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UN ANTICUERPO SELECTIVO PARA UN RECEPTOR DE LIGANDO QUE

INDUCE APOPTOSIS RELACIONADA CON EI. FACTOR DE NECROSIS DE

TUMOR Y USOS DE ESTE

CAMPO DE LA INVENCION

La presente i1nvencidén se relaciona con un anticuerpo
capaz de ligar especificamente a un tipo simple de
receptor de ligando que 1nduce apoptosis relacionada ({en
lo sucesivo denominado como “TRAIL” con el factor de
necroslis de tumor {en lo sucesivo denominado cowo “TNF”),
mas particularmente, con un anticuerpo monoclonal que
incluye apoptosis en celulas in vivo e 1n vitro que
expresan el receptor tipo simple y las terapias basadas

en este

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

El TRAIL es un miembro de la familia TNF de

proteinas, que tambien incluye ligando (1) TNF-o y Fas
Estas proteinas son potentes inductores de apootosis 2

la fecha, se han identificado cinco receptores de TRAIL,



dos de los cuales, DR4 (TRAIL-R1) y DR5 (TRAIL-R2) (2-7),
son capaces de transducair la seflal de apoptosis mientras
que los otros tres de DcRl (TRAIL-R3), DcR2 {(TRAIL-R4), y
la osteoprotegerina (OPG) no transduce la sefial de
apoptosis (8~12) Todos los cinco receptores para TRAIL
comparten homologia significativa en sus dominios de
unién de ligando extracelular Similar al receptor 1 Fas
y TNF (en lo suceslvo denominado como “INFRI”}, los
segmentos intracelulares tanto del DR4 como del DR5S
contienen un dominlo muerto, y transducen una seflal de
apoptosis a través de una senda que i1nvolucra la proteina
de dominio muerta asociada con Fas {en lo sucesivo
denominada como “FADD”) y caspasa 8 (6, 7) Ademas de
transducir la seflal de apoptosis, los receptores DR4 y
DR5 también pueden activar una senda que involucra NFko

(6, 7)

Las funciones biologicas del TRAIL que han sido
demostradas incluyen la capacidad del TRAIL a inducair
selectivamente apoptosis de células de tumor
transformadas, con células normales que son relativamente
resistentes a la apovtosis mediada por TRAIL (13-15)
Esta selectividad sugiere que, en contraste con el

ligando Fas, la administracién del TRAIL esta asociada
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con muy bajos niveles de toxicidad como se demostrd
mediante la administracién sistémica de TRAIL en un
modelo animal sin inducir toxicidad significativa (13)

De esta manera, el TRAIL se ha propuesto como un agente
que 1nduce apoptosis potente que seria un agente
terapéutico adecuado para el tratamiento de cancer ¥y
otros des6rdenes asociados con proliferacidén anormal de
celulas El TRAIL también se ha propuesto por ser un
agente potente que induce apoptosis que seria adecuado
para el tratamiento de enfermedades autoinmunes e
inflamatorias Se ha demostrado que la apoptosis mediada
por TRAIL se involucra en la muerte celular inducida por
activacion de células T, sirviendo ae esta manera como un
mecanismo alternativo al ligado Fas (16, 17) La
apoptosis mediada por TRAIL también puede funcionar en la
induccién de apoptoslis de células T y otras células
inflamatorias (18), y juega un vapel en la actividad de
muerte de las células NK (19-21), y en la funcién
inmunomodulatoria de células dendriticas (22, 23) De
esta manera, la apoptosis mediada por TRAIL también puede

funcionar en inmunoprivilegioc e i1nmunosupervisidn

El sistemz receptor TRAIL es complejo, e incluye al

menos dos receotores de muerte, DR4 y DRS5, vy al menos dos

13
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receptores no apoptésicios DcRl y DcR2 Todos estos
receptores no solo comparten una homologia alta de
secuencla aminoacido, sino también exhiben una afainidad
de unién similar al TRAIL (2-12) La capacidad de los
receptores DcRl y DcR2 para competir por la unién del
TRAIL sin 1inducir apoptosis sugiere cgue ellos pueden
actuar como receptores sefiuelo que bloquean o modulan la
actividad del ligando TRAIL Mas adn, se ha reportado que
célula no transformadas expresan niveles mas altos de
receptores sefiuelo que lo que lo hacen las células
transformadas Asi, se ha propuesto que la modulacién
diferencial de la expresidn de la muerte y los receptores
sefitelo pueden representar un mecanismo requlatorio clave
que determina 1la susceptibillidad de las células a 1la
apoptosis mediada por TRAIL, pero debido a la falta de
los anticuerpos especificos a los receptores (2) Aunque
la expresion y funciétn del DR4 y DR5S ha sido estudiada
intensamente, se ha impedido el progreso por 1ia falta de
anticuerpos monoclonales especificos ae los receptores
La expresion de superficie celular del DR5 no se ha
documentado Se ha reportado que un panel de anticuerpos
de recentor anti-TRAIL se han generado gue son capaces de
inducir apoptosis de células de melanoma in vitro pero

solo a la 1inmovilizacion de los anticuerpos, para
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promover reticulacién, y, en algunos casos, las células
requieren cultivo con actinomicina D (24) varios
anticuerpos anti1-DR5 se han generade (24) Sin embargo,
estos anticuerpos monoclonales anti-DR5 previamente
generados tlenen una actividad que induce baja apoptosis
in vitro, audn bajo las condiciones de reticulacién No se
ha reportado actividad in vivo Estos anticuerpos no han
sido utilizados para examinar la expresidén de la
superficie celular de los receptores TRAIL (24) De esta
manera, existe necesidad de un anticuverpo monoclonal
selectivo para cada receptor TRAIL especifico que no es
solo capaz de unirse al receptor en la superficie celular
sino también de inducir fuertemente apoptosis de wvarieos
tipos de célula anormales, que incluyen células de tumor,
tanto 1n wvivoa como in vwvitro sin el redquisito de
reticulaciébn o inmovilizacion Tal anticuerpo no solo
suministraria un agente terapeutico potencial Sino
también una herramienta de diagnostico para andlisis
funcional del receptor TRAIL Existe necesidad particular
de un anticuervo especifico contra cada uno de los

receptores gue inducen muerte DR4 y DRS

En el desarrollo, o progresién de muchas

enfermedades es a menudo el caso que las células no sean

Jus



suprimidas En muchas enfermedades autoinmunes Y
condiciones 1nflamatorias, las celulas sobrevivientes
activadas atacan los tejidos o celulas normales Ademas,
la progresié4n y tumorigénesis y la formacién de panus
proliferativo de la artritis reunatoide son
caracteristicas de 1la proliferacién no revisada de
celulas Asi, la apoptosis 1insuficiente conduce al
desarrollo de la enfermedad, y el uso de un ligando que
induce apoptosis o anticuerpo monoclonal agonistico para
mejora la apoptosis se considera como una estrateqia
potencial terapéutica para eliminar aquellas células no

requeridas

Por ejemplo, la artritis reumatoirde (en lo sucesivo
denominada como “RA”) es una enfermedad autoinmune comin
en los humanos El entendimiento habitual de la
patofisiologia del RA es que las células T autoinmunes y
las células B 1inician una respuesta inflamatoria en las
articulaciones que conduce a la hiperproliferacicon de
sinoviocitos Como consecuencia de la hiperproliferacidn
ae ceélulas sinoviales, las mnetanoproteinasas (en 1lo
sucesivo denominaaas como “MMPS”) son sobreproducidas lo
cual ademas conduce a la destruccién erusiva del

cartilago y el hueso que es caracteristica de RA (25)
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Asi, el control de hiperproliferacién de las células
sinoviales 1inflamatorias es una etapa clave en el
tratamiento de RA El mecanismo molecular que conduce a
la hiperproliferacién de células sinoviales es aun
desconocido Aunque las células sinoviales
hiperoroliferativas son no malignas y no transformadas,
muchos estudios han sugerlido que ellas comparten algunas
caracteristicas comunes con las células transformadas
(46) Estas células, las asi llamadas “sinoviocitos que
parecen transformados”, se caracterizan por un reticulo
endoplasmatico aproximadamente tenso, numerosos micleos
irregulares, y cambios en el esqueleto normal de las
celulas en forma de huso Se ha propuesto que la
incorporacién de los oncogenes y los genes derivados de
virus podrian ser los disparadores primarios para la

apariencla transformada de la célula sinovial RA (46)

Al menos dos aspectos de RA sugieren gque la
apoptosis desregqulada podia contribuir al proceso de la
enfermedad y aque 1la elicitacién terapeutica de 1la
apoptosis podria ser un tratamiento efectivo La falla de
la supresidn de las celulas T activadas sugiere que hay
una muerte defectuosa de las celulas inducidas por

activacion de estas células T, lo cual es un proceso que
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involucra apoptosis mediada por Fas y apoptosis mediada
por TRAIL, y la naturaleza hiperproliferativa de la
célula sinovial RA es un factor que contribuye a la etapa
posterior de la patofisioclogia RA De hecho, se ha
mostrado que la administracion de anticuerpo antifaz en
las articulaciones 1nflamatorias inhibe el desarrollo de
artritis crénica en ratones transgénicos tax, que son
modelos animales para RA humano (26) Mas aln, la
transduccién localizada del gen de ligandc Fas mediante
un vector adenoviral es efectiva en la prevenclédn de
artritis inducida por coléageno (27) La inhibicién de la
preoliferacién de células sinoviales inflamatorias
mediante el mejoramiento de apoptosis mediada por Fas se
observa en ambos casos Aunque el ligando Fas es un
inauctor de apoptosis fuerte en las celulas sinoviales
RA, la aplicacion de una apoptosis mediada por ligando
Fas como una terapia para humanos se ha limitado por su
toxicidad letal al higado De esta manera, la apoptosis
inducida por el receotor TRAIL representa una terapia méds
sequra VvV mas efectiva para el tratamiento de RA que la

apoptosis 1inducida por ligando Fas

La apoptosis 1nducida por receptor TRAIL tambien

representa una terapia mas segura y mds efectiva para el



tratamiento de céncer que la apoptosis 1nducida por
ligando Fas La apoptosis mediada por TRAIL es conocida
por inducir especificamente apoptosis de celulas de tumor
transformadas sin afectar las células normales Se ha
mostrado que la administracién sistémica de TRAIL soluble
trimerizado no causa toxicidad en animales experimentales
siendo aun capaces de 1i1nducir regresidén de tumores
implantados (13, 28) Su potencial como una terapia
adjunta para tratamientos tradicionales fue
infracalificada por el hallazgo reciente de que la
expreslédn del DR5 y la susceotibilidad de la apoptosis
inducida por TRAIL de las células de cancer de mama se
mejora mediante la radiacion sugiriendo cue combinada ccn
la radiacién, la eficiencia del TRAIL se incrementaria en

terapia de cancer (29)

Ademds, el gen que codifica el receotor TRAIL DRS se
ha mapeado en el cromosoma 8p21-22,” un locl con una alta
frecuencia de mutacion en algunas células cancerosas
(30) Se ha revortado que al menos dos clases de celulas
tumorales, céncer pequefio ae ovulmon (31) ¥ cancer ae
cabeza y cuello (32) exhipen mutaciones en el dominio da
muerte del gen DRS Asi, exaiste ~ecesidad de un

anticuerpo anti~-DR5 en la investigacidn de céncer para



determinar el efecto de la variacién del epitopo receptor
sobre el desarrollo de la progresiétn de los canceres

Ademds, la funcionalidad de las mutaciones del receptor
TRAIL probarian una herramlienta de diagndstico clinica
ptil cuando se utilaza en conjunto con otros
biomarcadores en la deteccidn temprana de canceres y como

un predictor de agresividad de tumor

RESUMEN DE LA INVENCION

Se describe un anticuerpo gque recocnoce un receptor
TRAIL DR5 y que induce apoptosis en las células que
expresan DR5 in vivo Ademas describe un anticuerpo que
reconoce DR5 pero no DR4, DcRl, no DcR2 Se detalla
esvecificamente un anticuerpo monoclonal producido por un

bhibridoma

El método suministrado por la invencién permite la
1inhabicién de proliferacion de células al exponer una
célula o una cantidad terapéutica de un anticuerpo capaz
c2 urirse al DR5 También se describe una composicidn
farmacolégica que 1ncluya una cantidad terapeutica de
anticuerpo monoclonal activo contra un DRS5, un portador

farmacéuticamente aceptable y un recipiente que 1ncluye

(LN
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el anticuerpo vy el portador Ademds se suministra por la
invencién el uso de un anticuerpo que reconoce el DRS
para preparar una terapia para apoptosis selectiva de

células anormales o desreguladas

Un anticuerpo de la presente 1invencidén interactia
con un receptor de ligando de factor de necrosis tumoral
tal como DR4, DRS, DcRl, DcR2 y OPG, que induce apoptosis
en una célula que expresa tal receptor Se describe un
anticuerpo de la i1nvencidén capaz de unir selectivamente

un evitopo receptor de ligando de factor de necrosis

tumoral agonista o antagonista

La presente invencitn suministra un tratamiento para
una @anfermedad relacicnada con apoptosis mediante un
método que i1ncluye exponer un tejido objetivo que tiere
una enfermedad relacionada con apoptosis a una cantidad

terapeutica de un anticuerpo de la invencidn

Ademds describe una proteina de fusion que incluye
una secuencia de aminodcido receptora de TRAIL antigénico
que tiene al menos 10 bases, acopladas a una proteina de
inmunoglobulina o un fragmento de esta capaz de elicitar

una respuesta inmune en un sujeto
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La presente 1invenciédn suministra un método de
terapia génica en la cual una célula objetivo se
transfecta con una secuencia de 4cido nucleico de
receptor TRAIL en un vector de expresion de tal forma que
el receptor TRAIL se expresa sobre la célula objetivo La
célula objetivo se expone entonces a un anticuerpo gue se

une selectivamente al receptor TRAIL

Se suministran secuencias de Aacido nucleico vy
secuenclas de aminoacido que codifican las cadenas de
inmunoglobulinas pesada y ligera del anticuerpo selectivo
para DR5 Tambien se detallan vectores que incluyen una
secuencla de A&cido nucleico de la invencion y celulas

hospederas transformadas con un vector de la i1nvencién

La presente invencion suministra una célula

bPospedera que produce un TRA-8 humanizado

Se describe un proceso para la produccion de un
anticuerpc DR5 humanizado en el cual el huésped se
transforma con secuencias de acido nucleico que codifican
una cadena liviana de inmunoglobulina humanlzada y una

cadena pesada de 1nmunoglobulina humanizada después de lo



cual el huésped transformado se incuba durante un periodo

predeterminado de tiempo

También se describe un proceso para 1inhibir la
proliferacién de celulas que 1incluye voner en contacto
una célula objetivo con una cantidad farmaceuticamente

efectiva de un anticuerpc DR5 humanizado

Se suministra un kit comercial para inducir la
muerte de celulas que 1incluye un anticuerpo TRA-8
humanizado selective para DRS5, empacado en un recipiente

adecuado junte con instrucciones de usc

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

La figqura 1, caracterizacién de TRA-8 (a ) Uniendo
especificidad de un analisis Western blot TRA-8 (panel
superior} proteinas de fusidn recombinante de la familia
TNFR probada con TRA-8 o IgG antihumano Carril 1
proteina de fusién DRS5/hIgGl (inmundégeno), carril 2 DR4/
hIgGl (TRAIL-R1), carril 3 DR5/hIgGl, carril 4 TRAIL-R3
(DcRl) /hIgGl, carril 5 TRAIL-R4 (DcR2)/hIgGl, carril 6,
CD95/hIgGl, carrail 7 TNFRI soluble Andlisis ELISA

{(panel 1nferior) los numeros de los vozos hacen pareja
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con aquellos ael Western blot exceptuando el pozo 8 que
es una proteina de fusidén DR5/hIgGl de ratén (b )
Actividad de union del TRAIL soluble y TRA-8 a DR5 y DR4

los platos ELISA fueron recubiertos DR5/ hIgGl (panel
1zquierdo) o DR4/ hIgGl (panel medic) y luego 1incubado
con TRAIL o TRA-8 (c ) El analisis de citometria de
flujo de la expresién de superficie del DR5 Las células
Cos-7 transfectadas con vector de expresion pcl.JNA 3 que
contienen el cADN del DR5 de longitud total (histograma
sblido), cADN de DR4 (histograma abierto, linea sélida} o
vector vacio (histograma abierto, 1linea punteada) 48
horas despues de 1la transfeccién, las células Ffueron
tefiridas con TR3-8 seguido por hIgGl anta raton conjugada
con PE (d ) La reactividad inmunohistoquimica 1in situa
vara DRS placas de citospina ae celulas Cos-7
transfectadas con expresién DRSS o vector de control
iueron tefirzdas con TRA-8 48 horas después de la
transfeccién, (e ) Actividad de muerte del TRA-8 las
celulas Jurkat fueron incubadas con las concentraciones
indicadas de TRA-8 La wviabilidad de 1las celulas
determind mediante ensayos de exclusidén del ATPLite, MTT,
Yy PI desoués de cultivo durante toda la noche Los
resultados de los ensayos ATPLite y MTT se presentan como

porcentaje del control medio, y el ensayo PI se presenta
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como porcentaje de las células negativas PI (f ) El
analisis de Western blot de activacion de caspasa las
celulas 1jurkat se 1incubaron con 500 ng/ml de TRA-8
durante el tiempo 1indicado Los lisados de celulas se
separaron con 15% de SDS-PAGE, manchada y probada con
anticuerpos anticaspasa Las flechas indican las
subunidades divididas de cada caspasal(g ) Ensayo de
ianhibicidén de caspasa las células Jurkat fueron
incupadas con 50 ng/ml de TRA-8 durante toda la noche en
la presencia de varlas concentraciones de 1inhibidores ae
caspasa 1ndicados La viabilidad de las células se

determiné mediante el ensayo ATPLite

Figura 2 Expresidén de superficie celular de DRS v
susceptibilidaa a la apootosis mediada por DRS Las
céluias normales T y B, aisladas recientemente de sangre
perirférica, celula T (a y a’), glioma (b v b’) célula de
cdncer de préstata (c) y célula B (d) las lineas
celulares fueron 1incubaacas con TRA-8 o antlcuerpo ae
control 1sotipo IgGl de raton seqguido por IgGl anti raton
cabra conjugado con P=Z Los histogramas abiertos
representan el control de anticuerpo 1so0tipno mientras que
los histogramas solidos representan manchado TRA-8 La

apoptosis se determind mearante el ensayo ATPLite despues
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de 1incubaciétn durante toda la noche con TRAIL soluble

{({circulos abiertos}) o TRA-8 (circulo cerrado) como se

muestra en a, b’ y d

La fiqura 3a’ la linea de células T U937 se 1incubd
con TRA-8 o anticuerpo de control de isotipo IgGl de
raton La apoptosis se determiné mediante el ensayo
ATPLite después de incubacidédn durante toda 1la noche

contra el soluble (circulos abiertos) o TRA-8 ({(circulo

cerrado)

La figura 3 filas de células de glioma (b) y cancer
de prostata (c] se incubaron con TRR-8 o anticuerpo de
control de aisotipo IgGl de ratén La apoptosis se
determindé nmediante el ensayo ATPLite despues de
1ncupacidén durante toda la noche con un TRAIL soluble

{circulos abiertos) o TRA-8 (circulos cerrados)

La figura 4 es una serlie de graficos que muestran la
viapilidad de las células para células Jurkat humanas
desoués de exposicidn a las concentraciones lndicadas de
(a) sepas de anticuerpo TRA-1l, -8 y -10 y (b) TRAIL en la
presencia de concentracién fija de las sepas de

anticuerpo de la invencidén descritas en la figura 42,

45b
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La figura 5 La expresitn de DR5 en tejidos normales
y de cancer los homogenados de tejido normal y de cancer
se probaron con TR-8 y se desarrollaron mediante quicio
luminiscencia (a ) El andlisis Western blot de la
proteina DR5 en tejidos normales carril 1 higado,
carril 2 cerebro, carril 3 pulmon, carril 4 rafion,
carril 5 vaso, carril 6 testiculos Carril 7 ovario,
carril 8 corazon, carril 9 péncreas b El analisis
Western blot de la proteina DR5 en tejidos de cancer La
mancha del tejido de cancer que contiene cénceres del
ovarios (carril 1), pulmén {carril 2), higado (carril 3),
recto (carrail 4}, cervix (carril 5), vpiel (carril 6),
testiculos (carril 7), tiroide ({carril 8), utero (carrail
10), estomago (carril 11), laringofaringe (carril 12), v
pancreas (carril 13) se oroparon La i1inmuno histoguimica
in situ de tejidos humanos normales () vy tejrdos a=

cancer (a) Secciones congeladas se inmunomancharon con

TRA-8

Figura 6 Actividad tumoricida ae TRA-§ el rator
SCID se 1inoculo subcutaneamente con celulas 132INl1 Los

ratones fueron inyectados intravenosamente con una qosis
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simple de 100 ung de TRA-8 en el segundo dia después de la

inoculacién del tumor (a), o con tres dosis de 100 ug de
TA-8 iniciando siete dilas después de la inoculacién del
tumor (b) el crecimiento del tumor se determindé mediante
el peso y examinado histoldgicamente con manchade H&E
Las fotografias muestran el crecimiento viable del tumor
en ratones de control pero no en ratones tratados con
TRA-8 (¢ , panel superior), y manchado H&E de tumor (c .,
panel inferior) Los ratones SCID fueron 1inyectados
intravenosamente con 10° células Jurkat y tratados con
una doslis simple de TA-8 en el segundo dia después de la
inveccion Siete dias mas tarde, las células de wvaso
fueron cosechadas, manchacas con anticuerpo CD3 antitumor
y analizadas mediante citometria de flujo (d), o mediante

inmunohistoquimica (e)

