxico
incluye cualquier agente que sea perjudicial para (v.g.,
destruya) las <células. En esta memoria, "citotoxina"
incluye compuestos que se encuentran en forma de profarmaco

y se convierten in vivo en la especie téxica real.

Ejemplos de moléculas asociadas de la presente invencién
incluyen taxol, citochalasina B, gramicidina D, bromuro de
etidio, emetina, mitomicina, etoposido, tenoposido,
vincristina, vinblastina, colchicina, doxorrubicina,
daunorrubicina, dihidroxi-antracina-diona, mitoxantrona,
mitramicina, actinomicina D, l-deshidrotestosterona,

glucocorticoides, procaina, tetracaina, lidocaina,
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propranolol, y puromicina, y andlogos u homélogos de los
mismos. Ejemplos de moléculas asociadas incluyen también,
por ejemplo, antimetabolitos (v.g., metotrexato, 6-
mercaptopurina, 6-tioguanina, citarabina, 5-fluorouracil-
descarbazina), agentes alquilantes (v.g., mecloretamina,
tioepa-clorambucil, melfaldn, carmustina (BSNU) y lomustina
(CCNU) , ciclofosfamida, busulféan, tubulisina,

dibromomanitol, estreptozotocina, mitomicina C, cisplatino,

antraciclinas (v.g., daunorrubicina (anteriormente
daunomicina) y doxorrubicina), antibidéticos (v.g.,
dactinomicina (anteriormente actinomicina), bleomicina,

mitramicina, y antramicina (AMC)), y agentes antimitéticos
(v.g., vincristina \% vinblastina). Otros ejemplos
preferidos de moléculas asociadas que pueden conjugarse con
un anticuerpo de la invencidén incluyen calicheamicinas,

maytansinas y auristatinas, y derivados de las mismas.

Ejemplos preferidos de moléculas asociadas son andlogos y
derivados de CC-1065 y las duocarmicinas estructuralmente
afines. A pesar de su potente vy amplia actividad
antitumoral, CC-1065 no puede utilizarse en humanos debido
a gue causa muerte retardada en animales experimentales,
incitando a una buUsqueda de andlogos o derivados con un

mejor indice terapéutico.

Se conocen en la técnica muchos andlogos y derivados de CC-
1065 y las duocarmicinas. La investigacidén acerca de la
estructura, sintesis y propiedades 'de muchos de 1los

compuestos ha sido revisada. Véase, por ejemplo, Boger et
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al., Angew. Chem. Int. Ed. Engl. 35: 1438 (1996); y Boger
et al., Chem. Rev. 87: 787 (1997). Otras descripciones
relativas a andlogos o derivados de CC-1065 incluyen: las
Patentes de los Estados Unidos 5.101.038; 5.641.780;
5.187.186; 5.070.092; 5.703.080; 5.070.092; 5.641.780;
5.101.038; 5.084.468; 5.739.350; 4.978.757. 5.332.837 vy
4.912.227; WO 96/10405; y EP 0.537.575 Al.

En un aspecto particularmente preferido, la molécula
asociada es un andlogo de CC-1065/duocarmicina que tiene

una estructura de acuerdo con la férmula (e) siguiente:

R7
§ @
R f
4
R3 N R
74
X E RS
G RS

en la cual el sistema de anillos A es un miembro
seleccionado de grupos arilo sustituido o insustituido,
heteroarilo sustituido o insustituido y heterocicloalquilo
sustituido o insustituido. Sistemas ilustrativos de anillos

A incluyen fenilo y pirrol.

Los simbolos E y G se seleccionan independientemente de H,
alquilo sustituido o insustituido, hetercalquilo sustituido
o insustituido, un heterodtomo, un enlace simple o bien E y
G se unen opcionalmente para formar un sistema de anillos

seleccionado de arilo sustituido o) insustituido,
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heterocarilo sustituido o insustituido y heterocicloalquilo

sustituido o insustituido.

El simbolo X representa un miembro seleccionado de 0, S vy
NR?3, R®> es un miembro seleccionado de H, alquilo
sustituido o insustituido, heteroalqguilo sustituido o

insustituido, y acilo.

El simbolo R’ representa un miembro seleccionado de (=0),
SR'', NHR"™ y OR', en el cual R es H, alquilo sustituido o
insustituido, heterocalquilo sustituido o insustituido,
monofosfatos, difosfatos, trifosfatos, sulfonatos, acilo,
C(O)R™RY, c(0)ORY, C(0)NR¥RY, P(0)(OR'?),, C(0)CHR2ZRY,
SR o SiR'?R¥R'"., Los simbolos RH, R13 y RY representan
independientemente H, alquilo sustituido o insustituido,
heteroalquilo sustituido o insustituido y arilo sustituido
o insustituido, donde R' y R Jjunto con el 4&tomo de
nitrégeno o carbono al cual estdn unidos se unen
opcionalmente para formar un sistema de anillos
heterocicloalquilo sustituido o insustituido que tiene 4 a
6 miembros, que contienen opcionalmente dos o© mas

heterocatomos.

R?, rRY, R® y R>' son miembros seleccionados
independientemente de H, alquilo sustituido o insustituido,
arilo sustituido o insustituido, heterocarilo sustituido o
insustituido, heterocicloalquilo sustituido o insustituido,
halégeno, NO;, NRM™R'®, NC(O)R!®, 0C(0)NR'®R'®, 0C(0)OR'5,
C(0)R™, SR, OR', CR!®=NR'®, y O(CH,).N(CH3),, donde n es un
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numero entero de 1 a 20, o cualquier par adyacente de R?,
R, R® y R%, junto con los atomos de carbono a los cuales

estan unidos, se unen para formar un sistema de anillos

cicloalguilo o heterocicloalquilo sustituido o insustituido

que tiene de 4 a 6 miembros. R Yy R® representan
independientemente H, alquilo sustituido o insustituido,
heterocalquilo sustituido o insustituido, arilo sustituido o
insustituido, heteroarilo sustituido o) insustituido,
heterocicloalquilo sustituido o insustituido vy peptidyl
sustituido o insustituido, donde R y R!, Jjunto con el
atomo de nitrdégeno al cual estdn unidos se unen
opcionalmente para formar un sistema de anillos
heterocicloalquilo sustituido o insustituido que tiene de 4
a 6 miembros gque contienen opcionalmente dos o més

heterodtomos. Una estructura i1lustrativa es anilina.

Uno de R3, R?, Rw, R® y R° une la citotoxina a un enlazador
0o sustrato enzimaticamente escindible de la presente
invencién, como se describe en esta memoria, por ejemplo a

L' o L3, 51 estd presente, 0o a F, H, o J.

R® es un enlace simple que estd presente o ausente. Cuando
R® est4 presente, R® y R’ se unen para formar un anillo
ciclopropilo. R’ es CH,-X! o -CH,-. Cuando R’ es -CH,-, el
mismo es un componente del anillo ciclopropano. El simbolo

X? representa un grupo labil tal como un haldgeno, por

ejemplo Cl, Br o F. Las combinaciones de R® y R’ se

interpretan de una manera que no viole los principios de la

valencia quimica.
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X! puede ser cualquier grupo 1labil. Grupos hébiles 1utiles
incluyen, pero sin cardcter limitante, halébgenos, azidas,
ésteres sulfénicos (v.g., alquilsulfonilo, arilsulfonilo),
iones oxonio, alquil-percloratos, ésteres
amonioalcanosulfonato, alquilfluorosulfonatos y compuestos
fluorados (v.g., triflatos, nonaflatos, tresilatos) Yy
andlogos. Haldgenos particulares uUtiles como grupos héabiles

son F, Cl y Br.

La linea curva dentro del anillo de 6 miembros indica que
el anillo puede tener uno o mas grados de insaturacién, vy
puede ser aromatico. Asi, estructuras de anillo tales como
las indicadas a continuacién, y estructuras afines, estan

dentro del alcance de la férmula (f):

Hi\.LK | f\_/
DRI x
HO™ N 07N

En una realizacién, R incluye un resto, X°, que no se
cicla en si mismo y enlaza el farmaco a L' o L3, si esta
presente, o a F, H, o J. El resto, Xs, es preferiblemente
escindible utilizande una enzima y, cuando se escinde,
proporciona el farmaco activo. Como un ejemplo, R!! puede

tener la estructura siguiente (con el lado derecho acoplado

al resto de farmaco):



10

15

- 180 -

O
r"’J\[r NCN /U\r@

0

En algunas realizaciones, al menos uno de R4, R4', R® y R®'
une dicho farmaco a L', si esta presente, o a F, H, J, o
X2, y R?® se selecciona de sSR!, NHRY 3% OrR*. RM se
selecciona de -SO(OH),, -PO(OH),, -AA,, -Si(CH3),C(CH3)s3, -
C (O) OPhNH (AA) p,

O 4 4 O 14
N " s0 NC>-N N N—
GO OO O
O r O I O "

OH

0
CO,H
P 0

, 0 cualquier otro azucar o combinacién de azlcares,

NQ:O NH NN
b I D
HON/
g \
o
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Yy sus sales farmacéuticamente aceptables, donde n eé
cualquier numero entero comprendido en el intervalo de 1 a
10, m es cualguier numero entero en el intervalo de 1 a 4,
p es cualquier numero entero en el intervalo de 1 a 6, y AA
es cualgquier aminocdcido natural o no natural. En los casos
en que el compuesto de férmula (e) estid conjugado por R?,
R, R o R% R® comprende preferiblemente un grupo
escindible bloqueante cuya presencia bloquea la actividad
citotéxica del compuesto, pero es escindible en las
condiciones que se encuentran en el sitio de accién
propuesto por un mecanismo diferente del correspondiente a
la escisién del enlazador gque conjuga la citotoxina al
anticuerpo. De este modo, si existe una escisién accidental
del conjugado en el plasma, el grupo bloqueante atenua la
Citotoxicidad de la citotoxina liberada. Por ejemplo, si el
conjugado tiene un enlazador hidrazona o disulfuro, el
grupo blogueante puede ser una amida escindible
enzimdticamente. O bien, si el enlazador es un enlazadof
peptidilo escindible por una proteasa, el grupo bloqueante
puede ser un éster o carbamato escindible por una

carboxliesterasa.

Por ejemplo, en wuna realizacién preferida, D es una

citotoxina que tiene una estructura (j):
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R%

R4

X Z RS

FEn esta estructura, R?, RS, R, R*, R*, R%, R*, y X son como
se describe arriba para la férmula (e). Z es un miembro
seleccionado de 0O, S vy NR?}, donde R?® es un miembro
seleccionado de H, alquilo sustituido o insustituido,

heteroalquilo sustituido o insustituido, y acilo.

R' es H, alquilo inferior sustituido o insustituido,
C(O)R%, o CO,R?, en donde R® es un miembro seleccionado de
NR°RY® vy OR?, en los cuales R® y RY son miembros
seleccionados independientemente de H, alquilo sustituido o

insustituido y heteroalquilo sustituido o insustituido.

R es H, alquilo inferior sustituide o insustituido, o
C(0)R®, en donde R® es un miembro seleccionado de NR°RY® y
OR’, en 1los cuales R’ y R! son miembros seleccionados
independientemente de H, alquilo sustituido o insustituido

y heteroalquilo sustituido o insustituido.

R? es H, o alquilo inferior sustituido o insustituido, o

heteroalquilo insustituido, o ciano o alcoxi; y R? es H, o

o]
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alquilo inferior sustituido o insustituido o heteroalquilo

insustituido.

Uno de R3, R4, R”, R° o R’ enlaza la citotoxina a L' o L°

si esta presente, o a F, H, o J.

Una realizacidn adicional tiene la férmula:

o R6 R7
IO
/NJ X Z

R¥

R34

En esta estructura, A, R%, R’, X, R, R*, R® y R® son como
se describe arriba para la férmula (e). Z es un miembro
seleccionado de O, S vy NRB, donde R?*»® es un miembro
seleccionado de H, alguilo sustituido o insustituido,

heterocalquilo sustituido o insustituido, y acilo;

R es C(=O)R33 o alkyl C;-C4, donde R>® se selecciona de H,
alquilo sustituido o insustituido, arilo sustituido o
insustituido, heteroarilo sustituido o insustituido,
heterocicloalquilo sustituido o insustituido, haldgeno,
NO,, NR'R'®, NC(0)R!, oOC(0)NR™R'®, o0C(0)OR™, C(0)R', SR,
OR'®, CRY=NR'®, y O(CH,),N(CH;),, donde n es un entero de 1 a
20. R'Y™ y R!'® representan independientemente H, alquilo
sustituido o insustituido, heteroalgquilo sustituido o
insustituido, arilo sustituido o insustituido, heteroarilo

sustituido o insustituido, heterocicloalquilo sustituido o
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insustituido y peptidilo sustituido o insustituido, donde
R y R'E, junto con el A&tomo de nitrégeno al cual estéan
unidos, se unen opcionalmente para formar un sistema de
anillo heterocicloalquilo sustituido o insustituido que
tiene 4 a 6 miembros, que contienen opcionalmente dos o mas

heteroatomos.

Preferiblemente, A es fenilo sustituido o insustituido o
pirrol sustituido o insustituido. Adicionalmente, cualquier
seleccidén de sustituyentes descrita en esta memoria para

R'" es aplicable también a R33.

Una molécula asociada preferida tiene una estructura

representada por la férmula (I)
c

(1

En la férmula (I), PD representa un grupo formador de

profarmaco (al que se hace referencia también a veces como

un grupo protector). El compuesto (I) se hidroliza in situ
(preferiblemente por via enzimdtica) para liberar el
compuesto de férmula (II). Como reconoceran los expertos en

la técnica, el compuesto (II) pertenece a la clase de
compuestos conocidos como compuestos CBI (Boger et al., J.
Org. Chem. 2001, 66, 6654-6661 y Boger et al., Patente de
los Estados Unidos 2005/0014700 Al (2005). Los compuestos
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CBI se convierten in situ (o, cuando se administran a un
paciente, in vivo) en sus derivados de ciclopropilo tales
como el compuesto (III), se fijan a la hendidura menor del
DNa, vy alguilan luego el DNA en un grupo adenina,
creyendose que el derivado de ciclopropilo es la especie

algquilante real.

Hn —

Ejemplos no limitantes de grupos PD gque actian como
profarmaco incluyen ésteres, carbamatos, fosfatos, y

glicésidos, como se ilustra a continuacién:

OJ\#J HO, i\e” HO:@

N .
{0 sus sales) HO : 5
OH
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Grupos PD preferidos que actlan como profadrmacos son

carbamatos (ilustrados por las 5 primeras estructuras
anteriores), que son hidrolizables por carboxiesterasas;
fosfatos (la sexta estructura anterior), que son

hidrolizables por fosfatasa alcalina, y derivados de acido
f-glucurdnico, que son hidrolizables por B-glucuronidasa.
Una molécula asociada especifica preferida es wuna de

carbamato que actua como profdrmaco, representada por la

férmula (IV):

Identificadores como Moléculas Asociadas

En el caso en que la molécula asociada es un identificador,
el mismo puede ser cualquier resto que tenga o genere una
propiedad fisica o quimica detectable, indicando con ello
su presencia en un tejido o célula particular. Los
identificadores (denominados también a veces grupos
informadores) han sido muy desarrollados en el area de los
inmunoensayos, la investigacién biomédica y el diagnédstico
médico. Un identificador puede ser detectado por medios
espectroscédpicos, fotoquimicos, bioquimicos,
inmunoquimicos, eléctricos, ©6pticos o quimicos. Ejemplos
incluyen cuentas magnéticas (v.g., DYNABEADS™), colorantes

fluorescentes (v.g., isotiocianato de fluoresceina, rojo
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Texas, rodamina, y analogos), radiomarcadores (v.g., ’H,
1251, s, ¢, o *?p), enzimas (v.g., peroxidasa de rabano
picante, fosfatasa alcalina y otras utilizadas cominmente
en un ELISA), y marcadores colorimétricos tales como oro
coloidal o cuentas coloreadas de vidrio o pléstico (v.g.,

poliestireno, polipropileno, latex, etc.).

El indicador es preferiblemente un miembro seleccionado del
grupo constituido por isétopos radiactivos, agentes
fluorescentes, precursores de agentes fluorescentes,
croméforos, enzimas y combinaciones de los mismos. Ejemplos
de enzimas adecuadas son peroxidasa de rabano picante,
fosfatasa alcalina, p-galactosidasa, vy glucosa-oxidasa.
Agentes fluorescentes incluyen fluoresceina Yy sus
derivados, rodamina y sus derivados, dansil, umbelifenona,
etc. Compuestos quimioluminiscentes incluyen luciferina, y
2,3-dihidroftalazinadionas, v.g., luminol. Para una
revisién de diversos sistemas marcadores o productores de
seflales que pueden utilizarse, véase el documento de los

Estados Unidos 4.391.904.

Los marcadores pueden estar unidos por medios indirectos:
una molécula ligando (v.g., biotina) se une covalentemente
a un anticuerpo. El ligando se une luego a otra molécula
(v.g., estreptavidina), que es o Dbien inherentemente
detectable o se une covalentemente a un sistema de
seflalizacidén, tal como una enzima detectable, un compuesto

fluorescente, o un compuesto quimioluminiscente.
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Ejemplos de Conjugados

Ejemplos especificos de combinaciones molécula asociada-
enlazador adecuadas para conjugacién a un anticuerpo de

esta invencidén se muestran a continuacién:

O
H2N o
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H
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En los compuestos anteriores, donde el subindice r esté

TN

presente en una fdérmula, el mismo es un nUmero entero
comprendido en el intervalo de 0 a 24, preferiblemente 4.

R, en los casos en que existe, es
0

0
i “Vhi [ I
O O
OV\IO( r 0

Cada uno de los compuestos anteriores tiene un grupo
maleimida y estd listo para conjugacidén a un anticuerpo por

la via de un grupo sulfhidrilo en el mismo.

Composiciones Farmacéuticas

En otro aspecto, la presente descripcién proporciona una
composicién, v.g., una composicién farmacéutica, que
contiene uno o una combinacién de anticuerpos monoclonales,
0 una o mas porciones de fijacién de antigeno de los
mismos, de la presente descripcidén, formulada junto con un
vehiculo farmacéuticamente aceptable. Tales composiciones
pueden incluir uno o una combinacién de anticuerpos (v.g.,

dos o mé&s diferentes), o inmunoconjugados o moléculas
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biespecificas de esta descripcién. Por ejemplo, una

composicién farmacéutica de esta descripcidn puede
comprender una combinacién de anticuerpos (o
inmunoconjugados o moléculas biespecificas) que se unen a
diferentes epitopes en el antigeno diana o que tienen

actividades complementarias.

Las composiciones farmacéuticas de esta descripcién pueden
administrarse también en terapia de combinacién, es decir,
combinadas con otros agentes. Por ejemplo, la terapia de
combinacidén puede incluir un anticuerpo anti-B7-H4 de la
presente descripcidén combinado con al menos otro agente
anticancer. Ejemplos de agentes terapéuticos que pueden
utilizarse en terapia de combinacién se describen con mayor
detalle mas adelante en la seccién de usos de 1los

anticuerpos de esta descripcién.

Como se utiliza en esta memoria, "vehiculo
farmacéuticamente aceptable" incluye cualquiera vy la
totalidad de disolventes, medios de dispersién,

recubrimientos, agentes antibacterianos vy antifingicos,

agentes 1isoténicos y retardantes de la absorcidén, vy

analogos, que son fisioldégicamente compatibles.
Preferiblemente, el vehiculo es adecuado para
administracién intravenosa, intramuscular, subcuténea,

parenteral, raquidea o epidérmica (v.g., por inyeccidén o
infusidén). Dependiendo de la ruta de administracién, el

compuesto activo (es decir el anticuerpo, inmunoconjugado,

o molécula biespecifica, puede estar recubierto con un

2oy
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material para proteger el compuesto contra la accién de los

acidos y otras condiciones naturales gue pueden desactivar

el compuesto.

Los compuestos farmacéuticos de esta descripcién pueden
incluir una o mas sales farmacéuticamente aceptables. Una
"sal farmacéuticamente aceptable" hace referencia a una sal
que retiene la actividad bioldégica deseada del compuesto
originario y no imparte efecto toxicolégico indeseable
alguno (véase v.g., Berge, S.M., et al., (1977) J. Pharm.
Sci. 66:1-19). Ejemplos de tales sales incluyen sales de
adicién de 4cido y sales de adicién de base. Las sales de
adicién de 4&cido incluyen las derivadas de é&cidos
inorgénicos no téxicos, tales como los acidos clorhidrico,
nitrico, fosférico, sulfurico, bromhidrico, vyodhidrico,
fosforoso y andlogos, asi como de &cidos organicos no
téxicos tales como acidos alifaticos mono- y
dicarboxilicos, &acidos alcanoicos sustituidos con fenilo,
adcidos hidroxi-alcancicos, adcidos aromaticos, acidos
sulfénicos alifadticos y aromaticos, y anadlogos. Sales de
adicién . de base incluyen las derivadas de metales
alcalinotérreos, tales como sodio, potasio, magnesio,
calcio y andlogos (sic), asi como de aminas organicas no
téxicas, tales como N,N'-dibenciletilenodiamina, N-
metilglucamina, cloroprocaina, colina, dietanolamina,

etilenodiamina, procaina y andlogas.

Una composicién farmacéutica de esta descripciédn puede

incluir también un antioxidante farmacéuticamente

e
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aceptable. Ejemplos de antioxidantes farmacéuticamente
aceptables incluyen: (1) antioxidantes solubles en agua,

tales como 4&cido ascérbico, hidrocloruro de cisteina,
bisulfato de sodio, metabisulfito de sodib, sulfito de
sodio y analogos; (2) antioxidantes solubles en aceite,
tales como palmitato de ascorbilo, hidroxianisol butilado
(BHA), hidroxitolueno butilado (BHT), lecitina, galato de
propilo, alfa-tocoferol, y analogos; Y (3) agentes

formadores de quelatos con metales, tales como &cido

citrico, acido etilenodiamina-tetraacético (EDTA),
sorbitol, adcido tartarico, dcido fosférico (sic), 3%
anadlogos.

Ejemplos de vehiculos acuosos y no acuosos adecuados que
pueden emplearse en las composiciones farmacéuticas de
estas descripcidén incluyen agua, etanol, polioles (tales
como glicerol, propilenglicol, polietilenglicol, y
analogos), y mezclas adecuadas de los mismos, aceites
vegetales, tales como aceite de oliva, y ésteres organicos
inyectables, tales como oleato de etilo. Puede mantenerse
una fluidez apropiada, por ejemplo, por el wuso de
materiales de recubrimiento, tales como lecitina, por el
mantenimiento del tamafio de particula requerido en el caso

de las dispersiones, y por el uso de agentes tensiocactivos.

Estas composiciones pueden contener también adyuvantes
tales <como conservantes, agentes humectantes, agentes
emulsionantes y agentes dispersantes. La prevencién de la

presencia de  microorganismos puede asegurarse por

Lo



10

15

20

25

- 199 -

procedimientos de esterilizacién, supra, y por la inclusién

de " diversos agentes antibacterianos y antiftngicos, por

ejemplo, parabén, clorobutanol, 4&cido fenol-sérbico, \Y%

analogos. Puede ser también deseable incluir en las
composiciones agentes 1isotdénicos, tales como azucares,
cloruro de sodio, y analogos. Adicionalmente, puede
provocarse la absorcidén prolongada de la forma farmacéutica
inyectable por la inclusién de agentes que retardan la

absorcién tales como monoestearato de aluminio y gelatina.

Vehiculos farmacéuticamente aceptébles incluyen soluciones
o dispersiones acuosas estériles y polvos estériles para la
preparacién extempordnea de soluciones o dispersiones
inyectables estériles. El uso de tales medios y agentes
para sustancias farmacéuticamente activas es conccido en la
técnica. Excepto en la medida en que cualquier medio o
agente convencional sea incompatible con el compuesto
activo, se contempla el uso de los mismos en las
composiciones farmacéuticas de esta descripcidén. Compuestos
activos suplementarios pueden incorporarse también en las

composiciones.

Las composiciones terapéuticas deben ser tipicamente
estériles y estables en las condiciones de fabricacién y
almacenamiento. La composicidén puede formularse como una
solucién, microemulsiédn, liposoma, u otra estructura
ordenada adecuada para alta concentracién de farmaco. E1
vehiculo puede ser un disolvente o medio de dispersidén que

contenga, por ejemplo, agua, etanol, poliol (por ejemplo,
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glicerol, propilenglicol, y polietilenglicol liquido, vy
andlogos), y mezclas adecuadas de los mismos. La fluidez
apropiada puede mantenerse, por ejemplo, por el uso de un
recubrimiento tal como lecitina, por el mantenimiento del
tamafio de particula requerido en el caso de dispersién y
por el uso de agentes tensioactivos. En muchos casos, sera
preferible incluir agentes isoténicos, por ejemplo
azucares, polialcoholes tales como manitol, sorbitol, o
cloruro de sodio en la composicién. La absorcién prolongada
de las composiciones inyectables puede favorecerse por
inclusién en la composicién de un agente que retarda la

absorcidn, por ejemplo, sales monoestearato y gelatina.

Pueden prepararse soluciones inyectables estériles por
incorporacién del compuesto activo en la cantidad requerida
en un disolvente apropiado con uno o una combinacién de
ingredientes arriba enumerados, en caso requerido, seguido
por microfiltracién-esterilizacién. Generalmente, las
dispersiones se preparan por incorporacién del compuesto
activo en un vehiculo estéril que contiene un medio béasico
de dispersidén y los otros ingredientes requeridos de 1los
arriba enumerados. En el caso de polvos estériles para la
preparacién de soluciones estériles inyectables, los
métodos preferidos de preparacién son secado a vacio y
secado por congelacién (liofilizacién) que proporcionan un
polvo del ingrediente activo mé&s cualquier ingrediente
deseado adicional a partir de wuna solucién previamente

filtrada en condiciones estériles del mismo.
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La cantidad de ingrediente activo que puede combinarse con
un material vehiculo para producir una forma de
dosificacién simple variard dependiendo del sujeto a
tratar, y del modo de administracién. particular. La
cantidad de ingrediente activo que puede combinarse con un
material vehiculo para producir una forma de dosificacién
simple serd generalmente aquella cantidad de la composicién
que produce un efecto terapéutico. Generalmente, de cada
100 por ciento, esta cantidad estard comprendida entre
aproximadamente 0,01 por ciento y aproximadamente 99 por
ciento de ingrediente activo, con preferencia desde
éproximadamente 0,1 por ciento a aproximadamente 70 por
ciento, y de modo muy preferible desde aproximadamente 1
por ciento a aproximadamente 30 por ciento de ingrediente
activo en combinacién con un vehiculo farmacéuticamente

aceptable.

Los regimenes de dosificacidén se ajustan para proporcionar
la respuesta optima deseada (es decir, una respuesta
terapéutica). Por ejemplo, puede administrarse un bolus
simple, pueden administrarse varias dosis divididas a 1lo
largo del tiempo, o la dosis puede reducirse o aumentarse
proporcionalmente segin venga aconsejado por las exigencias
de la situacidén terapéutica. Es especialmente ventajoso
formular composiciones parenterales en forma de unidades de
dosificacidén para facilidad de administracién y uniformidad
de dosificacién. La forma unitaria de dosificacidén, tal
como se utiliza en esta memoria, hace referencia a unidades

fisicamente discretas adecuadas como dosis unitarias para

g
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los sujetos a tratar; cada unidad contiene una cantidad
predeterminada de compuesto activo calculada para producir
el efecto terapéutico deseado en asociacidn con el vehiculo
farmacéutico requerido. La especificacién para las formas
unitarias de dosificacién de esta descripcién viene dictada
por y es directamente dependiente de (a) las
caracteristicas singulares del compuesto activo y el efecto
terapéutico particular a alcanzar, y (b) las limitaciones
inherentes en la técnica de preparacién de composiciones de
dicho ingrediente activo para el tratamiento de 1la

sensibilidad en los sujetos.

Para administracién del anticuerpo, la dosificacién varia
desde aproximadamente 0,0001 a 100 mg/kg, y mas usualmente
0,01 a 5 mg/kg, del peso corporal del hospedador. Por
ejemplo, las dosificaciones pueden ser de 0,3 mg/kg de peso
corporal, 1 mg/kg de peso corporal, 3 mg/kg de peso
corporal, 5 mg/kg de peso corporal o 10 mg/kg de peso
corporal, o dentro del intervalo de 1-10 mg/kg. Un régimen
de tratamiento ilustrativo implica la administracién wuna
vez por semana, una vez cada dos semanas, una vez cada 3
semanas, una vez cada 4 semanas, una vez al mes, una vez
cada 3 meses, o0 una vez cada 3 a 6 meses. Regimenes de
dosificacién preferidos para un anticuerpo anti-B7-H4 de
esta descripcidén incluyen 1 mg/kg de peso corporal o 3
mg/kg de peso corporal por administracién intravenosa,
administréndose el anticuerpo con utilizacién de uno de los
protocolos de dosificacién siguientes: (i) cada 4 semanas

durante 6 dosificaciones, y luego cada 3 meses; (ii) cada 3
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semanas; (iii) 3 mg/kg de peso corporal una sola vez

seguido por 1 mg/kg de peso corporal cada 3 semanas.

En algunos métodos, se administran simultdneamente dos o
mas anticuerpos monoclonales con especificidades de
fijacidén diferentes, en cuyo caso la dosificacién de cada
anticuerpo administrado estd comprendida dentro de los
intervalos indicados. El anticuerpo se administra
usualmente en ocasiones multiples. Los intervalos entre las
dosificaciocnes simples pueden ser, por ejemplo,
semanalmente, mensualmente, cada 3 meses, o anualmente. Los
intervalos pueden ser también irregulares segin venga
indicado por 1la medida de 1los niveles en sangre de
anticuerpo para el antigeno diana en el paciente. En
algunos métodos, la dosificacién se ajusta para alcanzar
una concentracidn de anticuerpo en plasma de
aproximadamente 1-1000 pg/ml, Yy en algunos métodos

aproximadamente 25-300 ug/ml.

Como alternativa, el anticuerpo puede administrarse como
una formulacién de liberacidén prolongada, en cuyo caso se
requiere una administracidn menos frecuente. La
dosificacién y 1la frecuencia varian dependiendo de la
semivida del anticuerpo en el paciente. En general, los
anticuerpos humanos exhiben la semivida ma&s larga, seguidos

por anticuerpos humanizados, anticuerpos quiméricos, vy

anticuerpos no humanos. La dosificacién y frecuencia de

administracién pueden variar dependiendo de si el

tratamiento es profildctico o terapéutico. En las

1\%
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aplicaciones profildcticas, se administra una dosificacién
relativamente baja a intervalos relativamente infrecuentes
durante un periodo de tiempo prolongado. Algunos pacientes
continuan recibiendo tratamiento durante el resto de sus
vidas. En aplicaciones terapéuticas, se requiere a veces
una dosificacidn relativamente alta a intervalos
relativamente cortos hasta que se reduce o termina el
progreso de la enfermedad, y preferiblemente hasta que el
paciente acusa. una mejora parcial o completa de los
sintomas de la enfermedad. Después de ello, puede

administrarse al paciente un régimen profilactico.