La figura 7 muestra la expresidédn de la superficie
celular DRS en RA (A} y O0a (B) células sinoviales 1 x
10* células sinoviales cultivadas primarias se mancharon
con TRA-8 purificado con afinidaa y seguida por
anticuerpo IgGl antiratdn cabra conjugada con PE 10 000

células viables se analizaron mediante FACSventaja
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La figura 8 es una serie de grdficos que muestran la
viabilidad de 1las celulas como una funcion de la
apoptosis inducida por concentracién TRAIL y TRA-8 de
sepas representativas RA (AR) y OR (B) células sinoviales
con varlias concantraciones del TRAIL soluble recombinante
(el circulo abierto) o TRA-8 purificade de afinidad (los
circulos cerrados) La viabilidad de las celulas es el
porcentaje del cpm de células tratadas contra el cpm de

celulas no tratadas

La figura 9 es una serie de graficos que muestran la
independencia de caspasa de la apoptosis mediada con DRS
ae celular sinoviales RA las celulas sinoviales RA (RA
512) se incuban con 50 ng/ml de liganco de Fas soluble
{cuaaraaos abiertos), anticuerpo anti-Fas (CH-11)
(cuadrado cerrado), TRAIl soluble (circiLlos abiertos), o
anticuerpo anti DR-5 (TRA-8) (circulo cerrado) en la
presencla de concentraciones variables ce inhlbidores de
casvasa Después de cultivo durante toaa la noche, la

vianlliaad de las celulas se determiné mediante ATPLite

La figura 10A es un ensayo de cambio de ge.
electroforetico que 1ndica 1la activacién NFkb Las

células RAl1016 se incubaron con 20 ng/ml de TRAIL soluble

£59



o 50 ng/mg de TRA-8 durante los puntos de tiempo
indicados antes de ser sometidos a electroforesis La
figura 10B y C son graficos que muestran la produccién de
MMP-1 y MMP-3 1 x 10°ml de células sinoviales RA
indicadas se i1ncubaron con las concentraciones indicadas
de TNF-a (los circulos abiertos), TRAIL (los triangulos
abiertos) o TRA-8 (el circulo cerrado} Después de
cultivo durante toda la noche, los supernadantes del
cultavo se recolectaron Los niveles de MMP en

supernadantes de cultive se determinan mediante ELISA

Figura 11 E TRA-8 no induce toxicidad
hepatocelular (a ) tejidos de higado normal no expresan
DRSS Las secciones de parafina de dos te)idos de higado
normales, un tejido de carcinoma hepatocelular, y 1la
prevaracion de cltospina de las células HepG2 se
prepararon para teflrdo He&E, vy las correspondlentes
seccilones congeladas se tifleron con TRA-8 (b ) El
analisis de citometria de flujo de la expresidn de al
superficie celular de DR5 Hevatocitos, =aislados de dos
tejiaos de higado normal y de un caso de tejido de
carcinoma hepatocelular, v células HepG2 se tifieron con
TRA-8, anticuerpo anti Fas (DX2} o un anticuerpo de

control isotipo Los histogramas sélidos indican manchado
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con TRA-8 o DX2, y los histogramas abiertos son los

controles de i1sotipo correspondiente

Figura 12 TRAIL pero no el TRA-8 induce toxicidad
hepatocelular Los hepatocitos humanos normales frescos
se mantuvieron en un medio de cultivo de hepatocito (a )
La apoptosis de los hepatocitos se indujo con 1 pg/ml de
TRAIL soluble mds reticulador o TRA-B para los puntos de
tiempo 1indicados La viabilidad celular se determind
mediante ATPLite Los resultados se bpresentaron como
porcentaje de células viables comparadas con el medio de
control Las barras sombreadas indicaron TRAIL y las
barras negras indicaron TRA-8 (b } Los niicleos
condensados de hepatocitos se tifleron con Hoechst 33352 vy
se analizarcon mediante caitometria de flujo (c ) Erfecto
de cicloheximida sobre apoptosis de hepatocitos Los
hepatocitos fueron cultivados en un medio de control o

con 1 ug/ml de TRAIL o TRA-8 en la presencia (barra

cerrada) o ausencia (barras ablertas) de 1 pupg/ml ce

cicloheximida durante 8 horas La wv.abilidad de 1las

células se determind mediante ATPLite Los resultados se
presentan como mediaiSEM de cultivos triplicados de dos

experimentos d Una comparacidn de susceptibilidad de



hepatocitos normales a apoptosis mediada por DR5 y Fas
Los hepatocitos alslados frescos se 1ncubaron con las
concentraciones indicadas de TRAIL soluble, TRA-8, Fas
soluble, o el anti-Fas mAb CH1l1] durante 6 horas La
viabilidad de las células se determino mediante el ensayo
de ATPLite Los resultados se presentaron como porcentaje
de las células viables comparadas con el medio de
control Para los hepatocitos normales, se presenta la
medlatSEM de 4 individuos normales Los resultados de las
celulas de carcinoma hepatocelular provenientes de un
paciaente y de las células HepG2 se vresentan como el

promedio de los cultivos traiplicados

Figura 13 TRAIL induce hepatitis Los ratones Bé6
fueron 1inoculaaos intravenosamente con 10° pfu de un
vector aaenoviral que codifica la longitud completa del
TRAIL humano bajo el contreol del elemento transcripcional
“tet-on” La expresion del TRAIL se 1indujo mediante la
dosis 1naicada de tetraciclina (a ) el andlisis Nortnern
blot de la expresién TRAIL de humano en le higado 24
horas desvues de la i1noculacidn del vector y la induccidn

con tetraciclina, en ARN total se aisld de los higaaos se

sonced con cRDN TRAIL o fB-actina (p) Los naiveles de
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suero de AST 24 después de las transduccién del TRAIL,
los niveles de suero de AST se determinaron (c ) la
muerte celular mediada por TRAIL del vector adenoviral
infectado con hepatocitos los ratones B6 se 1inocularon
intravenosamente con un vector adenoviral inducible con
tetraciclina 48 horas después de la 1noculacidn, los
hepatocitos de ratones control inoculados y no inoculados
se aislaron y se 1incubaron con las concentraciones
indicadas de TRAIL durante 8 horas (panel 1zquierdo) La
viabilidad de las células de los hepatocitos se determino
mediante el ensayo ATPLite Los ratones, 1noculados con

vector adenoviral como se hizo anteriormente, [fueron

inyectados 1ntravenosamente con 10 pug de TRAIL humaro
soluble 48 horas después los niveles de suero de AST se
midieron 24 horas después de la inyeccién TRAIL {panel
derecho) (d ) y (e )el analisis histoldgico del dafio er
el higado 1inducido por TRAIL Los nigagos fueror
recolectados a las 24 horas (d) o a los 7 dias (e )
después de las transduccidén con TRAIL Las secclones de
parafina fueron tefindas con H&E, y fotografiadas a 100 x

(panel superior) y 400X (panel inferior)

b6



La figura 14 es una serie de graficos que muestran
unas células T activadas y unas células T purificadas de
PBMC humano que expresan niveles crecientes de DR5S segiln
se determind mediante la densitometria de flujo para

células en descanso (no llenadas) Yy activadas

{sombreadas)

La figura 15 es una gridfica de viabilidad como una
funcién de la concentraciédn de TRA-8 para las células T y
B purificadas descritas en la figura 14 que se han
estimulado durante 48 horas con anti-CD3 o anti-p, con
celulas activadas y apagadas recolectadas con diferente
densiacaad de ficoll-Paque La wviabilidad se determina

mediante el ensayo ATPLite

La figura 16 es un histograma y una grafica de
densitometria ce flujo que muestra la expresidn CD3 una
poblacion de linfocitos de puerta para ratones NOD/SCID

vaciados de celulas NK inyectados con PBMC humano y TRA-8

o IgG (cortrol)
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La figura 17 muestra microfotografias celulares
tefindas CD3 y TUNEL para tejido de vaso de raton segun se

detalla en el ejemplo 13

La figura 18 muestra gr&ficas de citotoxicidad para
leucemia linfolitica crénica (CCL) y para células humanas

B en la presencia de TRA-8, BISVIII, y comblnacidn de

estas

DESCRIPCION DETALLA DE LA INVENCION

La falla prara suprimir células se debe a los efectos
en el sistema de i1nduccion de apoptosis que esta asociado
con defectos que 1lustrativamente incluyen la expresién o
la funcion del ligando, el receptor, o las moléculas
regulatorias o efectoras intracelulares La presente
invenciédn logra un metodo para corregir un sistema ae
inducciédn de apoptosis deficiente asi como también
elucidar los defectos especificos 1inherentes en un

sistema de induccibén de apoptosis deficiente dado

La presente 1nvencidén se relaciona con una nueva
clase de anticuerpos monoclonales que tienen actividad de

induccion de apoptosis i1n vivo e n vitro contra

665



j T

receptores TRAIL especificos que incluyen DR5, DR4, DcRl,
y DcR2 La presente 1invencién tiene utilidad como un
reactivo para la investigacion que sefiala la apoptosis
asi1 como también una terapira efectiva contra la expresién
de células Los receptores TRAIL 1incluyen de manera
1lustratrva clases amplias de celulas cancerosas,
desrequlacién del sistema de apoptosis y células
sinoviales que proliferan anormalmente de enfermedades
autornmunes Los anticuerpos de acuerdc con la presente
invenclidn son especificos en los tipos particulares de
unién de los receptores TRAIL a pesar de la homologia
entre ellos Los anticuerpos de la invencidn logran la
apoptosis objetivo de solo aquellas células que expresan
un receptor TRAIL objetivo o alternativamente, bloguean
la apoptosis TRAIL de las células que expresan un

receptor objetivo

Jn anticuerpo monoclonal DR5 de la presente
invencién sirve com¢ un inductor potente de apoptosis en
células gue expresan DR5 1in vitro y como un potente
inductor de apoptosis 1i1n wvivo La secuencia CDR
fragmentar.as numanizadas i1mnlantadas soore esqueletos de

anticuerpos  humanizados vy anticueroos anti1-DRS de
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proteina de fusién de la presente 1invencion exhiben

simllares propledades apoptdsicas

A la fecha, ningun anticuerpo monoclonal se
encuentra disponible que se una al DR5 de la superficie
celular e induzca apoptosis de las células que expresan
DRS tanto in vitro come in vivo en la ausencia de un
reticulador La presente invencidn incluye un anticuerpo
ant1-DR5 operativo como un agente terapéutico en modelos
animales de enfermedades, tal como animales semi-
injertados, © in vivo Aunque el TRAIL soluble ha
mostrado ser efectivo en la induccidén de apoptosis de
células tumorales 1in vive, la actividad de muerte parecs
ser muy baja con dosis grandes y repetidas que a menudo
se requieren (13) El TRA-8, uno de una serie aqe
ancicuerpos anti-DR5 de acuerdo con la presente
invenclion, es farmaceuticamente efectivo en animales cue
llevan un transgen DRS humano y tambien tiene la utilidad
de establecer un modelo para la investigacidén del pavel

DR5 v TRAIL

Un anticuerpo de acuerdo con la presente 1invencion
levantado contra un receptor TRAIL se cosecha de acuerdo

con la presente invencién de un animal experimental &l
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humanizar el anticuerpoc de acuerdo con la presente
invencion para mantener la actividad de unidn del
receptor el cual elicita una respuesta inmune disminuida
y terapeuticamente tolerable dentro de un sujeto humano,
un anticuerpo receptor ant1-TRAIL humani zado 0
antagonistas para un receptor TRAIL dado La presente
invencion es operativa como una terapla in vive en razon
de que no se requiere la segunda reticulacié4n del

anticuerpo recevotor anti~TRAIL

La oresente invencidn se extiende mas alld de un
simple anticuerpo receptor anti-TRAIL que tiene efectos
aovootosis agonistas o antagonistas En lugar de esto, dos
o mas anticuerpos receptores anti-TRAIL se ponen en
contacto con el cultivo de celulas in vitro o un tejiao
ae cuerpo ae sujeto i1n vivo para crear un tratamiento
sinérgico Por ejemplo, la linea celular glioma U87 y las
lineas celulares nematopoveticas U937 y Molt-4 responden
la exposicion de una exposicldn sinérgica a un anti-DR4
agonlista y anticuerpos anti-DR5 nmientras que la
exposicion a anticuerpos anticuerpo-DRS5 agonistas solos
muestran solo un éxito limitado en la ainduccidn ae

anootosls
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Adicionalmente, los anticuerpos o receptores anti-
TRAIL antagonistas tienen utilidad particular en la
presente 1invencidén cuando un anticuerovo es especifico
para ligar uno de los receptores sefiuelo DcRl, DcR2 o
OPG El bloqueo selectivo de un receptor sefiuelo con un
anticuerpo de acuerdo con la presente invencion tiene el
efecto en los tipos de celulas que expresan receptores
sefiuelo de cambio del equilibrio de uniédn del TRAIL hacia
aquellos receptores TRAIL capaces de transducir la seiflal
de apoptosis De esta manera, en otra terapia combinada
de acuerdo con la presente invencidn, un receptor sefluelo
que se une a un anticuerpo sintetiza una célula de
expresién hacia 1la sefial de apoptosis agonista que

transduce la unién del receptor TRAIL

En otra modalidad, la presente invencion logra un
metodo de elusitar epitopos agonistas v antagosistas de
un receptor TRAIL dado Ademas, los polimorfismos entre
individuos asociadoes con un receptor TRAIL dado son
elucidados de acuerdo con la presente 1nvencidn a traves
del usc de un panel de anticuerpos monoclonales que tiene
cada uno una variable diferente 0o region CDR Un panel
caracterizado de anticuerpos monoclonales suministra la

capacidad de definir epitopos y polimorfismos agonistas y
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antagonistas De esta manera, un panel de anticuerpos
monoclonales de acuerdo ceon la presente invencidédn tiene
uti1lidad en el descubrimiento de drogas v/o determinar

sujetos con proclinidad a enfermedades

Alin otra modalidad de la presente 1invencion
involucra proteinas de fusién que 1i1incluyen un fragmento
antigenico de un receptor TRAIL acoplado a una proteina
de inmunoglobulina, polipéptido o fragmento de este Un
fragmento receptor TRAIL se define por contener un numero
suficiente de Dbases para elicitar una respuesta
inmunogénica a un receptor TRAIL nativo expresado en la
superficie de la célula de un sujeto Un fragmento de
fusion receptor TRAIL que incluye a2l menos 10
aminodcidos Una proteina de fusidén de 1nmunoglobulina o
fragmento de esta se define aqui por inclu.r una proteina
nativa o sintetlica o segmento de polipeptiao que tiene un
numero suficiente de bases de aminodcico para activar una
respuesta encascada inmunogenica er un sujeto Un
inmundégeno de la presente 1nvencion que 1incluye una
fusion de un fragmento receptor TRRIL acoplado a un
fragmento de :rnmunoglobulina tlene utilidad como una
teravia 1n vivo para elicltar un anticuerpo receptor

anti1-TRAIL 1in situ en un sujeto
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En ain una modalidad adicional, la presente
invencidén es operativa como terapia génica En un aspecto
de la terapia génica de la presente 1invencibn, las
células objetivo se transfectan con un vector que lleva
una secuencla expresable que corresponde a un receptor
TRAIL El vector es convencional y escogido sobre la base
de la susceptibilidad de la célula objetivo al vector
Los vectores de terapia génlica incluyen de manera
1lustrativa adenovirus, pAdCMV5 Sobre 1las células o
tejido objetivo que expresan el receptor TRAIL
transfectado, las células o tejidos se exponen a un
anticuerpo de acuerdo con la presente 1nvencidn
especifico para unir el receptor TRAIL transfectado Se
aprecia que el anticuerpo receptor anti-TRAIL es agonista
o antagonista a este consistente con el resutlado

terapéutico deseado

Los anticuerpos de la presente invencidédn también son
operativos en conjunto con un sensibillizador Un
sensipllizador como se utiliza aqui se gefine por incluir
cualguier estimulo que induce apoptosis que 1incluyve luz

ultravioleta, moléculas organicas incluyen
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especificamente la clase de bisindolmaleimidas, metales

pesados y especies radicales libres

En el contexto de la terapia de malignidad, TRA-8,
es capaz de inducir apoptosis en la mayoria de las
células tumorales sensibles a TRAIL en una forma
dependiente de caspasa en la ausencia de una reticulacién
secundaria El1 TRA-8 exhibe una actividad tumoral fuerte
an vivo La capacidad del TRA-8 de inducir apoptosis de
la mayoria de células sensibles TRAIL confirma que el DR
es suficiente vara dispara la apoptosis La mayoria de
las células tumorales detalladas aqui expresan DR5 en 1la
superficie celular y su susceptibilidad al TRA-8
1ndujeron muerte celular paralela a susceptibilidad al
TRAIL lo que 1naica que el DR5 es un receptor de muerte
primario bara la apoptosis mediada por TRAIL en la
mayoria de las células tumorales De esta manera, la
expresién diferencial del DR5 mediante celulas normales v
cancerosas es operativa en la selectividad de 1la
apoptosis mediada por TRAIL Los puentes TRA-8 de los
receptores sefluelo para i1nduclr la apoptosis mediada pox
TRAIL Solo una minoria de las <células tumorales
resistentes a TRAIL son sensibles al TRA-8, sin embargo,

indicando que los receptores sefiuelo no parecen jugar un
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papel 1importante en la resistencia de las celulas

tumorales de la apoptosis mediada por TRAIL

Aunque estudios previos han indicado que 1la
administracion sistemica de la forma soluble de TRAIL en
animales i1nduce regresitdn tumoral sin causar toxicidad
3422 ]a forma de unién de membrana de TRAIL humano
induce dafio en el higado en ratones como se muestra aqui
Sin embargo, la toxicidad hepatica del TRAIL es mucho
menos potente que aquella del ligado Fas como se demostrd
por la menor susceptibilidad de los hepatocitos normales
al dafio inducido por TRAIL comparado con el ligando Fas y
mediante la falta de letalidad del TRAIL in vivo De esta

manera, la titulacién del TRAIL tiene utilidad en terapia

de caAncer

Como se detalld aqui, se muestra la ausencia de
niveles significativos de expresidn de vproteina DRS
mediante hepatocitos normales y se asocla con resistencia
de hepatocitos a apoptosis 1inducida con TRA-8 La
reticualcaén de DR3 con anticuerpo nonoclonal es
suficiente para organizar las formas homopolimericas del
receptor de nmuerte capaz de disparar la apoptosis Los

experimentos en titis no indican evidencia de toxicidad
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hepAtica de la administracidn de TRA-8 De esta forma, un
anticuerpo anti-DR5 monoclonal agonista es probablemente

mas selectivo y mas seguro que el TRAIL soluble como

agente terapéutico

Como un ensayo de tamizado, la presente invencion es
adecuada para detectar clusters pequefios de células
malignas que pueden aun exhibir morfologias de células
normales La seccion de células in situ que se tifie de
células cancerosas humanas 1incluyen pulmén, prostata v
canceres de higado con anticuerpos etiquetados de acuerdo
con la presente invencidn facilmente i1identifican células
cancerosas Estas celulas cancerosas se observan por
exoresar muy &altos niveles de DRS comparados con las
células normaies del mismo tipo De esta forma, 1la
presente invenciédn tiene vtilidad como metode de tamizado
sensible para malignidades en etapa temprana dentro del
tejido cue incluye al menos pulmon, prostata e higado Un
proceso terapéutico se detalla aqui para la inhibicidn de
oroliferacién de células anormales asociadas con
enfermedades ce manera 1lustrativa cénceres malignos v

leucemias liniéticas
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La presente invencién se detalla aqui con
particularidad a un anticuerpo monoclonal DR5 antihumano
designado como TRA-8, que tiene un numereo de acceso ATCC
PTR-1428 Se aprecia gque las técnicas Vv resultados
detallados con relacién al anticuerpo monoclonal DRS
artihumano agonistra TRA-8 son completamente extendibles
y aplicables a anticuerpos DR5 antagonistas, asi como
también anticuerpos elevados contra DR4, DcRl, y DcR2,

que actian tanto de manera agonista como antagonista

Los niveles de expresién de un receptor de
avootosls, tal como el Fas no necesariamente se
correlacionan con la susceptibilidad ae las células a la
avoptosis Para la apoptosis mediada vor TRAIL, se ha
sugerido que la expresion de los receptores sefiluelo parza
TRRIL influencia la susceptibilidad de las células Mas
aun, se na sugerido que el DR5 se debe asociar con el DRéZ
para transduccidédn efectiva de la seflal de apoptosis a
traves del FADD y 1la senda de 1la casvasa B8 La
aisponipilidad del anticuerpo anti-DR3 monoclonal
agonista permitid la evaluacion de la regulacidn de la
sefalizacidédn DRS y su paoel relativo en la apoptosis
mediada nor TRAIL La comparacidén de la susceptibilidad

de las células a la apoptosis mediada vor TRA-8 con su
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susceptibilidad a la apoptosis mediada por TRAIL ofrece
penetracién en el papel del DRS en la apoptosis mediada

por TRAIL Y el mecanismo puede afectar la

susceptibilidad

Esta ventaj)a se extiende generalmente a los
anticuerpos anti DR5 humanizados de la presente
invencion Un clén molecular de un anticuerpo a dr-5 se
prepara mediante técnicas conocidas como se detalla con
respecto a los sigulentes ejemplos La metodologia del
ADN recombinante (33) es operativa aqui para construir
secuenclas de &acidos nucleicos que codifican una molecula

de un anticuerpo monoclonal o una regién que se une a una

antigeno de este

La presente 1invencidédn permite la construccion as=
anticuerpos receptores anti-TRAIL humanizados que es DOCO
probablemente 1induciran una respuesta de anticueroo
antiraton humano (en lo sucesivo denominado como “HAMR”)
(34), mientras que atn tenga un funciébn efectora
anticuerpo efectiva Como se utiliza aqui, en los
términos “humano” y “humanizado”, en relacion con 1los

anticuerpos, relacionan a cualqulier anticuerpc que se
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espera para elicitar una respuesta 1inmunogenica debil

terapéuticamente tolerable en un su)eto humanco

La presente 1invencidn proporciona un anticuerpo
anti1-DRS, un anticuerpo anti~DRS humanizado,
inmunoglobulinas de cadena pesada y ligera TRA-8 e
inmunoglobulinas de cadena pesada ligera y humanizada
Ciertos truncamientos de estas proteinas o genes
desarrollan las funciones regulatorias o enzimidticas de
la proteina o el gen de secuencia completa Por ejemplo,
la cod:ificacidn de la secuencia de acido nucleico pueden
por lo tanto ser alterados mediante sustitucién,
adiciones, supresiones o© expresién multimérica que
precporcionan las proteinas o genes de funcionalidad
eaquivalente Debido a la degeneraciédn de las secuencias
que codifican los &cidos nucleicos, otras secuencias que
codifican sustancialmente 1las mismas secuencias de
aminoacidos que aquellas proteinas de ocurrencia natural
se pueden utilizar en la praéctica de la presente
invencion Estas 1incluyen, pero no estan limitadas a,
secuencias de acido nucleico gque incluyen todas o
porciones de las secuencias de aciao nucleico que
codirfican los polipeptidos anteriores, que se alteran

mediante la sustitucién de diferentes codones que
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codifican un residuo de aminoacido funcionalmente
equivalente dentro de la secuencia produciendo asi el
cambio sllente Se aprecia que la secuencia de
nucledtidos de una inmunoglobulina de acuerdo c¢on la
presente 1nvencion tolera las var:iaciones de homologia de
la secuencia de hasta el 25% calculada mediante métodos
estandar (“Current Methods ain Sequence Comparison and
Analysis”, Macromolecule Sequencing and Synthesas,
Selected Methods and Applications, pp 127-149, 198, Alan
R Liss, Inc ) en tanto que tal variante forma un
anticuerpo operativo que reconoce un receptor TRAIL DRS