Para uso en la profilaxis y/o el tratamiento de
enfermedades relacionadas <c¢on la proliferacién celular
anormal, se prefiere una concentracién circulante del
compuesto administrado de aproximadamente 0,001 uM a 20 uM,

prefiriéndose aproximadamente 0,01 uM a 5 uM.

Las dosis administradas a los pacientes en el caso de la
administracién oral de los compuestos descritos en esta
memoria estdn comprendidas por regla general entre
aproximadamente 1 mg/dia y aproximadamente 10.000 mg/dia,
de modo més general entre aproximadamente 10 mg/dia vy
aproximadamente 1000 mg/dia, y de modc mAs general entre
aproximadamente 50 mg/dia y aproximadamente 500 mg/dia.
Expuestas en términos de peso corporal del paciente, las
dosis tipicas varian desde aproximadamente 0,01 a
aproximadamente 150 mg/kg/dia, de modo mAs general desde

aproximadamente 0,1 a aproximadamente 15 mg/kg/dia, y de
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modo mas general desde aproximadamente 1 a aproximadamente

10 mg/kg/dia, por ejemplo 5 mg/kg/dia por 3 mg/kg/dia.

En al menos algunas realizaciones, las dosis administradas
a los pacientes que retardan o inhiben el crecimiento de
los tumores pueden ser 1 umol/kg/dia o menos. Por ejemplo,
las dosis administradas a los pacientes pueden ser 0,9,
6,6, 0,5, 0,45, 0,3, 0,2, 0,15, 6 0,1 umol/kg/dia o menos
(referidas a moles del féarmaco). Preferiblemente, el
conjugado anticuerpo-farmaco retarda el crecimiento del
tumor cuando se administra en la cantidad de dosificacién
diaria durante un periodo de al menos 5 dias. En al menos
algunas realizaciones, el tumor es un tumor de tipo humano
en un ratén SCID. Como ejemplo, el ratédn SCID puede ser un

ratdén CB17.SCID (disponible de Taconic, Germantown, NY).

Los niveles reales de dosificacién de 1los ingredientes
activos en las composiciones farmacéuticas de la presente
descripcién pueden modificarse a fin de obtener una
cantidad del ingrediente activo que sea eficaz para
alcanzar la respuesta terapéutica deseada para un paciente,
composicidén, y modo de administracién particulares, sin ser
téxica para el ©paciente. El1 nivel de dosificacién
seleccionado dependerd de una diversidad de factores
farmacocinéticos que incluyen la actividad de las
composiciones particulares de la presente descripcién

empleadas, o el éster, sal o amida de las mismas, la ruta

de administracidén, el tiempo de administracién, la tasa de

excrecidén del compuesto particular que se emplee, la
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duracién del tratamiento, otros farmacos, compuestos y/o
materiales utilizados en combinacién con las composiciones
particulares empleadas, la edad, el sexo, el peso, la
condicién, el estado general de salud y la historia médica
anterior del paciente que se esté tratando, y factores

andlogos bien conocidos en las técnicas médicas.

Una "dosificacién terapéuticamente eficaz" de un anticuerpo
anti-B7-H4 de esta descripcién da preferiblemente como
resultado una disminucién de la gravedad de los sintomas de
la enfermedad, un aumento en la frecuencia y duracién de
los periodos exentos de sintomas de la enfermedad, o una

prevencidén del deterioro o la incapacidad debidos a 1la

afliccidén causada por la enfermedad. Por ejemplo, para el

tratamiento de sujetos que sufren tumores, una
"dosificacién terapéuticamente eficaz” inhibe
preferiblemente el crecimiento del tumor al menos
aproximadamente en un 20%, de modo mas preferible al menos

P 2

aproximadamente en un 40%, aun mas preferiblemente al menos

aproximadamente en un 60%, y todavia mis preferiblemente al

menos aproximadamente en un 80% con relacién a los sujetos
sin tratar. La capacidad de un compuesto para inhibir el
crecimiento tumoral puede evaluarse en un sistema modelo
animal predictivo de la eficacia en tumores humanos. Como
alternativa, esta propiedad de una composicién puede
evaluarse por examen de la capacidad del compuesto para
inhibir el crecimiento celular, pudiendo medirse dicha
inhibicién in vitro por ensayos conocidos por el

profesional experto. Una cantidad terapéuticamente eficaz

</‘3r
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de un compuesto terapéutico puede reducir el tamafio del
tumor, o mejorar de cualquier otro modo los sintomas en un
sujeto. Una persona con experiencia ordinaria en la técnica
podria determinar dichas cantidades basédndose en factores
tales como la corpulencia del sujeto, la gravedad de los
sintomas del sujeto, y la composicién particular o ruta de

administracidén seleccionada.

Una composicidén de la presente descripcidn puede
administrarse por wuna o mé&s rutas de administracién
utilizando uno o mas de una diversidad de métodos conocidos
en la técnica. Como serd apreciado por el profesional
experto, la ruta y/o el modoc de administracién variaran
dependiendo de los resultados deseados. Rutas de
administracién preferidas para los anticuerpos de esta
descripcién incluyen las rutas intravenosa, intramuscular,
intradérmica, intraperitoneal, subcutdnea, ragquidea u otras
rutas de administracién parenteral, por ejemplo por
inyecciédn o infusién. La expresién "administracidén
parenteral”, tal como se utiliza en esta memoria, significa
modos de administracién distintos de la administracién
enteral y tépica, usualmente por inyeccién, e incluye, sin
limitacién, inyeccidén e infusién intravenosa,
intramuscular, intraarterial, intratecal, intracapsular,
intraorbital, intracardiaca, intradérmica, intraperitoneal,
transtraqueal, subcutanea, subcuticular, intraarticular,
subcapsular, subaracnoidea, intrarraquidea, epidural e

intraesternal.
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Como alternativa, un anticuerpo de esta descripcién puede
administrarse por una ruta no parenteral, tal como una ruta
de administracién tépica, epidérmica o mucosal, por ejemplo

intranasal, oral, vaginal, rectal, sublingual o tépica.

Los compuestos activos pueden prepararse con vehiculos que
protegeran el compuesto contra la liberacién rapida, tales
como una férmula de liberaciédn controlada, con inclusién de
implantes, parches transdérmicos, y sistemas de suministro
microencapsulados. Pueden utilizarse polimeros
biodegradables vy biocompatibles, tales como etileno-acetato
de vinilo, polianhidridos, &cido poliglicélico, colégeno,
poliortoésteres, y &acido polilactico. Muchos métodos para
la preparacién de tales formulaciones estdn patentados o
son conocidos generalmente por los expertos en la técnica.
Véanse v.g., Sustained and Controlled Release Drug Delivery
Systems, J.R. Robinson, compilador, Marcel Dekker, Inc.,

Nueva York, 1978.

Las composiciones terapéuticas pueden administrarse con
dispositivos médicos conocidos en la técnica. Por ejemplo,
en una realizacién preferida, una composicién terapéutica
de esta descripcién puede administrarse con un dispositivo
de inyeccidén hipodérmica sin aguja, como los dispositivos
descritos en las Patentes de los Estados Unidos Nums.
5399163; 5383851; 5312335, 5064413, 4941880; 4790824; o
4596556. Ejemplos de implantes y médulos bien conocidos
atiles.en la presente descripcidn incluyen: Patente de los

Estados Unidos No. 4487603, que describe una bomba de
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micro-infusién implantable para dispensar medicacién a una
tasa controlada; la Patente de los Estados Unidos No.
4486194, que describe un dispositivo terapéutico para
administracién de medicamentos a través de la piel; 1la
Patente de los Estados Unidos No. 4447233, que describe una
bomba de infusién de medicacién para suministro de

medicacién a una tasa de infusién precisa; la Patente de

los Estados Unidos No. 4447224, que describe un aparato dé

infusién implantable de flujo variable para suministro
continuo de farmaco; la Patente de los Estados Unidos No.
4439196, que describe un sistema de suministro osmético de
farmacos que tiene compartimientos de cémaras miltiples; y
la Patente de los Estados Unidos No. 4475196, que describe
un sistema de suministro osmético de farmacos. Estas
patentes se incorporan en la presente memoria por
referencia. Muchos otros implantes, sistemas de suministro,
y médulos de este tipo son conocidos por los expertos en la

técnica.

En ciertas realizaciones, los anticuerpos monoclonales
humanos de esta descripcién pueden formularse para asegurar
una distribucién apropiada in vivo. Por ejemplo, la barrera
hematoencefdlica (BBB) excluye muchos compuestos altamente
hidréfilos. Para asegurarse de que los compuestos
terapéuticos de esta descripcién atraviesan la BBB (en caso
deseado), pueden formularse los mismos, por ejemplo, en
liposomas. Con respecto a métodos de fabricacidén de
liposomas, véanse, v.g., las Patentes de los Estados Unidos

4522811; 5374548; y  5399331. Los liposomas  pueden

22@
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comprender uno o mis restos que son transportados
selectivamente a células u érganos especificos, mejorando
asi el suministro direccionado del farmaco (véase, v.g.,
V.V. Ranade (1989) J. Clin. Pharmacol. 29:685). Restos de
direccionamiento ilustrativos incluyen folato o biotina
(véanse, v.g., Patente de los Estados Unidos 5416016
otorgada a Low et al.); mandsidos (Umezawa et al., {(1988)
Biochem. Biophys. Res. Commun. 153:1038); anticuerpos (P.G.
Bloeman et al. (1995) FEBS Lett. 357:140; M. Owais et al.
(1995) Antimicrob. Agents Chemother. 39:180); receptor
tensioactivo de Proteina A (Briscoe et al. (1995) Am. J.
Physiol. 1233:134); pl20 (Schreier et al. (1994) J. Biol.
Chem. 269:9090); véase también K. Keinanen; M.L. Laukkanen
(1994) FEBS Lett. 346:123; J.J. Killion; I.J. Fidler (1994)

Immunomethods 4:273.

Usos y Métodos de esta Descripcién

Los conjugados anticuerpo-molécula asociada que comprenden
anticuerpos, particularmente los anticuerpos humanos,
composiciones de anticuerpos y métodos de la presente
descripcién tienen numerosas utilidades diagnésticas vy
terapéuticas in vitro e in vivo que implican, por ejemplo,
deteccién de B7-H4, tratamiento del cancer o mejora de la
respuesta inmunitaria por Dbloqueo de B7-H4. En una
realizacidén preferida, los anticuerpos de la presente
descripcidén son anticuerpos humanos. Por ejemplo, estas
moléculas pueden administrarse a células en cultivo, in
vitro o ex vivo o a sujetos humanos, v.g., in vivo, para

tratar, prevenir y diagnosticar una diversidad de
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trastornos o mejorar la inmunidad en una diversidad de

situaciones.

Como se utiliza en esta memoria, el término "sujeto" tiene
por objeto incluir animales humanos y no humanos. E1
término "animales no humanos" incluye todos los
vertebrados, v.g., mamiferos y no mamiferos, tales como
primates no humanos, ovejas, perros, gatos, vacas,

caballos, pollos, anfibios y reptiles. Sujetos preferidos

incluyen pacientes humanos que padecen trastornos asociados

con la expresién de B7-H4 o que se encuentran en necesidad
de mejora de una respuesta inmunitaria. Los métodos son
particularmente adecuados para el tratamiento de pacientes

humanos que tengan un trastorno asociado con la expresién

aberrante de B7-H4. Los métodos son también particularmente

adecuados para el tratamiento de pacientes humanos que
sufran un trastorno que puede ser tratado por aumento de la
respuesta inmunitaria mediada por 1las células T. Para
conseguir el aumento de inmunidad especifico de antigeno,

los anticuerpos anti-B7-H4 pueden administrarse junto con

un antigeno de interés. Cuando los anticuerpos para B7-H4

se administren junto con otro agente, pueden administrarse

ambos en cualquier orden o simulténeamente.

Dada la fijacién especifica de los anticuerpos de esta

descripcidén para B7-H4, los anticuerpos de esta descripcidn

pueden utilizarse para detectar especificamente la

expresién de B7-H4 en la superficie de las células vy,

22&
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ademds, pueden utilizarse para purificar B7-H4 por la via

de purificacién por inmunoafinidad.

B7-H4 se expresa en una diversidad de canceres humanos, con
inclusién de carcinomas de células mamarias, canceres
metastasicos de mama, carcinomas de células ovaricas,
cénceres metastésiéos de ovario y carcinomas de células
renales (Tringler et al (2005) cClinical Cancer Res. U:
1842-48; Salceda et al. (2005) Exp Cell Res. 306:128-41;
Tringler et al. (2006) Gynecol Oncol. 100:44-52; Krambeck

et al. (2006) Proc Natl Acad Sci USA 103:10391-6; Chen et
al. (2006) Kidney Int. Epub; Sun et al. (2006) Lung Cancer
53:143-51; Bignotti et al. (2006) Gynecol Oncol. 103:405-
16; Kryczek et al. (2006) J Exp Med 203:871-81; Simon et
al. (2006) Cancer Res. 66:1570-5). Un anticuerpo anti-B7-H4
puede wutilizarse solo para inhibir el crecimiento de
tumores cancerosos. Como alternativa, un anticuerpo anti-
B7-H4 puede utilizarse en asociacién con otros agentes
inmunégenos, tratamientos estandar del céncer u otros

anticuerpos, como se describe mas adelante.

Se ha demostrado que el atenuador de los linfocitos B y T
(BTLA) es el receptor para B7-H4 y tiene un efecto

inhibidor sobre las respuestas inmunitarias, similar al

antigeno-4 de los linfocitos T citotéxicos (CTLA-4) y la

muerte programada-1 (PD-1) (Carreno y Collins (2003) Trends
Immunol 24:524-7). B7-H4 funciona por regulacién negativa
de la inmunidad de las células T por la inhibicién de 1la

proliferacién de las células T, produccién de citoquinas y
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produccién del <ciclo celular (Choi et al. (2003) J.
Immunol. 171:4650-4). Una proteina de fusién B7-H4-Ig

inhibe la activacién de las células T, mientras que el
bloqueo de B7-H4 por anticuerpos puede aumentar la
respuesta inmunitaria en el paciente (Sica et al. (2003)

Immunity 18:849-61).

En un aspecto, la presente descripcién hace referencia al
tratamiento de un sujeto in vivo utilizando un anticuerpo
anti-B7-H4 de tal modo que se inhibe el crecimiento de los
tumores Cancerosos. Un anticuerpo anti-B7-H4 puede
utilizarse solo para inhibir el crecimiento de tumores
cancerosos. Como alternativa, un anticuerpo anti-B7-H4
puede utilizarse en asociacién con otros agentes
inmundgenos, tratamientos estdndar del cancer u otros

anticuerpos, como se describe mas adelante.

De acuerdo con ello, en una realizacién, esta descripcidn
proporciona un método para inhibir el crecimiento de las
células tumorales en un sujeto, que comprende administrar
al sujeto wuna cantidad terapéuticamente eficaz de un
anticuerpo anti-B7-H4 o porcién de fijacién de antigeno del
mismo. Preferiblemente, el anticuerpo es un anticuerpo
humano anti-B7-H4 (tal como cualquiera de los anticuerpos
humanos anti-B7-H4 humana descritos en esta memoria).
Adicionalmente o como alternativa, el anticuerpo puede ser

un anticuerpo anti-B7-H4 quimérico o humanizado.

L7 ¥
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Canceres preferidos cuyo crecimiento puede ser inhibido

utilizando los anticuerpos de esta descripcién incluyen

canceres tipicamente sensibles a la inmunoterapia. Ejemplos

no limitantes de canceres preferidos para el tratamiento
incluyen cancer de mama (v.g., carcinoma de células
mamarias), cancer de ovario (v.g., carcinoma de células
ovaricas) y carcinoma de células renales (RCC). Ejemplos de
otros canceres que pueden ser tratados utilizando los
métodos de esta descripcién incluyen melanoma (v.g.,
melanoma metastdsico maligno), cancer de préstata, céancer
de colon, cancer de pulmdén, céancer de huesos, cancer de
pancreas, cancer de piel, tumores cerebrales, leucemias

crénicas o agudas con inclusién de leucemia mieloide aguda,

leucemia mieloide crénica, leucemia linfobléastica aguda,

leucemia linfocitica crénica, linfomas (v.g., linfoma de
Hodgkin y linfoma no-Hodgkin, linfoma linfocitico, linfoma
primario del CNS, linfoma de células T), carcinomas
nasofaringeos, cancer de cabeza o cuello, mieloma cutaneo o

intraocular maligno, céncer uterino, céncer rectal, cancer

de la regidén anal, céancer de estdmago, cancer testicular,

cancer uterino, carcinoma de los tubos de Falopio,
carcinoma del endometrio, carcinoma de cuello uterino,
carcinoma de la vagina, carcinoma de la vulva, cancer de

eséfago, cancer del intestino delgado, cancer del sistema

endocrino, cancer de la glandula tircidea, céancer de la

glandula paratiroidea, cancer de la glandula mamaria,
sarcoma de tejido blando, céancer de la uretra, cancer del
pene, tumores sélidos de la infancia, céancer de la vejiga,

cancer del rifién o uréter, carcinoma de 1la pelvis o

e —



10

15

20

25

- 215 -

mamario, neoplasma del sistema nervioso central (CNS),
angiogénesis tumoral, tumor del eje raquideo, glioma del
tallo cerebral, adenoma hipofisario, sarcoma de Kaposi,

cédncer epidermoide, céncer de células escamosas, canceres

inducidos por el medio ambiente con inclusién de los

inducidos por asbesto, v.g., mesotelioma y combinaciones de

dichos céanceres.

Opciocnalmente, los anticuerpos para B7-H4 pueden combinarse

con un agente inmundgeno, tal como células cancerosas,

antigenos tumorales purificados (con inclusidén de proteinas

recombinantes, péptidos vy moléculas de carbohidrato),
células y células transfectadas con genes codificantes de
citoquinas inmunoestimulantes (He et al, J. Immunol.
173:4919-28 (2004)). Ejemplos no limitantes de vacunas

tumorales que pueden utilizarse incluyen péptidos de

antigenos de melanoma, tales como péptidos de gpl00,

antigenos MAGE, Trp-2, MART1l vy/o tirosinasa o células
tumorales transfectadas para expresar la citoquina GM-CSF.
En los humanocs, se ha demostrado que algunos tumores son

inmundégenos, tales como melanomas. Se anticipa que por

aumento del umbral de activacién de las células T por

bloqueo de B7-H4, los tumores pueden activarse en

respuestas en el hospedador.

El bloqueo de B7-H4 alcanza probablemente su maxima
eficacia cuando se combina con un protocolo de vacunacién.
Han sido ideadas muchas estrategias experimentales para

vacunacién contra tumores (véase, Rosenberg "Development of
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Cancer Vaccines" ASCO Educational Book Spring: 60-62
(2000); Logothetis, ASCO Educational Book Spring: 300-302
(2000); Khayat, ASCO Educational Book Spring: 414-428
(2000); Foon, ASCO Educational Book Spring: 730-738 (2000);
véase también Restifo y Sznol, Cancer Vaccines, Cap. 61,
padgs:. 3023-3043 en De Vita et al. (compiladores) Cancer:
Principles and Practice of Oncoclogy, guinta edicidn
(1997)). En una de estas estrategia;, se prepara una vacuna
utilizando células tumorales autdlogas o alogénicas;
Tipicamente, estas vacunas celulares alcanzan su maxima
eficacia cuando las <células tumorales se someten a
transduccidén para expresar GM-CSF. Se ha demostrado que GM-
CSF es un activador potente de la presentacidén de antigeno
para vacunacién tumoral (Dranoff et al., Proc. Natl. Acad.

Sci. U.S.A. 90:3539-43 (1983)).

El estudio de la expresién génica y de los patrones de
expresién génica en gran escala en diversos tumores ha
conducido a la definicién de los denominados antigenos
especificos de tumocres (Rosenberg, Immunity 10:281-7
(1999)). En muchos casos, estos antigenos especificos de
tumores son antigenos de diferenciacidén expresados en los
tumores y en la célula de la que surgié el tumor, por
ejemplo antigenos de melanocitos gpl00, antigenos MAGE y
Trp-2. Y lo que es mas importante, puede demostrarse gue
muchos de estos antigenos que son las dianas de células T
especificas de tumores encontradas en el hospedador. E1
blogqueo de B7-H4 puede utilizarse en asociacién con un

conjunto de proteinas y/o péptidos recombinantes expresados
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en un tumor a fin de generar una respuesta inmunitaria a
estas proteinas. Estas proteinas son consideradas
normalmente por el sistema inmunitarioc como autocantigenos y
son por tanto tolerantes para ellos. El antigeno tumoral
puede incluir también la proteina telomerasa, dque se
reqguiere para la sintesis de teldmeros de cromosomas y que
se expresa en mas del 85% de los canceres humanos y
solamente en un numero limitado de tejidos somdticos (Kim
et al., Science 266:2011-2013 (1994)). (Estos tejidos
somdticos pueden estar protegidos <contra el ataque
inmunitario por diversos medios). Antigenos tumorales
pueden ser también "neo-antigenos" expresados en células de
cédncer debido a mutaciones somaticas que alteran la
secuencia de las proteinas o crean proteinas de fusidn
entre dos secuencias no afines (por ejemplo bcr-abl en el

cromosoma Philadelphia) o idiotipo de tumores de células B.

Otras vacunas de tumores pueden incluir las proteinas de
virus implicados en cénceres humanos tales como los Virus
del Papiloma Humano (HPV), Virus de la Hepatitis (HBV y
HCV) vy Virus‘del Sarcoma del Herpes de Kaposi (KHSV). Otra
forma de antigeno tumoral especifico que puede utilizarse
en conjuncidén con el bloqueo de B7-H4 es 1la de las
proteinas del choque térmico purificadas (HSP) aisladas del
propio tejido del tumor. Estas proteinas del choque térmico
contienen fragmentos de proteinas de las células tumorales,
y estas HSPs son muy eficientes en el suministro a las

células presentadoras de antigeno para suscitar la
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inmunidad al tumor (Suot y Srivastava Science 269:1585-1588

(1995)); Tamura et al. Science 278:117-120 (1997)).

Las células dendriticas (DC) son células potentes
presentadoras de antigeno que pueden utilizarse para cebar
respuestas especificas de antigeno. Las DCs pueden
producirse ex. vivo y cargarse con diversos antigenos
proteinicos y peptidicos asi como extractos de células
tumorales (Nestle, F. et al. (1998) Nature Medicine 4:328-
232). Las DCs pueden transducirse también por medios
genéticos para expresar asimismo estos antigenos tumorales.
Las DCs se han fusionado también directamente a células
tumorales para los propdésitos de inmunizacién (Kugler, A.
et al (2000) Nature Medicine 6:332-336). Como método de
vacunacién, la inmunizacién con DC puede combinarsé
eficazmente con el bloqueo de PD-1 para activar respuestas

antitumorales mas potentes.

El blogqueo de B7-H4 puede combinarse también con
tratamientos estandar del cancer. El bloqueo de B7-H4 puede
combinarse eficazmente con regimenes quimioterapéuticos. En
estos casos, puede ser posible reducir la dosis de agente
quimioterapéutico administrada (Mokyr, M. et al (1998)
Cancer Research 58:5301-5304). Un ejemplo de combinacidn de
este tipo es un anticuerpo anti-B7-H4 en combinacidén con
descarbazina para el tratamiento de diversos canceres. Otro
ejemplo de una combinacién de este tipo es un anticuerpo
anti—B7;H4 en combinacién con interleuquina-2 (IL-2) para

el tratamiento de diversos canceres. La base cientifica
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racional que subyace en el uso combinado del bloqueo de B7-
H4 y la quimioterapia es que la muerte celular, que es
consecuencia de la accién citotédéxica de la mayoria de los
compuestos quimioterapéuticos, deberia dar como resultado
niveles incrementados de antigeno tumoral en el camino de
presentacién del antigeno. Otras terapias de combinacidn
gue pueden dar como resultado sinergia con el bloqueo de
B7-H4 por muerte celular son radiacién, cirugia y privaciédn
hormonal. Cada uno de estos protocolos crea una fuente de
antigeno tumoral en el hospedador. Los inhibidores de
angiogénesis pueden combinarse también con el bloqueo de
B7-H4. La inhibicién de la angiogénesis conduce a la muerte
de las células tumorales que pueden alimentar el antigeno
del tumor en los caminos de presentacién de antigeno del

hospedador.

Los anticuerpos bloqueantes de B7-H4 pueden utilizarse
también en combinacién con anticuerpos biespecificos que
dirigen las células efectoras que expresan el receptor Fc
alfa o Fc gamma a las células del tumor (véanse, v.g. las
Patentes de los Estados Unidos Nums. 5922845 y 5837243).

Pueden utilizarse anticuerpos biespecificos para

direccionar dos antigenos separados. Por. ejemplo, se han

utilizado anticuerpos biespecificos anti-receptor
Fc/antiantigeno tumoral (v.g., Her-2/neu) para direccionar
macréfagos a sitios de tumor. Este direccionamiento puede

activar mas eficazmente las respuestas especificas del

tumor. La rama de células T de estas respuestas podria

incrementarse por el uso del blogqueo de B7-H4. Como



10

15

20

25

- 220 -

alternativa, el antigeno puede suministrarse directamente a
DCs por el uso de anticuerpos biespecificos que se fijan al
antigeno tumoral y un marcador de la superficie de las

células especifico de células dendriticas.

Los tumores eluden la vigilancia inmunitaria del hospedador
por una gran diversidad de mecanismos. Muchos de estos
mecanismos pueden ser contrarrestados por la desactivacién
de proteinas que son expresadas por los tumores y que son
imunosupresoras. Estas incluyen entre otras TGF-beta
(Kehrl, J. et al (1986) J. Exp. Med. 163: 1037-1050), IL-10
(Howard, M. & O'Garra, A. (1992) Immunology Today 13: 198-
200) y el ligando Fas (Hahne, M. et al (1996) Science 274:
1363-1365). Pueden utilizarse anticuerpos para cada una de
estas entidades en combinacién con anti-PD-1 para
contrarrestar los efectos del agente inmunosupresor y
favorecer las respuestas inmunitarias a los tumores por el

hospedador.

Otros anticuerpos que pueden ser utilizados para activar la
sensibilidad inmune del hospedador pueden utilizarse en
combinacién con anti-B7-H4. Estos incluyen moléculas en la
superficie de las células dendriticas que activan la
funcién de DC y la presentacién de antigeno. Anticuerpos
anti-CD40 son capaces de sustituir eficazmente la actividad
adyuvante de las células T (Ridge, J. et al. (1998) Nature
393:474-478) y pueden utilizarse en asociacidén con
anticuerpos B7-H4. Anticuerpos activadores para las

moléculas coestimulantes de las células T tales como CTLA-4
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(v.g., la Patente US Num. 5811097), 0X-40 (Weinberg, A. et
al. (2000) Immunol 164: 2160-2169), 4-1BB (Melero, I. et
al. (1997) Nature Medicine 3: 682-685 (1997), PD-1 (del Rio
et al. (2005) Eur J Immunol 35:3545-60) e ICOS (Hutloff, A.
et al (1999) Nature 397: 262-266) pueden proporcionar
también niveles incrementados de activacién de las células

T.

El trasplante de médula oésea estd siendo utilizado
actualmente para tratar una diversidad de tumores de origen
hematopoyético. Si bien la enfermedad de rechazo inverso es
una consecuencia de este tratamiento, puede obtenerse
beneficio terapéutico de las respuestas del injerto frente
al tumor. Puede utilizarse el bloqueo de B7-H4 para
aumentar la eficacia de las células T especificas del tumor

injertadas del donante.

Existen también varios protocolos de tratamiento
experimentales que implican activacién y expansién ex vivo
de células T especificas del antigeno y transferencia
adoptiva de estas <células a los destinatarios para

identificar células T especificas del antigenc contra el

tumor (Greenberg, R. & Riddell S. (1999) Science 285:546—

51). Estos métodos pueden utilizarse también para activar
las respuestas de las células T a agentes infecciosos tales
como CMV. La activacién ex vivo en presencia de anticuerpos
anti-B7~H4 puede esperarse que aumente la frecuencia vy

actividad de las células T transferidas adoptivamente.

239
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Dada la expresidén de B7-H4 en diversas células tumorales,
los anticuerpos humanos, composiciones de anticuerpos vy
métodos de la presente descripcidén pueden utilizarse para
tratar un sujeto con un trastorno tumorigeno, vVv.g., un
trastorno caracterizado por la presencia de células
tumorales que expresan B7-H4 con inclusidén, por ejemplo, de
cancer de mama (v.g., carcinoma de células mamarias),
cancer de ovario (v.g., carcinoma de células ovaricas), y
cancer renal. Ejemplos de otros cénceres que pueden
tratarse utilizando los métodos de la presente descripcién
incluyen melanoma (v.g., melanoma metastdsico maligno),
céancer de préstata, cancer de colon y céancer de pulmén,
cédncer de huesos, céancer de pancreas, céancer de piel,
cédncer de cabeza o cuello, melanoma maligno cutdneo o
intraocular, céancer de Utero, cancer rectal, céncer de la
regidén anal, céncer de estdmago, cancer testicular, céancer
de utero, carcinoma de los tubos de Falopio, carcinoma del
endometrio, carcinoma de cuello uterino, carcinoma de la
vagina, carcinoma de la vulva, Enfermedad de Hodgkin,
linfoma no-Hodgkin, leucemia linfocitica aguda (ALL),
leucemia 1linfocitica crénica (CLL), linfoma de Burkitt,
linfomas anaplasticos de células grandes (ALCL), mieloma
multiple, linfomas cuténeos de células T, linfomas
nodulares de células escindidas pequenas, linfomas
linfociticos, linfomas periféricos de células T, linfomas
de Lennert, linfomas inmunoblésticos, leucemia/linfomas de
células T (ATLL), leucemia de células T de los adultos (T-
ALL), linfomas foliculares (cb/cc)-cénceres entroblasticos-

centrociticos, linfomas difusos de 1linaje B de células
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grandes, linfoma de células T afin a linfoadenopatia
angioinmunobléstica (AILD), linfomas asociados a VIH
basados en cavidades corporales, carcinomas embrionarios,
carcinomas no diferenciados de la rino-faringe (v.g., tumor
de Schmincke), enfermedad de Castleman, Sarcoma de Kaposi,
mieloma multiple, macroglobulinemia de Waldenstrom y otros
linfomas de las células B, céancer de eséfago, céancer del
intestino delgado, céancer del sistema endocrino, cancer de
la glandula tiroides, céncer de la glandula paratiroidea,
cdncer de la gléndula suprarrenal, sarcoma de tejido
blando, cancer de la uretra, céncer del pene, leucemias
crdnicas o agudas con inclusién de leucemia mieloide aguda,
leucemia mieloide crénica, leucemia linfoblastica aguda,
leucemia linfocitica crénica, tumores sdélidos de la
infancia, linfoma linfocitico, céncer de la vejiga, cancer
del rifibn o uréter, carcinoma de la pelvis renal, neoplasma
del sistema nervioso central (CNS), linfoma primario del
CNS, glioblastoma, tumores cerebrales, carcinomas
nasofaringeos, angiogénesis de tumores, tumor del eje
raquideo, glioma del tallo cerebral, adenoma de la
hipéfisis, sarcoma de Kaposi, céncer epidermoide, cancer de
células escamocsas, linfoma de células T, canceres inducidos
por el medio ambiente con inclusién de los inducidos por
asbesto, y combinaciones de dichos cénceres. La presente
descripcidén es 0til también para tratamiento de canceres

metastasicos.