Por ejemplo, uno o mas residuos de amincacido con una
secuenclia de polipéptido se pueden sustituir mediante
otro aminodcido de polaridad similar que actia como una
funcidén equivalente, dando como resultade una alteracidn
sllerte Los sustitutos para un aminodcido dentro de una
secuencla se pueden seleccionar de otros miembros de la
clase a los cuales pertenece al aminodcido Por ejemplo,
los eminodcidos no polares (hidréfobos) incluyen alanina,
leucina, 1soleucina, valina, prolina, fenilalanina,
triftano y metionina Los aminodcidos neutros polares
incluyen glicina, cerina, treonina, cistelna, tirosina,
asparagina, Yy glutamina Los amino&cidos cargados

positivoamente (béisco) incluyen arginina, licina e
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histidina Los aminoacldos cargados negativamenmte
{dcido) 1ncluyen acido aspartico Yy é&cido glutamico
También se 1incluyen dentro del alcance de la presente
invencidn proteinas o fragmentos o derivados de estos que
son diferenciralmente modificados durante o después de la
traduccidén, por ejemplo mediante glicosoclaciédn, divisidn
protolitica, unidén a una molecula de anticuerpo u otros
ligadnos celulares, etc ademas, el vector recombinante
que codifica secuencias de &acidos nucleicos anti-DR5 de
la presente invencidn podrian ser trabajos por ingenieria
con el fin de modificar el procesamiento o la expresidén

de un vector

De acuerdo con esto, un inhibidor que codifica la
secuencia de Aacido nucleico se puede mucar i1n vitro o in
vivo bara crear y/o destruar las secuencias de
traduccidn, ainiciacidn, v/o determinaciébn para crear
variaciones en las regiones codificantes v/o formar
nuevos sitios donde nucleasas de restr.ccion o destruir
la preexistentes, para facilitar aqicionalmente la
modificacién in wvitro Cualquier tecnica conocida para
mutagénesis en el arte se puede utilizar incluyendo pero

no estando limitados a mutagénesis dirigida a sitio in
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vitro, J Biol Chem 253 6651, el uso de ligadores Tab

(Pharmacia), y similares

Los datos de cristalografia de rayos X indican gque
el doblés de la ainmunoglobulina del anticuerpo forma
generalmente una estructura cilaindrica larga que
comprende dos capas de laminas V antiparalelas, que
consisten cada una de tres o cuatro cadenas V En una
region variable, tres aros de cada uno de los dominios V
de los cliuster de las cadenas H y L forman juntos un
sit1o0 de union de antigeno Cada uno de los aros es
denominado como regidn de determinacién ae
complementariedad (DCR) Los CDR tienen la mads alta
variabilidad en las secuencias de aminodcidos con el
anticuerpo Las porciones de la region variable gque no
son parte de un CDR son llamadas “regiones marco”
{(regiones "“FR”) y generalmente juegan un papel en el
mantenimiento de la estructura CDR Preferiblemente,
todes los CDR de un anticuerpo dado son injertados en un
anticuerpo acentador, con el fin de preservar la region
de unibén para la region eoitopo del recevtor TRAIL Se
aovreclia que el 1njerto de una porcidén de la cantidaa
total de CDR en un donador es operativa aqui Se entience

que el i1njerto vincula el reemplazo, residuo per residuo,
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de un aminodcide o regibn, por otro Sin embargo,
ocasionalmente, especialmente con la transferencia de una
regién, uno o mas residuos se pueden agregar u omitir o
sustituir para este, segin se desee, y que tales
supresiones O 1nserciones, asi como también los
reemplazos adecuados e 1inversiones, estan dentro del

conocimiento de aquellos de la técnica

Un anticuerpo de la presente 1invencién se obtiene,
por ejemplo, 1injertar cada CDR de la subunidad de 1la
cadena H de un anticuerpo monoclonal receptor anti-TRAIL
en una reglén correspondiente CDR de un anticuerpo
humano, humanizando de esta manera, un anticuerpo

monoclonal de ratén efectivo contra un receptor TRAIL

Los fragmentos de anticuerpo aque contienen u=
idiotipo de las moléculas tambien son generados ¥
operativos aqui utilizando dos técnicas Por e)emplo,
tales fragmentos incluyen 1i1lustrativamente el fragmento
(AB’)2 del receptor anti-TRAIL que se puede producir
mediante digestién de pepsina de la molécula del
anticuerpo, los Ifragmentos AB’ del anticuerpo receptor
TRAIL geenrados a través de la reduccidén de los puentes

de disulfuro del fragmento (AB’)2 del receptor TRAIL y el
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fragmento del anticuerpo que es generado al tratar la

molécula de anticuerpo con papaina y un agente reductor

En particular, el anticuerpo monoclonal ant:i-DRS
DRA-8 se puede obtener al cultivar un hibridoma dque, a su
vez, se pude obtener al inmunizar un raté4n con DR5 humano
y subsecuentemente fusionar las células de base o las
células de nodo de linfa de un ratén con celulas de

mlieloma de ratédn

Preparacién de un anticuerpo monoclonal involucra

1lustrativamente las siguientes etapas

a) purificacidn de biomacromoléculas para uso como
un antigeno,

o) prepvaracidén de células que producen anticuerpos,
despues de inmunizar primero un animal utilizando
inyecciones del angtigeo, sangrando el animal y
ensayando el titulo del anticuerpo con el fin de
determinar cuando remover el vaso,

c) preparacidn de células de mieloma,

a) fusionar el anticuerpo dque produce células vy

celulas de mieloma,
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e) seleccionar un hibridoma que produce un
anticuerpo deseado,

f) preparar un clon de células simple (clonacién),

g) opcionalmente cultivar las células hibridoma, o
hacer crecer animales en los cuales las células
hibridoma han sido transplantadas, para
preparacién a gran escala del anticuerpo
monoclonal, y

h) ensayar las actividades birolébégicas Yy la
especificidad, o ensayar las propiedades del

agente marcador, del anticuerpo monoclonal asi

preparado

El procedimiento para la preparacidn del anticuerpo
monoclonal anti-DR5 se detalla adelante con referencia a
las etapas anteriormente descritas Este método para la
preparaclédn de un anticuerpo de la presente invencidn se
pretende solo como 1lustracidén de los métodos de
preparacién y no esta limitado a este Otros
procedimientos conocidos pueden ser seguidos, o el método
siguiente modiiicado, por ejemplo meciante el uso de
células que producen anticuervos diferentes de las celula

de vaso y mieloma
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(a) preparcidn de antigeno

Una proteina recomblinante (en los sucesivo
denominada como una “DR5 humano recombinante”) efectiva
como el antigeno, se obtiene mediante la transfeccidédn de
celulas QBI-293A con el vector de expresion pAdDRS5-IgI
para una proteina de fusidén que comprende el dominio
extracelular del DR5 humano y la region Fc del anticuerpo
IgGl humano (en lo sucesivo denominado como “IgG”) (cf
PTA-1428) para expresarlo al utilazar el kit ADENO-Quest
(Quantum Biotechnologies Inc , Canadd), y recolectar v
purificar parcialmente el producto de expresion El
plasmido pAdDRS-IgG se construye al insertar ADN que
codifica un DR5 humanc y una proteina de fusién IgC
humana en pAdCMV5, que es un vector de expresidn para
celulas animales Otros materiales, tales como el ADN que

codifica DRS, el vector, y el hospedero son operativos

aqgul

La proteina de fusién DR5 e IgG numanas producldas
en el cultivo supernadante de las células QBI-29312
transfectadas con el vector pAdDR3>-IgG pueden ser
parcialmente purificadas mediante cromatografia de

afinidad de proteina A-sefarosa o cromatografia de
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afinidad de proteina G-sefarosa, o cromatografia de
intercambio de 1o0nes utilizando una columna Resource Q

(nombre comercial Pharmacia)

Alternativamente, el DR5 purificado obtenido de las
membranas de lineas de células humanas se utilizan como
el antigeno Ademds, en razon a que la estructura
primaria del DR5S es conocida (cf PTA-1428), un péptado
que comprende las secuencias de amincacidos del SEC ID
No 1, pueden ser quimicamente sintetizadas mediante un
método conocide tal como el método Sanger, y utilizadas

como el antigeno

(b) Preparcibn de las células productoras ae

anticuerpoc

Se i1nmuniza un ratén con el inmunogeno producido en
la etapa (a), mezclada con un adyuvante, tales como el
advuvante o alumbre completo o 1incompleto Freund Otros
animales experimentales adecuados 1lustrativamente
incluyen ratas, cerdos de guinea, conejos, Pperros,

pollos, caballos, cerdos, y ovejas
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Las rutas de administracion adecuadas para inmunizar
un animal experimental incluyen las rutas de inyeccidn
subcutdnea, 1intraperitoneal, 1ntravenosa, intradermal, e

intramuscular, cuyas inyecciones subcutédneas e

intraperitoneal son preferidas

Las inmunlzaciones son opclonalmente desarrolladas
mediante una dosis simple o, mediante varias dosis
repetidas a intervalos apropiados (preferiblemente 1 a 5
semanas) Los animales 1inmunizados se monitorean para
titular el anticuerpo en su suero, y un animal con un
titulo de anticuerpo suficientemente alto se selecciona
como la fuente de células que producen anticuerpos
Seleccionar un animal con un titule alto hace el
subsecuente proceso més eficlente Las celulas vara la
fusi6n subsecuente son generalmente cosechadas del animal

tres a cinco dias después de la inmunizacién final

Los métodos para ensayar el titulo ael anticuerpo
incluyen varias técnicas bien conocidas tales como
radioinmunoensayo (en lo sucesivo, denominado como
“RIA"), ainmunoensayo de enzima de fase soélida (en lo
sucesivo denominado como “ELISA”), ensayo de anticuerpo

fluorescente y ensayo de hemaglutinacidén, siendo el RIA y
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el ELISA preferidos por razones de sensibirlidad, rapidez,

precisidn y potencial de deteccidédn de manera automatica

La determinacién del titulo del anticuerpc se puede
desarrollar, por ejemplo, mediante ELISA como sligue
Primero, el DRS purificado o parcialmente purificado se
adsorbe sobre la superficie de la fase sbélida, tal como
un plato ELISA de 96 pozos, sequido por el bloqueo de
cualgquier superficie restante, a la cual el DRS no se ha
unido, con un proteina no relacionada con el antigeno,
tal como sercalbimina de bovino (BSA) Después de lavado,
la superiicie de los pozos son puestas en contacto con
muestras serlalmente diluidas de suero de ratédn para
posibilitar la vuvnion del anticuerpo anti-DR5 en las
muestras al antigeno Un anticuerpo anti-ratén etiquetaco
con enzima, como el anticuerpo secundario, se agrega por
estar unido al anticuerpo del ratén Después de lavado,
el sustrato de enzima se agregqa y en el titulo el
anticuerpo se estima al determina el cambio ae
absorbancia debido al desarrollo del color causado por 1lz

alteracidbn del sustrato o similar

{c} Preparacidn de células de mieloma
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Las células de lineas de célula de ratén establecido
sirven como la fuente de celulas de mieloma que 1i1ncluyen
por ejemplo ratén resistente 8-azaguanina, derivado de
las sepas de mieloma BALB/c P3X62Ag8U 1 (P3-Ul) (35},
P3/NSI/1-Ag4-1(NS-1) (36) Sp2/0-Rgld (SP-2) (37),
P3X63Ag8 653(653) (38) y P3X63 RAgB(X63)(39) La linea de
celulas seleccionada es transferida serialmente a un
medio apropiado, tal como un medio B8-azaguanina El medio
f8-azaguanina incluye un medio de Dulbeco modificado de
Iscove (en lo sucesivo denominado como “IMDM”) o medio
Eagle modificado de Dulbeco (en lo sucesivo denominado
como “DMEM”) El medio RPMI-1640 suplementado <¢on
glutamina 2-mercaptoetano, gentamicina, suero de ternero
fetal (en lo sucesivo denominado como “FCS”), y 8-
azaguanina Las ceélulas son entonces transferidas a un
medio normal, tal como un medio ASF 104 (Ajinomoto, K
K ) que contiene 10% de FCS, tres a cuatro dias antes ce
la fusién, corn el fin de asequrar que al menos 2x10

celulas estén aisponibles en el dia de la Zusidn

(d) fusion de células

Los linfocitos y las células de plasma obtenidsa ae

cualquier parte adecuada del animal son células
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precurosras para produclr el anticuerpo Las fuentes de
células de linfocitos o plasma incluyen de manera
1lustrativa el vaso, los nodos linfaticos, la
sangreperiférica o cualquier combinacidén aproplada de

estos, siendo las células del vaso la fuente mias comin

Después de la Ultima i1nyeccidn propulsora, el tejido
en el cual las ceélulas que producen anticuerpo estéan
presentes se remueve de un ratdén que tienen un titulo de
anticuerpo predeterminado La tecnica habitualmente
favorecida por la fusién de células de vaso con células
de mieloma  preparadas en la etava (c), emplea

polietilenglicol

La técnica de ifusién incluye lavado de células de
vaso Yy mieloma con 0 libre (tal como RPMI 1640) o
solucidén salina amortiguada con fosfate (en lo sucesiveo
denonminada como “PBS”) de tal forma que la proporcion de
nimero de células de vaso a celulas de mieloma estd
aproximadamente entre 51 a 10 1, y luego centrifugada
Después el supernadante se ha descartado y las células
peletizadas suficientemente sueltas, se agrega 1 ml de
medio libre de suero que contiene 50% (p/v) de

polietilneglicol (pm 1 000 a 4 000) gota a gota con
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mezclador  Subsecuentemente, 10 ml de medio libre de
suero se agrega lentamente y luego se centrifuga El
supernadante se descarta de nuevo, Yy las células
peletizadas se suspenden en una cantidad apropiada de
medic HAT que contiene una solucién de hipoxantina,
amincpterina y timidina (en lo sucesivo denominada como
“HAT”) e 1nterleucina-2 de ratén en lo sucesivo
denominada como “IL-2") La suspensién es entonces
dispensada dentro de los pozos de los platos de cultaivo
(aqui denominados simplemente como “plato”) e incubados
en la presencia de 5% v/v de CO; a 37° C durante dos
semanas con una adiciédn suplementaria de medio HAT Ssegun

sea aoropiado

(e) Selecciédn de hibridomas

Cuando la sepa mieloma utilizada es resistente a la
8-azaguanina, es decir es deficiente en la enzima
hipoxantina y quanina fosforibosil transferasa (HGPRT},
cualquier célula de mieloma no fusionada y cualdquier
fusi6n mieloma-mieloma es 1incapaz de sobrevivir en un
medic HAT De otra parte las fusiones ce las células que
producen ahticuerpo una con la otra, asi como también los

hibridomas de celulas que producen anticuerpo con celulas
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de mieloma pueden sobrevivir, la ultima solo teniendo una
vida limitada De acuerdo con esto, la incubacion
continuada en un medio HAT da como resultado la seleccidn

de solo los hibridomas deseados

Los hibridomas resultantes crecen en colonias que
son luego transferidas en un medio HAT al que le falta
aminopterina (medio HAT) Luego de esto, alicuotas del
cultivo supernadante se remueven para determinar el
titulo del anticuerpo anti-Fas mediante, por ejemplo,
ELISA Cuando la proteina difusidn anteriormente
mencionada se utiliza como el antigeno ELISA, es también
necesarlio eliminar clones que producen un anticuerpo que
se une especificamente a la regién Fc del IgGl humano La
prasencia o ausencia de tales clones puede Sser
verirficada, por ejemplo, mediante ELIS2 utilizando Fas-

IgGl o IgGl, como el antigeno

(f) Clonacion

Los hibridomas que han mostraao que producen
anticuervos especificos, utilizando un metoac similar al
de la etapa b) para determinar el titulo ael anticuerpo,

son entonces transferidos a otro plato para clonacién
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Los métodos de clonacidén adecuados incluyen el método de
dilusién limitada, en el cual los hibridomas son diluidos
por contener una celula por pozo de un plato y luego
cultivados, el método de agar suave en el cual las
colonlias son recubiertas después de cultivar el medio
agar suave, un metodo de usar un micro manipulador para
separar una celula simple para el cultivo, y “clasificar
un clén”, en el cual las células simples se separan

mediante un clasificador de células

El procedimiento de clonacion de acuerdo con, por
ejemplo, el metodo de dilusién limitada se repite de dos
a cuatro veces por cada pozo que demuestra un titulo de
anticuerpo, y los clones que tienen titulos de anticuerpo
estables se recolectan como hibridomas que preoducen
anticuerpos monoclonales anti-DR5 Los hibridomas que
producen un antaicuerpo DR5 anti-ratén se seleccionan
mediante un método similar para obtener un anticuerpo

monoclonal art:i-DRS que produce la linea de celulas

El hibridoma ratén-ratén TRA-8 dque es una base para
los anticuerpos de la presente invencion se depositdé con
la American Type Culture Collection en marzo 1, 2000, y

tiene el numero de acceso PTA-1428 De acuerdo con esto,
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cuando se prepara un anticuerpo que utiliza el hibridoma
raton-ratén TRA-8 o cualquier otro hibridoma establecido,
la oreparacidén se puede desarrollar al seguir un
procedimiento de partida de la etapa (g) adelante, con

las etapas (a) a (f) amitidas

(g) Cultivo de hibridoma para prepara anticuerpo

monoclonal

El hibridoma obtenido mediante la clenacion es luego
cultivado en un medio normal, no en un medio HT El
cultivo a gran escala se desarrolla mediante un cultivo
en botella rodillo, utilizando grandes botellas de
cultivo o mediante un cultivo hilador Ei supernadante
proveniente del cultivo a gran escala es entonces
cosechado y opurificado mediante un metodo adecuado, tal
como filtracior de gel, el cual es biler conocido por
aquellos expertos en la técnica, para obtener u-
anticuerpo monoclaonal ant:i-DR5 que es uLpna base Dpara
anticuerpos de la presente invencidn El hibridoma
tambi1én puede crecer intraperitonealmente en un raton
singeneico, tal como el ratén BALB/c o un ra ton un/un,
para obtener acitos gue contienen un anticuerpo

nonoclonal anti-DR5 en grandes cantidades Los kits de
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purificacién de anticuerpos monoclonales comercialmente
disponibles (por ejemplo, el kit MabTrap GII, de

Pharmacla) se utiliza convencionalmente para purificar

los anticuerpos cosechados

Los anticuerpos monoclonales preparados COmo

anteriormente tienen una alta especificidad para el DRS

humano

{h) Ensayo de anticuerpo monoclonal

Los métodos de identificacidn adecuados del 1isotipo
y las subclases del anticuerpo no clonal incluyen el
método Ouchterlony, ELISA y RIA Preferiblemente, se
utiliza un kit comercial para la identificacidn, tal como

un kit Mouse Typer (nombre comercial, BioRad)

La cunatificacién de la proteina se puede
desarrollar mediante el método Folin-Lowry, © mediante el
calculo basado en la absorbancia a 280 nm (1,4 (OD280) =

inmonuglobulina 1 mg/ml)

La 1dentificacidn del epitopo que el anticuerpo

monoclonal reconoce se desarrolla como sigue Pramero,
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varias estructuras parciales de la molécula que reconoce
el anticuerpo monoclonal se preparan Las estructuras
parciales se preparan mediante el método en donde varios
péptaidos parciales de la molécula se preparan
sintéticamente mediante técnica de sintesas de
oligopéptidos conocida, o el método en donde el ADN que
codrfica el polipéptido parcial deseado se incorpora en
un plasmido de expresidén adecuada y se expresa en un
hospedero adecuado, tal como E Coli, para producir los
peptidos Generalmente, ambos métodos son frecuentemente
utilizados en combinacibébn para el objeto anterior Por
ejemplo, una serle de polipéptido que tienen longitudes
apropiadamente reducidas, trabajan desde el terminal C- o
N- de la proteina de antigeno, se pueden preparar
medrante técnicas de ingenieria genética establecidas Al
estableces cuales fragmentos reaccionan con el

anticuerpo, se obtilene una idea aproximzaa del eplitopo

El epitopo esta méds cercanamentz identificado al
sintetizar una variedad de oligopéptidos mds pequefios que
corresponden a este mutantes del péptido que utilizan las
tecnicas de sintesis de oligopeptidos establecidas para
determinar una propiedad de union de 1los péptidos al

anticuerpo monoclonal anti-DR5 que es una base para la
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preparacién del anticuerpo de la presente invencién y una
inhibicién competitiva de la unidén del péptido a un
antigeno con el anticuerpo monoclonal Los kits
comercialmente dasponibles, tales como el kit SPOTs
(Genosys Biotechnologies, Inc ) y una serie de Kkits de
sintesis de péptido multipasador basados en el metodo de
sintesis multipasador (Chiron Corp ) pueden ser

convenlentemente utilizados para obtener una gran

variedad de péptidos

Un anticuerpo de la presente invencién tiene 1las
varias propiredades funcionales a) a f) descritas
adelante, cada una de las cuales se verifica medirante,

por ejemplo, un método descrito en lo sucesivo

a) Unién especifica del TRA-8 a las células que

expresan en DR5 humano

Una caracteristica udnica de la presente invencién es
la capacidad de unir superficies de célula DR5 Esto se
demuestra mediante andlisis de citometria de flujo de las
celulas gque expresan DRS Primero, la superficie de
células especificas que unen el DRS se confirman mediante

las células transfectadas COS-7 con el DR5 humano que
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codifica el cADN de longitud completa Especificamente,
el TRA-8 reconoce solo las células COS-7 transfectadas
con DR5 pero no el vector de control vacio o el vector
que codifica DR4 Segundo, tres origenes diferentes se
ensayan en hematopoyético, el glioma, y las células de
tumor maligno de céancer de préstata de humano La mayoria
de las células de tumor transformadas expresaron niveles
significativos de superficie celular DR5, aunque 1los
niveles de expresidn wvarian grandemeante Tercero, se
examinaron dos paneles de células de fibroblastoc sinovial
primario de humano provenientes de paciente RA y OA
Todas las c¢élulas sinoviales RA expresaron niveles

significativamente altos de DRS comparados con las

celulas OA

b) 1Induccidn de apoptosis de células de tumor

maligno de humano i1n vitro en la ausencia de

reticulacidn

La capacidad de un anticuerpo levantaao de acuerdo
con la presente 1invencidédn para reconocer el receptor
TRAIL y para 1inducar directamente apoptosis de las
células de tumor humano maligno se determinaron mediante

ensayo de wviab:ilidad (ATPLite) durante el cultive 1in
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vitro de celulas con varias concentraciones de un
anticuerpo, especificamente TRA-8 La mayoria de células
de tumor con susceptibles de apoptosis i1nducida por TRA-
8 Para algunas células, el TRA-8 exhibié una actividad
que induce fuerte apoptosis, por ejemplo, el TRA-B es
capaz de 1inducir apoptosis de células Jurkat de humano
con niveles pg/ml De manera importante, la apoptosis
inducida por TRA-8 no requirid reticulacidn, y en la
mayoria de las células, el TRA-8 exhibidé una actividad
que 1induce apoptosis mas fuerte que el TRAIL soluble

recombinante en la presencla del mejorador

c) Actividad tumoricida del TRA-8 in vivo

La actividad tumoricida del TRA-8 se evalua en dos
modelos de celulas de tumor SCID/humanoe Praimero, los
ratones SCID son intravenosamente inoculados con células
Jurkat de leucemia de humanos, y tratadas con una dosis
simple (100 ug) de TRA-8 Los resultados muestran que la
mayoria de las celulas Jurkat implantadas se eliminan de
la sangre periferica del vaso mediante el tratamiento con