De acuerdo con ello, en una realizacidén, esta descripcidn

proporciona un método de inhibicién del crecimiento de
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células tumorales en un sujeto, que comprende administrar
al sujeto wuna cantidad terapéuticamente eficaz de un
anticuerpo anti-B7-H4 o porcidén de fijacién de antigeno del
mismo. Tipicamente, el anticuerpo es un anticuerpo humano
anti-B7-H4 (tal como cualquiera de los anticuerpos humanos
anti-B7-H4 humana descritos en esta memoria).
Adicionalmente o como alternativa, el anticuerpo puede ser

un anticuerpo quimérico o humanizado anti-B7-H4.

Otros métodos de esta descripcidén se utilizan para tratar
pacientes que han estado expuestos a toxinas o patdgenos
particulares. De acuerdo con ello, otro aspecto de esta
descripcién proporciona un método de tratamiento de una
enfermedad infecciocsa en un sujeto que comprende
administrar al sujeto un anticuerpo anti-B7-H4 o porcién de
fijacién de antigeno del mismo, de tal modo que el sujeto
se trata para la enfermedad infecciosa. Preferiblemente, el
anticuerpo es un anticuerpo humano anti-B7-H4 humana (tal
como cualquiera de los anticuerpos humanos anti-B7-H4
descritos en esta memoria). Adicionalmente o© como
alternativa, el anticuerpo puede ser un anticuerpo

gquimérico o humanizado.

Andlogamente a su aplicacidn en tumores como se ha descrito
arriba, el bloqueo de B7-H4 mediado por anticuerpos puede
utilizarse solo o como adyuvante, en combinacién con
vacunas, para estimular la respuesta inmunitaria a
patégenos, toxinas y autoantigenos. Ejemplos de patdgenos

para los cuales puede ser particularmente Util este enfoque
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terapéutico, incluyen patdgenos para los cuales no existe
actualmente ninguna vacuna eficaz o patégenos para los
cuales las vacunas convencionales no son completamente
eficaces. Estas incluyen, pero sin cardcter limitante, VIH,
hepatitis (A, B y C), gripe, herpes, giardia, malaria,
leishmania, Staphylococcus aureus, 3% Pseudomonas
aeruginosa. El bloqueo de PD-1 es particularmente util
contra infecciones establecidas por agentes tales como VIH
gque presentan antigenos alterados a lo largo del curso de
las infecciones. Estos nuevos epitopes son reconocidos como
extrafios en el momento de la administracién de B7-H14 anti-
humana, provocando asi una respuesta fuerte de las células
T que no es amortiguada por seflales negativas procedentes

de B7-H4.

Algunos ejemplos de virus patdgenos causantes de
infecciones tratables por los métodos de esta descripcién
incluyen VIH, hepatitis (A, B o C), herpesvirus (v.g., VZV,
HSV-I, HAV-6, HSV-II y CMV, asi como el virus de Epstein-
Barr), adenovirus, virus de la gripe, flavivirus, ecovirus,
rinovirus, virus Coxsackie, cornovirus, virus respiratorio
sincitial, virus de las paperas, rotavirus, virus del
sarampién, virus de la rubéola, parvovirus, virus vaccinia,
virus HTLV, virus del dengue, papilomavirus, virus de
molusco, poliovirus, virus de la rabia, virus JC y virus

arboviral de la encefalitis.

Algunos ejemplos de Dbacterias patdgenas causantes de

infecciones tratables por los métodos de esta descripcién
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incluyen Dbacterias c¢lamidia, bacterias rickettsiales,
micobacterias, estafilococos, estreptococos, pneumococos,
meningocccos y gonococos, klebsiella, proteus, serratia,
pseudomonas, legionela, difteria, salmonela, bacilos,
cbdlera, tétanos, botulismo, Aantrax, peste, leptospirosis vy

enfermedad de Lyme.

Algunos ejemplos de hongos patdgenos causantes de
infecciones tratables por los métodos de esta descripcidn
incluyen Candida (albicans, kruzei, glabrata, tropicalis,
etc.), Cryptococcus neoformans, Aspergillus (fumigatus,
niger, etc.), el género' Mucorales (mucor, absidia,
rizopus), Sporothrix schenkii, Blastomyces dermatitidis,
Paracoccidioides brasiliensis, Coccidioides immitis e

Histoplasma capsulatum.

Algunos ejemplos de ©parasitos patdgenos causantes de
infecciones tratables por los métodos de esta descripcidn
incluyen Entamoeba histolytica, Balantidium coli,
Naegleriafowleri, Acanthamoeba sp., Giardia lambia,
Cryptosporidium sp., Pneumocystis carinii, Plasmodium
vivax, Babesia microti, Trypanosoma brucei, Trypanosoma
cruzi, Leishmania donovani, Toxoplasma gondi,

Nippostrongylus brasiliensis.

En la totalidad de los métodos anteriores, el bloqueo de
B7-H4 puede combinarse con otras formas de inmunoterapia
tales como tratamiento con citoquinas (v.g. interferones,

GM-CSF, G-CSF, IL-2) o terapia con anticuerpos
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biespecificos, que proporciona una presentacién mejorada de
antigenos tumorales (véase, v.g., Holliger (1993) Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 90:6444-6448; Poljak (1994) Structure
2:1121-1123).

Las reacciones autoinmunes de los anticuerpos anti-B7-H4
pueden provocar y amplificar respuestas autoinmunes. De
hecho, la induccidén de respuestas anti-tumorales utilizando
células tumorales y vacunas peptidicas revela que muchas
respuestas antitumorales implican reactividades
autoinmunitarias (despigmentacidén observada en el melanoma
Blé modificado con anti-CTLA-4 + GM-CSF en van Elsas et

al., supra; despigmentacidén en ratones vacunados con Trp-2

(Overwijk, W. et al. (1999) Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A.

96:2982-2987); prostatitis autoinmune provocada por vacunas
de células de tumor TRAMP (Hurwitz, A. (2000), supra),
vacunacién con antigeno peptidico del melanoma y vitiligo
observado en pruebas clinicas humanas (Rosenberg, SA vy
White, DE (1996) J. Immunother Emphasis Tumor Immunol
19(1): 81-4).

Por consiguiente, es posible considerar la utilizacién del
bloqueo de anti-B7-H4 en asociacién con diversas
autoproteinas con objeto de idear protocolos de vacunacidn
para generar eficientemente respuestas inmunoldgicas contra
estas autoproteinas para tratamiento de enfermedades. Por
ejemplo, la enfermedad de Alzheimer implica acumulaciédn
inadecuada de péptido AR en depdsitos de amiloide en el

cerebro; las respuestas de anticuerpos contra el amiloide
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son susceptibles de aclarar estos depésitos amiloideos

(Schenk et al., (1999) Nature 400:173-177).

Otras autoproteinas pueden utilizarse también como dianas
tales como IgE para el tratamiento de alergia y asma asi
como TNFa para la artritis reumatoide. Finalmente, pueden
inducirse respuestas de anticuerpos para diversas hormonas
por el uso del anticuerpo anti-B7-H4. Las respuestas de
anticuerpos neutralizantes para hormonas reproductoras
pueden utilizarse para anticoncepcién. Respuestas de
anticuerpos neutralizantes para hormonas y otros factores
solubles que se requieren para el crecimiento de tumores
particulares pueden considerarse también como posibles
dianas de vacunacién. Métodos anadlogos como los descritos
arriba para el wuso del anticuerpo anti-B7-H4 pueden
utilizarse para induccién de respuestas terapéuticas
autoinmunes para tratamiento de pacientes que sufran una
acumulacién inadecuada de otros autoantigenos, tales como
depdsitos de amiloide, con inclusién de AB en la enfermedad
de Alzheimer, citoquinas tales como TNFa e IgE. Pueden
utilizarse vacunas anti-anticuerpos B7-H4 para estimular
respuestas inmunes especificas de antigeno por
coadministracién de un anticuerpo anti-B7-H4 con un
antigeno de interés (v.g., una vacuna). De acuerdo con
ello, en otro aspecto esta descripcidén proporciona un
método de intensificacién de una respuesta inmunitaria para
un antigeno en un sujeto, que comprende administrar al
sujeto: (i) el antigeno; y (ii) un anticuerpo anti-B7-H4 o

porcidén de fijacién de antigeno del mismo, tal que se
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intensifica una respuesta inmunitaria para el antigeno en

el sujeto. Preferiblemente, el anticuerpo es un anticuerpo

humano anti-B7-H4 humana (tal como cualquiera de los
anticuerpos humanos anti-B7-H4 descritos en esta memoria).
Adicionalmente o como alternativa, el anticuerpo puede ser
un anticuerpo quimérico o humanizado. El antigeno puede
ser, por ejemplo, un antigeno tumoral, un antigeno viral,
un antigeno bacteriano o un antigeno procedente de un
patdégeno. Ejemplos no limitantes de tales antigenos
incluyen los expuestos en las secciones anteriores, tales
como los antigenos tumorales (o vacunas de tumores)
expuestos anteriormente o antigenos de los virus, bacterias

u otros patdgenos descritos anteriormente.

Rutas adecuadas de administracién de las composiciones de
anticuerpos (v.g., anticuerpos monoclonales humanos,
moléculas multiespecificas y biespecificas, e
inmunoconjugados) de esta descripcién in vivo e in vitro
son bien conocidas en la técnica y pueden seleccionarse por
guienes poseen una experiencia ordinaria. Por ejemplo, las
composiciones de anticuerpos pueden administrarse por
inyeccidn (v.g., intravenosa o subcutanea) . Las
dosificaciones adecuadas de las moléculas utilizadas

dependerédn de la edad y el peso del sujeto asi como de la

concentracién y/o formulacién de la composicién de

anticuerpos.

Como se ha descrito previamente, los anticuerpos humanos

anti-B7-H4 de esta descripcidén pueden coadministrarse con
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uno u otros agentes terapéuticos adicionales, v.g., un
agente «citotdxico, un agente radiotdéxico o© un agente
inmunosupresor. El anticuerpo puede estar enlazado al
agente (con un inmunocomplejo) o puede administrarse por
separado del agente. En el ultimo caso (administracién
separada), el anticuerpo puede administrarse antes, después
0 simulténeamente al agente o puede coadministrarse con
otras terapias conocidas, v.g., una terapia anticéncer,
v.g., radiacién. Tales agentes terapéuticos incluyen, entre
otros, agentes antineopldsticos tales como doxorrubicina
(adriamicina), cisplatino-bleomicina-sulfato, carmustina,
clorambucil, descarbazina y ciclofosfamida-hidroxiurea que,
en si mismos, son eficaces solamente a niveles que son
tdéxicos o subtdédxicos para un paciente. El1 cisplatino se
administra por via intravenosa como una dosis de 100 mg una
sola vez cada 4 semanas, y la adriamicina se administra por
via intravenosa como una dosis de 60-75 mg/ml una vez cada
21 dias. La coadministracién de los anticuerpos humanos
anti-B7-H4 o fragmentos de fijacién de antigeno de 1los
mismos, de la presente descripcidn con agentes
quimioterapéuticos proporciona dos agentes anticédncer que
operan por mecanismos diferentes que proporcionan un efecto
citotéxico a las células tumorales  humanas. Dicha
coadministracién puede resolver problemas debidos al
desarrollo de resistencia a los farmacos o un cambio en la
antigenicidad de las células tumorales que podria hacerlas
no reactivas con el anticuerpo. Asimismo dentro del alcance
de la presente descripcién se encuentran kits que

comprenden las composiciones de anticuerpos de esta
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descripcidén (v.g., cuerpos humanos, moléculas biespecificas
o multiespecificas o inmunoconjugados) e instrucciones para
su empleo. El1 kit puede contener ademds como minimo un
reactivo adicional o uno o mds anticuerpos humanos
adicionales de esta descripcidén (v.g., un anticuerpo humano
que tenga una actividad complementaria que se fije a un
epitope en el antigeno B7-H4 distinto del primer anticuerpo
humano). Los kits incluyen tipicamente una etiqueta que
indica el wuso propuesto de los contenidos del kit. E1
término etiqueta incluye cualquier material escrito o
registrado suministradc sobre o en el interior del kit o

que acompana de cualquier otro modo al kit.

En una realizacidn, la presente descripcidn proporciona un
método para tratar una enfermedad hiperproliferativa, que
comprende administrar un anticuerpo B7-H4 y un anticuerpo
CTLA-4 y/o PD-1 a un sujeto. En realizaciones adicionales,

el anticuerpo anti-B7-H4 se administra a una dosis

subterapéutica, el anticuerpo anti-CTLA-4 y/o PD-1 se

administra a una dosis subterapéutica, o se administran
ambos a una dosls subterapéutica. En otra realizaciédn, la
presente descripcién proporciona un método para alterar un
suceso adverso asociado con el tratamiento de una
enfermedad hiperproliferativa con un agente
inmunoestimulante, que comprende administrar un anticuerpo
anti-B7-H4 y una dosis subterapéutica de anticuerpo anti-

CTLA-4 y/o anti-PD-1 a un sujeto.

Fo_
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En ciertas realizaciones, el sujeto es humano. En ciertas
realizaciones, el anticuerpo anti-CTLA-4 es un anticuerpo
monoclonal de secuencia humana 10Dl y el anticuerpo anti-
PD-1 es un anticuerpo monoclonal de secuencia humana, tal
como 17D8, 2D3, 4H1, 5C4 y 4All. El1 anticuerpo monoclonal
de secuencia humana 10D1 ha sido aislado y caracterizado
estructuralmente, como se describe en la Patente de 1los
Estados Unidos No. 6984720. Los anticuerpos monoclonales de
secuencia humana 17D8, 2D3, 4H1, 5C4 y 4All han sido
aislados % caracterizados estructuralmente, como se

describe en la Patente Provisional U.S. No. 60/679.466.

Los anticuerpos mecnoclonales (mAbs) anti-B7-H4, anticuerpo
anti-CTLA-4 y anti-PD-1 y los anticuerpos de secuencia
humana de esta descripcién pueden producirse por una
diversidad de técnicas, que incluyen metodologia
convencicnal de anticuerpos monoclonales, v.g.,.la técnica
estédndar de hibridacién de células somaticas de Kohler vy
Milstein (1975) Nature 256:495. Puede emplearse cualquier
técnica para produccién de anticuerpos monoclonales, v.g.,
transformacidén viral u oncogénica de linfocitos B. Un
sistema animal para preparacién de hibridomas es el sistema
murino. La produccién de hibridomas en el ratén es un
procedimiento muy bien establecido. Protocolos y técnicas
de inmunizacién para ailslamiento de esplenocitos
inmunizados para fusién se conocen en la técnica.
Compuestos de fusidén asociados (v.g., células de mieloma
murino) y procedimientos de fusién son también conocidos

(véase, v.g., Harlow y Lane (1988) Antibodies, A Laboratory

<gn
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Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring
Harbor, Nueva York). La combinacién de anticuerpos es util
para intensificacién de una respuesta inmune contra una
enfermedad hiperproliferativa por bloqueo de B7-H4 y PD-1
y/o CTLA-4. En una realizacién preferida, los anticuerpos
de la presente descripcién son anticuerpos humanos. Por
ejemplo, estas moléculas pueden administrarse a células en
cultivo, in vitro o ex vivo o a sujetos humanos, v.g., iﬁ
vivo, para mejorar la inmunidad en una diversidad de
situaciones. De acuerdo con ello, en un aspecto, esta
descripcidén proporciona un método de modificacién de una
respuesta inmunitaria en un sujeto que comprende
administrar al sujeto una combinacién de anticuerpos o una
combinacién de porciones de fijacién de antigeno de los
mismos, de esta descripcidén tal que se modifica la
respuesta inmune en el sujeto. Preferiblemente, la
respuesta se intensifica, estimula o regula en sentido
creciente. En otra realizacidén, la presente descripcidn
proporciona un método de alteracién de sucesos adversos
asociados con el tratamiento de una enfermedad
hiperproliferativa con un agente terapéutico
inmunoestimulante, que comprende administrar un anticuerpo
anti-B7-H4 y una dosis subterapéutica de anticuerpos anti-

CTLA-4 o anti-PD-1 a un sujeto.

El bloqueo de B7-H4, PD-1 y CTLA-4 por anticuerpos puede
mejorar la respuesta inmunitaria a las células cancerosas
en el paciente. Céanceres cuyo crecimiento puede ser

inhibido utilizando los anticuerpos de la presente



10

15

20

25

- 234 -

descripcién incluyen cénceres tipicamente sensibles a
inmunoterapia. Ejemplos representativos de canceres para el
tratamiento con la terapia de combinacién de la presente
descripcién incluyen melanoma (v.g., melanoma metastdsico
maligno), cancer renal, cancer de préstata, cancer de colon
y céancer de pulmén. Ejemplos de otros canceres que pueden
tratarse utilizando los métodos de la presente descripcién
incluyen céncer de huesos, cancer de pancreas, cancer de
piel, cancer de cabeza o cuello, melanoma maligno cutdneo o
intraocular, cancer de utero, céncer de ovario, cancer
rectal, céancer de la regidén anal, céncer de estdmago,
céncer testicular, cancer de uUtero, carcinoma de los tubos
de Falopio, carcinoma del endometrio, carcinoma de cuello
uterino, carcinoma de la vagina, carcinoma de la vulva,
Enfermedad de Hodgkin, linfoma no-Hodgkin, céncer de
esbéfago, cancer del intestino delgado, cancer del sistema
endocrino, cancer de la glandula tiroides, cancer de la
gléndula paratiroidea, céncer de la glandula suprarrenal,
sarcoma de tejido blando, céancer de la uretra, céncer del
pene, leucemias crénicas o agudas con inclusién de leucemia
mieloide  aguda, leucemia mieloide crénica, leucemia
linfoblédstica aguda, leucemia linfocitica crénica, tumores
sélidos de la infancia, linfoma linfocitico, céncer de la
vejiga, céncer del rindén o uréter, carcinoma de la pelvis
renal, neoplasma del sistema nervioso central (CNS),
linfoma primario del CNS, angiogénesis de tumores, tumor
del eje raguideo, glioma del tallo cerebral, adenoma de la
hipéfisis, sarcoma de Kaposi, cancer epidermoide, céncer de

células escamosas, linfoma de células T, canceres inducidos
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por el medio ambiente con inclusién de los inducidos por
asbesto, y combinaciones de dichos céanceres. La presente
descripcidén es Util también para tratamiento de cénceres

metastasicos.

En ciertas realizaciones, la combinacién de anticuerpos
terapéuticos expuesta en esta memoria puede administrarse
simultaneamente como una sola composicién en un vehiculo
farmacéuticamente aceptable, o) simulténeamente como
composiciones separadas con cada anticuerpo en un vehiculo
farmacéuticamente aceptable. En otra realizaciédn, la
combinacién de anticuerpos terapéuticos puede administrarse
secuencialmente. Por ejemplo, un anticuerpo anti-B7-H4 y un
anticuerpo anti-PD-1 pueden administrarse secuencialmente,
tal como la administracién de anti-B7-H4 en primer lugar y
anti-PD-1 en segundo lugar, o la administracién de anti-PD-
1l y anti-B7-H4 en segundo lugar. Adicionalmente, si se
administra secuencialmente mds de una dosis de la terapia
de combinacién, el orden de la administracién secuencial
puede invertirse o mantenerse en el mismoc orden en cada
momento de administraciédn, pueden combinarse
administraciones secuenciales con administraciones
simultaneas o cualquier combinacién de las mismas. Por
ejemplo, la primera administracién de una combinacién de
anticuerpo anti-B7-H4 y anticuerpos anti-PD-1 puede ser
simultéanea, la segunda administracién puede ser secuencial
con anti-B7-H4 en primer lugar y anti-PD-1 en segundo
lugar, y la tercera administracidén puede ser secuencial con

anti-PD-1 en primer lugar y anti-B7-H4 en segundo lugar,.
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etc. Otro esquema de dosificacién representativo puede
implicar una primera administracién que es secuencial con
anti-PD-1 en primer lugar y anti-B7-H4 en segundo lugar vy

las administraciones subsiguientes pueden ser concurrentes.

Opcionalmente, la combinacién de anticuerpos anti-B7-H4 vy
anti-CTLA-4 y/o antiPD-1 puede combinarse ulteriormente con
un agente  inmundgeno, tal como células cancerosas,
antigenos tumorales purificados (con inclusidn de
proteinas, péptidos y moléculas de carbohidrato
recombinantes), células y células transfectadas con genes
que codifican citoquinas inmunoestimulantes (He et al
(2004) J. Immunol. 173:4919-28). Ejemplos no limitantes de
vacunas tumorales que pueden utilizarse incluyen péptidos
de antigenos de melanoma, tales como péptidos de gpl0O0,
antigenos MAGE, Trp-2, MART1 vy/o tirosinasa o células
tumorales transfectadas para expresar la citoquina GM-CSF

(expuesta con mayor detalle mas adelante).

Un blogqueo combinado de B7-H4 y PD-1 y/o CTLA-4 puedé
combinarse ulteriormente con un protocolo de vacunacién.
Muchas estrategias experimentales para vacunacién contra
tumores han sido ideadas (véase Rosenberg, S. (2000)
Development de Cancer Vaccines, ASCO Educational Book
Spring: 60-62; Logothetis, C, 2000, ASCO Educational Book
Spring: 300-302; Khayat, D. (2000) ASCO Educational Book
Spring: 414-428; Foon, K. (2000) ASCO Educational Book
Spring: 730-738; véase también Restifo y Sznol, Cancer

Vaccines, Cap. 61, pags. 3023-3043 en De Vita et al

5
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(compiladores), 1997, Cancer: Principles and Practice of
Oncology. Quinta Edicién). En una de estas estrategias, se
prepara una vacuna utilizando células tumorales autdlogas o
alogénicas. Se ha demostrado que estas vacunas celulares
alcanzan su miéxima efectividad cuando las células tumorales
se transducen para expresar GM-CSF. Se ha demostrado que
GM-CSF es un activador potente de la presentacién de
antigeno para la vacunacién de tumores (Dranoff et al.

(1993) Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 90:3539-43).

Un blogquec combinado de B7-H4 y PD-1 y/o CTLA-4 puede
combinarse también ulteriormente con tratamientos estandar
del cancer. Por ejemplo, un blogueo combinado de B7-H4 vy
PD-1 y/o CTLA-4 puede combinarse eficazmente con regimenes
quimioterapéuticos. Estos casos, como se observa con la
combinacién de los anticuerpos anti-B7-H4 y anti-CTLA-4 y/o
anti-PD-1, puede ser posible reducir la dosis de otro
reactivo quimioterapéutico administrado con una combinacién
de la presente descripcidén (Mokyr et al. (1998) Cancer
Research 58:5303-5304). La base cientifica racional que
subyace en el uso combinado del bloqueo de B7-H4 y PD-1 y/o
CTLA-4 con la quimioterapia es que la muerte celular, que
es consecuencia de la accidén citotdxica de la mayoria de
los compuestos quimioterapéuticos, deberia dar como
resultado niveles incrementados de antigeno tumoral en el
camino de presentacién de antigeno. Otras terapias de
combinacién que pueden dar como resultado sinergia con un
blogueo combinado de B7-H4 y PD-1 y/o CTLA-4 por muerte

celular incluyen radiaciédn, cirugia o privacidén de
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hormonas. Cada uno de estos protocolos crea una fuente de
antigeno tumoral en el hospedador. También  pueden
combinarse inhibidores de la angiogénesis con un bloqueo
combinado de B7-H4 y PD-1 y/o CTLA-4. La inhibicién de la
anglogénesis conduce a la muerte de las células tumorales,
lo cual puede ser también una fuente de antigeno del tumor
a alimentar en los caminos de presentacidén de antigeno del

hospedador.

Puede utilizarse también una combinacidén de anticuerpos
bloqueantes de B7-H4 y PD-1 y/o CTLA-4 en combinacién con
anticuerpos biespecificos que direccionan las células
efectoras que expresan los receptores Fca o Fcy a las
células tumorales (véanse, vVv.g., las Patentes de 1los
Estados Unidos Nums. 5922845 y 5837243). Pueden utilizarse
anticuerpos biespecificos para direccionar dos antigenos
separados. Por ejemplo, se han wutilizado anticuerpos
biespecificos de antigeno antireceptor Fc/antiantigeno
tumoral (v.g. Her-2/neu) para dirigir macrdéfagos a sitios
de tumor. Este direccionamiento  puede activar més
eficazmente las respuestas especificas de tumores. La rama
de las células T de estas respuestas podria incrementarse
por el uso de un bloqueo combinado de B7-H4 y PD-1 y/o
CTLA-4. Como alternativa, puede suministrarse directamente
el antigeno a DCs por el uso de anticuerpos biespecificoé
que se fijan al antigeno tumoral y un indicador de 1la
superficie celular especifico de células dendriticas. En
otro ejemplo, puede utilizarse una combinacién de

anticuerpos anti-PD-1 y anti-CTLA-4 en asociacidén con
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anticuerpos antineoplésticos, tales como Riruxan®
(rituximab), Herceptin® (tratuzumab), Bexxar®
(tositumomab), Zevalin® - {(ibritumomab), Campath®
(alemtuzumab), Lynphocide® (eprtuzumab), Avastin®

(bevacizumab) y Tarceva® (erlotinib), y andlogos. A modo de
ejemplo y sin pretender quedar ligados por la teoria, el
tratamiento con un anticuerpo anticdncer o un anticuerpo
anticancer conjugado a una toxina puede conducir a la
muerte de las células del cancer (v.g., las células
tumorales) lo que podria potenciar una respuesta
inmunitaria mediada por B7-H4, CTLA-4 o PD-1. En una
realizacién ilustrativa, un tratamiento de una enfermedad
hiperproliferativa (v.g., un tumor canceroso) puede incluir
un anticuerpo anticancer en combinacién con anticuerpos
anti-B7-H4 y anti-PD-1 y/o anti-CTLA-4, concurrente o
secuencialmente o cualquier combinacién de los mismos, 1o
cual podria potenciar una respuesta inmune antitumoral por
el hospedador. Los tumores eluden la vigilancia inmunitaria
del hospedador por una gran diversidad de mecanismos.
Muchos de estos mecanismos pueden ser contrarrestados por
la desactivacién de proteinas, que son expresadas por los
tumores y que son inmunosupresoras. Estas incluyen, entre
otras, TGF-B (Kehrl, J. et al. (1986) J Exp. Med. 163:
1037-1050), I1L-10 (Howard, M. & O'Garra, A. (1992)
Immunology Today 13: 198-200) y ligando Fas (Hahne, M. et
al. (1996) Science 274: 1363-1365). En otro ejemplo,
anticuerpos para cada una de estas entidades pueden
combinarse ulteriormente con una combinacién anti-B7-H4 vy

anti-PD-1 y/o anti-CTLA-4 para contrarrestar los efectos de
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los agentes inmunosupresores y favorecer las respuestas

inmunitarias antitumorales por el hospedador.

Otros anticuerpos que pueden utilizarse para activar la
sensibilidad inmunitaria del hospedador pueden utilizarse
ulteriormente en combinacién con una combinacién anti-B7-H4
y anti-PD-1 y/o anti-CTLA-4. Estas incluyen moléculas en la
superficie de células dendriticas que activan la funcién de
DC y la presentacién de antigeno. Los anticuerpos anti-CD40
son capaces de sustituir eficazmente la actividad adyuvante
de las células T (Ridge, J. et al. (1998) Nature 393:474-
478) y se ha demostrado que son eficaces en asociacién con

anti-CTLA-4 (Ito, N. et al. (2000) Inmunobiology 201(5)

527-40). La activacidén de anticuerpos para moléculas
coestimulantes de. 1las células T, tales como 0X-40
(Weinberg, A. et al. (2000) Immunol 164: 2160-2169), 4-1BB
(Melero, I. et al. (1997) Nature Medicine 3: 682-685
(1997), PD-1 (del Rio et al. (2005) Eur J Immunol. 35:3545-
60) e ICOS (Hutloff, A. et al. (1999) Nature 397: 262-266)
puede proporcionar también niveles incrementados de

activacién de las células T.

El trasplante de médula &ésea estd siendo wutilizado
actualmente para tratar una diversidad de tumores de origen
hematopoyético. Si bien la enfermedad de rechazo inverso es
una consecuenclia de este tratamiento, puede obtenerse
beneficio terapéutico de las réspuestas del injerto frente

al tumor. Puede utilizarse un bloqueo combinado de B7-H4 vy
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PD-1 y/o CTLA-4 para aumentar la eficacia de las células T

especificas de tumores injertadas del donante.

Existen también varios protocolos de tratamiento
experimentales que implican activacién y expansién ex vivo
de células T especificas del antigeno vy transferencia
adoptiva de estas <células a los destinatarios para
identificar células T especificas de antigeno contra el
tumor (Greenberg, R. & Riddell, (1999) Science 285:546-51).
Estos métodos pueden utilizarse también para activar las
respuestas de las células T a agentes infecciosos tales
como CMV. Puede esperarse que la activacidén ex vivo en
presencia de anticuerpos anti-B7-H4 y anti-PD-1 y/o anti-
CTLA-4 aumente la frecuencia y actividad de las células T

transferidas adoptivamente.

Como se indica en esta memoria, los dérganos pueden exhibir
sucesos adversos relacionados con la inmunidad después de
terapia con anticuerpos terapéuticos inmunoestimuladores,
tales como el tracto GI (diarrea y colitis) y 1la piel
(erupcidén y pruritis) después de tratamiento con anticuerpo
anti-CTLA-4. Por ejemplo, se han observado sucesos adversos
relacionados con la inmunidad gastrointestinal no
concerniente al colon en el esdfago (esofagitis), duodeno
(duodenitis) e ileon (ileitis) después de tratamiento con

anticuerpo anti-CTLA-4.