TRAE-8, como sSe determind® mediante el andlisis dea
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densitometria de flujo y tamizade inmunohistoquimico in

situ de células Jurkat

Segundo, las células astrocitoma de humano, 1321N1,
son 1noculadas subcutdneamente en ratones SCID, y los
ratones que llevan el tumor son tratados con una dosis
simple de TRA-8 El1 crecimiento de las celulas 1321N1
implantadas es significativamente inhibido en los ratones
tratados con TRA-B como se determindé mediante los tamailos

de tumor y el andlaisis histolégico

d} Identificacién de células sinoviales RA medlante

TRA-8

Las celulas sinoviales primarias aislades
provenientes de ocho pacientes RA y cuatro pacientes OA
son ensayadas para expresién de superficie de célula de
DR5 El TRA-8 es capaz de tamizar positivamente todas las
celulas RA pero teflir negativamente todas las celulas OA
De esta forma, el RA es diferenciado del OA mediante la

expresion de superficie del DRS como se detecto mediante

TRA-8
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e) Induccién de apoptosis en células de fibroblastos

sinovial RA mediante TRA-8

La capacidad del TRA-8 de inducir apoptosis de las
células sinoviales RA se determina mediante el ensayo de
viabilidad celular durante el cultivo in vitro en la
presencia de varias concentraciones de TRA-8 Todas las
células RA exhibieron niveles alto a intermedio de
susceptibilidad a 100 mg/ml de TRR-8 En contraste, todas
las células OA son esencialmente resistentes a la
apoptosis inducida TRA-8 De manera importante, las TRA-8
exhibieron una mejor actividad inductora de apoptosis a
las células sinoviales RA que el TRAIL scoluble con el
mejorador Mas aun, comparado con el anticuerpo anti-Fas
(CH-11)}, el TRA-8 exhibié una mejor selectaividad a las

células sinoviales RA

f) El TRA-8 no indujo la produccién de MMP en
células sinoviales RA en razén a que el TRA-8 es capaz de
inducir la activacién NF-kb en células sinoviales RA como
TNF-a, el efecto del TRA-8 sobre la produccién de MMP1l y
MMP3 de células sinoviales se determind Mientras que el
TNF-a indujo un i1ncremento dependiente de dosis de MMP,

el TRA-8 es incapaz de inducir cualquier produccidn de
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MMP, y en algunas concentraciones, el TRA-8 disminuye
ligeramente la produccién de MMP en las células

sinoviales RA

g) E1 TRA-8 induce activacion de caspasa multiple

En razén a que las capasas juegan un papel crucial
en la induccidn de apoptosis La capacidad del TRA-8 para
inducir activacibédn de caspasa se determina en célula
Jurkat de humano Cuando las celulas Jurkat se incuban
con una dosis baja (50 mg/ml) de TRA-8, la actividad de
caspasa B, caspasa 9, Yy caspasa 3 se observa tan
tempranamente como 15 minutos después de la 1incubacidn
como se demostrd mediante el andlisis VWestern blot y el
andlisis de separacidn de caspasa En terminos de tiempo,
nimero Yy resistencia de activacion de la caspasa, los
anticuerpos de la ©presente 1invencion 1incluyen el
anticuerpo demostrativo TRA-8 exhiben una mucho mejor
actividad que cualquier otros anticuerpos que inaucen
apoptosis conocidos tales como el anticuerpo Fas ant:i-

humanc (CH-11)

De esta forma, el anticuerpo de la presente

invencidn es una sustancia que tiene una propiedad para
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inducir selectivamente apoptosis en células patogénicas
como se meustra en efecto (a) y (g) De acuerdo con esto,
es util como un agente profilactico y terapéutico para
enfermedades asociadas con supervivencla 1inadecuada de
células o proliferacion inadecuada de células, tales como
aquellas atribuibles a la desregulacién de sistemas de

apoptosis que incluyen el sistema ligando Fas/Fas

La capacidad de un anticuerpo de la presente
invencién a inducir apoptosyrs se confirma medainte el
cultivo de células tales como el Jurkat de linea de
celulas de leucemia de humano (American Type Culture No
TIB-152) y la linea celular de astrocitoma 1321N1 en un
medio en el cual la muestra de ensayo se ha agregado, v
determinar la propeorcidn de supervivencia mnediante, por

ejemplo, un ensayo ATPLite

=1 anticuerpo de la presente invencion,
especiralmente los anticuerpos anti-DR5 que tienen casi la
misma 1inmunogenicidad a un humano como auqel de los
anticuerpos humnaos, se utiliza como un agente para
proiilaxis o tratamietno de enfermedaces asociadas con
sobrevivencia inadecuada o prolaferacidén de celulas que

incluye aquellos atribuibles a 1la desregulacién de
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sistemas de apoptosis en enfermedades autoinmunes que
incluyen de manera 1lustrativa lupus eritematoso
sistemico, enfermedad de Hashimoto, artritis reumatoide,
enfermedad de ainjerto versus huésped, sindrome de
Sjdgren, anemia perniciosa, enfermedad de Addison,
escleroderma, sindrome de Goodpasture, enfermedad de
Crohn, anemia hemolitica  autoinmune, esterilidad,
miastenia gravis, esclerosis miltiple, enfermedad de
Basedow, trombopenia purpura, diabetes mellitus
insulinodependiente, alerqia, enfermedad atépaca,
arterioesclerosis, miocarditis, cardiomaiopatia, nefraitais
glomerular, anemia hipopladstica, rechazo después del
transvlante de oérganos y numerosas malignidades de

pulmén, prostata, higado, ovario, tejido 1linfatico vy

pecho

Tal agente profildctico y terapéutico se puede
administrar en varias formas Los modelos adecuados de
administracion aincluyen administracion oral, tal como
mediante tabletas, capsulas, granulos, polvos y melazas,
0 administracion parenteral, tal como mediante inyeccion,

inyeccidn por goteo y supositorios
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El anticuerpo © el agente terapeutico se puede
administrar oralmente, por el recto, intrasisternalmente,
intraventricular, intracraneal, intratecal, intravaginal,
parenteralmente, (intravenosamente, i1ntramuscularmente, o
subcutaneamente), localmente (polvos, unglientos, o
gotas), mediante inyeccién intraperitoneal,
transdérmicamente, mediante inhalacién o como un rociado
bucal o nasal La cantidad exacta del anticuerpo o agente
terapéutico requerida variard de sujeto a sujeto,
dependiendo de la edad, peso y condicién general del
sujeto, la severlidad de la enfermedad que estid siendo
tratada, el sitio y el tamafic del tumor, los compuestos
particulares utilizados, el modo de administraciédn, v
similar Una cantidad aoropiada =e puede determinar
mediante un experto en la técnica utilizanao
experimentacion de rutina dada las enseflanzas de aqui
Las aosis tipicas simples de rango de anticuerpo de 0,1-
10 000 pg, preferiblemente entre 1 a 100 pug las
concentraciones de anticuerpo tipicas en un portador
varian desde 0,2 a 2 000 nanogramos por mililitro

suministrado
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Dependiendo del modo pretendido de administracién,
el anticuerpo o agente terapéutico puede estar en
composiciones farmacéuticas en la forma de formas
sem1sdlidas o formas de dosis liquidas, tales como, por
ejemplo, tabletas, supositorios, pildoras, céapsulas,
polvos, 1ligquidos, o© suspensiones, preferiblemente en
forma de dosis unitaria adecuada para la administraciédn
simple de una dosis precisa La composicién incluirid una
cantidad efectiva del sustrato seleccionado en
combinacién con un portador farmacéuticamente aceptable
y, en adicidn, puede incluir otro agentes medicinales,
agentes farmacéuticos, portadores, o diluyentes Por
“farmaceuticamente aceptables” se entiende un material
que no es bioldgicamente o de otra manera indeseable, el
cual se puede administrar a un individuo junto con el
sustrato seleccionado sin causar efectos bioldgicos
significativamente indeseables o 1interactuar de una
manera deletérea con cualaquiera de los otros componentes

de la composicidén farmacéutica en la cual esta contenida

Las composliciones adecuadas para inyeccibn
parenteral pueden comprender soluciones acuosas estériles
o soluciones no acuosas fisiolbgicamente aceptables,

dispersiones,
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suspensiones o emulsiones, Yy polvos estériles para
reconstitucién en soluciones © dispersiones lnyectables
estériles Ejemplos de portadores acucsos y no acuosos
adecuados, diluyentes, solventes o vehiculos, 1ncluyen
agua, etanol, polioles (propilenglicol, polietilenglicol,
glicerol, vy similares), mezclas adecuadas de estos,
aceltes vegetales tales como aceite de oliva, y ésteres
organicos 1inyectables tales como etiloleato La fluidez
adecuada puede ser mantenida, por ejemplo, al utilizar un
recubrimiento tal como lecitina, mediante el
mantenimiento del tamafio de particula requerido en el

caso de dispersiones y mediante el uso de tensoactivos

Estas composliciones también pueden contener
adyuvantes tales como preservativos, humectantes,
emulsificantes, y agentes dispersantes La prevencién de
la accidén de microorganismos se puede asegurar mediante
varios agentes antibacteriales y antifungosos, por
ejemplo, parabenos, clorobutanol, fenol, acido sbérbico y
similares También puede ser deseable incluir agentes
1soténicos, por ejemplo, azdcares, cloruro de sodio, y
simllares La absorcién prolongada de la forma

farmacéutica inyectable puede ser traida mediante el uso
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de agentes que retrasen la absorcién, por ejemplo,

monoestearato de aluminio y gelatina

Las formas de dosis sbdlidas para administracidén oral
incluyen cépsulas, tabletas, pildoras, polvos y gréanulos
En tales formas de dosis sdlidas, el compuesto activo se
mezcla con al menos un excipiente de inerte de costumbre
(o portador) tal como citrato de sodio o fosfato de
calcic (a) llenadores o extendedores, como por ejemplo,
almidén, lactosa, sucrosa, o glucosa, manitol, y acido
s1licico (b) ligantes, por ejemplo, carboximetilcelulosa,
alienatos, gelatina, polavinilpirrolidona, sSucrosa, V
acacia (c) humectantes, como por ejemplo, glicerol, (d)
agentes desintegrantes como por ejemplo, agar-agar,
carbonato de calcio, almidén de papa o tapioca, 4&cido
alginico, ciertos s1licatos complejos y carbonatc de
sodio, (e} retardantes en solucidn como por ejemplo,
parafina, (f) aceleradores de absorcidn, como por
ejemplo, compuestos de amonio cuaternzrio, {g) agentes
humectantes, por ejemplo, cetilalcohol, y monoestearato
de glicerol, (absorbentes, como por ejemplo, caolin y
bentonita, y lubricantes, como por ejemplo, talco,

estearato de calcio, estearato de magnesio,
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polietilenglicoles sélidos, laurilsulfato de sodio o

mezclas de estos

En el caso de céapsulas, las tabletas y las pildoras,

las formas de dosis también pueden comprender agentes

amortiquantes

La composicién sbd6lida de un tipo similar también se
puede emplear como llenadores en cépsulas de gelatina
suaves o duras rellenas utilizando tales excipientes como
lactosa o azdcar de leche asi como también

polietilenglicoles de altoc pesc molecular y simllares

Las formas de dosis soélida tales como tabletas,
grageas, cdpsulas pildoras y grénulos se pueden preparar
con recubrimientos y cubiertas tales como recubrimientos
entéricos y otros bien conocidos en la técnica Ellos
pueden contener agentes opacificantes, y también pueden
ser de tal composicidén que ellos liberen el compuesto
activo o los compuestos en una cierta parte del gastro
intestinal de una manera demorada Ejemplos de
composiciones en bebidas que se pueden utilizar son
sustancias poliméricas y c¢eras Los compuestos activos

también pueden estar en forma microencapsulada, s1 es
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adecuado, con uno o mas de los exciplentes anteriormente

menclonados

Las formas de dosis sblidas para administracién oral
incluyen emulsiones farmacéuticamente aceptables,
soluciones, suspensiones melazas y elixires En adicibn a
los compuestos activos, las formas de dosis sbélida pueden
contener diluyentes 1i1nertes cominmente utilizados en la
tecnica, tales como agua, u otros solventes, agente
solubilizantes, Y emulsificadores, por ejemplo,
etilalcoho, isopropilalcohol, etilcarbonato, atilacetato,
benzilalecchol, benzilalcohol, decilbenzoato,
propilenglicol, 1,3-butilenglicol, dimetilformamida,
acelrtes, en particular, aceite de semilla de algoddn,
acelte de cacahuete, aceite de germen de maiz, acelrte de
oliva, aceite de Castor, y aceite de sésamo, glicerol y
tetrahidrofurfuril alcohol, polietilenglicoles y ésteres
de acidos grasos de sorbitdn o mezclas de estas

sustancias y similares

Ademds de tales diluyentes inertes, la composicidn
también puede 1incluir adyuvantes, tales como agentes
humectantes, emulsificantes y agentes de suspensién,

endulzantes, saborizantes, y agentes perfumantes
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Las suspensiones, ademds de los compuestos activos,
pueden contener agentes de suspensidén, como por ejemplo,
alcohol de i1soestearilo etoxilado, polioxietilen sorbitol
y ésteres de sorbitan, celulosa microcristalina,
metahidréxido de aluminio, bentonita, agar-agar Y

tragacanto, o mezclas de estas sustancias y simllares

Las composiciones para administracién rectal son
preferiblemente supositorios que se pueden preparar al
mezclar los compuestos de la presente invencién con
excipientes adecuados no 1rritantes o portadores tales
como manteca de cacao, polietilenglicol o una cera
supositorio, que son sbélidos a temperaturas ordinarias
per liquidos a temperaturas del cuerpo y por lo tanto, se
funden en el recto o la cavidad vaginal y liberan el

componente activo

Las formas de dosis para administracién tdpica de un
compuesto de esta invenciébdn incluyen unglientos, polvos,
rociados e 1inhalantes El componente activo se mezcla
bajo condiciones estériles con un portador
fisi10l6gicamente aceptable y cualquier preservativo,

amortiguador, o propulsante segin se requiera Las
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formulaciones oftalmicas, unglientos para ojo, polvos, Y
soluciones también se contemplan como dentro del alcance

de la invencidn

El término “sales, ésteres, amidas, y prodrogas
farmacéuticamente aceptables” como se utiliza aqui se
refiere a aquellas sales de carboxilato, sales de adicién
de aminoicido, ésteres, amidas Yy prodrogas de los
compuestos de la presente 1nvencién que son, dentro del
alcance del sonido del juzgamiento médico, adecuadas para
el uso en contacto con los tejidos de pacientes sin
toxicidad 1ndebida, 1irritacibdn, respuesta alérgica vy
similares, medida c¢on una proporcidn razonable de
beneficio/riesgo, y efectiva para su uso pretendido, asi
como también formas suiteridnicas, donde es posible, de
los compuestos de la invencidén El términc “sales” se
refiere a sales de adicibén &cida inorgdnica y orgéanica
relativamente no téxicas de los compuestos de la presente
invencidén Estas sales se pueden prepara in sSitu durante
el aislamiento final y la purificacidn de los compuestos
o al hacer reaccicnar de manera separada el compuesto
purificade en su forma de base libre con un acido
orgiAnico o 1norganico adecuado y aa.slar la sal asi

formada Las sales representativas rncluyen el



Tz

hidrobromuro, hidroclorurco, sulfato, bisulafato, nitrato,
acetato, oxalato, valerato, oleatc, palmitato, estearato,
laurato, borato, benzoato, lactato, fosfato, toxilato,
citrato, naleato, fumarato, succinato, tartrato,
naftilato, mesllato, glucoheptanoato, lactobionato,
metanosulfonato y sales de laurilsulfonato, y similares
Estas pueden incluir cationes basados en metales
alcalinos y alcalinoterreos, tales como sodio, liatio,
potasio, calcio, magnesio, y saimilares, asi como también
amonio no téxico, amonio cuaternario y cationes de amina
que 1ncluyen pero no estan limitades a amonio,
tetrametilamonio, tetraetilamonio, metilamina,
dimetilamina, trimetilamina, trietilamina, etilamina, y
similares (ver, por ejemplo, S M Barge et al ,
“Pharmaceuticals Salts”, J Pharm Sci1 , 1977, 66 1-19 que

se 1ncorporan aqui como referencia)

El término “prodroga” se refiere a compuestos que
son réapidamente transformados in vivo para producir los
compuestos padre de la férmula anterior, por ejemplo,
mediante hidrélisis en la sangre Una discusidn completa
se suministra en T Higuchy y V Stella, “Pro-drugs as
Novel Delivery Systems”, Vol 14 del A C S Symposium

Series, y en Bioreversible Carriers i1n Drug Design, ed
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Edward B Roche, American Pharmaceutical Assoclation and

Pergamon Press, 1987

Una célula objetivo es una célula de un animal que
incluye 1lustrativamente humano, praimate no humano, rata,
ratén, cerdo de guinea, conejo, cabra, oveja, vaca,

caballo, pollo, cerdo, marmota y hurédn

Adem&s, el anticuerpo o el agente terapéutico de la
presente 1nvencidén puede existir en formas no solvatadas
asi como también solvatadas con solventes
farmacéuticamente aceptables tales como agua, etanol y
similares En general, las formas solvatadas son
consideradas equlvalentes a las formas no solvatadas para

propdsitos de la presente invencidn

Las moleculas de anticuerpo son purificadas mediante
técnicas conocidas que incluyen 1lustrativamente
cromatografia de amincabsorcién o aminoafinidad, técnicas
cromatograficas tales como cromatografia liquida de alta

presién, o combinacidn de estas

Otro aspecto de la presente invencidén 1incluye un

producto farmacéutico para uso en suministro
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bioclégicamente activo anticuerpo receptor anti-TRAIL o
anticuerpo receptor anti-TRAIL humanizado a un
vertebrado El1 producto farmacéutico incluye una cantidad
farmacéuticamente efectiva de un anticuerpo receptor
anticuerpo~-TRAIL o fragmento de este, un portador
farmacéuticamente aceptable, y un recipiente que 1incluye

un portador y el anticuerpo en una forma estéral

En una modalidad preferida de 1la ainvencidn, una
cantidad farmacéuticamente efectiva de un anticuerpo
anti-DR5 1inhibe 1la proliferacidén de las células al
ponerse en contacto con una célula objetivo Una cantidad
farmacéuticamente efectiva de un anticuerpc reconoce el
DR5 o un anticuerpo humanizado que reconcce el DR5 en una
cantidad administrada a un 1individuo suficiente para
originar un efecto deseado Los efectos deseados de 1la
administracidn de una cantidad farmacéuticamente efectiva
de DR5 que reconoce anticuerpos incluye la muerte de una
célula objetivo, inhibicién de crecimiento de una célula
objetivo, estimulacion de DR5, unién a DR5, y naveles
NFkB incrementados o actividad en la célula objetivo Una
celula objetive es una célula que expresa DRSS e
1lustrativamente incluye células de crecimiento anormal y

tumores tales como papilomas y verrugas, cé&ncer de seno,



cidncer de colon, hepatomas, leucemias, céncer de pulmén,
melanoma, mielomas, osteosarcomas, canceres e o0vario,
cancer pancreatico, cancer de préstata, céncer de la
cabeza y el cuello, cancer de la tiroides, cancer uterino
y tumores del cerebro, tales como astrofitomas, in wvivo,
la célula objetivo es la célula de un individuo con una
condicidn patolégica, que 1ncluye aquellos donde la
proliferacién de las células es anormal o desregulada

como en cancer maligno o benigno y artritis reumatoide

En otra modalidad preferida, la célula objetivo es

también puesta en contacto con un agente terapéutico

Un agente terapéutico es un compuesto o composicidédn
efectiva para mejorar una condicién patoldgica Un
ejemplo 1lustrativo del agente terapéutico 1incluye un

compuesto anticancer

Un compuesto anticancer es un compuesto o
composicidn efectiva para 1inhibair o disminuir el
crecimiento de una célula dque crece anormalmente Una
cantidad farmacéuticamente efectiva de un compuesto
anticéncer es una cantidad administrada a un aindaivaduo

suficiente para mejorar la 1inhibicién o disminuciédn del
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crecimiento de una célula de crecimiento anormal Los
ejemplos 1lustrativos de los compuestos anticancer
incluyen bleomlicina, carboplatina, clorambucil,
cisplatina, colchicina, ciclofosfamida, daunorobicina,
dactinomicina, dietiletilbestrol, doxorubicina,
etopoxida, 5-fluorouracilo, floxuridina, melfalan,
metotrexato, mitomicina, 6-mercaptopurina, tenaiposida, 6-
tioguanina, vincristina Y vinblastina Ejemplos
adicionales de compuestos antoicancerosos Yy agentes
terapéuticos se encuentran en el manual Merck de
Diagnosis y terapia, 15°" Ed , Berkow et al , eds , 1987,
Rahway, N J vy Sladek et al Metabolism and Action of
Anti-Cancer Drugs, 1987, Powis et al Eds , Taylor and