En ciertas realizaciones, la presente descripcidn

proporciona un método para alterar un suceso adverso

o
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asociado con el tratamiento de una enfermedad
hiperproliferativa con un agente inmunoestimulante, que
comprende administrar un anticuerpo anti-B7-H4 y una dosis
subterapéutica de anticuerpo anti~CTLA-4 a un sujeto. Por
ejemplo, los métodos de la presente descripcidn
proporcionan un método para reducir 1la incidencia de
colitis o diarrea inducida por anticuerpos terapéuticos
inmunoestimulantes por administracién de un esteroide no
absorbible al paciente. Debido a que cualquier paciente que
recibe un anticuerpo terapéutico inmunoestimulante corre el
riesgo de desarrollar colitis o diarrea inducida por dicho
anticuerpo, esta poblacién entera de pacientes es adecuada
para terapia de acuerdo con los méfodos de la presente
descripcidén. Aungue se han administrado esteroides para
tratar 1la enfermedad intestinal inflamatoria (IBD) 3%
prevenir las exacerbaciones de la IBD, no se han utilizado
los mismos para prevenir (reducir la incidencia de) la IBD
en pacientes que no han sido diagnosticados de IBD. Los
efectos secundarios importantes asociados con esteroides,
incluso esteroides no absorbibles, han hecho desistir de su

uso profildctico.

En reacciones adicionales, una combinacién de bloqueo de
B7-H4 y PD-1 y/o CTLA-4 (es decir, anticuerpos terapéuticos
inmunoestimulantes anti-B7-H4 y anti-PD-1 y/o anti-CTLA-4)
puede combinarse adicionalmente con el uso de cualquier
esteroide no absorbible. Como se utiliza en esta memoria,
un "esteroide no absorbible" es un glucocorticoide que

exhibe metabolismo extenso de primer paso de tal manera
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que, después del metabolismo en el higado, la
biodisponibilidad del esteroide es baja, es decir, menor
que aproximadamente 20%. En wuna realizacién de esta
descripcién, el esteroide no absorbible es budesonida. La
budesonida es un glucocorticosteroide de accién local, que
se metaboliza extensamente, en primer lugar en el higado,
después de la administracién oral. ENTOCORT EC® (Astra-
Zeneca) es una formulacién oral de budesonida dependiente
del pH y del tiempo desarrollada para optimizar el
suministro de farmacos al ileon y a lo largo del colon.
ENTOCORT EC® estd aprobado en los Estados Unidos para el
tratamiento de la enfermedad de Crohn leve a moderada que
implica el ileon y/o el colon ascendente. La dosis oral
usual de ENTOCORT EC® para el tratamiento de la enfermedad
de Crohn es 6 a 9 mg/dia. ENTOCORT EC® se libera en los
intestinos antes de ser absorbido y retenido en la mucosa
intestinal. Una vez que pasa a través del tejido diana de
la mucosa intestinal, ENTOCORT EC® es metabolizado
extensamente por el sistema del citocromo P450 en el higado
para dar metabolitos con actividad glucocorticoide
insignificante. Por esta razdén, la biodisponibilidad es
baja (aproximadamente 10%). La baja biodisponibilidad de
budesonida da como resultado una relacidén terapéutica
mejorada en comparacidén con otros glucocorticoides con
metabolismo de primer paso menos extenso. La budesonida da
como resultado menos efectos adversos, con inclusién de
mencs supresidén hipotaldmico-hipofisaria, que los
corticosteroides de accidén sistémica. Sin embargo, la

administracién crénica de ENTOCORT EC® puede dar como
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resultado efectos glucocorticoides sistémicos tales como
hipercorticismo y supresién adrenal. Véase PDR 58.°%,

edicidén 2004; 608-610.

En otras realizaciones adicionales, una combinacién de
blogueo de B7-H4 y PD-1 y/o CTLA-4 (es decir, anticuerpos
terapéuticos inmunoestimulantes anti-B7-H4 y anti-PD-1 y/o
anti-CTLA-4) en asociacidédn con un esteroide no absorbible
puede combinarse ulteriormente con un salicilato. Los
salicilatos incluyen agentes 5-ASA talés como, por ejemplo:
sulfasalazina (AZULFIDINE®, Pharmacia & UpJohn); olsalazina
(DIPENTUM®, Pharmacia & UpJdohn); balsalazida (COLAZAL®,
Salix Pharmaceuticals, Inc.); y mesalamina (ASACOL®,
Procter & Gamble Pharmaceuticals; PENTASA®, Shire US;
CANASA®, Axcan Scandi-pharm, Inc.; ROWASA®, Solvay). De
acuerdo con 1los métodos de la presente descripcién, un
salicilato administrado en combinacidén - con anticuerpos
anti-B7-H4 y anti-PD-1 y/o anti-CTLA-4 y un esteroide no
absorbible puede incluir cualquier administracidén
superpuesta o secuencial del salicilato y el esteroide no
absorbible para el propdésito de reducir la incidencia de
colitis inducida por 1los anticuerpos inmunocestimulantes.
Asi, por ejemplo, métodos para reducir la incidencia de
colitis inducida por los anticuerpos inmunoestimulantes de
acuerdo con la presente descripciédn abarcan la
administracién de un salicilato y un esteroide no
absorbible simultanea o) secuencialmente (v.g., se
administra un salicilato 6 horas después de un esteroide no

absorbible) o cualquier combinacién de los mismos.
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Adicionalmente, de acuerdo con la presente descripciédn,
pueden administrarse un salicilato y un esteroide no
absorbible por la misma ruta (v.g., se administran ambos
por via oral) o por rutas diferentes (v.g., se administra
un salicilato por via oral y se administra un esteroide no
absorbible por via rectal), que pueden diferir de la o las
rutas utilizadas para administrar los anticuerpos anti-B7-

H4, anti-PD-1 y/o anti-CTLA-4.

Las composiciones (v.g., anticuerpos humanos, moléculas
multiespecificas y biespecificas e inmunoconjugados) de
esta descripcién que tienen sitios de fijacidén de
complemento, tales como porciones de IgGl, -2 o -3 o IgM
que fijan el complemento, pueden utilizarse también en
presencia del complemento. En una realizacidn, el
tratamiento ex vivo de wuna poblacidén de células que
comprende células diana con un agente de fijacidén de esta
descripcidn Y células efectoras apropiadas puede
suplementarse por la adicidén de complemento o suero qgue
contiene complemento. La fagocitosis de las células diana
recubiertas con un agente de fijacién de esta descripcidn
puede mejorarse por fijacidén de proteinas del complemento.
En otra realizacién, células diana recubiertas con las
composiciones (v.g., anticuerpos humanos, moléculas

multiespecificas y biespecificas) de esta descripciédn

pueden ser lisadas también por el complemento. En otra

realizacidén adicional, las composiciones de esta

descripcidén no activan el complemento.

JR
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Las composiciones (v.g., anticuerpos humanos, moléculas

multiespecificas y biespecificas e inmunoconjugados) de
esta descripcidén pueden administrarse también junto con el
complemento. De acuerdo con ello, dentro del alcance de
esta descripcidén se encuentran composiciones que comprenden
anticuerpos humanos, moléculas multiespecificas o
biespecificas y suero o complemento. Estas composiciones
son ventajosas en el sentido de que el complemento estd
localizado en ©proximidad estrecha a los anticuerpos
humanos, moléculas multiespecificas o biespecificas. Como
alternativa, los anticuerpos humanos, moléculas
multiespecificas o biespecificas de esta descripcidén y el
complemento o suero pueden administrarse por separado. De
acuerdo con ello, los pacientes tratos con composiciones de
anticuerpos de esta descripcién pueden ser administrados
adicionalmente (antes de, simultédneamente con o después de
la administracién de un anticuerpo humano de esta
descripcidén) con otro agente terapéutico, tal como un
agente citotdxico o radiotdxico, que mejora o aumenta el

efecto terapéutico de los anticuerpos humanos.

En otras realizaciones, el sujeto puede tratarse

adicionalmente con un agente que modula, v.g., intensifica

o inhibe, la expresidén o actividad de Fcy o receptores de
Fcy, por ejemplo por tratamiento de un sujeto con una
citoquina. Citoquinas preferidas para administracién
durante el tratamiento con la molécula multiespecifica

incluyen el factor estimulante de colonias de granulocitos

(G-CSF), el factor estimulante de colonias granulocitos-
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macréfagos (GM-CSF), interferén vy (IFN-y) vy factor de

necrosis tumoral (TNF).

Las composiciones (v.g., anticuerpos humanos, moléculas
multiespecificas y biespecificas) de esta descripcién
pueden utilizarse también para direccionar células que
expresan FcyR o B7-H4, por ejemplo para marcar tales
células. Para dicho wuso, el agente de fijacidén puede
enlazarse a una molécula que pueda ser detectada. Asi, esta
descripcidn proporciona métodos para localizar ex vivo o in
vitro células que expresan receptores Fc, tales como FcyR o
B7-H4. El marcador detectable puede ser, v.g., un
radioisdétopo, un compuesto fluorescente, una enzima o un

cofactor enziméatico.

En una realizacién particular, esta descripcidn proporciona
métodos para detectar la presencia de antigeno B7-H4 en una
muestra o medir la cantidad de antigeno B7-H4, que
comprende poner en contacto la muestra y una muestra de
control, con un anticuerpo humano monoclonal o una porciédn
de fijacién de antigeno del mismo, que se fija
especificamente a B7-H4, en condiciones que permiten la
formacidén de un complejo entre el anticuerpo o porcidén del
mismo y B7-H4. La formacidén de un complejo se detecta
luego, siendo una diferencia de formacién de complejo entre
la muestra comparada con la muestra de contrcl indicativa

de la presencia de antigeno B7-H4 en la muestra.
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En otras realizaciones, esta descripcidén proporciona
métodos para tratar un trastorno mediado por B7-H4 en un

sujeto.

En otra realizacidén adicional, pueden utilizarse los
conjugados anticuerpo-molécula asociada de esta descripcién
para direccionar compuestos (v.g., agentes terapéuticos,
marcadores, citotoxinas, inmunosupresores de radiotoxinas,’
etc.) a células que tienen receptores de la superficie
celular de B7-H4 por enlace de tales compuestos con el
anticuerpo. Por ejemplo, un anticuerpo anti-B7-H4 puede
conjugarse a UPTS5 como se describe en las Solicitudes de
Patente de los Estados Unidos Nums. 10/160.972, 10/161.233,
10/161.234, 11/134.826, 11/134.685 y la Solicitud de
Patente de los Estados Unidos Provisional Num. 60/720.499
y/o cualquiera de los compuestos toxina descritos en las
Patentes de los Estados Unidos Nums. 6281354 y 6548530, las
Publicaciones de Patente Nuams. 20030050331, 20030064984,
20030073852 y 20040087497 o los publicados en WO 03/022806,
que se 1incorporan en esta memoria por referencia en sus
totalidades. Asi pues, esta descripcidn proporciona también
métodos para localizar ex vivo o in vivo células que
expresen B7-H4 (v.g., con un marcador detectable, tal como
un radioisdtopo, un compuesto fluorescente, una enzima o un
cofactor enzimatico). Como alternativa, 1los conjugados
anticuerpo-molécula asociada puede utilizarse para destruir
células que tienen receptores en la superficie celular de
B7-H4 por direccionamiento de citotoxinas o radiotoxinas a

B7-H4.

C\D
X
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La presente descripcidén se ilustra adicionalmente por los
ejemplos gque siguen, que no deben interpretarse como
limitantes. Los contenidos de todas 1las figuras y las
referencias, patentes y solicitudes de patente publicadas
citades a lo largo de esta solicitud se incorporan

expresamente en este documento por referencia.

EJEMPLOS

EJEMPLO 1

Generacidn de Anticuerpos Monoclonales Humanos Contra OSE
Este ejemplo describe la generacién de anticuerpos
monoclonales humanos que se fijan especificamente a OSE

humano (conocidos también como B7H4, B7S1 y B7x)

Antigeno
Se transfectaron células CHO y HEK-293 con O8E utilizando
métodos estédndar recombinantes de transfeccién y se

utilizaron como antigeno para inmunizacidén. Adicionalmente,

se utilizdé también OB8E recombinante sola como antigeno para

inmunizacién.

Ratén HuMADb® y Ratén KM® Transgénicos

Se prepararon anticuerpos monoclonales totalmente humanos

para O8E utilizando las variedades HCo7 y HCol2 del ratédn

transgénico HuMAb® vy la variedad KM® de ratones

transgénicos transcromosdmicos, cada uno de los cuales

expresa genes de anticuerpos humancs. En cada una de estas
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variedades de ratén, se ha desorganizado homocigéticamente
el gen de la cadena ligera kappa endbgena de ratédn como se
describe en Chen et al. (1993) EMBO J. 12:811-820 y se ha
alterado homocigéticamente el gen de la cadena pesada
enddgena de ratén como se describe en el Ejemplo 1 de la
Publicacién PCT WO 01/09187. Cada una de estas variedades
de ratdén lleva un transgén de cadena ligera kappa humana,
KCo5, como se describe en Fishwild et al., (1996) Nature
Biotechnology 14:845-851. La variedad HCo7 1lleva el
transgén de la cadena pesada humana HCo7 como se describe
en las Patentes de 1los Estados Unidos Nums. 5545806;
5625825; y 5545807. La variedad HCol2 lleva el transgén de
la cadena pesada humana HCol2 como se describe en el
Ejemplo 2 de la publicacién PCT WO01/09187. La variedad de
ratén KM® contiene el transcromosoma SC20 como se describe

en la publicacidén PCT WO 02/43478.

Inmunizaciones con HuMAb y KM:

Para generar anticuerpos monoclonales totalmente humanos
para O8E, se inmunizaron ratones HuMAb Mouse® y KM Mouse®
con células CHO-0O8E transfectadas, células HEK 293-08E
transfectadas y/o proteina purificada O8E recombinante. Los
esquemas de inmunizacidén generales para HuMAb Mouse® se
describen en Lonberg, N. et al. (1994) Nature
368(6474):856-859; Fishwild, D. et al. (1996) Nature
Biotechnology 14:845-851 y la publicacién PCT WO 98/24884.
Los ratones tenian 6-16 semanas de edad en el momento de la

primera infusidén de antigeno. Se utilizdé una preparacién
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recombinante purificada (5-50 pg) de la proteina O8E para

inmunizar los ratones HuMAb® y los ratones KM®.

Se inmunizaron dos veces los ratones transgénicos con
antigeno en adyuvante completo de Freund por via
intraperitoneal (IP) © subcuténea (Sc), seguido por
inmunizacién durante 3-21 dias por via IP o SC (hasta un
total de 11 inmunizaciones) con el antigeno en adyuvante
incompleto de Freund. La respuesta inmunitaria se
monitorizd por sangrias retroorbitales. E1l plasma se cribd
por ELISA (como se describe mas adelante) y se utilizaron
para las fusiones <ratones con titulos suficientes de
inmunoglobulina humana anti-O8E. Los ratones se reforzaron
por via intravenosa con antigeno 3 y 2 dias antes del
sacrificio y la extirpacién del bazo. Tipicamente, se
realizaron 10-35 fusiones para cada antigeno.

Se inmunizaron varias docenas de ratones para cada

antigeno.

Seleccidén de Ratones HuMAb® o ratones KM® productores de

anticuerpos anti-~O8E:

Para seleccionar ratones HuMAb™ o ratones KM™ productores

de anticuerpos que fijaban O8E, 1los sueros de ratones
inmunizados por ELISA se testaron comc ha sido descrito por
Fishwild, D. et al. (1996) (supra). Resumidamente, se
revistieron placas de microtitulacién con O8E recombinante
purificada a 1-2 ug/ml en PBS, se incubaron pocillos de 50
ml a 4°C durante una noche y se blogquearon luegc con 200

pl/pocillo de suero de pollo al 5% en PBS/Tween (0,05%). Se

[V
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afiadieron diluciones de plasma procedente de ratones
inmunizados con O8E a cada pocillo y se incubaron durante
1-2 horas a la temperatura ambiente. Las placas se lavaron
con PBS/Tween y se incubaron luego con un anticuerpo
policlonal de cabra anti-IgG Fc humana conjugado con
peroxidasa de rdbano picante (HRP) durante una hora a la
temperatura ambiente. Después del lavado, se revelaron las
placas con sustrato ABTS (Sigma, A-1888, 0,22 mg/ml) y se
analizaron por espectrofotometria a D0415-495. Los ratones
que desarrollaron los titulos méximos de anticuerpos anti-
O8E se utilizaron para fusiones. Las fusiones se realizaron
como se describe més adelante y los sobrenadantes de
hibridoma se testaron respecto a actividad anti-O8E por

ELISA y FACS.

Generacién de Hibridomas Productores de Anticuerpos

Monoclonales Humanos para O8E:

Los esplenocitos de ratdn, aislados de los ratones HuMab™ vy
ratones KM™, se fusionaron con PEG a una linea de células
de mieloma de ratén utilizando PEG basdndose en protocolos
estidndar. Los hibridomas resultantes se cribaron luego en
cuanto a la produccién de anticuerpos especificos de
antigeno. Se fusionaron suspensiones de células simples de
linfocitos esplénicos procedentes de ratones inmunizados
con un numero 4 veces menor de células de mieloma de ratédn
SP2/0 no secretantes (ATCC, CRL 1581) con PEG al 50%
(Sigma) . Las células se extendieron en placas a
aproximadamente 1x10° células/pocillo en placas de

microtitulacidén con fondo plano, seguido por una incubaciédn

">
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durante aproximadamente 2 semanas en medio selectivo que
contenia 10% de suero bovino fetal (Hyclone, Logan, UT),
10% de medio acondicionado P388DI (ATCC, CRL TIB-63), 3-5%
Origén (IGEN) en DMEM (Mediatech, CRL 10013, con L-

glutamina y piruvato de sodio rico en glucosa) mas HEPES 5

mM, 2-mercaptoetanol 0,055 mM, 50 mg/ml de gentamicina y
1xHAT (Sigma, CRL P-7185). Después de una a dos semanas, se
cultivaron las células en un medio en el cual se habia
reemplazado HAT con HT. Se cribaron luego los pocillos
individuales por ELISA Y FACS (descrito arriba) respecto a
anticuerpos IgG monoclonales humanos anti-O8E. Los clones
positivos se cribaron 1luego respectoc a anticuerpos
positivos para OB8E en proteina O8E recombinante por ELISA o
en células que expresaban 08E, por ejemplo células CHO-O8E
transfectadas, por FACS. Resumidamente, las células que
expresaban O8E se recogieron poco antes de los matraces de
cultivo de tejidos y se prepard una suspensién de células
simples. Las suspensiones de células que expresaban O8E se
tifieron inmediatamente con anticuerpo primario o después de
fijacién con 1% de paraformaldehido en PBS. Se
resuspendieron aproximadamente 1 millén de células en PBS
que contenia 0,5% de BSA y 50-200 ug/ml de anticuerpo
primario, y se incubaron en hielo durante 30 minutos. Las
células se lavaron dos veces con PBS que contenia 0,1% de
BSA, 0,01% de NaNj;, se resuspendieron en 100 pl de IgG de
cabra antihumana conjugada con FITC y diluida en relacién

1:100 (Jackson ImmunoResearch, West Grove, PA) y se

incubaron en hielo durante 30 minutos mds. Las células se

lavaron de nuevo dos veces, se resuspendieron en 0,5 ml de

A
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tampén de lavado y se analizaron en cuanto a tincién
fluorescente en un citémetro FACSCalibur (Becton-Dickinson,

San Jose, CA).

Una vez gque se produjo un crecimiento extenso del
hibridoma, se monitorizdé el medio usualmente al cabo de 10-
14 dias. Se reextendieron nuevamente en placas los
hibridomas que secretaban anticuerpos, se cribaron de nuevo
Y, en caso de ser todavia positivos respecto a IgG humana,
se subclonaron los anticuerpos monoclonales anti-08E al
menos dos veces por dilucién limitante. Los clones estables
se cultivaron luego in vitro para generar pequefias
cantidades de anticuerpo en medio de cultivo de tejidos

para caracterizacidédn ulterior.

Los clones de hibridoma 1Gl11, 2A7, 2F9, 12E1 y 13D12 se

seleccionaron para anédlisis ulterior.

EJEMPLO 2

Caracterizacidén Estructural de los Anticuerpos Monoclonales
Humanos 1G11, 2A7, 2F9, 12El1 y 13D12

Este ejemplo describe el andlisis de las secuencias de
cinco (5) anticuerpos monoclonales humanos que se fijan

especificamente a OS8E.

Las secuencias de c¢cDNA que codificaban 1las regiones
variables de las cadenas pesada y ligera de los anticuerpos
monoclonales 1G11, 2A7, 2F9, 12E1 y 13D12 se obtuvieron de
los hibridomas 1G11, 2A7, 2F9, 12E1 y 13p12,

L6
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respectivamente, utilizando técnicas PCR estandar y se
secuenciaron utilizando técnicas estandar de secuenciacién

de DNA.

Las secuencias de nucledtidos y aminocédcidos de la regién
variable de la cadena pesada de 1Gll se muestran en la

Figura 1A y en SEQ ID NOs: 41 y 1, respectivamente.

Las secuencias de nucledtidos y aminoadcidos de la regidén
variable de la cadena ligera de 1Gll se muestran en la

Figura 1B y en SEQ ID NOs: 46 y 6, respectivamente.

La comparacién de la secuencia de inmunoglobulina de cadena
pesada 1Gll con las secuencias de la cadena pesada de
inmunoglobulina de la 1linea germinal humana conocidas
demostré que la cadena pesada 1Gll utiliza un segmento VH
de la linea germinal humana VH 4-34. La alineacién de 1la
secuencia VH de 1Gll con la secuencia de la linea germinal
4-34 de VH se muestra en la Figura 6. El andlisis ulterior
de la secuencia VH de 1G11 utilizando el sistema Kabat de
determinacién de regiones CDR condujo a la delineacién de
las regiones de cadena pesada CDR1, CDR2 y CD3 como se
muestra en las Figuras 1A y 6 y en SEQ ID NOs: 11, 16 y 21,

respectivamente.

La comparacién de la secuencia de inmunoglobulina de cadena
ligera de 1Gll respecto a las secuencias de cadena ligera
de inmunoglobulina de la linea germinal humana conocidas

demostré que la cadena ligera 1G11l utiliza un segmento Vi
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de la linea germinal humana VK A27. La alineacién de la
secuencia Vy de 1Gll con la secuencia de la linea germinal

VK A27 se muestra en. la Figura 9. El analisis ulterior de

‘la secuencia Vy de 1Gl11l utilizando el sistema Kabat de

determinacidén de regiones CDR condujo a la delineacién de
las regiones de cadena ligera CDR1, CDR2 y CD3 como se
muestra en las Figuras 1B y 9 y en SEQ ID NOs: 26, 31 y 36,

respectivamente.

Las secuencias de nucledtidos y aminodcidos de la regién
variable de la cadena pesada de 2A7 se muestran en la

Figura 2A y en SEQ ID NOs: 42 y 2, respectivamente.

Las secuencias de nucledtidos y aminodcidos de la regién
variable de la cadena ligera de 2A7 se muestran en la

Figura 2B y en SEQ ID NOs: 47 y 7, respectivamente.

La comparacién de la secuencia de inmunoglobulina de la
cadena pesada de 2A7 con las secuencias de cadena pesada de
inmunoglobulina de la linea germinal humana conocidas
demostrd que la cadena pesada de 2A7 utiliza un segmento VH
de la linea germinal humana VH 3-53 y un segmento JH de la
linea germinal humana JH6éb. La alineacién de la secuencia
2A7 VH con la secuencia VH 3-53 de la linea germinal se
muestra en la Figura 7. El andlisis ulterior de la
secuencia VH de 2A7 utilizando el sistema Kabat de
determinacién de regiones CDR condujo a la delineacidén de

las regiones de la cadena pesada CDR1, CDR2 y CD3 como se
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muestra en las Fiquras 2A y 7 y en SEQ ID Nums. 12, 17 vy

22, respectivamente.

La comparacién de la secuencia de inmunoglobulina de la
cadena ligera de 2A7 con las secuencias de cadena ligera de
inmunoglobulina de la linea germinal humana conocidas
demostrd que la cadena ligera de 2A7 utiliza un segmento Vi
de la linea germinal humana VK A27. La alineacién de 1la
secuencia 2A7 VH con la secuencia VK A27 de la linea
germinal se muestra en la Figura 9. El andlisis ulterior de
la secuencia V; de 2A7 wutilizando el sistema Kabat de
determinacién de regiones CDR condujo a la delineacién de
las regiones de la cadena ligera CDR1l, CDR2 y CD3 como se
muestra en las Figuras 2B y 9 y en SEQ ID Nuams. 27, 32 y

37, respectivamente.

Las secuencias de nucledtidos y aminodcidos de la regidn
variable de la cadena pesada de 2F9 se muestran en Figura

3A y en SEQ ID NOs: 43 y 3, respectivamente.

Las secuencias de nucleétidos y aminodcidos de la regidn
variable de la cadena ligera de 2F9 se muestran en Figura

3B y en SEQ ID NOs: 48 y 8, respectivamente.

La comparacidén de la secuencia de inmunoglobulina de la
cadena pesada de 2F9 con las secuencias de la cadena pesada
de inmunoglobulina de la linea germinal humana conocida
demostrd que la cadena pesada 2F9 utiliza un segmento VH

procedente de 1la 1linea germinal humana VH 3-53 vy un
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segmento JH procedente de la linea germinal humana JH6b. La
alineacién de la secuencia 2F9 de VH con la secuencia de la
linea germinal VH 3-53 se muestra en la Figura 7. E1
andlisis ulterior de 1la secuencia 2F9 VH utilizando el
sistema Kabat de determinacién de regiones CDR condujo a la
delineacién de las regiones de cadena pesada CDR1, CDR2 vy
CD3 como se muestra en las Figuras 3A y 7 y en SEQ ID NOs:

13, 18 y 23, respectivamente.

La comparacién de la secuencia de inmunoglobulina de la
cadena ligera de 2F9 con las secuencias de cadena ligera de
inmunoglobulina de la linéa germinal humana conocidas
demostrd que la cadena ligera 2F9 utiliza un segmento Vi de
la linea germinal humana VK A27. La alineacién de la
secuencia de 2F9 V, con la secuencia de la linea germinal
VK A27 se muestra en la Figura 9. El andlisis ulterior de
la secuencia V; de 2F9 utilizando el sistema Kabat de
determinacién de las regiones CDR condujo a la delineacién
de las regiones de cadena ligera CDR1, CDR2 y CD3 como se
muestra en las Figuras 3B y 9 vy én SEQ ID NOs: 28, 33 y 38,

respectivamente.

Las secuencias de nucledtidos y aminodcidos de la regidén
variable de la cadena pesada de 12E1 se muestran en la

Figura 4A y en SEQ ID NOs: 44 y 4, respectivamente.

Las secuencias de nucledtidos y aminocacidos de la regidn
variable de la cadena ligera de 12E1 se muestran en la

Figura 4B y en SEQ ID NOs: 49 y 9, respectivamente.
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La comparacién de la secuencia de inmunoglobulina de la

cadena pesada 12El1 con las secuencias de la cadena pesada
de inmunoglobulina de la linea germinal humana conocidas
demostrd que la cadena pesada 12E1 utiliza un segmento VH
de la linea germinal humana VH 3-9, un segmento D de 1la
linea germinal humana 3-10 y un segmento JH de la linea
germinal humana JH 6B. La alineacién de la secuencia VH de
12E1 con la secuencia de la linea germinal VH3-9 se muestra
en la Figura 8. El andlisis ulterior de la secuencia 12El
VH wutilizando el sistema Kabat de determinacién de las
regiones CDR condujo a la delineacién de las regiones de la

cadena pesada CDR1, CDR2 y CD3 regiones como se muestra en

las Figuras 3A y 8 y en SEQ ID NOs: 14, 19 y 24,

respectivamente.

La comparacién de la secuencia de inmunoglobulina de la
cadena ligera 12E1 con las secuencias conocidas de la
cadena ligera de inmunoglobulina de 1la linea germinal
humana demostré que la cadena ligera 12E1 wutiliza un
segmento de V, de la linea gderminal humana VK L6 y un
segmento JK a partir de la linea germinal humana JK-1. La
alineacidén de la secuencia 12El1 Vy; con la secuencia VK L6
de la 1linea germinal se muestra en la Figura 10. E1
andlisis ulterior de la secuencia 12E1 V., utilizando el
sistema Kabat de determinacién de las regiones CDR condujo
a la delineacién de las regiones de cadena ligera CDRI,
CDRZ y CD3 como se muestra en las Figuras 3B y 10 y en SEQ

ID NOs: 29, 34 y 39, respectivamente.
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Las secuencias de nucledétidos y aminodcidos de la regién
variable de la cadena pesada de 13D12 se muestran en la

Figura 5A y en SEQ ID NOs: 45 y 5, respectivamente.

Las secuencias de nucledtidos y aminodcidos de la regién
variable de la cadena ligera de 13D12 se muestran en la

Figura 5B y en SEQ ID NOs: 50 y 10, respectivamente.

La comparacién de la secuencia de inmunoglobulina de 1la
cadena pesada de 13D12 con las secuencias de cadena pesada
de inmunoglobulina de la linea germinal humana conocidas
demostrd que la cadena pesada de 13D12 utiliza un segmento
VH procedente de la linea germinal humana VH 4-34. La
alineacidén de la secuencia 13D12 VH con la secuencia de la
linea germinal VH 4-34 se muestra en la Figura 6. El
anédlisis ulterior de la secuencia 13D12 VH utilizando el
sistema Kabat de determinacién de las regiones CDR condujo
a la delineacién de las regiones de cadena pesada CDRI,
CDR2 y CD3 como se muestra en las Figuras 5A y 6 y en SEQ
ID NOs: 15, 20 y 25, respectivamente.

La comparacién de la secuencia de inmunoglobulina de 1la

cadena ligera de 13D12 con las secuencias de cadena ligera
de inmunoglobulina de la linea germinal humana conocidas
demostré que la cadena ligera de 13D12 utiliza un segmento
Vy de la linea germinal humana VK A27. La alineacién de la
secuencia 13D12 Vy, con la secuencia de la linea germinal VK

A27 se muestra en la Figura 9. El andlisis ulterior de la
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secuencia 13D12 V, utilizando el sistema Kabat de
determinacién de las regiones CDR condujo a la delineacién
de las regiones de cadena ligera CDR1, CDR2 y CD3 como se
muestra en las Figuras 5B y 9 y en SEQ ID NOs: 30, 35 y 40,

respectivamente.

EJEMPLO 3

Caracterizacidén de la Especificidad de Fijacién de los
Anticuerpos Monoclonales Humanos anti-O8E

Este ejemplo describe una comparacién de anticuerpos anti-
OBE en cuanto a la fijacién a O8E inmunopurificada
realizada por ELISA estandar para examinar la especificidad

de fijacidén para OS8E.