Francis, New York, N Y

El anticuerpo de la presente 1nvenciétn puede ser
adicionalmente combinado con otras terapias tales como
quimioterapia y radioterapia en el tratamiento de
malignidades y la eficacia terapéutica se puede mejorar
mediante compuestos que 1inducen la apoptosis tales como

bisindolilmaleimida VIII

Comparada con el anticuerpo anti-DR5 publicado

previamente (24), la actividad que 1induce apoptosis del
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anticuerpo TRA-8 demostrativo de la presente 1nvencidén es
muy fuerte, y es capaz de 1inducir apoptosis de las
células Jurkat con unos niveles pg/ml 1n vitro dque
demuestran activadad tumoricaida in v1ivO0 sSuperior
comparada con el TRAIL soluble previamente reportada La
administracién intravenosa de la dosis simple de TRA-8 es
suficiente para 1inhibir el crecimiento tanto del tumor
sbélido como de las celulas de tumor hematopoyético,
mientras que la 1nduccidn de tumor in wvivo con un TRAIL
soluble requiere una dosis mucho mas alta (500 ug cada
dia durante 10 dias) Los anticuerpos del receptor anti-
TRAIL de la presente 1nvencidn parecen ser tan seguras
como el TRAIL soluble en razén a que el TRA-8 de ejemplo
no 1induce apoptosis de células de fibroblastos no

transformadas

Los vectores de 1la presente 1invencién incluyen
secuencia de acido nucleico que codifica una cadena
pesada o ligera de hemoglobina de un anticuerpo anti-DRS
operablemente ligado a un elemento regulateorio tal como
un promotor o mejorador “operablemente ligado” se
refiere a una exposicidon de secuencias de nuclebétidos
configuradas para desarrollar su funcion usual De esta

forma, un elemento regulatorio operablemente ligado a una
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secuencia de nucleotidos que codifica un polipéptido es
capaz de dirigir la transcripcibén, replicaciébn y/o
traduccién del polipéptido Se reconocera por aquellos
expertos en la técnica que un vector simple opcionalmente
incluye secuenclas de codirficacidn tanto para

hemoglobulina de cadena pesada como ligera de un

anticuerpo anti-DR5

Los siguientes ejemplos se establecen adelante para
1lustrar los métodos y los resultados de acuerdo con la
presente invencién, estos ejemplos no pretenden incluir
todos los aspectos de la presente i1nvencién sino 1i1lustrar
los métodos representativos y los resultados Estos
ejemplos no pretenden excluir equivalentes y variaciones
de la presente invencidn los cuales son aparentes para un

experto en la técnica

Ejemplo 1 Preparacion de antigeno DR5

11 Clonacién de cADN DRS

La codificacién de ADN de la proteina DR5 humana se

cloné mediante el siguiente método RT-PCR

utilizando
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a} Plantilla

E1l ARN total de células HeLa se extrajo mediante la
utilizacién de reagente TRIzol (GIBCO BRL) La plantalla
para la reacciébn PCR utilizé cCcADN que se obtuvo
utilizando el kit de sintesis de cADN de primer hilo
(Amersham Pharmacia Biotech) de acuerdo con el manual de

instruccliones suministrade con el kit
b) cebadores PCR

los siguientes cebadores de oligonuclebétido son

sintetizados para el PCR

5’ gacgatgcccgatctactttaaggg-3’ (DR5pl,SEC ID No 1)

5’ ccactgggtgatgttggatggg-3’ (DR5pl,SEC ID No 2)

A menos que se especifique lo contrario, todos los
oligonucledtidos en estos ejemplos son sintetizados por
tecnologias de vida Todos los oligonuclebdtidos son
almacenados a -20° despues de haber sido disueltos en

agua destilada
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c) Reaccidn PCR

Composicidén de la solucidn de reaccidn PCR

Plantillas cADN 5 pl del total de 33 ul de 1la

reaccidn
Cebador DR5pl, 10 pmoles,
Cebador DR5p2, 10 pmoles,

Amortiguador PCR concentrado (suministrado con el
DNTPS (cada uno 2,5 mM), 4 pl, y

Polimerasa taq (Promega), 5 unidades

Agua destilada estéril es agregada a la soluciébn
hasta un volumen total de 100 pul A menos dque se
especifique de otra forma, los dNTP son mezclas

equimolares de dATP, dCTP, dGTP y ATTP (2,5 mm cada una)
La reaccidn PCR es conducida como sigue
La solucién primero se caliente a 94° C durante dos

minutos después de lo cual un ciclo de calentamiento a

94° C durante 30 segundos, 52° C durante un minuto y 72°
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C durante tres minutos, es repetido cuarenta veces
Después de completar el procedimiento, la solucidn de

reaccldédn es calentada a 72° C durante 10 minutos

Los fragmentos de ADN amplificados, asi obtenidos
son separados sobre un gel de agarosa al 1% que contiene
0,25 ug/ml de bromuro de etidio Las bandas determinaron
el contenido de los fragmentos ADN deseados dque son
cortados usando una cuchilla de afeitar y el ADN es
recuperado de alli usando el kit Gene Clean {BIOl10l) El1
fragmento de ADN es clonado usando el kit TA de clonacidn

(in vitrogen, CA) Esto se lleva a cabo como sigue

El fragmento de ADN recuperado de la solucibén de

reaccidn PCR junto con 50 ng del vector pCR2 1 que es
suministrado con el kit TA Cloning, es mezclado con 1 ul

de un amortiguador de reaccidn de ligasa 10 X (6 mM Tris-

HClL (pH 7,5), 6 mM de cloruro de magnesio (5 mM de
cloruro de sodio, 7 mM de P-mercaptoetanol, 0,1 mM de

ATP, 2 mM de DTT, 1, mM de espermidina, y 0,1 mg/ml de

albumina de suero bovino), para lo cual 4 unidades de ADN
T4 de ligasa (1 pl) se agregaron El volumen total de la

mezcla se ajusté a 10 pul con agua desionizada estéril, y
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la solucién de ligaza resultantes es incubada a 14° C
durante 15 horas Después de este tiempo, 2 pl de la

soluciédn de reaccidén de ligasa es agregado a 50 pl de la
sepa TOP10F’ del E coll competente, que es suministrado
con el kit de clonacién TA y traido a competencia de
acuerdo con el manual de instruccién al cual se agregaron
2 ul de 0,5 m de P-mercaptoetancl, y la mezcla resultante
se mantuvo sobre hielo durante 30 minutos, luego a 42° C
durante 30 segundos, y nuevamente sobre hielo durante 5
minutos Luego, se agregaron 500 pl de medio que contenia
2% v/v de triptona, 0,5 % p/v de extracto de levadura,
0,05% p/v de cloruro de sodio, 2,5 mM de cloruro de
potasio, 1 mM de cloruro de magnesio, y 20 mM de glucosa
{(de aqui en adelante refiriendose como al medio “SOC”) al
cultivo y, la mezcla es incubada durante una hora 37° C
con agltacién Después de este tiempo el cultivo es
esparcido sobre uvna placa de agar L-broth (1% v/v de
triptona, 0,5% p/v de extracto de levadura, 0,5% p/v de
cloruro de sodio, 0,1% p/v de glucosa, y 0,6% de p/v
bacto-agar (Difco)), que contiene 100 pg/ml Las colonias
resistentes a la ampicilina que aparecen sobre la placa
son seleccionadas y raspadas con un lazo de transferencia

de platino, y cultivadas en el medio L-broth que contiene
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100 pg/ml de ampicilina a 37° C, durante la noche con
agitacidén a 200 rpm Después de la 1incubacibn, las
células son cosechadas por centrifugacidn, a partir de lo
cual el plasmido de ADN es preparado por el método
4lcall Fragmentos de EcoRI-EcoRI DRCADN del plasmido asi
obtenido es subclonado en el plasmido pcAADN (invitrogen
CA) La longitud completa del gen DR5 en pcDAN3 es
secuenclado y casado con la secuencia publicada El

plasmido asi obtenrdo es designado como el plasmido pcADN

3-DR5
1 2 construccidn del vector de expresidé4n DR5-IgG

Para poder obtener una forma soluble del DR5 humano
que carece del dominio de transmembrana, un vector de
plasmido de expresidn es construido Este wvector esta
diseflado para codificar una proteina de fusibdbn que
comprende el dominio extracelular DRS humano fusionado al
ADN IgG 1 Fc¢ humano (41) El ADN que codifica el DRS
humano que carece del dominio de transmembrana es

obtenido por la siguiente reaccid4n PCR

a) plantilla
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La plantilla para la reaccién PCR usada usé el PCR

ADN 3-DR5

b) cebadores PCR

los siguientes cebadores de oligonucleotidos son

sintetizados por el PCR

5’gacgatgcccgatctactttaaggg-3’ (drSpl SEC ID No
1),

5’ggatccgtggacacattcgatgte-3’ (DR5p3 SEC ID No 3),

A menos que se especifique lo contrario, todos los
oligonucledtidos en estos ejemplos son sintetizados por
tecnologias de vwvida Todos los oligonuclebdtidos son
almacenados a —-20° C después de haber sido disueltos en

agua destilada

c) Reacciébn PCR

La reaccion PCR es conducida y el ADN amplificado es

aislado como en el ejemplo 1 1l({c)
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El plasmido asi obtenido es designado como el
plasmido pCR-ADR5 El1 fragmento MamHI-EcoRI que codifica
el fragmento Fc humano gque es recuperado del pmFas-
hIgGlFc es subclonado en los sitios de multiclonacibdn
BamHI y EcoRI del pcADN3 El plasmido asi obtenido es
designado pcADNFc MAas aun, el fragmento BamHI-BaamHI que
codifica la reqgidén DR5 soluble humano que es recuperado
del pCR-ADR5 es subclonado en el sitio BamHI del plésmido
pcADNFc El plasmido asi obtenido es designado o nombrade
como el plasmido pcADNADRS~Fc El fragmento EcoRI que
codifica la regidn IgG Fc humana del DR5 soluble humano
que es recuperado del plésmido pcADNADRS-Fc es despuntada
en el extremo usando el fragmento Klenow de polimerasa de
ADN (GIBCO BRL) y 1luego subclonado en el vector de
lanzamiento pRACMVS (Quantum Biotechnologies Inc ,
Canada) que es despuntado en ele extremo después de ser

cortado por el BamHI El plasmido asi obtenido es

nombrado pAdADRS-F¢

1 3 Expresion y purificaciébn de la proteina de

fusi6én DR5-IgGl humana
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Las células QBI-293A (provistas con el kit adeno-

quest son co-transfectadas con el ADN pAdADRS-Fc y QBI-
viral (suministrado con el kit ADENOQUEST) usando el kit
ADENOQUEST {Quantum Biotechnologies 1Inc , Canada) de
acuerdo con el manual de instruccibén Las placas de virus
recombinante son cultivadas y tamziadas para la expresibn
de la proteina de fusion DR5-IgG por el analisis ELISA
del sobrenadante Las placas positivas son amplificadas
en células QBI-293A y almacenadas a -80° C como material
de partida de virus 50 platos (150 mm) de células QBI-
293A son transfectadas con el virus recombinante pAADR5-
Fc en 10 m o 1 {multaiplicidad de infeccidén) El medio de
cultivo es cosechado después de la transfeccidn durante

48 horas

Las células transfectadas que tienen el gen DR5-IgG
se hacen crecer a una densidad de célula de 1 X 10°
células/ml por medic de incubacidén en 500 ml del medio
DMEM (GIBCQO), que contiene 10% v/v FCS a 37° C en una
atmésfera de 5% v/v de CO: durante dos dias El cultivo
es entonces centrifugado (1 000 rpm, 5 minutos) y el
sobrenadante recolectado La purificacidn del DRS5-IgG a

partir del sobrenadante se logra usande la cromatografia
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de afinidad de proteina A-Sefarosa CL-4B (Pharmacia) bajo

las condiciones siguientes

Columna proteina A-Sefarosa columna CL-4B (tamafio

de columna 2 ml, Pharmacia),

Amortiguador de elusién 0,1 de glicina (pH 2,4)

0,15 M de NaCl,

Amortiguador de neutralizacién 1M de Tris-HC1l (pH

8,5)

Después de que todo el sobrenadante es aplicado a la
columna, este es lavado tres veces con 20 ml de PBS y
luego 1 ml de amortiguador de elusidén es agregado 10
veces La densidad éptica de cada fraccién eluida (1 ml)

se mide La segunda fraccidén hasta la fraccidén 50 (con
OD2g0 2 0,1) son recolectadas y después de la adicion de
100 pl del amortiguador de neutralizacién, los eluatos
son colocados separadamente en tuberias de didlisis, vy

los eluatos dialisados contra un litro de PBS (pH 7,5) a

4° C el amortiguador de didlisis es cambiado dos veces
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Los eluatos son entonces ensayados en cuando a la
expresién del producto de gen DR5-IgG por ELISA Lo
primero, 100 pl de cada fraccidn son colocados
separadamente en pozos de una microplaca de 96 pozos
(Costar) e incubada a 37° C durante una hora Después de
este tiempo, la solucibtn en los pozos es removida, y la
placa es lavada tres veces con 100 pl/por pozo de PBS que
contiene 0,1% v/v de Tween 20 (nombrado de aqui en
adelante como PBS-Tween) Después de lavado, el PBS que
contiene 2% de p/v de albimina de suerc de bovino
(nombrado de aqui en adelante comec “BSA”) es agregado en
cantidades de 100 upl/pozo, y la placa es entonces
incubada a 37°®* C durante una hora Después de este
tiempo, los pozos son lavados tres veces adicionales con
100 pl/pozo de PBS~Tween, después de lo cual 100 upl/pozo
de una solucidn de anticuerpo monoclonal IgGl antihumano
diluido 1000 veces con PBS-Tween es agregado a pozo, y la
placa es nuevamente incubada 37° C durante una hora Los
pozos son entonces lavados tres veces con 100 ul/pozo de
PBS-Tween 3,3’, 5,5'-tetrametil-bencidina ({(nombrada de
aqui en delante como ™“TMB”) un sistema de sustrato

liquido (Sigma) es entonces agregado en una cantidad de

100 pl/pozo y la placa se le permite permanecer a
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temperatura ambiente durante 65 mlinutos y luego la
reacci6én es detenida agregado 100 pl/pozo de 0,2 N de
H,SO; La absorbancia de cada pozo es leida a 450 nm para
estimar la concentracién del anticuerpo de frontera,
usando la absorbancia en 650 nm como la lectura de
control La absorbancia es medida usando el lector de
microplaca (Molecular Devices) La produccién de DR5~IgGl
es confirmada usando este método ELISA El peso molecular
de 1la proteina de fusidén DRS5-IgGl expresada es
determinada usando el andlisis Western bBlotting en el
cual el IgGl mAb antihumano (Sigma) es usado para
detectar el anticuerpo sobre el gel El peso molecular de
la proteina de fusién DR5-IgGl expresada tiene un peso
molecular aproximado de 50 kDa La oureza lograda es
mayor al 90% como se evalud por el analisis sobre SDS-

PAGE y la deteccidn de la proteina por el manchado azul

Coomaslie

EJEMPLO 2 Generacidn de anticuerpos monoclonales el

DR5 humano

2 1 Inmunizacion
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Un ratén balb/c hembra ({(Jackson Laboratory, Bar
Harbor, ME) de 6 a 8 semanas de edad son i1nmunizados con
la proteina de fusidn DR5/hIgGl humana purificada por
afinidad Para la inmunizacién inicial de la almohadilla
del pie, la proteina de fusidén (50 pg es emulsificada en
el adyuvante completo Freund (Difco, Detroit, MI) Los
ratones son entonces estimulados con cuatro inyeccliones
de 50 pg de la proteina de fusidn administrada sain
advuvante cada dia de por medio Tres dias después de la
ultama anyeccién, los linfocitos a partir de los nodos
del l:nfo local son fusionados con células de mieloma NS-
1, y los hibridomas son cultivados en el medio F104
suplementado con 10% de sueroc de becerro fetal Los
hibridomas positivos son seleccionados pro ELISA en el
cual las placas son recubiertas sea con 1 ug/ml de
DR5/hIgG/l o la misma cantidad de Fas/hIgGl como un
control El i1sotipo de los hibridomas es determinadoc por
ELISA usando un panel de anticuerpos de cabra de isotipo
especifico Ig de ratén {Socuthern Biotechnology,
Birmingham, Al) Los anticuerpos monoclonales son
purificados por cromatografia de afinidad usando el IgGl

de ratédn antiradton i1nmovilizado o la proteina G (Sigma)



2 2 Fusibdn de Célula

Al tercer dias después de la inyeccién de estimulo,
los nodos del linfo local son removideos del ratédn y
colocados en 10 ml de RPMI libre de suerc en medio 1640

(GIBCO BRL) que contiene 50 unidades/ml de penicilina, 50

pg/ml de estreptomicina, y 300 ug/ml de A&acido L-
glutémico, y rotos por medio de pasar el é4rgano a traves
de la malla (Cell Strainer, Falcon) usando una espéatula
La suspensién de celulas resultantes centrifugada hasta
que se forman pepitas de las células de nodo de linfo
local que luego son lavadas dos veces con el medio RPMI
libre de suero Las células lavadas son entonces

resuspendidas en el medio RPMI libre de suero y contadas

En el intermedio, células NS1 de mieloma (American
Type Culture Collectio TIB-18) que se han hechos crecer a
una densidad de célula que no excede de 1 x 10°
células/ml en el medio ASF104 (Ajinomoto, K XK ) que
contiene 10% v/v de FCS (Gibco BRL) (“medio con suero
ASF”) a 37° C bajo 5% v/V de CO:, y estos son rotos

similarmente, lavados, resuspendidos y contados

1731
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Una cantidad de la suspensién de célula NSl
calculada para contener 3 X 107 células es mezclada con
una cantidad de la suspensién de célula de vaso calculada
para contener 3 X 10® células La mezcla resultante
centrifugada y el sobrenadante es descartado Las
sigulentes etapas de la fusidén de célula se llevan a cabo
manteniendo en todo tiempo el tubo plastico que contiene

las pepitas a 37 C en un beaker de agua caliente

Un ml de 50% (p/v) de polietilen glicol 1500
(Boehrainger Maanheim) es agregado lentamente al tubo,
todas las pepitas mientras se agitan usando la punta de
una pipeta Subsecuentemente 1 ml del medic RPMI libre de
suero, precalentado a 37° C, es agregado lentamente, en
dos porciones, seguido por la adicidédn de 7 ml adicionales
del medio RPMI libre de suero La mezcla resultante es
entonces centrifugada, el sobrenadante descargado y 10 ml
del medioc HAT que contiene 10% v/v de FCS son agregados
mientras que sSe agita suavemente con la punta de una
pipeta 20 ml adicionales del medio HAT que contiene 10%
v/v de FCS es agregado, y la suspensién es dispensada

dentro de las microplacas de cultivo de células de 96

pozos a 100 pl/pozo e incubadas a 37° C en un atmésfera
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de 5% v/v de CO; Después de 7 u B dias, 100 ul/pozo del
medio fresco HAT son usados para reemplazar el medio en
cualquiera de los pozos que exhiban un tono amarilloso

Las celulas de fusibn a partir de estos pozos son

clonadas por dilusién limitante como se describe mas

abajo

2 3 Clonacibdn por dilusibdn limitante

Timus tomado de ratones BALB/c hembras de 4 a 10
semanas (a partir del Japan SLC, Inc ) son removidos y
rotos en una malla (Cell Strainer, Falcon) como se
describibé anteriormente, y las células rotas son lavadas
dos veces con un medio de HT gque contiene un 10% de v/v
de FCS Una cantidad de 1las células de 1los timos
correspondientes a aquellas a partir de un ratédn es
suspendida en 30 ml de medio HT que contiene 10% v/v de
FCS para producir una suspensidn de célula alimentadora
La preparacidédn de célula de fusidn obtenida anteriormente
en el ejemplo 2 2 es diluida con la suspensidn de célula
alimentadora de 10 a 100 veces y diluida adicionalmente
seriadamente con la suspensién de célula alimentadora

para hacer suspensiones que tilenen densidades de células
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de fusitn de 5,1 a 0,5 células/ml Las muestras asi
preparadas son dispensadas en pozos de una de las
microplacas de cultivo de células de 96 pozos a 100

ul/pozo e incubadas durante 5 dias a 37° C bajo 5% v/v de

COz
2 4 Tamizado

Los sobrenadantes del cultivo a partir de los
hibridomas de crecimiento son tamizados por ELISA usando
placas recubiertas sea con 1 pg/ml de DR5/hJgGl o la
misma cantidad de Fas/hIgGl (41) como control Los
anticuerpos de frontera son detectados usando peroxidasa
de rabano (inmunoglobulinas antiratén conjugadas (HRP)
(Southern Biotechnology Birmingham, AL) con TMB (Sigma
St Louis, MI) como sustrato El DR5-IgGl purificado a una
concentracaibén de 1 ug/ml o la misma cantidad de Fas-hIgGl
son introducidas en un pozo de los 96 pozos de ELISA/RIA
STRIP PLATE (Costar, MY) La placa es mantenida quieta a
4° C durante la noche para permitir la adsorcidn de la
proteina en la superficie del pozo Después de este

tiempo, la solucién en los pozos es descartada y cada

pozo es lavado 3 veces con PBS-Tween Entonces, 100 pl de
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PBS que contiene 1% (p/v) de albimina de suero bovino
(A3803, Sigma Chemical Co ) es agregada a cada pozo Yy la
placa es incubada a 37° C durante una hora Los pozos son
entonces lavados tres veces adicionales con PBS-Tween ¥y
luego 50 pul de cada uno de los sobrenadantes de cultivo a
partir hibridomas de crecimiento es agregado a cada pozo

La placa es entonces 1ncubada a 37° C durante 1 hora, Yy
los pozos son nuevamente lavados cuatro veces con PBS-
Tween Después del lavado 50 pl de peroxidasa de rabano
marcada con anticuerpo de 1inmunoglobulina antiratén de
cabra (Southern Biotechnology Birmingham, AL), diluida
mil veces con PBS, es agregada por pozo, Yy la placa es
nuevamente incubada a 37° C durante 1 hora, despues de lo
cual los pozos son lavados cuatro veces con PBS-Tween

3,3’, 5,5 -tetrametil-benzidina (TMB) como sistema de
sustrato liquido (Sigma) es entonces agregado en una
cantidad de 100ul/pozo y 1la placa se 1le permite
permanecer a temperatura ambiente durante 5 minutos ¥y
luego la reaccibdn es detenida agregando 100 pl/pozo de
H:SO al 0,2 N La absorbancia de cada pozo a 450 nm
(control 650 nm) es medida usando un lector de microplaca
(Molecular Devices}) vy las células de fusién son

seleccionadas a partir de la muestra que tenia 1la



absorbancia (450 nm-650 nm, valores OD, >0,5) claramente
mayor que aquellos a los cuales ningin sobrenadante de
células de fusién habia sido agregado (valores OD,
aproximadamente 0,03) Adicionalmente, los sobrenadantes
de cultivo a partir de hibridomas de cultivo a partir de
hibridomas de crecimiento son también tamizados
funcionalmente midiendo 1la actividad 1inductora de
apoptosis usando las células Jurkat 50 pl del medio RPMI
que contiene las células Jurkat (1000 células por pozo) y
5 uM de Bisindolilmaleimida VIII (BasVIII, Alexis, San
Diego, CA)} son agregadas a las placas de 96 pozos en la
presencia de 50 pl de los sobrenadantes de cultivo a
partir de los hibridomas de crecimiento Las células son
cultivadas en una aincubadora humidificada a 337° C
durante la noche La apoptosis es determinada por la
viabilidad de célula wusando el kit ATPLite como se
instruye por el fabricante (Packard Instruments), y las
muestras son contadas usando el TopCounter (Packard

Instruments)
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2 5 aglomeracién ELISA de TRAIL y TRA-8 a los

receptores

Las placas ELISA son recubiertas con 2 ug/ml de la
proteina de fusién drDR4-Ig o DR5-Ig durante la noche
Después de un bloqueo con 3% de BSA, el TRAIL-FLAG
soluble © el TRA-8 es agregado en concentraciones
indicadas y se 1incubé a 37° C durante una hora La
aglomeracién TRAIL o TRA-8 es detectada por el anticuerpo
anti-bandera conjugado HRP (Aalexis) o la antimurina IgGl
conjugada HRP (Southern Biotechnology) respectivamente
Las reacciones son desarrolladas por el amortiguador de
sustrato TMB y medidas por el lector de microplaca
Benchmark (Biorad) Los valores Kd son estimades pro el
modelo de aglomeracidén de un sitio de la regresidén no
lineal usando el software GraphPad Prism (GraphPad
Software, San Diego, CA) Para el ELISA competitivo, 100
ng/ml de TRAIL-FLAG es agregado e 1ncubado en la
presencia de varias concentraciones de TRA-8 La
aglomeracién del TRAIL es determinada como se menciond

anteriormente
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2 6 clonacidn

Las etapas descritas en los ejemplos 2 3 y 2 4
anteriores son repetidas cinco veces para las células
seleccionadas en 2 4 permitiendo asi la seleccibn de
varios clones de hibridoma cada uno de los cuales produjo
un anticuerpo UGnico que se ligd con el DR5-IgG pero que
no se ligd con el Fas-IgG Como resultado de este
procedimiento de seleccidn, un hibridoma de ratén-ratédn
nombrado TRA-8 y dque produce un anticuerpo que se liga al
DR5-IgG, pero noc al Fas-IgG, es obtenido Este hibridoma
TRA-8 fue depositado con el American Type Culture
Collection en marzo 1, 200, y se le ha asignado el nimero

de acceso PTA-1428

La subclase del anticuerpo producido por el
hibridoma ratén-ratén TRA-8 (nombrado de aqui en adelante
para simplificar como “TRA-8”) demostrd ser IgGl, k,
después de ensayo con un kit de asotipificacién de

anticuerpo monoclonal {Pierce)

Usando nuestra proteina de fusién DRS-IgGl como
inmunogen 7 clones de hibridoma son obtenidos por el

tamizado ELISA inicial, todos de ellos son altamente
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positivos para DR5-IgG pero no para la proteina de fusidn
Fas-IgG, aindicando que los hibridomas obtenidos producen
antlcuerpos gque reconocen la porcién extracelular del DRS

pero no de la porcién Fc del IgGl (datos no mostrados)

2 7 Analisis Western Blot

Filtros para el andlisis Western Blot de homogenatos
de tejido humano normal y de céncer son comprados en Geno
Technology (St Louis, MO} Cada pista es cargada con una
cnatidad 1qual de proteina comc se determind por un
anticuerpo anti-B-actina Los codgulos son probados con 1
pg/ml TRA-8 durante al noche, seguido por el IgGl
antiratén de <cabra conjugadoe con HRP (Southern
Biotechnology) a temperatura ambiente durante una hora, y

desarrollado por quimioluminiscencia

2 8 Inmunoestoquimica in situ

Los tejidos humanos son obtenidos a partir del
Tissue Procurement Center de UAB Secciones congeladas

son fijadas en 70% de etanocl, bloqueadas con 10% de suero

de caballo en PBS, y luego i1ncubadas con 10 ug/ml de TRA-
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8 purificado por afinidad a temperatura ambiente durante
60 minutos El kit ABC de IgG antiratdn con
diamincbenzidina (Vector, Burlingame, CA) como el
sustrato calorimétrico es usado para visualizar la

reactividad

2 9 AnAdlisis de activacién de caspasa

Las Células Jurkat (1 X 10%/ml) son incubadas con
500 ng/ml de TRA-8 Alicuotas (30 pg de proteina del
lisado de células son separadas en 15% de SDS-PAGE,
secadas en una membrana de nylon, y los secados ason
probados con anti-caspasa 8, 9, y 3 anticuerpos (BD
Pharmingen, San Diego, CA) seguido por anticuerpo
secundario conjugado con HRP y visualizacidén de
quimioluminiscencia de los productos segmentados El
conjunto 1nhibidor de caspasa es comprade de R&D Systems
(Minneapolis, MN) Cada inhibidor de caspasa es agregado

al cultivo en concentraciones indicadas
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Ejemploc 3 Purificacibédn del anticuerpo monoclonar

TRA-8

El hibridoma ratén-ratén, TRA-8 se hace crecer a una
densidad de células de 1 X 10° células/ml por 1incubacién
en 500 ml del medio ASF, que contiene 10% v/V de FCS, a
37° C bajo 5% de v/v de CO» durante 5 dias El1 cultivo es
entonces centrifugado (1000 rpm, 5 minutos) y el
sobrenadante recolectado La puraificacién del TRA-8 a
partir del sobrenadante es lograda usando la
cromatografia de afinidad de proteina G-Sefarosa CL-4B

(Pharmacia) bajo las siguientes condiciones

Columna columna de proteina G-Sefarosa CL-4B

(tamafilo de columna 2 ml, Pharmacia),

Amortiguador de elusién glicina al 0,1 M {(pH 2,4),

NaCl al 0,15 M,

Amortiguador de neutralizacién Tris-HCl al 1M (pH

8,5)

Después que todos los sobrenadantes son aplicados a

la columna 20 ml de PBS es lavado tres veces y luego el
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amortiguador de elusién es agregado en volimenes de 1 ml
durante 10 veces La densidad O6ptica de cada fraccién

eluida {1 ml) es medida Las fracciones de la numero 12 a

la ntmero 5 (>0Dj=0,1) son recolectadas separadamente

Después de agregar 100 Kl de carga de
neutralizacidén, los eluatos son colocados en tuberia de
diidlisis separadamente, y los eluatos dializados contra
un litro de PBS (pH 7,5) a 4° C El1 amortigquador de
didlisis es cambiado dos veces Esta muestra es ensayada
en cuanto a la actividad de anticuerpo anti-DR5 por ELISA
usando la proteina de fusién humana DR5-1gG preparada

anteriormente usando la técnica descrita anteriormente

Ejemplo 4 Preparacién del antigeno DR4, el vector

de expresién DR4-IgG y el anticuerpo monoclonal anti-DR4

Los procedimientos de 1los ejemplos 1 a 3 son
repetidos con el cADN de plantilia del DR4 y los
cebadores en lugar de aquellos detallados en el ejemplo 1
para obtener el antigeno DR4 que es util_zado como en lso
ejemplos 1, 2-3 para obtener un anticuerpo monoclonal

especifico contra el DR4
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Ejempleo 5 Anticuerpos monoclonales contra DcRl Y

DcR2

Los anticuerpos monoclonales son obtenidos contra
receptores decoy DcRl y DcR2 sustituyento el cADN
correspondiente y los cebadores para crear los antigenos
respectivos como en el ejemplo 1 Los vectores de
expresi6n para DcRl o las fusiones DcR2 con globulina G
inmune que resulta en anticuerpos monoclonales

purificados son creados como en el ejemplo 2 y 3

Ejemploc 6 La especificidad de wun anticuerpo

monoclonal

Como todos de los receptores para TRAIL y otras
proteinas de 1la familia TNFRE comparten homologia
significativa, la especificidad del anticuerpo TRA-8
ejemplarizante o 1lustrativa para el DR5 es determinada
por el anélisis Western Blot usando dos proteinas de
fusi16n DRS5 - IgG humanas diferentes y solubles, formas
recombinantes de otras proteinas relacionadas Una
primera proteina de fusién DR5-Ig es construida

fusionando el cADN a partir de los residuos 1-180 de 1la
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porcién extracelular del DR5 y del cADN que codifica la
regién constante del IgGl humano El cADN fusionado es
clonado en un vector adenoviral recombinante (Quantum
Biotechnologies, Inc , Montreal Canada) La proteina de
fus16n expresada DR5/hIgG/l, que tenia un peso molecular
relativo de 50 kDa es purificada usando una columna de
afinidad IgG antihumana (Sigma, St Louis, MO) Para el
analisis Western Blot de la especificidad, una segunda
proteina de fusién DR5/IgGl humana recombinante (aa 52-
512), lo mismo que las proteinas de fusion TRAIL-R1, R3 y
R4, son compradas de Alexis Las formas solubles del Fas
humano y el TNFR1 son suministradas amablemente por el
doctor Carl Edwards de Amgen Inc , Thousands Oaks, CAa,
USA Las moléculas DR4, DcRl, DcR2, TNFRl, R4 y Fas
humanas recombinantes solubles usadas son proteinas de
fusidén IgG humanas 5 pg de cada proteina es separada por
10% de SDS-PAGE y secadas sobre membrana de
nitrocelulosa Los secados son bloqueados con 5% de leche

seca en PBS a temperatura ambiente durante 1 hora vy
probados con 1 pg/ml de anticuerpo anti-DR5 monoclonal
purificado (clon TRA-8) o 0,1 pug/ml de IgG antihumano de

cabra conjugado con HRP a 4° C durante 1la noche

Peroxidasa de rabano IgG anti-ratén de cabra conjugado
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con HRP es usada como anticuerpo secundario para detectar

los limites del TRA-8 Los secados son desarrollados por

quimioluminiscenclia

Células Cos-7 transfectadas con el vector pcADN3
(Clontech, Palo Alto, CA) que contiene la longitud
completa de DR5 o DR4 o el vector vaclo son usados para
el analisis de densitometria de flujo El cADN con
longitud completa que codifica el TRAIL humano o el
ligando de murina Fas es clonado en el vector pTRE aguas
abajo del promotor controlable de tetraciclina
(Clontech) Los fragmentos XhoI-HindIII de pTRE-hTRAIL o
pTRE-mFasL so0 clonados adicionalmente en el vector de
lanzamiento adenoviral pAdBN (Quantum Biotechnologies,
Inc ) Las 293 celulas anfitrionas son cotransfectadas
con el PpAd-TRE-hTRAIL linealizado o© pAd-TREmFaslL y el
fragmento grande de ADN de adenovirus La expresibdn del
TRAIL humano funcional o el 1ligando de murina Fas a
partir de las placas de virus recombinante son tamizadas
usando un ensayo S!Cr-liberacién con Jurkat como

objetivos

El TRA-8 reacciono fuertemente con la proteina de

fusién DR5-IgG (aproximadamente 50 kDa), la cual es usada
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para la inmunizaclé4n como Se muestra en la figura 1la,
DR5, #1, y débilmente con la segunda proteina de fusibén
DR5-IgG (aproximadamente 60 kD) como se muestra en la
figura la, DR5, #2 No hay un ligado sagnificativo de los
TRA-8 a DR4, DcRl, DcR2, Fas (CDS5) o TINFRI Estos
resultados 1indican que el TRA-8 reconoce los epitopes que

son especificos para el DR5 pero no compartidos por otros

miembros de la familia

El TRA-8 no reacciona con otros miembros de la
superfamilia del receptor tnf, tal como el Fas (CD95) y
el receptor I del, TNF, tampoco el TRA-8 reacciona de
manera cruzada con el homélogo de murina del DRSS como se
muestra por las proporciones de absorbancia éptica para
450 nm y 650 nm, en donde los nimeros de panel inferior 1
a 7 (figura la, la columna 8 del panel inferior) El
TRAIL soluble y el TRA-8 se ligan comparablemente al DRS
inmovilizado (figura 1B, panel 1zquierdo) En contraste,
el TRAIL se liga al DR4, pero el TRA~B no exhibe ninguna
actividad de ligado al DR4 (figqura 1B, panel del medio)
Los valores kd para el ligado del TRAIL y el TRA-8 al DRS
son estimados en 59 nm y 3 nm, respectivamente De manera
importante, el TRA-8 compite eficientemente con el TRAIL

en cuanto a ligar al DR5 pero no en cuanto a ligar el
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DR4, como se muestra en el ELISA competitivo, (figura lb,

panel derecho) Estos resultados establecen la

especificidad del TRA-8 para el DR5 humano

El TRA-8 es capaz de detectar la expresidén de
superficie de célula del DR5, con anilisis citometrico de
flujo andicando el ligado especifico a la superficie de
célula de la célula Cos-7 transfectadas con el DR5 humano
de longitud completa, pero no las células de Cos-7
transfectadas con el DR4 o con un vector vacio (figura
1c) Similarmente, la ainmunohistoquimica in situ con el
TRA-8 demostrd la reactividad con las células Cos-?
transfectadas con el ADN del DR5 de longitud completa
pero no con aquellas transfectadas con el vector de
control (figura 1d} El TRA-8 no 1induce apoptosis de
células Cos-7 no transfectadas, y RT-PCR de ARN de las
células Cos-7 usando cebadores variados que codifican el
DR5 humano mostraron que no son productos especificos
PCR El1 analisis funcional adicional wusando células
Jurkat humanas comc objetiveos mostré que, en la ausenclia
de reticulacién el TRA-8 1nduce fuertemente la muerte
celular demostré por tres diferentes ensayos Dpara
viabilidad de célula que 1ncluye el ATPLite, MTT y la

exclusién PI (figura le) Mayor a 50% de células Jurkat
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son eliminadas muertas por niveles de nanogramo de TRA-8
como se muestra en el ensayo ATPLite La actividad de
matar del TRA-8 es especifica para el DR5 a medida que
este puede ser bloqueado por el DR5-Ig pero no por la
proteina de fusi6én DR4 Ig (dates no mostrados) La
segmentacidén de las capasas 8, 9, y 3 podrian ser
detectadas por andlisis Western Blot tan tempranamente
como 30 minutos después del tratamiento con TRA-8 de las
células Jurkat (figura 1f), y la muerte celular de las
células Jurkat es completamente i1nhibida por el inhibaidor
de caspasa general (Z-VAD) (Fiqura 1lg) Los ainhibidores
de caspasa 1individuales para la caspasa 8,3,9, y 10
lnhiben parcialmente la muerte celular, indicando que la
muerte celular mediada por TRA~B se hace principalmente
por medio de un mecanismo apotético dependiente de

caspasa

Ejemple 7 An&lisys cirtométrico de flujo de la
expresién de la superficie de célula del DR5 un receptor
de muerte mayor sobre muchas células tumorales pero no

sobre células normales

La habilidad del TRA-8 para ligar el DR5 expresados

sobre la superficie celular y la especificidad de esta
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reaccién es entonces accesada usando el Cos-7 (American
Type Culture Collection No CRL-1651) células
transfectadas con el vector de expresiédn que contiene el
cADN del DR5 humano de longitud completa o del DR4 o un
vector vacio como control El1 IgGl anti-ratén conjugado
con ficoeritrina (PE) (Pharmingen) es usado como Segundo
anticuerpo para detectar el ligado del TRA-8 La
fluorescencia de 1 x 10° células es medida, usando un
citémetro de flujo (FACSVantage) bajo 1las siguientes

condiciones

Longitud de onda de excitacién 488 nnm,

Longitud de onda de deteccibdn 60 nm

El andlisis citométrico de flujo mostré que el TRA-8
marcd aproximadamente 30% de las célula Cos-7
transfectadas con el vector DR5 como se muestra en el
histograma sbélide de la figura 1lc este porcentaje es
paralelo a la eficiencia de transfecciédn como se
determind pro el andlisis de transfeccidn usando 1la
proteina de fluorescencia verde (GFO) {datos no
mostrados) El TRA-8 no marco significativamente las
célula transfectadas ni con el DR4 (el histograma

abierto} o el vector de control (histograma en linea
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punteada), indicando que el TRA-8 es especifico para el

DR5 de superficie celular

Aungue la expresién del DR5 en células de tumor ha
s1do estudiado extensivamente en el nivel mRNA (Rieger J
Et al 1 FEBS Lett 1998 Mayo 1, 427(1) 124-8, la
expresi16n de superficie del DR5 no e bien entendida
Gibson S B et al 1 Mol Cell Biol 200 enero, 20(1)205-
12, Kam K Et al 1 Clin Cancer Res 2000 Feb, 6(2) 335-46
Asi, la disponibilidad del anticuerpo anti DR5 monoclonal
nos permite examinar los niveles de superficie del DRS, y
correlacionar la expresién con la susceptibilidad de las
células a la apoptosis mediada por TRAIL El panel
siguiente de célula (1 x 10%) es incubado con 10 pg/ml de
TRA-8 purificado pro afinidad a temperatura ambiente
durante 30 minutos, y entonces se marcté con el IgGl anti-
ratén conjugado con PE (Parmingen) durante otreos 30
minutos 10 000 células viables son analizadas usando el
citémetro de flujo FASCVantage bajo 1las sigulentes

condiciones

Longitud de onda de excitacion 488 nm,

Longitud de onda de deteccidn 600 nm
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Las cinco lineas de célula hematopoyéticas ensayadas
son Jurkat, CEM-6, Molt-4, H-9 y U937 La expresidn DR5
es detectable sobre la superficie de Jurkat, CEM-6, H-9 y
U937 pero es casl 1ndetectable sobre las células Molt-4
como se muestra en las figuras 2a y 2a' Aunque altos
niveles de la expresién del ARN del DRS han sido
descritos previamente (43), el analisis Fas indicé gque
estas células no expresan altos niveles de la superficie
DR5 Estos resultados indican que la expresidn de
superficie celular de DR5 no se correlaciona con la
expresidén transcripcional del DRS5, lc que no es esperado
para tal receptor El nivel de expresidn de superficCle
celular del DR5 puede ser especifico en la linea de
células ya que la mayoria de las células de origen
hematopoyético expresaron bajos niveles mientras que la
mayoria de células de glioma y préstata expresaron altos

niveles de DRS

El anticuerpo monoclonal TRA-B es usade para
determinar el papel del DR5 en 1la induccién de 1la
apoptosis mediada con TRAIL examlnando Ssu expresidn de
superficie de célula entre un panel de diferentes tipos

de célula de tumor humano lo mismo que la susceptibilidad



sz

de estas células hacia tanto el TRAIL y la apoptosas
mediada pro TRA-B Las células T de sangre periferal
primaria no expresaron niveles significativos de DRS en
superficie de célula y son resistentes tanto a la
apoptosis mediada por TRAIL y TRA-8 (figuras 2a, 2a’, ¥
3a’) Aunque todas las cinco de las lineas de célula de
leucemia T humana ensayadas expresaron niveles
relativamente bajos de albeti detectable de superficie de
células DR5, dos de ellos (Jurkat y CEM-6) son altamente
susceptibles tanto a la apoptosis mediada por TRAIL y la
mediada por TRA-8, 1indicando que el DRSS solo es
suficiente para inducir la apoptosis de estas células

Las celulas Molt-4 y U937 son parcialmente susceptibles a
la apoptosis mediada por TRAIL pero son relativamente
resistentes a la apoptosis mediada por TRA-8, sugiriendo
que otros receptores TRAIL pueden estar involucrados en
la transduccidn de una sefial de apoptosis Las células H-
9 son resistentes tanto a la apoptosis mediada por TRAIL
como la mediada por TRA-8, implicande un bloque mediado

por un trayecto intracelular anti apoptosis

El panel células incluidas las lineas de células de
glioma maligno humano, Hs683, U251 MG, D37MG, DS54MG, U373

MG, CH235 MG, UB7 y los astrocitos humanos, que fueron
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suministrados por el Doctor Ynacey Gillespie del
departamento neuroquirurgico de la universidad de Alabama
en Birmingham Las lineas de células de cancer de
préstata humano, Dul54, PC3 y LnCap, fueron suministradas
por el doctor William Grizzle del departamento de
patologia de la universidad de Alabama en Birmingham
quienes obtuvieron las lineas celulares del American Type
Culture Collection Las lineas de células de leucemia T
humana, linfoma de célula B, Jurkat HepG2 (American Type
Culture Collection TIB-152) y CCRF-CEM CEM-6 (American
Type Culture Collection CCL-119}, lineas de celular de
monocitos, U937 (American Type Culture Collection CRL-
2367), fueron comparadas del American Type Culture
Collection Todas las lineas de célula anteriores fueron
cultivadas en RPMI 1640 suplementado con 10% de FCS La
linea celular astrocitoma humana, 1321N1, fue
suministrada amablemente por el Dr Richard dJope del
departamento de siqulatria de la Unaiversidad de Alabama
en Birmingham, y cultivado en DMEM suplementado con 5% de