Se recubridé O8E recombinante marcada con His y marcada con
myc en una placa durante una noche y se testd luego
respecto a fijacién contra los anticuerpos monoclonales
humanos anti-O8E 2A7, 12E1 y 13D12. Se realizaron
procedimientos ELISA esté&ndar. Los anticuerpos monoclonales
humanos anti-O8E se afiadieron a una concentracién de 1
ug/ml y se titularon a diluciones seriadas 1:2. Como
anticuerpo secundario se utilizé anticuerpo policlonal IgG
antihumana de cabra (especifica de la cadena Fc o kappa)

conjugado con peroxidasa de rabano picante (HRP).

Se purificd BT7H4-Ig recombinante a partir de los
sobrenadantes de células 293T transfectadas con un
constructo B7H4-Ig por cromatografia utilizando proteina A.

Se recubrid una placa ELISA con los anticuerpos humanos,
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seguido por adicién de proteina purificada vy deteccidn
subsiguiente con los antisueros de conejo anti-B7-H4. Véase
la Figura 11A. Se purificdé proteina recombinante Penta-B7-
H4 con un identificador C-9 a partir de sobrenadantes de
células 293T transfectados con un constructo Penta-B7-H4-C9
por cromatografia utilizando una columna de afinidad 2A7.
Se recubrié una placa ELISA con Fc anti-ratén, seguido por
anti-C9 monoclonal (0,6 pug/ml), se tituld luego Penta-B7-H4

como se ha indicado, y posteriormente los anticuerpos

“humanos a 1 ug/ml. La placa se recubrié con Fc anti-ratén

seguido por M-anti-C9 (0,6 npg/ml), se titulé luego Penta-
O8E como se ha indicado, y posteriormente humabs @ 1 ug/ml.

Véase la Figura 11B.

Los anticuerpos monoclonales humanos anti-O8E 2A7, 12E1 vy

13D12 se fijaban con especificidad alta a OSE.

EJEMPLO 4

Caracterizacién de la fijacién del anticuerpo anti-O8E a
O8E expresado en la superficie de lineas de células de
carcinoma de cdncer de mama

Este ejemplo describe los tests de anticuerpos anti-O8E
para fijacidén a transfectantes CHO-O8E (conocidos también
como B7H4, B7Sl y B7x) y células de carcinoma de células
mamarias que expresaban O8E en su superficie celular por

citometria de flujo.

Una linea de células CHO transfectada con O8E asi como la

linea de células de carcinoma de células mamarias SKBR3
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(ATCC, No. de Acceso HTB-30) se testaron respecto a
fijacién de anticuerpos. La fijacién del anticuerpo
monoclonal humano HuMAb 2A7 anti-O8E se evalud por
incubacién de 1x10° células con 2A7 a una concentracién de
1 pg/ml. Las células se lavaron y se detectd la fijacién
con un Ab de IgG antihumano marcado con FITC. Se analizaron
analisis citométricos de flujo utilizando un citémetro de
flujo FACScan (Becton Dickinson, San Jose, CA). Los

resultados se muestran en las Figuras 12 y 13.

Estos datos demuestran que los HuMAbs anti-O8E se fijan a
las ceélulas CHO que expresan O8E y a una linea de células

de carcinoma de células mamarias ilustrativa.

EJEMPLO 5

Analisis Scatchard de la afinidad de fijacién de los
anticuerpos monoclonales anti-08E

Este ejemplo describe los tests de los anticuerpos
monoclonales humanos 1Gl1l, 2F9, 2A7, 12E1 vy anticuerpos
13D12 monoclonales respecto a afinidad de fijacién a una
linea de células HEK transfectada con O8E utilizando un

andlisis Scatchard.

Se transfectaron células HEK con O8E de longitud total
utilizando técnicas estédndar y se dejaron crecer en medios
RPMI gue contenian 10% de suero bovino fetal (FBS). (La

Figura 12 presenta el andlisis FACs de estas células HEK-

O8E con el anticuerpo monoclonal anti-O8E humano 2A7). Las

células se tripsinizaron y se lavaron una sola vez en
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tampén de fijacién basado en Tris (Tris 24 mM de pH 7,2,
NaCl 137 mM, KCl 2,7 mM, glucosa 2 mM, CaCl, 1 mM, MgCl, 1
mM, 0,1% de BSA) y las células se ajustaron a 2x10°
células/ml en tampén de fijacién. Se recubrieron placas
Millipore (MAFB NOB) con 1% de leche desnatada seca al 1%
en agua y se guardaron a 4°C durante una noche. Las placas
se lavaron 3 veces con 0,2 ml de tampén de fijacién. Se
anadieron 50 microlitros de tampédn solo a los pocillos de
fijacién maxima (fijacién  total). Se afladieron 25
microlitros de tampén solo a los pocillos de control
(fijacién inespecifica). Se afiadié wuna concentracién
variable de anticuerpo '*°I-anti-O8E, en un volumen de 25
pl. (En algunos casos se utilizaron anticuerpos marcados
con FITC para la titulacién, dado que no estaba disponible
material sin marcar, en cuyos casos puede verse
comprometida la fijacién). Se afadieron concentraciones
variables de anticuerpos sin marcar con un exceso de 100
veces en un volumen de 25 ul a los pocillos de control y 25
ul de células CHO transfectadas con O8E (2x10° células/ml)
en tampdén de fijacidén. Las placas se incubaron durante 2
horas a 200 rpm en una maquina de sacudidas a 4°C. Una vez
completada la incubacién, las placas Millipore se lavaron 3
veces con 0,2 ml de tampédn de lavado fric (Tris 24 mM de pH
7,2, NaCl 500 mM, KCl 2,7 mM, glucosa 2 mM, CaCl, 1 mM,
MgCl, 1 mM, BSA 0,1%.). Se retiraron los filtros y se
contaron en un contador gamma. La evaluacidn de la fijacién
de equilibrio se realizd utilizando parametros de fijacién

de un solo sitio con el software Prism (San Diego, CA).
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Se analizaron los datos por regresién no lineal utilizando
una respuesta sigmoidal a la dosis (PRIZM™) y dieron como
resultado el calculo de un valor CEsy, que se utilizé para
clasificar los anticuerpos como se ilustra en la Tabla 2.
Los wvalores CEsy calculados en estos experimentos son
medidas cualitativas de la afinidad del anticuerpo y no

representan afinidades absoclutas para OSE.

Tabla 2

Anticuerpo CES50 CI 95%
2F9.E6-FITC 407 pM 250 a 663 pM
13D12.G10 746 pM 569 a 979%pM
2A7.C11 750 pM 519 pM a 1 nM
1G11.H11-FITC 1,69 nM 1,4 a 2,0 nM
12E1.G9~* 19,8 pM 14 a 27,6 nM

* Los valores MINIMO y MAXIMO se ajustaron como constantes

para compensar la curva incompleta.

EJEMPLO 6

Internalizacidén del anticuerpo monoclonal anti-OSE

Este ejemplo muestra los tests de HuMAbs anti-O8E en cuanto
a la aptitud para internalizarse en CHO y células de
carcinoma de mama que expresan O8E utilizando un ensayo de
internalizacién Hum-Zap. El1 ensayo Hum-Zap testa con
respecto a la internalizacién de un anticuerpo humano
primario por fijacién de un anticuerpo secundario con

afinidad para IgG humana conjugado a la toxina saponina.
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La linea de células de carcinoma de mama que expresaba OSE,
SKBR3, se sembré a razén de 1,25x10° células/pocillo en
pocillos de 100 pl durante una noche. Los anticuerpos HuMAb
anti-08E, 1Gl1l, 2F9, 2A7, 12El o 13D12 se afadieron a los
pocillos a una concentracién de 10 pM. Se utilizé como
control negativo un anticuerpo de control isotipo que es
inespecifico para O8E. Se afadié el Hum—Zap (Advanced
Targeting Systens, San Diego, CAa, IT-22-25) a una
concentracién de 11 nM y se dejaron en incubacién las
placas durante 72 horas. Se pulsaron luego las placas con
1,0 puCi de °H-timidina durante 24 horas, se recogieron y se
leyeron en un Contador de Centelleo Top Count (Packard
Instruments, Meriden, CT). Los resultados se presentan a
continuacién en la Tabla 3 y las Figuras 14-15. Los
anticuerpos anti-O8E 1G11l, 2F9, 2A7, 12El y 13D12 exhibian
una disminucién dependiente de la concentracién de
anticuerpo en la incorporacién de ‘H-timidina en las
células del <céncer de carcinoma de mama SKBR3 que

expresaban O8E.

Estos datos demuestran que los anticuerpos anti-O8E 1G11,.
2F9, 2A7, 12E1 y 13D12 se internalizan en una linea de

células de cancer de carcinoma de mama.

Tabla 3

Ensayo No. 1 Ensayo No. 2 Ensayo No. 3

Internalizacién, % | Internalizacién, % | Internalizacién %

Anti-O8E media d.e. -| media d.e. media d.e
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2A7/C11 29 12 17,5 3,5 40,7 R7
2F9.E6 37 17 NT NT NT NT
1G11.H1 18 8 NT NT NT NT
13D12.G10 | NT NT 12,1 2,5 12,2 2,8
12E1.G9 NT NT 10,4 18,5 43 R7

La graduacién para la eficiencia de internalizacidén se
promedid para tres experimentos en SKBR3 y dos experimentos
en CHO-O8E. Los grados de internalizacidén, junto con 1los
valores CES50 para fijacidén a CHO-O8E, se presentan en las
Tablas 4 y 5. Los resultados muestran que - la eficiencia de
internalizacién no estd correlacionada directamente con la
afinidad de fijacién, lo que sugiere que la internalizacién

depende del epitope.

Tabla 4

Eficiencia de Internalizacién Clasificada por

Internalizacidén en la Linea de Células de Carcinoma de Mama

SBKR3
Internalizacién
Anti-O8E SKBR3 CHO-08E Fijacién ECS50 CHO-
O8E
2F9.E6 1 3 407 pM
2A7.C11 2 1 750 pM
1G11.H1 3 4 1,69 nM
13D12.G10 4 2 746 pM
12E1.G9 5 5 19,8 pM
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Tabla 5

Eficiencia de Internalizacidn Clasificada por

Internalizacién en la Linea de Células CHO-08E

Internalizacién
Anti-08E SKBR3 CHO-O8E Fijacién EC50 CHO-
O8E
2A7.C11 2 1 750 pM
13D12.G10 4 2 746 pM
2F9.E6 1 3 407 pM
1G11.H1 3 4 1,69 nM
12E1.G9S 5 5 19,8 pM

La actividad de internalizacidén de 1los conjugados de
saponina en CHO-O8E se mididé con una respuesta a la dosis a
lo largo de un intervalo de ~500 pM a 1 pM utilizando
anticuerpos monoclonales humanos 2A7, 2F9, y 1Gll. Como se
ilustra en la Figura 14, ‘la internalizacidén era muy
eficiente con valores CE50 en el campo de pM bajo. Se
utilizaron como controles negativos una linea de células
CHO parental y Hu IgG-SAP y no mostraron toxicidad de fondo
significativa alguna o internalizacién inespecifica. Se
utilizaron conjugados anti-0O8E directos para SAP, con
células SKBR3. El porcentaje de internalizacién (frente al
control) en funcién de la dosis de Ig-SAP se presenta en la

Figura 15.

EJEMPLO 7
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Evaluacion de la destruccidn celular de un anticuerpo anti-
O8E conjugado a toxina en lineas de células de carcinoma de
células mamarias

Este ejemplo describe los tests de anticuerpos monoclonales
anti-O8E conjugados a una toxina en cuanto a la capacidad
para destruir una linea de células de carcinoma de células

mamarias O8E' en un ensayo de proliferacién celular.

Los anticuerpos HuMAb anti-O8E 1Gll, 2F9, 2A7, 12E1 o 13D12
pueden conjugarse a una toxina por un enlazador, tal cocmo
un enlazador peptidilo, hidrazona o disulfuro. Se siembra
una linea de células de céancer de carcinoma de mama dque
expresan OB8E, tal como SKBR3, a entre aproximadamente 1 y
3x10° células/pocillo en pocillos de 100 pl durante 3
horas. Se arfiade a los pocillos un conjugado anticuerpo
anti-O8E-toxina, a una concentracidén inicial de 30 nM y se
titula en sentido decreciente a diluciones seriadas 1:3.
Como control negativo se Uutiliza un anticuerpo de control
isotipo que es inespecifico para C8E. Se dejan incubar las
placas durante 69 horas. Se pulsan luego las placas con 1,0
nCi de H-timidina durante 24 horas, se cosechan y se leen
en un Contador de Centelleo Top Count (Packard Instruments,
Meriden, CT). Se espera que los anticuerpos anti-O8E
exhiban una disminucién dependiente de la concentracidén de
anticuerpo-toxina en la incorporacién de °H-timidina en las
células de céancer de carcinoma mamario que -expresan OS8E..
Estos datos demuestran que los anticuerpos anti-08E 1Gl1,

2F9, 2A7, 12E1 y 13D12 son potencialmente citotéxicos para
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las células de céncer de carcinoma mamario cuando se

conjugan a una toxina.

EJEMPLO 8

Evaluacidén de la actividad ADCC del anticuerpo anti-O8E
Este ejemplo describe 1los tests de 1los anticuerpos
monoclonales anti-O8E respecto a la capacidad para destruir
las lineas de células O8E’ en presencia de células
efectoras por la via de citotoxicidad celular dependiente
del anticuerpo (ADCC) en un ensayo de citotoxicidad por

fluorescencia.

Se prepararon células efectoras humanas a partir de sangre
entera como sigue. Se purificaron células mononucleares de
sangre periférica humana de sangre entera heparinizada por
separacién estédndar Ficoll-pagque. Se resuspendieron las
células en medios RPMI 1640 que contenian FBS al 10% y 200
U/ml de IL~2 humana y se incubaron durante una noche a
37°C. Al dia siguiente, se recogieron las células y se
lavaron cuatro veces en medios de cultivo, después de 1o
cual se resuspendieron a 2x10’ células/ml. Las células
diana O8E" se incubaron con reactivo BATDA (Perkin Elmer,
Wellesley, MA) a 2,5 ul de BATDA por 1x10°® células diana/ml
durante 20 minutos a 37°C. Las células diana se lavaron 4
veces, se centrifugaron y se llevaron a un volumen final de

1x10° células/ml.

La linea de células SKBR3 O8E' asi como una linea de

células SKOV3 transfectada con OBE se testaron respecto &
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ADCC especifica de anticuerpos para 1los anticuerpos
monoclonales humanos anti-08E wutilizando el andlisis de

emisién de fluorescencia Delfia como sigue. Cada linea de

células diana (100 pl de células diana marcadas) se incubéd

con 50 pl de células efectoras y 50 ul de anticuerpo. Se
utilizé a lo largo de los experimentos una relacidén de
diana a efector de 1:50. En todos los estudios, se utilizé
como control negativo un control isotipo de IgGl humana.
Después de una centrifugacién de impulsos a 2000 rpm y una
hora de incubacidén a 37°C, se recogieron los sobrenadantes,
se centrifugaron de nuevo rapidamente y se transfirieron 20
nl de sobreﬁadante a una placa de fondo plano, a la que se
afladieron 180 pl de solucidén Eu (Perkin Elmer, Wellesley,

MA), y se leyeron en un lector RubyStar (BMG Labtech). E1

porcentaje de lisis se calculd como sigue: (liberacién de
la muestra - liberacidén espontédnea * 100)/(liberacidn
maxima - liberacidén esponténea), donde la liberacién

espontdnea es la fluorescencia de los pocillos gque
contienen uUnicamente células diana y la liberacidén méaxima
es la fluorescencia de los pocillos que contienen células
diana yvse han tratado con 2% Triton-X. Los % de lisis por
citotoxicidad celular para las células SKBR3 con
anticuerpos anti-08E 1Gll, 2F9, y 2A7 se presentan en la
Figura 17, los % de lisis por citotoxicidad celular para la

linea de células SKOV3 transfectada con O8E con anticuerpos

anti-O8E 1G1ll, 2F9, y 2A7 se presentan en la Figura 18; y

o

los % de lisis por citotoxicidad celular dependiente de la

concentracidén para las células SKBR3 con anticuerpos anti-

O8E 2F9 y 2A7 se presentan en la Figura 19. Ambas lineas de
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células SKBR3 y SKOV3-08E que expresaban O8E' exhibian
citotoxicidad mediada por anticuerpos con los anticuerpos
HuMAb anti-O8E 1Gll, 2F9 y 2A7. Estos datos demuestran que
los anticuerpos HuMAb anti-O8E exhiben citotoxicidad

especifica para las células que expresan OS8E".

EJEMPLO 9

Tratamiento del modelo de aloinjerto de tumores in vivo
utilizando anticuerpos anti~-O8E desnudos y conjugados con
citotoxina

Este ejemplo describe el tratamiento in vivo de ratones
implantados con un tumor de carcinoma de células mamarias
con anticuerpos anti-O8E conjugados con toxina, para
examinar el efecto in vivo de los anticuerpos sobre el

crecimiento tumoral.

Se expanden in vitro SKBR3 u otras células adecuadas de
carcinoma de células mamarias, utilizando procedimientos
estandar de laboratorio. Ratones lampifios atimicos Ncr
macho (Taconic, Hudson, NY) entre 6 y 8 semanas de edad se
implantan subcutédneamente en el costado derecho con 7,5x10°
células ACHN o A-498 en 0,2 ml de PBS/Matrigel (1:1) por
ratén. Se pesan los ratones y se miden tridimensionalmente
los tumores dos veces por semana utilizando un calibre
electrdénico después de la implantacién. Se calculan los
volumenes de tumor como altura x anchura x longitud. Los
ratones con tumores ACHN que tienen como promedio 270 mm?,
o tumores A498 gue tienen como promedio 110 mm® se

distribuyen aleatoriamente en grupos de tratamiento. Los
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ratones se dosifican por via intraperitoneal con vehiculo
de PBS, anticuerpo de control isotipo conjugado con toxina
o HuMAb anti-O8E conjugado con toxina el dia 0. Ejemplos de
compuestos toxina gque pueden conjugarse a los anticuerpos
de la presente descripcidén se describen en la Solicitud de
Patente de 1los Estados Unidos pendiente de concesidn
designada MEDX-0034US4. Los ratones que reciben HuMAb anti-
O8E se testan con tres compuestos toxina diferentes. Los
ratones se monitorizan respecto a crecimiento tumoral
durante 60 dias después de la dosificacidén. Los ratones se
sacrifican por eutanasia cuando los tumores alcanzan el
punto final del tumor (2000 mm®). Los anticuerpos anti-O8E
adecuados conjugados a una toxina prolongan el tiempo medio
para alcanzar el volumen de punto final del tumor (2000

mmﬂ

y ralentizan la progresién del crecimiento del tumor.
Asi pues, el tratamiento con un conjugado anticuerpo anti-
O8E-toxina de &este tipo tiene un efecto directo de

inhibicidén in vivo sobre el crecimiento del tumor.

EJEMPLO 10
Inmunohistoquimica con HuMAb 2A7 anti-O8E

Este ejemplo demuestra que el HuMAb 2A7 anti-08E reconoce

O8E por inmunohistoquimica utilizando series de tejidos de

ratdén normales (IMGENEX Histo-Array; Imgenex Corp., San

Diego, CA).

Se utilizaron para la inmunohistoguimica nucleos de tejido

de 2000 um. Después de secado durante 30 minutos, se

fijaron las secciones en acetona (a la temperatura ambiente
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durante 10 minutos) y se secaron al aire durante 5 minutos.
Los portaobjetos se lavaron en PBS y se preincubaron
después con 10% de suero normal de cabra en PBS durante 20
minutos, después de lo cual se incubaron con 10 ug/ml de
2A7 FITCilado en PBS con 10% de suero normal de cabra
durante 30 min a la temperatura ambiente. A continuaciédn,
se lavaron 3 veces los portaobjetos con PBS y se incubaron
durante 30 min con anti-FITC de ratdén (10 pg/mol, DAKO) a
la temperatura ambiente. Se lavaron de nuevo los
portaobjetos con PBS y se incubaron con conjugado cabra
anti-HRP de ratén (DAKO) durante 30 minutos a 1la
temperatura ambiente. Se lavaron de nuevo los portaocbjetos
3x con PBS. Se utilizé como sustrato diaminobencidina
(Sigma), dando como resultado una coloracidén parda. Después
de lavado con agua destilada, se sometieron a contratincién
los portacobijetos con hematoxilina durante 1 min.
Subsiguientemente, se lavaron los portaobjetos durante 10 s
en agua destilada <corriente y se montaron en glicergel
(DAKO) . Los resultados de estos estudios se presentan en la

Tabla 6.
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Tabla 6

Inmunoselectividad de O8E en una Serie de Tejidos de Ratén

Normal
Tipos de tejido 2A7.C11 -FITC Hu-1gG1-FITC
2 pg/mi 5 pg/ml 5 pg/ml

Piel, I6bulo de la oreja
Epidermis - + -
Glandula sebacea - + -
Otros elementos _ - -
Colon
Epitelio superficial + 1+ 1+ ¥
Otros elementos _ _ _
Intestino delgado
Epitelio criptico + 1+ 1+, 2+ +
Otros elementos _
Estomago ) )
Céluias epiteliales superficiales 1+, 24, 1+, 2+ 1+ 2+,
y glandulares ocas freq ocas

Plexo de nervios - £ 14 -
Otros elementos _ _
Pancreas )
Epitelio acinar 1+ 24 + 1+
Islotes _ N _
Otros elementos _ B
Glandula salivar -
Epitelio acinar
Otros elementos . " )
Higado ) - B
Hepatocitos

- + -

Otros elementos
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Tipos de tejido
Cerebro

Neuronas

Neurdpilo/fibras

Puente
Neuronas

Neurépiloffibras

Cerebelo
Células de Purkinje
Materia blanca

Otros elementos

Bazo

Células linfoides grandes en

pulpa roja

Otros elementos

Timo
Muasculo esquelético

Lengua

Corazoén
Pulmén

Corteza renal
Médula renal
Vejiga urinaria
Epitelio transicional

Otros elementos

’

277

2A7.C11 -FITC
+
-, *
*
+
£, 1+

Hu-IgG1-FITC

2+, 1+,
freg

2+, 1+,

ocas

+

2+, 1+,

freq

1+

1+, 2+

1+, 2+,

raro

|
1+

!
i+

I+

H+

H+
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Vesicula seminal

Epitelio
Fluido en el lumen

Otros elementos

Tipos de tejido
Testiculos

Espermatocitos primarios
Otros elementos

Epididimo

Utero

Endometrio/epitelio glandular

Otros elementos

Ovario

Intensidad de

- 278

i+

2A7.C11 -FITC

H+

I+

3+

inmunorreactividad:

(débil) 2+ (moderada); 3+

(negativo). Freq:

frecuente;

(fuerte) ;

+
Hu-lgG1-FITC
+, 1+ -
i —
i —_—
+-  (dudosa); +
4+ (intensa); -

ocasional

Estos datos y los datos correspondientes corregidos para

los anticuerpos anti-O8E 1Gll y 2F9,

demuestran que estaba

presente una inmunorreactividad fuerte a intensa con OS8E

(3+, 4+) en las células afines enteroendocrinas en el colon

y el intestino delgado,

asi como en el fluido del lumen de
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la vesicula seminal; se reveld una inmunorreactividad débil
a moderada con OS8E (i+, 2+) en las neuronas cerebrales, en
los neurédpilos y las fibras de cerebro y puente, en la
materia blanca del cerebelo, en las células epiteliales
cripticas del intestino delgado y en un pequefioc numero de
células linfoides grandes en el bazo; se demostrd una
inmunorreactividad débil con OBE (1+) en el epitelio
superficial del colon, las células de Purkinje en el
cerebelo y el epitelic acinar de la glandula salivar y el
pancreas; se exhibid una inmunorreactividad con O8E dudosa
a débil en el epitelic transicional de la vejiga urinaria,
los espermatocitos primarios de los testiculos y del plexo
nervioso del estdémago; y cualesquiera otros dérganos exhiben
tincidén negativa a dudosa, con inclusién de piel, higado,
corazdn, pulmbén, timo, rifdn, Gtero, ovario, epididimo,

lengua, y musculos esqueléticos.

EJEMPLO 11
Produccion de HuMAbs Desfucosilados
Este ejemplo demuestra la produccién de HuMAbs anti-O8E que

carecen de residuos fucosilo.

Se ha demostrado que los anticuerpos con cantidades
reducidas de residuos fucosilo aumentan la capacidad ADCC
del anticuerpo. La linea de células CHO Ms704-PF, que
carece del gen de fucosiltransferasa FUT 8 (Biowa, Inc.,
Princeton, NJ), se somete a electroporacidén con un vector
gque expresa las cadenas pesada y ligera de un HuMAb anti-

O8E. Se seleccionan clones resistentes a fdrmacos por
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crecimiento en medios ExCell 325-PF-CHO (JHR Biosciences,
Lenexa, KS) con L-glutamina 6 mM y 500 ug/ml de G418
(Invitrogen, Carlsbad, CA). Los clones se criban respecto a
expresién de IgG por ensayo ELISA estandar. Se producen dos
clones separados, BBA6 y B8Cll, que tienen tasas de
produccién que fluctuan desde 1,0 a 3,8 picogramos por

célula y por dia.

'EJEMPLO 12

Evaluacion de la actividad de ADCC del anticuerpo anti-O8E
desfucosilado

Este ejemplo describe los tests de anticuerpos moncclonales
anti-08E desfucosilados y no desfucosilados en cuanto a la
capacidad para destruir las células O8E' en presencia de
células efectoras por 1la via de citotoxicidad celular
dependiente de anticuerpos (ADCC) en un ensayo de

citotoxicidad con fluorescencia.

Se desfucosilan anticuerpos monoclonales humanos anti-O8E
como se ha descrito arriba. Se preparan células efectoras
humanas a partir de sangre entera como sigue. Se purifican
células mononucleares de sangre periférica humana a partif
de sangre entera heparinizada por separacién esténdar
Ficoll-paque. Las células se suspenden de nuevo en medio
RPMI1640 que contiene 10% de FBS (medio de cultivo) y 200
U/ml de IL-2 humana y se incuban durante una noche a 37°C.
Al dia siguiente, se recogen las células y se lavan una
sola vez en medios de cultivo, después de 1lo cual se

resuspenden a razdén de 2 X 107 células/ml. Se incuban
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células diana O©O8E" con reactivo BATDA (Perkin Elmer,
Wellesley, MA) a razén de 2,5 upl de BATDA por 1 x 10°
células diana/ml en medio de cultivo suplementado con
probenecid 2,5 mM (medio de ensayc) durante 20 minutos a
37°C. Las células diana se lavan 4 veces en PBS con HEPES
20 mM y probenecid 2,5 mM, se centrifugan y se llevan a un

volumen final de 1 x 10° células/ml en medio de ensayo.

La linea de células O8E" ARH-77 (leucemia linfoblastica B
humana; ATCC, No. de acceso CRL-1621) se testa en cuanto a
ADCC especifica de antigeno para el anticuerpo monoclonal
anti-0O8E humano desfucosilado y no desfucosilado utilizando
el analisis de emisidén de fluorescencia Delfia como sigue.
La linea de células diana ARH77 (100 ul de células diana
marcadas) se incuba con 50 pl de células efectoras y 50 ul
de anticuerpo 1Gll o 1Gll desfucosilado. Se utiliza una
relacidén de diana a efector de 1:100 en todo el ensayo. Se
utiliza como control negativo un control isotipo humano
IgGl. Después de una centrifugacidén a impulsos de 2100 rpm
y una hora de incubacién a 37°C, se recogen los
sobrenadantes, se centrifugan de nuevo rapidamente y se
transfieren 20 pl de sobrenadante a una placa de fondo
plano, a la cual se afiaden 180 ul de solucidén Eu (Perkiﬁ
Elmer, Wellesley, MA) y se lee en un vector de placas TRF
Fusion Alpha. El porcentaje de lisis se calcula como sigue:
{liberacién de 1la muestra - liberacién esponténea *
100) / (liberacidén maxima - liberacidén esponténea), donde la
liberacidén espontédnea es la fluorescencia de los pocillos

gque contienen uUnicamente células diana y la liberacién
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méxima es la fluorescencia de los pocillos que contienen
células diana y han sido tratados con 3% de Lysol. La linea
de células que expresan O8E', ARH-77, exhibird una
citotoxicidad mediada por anticuerpos con el anticuerpo
HuMAb anti-O8E 1Gll y un porcentaje incrementado de lisis
especifica asociada con la forma desfucosilada del
anticuerpo anti-08E 1Gl1l. Asi pues, los anticuerpos HuMAb y
anti-08E desfucosilados aumentan la citotoxicidad

especifica para las células gue expresan O8E+,.

EJEMPLO 13

Determinacidén de anticuerpos anti-O8E HuMAb por andlisis de
la tincidn con inmuno-fluorescencia

Las lineas de células diana, O8BE® SKBR3 (cancer de mama
humano, ATCC #HTB-30) y ZR-75 (cdncer de mama humano, ATCC
#CRL-1500) se wutilizaron para testar en cuanto a la
internalizacidén de los anticuerpos anti-08E HuMab 2A7C11,
1G11H1 y 2F9E6 por fijacién a las células wutilizando

tincidén con inmuno-fluorescencia.

Las células SKBR3 y 32ZR-75 (10 x 100 pl por pocillo en
placas de 96 pocillos), cosechadas a partir de matraces de
cultivo de tejidos por tratamiento con 0,25% de
tripsina/EDTA, se incubaron con cada uno de los anticuerpos
HuMab anti-O8E a 5 pug/ml en tampdén FACS (PBS + 5% FBS,
medio) durante 30 minutos en hielo. Se utilizé como control
negativo un control isotipo IgGl humano. Después de dos
lavados con el medio, las células se resuspendieroﬂ en el

medio (100 upl por pocillo) y se incubaron luego con
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anticuerpo secundario anti-humano de cabra conjugadc con PE
(Jackson ImmunoResearch Lab) en hielo durante 30 minutos.
Después de lavado con el medio, las células se sometieron
inmediatamente a la formacidén de imdgenes bajo un
microscopio fluorescente (Nikon) a 0 min y se incubaron a
37°C varias veces. Las imagenes de morfologia celular y la
intensidad de inmuno-fluorescencia de las células tefiidas
se tomaron en momentos diferentes como se indica en las
figuras siguientes. La fluorescencia se observé uUnicamente
en las células terfiidas con anticuerpos HuMab anti-O8E. No
se detectd fluorescencia alguna con el anticuerpo de
control IgGl. Se obtuvieron también resultados similares en
los ensayos con anticuerpos HuMab anti-O08E conjugados

directamente con FITC.