FCS

El TRAIL humano recombinante soluble, comprado de
Alexis Corporation (San Diego, CA), es una proteina de

fusion que comprende el dominio extracelular del TRAIL
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humano {(residuos aa 95 a 281) fusionado en el terminal N
de FLAG-tag y un péptido de enlace de 8 aminoacidos A
diferencia de lo reportado previamente el TRAIL marcado
con His, esta preparacidtn de TRAIL sola no 1indujo una
respuesta apoptética fuerte en 1las ceélulas Jurkat vy
requiere un anticuerpo anti-FLAG como un reticulador para
promover la apoptosis El anticuerpo anti-FLAG fue

también comprado de Alexis

Todas de las diez células de glioma maligno humano
ensayadas expresaron niveles detectables de DRS5 en 1la
superficie celular La mayoria expresdé valores o niveles
intermedios a altos del DR5 como se muestra en la figura
2b Tres lineas, D-54MG, U373MG y CH235MG expresaron
niveles altos de DR5S mientras que seis lineas, Hs-683,
U251-MG, D37-MG, U87, SMK1l y 1321Nl, expresarcn niveles
intermedios de DR5 Solamente una linea de células, H-
4665 expres® bajos niveles de DRS Todas las tres lineas
de células de cancer de préstata expresaron altos niveles

de DR5 como se muestra en la figura 2c

Similar a las células t primarias normales, las
células B primarias no expresaron niveles significativos

de DR5 y no surgid una apoptosis después del tratamiento

-

>

L{
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ni1. con TRAIL o con TRA-8 (figura 2d) Tres (SKW6 4,
ETILBENZIL 3, y Raji1) de 4 lineas de células de linfoma B
ensayadas expresaron niveles relativamente altos de DRS y
son muy susceptibles tanto a la apoptosis mediada por
TRAIL como TRA-8 ©La cuarta linea de celular Dauda,
expresd niveles muy bajos de DR5 casli no susceptibles de
la apoptosis mediada por TRAIL o TRA-8 Aunque los
astrocitos primarios no expresaron niveles detectables de
DR5 en la superficie de células (figura 2b’), todas las
cuatro lineas de células de glioma ensayadas expresaron
altos niveles de DR5 El nivel mas alto de expresiédn del
DRS5 sobre células de glioma mds que en las células T y B
no esta acompaitado por una susceptibilidad
significativamente mayor a la apoptosis mediada por TRAIL
o DRS, sugiriendo que el nivel de expresion en superficie
de célula del DR5S no necesariamente esta correlacionado
con el nivel de apoptosis de células de tumor El1 RT-PCR,
llevado a cabo para determinar los niveles de mensaje del
DR4, DR5, y DcR2, detectd un mensaje en todas las celulas
ensayadas (tabla 1) Sin embargo, en general, las células
normales primarias expresaron niveles relativamente bajos

de DR5 comparado con las células de tumor transformadas
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Tabla 1 analisis RT-PCR de la expresi6n del receptor

1sé

Células DR5 DRA4 DcR2
Celulas <0, 001 <0, 001 0,015
primarias
Jurkat 0,10 <0, 001 0,21
CEM-6 0,50 0,59 0,25
Molt-4 0,10 <0, 001 0,05
H-9 0,73 0,61 o, 07
Células <0, 001 <0, 001 0,024
primarias B
SKW6 4 0,95 0,66 0,45
EB3 0,40 <0, 001 0,35
Raja 0,55 0,11 0,45
Dauda 0,73 0,36 0, 63
Astrocitos 0,05 <0, 001 0,12
normales
SH683 0,56 0,96 0,14
us7 0,44 0,56 0,21
D54 1,15 0, 46 0,12
1321N1 0,25 0,35 0,05

*ARN total fue aislado de células y el RT-PCR fue

llevado a cabo como se describié en metodos

Los

productos PCR fueron separados en gel de agarosa al

3% y analizados

por el

sistema de

Fluor-S MAX
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MultiImager (BioRad) Los valores son presentados

como una proporcibdn relativa al B-actan

Ejemplo B Induccidén de apoptosis in vitro en células

malignas

Para determinar si1 el TRA-8 induce apoptosis en
células transformadas i1n vitro, todas las células de
tumor DRS positivas son examinadas para susceptibilidad a

la apoptosis i1nducida sea por el TRA-8 o el TRAIL

Las células objetivo (1 x 10° por pozo) son
cultivadas en placas de 96 pozos en la presencia de
concentraciones 1indicadas del TRAIL soluble mas el
reticulador (Alexlis) o el TRA-8 a 37° C durante la noche
La viabilidad de las células es determinada usando (1) el
kit ATPLite de acuerde con las ainstruccicnes del
fabracante (Packard Instruments, Meriden, CT), (2) 1la
proliferacién de células MTT/kit de viabilidad (Sigma), o
(3) el marcado PI de células muertas y analizado por

citometria de flujo Al fin del cultivo, las celulas
fueron marcadas con 10 ug/ml de PI y celulas negativas PI

fueron disparadas como células viables Para el analisis

IS5y
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de nicleos condensados de hepatocitos, las células fueron
marcadas con 10 ng/ml de Hoechst 33352 (Molecular Probes)

y analizada por citometria de flujo

El anticuerpo TRA-8 es capaz de inducir apoptosis en
la mayoria de las lineas de células de glioma humano
malignas (9/10, en dos de las tres lineas de células de
cAncer de préstata, y en dos de las cuatro lineas de
celulas hematopoyéticas positivas DRSS Este no induce
apoptosis en la linea de celulas Molt-4, el cual expresd
niveles de superficie celular de DR5 casi 1indetectables
Los niveles de susceptibilidad de las celulas para la
apoptosis mediada por TRA-8 variaron considerablemente

entre las lineas de células

La variabilidad de la susceptibilidad de las células
hacia el anticuerpo TRA-8 que indujo apoptosis sugiere
que aunque un nivel minimo de expresién de superficie
celular del DR5 es requerida, el nivel de expresién de
superficie celular DR5S no es necesariamente determinante
principal de la susceptibilidad y otros factores
influencian este proceso Aungque todas las celulas de
glioma generalmente expresaron niveles significativamente

elevados de spf DR5 que hicieron que las células
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hematopoyéticas, células de glioma fueran susceptibles a
la apoptosis 1inducida por el TRA-8 no se 1incrementd
proporcicnalmente comparado con las células
hematopoyéticas La susceptibilidad de cinco de las
lineas de c¢élulas de glioma, D-37MG, D54MG, U373-MG,
CH235-MG y 1321IN1l a la apoptosis inducida por TRA-8 es
alta y es equivalente a su susceptibilidad a la apoptosis
mediada por TRAIL como se muestra en la figura 3b Dos de
las lineas de célula de glioma H-456 y SMK1l son mucho
menos susceptibles a la apoptosis i1nducida por el TRA-8

En el caso de las células H-456, la expresidén de
superficie del DR5 es baja, sin embargo, la expresién de
superficie del DRS5 sobre SMK1 es similar a la mayoria de
las lineas de células susceptibles, suglriendo que otros
mecanismos pueden jugar un papel en la determinacién de
la susceptibilidad a 1la apoptosis mediada por TRAIL

Aunque todas las tres lineas de células de cancer de
prdéstata expresaron niveles altos de DR5, las células
Duld5 son las mas sensibles a la apoptosis 1inducida por
TRA-8, las células PC3 son parcialmente sensibles
mientras que las células LnCAP son completamente
reslstentes como se muestra en la figura 3¢ entre las
células hematopoyéticas, se encuentra que la Jurkat y ka

CEM-6 son muy susceptibles a la apoptosis por TRA-8 como

759



se muestra en la figura 2a aunque ambas de estas lineas
de células se encontrd que expresan niveles bajos de DRS

Aunque el DR5 es detectable en células U937, estas
células son resistentes a la apoptosis inducida por TRA-
8 Similarmente, aunque 1las células H-9 expresaron
niveles detectables de DR5, las células H-9 son
resistentes a la apoptosis inducida por TRA-8 Estos
resultados implicaron 1la existencia de mecanismos
regulatorios que anfluencian la apoptosils mediada pro

DR5

Los anticuerpos anti-DRS que ligan la superficie
adicionalmente son producidos por procedimientos como los
de 1los ejemplos 1 a 3 Dos anticuerpos anti-~DR5
adicionales nombrados TRA-1 y TRA-10 son estudiados junto
con el TRA-8 para determinar la habilidad comparativa
para 1inducir apoptosis y por lo tanto actuar como un
agonista o] contrariamente una apoptosis o
consecuentemente una apoptosis mediada por el bloque
TRAIL, actuando asl como un antagonista Las células
Jurkat son wusadas como objetivo para determinar 1la
actividad agonista y/0 antagonista de los tres
anticuerpos anti-DR5 nombrados TRA-1, TRA-8 y TRA-10

Como se muestra en la figura 4, la viabilidad de células

160
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es de alrededor de 90%, 70% y 20% para TRA-10, TRA-1 ¥y
TRA-8, respectivamente durante la incubacién en la noche
con 2,5 ug por ml El1 TRA-8 1indujo una fuerte respuesta
apoptéptica en una dosis de manera dependiente mientras
que el TRA-1 1indujo solamente una respuesta apoptética
moderada y el TRA-10 solamente 1indujo una respuesta
débil El TRA-8 es clasificado como un agonista de
anticuerpo anti-DR5 En la figura 4, la viabilidad de las
células Jurkat se muestra a medida que una dosis
dependiente de la funcidén de apoptosis inducida pro
TRAIL El tra-10 bloqued la apoptosis de las células
Jurkat humanas hasta un grado significativo en un estudio
de dosis baja de apoptosis inducida por TRAIL Asi, el
TRA-10 es clasificado como un antagonista del anticuerpo
anti1-DRS El TRA-1 es un depdésito en la American Type
Culture Collection bajo el nlGmero de acceso PTA-1741 El
TRA-10 similarmente esta depositado con el American Type

Culture Collection bajo el nuimero de acceso PTA-1742

La susceptibilidad de cinco de las lineas de célula
apoptosis 1inducida por TRA-8 es equivalente a su

susceptibilidad a la apoptosis mediada por TRAIL como se
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muestra en la figura 3B, indicando que la apoptosis
inducida por TRAIL en estas celulas es medlada
principalmente por el DR5 Mas aln, dos de las lineas de
células de glioma, Hs683 y U251 mg, sSon resistentes a la
apoptosis 1inducida por TRAIL pero parcialmente sensibles
a la apoptosis 1inducida por TRA-8, 1indicando que la
funcién de los receptores sefiuelo en estas células y que
el uso del anticuerpo TRA-8 sobrepasd este mecanismo
regulatorio En las lineas de células de cancer de
proéstata, a pesar de la sensibilidad variante a la
apoptosis 1inducida por el TRA-8, esto estd en paralelo
con la senslbilidad de las células a apoptosis inducida
por TRAIIL, nuevamente suglere que el DR5S juega un papel
principal de la apoptosis mediada por TRAIL en las
células de cidncer de préstata Entre 1las células
hematopoyéticas, se encuentra que Jurkat y CEM-6 son muy
susceptibles a la apoptosis mediada por TRA-8 como a la
apoptosis mediada por TRAIL El nivel de apoptosis
inducida por el TRA-8 es comparable a aquella inducida
por el TRAIL como se muestra en las figuras 2a y 3a’

Solamente una de las lineas de células de glioma, UB7, ¥y
dos lineas de células hematopoyéticas, U937, y Molt-4,
exhibieron una sensibilidad a la apoptosis inducida por

TRAIL pero fueron menos sensibles o resistentes a 1la
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apoptosis inducida por TRA-8 Una linea de célula, la
linea de célula, la linea de célula H-9, expresd niveles
detectables de DRS pero son resistentes a la apoptosis
inducida tanto por el TRA-8 como el TRAIL Aunque niveles
minimos de expresidén de DR5 son requeridos para la
apoptosis inducida por TRA-8, el nivel de expresidn DRS
no necesariamente predice 1la susceptibilidad de las
células a la apoptosis mediada por TRA-8, los receptores
sefiuelo juegan un papel en la modulacién de la apoptosis
mediada por TRAIL en algunas células pero no parece que
Juega un papel principal en la mayoria de las células
ensayadas hasta la fecha, como se anticipéd el anticuerpo
TRA-B sobrepasa los efectos de los receptores sefiuelo,
las mutaciones funcionales del receptor DR5 pueden
ocurrir en celulas transformadas, y, finalmente, los
mecanismos regulatorios 1intracelulares pueden ser tan
importantes o m&s i1mportantes dque los receptores sefiuelo
en definir la susceptibilidad de las celulas a la

apoptosls mediada por TRAIL y DR5

Estudios previos han mostrado que el ARN para el DRS
estd distribuido ampliamente en tejidos normales Para
evaluar la expresidn de DRS en el nivel de proteina, un

panel de homogenatos de tejido humano normal (Geno
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Technology, St Louls MO) es probado con el anticuerpo
TRA-8 en el andlisis Western Blot Entre 9 tejidos
humanos normales, el tejido de cerebro fue débilmente
positivo (figura 5A, paista 2) La proteina DR5 no es
detectable por la reactividad del TRA-8 en el higado
(pista 1), pulmén (pasta 3), rifion (pista 4), vaso (pista
5), testiculos (pista 6), ovarios (pista 7), corazén
(pista 8), o péncreas (pista 9) En contraste, todos los
trece tejidos de cancer humanos marcados positivamente
con TRA-8 (figura 5b), dque incluyen cénceres de ovarios
(pista 1), pulmébn (prsta 2), higade (pista 3), recto
(p1sta 4), cerviz (pista 5), piel (pista 6), testiculos
(pista 7), tiroides (pista 8), Utero (pista 10), estdédmago
(pirsta 1l), laringofaringe (pista 12), y pancreas (pista
13) Mds atn, la 1inmunohistoquimica i1n situ de los
tejidos normales y con cancer con el TRA-8 confirmaron
que a parte de unas pocas células clasificadas positivas
en el vaso, la expresién DR5 en el pecho normal, pulmones
y tejidos de vaso no es detectable (figura 5c) los
tejidos de cancer correspondientes i1ncluyen carcinoma
ductal infiltrante de pecho, céncer de pulmones de célula
pequefia y lainfoma que reaccionaron positivamente con el
TRA-B8 (figura 5d) Entre un total de 22 tejidos de cancer

examinados, cinco de sels canceres de pecho, dos e dos
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canceres de la cerviz, cuatro de cinco canceres de
higado, cinco de ocho limfomas, dos de dos cénceres de
pulmén, y dos canceres de prostata reaccionaron
positivamente con el TRA-8 Estos resultados son
consistentes con aguellos del andlisis de citometria de
flujo e 1indican que los tejidos canceroso expresan
niveles altos de la proteina DR que la de los tejidos

normales

Ejemplo 9 Actividad tumoricidal del TRA-B 1n vivo

Por wvarias razones, muchos agentes gque muestran
promesas en estudios i1n vitro no muestran eficacias in
vive Por lo tanto es i1importante ensayar la eficacia del
TRA-8 en un modelo animal ain vivo Para llevar a cabo
esto el anticuerpo DRS antihumano del TRA-8 es
administrado a ratones que llevan xenoinjertos humanos
que expresan la molécula DRS5 humana Los ratones usados
eran de 6 a 8 semanas de nacidos, ratones NOD/SCID
{Jackson Laboratory), que son inoculados subcuténeamente
con astrocitoma humano células 132IN1  (1x10"), o
inoculados 1intravenosamente con las célula Jurkat de
leucemia humana (1 x 10%) En el dia 2 después de la

inoculaclion de tumores, los ratones son 1inoculados
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intravenosamente con el TRA-8 (100 pjg) Cinco dlas
después del tratamiento con TRA-8, el crecimiento del
tumor 1321N1 es determinado por el tafio y peso de la masa
del tumor El crecimiento de 1las celula Jurkat es
determinadce por el peso del vaso y el porcentaje de
células Jurkat positivas CD3 humanas en el vaso de los
animales i1noculados Las biopsias de los tejidos de tumor

son tomadas y examinadas histolégicamente

Tratamientos tempranos con una dosis 1ntravenosa
dnica de 100 pg de TRA-8 en un dia después de 1la
inoculacién del tumor 1inhibieron completamente las
células 1321N1 de formar un tumor s6lido de la figura de
{figura 6a) Tratamientos posteriores con tres dosis de
100 pg TRA-8 en una semana después de la 1noculaciédn del
tumor redujo el peso del tumor cuatro veces o mas (figura
6b) La formacién de tumor no es visible en animales
tratados con TRA-8 en puntos de tiempo tempranos (figura
6C, panel superior) El andlisis histoldé4gico reveld que
el tejido de tumor degenerd dramdticamente en animales
tratados con TRA-8 (figura éc, panel inferior)
Similarmente, el tratamiento con TRA-8 1inhibié la

poblacién del vaso por las células Jurkat como se



Y6

demostré por la escarcicidad de 1las células Jurkat
positivas CD3 en el vaso (figura 6d, 6e} El1 analisas
histolégico del tumor implantadoe mostro unas pocas
células de tumor detectadas en tejide suave en animales
tratados con TRA-8 mientras que los controles mostraron
la formacién de un tumor sélido que se muestra en la
figura 6C en el modelo de células Jurkat, el nimero de
células Jurkat en los vasos de los animales tratado con
TRA-8 es menor al 2% comparado con cerca del 10% en el
vaso de los animales de control como se demostré por el
analisis de citometria de flujo mostrado en la figura 6*

y en la figura 6c del marcado del CD3 in situ

Estos resultados confirman la reciente demostracion
de que la administracién sistémica de TRAIL recombinante
reticulado inhibe el crecimiento de tumor in wvive (13)
Estos resultados indican que una dosis unica de TRA-8 es
altamente efectiva en la eliminaciédn de células de tumor

in vivo

Como un anticuerpo antihumano es usado en el modelo
de mulina, la toxicidad del tratamiento TRA-8 no pudo ser

verificada Sin embargo, el estudio de la administracién
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del TRAIL in vivo 1indicé que no hay una toxicidad

significativa asociada con este tratamiento (13)

Ejemplo 10 Células sinoviales RA son susceptibles
al TRAIL y a la apoptosis inducida pro TRA-8 la mayoria
de los estudios del estado de la tecnica de la apoptosis
mediada por TRAIL se han enfocado en células malignas La
apoptosis mediada por TRAIL de acuerdo con la presente
invencién es también terapéutica en condiclones

autoinmune e i1nflamatorias tal como el RA

10 1 AnAlisis citométrico del flujo de la expresibén

del DR5 en superficie celular en células sinoviales RA

La expresién del DR5 en un panel de ocho células
sinoviales cultivadas praincipalmente de pacientes con RA
es comparado con aquellas ocho células sainoviales
cultivadas principalmente de pacientes con osteocartritis
(referida de aqui en adelante comc “OA”) Los ocho
cultivos de células sinoviales RA primarios humanos (RA-
1014, RA-1016, RA1021, RA512, RA-811, RA716, y RA-929
suministrados amablemente por el Dr M Ohtsuki (Saankyo
Co Ltd , Tokyo, Japédn) Yy cultivadas en DMEM

suplementadas con 10% de FCS, penicilina, Streptomicina y
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glutamina Los siete cultivos de células principales de
células sinoviales OA son alsladas de 1los tejidos
sinoviales de los pacientes con QA por un metodo de
colagenasa estdndar y cultivados bajo las mismas
condiciones El nimero de pasaje de las células
principales estd por debajo de 10 La expresibébn del DR5

es determinado por el andlisis FACs como se describid en

el ejemplo 5

Todos los cultivos principales de células RA
expresaron altos niveles de DR5 en superficie, y hubo una
muy poca variacién en los niveles de expresidén entre
estas células sinoviales alsladas de diferentes pacientes
como Sse muestra en la figura 7a En contraste, la
expresidén del DR5 en la superficie de la célula
sinoviales aisladas de los pacientes OA es muy baja o no
detectable como se muestra en la fiqura 7b Las células
sinoviales transformadas por SV-40 se encuentran que
expresan altos niveles de DR5> en comparacié4n con aquellas
exhibidas por las células RA En contraste, las células
de fribroblastoc no transformado expresaron bajos niveles
de DR5S comparable con aquellos exhibidos por las células

OA en la figura 7b
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10 2 Susceptibilidad de las células sinoviales RA a

la apoptosis mediada por TRA-8 o TRAIL

En general, todas las células sinoviales aisladas de
los pacientes RA son susceptibles tanto a la apoptosis
inducida por el TRAIL y el antaicuerpo anti DRS5, y todas
las células OA son resistentes a la apoptosis 1nducida
por TRAIL y el anticuerpo anti DRS5 como se muestra en las
figuras 8a, b Estos estudios indican que los anticuerpos
TRA-8 objetivos alteraron las células en referencia a las
células normales Méas aln, el patrén de susceptibilidad o
resistencia a la apoptosis 1inducida por TRAIL es
correlacionado con aquella 1nducida por el anticuerpo
anti DR5 indicando que las células sinoviales
principalmente utilizan el DRS para disparar la apoptosls