Los datos de formacién de imagenes demostraron la apariciédn
de la fluorescencia sobre la membrana de la superficie
celular con los 3 anticuerpos HuMab anti-0O8E a los O min.
En la incubacién’ durante 30 min, la intensidad de 1la
fluorescencia de la membrana disminuia significativamente
al tiempo que aumentaba la tincidén en el interior de las
células. En el punto correspondiente a 120 min, la
fluorescencia en la membrana desaparecia y parecia estar
presente en su lugar en los compartimientos intracelulares.
Los datos demuestran que los anticuerpos HuMab anti-O8E
pueden internalizarse especificamente después de fijacién a

células tumorales enddgenas que expresan OBE.

EJEMPLO 14

O
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Eficacia de los anticuerpos anti-O8E en tumores HEK-B7H4 en
ratones SCID

En este ejemplo, se tratan ratones SCID implantados con
tumores HEK-B7H4 in vivo con anticuerpos anti-08E desnudos
para examinar el efecto in vivo de los anticuerpos sobre el

crecimiento tumoral.

Se utilizaron para estudiar el crecimiento del tumor
ratones con inmunodeficiencia combinada severa (SCID), que
carecen de linfocitos funcionales B y T. Se implantaron
subcutdneamente células de la linea de células tumorales
HEK transfectadas con B7H4 a razén de cinco millones de
células/ratdén en Matrigel (50% v/v). Cada ratdn recibid un
in6éculo de 0,2 ml de células el dia 0. Los ratones se
comprobaron en cuanto a crecimiento del tumor a partir del
dia 10 y se monitecrizaron dos veces por semana en cuanto a
crecimiento del tumor durante aproximadamente 6 semanas.
Cuando los tumores alcanzaron aproximadamente 130 mm®, se
distribuyeron aleatoriamente los ratones en 3 grupos por
volumen de tumor. Los ratones se trataron con 10 mg/kg de
anticuerpo anti-0O8E 2A7 desnudo, un anticuerpo de control
isotipo o tampdn de formulacidn como control negativo. Los
animales de dosificaron por inyeccidén intraperitoneal cada
5 dias durante 5 inyecciones. Utilizando wun calibre
electrénico, se midieron tridimensionalmente los tumores
(altura x anchura x longitud) y se calculd el volumen de
tumor. Se sacrificaron los ratones por eutanasia cuando los

3

tumores alcanzaron un volumen de 1500 mm® o exhibian una

pérdida de peso superior a 15%. Los resultados se muestran
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en la Figura 20. El crecimiento del tumor era inhibido por
el tratamiento <con el anticuerpo 2A7 anti-O8E. La

inhibicidén mediana del crecimiento del tumor para el grupo

tratado con 2A7 era 63% el dia 34. Los tumores reanudaron

su crecimiento después de parar la dosificacién. Estos
resultados demuestran gque los anticuerpos anti-0O8E son
eficaces en el tratamiento de los tumores que expresan OS8E

in vivo.

EJEMPLO 15

Preparacién del Conjugado B7H4-Anticuerpo-Farmaco:

La conjugacidén del componente del anticuerpo monoclonal
B7H4 y Toxina B se realizé como sigue. E1 anticuerpo, a ~5
mg/ml en fosfato de Na 100 mM, NaCl 50 mM, DTPA 2 mM, pH
8,0, se tiold con un exceso molar de 7 veces de 2=
iminotiolano. La relacidén de tiolacién se dejd transcurrir
durante una hora a la temperatura ambiente con mezcladura

continua.

Conjugacidén a Toxina B:

Después de la tiolacién, el anticuerpo se intercambid de
tampén en tampdédn de conjugacidn (HEPES 50 mM, glicina 5 mM,
povidona 0,5% (10 K), DTPA 2 mM, pH 5,5) en una columna
PD10 (Sephadex G-25). La concentracién del anticuerpo
tiolado se determindé a 280 nm. La concentracidén de tiol se

mididé utilizando el ensayo de ditiodipiridina.

Se afadié un stock 5 mM de MED-Toxina B en un exceso molar

de 3 veces por tiol de anticuerpo y se mezcld durante 90
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minutos a la temperatura ambiente. Después de la
conjugacién, se afiadié N-etilmaleimida 100 mM en DMSO en un
exceso molar de 10 veces de tiol por anticuerpo para
extinguir cualesquiera ticles sin reaccionar. Esta reaccidn
de extincién se realizd durante una hora a la temperatura

ambiente con mezcladura continua.

Purificacién:

El conjugado anticuerpo B7H4-farmaco se filtrd a través de
un filtro de 0,2 um antes de la purificacién por
cromatografia de intercambio de cationes. La columna de
Intercambio de Cationes de Alta Resolucién SP Sepharose
(CEX) se regenerd con 5 CV (volumenes de coclumna) de HEPES
50 mM, glicina 5 mM, O0,5% povidona, NaCl 1 mM, pH 5,5.
Después de la regeneracién, se equilibrdé la columna con 3
CVs de tampdédn de equilibracién (HEPES 50 mM, glicina 5 mM,
0,5% povidona, pH 5,5). Se cargd el conjugado B7H4-Toxina B
y se lavé la columna una sola vez con el tampdén de
equilibracién. El conjugado se eluyé con HEPES 50 mdM,
glicina 5 mM, NaCl 230 mM, O0,5% povidona, pH 5,5. El
producto eluido se recogidé en fracciones. La columna se
regenerd luego con HEPES 50 mM, glicina 5 mM, NaCl 1 mM,
0,5% povidona, pH 5,5 para eliminar los agregados

proteinicos y cualquier Toxina B MEDsin reaccionar.

Las fracciones que contenian el conjugado mondémero de

anticuerpo se agruparon. Se determinaron la concentracidn
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de conjugado de anticuerpo y las formulaciones de

sustitucién por medida de la absorbancia a 280 y 340 nm.

Formulacidn

La agrupacién de producto eluido CEX purificado se
intercambidé de tampén en HEPES 50 mM, glicina 5 mM, NaCl
100 mM, 0,5% povidona, pH 6,0 por didlisis utilizando una
membrana 10 MWCO. Después de la didlisis, se determinaron
la concentracién de conjugado de anticuerpo y las
relaciones de sustitucién por medida de la absorbancia a

280 y 340 nm.

EJEMPLO 16

Eficacia de los conjugados anticuerpo-farmaco sobre los
tumores HEK-B7H4 en ratones SCID '

Se realizé como sigue un estudio de aloinjerto HEK293-B7H4.
Se implantaron subcutdneamente cinco millones de células
HEK293-B7H4 en ratones SCID. Los ratones se asignaron a
grupos de tratamiento cuando los tumores excedian de un
valor medio de 70 mm®. Se trataron los ratones con 2A7-
Toxina B, control de IgG-Toxina B, o control de vehiculo
con una sola dosis (0,1 umol/kg calculada para Toxina B)
cuando los tumores excedian de un promedio de 70 mm®. Se
pesaron los ratones y se midieron los tumores
tridimensionalmente utilizando un calibre electrénico una
vez por semana después de la implantacién. Se calcularon
los volumenes de tumor como altura x anchura x longitud

divido por 2. Este modelo HEK293-B7H4 expresa niveles altos

de B7H4 en la superficie celular. Se utilizan como control

2
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isotipo control de IgG-Toxina B dado que los aloinjertos

son negativos para IgG.

Como se ilustra en la Figura 21, mientras que los tumores
HEK293-B7H4 crecian bien en los ratones y no habia
diferencia alguna en el crecimiento de tumor entre el
control de vehiculo y el control isotipo conjugado con
toxina, el tratamiento con 2A7-Toxina B daba como resultado
una regresién completa de los tumcres en todos los ratones
de este grupo. En contraste, la Figura 22 ilustra que no
habia diferencia alguna en los pesos corporales entre los
diversos grupoé. De acuerdo con ello, mientras que el
direccionamiento de B7H4 en tumores dque expresan esta
proteina con 2A7-Toxina B causa la regresién completa del
tumor en este modelo, este estudio muestra también la
ausencia de signos de toxicidad diana por administracidn de

2A7-Toxina B.

EJEMPLO 17

Inmunohistoquimica utilizando un anticuerpo anti-O8E

La capacidad del anti-B7H4 HuMab 2A7 para reconocer B7H4
por inmunohistoquimica se examindé wutilizando Dbiopsias
clinicas de cancer de ovario, céncer de pulmdbén, céncer de

mama, y cancer de cabeza y cuello.

Para la inmunohistoquimica, se utilizaron secciones
congeladas de 5 um (Ardais Inc., EE.UU.). Después de secar
durante 30 minutos, se fijaron las secciones con acetona (a

la temperatura ambiente durante 10 minutos) y se secaron al
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aire durante 5 minutos. Se enjuagaron los portaobjetos en
PBS y se preincubaron luego con 10% de suero normal de
cabra en PBS durante 20 min y se incubaron
subsiguientemente con 10 pg/ml de anticuerpo FITCilado en
PBS con suero normal de cabra al 10% durante 30 min a la
temperatura ambiente. A continuacién, se lavaron 1los
portaobjetos 3 veces con PBS y se incubaron durante 30 min
con anti-FITC de ratdén (10 ug/ml, DAKO) a la temperatura
ambiente. Se lavaron de nuevo los portaobjetos con PBS y se
incubaron con conjugado anti-HRP de ratén, de cabra (DAKO)
durante 30 minutos a la temperatura ambiente. Se lavaron de
nuevo los ©portaobjetos 3x con PBS. Se utilizé como.
substrato diaminobencidina (Sigma), dando como resultado
una coloracién parda. Después de lavado con agua destilada,
se sometieron los portaobjetos a contratincién con
hematoxilina durante 1 min. Subsiguientemente, se lavaron
los portaobjetos durante 10 s en agua destilada corriente y
se montaron en glicergel (DAKO) . La tincidén
inmunohistoquimica de las biopsias clinicas exhibia tincidn
positiva en el céancer de pulmdén, cancer de mama, cé&ncer de

ovario, y muestras de cancer de cabeza y cuello.

EJEMPLO 18

RT-PCR cuantitativa en tejidos normales y de cancer

Se cribaron diversas muestras de tejido normal y canceroso
respecto a la expresidén de mRNA de O8E utilizando PCR coﬁ
transcriptasa inversa cuantitativa (RT-PCR). La expresidn

de mRNA es indicativa de la expresién de la proteina OSBE.
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Para la RT-PCR cuantitativa, se utilizaron los iniciadores
de O8E siguientes: B7-H4.3:AGGATGGAATCCT-GAGCTGCACTT; B7-
H4.4: TCCGACAGCTCATCTTTGCC-TTCT proporcionados por Operon
(Huntsville, AL). Se utilizaron condiciones estandar de
reaccién (5 pl de ¢DNA molde a 1 ng/pl, 0,1 ul del
iniciador de aguas arriba a 40 uM, 0,1 ul de iniciador de
aguas abajo a 40 uym, 6 pl de mezcla PCR 2X SYBR Green
(Applied Biosystems #4367659), y 0,8 nul de agua). Se
amplificé el c¢DNA durante 40 ciclos utilizando condiciones
de PCR estandar en un equipo ABI Prism 790CHT (Applied
Biosystems, Foster City, CA). Los resultados de la RT-PCR
cuantitativa se muestran a continuacién en la Tabla 7. Las
muestran con recuentos no determinados representan valores
que eran inferiores a un umbral de fluorescencia. Se
demostrd que los tumores de mama, ovario y de cabeza y
cuello expresan O8E, observandose los niveles de expresién
maximos en algunas muestras de cancer de ovario y de cabeza
y cuello. Esto demuestra gue hay una expresién incrementada
de OBE en las muestras de tumores de mama, ovario y cabeza

y cuello con relacién al tejido normal.

Tabla 7

Expresién RT-PCR cuantitativa en los tejidos normales de

cancer
Tejido Recuento Cantidad
N.Adiposo(#301) 28.953062 25.57793
N.Arterial (#303) 31.856901 3.0423617
N.Vejiga(#257) 30.620392 7.5326214
N.Médula Osea(#342) Indeterminado 0
N.Cerebro(#258) 34.33955 0.49280354
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N.Mama(#259) 25.63064 292.28528
N.Colon (#261) Indeterminado 0
N.Eso6fago(#262) 32.27514 2.2388945
N.Corazén(#125) Indeterminado 0
N.Rif6N(#264) 33.599422 0.8479082
N.Higado (#266) Indeterminado 0
N.Pulmén (#268) 32.44523 1.9763907
N.Ganglio Linfatico(#315) Indeterminado 0
N.Ovario(#270) 35.045704 0.29364112
N.Pancreas(#271) 28.446985 37.06916
N.Leucocitos de Sangre 34.652363 0.39180183
Periférica(#302)
N.Préstata (#272) 32.635994 1.7184163
N.Retina (#256) 34.70426 0.37717298
N.Musculo Indeterminado 0
Esquelético(#119)
N.Musculo Indeterminado 0
Esquelético(#126)

N.Piel(#273) indeterminado 0
N.Médula Espinal(#129) 39.383526 0.01220525
N.Bazo(#274) Indeterminado 0

N.Estémago(#275) Indeterminado 0
N.Lengua(#324) 30.956758 5.886249
N.Amigdala(#325) Indeterminado 0
N.Traquea(#314) 29.771343 14.03797
Tumor de mama(#176) 33.798374 0.7328206
Tumor de mama(#177) 25.759022 266.02777
Tumor de mama(#178) 28.572468 33.81085
Tumor de mama(#179) 25.31508 368.374
Tumor de mama(#180) 29.323488 19.494516
Tumor de cabeza y 28.116425 47.23582
cuello(Laringe, #402)
Tumor de cabeza y 25.776083 262.72076
cuello(Faringe, #403)
Tumor de cabeza y 26.950275 111.07142
cuello(Lengua, #403)
Tumor de cabeza y 23.03704 1957.3722
cuello(Amigdala, #404)
Tumor de Rifién (#167) 27.029814 104.77927
Tumor de Ovario (#187) 25.321087 366.75525
Tumor de Ovario (#188) 22.846964 2250.0833
Tumor de Ovario (#189) 25.079527 437.81958
Tumor de Ovario (#190) 27.964441 52.80399
Tumor de Ovario (#191) 22686525 2530.9656

s
T
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SUMARIO DEL LISTADO DE SECUENCIAS

SEQ ID NO: SECUENCIA SEQ ID NO: SECUENCIA
1 Vya.a. 11G1 41 Vi n.t. 11G1
2 Vy a.a. 2A7 42 Vu n.t. 2A7
3 Vy a.a. 2F9 43 Vy n.t. 2F9
4 Vy a.a. 12E1 44 Vu n.t. 12E1
5 Vya.a. 13D12 45 Vy n.t. 13D12
6 Vi, a.a. 11G1 46 Ve nt 11G1
7 V, a.a. 2A7 47 Ve n.t. 2A7
8 V_a.a. 2F9 48 Vi n.t 2F9
9 V. a.a. 12E1 49 Ve n.t. 12E1
10 V_a.a. 13D12 50 Vi n.t 13D12
11 Vu CDR1 a.a. 51 Vy 4-34
11G1
12 V4 CDR1 a.a. 52 Vy 3-53
2A7
13 Vy CDR1 a.a. 53 Vy 3-9/D3-
2F9 10/JH6b
14 Vu CDR1 a.a. 54 Vx A27
12E1
15 Vy CDR1 a.a. 55 Vk L6/JK1
13D12
16 Vy CDR2 a.a. 56 B7-H4 humana
11G1
17 Vy CDR2 a.a.
237
18 Vy CDR2 a.a. 57 Enlazador
2F9 Peptidico
19 Vx CDR2 a.a. 58 Enlazador
12E1 Peptidico
20 Vy CDR2 a.a. 59 Enlazador
13D12 Peptidico
60 Enlazador
Peptidico
21 Vy CDR3 a.a. 61 Enlazador
11G1 Peptidico
22 Vy CDR3 a.a. 62 Enlazador
2A7 Peptidico




- 293 -
23 Vy CDR3 a.a. 63 Enlazador
2F9 Peptidico
24 V4 CDR3 a.a. 64 Enlazador
12E1 Peptidico
25 Vy CDR3 a.a. 65 Enlazador
13D12 Peptidico
66 Enlazador
Peptidico
26 V_ CDR1 a.a. 67 Enlazador
11G1 Peptidico
27 V. CDR1 a.a. 68 Enlazador
2A7 Peptidico
28 V. CDR1 a.a. 69 Enlazador
2F9 Peptidico
29 V. CDR1 a.a.
12E1
30 V. CDR1 a.a.
13D12
31 V. CDR2 a.a.
11G1
32 V. CDR2 a.a.
2A7
33 V. CDR2 a.a.
2F9
34 V. CDR2 a.a.
12E1
35 V. CDR2 a.a.
13D12
36 V. CDR3 a.a.
11G1
37 V. CDR3 a.a.
2A7
38 V. CDR3 a.a.
2F9
39 V. CDR3 a.a.
12E1
40 V. CDR3 a.a.

13D12
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REIVINDICACIONES

1. Un conjugado anticuerpo-molécula asociada que comprende
un anticuerpo monoclonal humano, o una porcién de fijacidédn
de antigeno del mismo, en donde el anticuerpo fija B7-H4
humana y el conjugado anticuerpo-moclécula asociada exhibe
al menos una de las propiedades siguientes:

(a) se fija a B7-H4 humana con una afinidad de 1 x 107°
M o menos; ©

(b) inhibe el crecimiento de las células que expresan

B7-H4 in vivo cuando se conjuga a una citotoxina.

2. E1 conjugado anticuerpo-molécula asociada de la
reivindicacién 1, en donde el anticuerpo exhibe ambas

propiedades (a) y (b).

3. E1 conjugado anticuerpo-molécula asociada de la
reivindicacién 1, que se fija a B7-H4 humana con una

afinidad de 5 x 10™° M o menos.

4. Un conjugado anticuerpo-molécula asociada que comprende
un anticuerpo monoclonal, o porcién de fijacidn de antigeno
del mismo, gque fija un epitope en B7-H4 humana reconocido
por un anticuerpo de referencia, en donde el anticuerpo de
referencia comprende:

(a) una regidén variable de cadena pesada que comprende
la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1 y una regién
variable de cadena ligera que comprende la secuencia de

aminoacidos de SEQ ID NO: 6;



10

15

20

25

- 295 -

(b) una regidén variable de la cadena pesada que comprende
la secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO: 2 y una regién
variable de la cadena ligera que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 7;

(c) una regidén variable de 1la cadena pesada que
comprende la secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO: 3 y una
regidén variable de 1la cadena ligera que comprende la
secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO: 8;

(d) una regidén variable de la cadena pesada que
comprende la secuencia de aminocdcidos de SEQ ID NO: 4 y una
regién variable de 1la cadena ligera que comprende la
secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO: 9; o

(e) una regidn variable de 1la cadena pesada que
comprende la secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO: 5 y una
regién variable de la <cadena 1ligera que comprende la

secuencia de aminocacidos de SEQ ID NO: 10.

5. El1 conjugado anticuerpo-molécula asociada de la
reivindicacién 4, en donde el anticuerpo de referencia
comprende:

una regidn variable de cadena pesada que comprende la
secuencia de aminocdcidos de SEQ ID NO: 1 y una regién
variable de cadena ligera que comprende la secuencia de

aminodcidos de SEQ ID NO: 6.

6. E1 conjugado anticuerpo-molécula asociada de la
reivindicacién 4, en donde el anticuerpo de referencia

comprende:
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una regidn variable de cadena pesada que comprende la
secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO: 2 y una regién
variable de cadena ligera que comprende la secuencia de

aminoacidos de SEQ ID NO: 7.

7. E1 conjugado anticuerpo-molécula asociada de la
reivindicacién 4, en donde el anticuerpo de referencia
comprende:

una regidén variable de cadena pesada que comprende la
secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO: 3 y una regién
variable de cadena ligera que comprende la secuencia de

amincédcidos de SEQ ID NO: 8.

8. El conjugado anticuerpo-molécula asociada de la
reivindicacién 4, en donde el anticuerpo de referencia
comprende:

una regién variable de cadena pesada que comprende la
secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO: 4 y una regidn
variable de cadena ligera que comprende la secuencia de

aminoacidos de SEQ ID NO: 9.

9. El conjugado anticuerpo-molécula asociada de la
reivindicacién 4, en donde el anticuerpo de referencia
comprende:

una regién variable de cadena pesada gque comprende la
secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO: 5 y una regidn
variable de cadena ligera que comprende la secuencia de

aminocacidos de SEQ ID NO: 10.
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10. E1 conjugado anticuerpo-molécula

reivindicacién 1, que comprende:

asociada de

la

(a) una CDR1 de la regidén variable de cadena pesada que

comprende SEQ ID NO: 11;

{(b) una regidén variable de la

comprende SEQ ID NO: 16;

(c) una regidén variable de la

comprende SEQ ID NO: 21;
(d) una regidén variable

comprende SEQ ID NO: 26;

de

la

(e) una regidén variable de la

comprende SEQ ID NO: 31; vy
(f) una regidn variable

comprende SEQ ID NO: 36.

11. E1 conjugado anticuerpo-molécula

de

la

reivindicacién 1, que comprende:

(a) una regidén variable de la

comprende SEQ ID NO: 12;

(b) una regidén variable
comprende SEQ ID NO: 17;

(c) una regidn variable
comprende SEQ ID NO: 22;

(d) una regidén variable
comprende SEQ ID NO: 27;

(e) una regidn variable
comprende SEQ ID NO: 32; vy

(f) una regidn variable

comprende SEQ ID NO: 37.

de

de

de

de

de

la

la

la

la

la

cadena pesada

cadena pesada

cadena ligera

cadena ligera

cadena ligera

cadena pesada

cadena pesada

cadena pesada

cadena ligera

cadena ligera

cadena ligera

CDR2 que

CDR3 que

CDR1 que

CDR2 que

CDR3 que

asociada de

CDR1 que

CDR2 que

CDR3 que

CDR1 que

CDR2 que

CDR3 que

lé

s 2
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12. E1 conjugado anticuerpo-molécula

reivindicacién 1, que comprende:

(a) una regidén variable de la cadena

comprende SEQ ID NO: 13;

(b) una regidén variable
comprende SEQ ID NO: 18;

(c) una regidn variable
comprende SEQ ID NO: 23;

(d) una regidén variable
comprende SEQ ID NO: 28;

(e) una regidén vafiable
comprende SEQ ID NO: 33; y

(f) una regidn variable

comprende SEQ ID NO: 38.

de

de

de

de

de

la

la

la

la

la

cadena

cadena

cadena

cadena

cadena

13. E1 conjugado anticuerpo-molécula

reivindicacién 1, que comprende:

(a) una regidén variable de 1la

comprende SEQ ID NO: 14;

(b) una regidén variable
comprende SEQ ID NO: 19;

(c) una regidn variable
comprende SEQ ID NO: 24;

{(d) una regidén variable
comprende SEQ ID NO: 29;

(e) una regidn variable

comprende SEQ ID NO: 34; y

de

de

de

de

la

la

la

la

cadena

cadena

cadena

cadena

cadena

asociada de

pesada

pesada

pesada

ligera

ligera

ligera

CDR1 que
CDR2 que
CDR3 que
CDRl que
CDR2 que

CDR3 que

asociada de

pesada

pesada

pesada

ligera

ligera

CDR1 que

CDR2 que

CDR3 que

CDR1 que

CDR2 que

la

la
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(f) una regidn variable de la cadena ligera CDR3 que

comprende SEQ ID NO: 39.

1l4. E1 conjugado anticuerpo-molécula asociada de la
reivindicacién 1, que comprende:

(a) una regidén variable de la cadena pesada CDR1 que
comprende SEQ ID NO: 15;

(b) una regidén variable de la cadena pesada CDR2 que
comprende SEQ ID NO: 20;

(c) una regidén variable de la cadena pesada CDR3 que
comprende SEQ ID NO: 25;

(d) una regidén variable de la cadena ligera CDR1 que
comprende SEQ ID NO: 30;

(e) una regidn variable de la cadena ligera CDR2 que
comprende SEQ ID NO: 35; vy

(f) una regidn variable de la cadena ligera CDR3 que

comprende SEQ ID NO: 40.

15. Un conjugado anticuerpo-molécula asociada que comprende
un anticuerpo monoclonal, o porcién de fijacidén de antigeno
del mismo, que comprende:

(a) una regidn variable de cadena pesada gque comprende
una secuencia de aminodcidos seleccionada del grupo
constituido por SEQ ID NO: 1-5; y

(b) una regidén variable de cadena ligera que comprende
una secuencia de aminodcidos seleccionada del grupo
constituido por SEQ ID NOs: 6-10;
en donde el anticuerpo fija especificamente una proteina

B7-H4 humana.
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l16. E1 conjugado anticuerpo-molécula asociada de la
reivindicacién 15, en donde el anticuerpo, o porcidén de
fijacidén de antigené del mismo, comprende:

(a) una regidén variable de cadena pesada que comprende
la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 2; y

(b) una regidén variable de cadena ligera que comprende

la secuencia de amincécidos de SEQ ID NO: 7.

17. E1 conjugado anticuerpo-molécula asociada de la
reivindicacién 15, en donde el anticuerpo, o porcién de
fijacién de antigeno del mismo, comprende:
{(a) una regidn variable de cadena pesada que comprende
la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 3; vy _
(b) una regidén variable de cadena ligera que comprende

la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 8.

18. E1 conjugado anticuerpo-molécula asociada de la
reivindicacién 15, en donde el anticuerpo, o porcién de
fijacién de antigeno del mismo, comprende:

(a) una regidén variable de cadena pesada que comprende
la secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO: 4; vy

(b) una regidén variable de cadena ligera que comprende

la secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO: 9.

19. E1 conjugado  anticuerpo-molécula asociada de la
reivindicacién 15, en donde el anticuerpo, o porcién de

fijacidén de antigeno del mismo, comprende:
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(a) una regidén variable de cadena pesada que comprende
la secuencia de aminoécidos de SEQ ID NO: 5; y
(b) una regidén variable de cadena ligera que comprende

la secuencia de aminocacidos de SEQ ID NO: 10.

20. E1 conjugado anticuerpo-molécula asociada de la
reivindicacién 15, en donde el anticuerpo, o porcidén de
fijacidén de antigeno del mismo, comprende:

(a) una regién variable de cadena pesada gque comprende
la secuencia de aminoédcidos de SEQ ID NO: 1; y

(b) una regién variable de cadena ligera que comprende

la secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO: 6.

21. Una composicién que comprende el conjugado anticuerpo-
molécula asociada de la reivindicacién 1 y un vehiculo

farmacéuticamente aceptable.

22. E1 conjugado anticuerpo-molécula asociada de la
reivindicacién 1, en donde la molécula asociada es un

agente terapéutico.

23. Una composicién que comprende el conjugado anticuerpo-
molécula asociada de la reivindicacién 22 y un vehiculo

farmacéuticamente aceptable.

24. E1 conjugado anticuerpo-molécula asociada de la
reivindicacién 22, en donde el agente terapéutico es una

citotoxina.



10

15

20

25

- 302 -

25. Una composicién que comprende el conjugado anticuerpo-
molécula asociada de la reivindicacidén 24 y un vehiculo

farmacéuticamente aceptable.

26. E1 conjugado anticuerpo-molécula asociada de la
reivindicacidén 22, en donde el agente terapéutico es un

isbétopo radiactivo.

27. Una composicién que comprende el conjugado anticuerpo-
molécula asociada de la reivindicacién 17 y un vehiculo

farmacéuticamente aceptable.

28. Un método de inhibicién del crecimiento de una célula

tumoral que expresa B7-H4, que comprende poner en contacto
la célula tumoral que expresa B7-H4 con el conjugado
anticuerpo-molécula asociada de la reivindicacién 1 de tal
modo que se inhibe el crecimiento de la célula tumoral B7-

H4.

29. Un método de inhibicidén del crecimiento de una célula
tumoral que expresa B7-H4, que comprende poner en contacto
la célula tumoral que expresa B7-H4 con el conjugado
anticuerpo-molécula asociada de la reivindicacidén 22 de tal
modo que se inhibe el crecimiento de la célula tumoral B7-

H4.

30. El método de la reivindicacidén 29, en donde el agente

terapéutico es una citotoxina.
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31. E1 método de la reivindicacidén 28, en donde la célula
tumoral que expresa B7-H4 es una célula tumoral de céncer

de préstata o céncer de vejiga.

32. E1 método de la reivindicacidén 28, en donde la célula
tumoral que expresa B7-H4 es un cancer seleccionado del

grupo constituido por céncer de préstata y de vejiga.

33. Un método del tratamiento del cancer en un sujeto que
comprende administrar al sujeto un conjugado anticuerpo-
molécula asociada de la reivindicacidén 1 de tal modo que se

trata el céncer en el sujeto.

34. Un método del tratamiento del cancer en un sujeto que
comprende administrar al sujeto un anticuerpo-molécula
asociada de la reivindicacién 22 de tal modo que se trata

el céancer del sujeto.

35. E1 método de la reivindicacién 34, en donde el agente

terapéutico es una citotoxina.

36. E1 método de la reivindicacién 34, en donde el céncer

es cancer de prdstata o céncer de vejiga.

37. E1 método de la reivindicacidén 34, en donde el cancer
se selecciona del grupo constituido por cancer de préstata

y cancer de vejiga.
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38. Un conjugado anticuerpo-molécula asociada, que

comprende el anticuerpo de la reivindicacién 1 conjugado a

una molécula asociada, en donde la molécula asociada estéa

conjugada con el anticuerpo por un enlazador quimico.

39. E1 conjugado anticuerpo-molécula asociada de la

reivindicacién 38, en donde el enlazador quimico se

selecciona del grupo constituido por enlazadores peptidilo,

enlazadores hidrazina, y enlazadores disulfuro.
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tacagcagtg

tctatggtgg

gcctggagtg

agagtcgagt

ctgtgaccgce

gggcctttga

Homo sapiens

tggtggagtc

cctctggagtt

ggctggagtg

agggccgagt

gggcgcagga

gtccttcagt

gattggggaa

caccatttca

cgcggacacg

gtactggggc

tggaggaggc

caccgtcagt

ggtctcagtt

caccatctcc

ctgttgaagce

gattacttct

atcaatcata

gcagacacgt

gctgtgtatt

cagggaaccce

ttgatccagce

agcaactaca

atttatggca

agagacaatt

cttcggagac

ggacctggat

gtggaaccac

ccaagaacca

actgtgcgag

tggtcaccgt

ctggggggtc

tgaactgggt

gtggtagaac

CCaageacac

cctgtcectce

ccgccagcecc

caactacaac

gttctccectg

actcagcagce

ctccteca

cctgagactc

ccgccaggcet

atattacgca

gctgtatctt

§Z7



321 -

caaatgaaca gcctgagagc cgaggacacg gccgtgtatt actgtgcgag agatacctac

300

gctatggacg tctggggcca agggaccacg gtcaccgtct cctct

345

<210> 43

<211> 348

<212> DNA

<213> Homo sapiens
<400> 43

gaggtgcagt tggtggagtc tggaggaggc
60

tcctgtgcag cctctgggtt catcgtcagt
120

ccagggaagg ggctggagtg ggtctcagtt
180

gactccgtga agggccgatt caccatctcc
240

caaatgaaca gcctgagagec cgaggacacg
300

tacggtatgg acgtctgggg ccaagggacc
348

<210> 44

<211> 378

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 44

gaagtgcagc tggtggagtc tgggggaggc
60

tcctgtgtag cctctggatt cacctttgat
120

ccagggaagg gcctggagtg ggtctcaggt
180

gcggactctg tgaagggccg attcaccatc
240

ttgatccagc

agaaactaca

atttatggca

agagacaatt

gccgtgtatt

acggtcaccg

ttggtacagce

gattatgcca

attagttgga

tccagagaca

ctggggggtc

tgaactgggt

gtggtaggac

ccaagaacac

actgtgcgag

tctcctca

ctggcaggtc

tgcactgggt

atagtggtag

acgccaagaa

cctgagactc

ccgecaggcet

agactgcgca

gctgtatctt

agatggggac

cctgagactc

ccggcaagct

cataggctat

ctccctgtat



- 322 -

ctgcaaatga acagtctgag agctgaggac acggccttgt attactgtac
300

tatggttcgg ggagttctga cttctactac tacggtatgg acgtctgggg
360

acggtcgecg tctcecctca

378

<210> 45
<211> 366
<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 45
caggtgcagc tacagcagtg gggcgcagga ctgttgaagc cttcggagac
60

acctgcgctg tctatggtgg gtccttcagt ggttactact ggagctggat
120

ccagggaagg ggctggagtg gattgggaaa atcaatcata gcggaagtac
180

ccgtccctca agagtcgagt caccatatca gtagacacgt ccaagaacca
240

aaactaaact ctgtgaccgc cgcggacacg gctgtgtatt actgtgcgag
300

tattttgaaa actactacta cggtatggac gtctggggcc aagggaccac
360

tccteca

366

<210> 46

<211> 324
<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 46
gaaattgtgt tgacgcagtt tccaggcacc ctgtctttgt ctccagggga
60

ctctcctgca gggccagtca gagtgttagce agcacctact tagcctggta
120

aaaagccctce

ccaagggacc

cctgtccctce

ccgeecagcecec

caactacaac

gttctccctg

agaattacga

ggtcaccgtc

aagagccacce

ccagcagaaa



cctggccagg
180
gacaggttca
240
cctgaagatt
300
ggagggacca
324

<210> 47
<211> 327
<212> DNA

ctcccagggt

gtggcagtgg

ttgcagtgta

aggtggagat

<213> Homo sapiens

<400> 47
gaaattgtgt
60
ctctcctgea
120
cctggceccagg
180
gacaggttca
240
cctgaagatt
300
ggccagggga
327

<210> 48
<211> 327
<212> DNA

tgacgcagtc

gggccagtca

ctceccagget

gtggcagtgg

ttgcagtgta

ccaagctgga

<213> Homo sapiens

<400> 48

323

cctcatctat ggtgcatcca gaagggccac tggcatccca

gtctgggaca gacttcactc tcaccatcag cagactggag

ttactgtcag cagtatggta gctcaccgct cactttecgge

caaa

tccaggeacce

gagtgttagce

cctcatctat

gtctgggaca

ttactgtcag

gatcaaa

ctgtctttgt

agcagctact

ggtgcatcca

gacttcactc

cagtatggta

ctccagggga

tagcctggta

gcagggccac

tcaccatcag

gctcacccat

aagagccacc

ccagcagaaa

tggcatccca

cagactggag

gtacactttt

gaaattgtgt tgacgcagtc tccaggcacc ctgtctttgt ctccagggga aagagccacc

60

ctctectgeca gggccagtca gagtgttagce agcagctact tagcctggta ccagcagaaa

120



180

- 324 -

cctggeccagg ctceccaggcet cctcatctat ggtgcatcca gcagggccac tggcatccca

gacaggttca gtggcagtgg gtctgggaca gacttcactce tcaccatcag cagactggag

240

cctgaagatt ttgcagtgta ttactgtcag cagtatggta gctcacctct gtacactttt

300

ggccagggga ccaagctgga gatcaaa 327
<210> 49

<211> 309

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 49

gaaattgtgt tgacacagtc tccagccacc ctgtctttgt ctccagggga aagagccacc

60

ctctcctgeca gggccagtca gagtgttage agctacttag cctggtacca acagaaacct

120

ggccaggctc ccaggctcect catctatgat gcatccaaca gggccactgg catcccagcec

180

aggttcagtg gcagtgggtc tgggacagac ttcactctca ccatcagcag cctagagect

240

gaagattttg cagtttatta ctgtcagcag cgtaggacgt tcggccaagg gaccaaggtg

300

gaaatcaaa

309

<210> 50

<211> 324

<212> DNA

<213> Homo sapiens
<400> 50

gaaattgtgt tgacgcagtc tccaggcacc ctgtctttgt cteccagggga aagagccacc

60

ctctcctgca gggccagtca gagtgttage agcagctact tagcctggta ccagcagaaa

120

cctggccagg ctcecccagget cctcatctat ggtgcatcca gcagggccac tggcatccca

180



- 325 -

gacaggttca gtggcagtgg gtctgggaca gacttcactc tcaccatcag cagactggag
240

cctgaagatt ttgcagtgta ttactgtcag cagtatggta gctcacctcg gacgttcgge
300

caagggacca aggtggaaat caaa

324

<210> 51
<211> 97
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 51

Gln Val Gln Leu Gln Gln Trp Gly Ala Gly Leu Leu Lys Pro Ser Glu
1 5 10 15

Thr Leu Ser Leu Thr Cys Ala Val Tyr Gly Gly Ser Phe Ser Gly Tyr
20 25 30

Tyr Trp Ser Trp Ile Arg Gln Pro Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Ile
35 40 45

Gly Glu Ile Asn His Ser Gly Ser Thr Asn Tyr Asn Pro Ser Leu Lys
50 55 ‘ 60

Ser Arg Val Thr Ile Ser Val Asp Thr Ser Lys Asn Gln Phe Ser Leu
65 70 75 80

Lys Leu Ser Ser Val Thr Ala Ala Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala
85 90 95

Arg

<210> 52
<211> 97
<212> PRT

<213> Homo sapiens



<400>

52

Glu Val Gln

1

Ser

Tyr

Ser

Gly

Gln

Arg

Leu

Met

Val

50

Arg

Met

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

<400>

Arg

Ser
35

Ile

Phe

Asn

53
99
PRT
Homo

53

Glu Val Gln

1

Ser Leu Arg

Ala Met His

35

Ser Gly Ile

50

Leu

Leu

20

Trp

Tyr

Thr

Ser

Val

Ser

Val

Ser

Ile

Leu
85

sapiens

Leu

Leu

20

Trp

Ser

Val

Ser

Val

Trp

Glu

Cys

Arg

Gly

Ser

70

Arg

Glu

Cys

Arg

Asn

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Arg

Ala

Ser

Ala

Gln

Ser
55

Gly

Ala

Ala

40

Ser

Asp

Glu

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Gly

Ser

25

Pro

Thr

Asn

Asp

Gly

Ser

25

Pro

Ser

326

Gly

10

Gly

Gly

Tyr

Ser

Thr
90

Gly

10

Gly

Gly

Ile

Leu

Phe

Lys

Tyr

Lys

75

Ala

Leu

Phe

Lys

Gly

Ile

Thr

Gly

Ala

60

Asn

Val

Val

Thr

Gly

Tyr
60

Gln

Val

Leu

45

Asp

Thr

Tyr

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Pro

Ser

30

Glu

Ser

Leu

Tyr

Pro

Asp

30

Glu

Asp

Gly

15

Ser

Trp

Val

Tyr

Cys
95

Gly

Asp

Trp

Ser

Gly

Asn

Val

Lys

Leu

80

Ala

Arg

Tyr

Val

Val

?]jf\



327

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

65

Leu Gln Met

Ala Lys Asp

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

<400>

Glu

Glu

Tyr

Ile

.Gly

65

Pro

Ile

Arg

Leu

Tyr

50

Ser

Glu

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

<400>

54
96
PRT
Homo
54

Val

Ala

Ala
35

Gly

Gly

Asp

55
94
PRT
Homo

55

70

75

80

Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Leu Tyr Tyr Cys

85

sapiens

Leu

Thr

20

Trp

Ala

Ser

Phe

Thr Gln

Leu Ser

Tyr Gln

Ser Ser

Gly Thr

70

Ala Val
85

sapiens

Ser

Cys

Gln

Arg

55

Asp

Tyr

Pro

Arg

Lys

40

Ala

Phe

Tyr

Gly

Ala

25

Pro

Thr

Thr

Cys

90

Thr

10

Ser

Gly

Gly

Leu

Gln
90

Leu

Gln

Gln

Ile

Thr

75

Gln

Ser

Ser

Ala

Pro

60

Ile

Tyr

Leu

Val

Pro

45

Asp

Ser

Gly

Ser

Ser

30

Arg

Arg

Arg

Ser

95

Pro

15

Ser

Leu

Phe

Leu

Ser
95

Gly

Ser

Leu

Ser

Glu

80

Pro



Glu Ile

Glu Arg

Leu Ala

Tyr Asp

Ser Gly
65

Glu Asp

<210>
<211>
<212>
<213>
<400>
Met Ala
1

Ile Ile

Gly Arg

Gly Glu
50

Ser Asp
65

Val

Ala

Trp

35

Ala

Ser

Phe

56
282
PRT
Homo

56

Ser

Leu

His

Asp

Ile

Leu

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Thr

Leu

Gln

Asn

Thr

Val
85

sapiens

Leu

Ala

20

Ser

Gly

Val

Gly

Gly

Ile

Ile

Ile

Gln

Ser

Gln

Arg

Asp

70

Tyr

Gln

Ala

Thr

Leu

Gln
70

Ser

Cys

Lys

Ala

55

Phe

Tyr

Ile

Ile

Val

Ser

55

Trp

Pro

Arg

Pro

40

Thr

Thr

Cys

Leu

Ala

Thr

40

Cys

Leu

Ala

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Phe

Leu

25

Thr

Thr

Lys

328

Thr

10

Ser

Glin

Ile

Thr

Gln
90

Trp

10

Ile

Val

Phe

Glu

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

75

Arg

Ser

Ile

Ala

Glu

Gly
75

Ser

Ser

Pro

Ala

60

Ser

Ser

Ile

Gly

Ser

Pro

60 -

Val

Leu

Val

Arg

Arg

Ser

Asn

Ile

Phe

Ala

45

Asp

Leu

Ser

Ser

30

Leu

Phe

Leu

Trp

Ser

Gly

Gly

Ile

Gly

Pro

15

Ser

Leu

Ser

Glu

Ile

15

Ile

Asn

Lys

Leu

Gly

Tyr

Ile

Gly

Pro
80

Ile

Ser

Ile

Leu

Val
80



His

Phe

Ala

Lys

Tyr

145

Ala

Pro

Glu

Lys

Cys

225

Thr

Lys

Leu

Glu

Arg

Ser

Cys

130

Lys

Ser

Thr

Val

Val

210

Met

Glu

Ala

Pro

Phe

Gly

Leu

115

Tyr

Thr

Ser

Val

Ser

195

Val

Ile

Ser

Ser

Leu
275

Lys

Arg

100

Arg

Ile

Gly

Glu

Val

180

Asn

Ser

Glu

Glu

Leu

260

Ser

Glu

85

Thr

Leu

Ile

Ala

Thr

165

Trp

Thr

Val

Asn

Ile

245

Cys

Pro

Gly

Ala

Lys

Thr

Phe

150

Leu

Ala

Ser

Leu

Asp

230

Lys

Val

Tyr

Lys

Val

Asn

Ser

135

Ser

Arg

Ser

Phe

Tyr

215

Ile

Arg

Ser

Leu

Asp

Phe

Val

120

Lys

Met

Cys

Gln

Glu

200

Asn

Ala

Arg

Ser

Met
280

Glu

Ala

105

Gln

Gly

Pro

Glu

Val

185

Leu

Val

Lys

Ser

Phe

265

Leu

329

Leu

90

Asp

Leu

Lys

Glu

Ala

170

Asp

Asn

Thr

Ala

His

250

Phe

Lys

Ser

Gln

Thr

Gly

Val

155

Pro

Gln

Ser

Ile

Thr

235

Leu

Ala

Glu

Val

Asp

Asn

140

Asn

Arg

Gly

Glu

Asn

220

Gly

Gln

Ile

Gln

Ile

Ala

125

Ala

Val

Trp

Ala

Asn

205

Asn

Asp

Leu

Ser

Asp

Val

110

Gly

Asn

Asp

Phe

Asn

190

Val

Thr

Ile

Leu

Trp
270

Glu

95

Gly

Thr

Leu

Tyr

Pro

175

Phe

Thr

Tyr

Lys

Asn

255

Ala

Met

Asn

Tyr

Glu

Asn

160

Gln

Ser

Met

Ser

Val

240

Ser

Leu



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

<400>

57

4

PRT

Homo sapiens

57

Ala Leu Ala Leu

1

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

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

58

4

PRT

Homo sapiens

MOD_RES
(1) ..(1)
Xaa es beta-alanina

58

Xaa Leu Ala Leu

1

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

<400>

59

PRT
Homo sapiens

59

Gly Phe Leu Gly

1

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

<400>

60

PRT
Homo sapilens

60

Leu Leu Gly Leu

1

330



<210> 61
<211> 4
<212> PRT

<213> Homo
<400> 61

Pro Arg Phe
1

<210> 62
<211i> 4
<212> PRT

<213> Homo
<400> 62

Thr Arg Leu
1

<210> 63
<211> 4
<212> PRT

<213> Homo
<400> 63

Ser Lys Gly
1

<210> 64
<211> 4
<212> PRT

<213> Homo
<400> 64

Pro Asn Asp
1

<210> 65
<211> 6
<212> PRT

<213> Homo

<400> 65

sapiens

Lys

sapiens

Arg

sapiens

Arg

sapiens

Lys

sapiens

331



Pro Val Gly

1

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

<400>

66

PRT
Homo

66

Gly Pro Leu

1

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

<400>

67

PRT
Homo

67

Gly Pro Leu

1

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

<400>

68

PRT
Homo

68

Pro Leu Gly

1

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

<400>

69

PRT
Homo

69

Gly Pro Leu

1

<210>
<211>

70
8

Leu Ile Gly
5

sapiens

Gly Val

sapiens

Gly Ile Ala Gly Gln
5

sapiens

Leu

sapiens

Gly Met Leu Ser Gln
5

332



<212>
<213>

<400>

PRT
Homo

70

Gly Pro Leu

1

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

<400>

71
22
PRT
Homo

71

Leu Ser Ser

1

Leu Val Thr

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

<400>

72
14
PRT
Homo

72

Glu Leu Arg

1

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

<400>

73

PRT
Homo

73

Tyr Gly Ser

1

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

74
20
PRT
Homo

- 333 -

sapiens

Gly Leu Trp Ala Gln
5

sapiens

Trp Ser Asn Trp Ala Phe Glu Tyr Trp Gly Gln Gly Thr

5 10 15

Val Ser Ser
20

sapiens

Tyr Phe Glu Asn Tyr Tyr Tyr Gly Met Asp Val
5 10

sapiens

Gly Ser

sapiens



<400>

74

Tyr Tyr Tyr

1

Thr Val Ser

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

<400>

75
11
PRT
Homo

75

Thr Phe Gly

1

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

<400>

76
12
PRT
Homo

76

Leu Thr Phe

1

- 334 -

Tyr Tyr Gly Met Asp Val Trp Gly Gln Gly Thr Thr Val
5 10 15

Ser
20

sapiens

Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
5 10

sapiens

Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
5 10



Anti-O8E 1G1l1VH

55

109

163

217

271

325

Segmento V:
Segmento D:
Segmento J:

Q
CAG

TCC

GTG

CTC

Q
CAG

ACC

1/27

4-34
D6-13
JH4b

L Q Q W G A
CTA CAG CAG TGG GGC GCA

C A A Y G G
TGC GCT GTC TAT GGT GGG

P P G K G L
CCC CCA GGG

G
GGA

TCC

L L K
CTG TTG AAG

F S D
TTC AGT GAT

W I G
TGG ATT GGG

R e e e e e e e e e e e e e e e e e e e

GCT

TGG

GTG

GGC

TAT

CAG

N Y N P S L
AAC TAC AAC

N Q F S L R
AAC CAG TTC

S R \
AGT CGA GTC

P S E
CCT TCG GAG

Y F W

CTG

A e A A e A e

E I N
GAA ATC AAT

T I S
ACC ATT TCA

T A A
ACC GCC GCG

A
GCA

e e A s N I s A N s A e At e e s i e g et e s e Nt i e s e e

Y C A R L S
TAC TGT GCG AGA CTC AGC
D6-13/DN1

G T L v T v
GGA ACC CTG GTC ACC GTC

Figura

1A

S S \

AGC TCT GTG
CDR3

W S N

TGG TCG AAC

L,

TCA

W A F
TGG GCC TTT

JH4b



2/27

Anti-O8E 1G1l1lVK

Segmento V: A27
Segmento J: JK4

E I \ L T Q F P G T L S L S P G E R
1 GAA ATT GTG TTG ACG CAG TTT CCA GGC ACC CTG TCT TTG TCT CCA GGG GAA AGA

A T L S C R A S Q S v S S T Y L A W
55 GCC ACC CTC TCC TGC AGG GCC AGT CAG AGT GTT AGC AGC ACC TAC TTA GCC TGG

Y Q Q K p G Q A P R \4 L I Y G A S R
109 TAC CAG CAG AAA CCT GGC CAG GCT CCC AGG GTC CTC ATC TAT GGT GCA TCC AGA

R A T G I P D R F S G S G S G T D F
163 AGG GCC ACT GGC ATC CCA GAC AGG TTC AGT GGC AGT GGG TCT GGG ACA GAC TTC

T L T I S R L E P E D F A v Y Y C Q
217 ACT CTC ACC ATC AGC AGA CTG GAG CCT GAA GAT TTT GCA GTG TAT TAC TGT CAG

Q Y G S S P L T F G G G T K A E I K
271 CAG TAT GGT AGC TCA CCG CTC ACT TTC GGC GGA GGG ACC AAG GTG GAG ATC AAA

L———b JK4

Figura 1B



oN

Anti-O8E 2A7VH

55

109

163

217

271

325

Segmento
Segmento
Segmento

E \ Q
GAG GTG CAG

AGA CTC TCC

F L T N S L R R T VRV VP

GCC GTG TAT

ACC ACG GTC

G L
GGC TTG

T v
ACC GTC

E W
GAG TGG

I
ATC

AGT

GTC

B N N L T N N L

3/27
V: 3-53
D: No encontrado
J: JH6b
L V E S8 G G
CTG GTG GAG TCT GGA GGA
C A A S G F
TGT GCA GCC TCT GGG TTC
A P G K G L
GCT CCA GGG AAG GGG CTG
CDR2
Yy Y A D S V
TAT TAC GCA GAC TCC GTG
N T L Y L Q
AAC ACG CTG TAT CTT CAA
Yy ¢ A R D T
TAC TGT GCG AGA GAT ACC
L—> JH6b
T V S S
ACC GTC TCC TCT

Figura

Y A

TAC GCT,

2A

AGA

GAC

GAC

ACG

Q P G G

CAG CCT GGG GGG
CDR1

S N Y M

AGC AAC TAC ATG
CDR2

S v I Y
TCA GTT ATT TAT
v T I S
GTC ACC ATC TCC

L R A E
CTG AGA GCC GAG

D \ W G
GAC GTC TGG GGC

GGG

Sec
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Regiones Anti-O8E 1G11 y 13D12 VH

CDR1
4-34 linea germinal Q VQLQQWGAGLLKP SETLSLTCAVYGGSFSGYVYWSW
I R
1G11 VH e e e N G
13D12 VH e e

CDR2
4-34 linea germinal QPP GKGLEWIGETINHSGSTNYNPSLEKSRVTISVDTS
K N
1G11 VH - - - == =- - - = - == --=-=--T- - === ==+« - - - - - =13 - - -

13D12 VH e i T T

CDR3

4-34 linea germinal Q F S LKL SSVTAADTAVYYCAR

1G11 VH - - - -R- === - - - -~ =-=-~----*LSSWSN**WAFEYWGOQG
‘T L

13D12 VH ------N--------------E-RYFE-YYYGMDV - - - -
- T

1Gll1l VH VTVSS
13Dp12 VH: - - - - -

Nota: * = una laguna, y no existe ningin aminodcido en esta posicidn.

Figura ©



Regiones Anti-O8E 2A7 y 2F9 VH

3-53 lineagerminal EVQLVESGGGLIQPGGSLRLSCAASGFTVSSNYMSHW
vV R
2A7 VH T T T S

2F9 VH - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - ----1--R-=--N-

CDR2
3-53 lineagerminal Q APGKGLEWVSVIYSGGSTYYADSVKGRFTISRDNS
K N

2A7 VH - --=-=-=-=--=--=-"=-=-=-6G8-R~= === === =-=-V - - - - - - -
2F9 VH - - -—-"=-=-"-"-----=--68S-R-DC-=-=-=-==-=== - = = - - -
CDR3

3-53 lineagerminal T LY LQMNG SLRAEDTAVYYCAR
JH6b linea germinal YGMDVWGQGTTVTV
S S
2A7 VH - - - - =--=--=--=- - - == =----=-=-DT%*-A- - - === - - - -
2F9 VH - -—--"—--"-"=-=-=-=--=-=----=----DGD-=---=-=-~-- - - -
Nota: * = una laguna, y no existe ningin aminocdcido en esta posiciédn.

Figura 7



Regidén Anti-O8E 12E1 VH

3-9 linea germinal:
M H
12E1 VH:

3-9 linea germinal:
T T
12E1 VH:

CDR3
3-9 linea germinal:

D 3-10 linea germinal:

G S
12E1 VH:

JH6b linea germinal:

12E1 VH:

S RDNA

CDR3
YYYY
S D

T

CDR2

__CDR1

S WN

S

ALYYCAKD



. «‘.‘ d

14727

Regiones Anti-O8E 1Gll, 2A7, 2F9, y 13D12 VK

A27 linea germinal
1G11 VK

2A7 VK

2F9 VK

13D12 VK:

A27 linea germinal
1G11 VK

2A7 VK

2F9 VK

13D12 VK:

A27 linea germinal
1G1l1l VK

K

2A7 VK

2F9 VK

13D12 VK:

Nota: * = una laguna,

y

no existe ningun

aminoacido en esta posicidn.

Figura 9

Js
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Regién Anti-O8E 12E1 VK

L6 linea germinal: E I VL TQSPATLSLSPGERA

A

12E1 VK: — e e - — - - - - - - - - - - - - -
CDR2

L6 linea germinal: W Y Q Q K PGQAPRILILTIYDASN

G

12E1 VK: _— — — - - - - - - - - - o e e - - = -

L6 linea germinal: T DF TLTISSLEPEDTFAVYY
JK1 linea germinal:
12E1 VK: e I e T R

JK1 linea germinal: E I K
12E1 VK: - - -

Nota: * = una laguna, y no existe ninguin aminodcido en esta posicién.

Figura 10

CDR1

QQRSNW

- TFGQGTZKV

I.II.HN**

D5
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% Internalizacion
(frente al control de Hu IgG-SAP)

18/27

Internalizacion de anti-B7H4 SAP en transfectantes CHO-B7H4

GO0 <« v roereonrnoretaestrsisasarsireraorernonerogiaas
1 = 2A7-SAP
80+ v 2F9-SAP
* 1G11-SAP

60+

40+

20+

----------------------------------

OT v v ' v v v " v L4 S
1 10 100 1000
IgG-SAP (pM)
2A7-SAP | 2F9-SAP | 1G11-SAP
EC50 | 11.32 9.981 8.013

Figura 14
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% Internalizacion
(frente al control de Hu lgG-SAP)

19/27

Figura 15

Internalizacion de anti-B7H4 SAP en SKBR3

70+ i

604
504
404
304
. " 2A7-SAP
20- v 2F9-SAP
104 e 1G11-SAP
] A Hu lgG-SAP
0=
-10 ] ] L§ 1 4 ! 1
0.1 1 10 100 1000 10000 100000 1000000

IgG-SAP (pM)

2A7-SAP | 2F9-SAP | 1G11-SAP
EC50 | 161.1 255.5 334.7

I
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HEK (transfectadas con B7H4)
. Células en Ratones SCID)
(mediana, n=8)

2000+
-8 \/ehiculo
=+ |gG humana, 10 mg/kg
- - 1500+ -~ anti-2A7, 10 mg/kg
£
= 10004
O
>
500+
Oy 14 1o 25 2 a4 30 44
9 14
A A A TA T =Dosfficacién

Dias postim plahtacién

Figura 20

TCy
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(Convention de La Haye du 5 Octobre 1961)

1. Country: United States of America
This public document
2. has been signed by Paul Piperato

3. acting in the capacity of County Clerk

' 4. bears the seal/stamp of the county of Rockland
Certified
5. At Albany, New York 6. the 11th day of June 2010

7. by Secretary of State, State of New York
8. No. A-95402F

9. Seal/Stamp 10.  Signature

Apna GV

Lorraine Cortés-Vazquez
Secretary of State

PY L2 X ]
..O i Q,..‘

50 * g

04135595.RSL ( REV: 02/24/10)
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077375.0903

VERIFICATION

STATE OF NEW YORK )
) ss:

COUNTY OF NEW YORK )
I verify that the attached document identified
ras:

Assignment

1Y 'ig a true copy of the document as executed'by Jonathan A.

, m‘:? Terrett on March 18, 2010, Josephine M. Cardarelli on March

SAAN 19, 2010, Chetana Rao-Naik on March 5, 2010, Bingliang Chen
‘i . on March 18, 2010, and David J. King on March 19, 2010 to
TN . Bristol-Myers Squibb Company in connection with

+" International Application No. PCT/US08/084923 filed

- November 26, 2008.

/7 Laurie Nieves

‘) Subscribed and sworn to before me this 26th day

of May 2010.

meﬁ WW«

Patricia A. Simpson, Notary Public

v‘\\““{ 'f é‘m' t,

‘G\\ \G -, i \’{,‘" PA . .

& 5“9" NOTARY%'AA SIPSON

_‘? Lt i A% 'b ‘C, shbo’NwYm
FUTNCVRs, Quaiifag 2316150975

X . ’ BT 2 b o ‘nRM

FEOR: Y (e Conmm Expires Cou%
Senim, 0w August 7, 2010
E;‘:{i’&“ "‘Qﬁ? LA G O

NYO02:684911.1 kS —3,;)‘

I\T
ae



Attorney Dacket No. Medx-0198PC1 %

ASSIGNMENT
We,

TERRETT, Jonathan A.; CARDARELLI, Josephine M.; Rao-Nalk, Chetana; CHEN, B_ingliang;
KING, David J. ' :

pursuant to contractual obligations heretofore assumed by us and/or for good and valuable
consideration, the receipt and adequacy of which is hereby acknowledged, do hereby sell and
assign to Bristol-Myers Squibb Company, a Delaware corporation, having a place of business at
Rt. 206 & Province Line Road, Princeton, NJ 08543-4000, its successors, assigns and legal
representatives, all our right, title and interest, which includes the right to and full benefit of such
priorities as may now or hereafter be granted to us by local laws or by treaty, including any
international convention for the protection of industrial property, in and for all countries of the world,
including the United States and its territories and possessions, in and to the invention entitled:

“ANTI-B7H4 MONOCLONAL ANTIBODY-DRUG CONJUGATE AND METHODS OF USE”

invented by us and described in International Patent Application No. PCT/U820081084923 filed

November 26, 2008,

including said International Patent Application and any application claiming priority from said
International Patent Application, filed in any country, and any patents which may be issued and/or
granted thereon, and all divisions, cbntinuations, reissues, reexamination certificates and
extensions thereof in all countries, the said interest being the entire ownership of said invention and
all of said applications, patents (including reissue patents), extensions and reexamination
certificates to be held and enjoyed by the said Bristol-Myers Squibb Company and its successors
and assigns to the full end of the terms to which sald patents (including reissue patents), extensions
and reexamination certificates may be granted and/or Issued, as fully and entirely as the same’
V\;OUId have been held and enjoyed by us If this sale, assignment and transfer had not been made;




Attorney Docket No. Medx-0198PC1

- and we hereby agree to communicate to said assignes or its representatives any facts known to us
respecting said invention, to testify in any legal proceedings, to sign and/or execute any further
documents and/or instruments which may be necessary, lawful and proper in and/or for the filing
and/or prosecution of all applications, including divisional, continuation and relssue applications,
extensions and reexamination certificates and/or the grahting and/or issuance thereof and/or to
otherwise secure title to said invention and all of said applications, patents (including reissue
patents, extensions and reexamination certificates) in said assignee, and in general to do
everything possible to aid said assignee, its successors and assigns to obtain and enforce proper
protection for said invention in all countries. . ]

Signature: *@/

Jonathan A. Terrett

STATE OF California )
- )
COUNTY OF Santa Clara )

On this l g/’ﬂ\ day of /7 hG. OA , 20 o , before me personally came

dJonathan A. Terrett, who proved to me on the basis of satisfactory evidence to be tih;{person

whose name is subscribed to the within instrument and acknowledged to me that he/she executed
the same in his/hertheir authorized capacity, and that by his/hér signature on the insfrument the
person, or the entity upon behalf of which the person acted, executed the instrument.

I certify under PENALTY OF PERJURY under the laws of the State of California that the
foregoing paragraph Is true and correct.

WITNESS my hand and official seal, this / Sﬁ% day of ¢ ;7 (9% OA , 20 __/Q

Signature:% K\JM@Z_/

ChristopHer R. Leach, Notary Public

2y, CHRISTOPHER R, LFACH
o COMM, #1686772

EAF) NOTARY PUBLIG - GALIFORNIA )

M) SANMATEOCOUNTY O

> COMM, EXPIRES MAY 14, 010

P A R R R P TN PRl

TN 3




Attorney Docket No. Medx-0199PC1

Signature: y@yw’w 747 - W&Aﬂ"«

Josdphine M. Cardarelli

STATE OF California )
)
COUNTY OF Santa Clara )

On this [ﬂ%‘ day of _ 4. &L’] , 20_g0, before me personally came

Josephine M. Cardarelli, who proved to me on the basis of satisfactory svidence to be the person
whose name is subscrjbed to the within instrument and ackgpwledged to me that ?é/she executed
the same in h/s/herlth ir authorized capacity, and that by hié/her signature on the Instrument the
person, or the entity upon behalf of which the person acted, exscuted the instrument.

| certify under PENALTY OF PERJURY under the laws of the State of California that the
foregoing paragraph is true and correct.

WITNESS my hand and official seal, this / Cl”f//( day of /)77 QKC/) , 20 L C)

Signature:(%/VW?% : K W

Christolgher R. Leach, Notary Public

.

/IL/ r Bt CHRISTOPHERR,LEACH 2

W QEGEABD  comy, #leserrz 3
/ (k8 <LE4EF) NOTARY PUBLIC- GALIFORNIA

Signature: . SREETH .

AW SANMATEO COUNTY
Chetana Rao-Naik SRS CoN EPRES UAY 14,80

STATE OF California )
)
COUNTY OF Santa Clara )
On this 6}/ '}\ day of /. )72 C\,\V/ , 20 /0. before me personally came
Chetana Rao-Naik, who proved to me on the basis of satisfactory evidence to be the person whose
name is subscribed to the within instrument and acknowledged to me that hé/she executed the

same in Igiélher/tpe{r authorized capacity, and that by t;riélher signature on the instrument the
person, or the entity upon behalf of which the person acted, executed the instrument.

| certify under PENALTY OF PERJURY under the laws of the State of California that the
foregoing paragraph is true and correct,

WITNESS my hand and official seal, this 57/’/{ day of)@mf\/)/ 20 /0

Y ettt
2%, CHRISTOPHER R, LEACH
S HCO;M? #1666772 Eg)

Christophér R. Leach, Notary Public

sy, S0,

S~
N

4
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2 ‘
Signature: % {Y’L\'/

Bingliang Chen

STATEOF  California
)
COUNTY OF Santa Clara )

On this / gf N day of moeC A ,20/6 , before me personally came

Bingliang Chen, who proved to me on the basls of satisfactory evidence to be the person whose
name Is subscribed to the within instrument and acknowledged to me that he/sife executed the
same in his/heritheir authorized capacity, and that by his/hér signature on the instrument the
person, or the entity upon behalf of which the person acted, executed the instrument.

I certify under PENALTY OF PERJURY under the laws of the State of California that the
foregoing paragraph is true and correct,

WITNESS my hand and official seal, this / ?f/\ day of %%C A , ZO_Z(Z.

sorme i So0A

Chrlsto’p’hgr R, Leach, Notary Public

SRR, CHRISTOFHER R, LEACH

COMM, #1666772

Signature: SAN MATEO COUNTY

David J. King

STATE OF California )

)

COUNTY OF )
On this day of , 20___, before me personally came

David J. King, who proved to me on the basis of satisfactory evidence to be the person whose
name is subscribed to the within instrument and acknowledged to me that he/she executed the
same in hisfher/their authorized capacity, and that by his/her signature on the instrument the
person, or the entity upon behalf of which the person acted, executed the instrument.

| certify under PENALTY OF PERJURY under the laws of the State of California thét the
foregoing paragraph is true and correct.

WITNESS my hand and official seal, this day of .20

Signature:

» Notary Public

k)
Q& g A
'_t‘ ST NOTARY PUBLIG - CALIFORNIA )
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Signature:
Bingliang Chen
STATE OF California )
COUNTY OF Santa Clara ;
Onthis _______ dayof , 20

before me personally came

Bingllang Chen, who proved to me on the basls
name s subscrlbed to the within instrument and
same in his/her/their authorized capacity, and th
person, or the entity upon behalf of which the pe

| certify under PENALTY OF PERJURY
foregoing paragraph is true and correct.

WITNESS my hand and official seal, this

Signature: XO\/ & \)\\V\-\

5 of satisfactory evidence to be the person whose
acknowledged to me that he/she executed the
at by his/her signature on the instrument the
rson acted, executed the instrument.

Linder the Jaws of the State of California that the

20 .

day of

Signature:

Christopher R. Leach, Notary Public

David J. King

STATEOF  California )
' )

COuNTY OF IS4 D/ = )
onthis /9 dayot MAran_ . 2000l

before me personally came

Davld J. King, who proved to me on the basls ¢f satisfactory evidence to ba the person whose

name is subscribed to the within instrument and
same In his/her/thelr authorized capacity, and t
person, or the entity upon behalf of which the p

acknowledged to me that he/she exacuted the
at by his/her signature on the instrument the
rson acted, executed the instrument.

| certify under PENALTY OF PERJURY under the laws of the State of California that the

foregoing paragraph is true and correct.

WITNESS my hand and official seal, this

HKOLLY J, KEIL
Commission # 1865606
Notary Publlc - California

Signature

19 _sayot My,
—Lééﬂ/ %é 2

s Notary Public

S2e




TRADUCCION AL ESPANOL del docume

BRISTOL-MYERS SQUIBB COMPANY, fi

nto de cesion de solicitud de patente a

rinado por los cedentes y el cesionario.

APOS

TILLA

(Convencién de la Haya del 5 de Octubre de 1961)

1. PAIS: Estados Unidos de América

Este documento publico

2. Ha sido firmado por: Paul Piperato
3. Actuando en capacidad de Secretario del Condado de Rockland
Certificado

5. En Abany, Nueva York
7. Por el secretario del estado, Estado
8. No: A-95402F

9. Sello/Timbre 10. Firn

Hay un Sello que Dice:

ESTADO DE NUEVA YORK
DEPARTAMENTO DE ESTA

04135595.RSL (REV: 22/24/10)

6. El dia 11 de junio de 2010

de Nueva York
na

(FIRMA)
Lorraine Cortés-Vazquez
Secretario del estado

DO

N,
%
(.\—)



DOCUMENTO ADJUNTO LLEVA RELIEVE

ESTADO DE NUEVA YORK
CONDADO DE ROCKLAND

Yo, Paul Piperato, Secretario del Condadc? y Secretario de la Corte Suprema del
Estado Nueva York en y por el Condado de Rockland, la misma corte de registros
que tiene por ley un sello, POR LA PRESENEE CERTIFICA QUE:

PATRICIA A. SIMPSON

de quien su nombre esta suscrito para certificar o probar el reconocimiento del
instrumento anexo, en el momento de tomar este tipo de prueba de reconocimiento
un NOTARIO PUBLICO en el estado de Nueva York; debidamente comisionado,
firmado y calificado para actuar asi para el estado de Nueva York ; que con arreglo a
una ley, comision, o un certificado de su nambramiento y cahﬁcamones y su firma
han sido registrados en mi oficina. ComE tal NOTARIO PUBLICO ellella fue
autorizado por las leyes de Nueva York para administrar juramentos y afirmaciones,
recibir y certificar agradecimientos o pruebas de escrituras, hipotecas, poderes de
abogados y cualquier instrumento escrito para tierras, viviendas y heredades que se
deben leerse como evidencia o registradas |en este estado, para protestar por las
notas y para tomar y certificar declaraciones|juradas, y que estoy muy familiarizado
con la escritura de tal NOTARIO PUBLICOQ, o tengo comparada la firma en del
instrumento anexado con su firma depositada en mi oficina, y creo que esa firma es
genuina EN FE DE LO CUAL; he puesto aqui mi mano y fijado mi sello oficial de la
presente el 2 dia de Junio de 2010.

[sello]

(Firma)
Secretario del Condado y Secretario de la
Corte Suprema del Condado de Rockland

N
)



077375.0903

VERIFICACION

ESTADO DE NUEVA YORK )
) SS:
CONDADO DE NUEVA YORK )

Yo cerifico que el documento adjunto identificado como:
Cesidn

Es una copia de el documento ejecutado por Jonathan A TERRETT en Marzo 18,
2010, Josephine M. CARDARELLI en Marzo 49, 2010, Chetana RAO-NAIK en Marzo
5, 2010, Bingliang CHEN en Marzo 18, 2010,|y David J. KING en Marzo 19, 2010 a
Bristol-Myers Squibb Company en conexion con la Solicitud Internacional No.
PCT/US08/084923 registrada el 26 de Noviembre de 2008.

. (FIRMA)
Laurie Nieves

Suscrito y firmado ante mi este dja 26 de mayo de 2010.

(FIRMA)
Patricia A. Simpson, Notario Puablico

Hay un Sello que Dice:

Patricia A. Simpson
NOTARIO PUBLICO, ESTADO DE NUEVA YORK
No. 01516150975
Competente en el Condado de Rockland
Mi comision vence Agosto 7, 2010.

NY02:684911.1
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N ° de expediente del abogado: Medx-0199PC1

CESION

Nosotros,

Jonathan A.TERRETT, Josephine M. CARDARELLI, Chetana RAO-NAIK, Bingliang CHEN,
David J. KING

cumplimiento de obligaciones contractuales asumidas hasta ahora por nosotros y/o para su
consideracion buena y valiosa, el recibo y suficiehcia de los cuales son reconocidos aqui, se
reconocen, por la presente venta y asignacion a Bristﬁl-Myers Squibb Company, una corporacion de
Delaware, teniendo un lugar de negocios en Rt. 206 & Province Line Rd. Princeton, NJ 08543-4000,
sus sucesores, cedentes y representantes legales, todbs nuestros derechos, titulos e intereses, lo que
incluye el derecho a beneficiarse plenamente y de Iastrioridades que puedan ahora o en el futuro se
nos ha concedido por las leyes locales o por tratado, incluyendo cualquier convenio internacional para
la proteccion de la propiedad industrial, en y para todos&os paises en el mundo, incluyendo los Estados
Unidos y sus territorios y posesiones, en y para la invencion titulada:

“CONJUGADO ANTICUERPO MONOCLONAL ANTI-B7H4-FARMACO Y METODOS DE
UTILIZACION”

Inventado por nosotros y descrito en la  Solicitud Internacional de Patente No.
PCT/US08/084923 registrada el 26 de Noviembre de 20G8.

Incluida dicha Solicitud Internacional de Patentely cualquier solicitud reivindicando prioridad de
dicha Solicitud Internacional de Patente, registrada en nuestro pais, y cualquier patente la cual pueda
ser expedidas y / o concedidas al respecto, y todas sus divisiones, continuaciones, re-expediciones,
certificados de nuevos examenes y extensiones, en todos los paises, de dicho interés es la propiedad
completa de dicha invencién y todas estas peticiones, las patentes (incluidas las patentes re-
expedidas), extensiones y los certificados de nuevos examenes que la tenga y goce por el mencionado
Bristol-Myers Squibb Company y sus sucesores y asighados hasta el final completo de los términos
en que dichas patentes (incluidas las patentes re-expedidlas), extensiones y los certificados de nuevos
examenes sean concedidos y/o emitidos, de la manera mas completa y enteramente como el mismo se
habria celebrado y disfrutado por nosotros si esta venta, cesion y transferencia no se hubiese hecho;



o
N

y nosotros aaceptamos aqui comunicar a \dicho cesionario o sus representantes cualquier
hecho conocido por nosotros respecto a dicha invencion, para testificar en cualquier procedimiento
legal, para firmar y/o ejecutar cualquier documentoLmés alla y/o instrumentos lo cual sea necesario,
legalidad y regularidad, y / o para el llenado y / 0 el enjuiciamiento de todas las solicitudes, incluyendo
solicitudes divisionales, continuaciones y nuevamente expedidas, extensiones y certificados y/o su
emision y / o proteja dicho titulo de la invencion y todos sus solicitudes, patentes (incluidas las patentes
re-expedidas, extensiones y los certificados de nlevos examenes) que la tenga y goce por el
mencionado por general para hacer todo lo posiblelpara ayudar a ese cesionario, sus sucesores y
cesionarios para obtener y hacer cumplir apropiadamente la proteccion de dicha invencion en todos los
paises.

Firma: (firma) .
Jonathan A.TERRETT

Estado de California

Condado de California

Este dia 18 de marzo de 2010, ante mi personalmente se presenté Jonathan
A.TERRETT, quién probé antes mi en las bases| de evidencia satisfactoria ser la persona
quien su nombre es suscrito dentro de este inétrumento y reconocidante mi que él/ella
ejecutaron el mismo en su capacidad autorizada,|y que por su firma en este intrumentola
persona, o la entidad a nombre de la cual esta persona actuod, ejecuto este instrumento.

Yo certifico bajo PENA DE PERJURIO bajo las leyes del estado de California que el
siguiente parrafo es copia verdadera y correcta.

TESTIGO de mi mano y sello oficial, este dia 18 de marzo de 2010.

Rirma (firma)
hristopher R. Leach, Notario Publico

Hay un sello que dice:

Christopher R. Leach
COMM No. 1666772
‘ NOTARIO PUBLICO CALIFORNIA
CONDADO DE SAN MATEO
MI COMISION VENCE 14 DE MAYO DE 201
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Firma: (firma)
Josephine M. CARDARELLI
Estado de California
Condado de Santa Clara

Este dia 19 de marzo de 2010, ante mi personalmente se presentd Jonathan
A.TERRETT, quién prob6 antes mi en las basl}es de evidencia satisfactoria ser la persona
quien su nombre es suscrito dentro de este instrumento y reconociéante mi que él/ella
ejecutaron el mismo en su capacidad autorizad‘E, y que por su firma en este intrumentola
persona, o la entidad a nombre de la cual esta persona actud, ejecuto este instrumento.

Yo certifico bajo PENA DE PERJURIO bLjo las leyes del estado de California que el
siguiente parrafo es copia verdadera y cortecta.

TESTIGO de mi mano y sello oficial, este dia 19 de marzo de 2010.

Firma (firma)
Christopher R. Leach, Notario Publico

Hay un sello que dice:

Christopher R. Leach
COMM No. 1666772
NOTARIO PUBLICO CALIFORNIA
CONDADO DE SAN MATEO
MI COMISION VENCE 14 DE MAYO DE 2019

Firma: (firma) .
Chetana RAO-NAIK
Estado de California
Condado de Santa Clara

Este dia 5 de mayo de 2010, ante mi|personalmente se presenté Jonathan
A.TERRETT, quién probé antes mi en las bases de evidencia satisfactoria ser la persona
quien su nombre es suscrito dentro de este instrleento y reconociéante mi que él/ella
ejecutaron el mismo en su capacidad autorizada, y\que por su firma en este intrumentola
persona, o la entidad a nombre de la cual esta persona actud, ejecuto este instrumento.

Yo certifico bajo PENA DE PERJURIO bajo |Ls leyes del estado de California que el
siguiente parrafo es copia verdadera y correcta.

TESTIGO de mi mano y sello oficial, este dia 5 de mayo de 2010.

Firma (firma)
Ch]’istopher R. Leach, Notario Publico

Hay un sello que dice:

Christopher R. Leach
COMM No. 1666772
NOTARIO PUBLICO CALIFORNIA
CONDADO DE SAN MATEO
MI COMISION VENCE 14 DE MAYO DE 2019



Firma: (firma)
Bingliang CHEN
Estado de California
Condado de Santa Clara

Este dia 18 de marzo de 2010, ante| mi personalmente se presenté Jonathan
A TERRETT, quién probé antes mi en las bases de evidencia satisfactoria ser la persona
quien su nombre es suscrito dentro de este instrumento y reconociéante mi que él/ella
ejecutaron el mismo en su capacidad autorizada, y que por su firma en este intrumentola
persona, o la entidad a nombre de la cual esta persona actud, ejecuto este instrumento.

Yo certifico bajo PENA DE PERJURIO bljo las leyes del estado de California que el
siguiente parrafo es copia verdadera y correcta.

TESTIGO de mi mano y sello oficial, este dia 18 de marzo de 2010.

Firma (firma)
Christopher R. Leach, Notario Publico

Hay un sello que dice:

Christopher R. Leach
COMM No. 1666772
NOTARIO PUBLICO CALIFORNIA
CONDADO DE SAN MATEO
MI COMISION VENCE 14 DE MAYO DE 2019

Firma;

David J. KING
Estado de California
Condado de

Este dia de de 20___, ante rr|1i personalmente se presenté Jonathan
A.TERRETT, quién probd antes mi en las bases de evidencia satisfactoria ser la persona
quien su nombre es suscrito dentro de este instrdmento y reconocidante mi que éllella
ejecutaron el mismo en su capacidad autorizada, y lque por su firma en este intrumentola
persona, o la entidad a nombre de la cual esta perso la actué, ejecuto este instrumento.

Yo certifico bajo PENA DE PERJURIO bajo Ias leyes del estado de California que el
siguiente parrafo es copia verdadera y correcta.

|

Firma

TESTIGO de mi mano y sello oficial, este dia de de 20

, Notario Publico



Firma;

Bingliang CHEN
Estado de California
Condado de Santa Clara

Este dia de de 20___, ante mi personalmente se presenté Jonathan
ATERRETT, quién probd antes mi en las bases de evidencia satisfactoria ser la persona
quien su nombre es suscrito dentro de este instrumento y reconocidante mi que éllella
ejecutaron el mismo en su capacidad autorizad%a, y que por su firma en este intrumentola
persona, o la entidad a nombre de la cual esta persona actud, ejecuto este instrumento.

Yo certifico bajo PENA DE PERJURIO bajo las leyes del estado de California que el
siguiente parrafo es copia verdadera y correcta.

TESTIGO de mi mano y sello oficial, este dia de de 20

Firma
Christopher R. Leach, Notario Publico

Firma: (firma)
David J. KING
Estado de California
Condado de San Diego

Este dia 19 de marzo de 2010, ante mi| personaimente se presenté Jonathan
A TERRETT, quién probo antes mi en las bases de evidencia satisfactoria ser la persona
quien su nombre es suscrito dentro de este instrhmento y reconocidante mi que él/ella
ejecutaron el mismo en su capacidad autorizada, y|que por su firma en este intrumentola

persona, o la entidad a nombre de la cual esta persona actué, ejecuto este instrumento.

Yo certifico bajo PENA DE PERJURIO bajo Ials leyes del estado de California que el
siguiente parrafo es copia verdadera y correcta.

TESTIGO de mi mano y sello oficial, este dia 19 de marzo de 2010.

Firma (firma)
, Notario Publico

Hay un sello que dice:

Holly J. Keil
Comisién No. 1855606
NOTARIO PUBLICO CALIFORNIA
CONDADO DE SAN DIEGO
MI COMISION VENCE 23 DE JULIO DE 2013
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NO.DE FAX

03 ENE.. 2086 04:15PM P1

Brigard « Castro '

BOGOTA - COLOMBIA

PODER

Yo (nosotros)

domiciliado(s) en

Nombro(amos) a: JUAN PABLO CADENA SARMIENTO
y/o CARLOS H. PALACIO EASTMAN y/o MARTIN E.
TORRES CARDOZO, de Bogota, Colombia., apoderados
verdaderos y legales con poder especial, amplio y suficiente,
para recabar de las oficinas y autoridades -colombianas
administrativas, judiclales y de policia, en cualquier instancia
o recurso, la obtencion de patentes de Invencion, registros
de marcas, disefios industriales, modelos de utilidad,
depdsitos de nombres comerciales, lemas comerclales y
ensenas, registros de derechos de autor y contratos sobre
los mismos, abtencién de cenificades de obtentor de
variedades  vegetales, -asf ‘como sus  prérrogas,
renovaciones, anotaciones de tragpaso, cambios de nombre
ylo domicillo; elaborar, tramitar y reglstrar confratos de
licencla y licencias de cualesquiera clases; Intervenir como
+ demandante o como demandado en cuslquier instancia y
" recurso ante cualquier juez, corporacion, funcionario publico
© autoridad en acclones judiciales, administrativas y de
policfa tales como: oposiciones al registro de marcas;
acclones de caducldad, cancelacion y nulidad; acciones
refvindicatorias, acciones derivadas de la oblencién o
explotacion de licencias; acclones de competencia desleal;
demandas penales; acciones de Indemnizacién de
perjulcios, reclamos y observaciones a solicitudes de
patentes, disefios industriales, modelos de utilidad, en el
ejercicio de medidas cautelares y en otrag acciones o
medidas similares.

A este efecto, lofs) faculta(amos) para -elevar solicitudes,
formular descripciones, enmiendas, protestas,
declaraciones, oposiciones, cancelaclones, nulidades,
apelaciones y reclamos; pagar impuestos, cuotag y
gravamenes prescritos por la ley; renuncler o desistir a
derechos concedidos 0 en curso de concesién, recibir toda
clase de documentos y valores, dando el descargo
“ respectivo, y, en general, para dar ante dichas autoridades

todos los pasos necesarios al efecto indicado y tomar todas

las medidas que creyeren conducentes al resguardo de mis

{nuestros intereses), con todas lag demas facultades legales
necesarias,

Este poder comprende la facultad de ratificar o confirmar en
mi (nuestro) nombre lo actuado asi como Ia facultad de
desistir, transigir, comprometer, Yy la de sustituirio en todo o
€n parte y revocar sustituciones. Asimismo nombro(amos)
a: JUAN PABLO CADENA SARMIENTO y/o CARLOS H.
PALACIO EASTMAN y/o MARTIN E. TORRES CARDOZO,
domiciliado(s) en la Carrera 7 No. 16-66 Piso 9, mis
(nuestros) apoderados en Colombla, con facultades pera

recibir notificaciones y designar apoderados judiciales o
extrajudiciales. .

Otorgado y firmado en
hoy de de 200_
Firma

Nombre
Cargo

POWER OF ATTORNEY

I (We) BRISTOL-MYERS SQUIBB COMPANY

domiciled in Princeton, New Jersey, USA

Hereby appoints JUAN PABLO CADENA SARMIENTO
and‘/or CARLOS H, PALACIO EASTMAN and/or MARTIN
E. TORRES CARDOZO, of Bogota, Colombla, my (our)
tru;tnd lawful attormeys with special, ample and sufficient
power to obtain from the Colombian administrative, judiclat
and police offices and authorities, in any instance, privileges
of patents of invention, registration of trademarks, Industrial
designs and utility models; registration of commercial
names, slogans and emblems, registration of copyright and
contracis related thereto, certfficates of obtainers of
veget%bles varieties, as well as extensions, renewals and
recordal of assignments and changes of name and domicile
relsted to the above; to prepare, prosecute and register
licensés of any kind; to act as plaintiff or defendant in eny
instance or recourse, and before any judge, corporation,
public | officlal or authority In judicial, administrative and
police actlons, such as: oppositions to the registration of
trademiarks; caducity, cancellation and nullity actions; claim
actions| derived from the obtaining or exploitation of
licenses, action of unfair competition; ¢riminal proceedings,

" actions for payment of damages: claims or observations.on

patent éppllcations. modsls, industrial designs and utility
models;xn the exercise of preventive measures and in other
actions or similar proceedings,

To that effact they hereby empowered to file applications,
formuleteldescriptions, emendments, protests, declarations,
oppositions, cancellations, nullities, appesls and claims; to
pay taxes, quotas and assessments prescribed by law,.
renounce }lx walve the rights granted or In the process. of
granting; o receive all kinds of documents and valuables,
giving the tespective release of receipt, and, In general, to
take beforé sald authorities the necessary steps to such
effect, and lany measures that they may deg i

the sefeguérd of my (our) Interest{ss
necessary legal powers, P

This power includes the fack
settle and compromise on my (g
this power in Whoie or in part &
the same time | (We),
CADENA SARMIENT
EASTMAN 4 "
domiclled in Cafrera

oy or confimn desist,
¥f behalf, and to substitute

this  /

Signature

Name
Title




CERTIFICADO NOTARIAL (SOCIEDAD)

Hoy de de
personalmente compareci6 ante mi

2 quien conozco, y de quien me consta que firmé el anterior
documento, debidemente juramentado declaré y dijo que &
(efta) es

de

Sociedad legalmente constituida para un periodo de
duracién que ain no ha terminado; que el declarante ests
autorizado por dicha compafiia para conferir este poder; que
el sello estampado por ¢l al pie de tal poder, en nombre y
representacion de la expresada companifa, es e! sello oficlal
de ella; y que el objeto para el cual se confiere este

-~ instrumento esté comprendido dentro del objeto social de la
sociedad.

El suscrito Notario hace constar que tuvo a la vista las

pruebas de Ia existencla de la socledad.

Estado de
con fecha

¥ que quien confiere el presente poder es su representante,

Notario Piblico (sello).

) CERTIFICADO NOTARIAL
PERSONA NATURAL

Hoy de de » comparecié(eron) ante mf

3 quien (es) conozco y me consta que es(son) la(s)
persona(s) firmante(s) del documento que precede y
quien(es) declara(n) que otorgan el mismo para los fines y
prapésitos que en él se expresan.

Noterio Publico (sello)

LEGALIZACION POR APOSTILLA ES REQUERIDA.

ND.DE FRX :

S

65 ENE.. 2086 94:21PM P3

NOTARIAL CERTIFICATE (CORPORATION)

Onthis 11 day of January of 2006 personally
8ppeared beforeme  SUZANNE E. BABAJKO

to me known, and known to me to bs the person who
signed the foregoing Instrument who being by me duly
swomn did depose end say that he (she) is the

SENIOR PATENT COUNSEL

of BRISTOL-MYERS SQUIBB COMPANY

Which Is legally constituted for a term not yot expired, that
deponent is authorized by said Company to confer this
Power of Attomey: that the seal affixed hereunto by the
deponent in the neme and on behalf of said Corporation is
the ocorporate seal thereof; and that the purpose for which
this Instrument Is granted Is included within the corporate
purpose of company.

The undersigned Notary Public attests that he has seen the
documents that prove the existence of the company.

State of
under date of

and that he (she) who grants the present power of attorney
Is its Representative,

Public Notary (Seal)

NOTARIAL CERTIFICATE
NATURAL PERSON

On this /]J’h

personally appeared before me

B Suzanne E. Bfbay
who is(are) known to me end“WisA
foregoing document and he fiéy) declared he (they)
grani(s) the document for the¥lises and purposes therein
expressed.

4 X
X6 tary Pu
"MAURA 0. KNOBL
-, NOTARY PUBLIC OF NEW .. %

My.Commission BgaesuiciSe

LEGALIZATION BY APOSTILLE IS RQ




TRADUCCION AL ESPANOL del Documento de Poder otorgado por
BRISTOL-MYERS SQUIBB COMPANY domiciliada en Princeton, New
Jersey, Estados Unidos de América. -

APOSTILLA
(CONVENCION DE LA HAYA DEL 5 DE OCTUBRE DE 1961)

1. PAiS: ESTADOS UNIDOS DE AMERICA

2. ESTE DOCUMENTO PUBLICO HA SIDO FIRMADO POR:
MAURA O KNOBL

3. ACTUANDO EN CAPACIDAD DE:
NOTARIO PUBLICO DE NEW JERSEY

4. LLEVA EL SELLO/TIMBRE DE:
MAURA O KNOBL, NOTARIO

CERTIFICADO

5. EN TRENTON, NEW JERSEY

6. EL 13 DE ENERO DE 2006

)

7. POR: John E. McCormac, CPA, TESORERO DE NEW JERS#®
8.  NO.A248886

9. SELLO/TIMBRE: 10.




olJPEﬁ’NTr NDENGIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

lEilil!l!lEEI!IEEE!HEE!Biﬁﬁiliiil!l

0-079591- -00000-0000

Fecha: 2010-06-30 17:5¢:51 Dep. 2020 DIR NUEVASCR

Tra. 11 PATENTEIY] Eve: 378 FASENACIONALI
Act. 411 PPFbEf\JIA(‘IO\l Folios: 388

i

PATENTEDE INVENCION []] Moaél_fo DE UTILIDAD | ] Art 33 Decisién 486/00

Indicacion que se sollo:ta una pat@nte :

Datos de Identnﬁcac;on del sohmtante,

o de la persona que presenta la solicitud
Descripcion d la‘invencion '

Dibuj_os de ser; estos pertmentes'

Comprobante de pago de las tasas estableoldds (De ser el caso formato de descuento)

Completa : ; ‘ Incomp]eta D
i _—\: ] T \J

PATENTE ljDE_li\lVENCléN PCT D MODELO DE UT!LIDAD PCT D Alt 33 Decmon 486/00, Circular Unica

: D Indicacién ay e se sol!c&ta una PCT '

E: Copia de la <oh<:|tud en espanol tal como fue ptesentada lmmalmente (capitulo descriptivo,
| reiVindicatom resumen) »
Dibujos de s¢r estos pertinentéé R
i B 1
‘ D - Comprobante de pago de Jas tasas establecid

sas est as (de ser el caso formato de descuento)

: Completa | f ' v ;lnéom}aleta D

N . i .
| .
;

z s N
ilSENOlN[?USTRIAL [} o (ArtHQDeCISlondSG/OO)

[
— ]

' t 7 V ’ ‘ ! .
f ] * Indicacion que se solicita Diseno mdustrlcxl : A
D Datos de idei

tificacion del soholtante o dela persona ;que presenta fa solicitud

Representaol n gréfica y fotograﬁca del Disefio. mdustrial 0 Muestra del material que incorpora el

disefio .
D Comprobante;de}pago{de las taéafs establecidas

 Completa [:] v lnbbnzﬂpleta D ' .
— L s . : t

ESQUEMA DE TRAZADO [ ]| (Art. 92 Decision 486/00)

Indicacion Que se Solicita un esquema de trazado ‘ :

Datos de identificacion del soiicit;arjte o de la persona que presenta Ia solicityd

Representacrcn grafica de un esqdema de trazado’

Comprobante

oo

de pago de las tasas estableoldao

Completa [] i | !nfcon:wpleta [:]
I —— . .
f o x\

R102-F08 (2009-1 1-18)
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Ar Industria y Comercio
*‘\’—_}’)\; SUPERINTENDENCIA
i * y -
BGENTENARIS -
Folio 390
2020 .
Bogota D.C.,

Doctor (a)

CADENA SARMIENTO JUAN PABLO
Apoderado(a) y/o Representante de
BRISTOL - MYERS SQUIBB COMPANY

REFERENCIA Radicacidén No. 10 79501
Solicitud internacional PCT/US2008/084923
Fecha inicio fase nacional 30/06/2010
Tramite 11
Evento 378
Actuacidn 416
Oficio No. 10836
Folios 1

Teniendo en cuenta gque la solicitud de privilegio de patente que se tramita bajo el
expediente indicado en la referencia, refine los requisitos de forma establecidos en
la Decisidén 486 de la Comisidén de la Comunidad Andina, el Tratado de Cooperacidén en
Materia de Patentes (PCT), el Reglamento y la Circular Unica de la Superintendencia
de Industria y Comercio, se envia el extracto de la solicitud a la Oficina de
Comunicaciones para efecto de su publicacidén en la Gaceta de Propiedad Industrial.

gzgngrsleBogoté DC, “ 3 UL' Zmﬂ

4
SPEDES DE VERGEL
juevas Creaciones (c)

ALIX CARMENZA
Directora de

adpall

‘
Al contestar favor indique el nimero Sede Centro: Carrera 13 No. 27-00 pisos 2, 5, 7 y 10 PBX: 5870000
de radicacidén consignado en el rétulo Sede CAN: Av. Carrera 50 No. 26 - 55 int.2. Tel 5880070

Call Center 6513240. Linea 01800-910165
Web: www.sic.gov.co e-mail: info@sic.gov.co
Bogotd D.C. Colombia