TRAIL

Como se describidé para las células malignas, la
susceptibilidad a la apoptosis inducida por el TRAIL o el
anticuerpo anti-DR5 varia entre las células sinoviales RA
aunque expresan niveles similares de DR5 El RA-512 y el
RA-707 son los mas susceptibles ya que el 80% de las
células son matadas por concentraciones de TRAIL o TRA-8

que estidn pro debajo de 20 ng/ml Las RA-1014, RA-811,
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RA-716 y RA929 estan entre aquellas con susceptibilidad
intermedia al TRAIL o TRA-8, con cerca de 100% de muerte
celular que ocurre en la presencla de concentraciones
altas (>50 ng/ml) de TRAIL o TRA-8 En las célula RA-1016
y RA-1021, aunque la mayoria (por encima de 60%) de las
células fueron matadas por una dosis baja de TRAIL o TRA-
8, una porcibébn de células sobrevividé en la presencia de
altas concentraciones de TRAIL o TRA-8 indicando que una
subpoblacidn de células son resistentes a la apoptosis
mediada por TRAIL En contraste, todas las células OA son
mucho menos susceptibles a la apoptosis inducida por
TRAIL y TRA-8 No mas del 60% de células son matadas en
el OA 52F y OA 69 F aunque en la presencia de altas
concentraciones de TRAIL o TRA-8 Las células OA 72M son
coitpletamente resistentes a la apoptosis 1nducida por
TRAIL o TRAR-8 Las células sinoviales transformadas por
SV40 son también susceptibles a la apoptosis inducida por
TRAIL y TRA-8, (datos no mostrados) En contraste, las
células de fibroblasto no transformado parecen ser

resistentes al TRAIL y TRA-8

Se ha mostrado previamente que el DR5 utiliza un

trayecto dependiente de FADD/caspasa 8 para dispara la
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apoptosis (44) Para determinar la dependenc:ia de caspasa
de la apoptosis mediada por DR5 de las células sinoviales
RA, las células RA son cultivadas con anticuerpo TRAIL o
anti1-DR5 en la presencia de 1inhibidores de caspasa
especificos Entre 8 inhibidores de caspasa ensayados,
caspasa 6, 8 y 10 son capaces de 1inhibir la apoptosis de
las células sinoviales RA inducidas tanto por TRAIL y DRS
como se muestra en la figura 9, indicando que estas tres

caspasas estan involucradas en apoptosis mediada por DR5

10 3 TRA-8 ¢ TRAIL inducen la actaivacidn NF-kb en
las células sinoviales RA sin incrementar la liberacibn

de MMPs

Existe evidencia considerable para soportar el
concepto de que hay unos enlaces cercanos entre la
seflalizacién de la apoptosis y la seflalizacién de 1la
proliferacidn (45) Se ha establecido que el DR5 es capaz
de activar un camino NF-kb en adicién a la transduccidn
de sefalizaciédn de apoptosis, y que la activacié4n NF-kb
debe ser capaz de transducir una sefial anti apoptosis
Por 1o tanto un ensayo de camblo de gel se lleva a cabo
Las células son estimuladas con 50 ng/ml de TRAIL soluble

recombinante, un ligando Fas en la presencia de 1 mg/ml
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de promotor, o 50 ng/ml de TRA-8 durante el tliempo
indicado Los extractos nucleares son preparados e
incubados con la probeta de oligoc ADN marcada por doble
marcado [**P] Los resultados son analizados usando el
ciclén fosfa-imager (TopCount NXT, Packard Instrument
Company, CT) Despues de que las células sinoviales RA
son incubadas con TNF-a o TRAIL, el NF-kb es activado de
una manera dependiente entre el tiempo El anticuerpo
TRA-8 es capaz de activar fuertemente el NF-kb En
contraste, el 1ligando Fas es 1ncapaz de 1inducir la

activaciédn NF-kb como se muestra en la figura 10a

Asi, aunque los anticuerpos TRAIL y TRA-8 inducen
una fuerte respuesta de apoptosis en células sinoviales
RA, ellos también activan el NF-kb y la activacléon del
NF-kXb se cree que contribuye al papel proinflamatorio de
TNF-a en RA Asi, es posible que el TRAIL, com¢c el TNF-a
puede servir como una cltoquina proinflamatoria Para
determinar s1 existe una consecuencia p010ldéglca similar
de la activacidédn NF-kb inducida por el TRAIL y TNF-o, la
produccién de MMPs es determinada pro ELISA Las células
sinoviales son cultivadas en un medio solo o con 50 mg/ml

de interleuquina 1b, 10 ng/ml de TNF-a, 50 ng/ml de
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TRAIL o 50 ng/ml de TRA-8 durante la noche Los niveles

del MMP-1 y MMP-3 en el cultivo de sobrenadante se

determina por los kits ELISA

Cuando las células sinoviales RA son 1incubadas con
la citoquina proinflamatoria, el TNF-a o IL-1b, 1la
produccion de MMP-1, 3, y 13b se 1incrementa en
comparacién con el medio de control come se muestra en
las figuras 10 b, ¢ en contraste, el tratamiento con los
anticuerpos TRAIL o anti-DRS no estd asociado con un

incremento de liberacidén de estas MMP

Ejemplo 11 Falla para 1inducir 1la toxicidad

hepatocelular

Para los ensayos de viabilidad de celulas durante 24
horas, hepatocitos humanos frescos normales en placas de
96 pozos fueron comprados de In Vitro Technology
(Baltimore, MD) Los hepatocatos son cultivados en el
medio de cultivo de hepatocitos que contiene 1 pg/ml sea
de TRAIL o TRA-8 soluble Durante los ensayos de
viabilidad de 6 horas, 1los hepatocitos normales o las

células de céncer hepatocelular son aislados a partir de
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especimenes quirurgicas frescos recolectados del UAB
Tissue Procurement Center Todos los reactivos para el
aislamiento de hepatocitos humanos incluye los
amortiguadores de perfusién de hepatocitos, medios de
digestidén, medios de lavado y medios de sujecidn fueron
comprados de Gibco Las placas de tejido son digeridas en
el Hepatocyte Digest medium a 37° C con agitacién (50
rpm) durante una hora Los hepatocitos aislados son
recolectados por centrifugacién a baja velocidad (50 g, 3
min), y lavados con el Hepatocyte Washing Medium sels
veces La suspensidn de células tnicas de hepatocito son
cultivados en el Attachment Medium gque contiene 10% de
FCS en placas Matrigel de 96 pozos (BD) durante 6 horas

Ninguno de los hepatocitos utilizados son removidos por
dos veces lavades con un medio de sujecion precalentado

Los hepatocitos ligados son luego incubados
adicionalmente con diversas concentraciones de TRAIL o
FasL solubles en la presencia de reticuladores, o del

TRA-8 o CHl1ll durante 6 horas

El TRAIL tiene por lo menos dos receptores (DR4 y
DRS) que son capaces de inducir apoptosis El1 TRA-8 es
usado para determinar si1 la reticulacién del DRS sola es

suficiente para inducir apoptosis de hepatocitos



normales La expresiébn DR5 en el nivel de proteina es
examinado en cinco tejidos de higado humano normal vy
cinco tejidos de cancer de higado por la
inmunchistoquimica in situ usando TRA-8 Secclones de los
tejidos de higado normal mostraron una arquietectura
normal y una morfologia de célula sobre el marcado H&E
(figura 1lla, paneles superiores 1zquierdos) en la
ausencia de reactividad positiva con el TRA-B8 para el DRS
{figura lla, paneles inferiores izquierdos) en contraste,
el tejido de carcinoma hepatocelular humano reacciond
positivamente con el TRA-8 en un patrén consistente con
ambas la membrana celular y la presencia ciltoplasmica de
DR5 sobre las células cancerosas La linea de células de
carcinoma hepatocelular humano HepG2 es también positiva
para el DR5 Estos resultados son consistentes entre
cinco tejidos de higado normales, y solamente 1 (adenoma
de higado) de los cinco te)idos de cancer de higado es un
DR5-negativo Estos resultados son consistentes con los
datos Western Blot, mostrados en la figura 5a, que, como
con otros tejidos normales, el tejido de higado humano
normal no expresan niveles significativos de la proteina
DRS Mas aln, el andlisis Western Blot del hepatocito
humano normal aislado probado con el TRA-8 no revela

niveles detectables de DRS

416



AT

Chte

La expresiétn en la superficie de la célula del DR5
sobre hepatocitos humanos por el andlisis de citometria
de flujo demostré gque los hepatocitos normales preparados
frescamente no expresan niveles detectables de DRS en la
superficie de c¢élula (figura 11b, paneles i1zquierdos
superiores) Ninguno es detectado sobre hepatocitos
humanos normales que han sido criopreservados o colocados
en cultivos a corto plazo En contraste, las células de
carcinoma hepatocelular aisladas frescamente lo mismo que
las célula HepG2 expresan DRS en la superficie celular
Usando Fas como una comparacién, los hepatocitos
normales, las células de carcinoma hepatocelular y las
células HepG2 todas expresaron niveles equivalentes de
Fas (figura 1llb, paneles 1inferiores) Estos resultados
son consistentes con aquellos usando la
inmunohistoquimica in situ y el Western Blot indican que
el DRS en la superficie de célula es altamente expresado
en células de higado canceroso pero no en hepatocitos
normales La presencia de niveles de mRNA para DR4, DRS5,
DcRl y DcR2 en hepatocitos humanos, demostré por RT-PCR%,
y sugiere gue los hepatocitos humanos pueden expresar muy
bajos niveles de la proteina DR5 que estin por debajo del

umbral para la deteccion por el TRA-8



Para determinar s1 el TRA-8 induce toxicidad
hepatocelular, la susceptibilidad de 1los hepatocitos
humanos normales a la apoptosis inducida por TRA-8 y por
el TRAIL soluble mas reticulador es examinade Cuando los
hepatocitos normales son cultivados en la presencla de
una alta concentracién de TRAIL, wuna disminucidn
dependiente del tiempo en la viabilidad celular es
observada por ATPLite (figura 12a) y el ensayo MTT La
muerte celular mediada por TRAIL de hepatocitos normales
puede ser vista tan tempranamente como cuatro horas
después de la adicidn de TRAIL Al final de un cultivo de
24 horas, mids del 80% de los hepatocitos son matados por
el TRAIL En contraste, durante el mismo pericdo de
cultivo, el TRA-8 no 1indujo una muerte celular
significataiva en hepatocitos normales El niclec
condensado marcado con Hoechst, una caracteristica de
apoptosis, son incrementados en los hepatocitos tratados
con TRAIL pero no con TRA-8 (figura 12b) El nmimero de
hepatocitos apoptdéticos estéd bien correlacionado con la
disminucién de la viabilidad celular segin se determinéd
por el ensayoc ATPLite, sugiriendo que la muerte celular
inducida por TRAIL de los hepatocitos es mediada por

apoptosis Esto es confirmado por la habilidad del Z-VAD
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para inhibair la toxicidad mediada por TRAIL de los
hepatocitos Igual que la cicloheximida es un promotor de
apoptosis potente, el efecto de este compuesto en el
TRAIL. y los hepatocitos tratados con TRA-8 es
investigada Durante un cultive de cuatro horas, la
cicloheximida promovid significativamente la muerte
celular de hepatocitos inducidos por el TRAIL con mayor
de 70% de los hepatocitos muertos por el TRAIL en la
presencia de cicloheximida (figura l1l2c) Sin embargo, el
tratamiento con cicloheximida es 1incapaz de promover la
muerte celular mediada por TRA-8 en los hepatocitos Para
comparar las caracteristicas de apoptosis inducida por
TRA-B8 con aquella inducida por TRAIL en hepatocitos, los
hepatocitos normales 1lo mismo que las células de cancer
son 1ncubados con concentraciones variables de TRAIL
soluble con reticulador o con TRA-8 Durante un periodo
de cultivo de seis horas, el TRAIL indujo una respuesta
apoptética moderada en hepatocitos normales Mas del 20%
de los hepatocitos fueron muertos en la presencia de 500
ng/ml de TRAIL (figuras 12d, 1izquierdo superior) El
tratamiento con TRA-8 de hepatocitos normales no elisito
ninguna muerte celular significativa durante el mismo
periodo de tiempo El contraste a los hepatocitos

normales, las células de carcinoma hepatocelular
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primarias (figura 12d, superior en el medio} y las
celulas HepG2 (frgura 12d, derecha superaior) son
altamente susceptibles a la apoptosis mediada tanto por
el TRAIL o el TRA-8 Mas del 80% de las células de
carcinoma hepatocelular y cerca del 100% de las células
HepG2 fueron muertas durante el periodo de cultivo de
ocho oras Estos resultados indican que los hepatocitos
normales son completamente resistentes a la apoptosis
mediada por TRA-8 y son mucho menos susceptibles a la
apoptosis mediada por TRAIL que lo que son las células de
cancer de higado Usando el ligando Fas y el anticuerpo
anti Fas (CH-11) no hay una diferencia significativa en
la susceptibilidad a la apoptosis mediada por Fas entre
hepatocitos normales, células de carcinoma hepatocelular,

y celulas de HepG2 (figura 12d, paneles inferiores)

Ejemplo comparativo 11B Induccién de hepatitis in

vivo por el TRAIL libado a la membrana humana

Ratones B6 hembras de 8 a 10 semanas de nacidas son
inyectadas intravenosamente con 10° pfu de Ad/h TRAIL con
el numero igual Ad/Tet-on Los ratones son alimentados
con concentraciones diferentes de tetraciclina en sus

bebidas de agua inmediatamente después de la inoculacién
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de los vectores adenovirales El dafio en el higado es
determinado por los niveles de suero de AST usando un kit
de diagnéstico AST (Sigma) La expresion del TRAIL se

determina por el anadlisis Northern Blot

Para determinar s1 la frontera de la membrana del
higado i1nducido con TRAIL hay un daflo in vivo, un vector
adenoviral recombinante que codifica el TRAIL humano de
longitud completa (Ad/hTRAIL) es construido, la expresién
del cual estd bajo el control del promotor inducible de
tetraciclina 24 horas después de la 1noculacidn
intravenosa de ratones B6 con Ad/hTRAIL, la expresidn
inducida por tetraciclina del TRAIL humano es observada
en el higado en una manera dependiente de dosis segin se
demostro por el analisis Northern Blot (figura 13a) Los
niveles de expresién del TRAIL correlacionaron bien con
el daflo de higado segin se mnuestra por un incremento
dependiente de tetraciclina en los niveles de suero de
transaminasas, nuevamente de una manera dependiente de
dosis (figura 13b) A medida que la inoculacién con el
vector adenoviral per se puede incrementar la
susceptibilidad de hepatocitos para la apoptosis mediada
por TRAIL, los hepatocitos de los ratones inoculados con

Ad/hTRAIL son alslados y ensayados para la muerte celular
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mediada por TRAIL No hay un incremento significativo de
muerte celular de 1los hepatocitos 1infectados con
Ad/hTRAIL comparado con aquellos de los ratones de
control (figura 13C, panel 1zquierdo) Mas atn, los
ratones 1inoculados con Ad/hTRAIL no exhibieron un
incremento en dafio de higado después de 1la inyeccaén
intravenosa del TRAIL humano soluble Asi, se sigue que
la hepatitis inducida por el Ad/hTRAIL es mediada por
niveles altos de expresién de TRAIL en su forma de
membrana El analisis histolégico de las secciones de
higado reveldé que el dafio a los hepatocitos es aparente
tan tempranamente como 24 horas después de la inoculacién
del vector (figura 13d), y persistid por lo menos siete
dias (figura 13e) Estas alteraciones patoldédgicas en el
higadoe también son dependientes de tetraciclina vy
ocurrieron de una manera dependiente de la dosis En la
fase temprana, dentro de 24 del tratamiento, del daflo en
el higado inducido por TRAIL se ha caracterizado por 1
foco de necrosls La infiltracién de células
inflamatorias no es observada en esta etapa, pero ocurrio
hemorragia Despues de siete dias de inoculacidn, el dailo
en higado difuso es aparente con desarreglo lobular
marcado, una degeneracidn severa de hepatocitos con

citoplasma irregularmente y espacios claros grandes, Yy
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apoptosis prominente y necrosis Un infiltrado extensivo
de células mononucleares es una caracteristica de esta
etapa Estos resultados indican que el TRAIL humano en su
forma limite de membrana es capaz de 1inducair dafio en el
higado 1n vive A pesar de la propensidad del TRAIL
humano para causar severa hepatitis en los ratones, este
no indujo una respuesta letal En contraste, los ratones
inoculados con vectores controlados por tetraciclina
similares que codifican el ligando Fas desarrollaron
hepatitis fulminante con apoptosis masiva y necrosis de
hepatocitos acompafiado por una hemorragia severa y por
una mortalidad que ocurrié en una dependencia de dosis de
tetraciclina dentro de 72 horas de inoculacién La
velocidad de mortalidad alcanzé el 100% en 48 horas en
aquellos subgrupos que recibieron 3 mg/ml o mis de
tetraciclina En contraste, todos 1los ratones que
reclbieron Ad/hTRAIL sin importar la dosis de
tetraciclina todavia estan vivos cuatro semanas después
de la 1inoculacibébn Asi, sigue que, 1n vivo, la forma de
frontera de membrana TRAIL es menos 1nductora potente de
dafioc hepatocelular que el ligando Fas ellos sugieren
adicionalmente que el TRAIL puede inducir dafio en el
higado a través de un mecanismo que difiere del mecanismo

que subvace en la toxicidad del ligando Fas
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Ejemplo 12 Celulas T y b humanas activadas expresan

niveles incrementados de DRS

Para determinar s1 el DRS5 juega un papel en la
apoptosis mediada por TRAIL de las células T activadas ¥y
las células b, la expresiébn de superficie del DR5 sobre
celulas T y B en descanso y activadas usando TRA-B se
examinan Las células T humanas no estimuladas en PBMC no
expresaron niveles significativos de DRS (figura 14) 48
horas después cada anti CD3 o estimulacidén Con-A, la
expresion de DR5 de la superficie celular se 1incrementd
significativanmente Similarmente, las células b no
estimuladas expresaron muy bajos niveles de DR5 La
estimulacién anti-p pero no LPS resultdé en una expresiédn
de superficie celular incrementada de DRS Estos
resultades indican que tanto las células T y B expresan
niveles altos de DR5 en 1la superficie celular Las

celulas son marcadas con 20 pg/ml de TRA-B8 y de 1IgGl

anti-ratédn PE

Ejemplo 13 Las celulas activadas T y B se vuelven

susceptibles a la apoptosis mediada por TRA-8
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Para determinar si1 las células T y B activadas son
susceptibles a la apoptosis mediada por TRA-8, 1las
células T y B del PBMC humano son estimuladas con anta-
CD3 o anti-p in vitro durante 48 horas, respectivamente
Las células viables y las células bast proliferaron son
recolectadas por centrifugacié4n de gradiente, e incubadas
con diversas concentraciones de TRA-8 Las células T y
células B no estimuladas son no susceptibles a 1la
apoptosis mediada por TRA-8 (figura 15) Las células t y
las células B estimuladas totales mostraron wuna
susceptibilidad incrementada moderadamente a la apoptosis
mediada por TRA-8, con 20% de células muertas por el TRA-
8 después de un cultivo durante la noche Las células T
blasto que proliferan altamente son alin mas susceptibles
a la apoptosis mediada por TRA-8 Mas del 70% de las
células T blasto podrian ser muertas por el TRA-8 Las
células B blaste son también més susceptibles a la
apoptosis mediada por TRA-8 comparada con otras Estos
resultados indican que las células B y T activadas son

susceptibles a la apoptosis mediada por DRS



Ejemplo 14 TRA-8 agota las células T activadas en

humanos/SCID de ratén

Para determinar la eficacia de la célula anti T in
vivo del TRA-8B, ratones NOD/SCID son 1inyectados
intravenosamente con 1 x 10° de PBMC humano Normalmente,
las células T humanas en ratones SCID son activadas
ridpidamente en respuesta a la estimulacién xenogeneica

Los ratones SCID/PBMC humano son inyectados

antraperitonealmente con 100 ug de TRA-B o con IgGl de
control a partir del dia de transferencia, y se repite
diariamente durante tres dias Cinco dias desgspués de la
transferencia, las células mononucleares son alsladas del
vaso Yy marcadas con anticuerpo dCD3 antihumano, y la
poblacién de limfocitos es disparada por anélisas
citométrico de flujo, y las células T humanas positivas
CD3 son analizadas Aproximadamente 30% de los limfecitos
del vaso son células T humanas seqin se determindé por el
marcado CD3 antihumano en los ratones tratados de
control Sin embargo, solamente unas pocas células T
humanas (menos del 3%) son observadas entre los
limfocitos de wvaso en los ratones tratados con TRA-B

(figura 16) El estudio hastolégico in situ reveld que en
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el vaso del ratdén de control, las células T humanas son
repopuladas en el vaso con solamente unas pocas células
apoptéticas observadas como se demostré por el marcado
TUNEL En contraste, la repoblacién con las células T
humanas viables no se observa en el vaso del ratén
tratado con TRA-8, en su lugar muchas células apoptdticas
son observadas (faigura 17) Estos resultados demuestran
gue el TRA-8 tiene una actividad anti célula T in vivo, e
indica la utilidad de los anticuerpos de la invencidn

para el tratamiento de enfermedades GVH

Ejemplo 15 Actavidad terapéutica anticéncer del

TRA-8

15 1 Expresién del DR5 y funcién en los tejidos de

cAncer humano y lineas de células

1) expresiédn de DR5 en tejidos de cancer humano
por el marcado in situ con TRA-8 Para
determinar si las células cancerosas y 1los
tejidos cancerosos expresan diferencialmente
niveles mayores de DR5, un panel de tejidos de
cédncer humano que 1ncluye cerca de 20 canceres

de pecho, sels canceres de ovarios, Clnco



11)

cénceres de colon y cinco caAnceres de préstata
son marcados con TRA-8 para su
inmunohistoquimica La mayoria de estos tejidos
de cancer expresados DR5 detectables Los
niveles de expresién de DRS5 en estos tejidos
cancerosos varian En general, los tejidos de
cdncer que expresan altos niveles de DR5 son
tejirdos que expresan niveles mayores de DR5 que
los tejides no involucradoes En adicibdn, 1la
expresién de DRS es aparentemente no

correlacionada con la mutacién de p53

la expresién de DR5S y funcién en lineas de
células de céncer humano (tabla 2) Nueve
lineas de célula de céncer de pecho humano,
tres lineas de céncer de ovario, tres lineas de
cancer de colon y tres lineas de céncer de
préstata son examinadas en cuanto a la
expresidén en la superficie celular del DRS y la
susceptibilidad a la apoptosis 1inducida por
TRA-8 1n vitro Siete de las nueve lineas de
cdncer de pecho, tres de las tres lineas de
cancer de ovario, tres de las tres lineas de

cidncer de colon y tres de las tres lineas de
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cancer de préstata expresaron niveles variables
de DR5 en la superficie de la célula De las
nueve lineas de cancer de pecho, tres son muy
susceptibles, tres son 1intermedias y tres son
resistentes a la apoptosis mediada por TRA-8

Todas las tres lineas de cancer de ovario son
muy susceptibles Una de las tres lineas de
cancer de colon es muy susceptible, mientras
que las otras dos tienen una sensibilidad
intermedia Dos de las tres lineas de cancer de
préstata tienen sensibilidad intermedia y una

es resistente

439



Tabla 2 Expresién y funsion del DR5 en células de cancer

del ser humano
Linea de Origen Expresion’ Susceptibilidad®
célula
21LMP Pecho + ++++
LCC6 Pecho +++ ++++
MB468 Pecho +++ 4+
MB231 Pecho ++ +++
ZR-75-1 Pecho +++ ++
SKBR3 Pecho + +4
MB453 Pecho ++ +
BT474 Pecho + —
DY36T2 Pecho - -
Caov-3 Ovario + ++++
OVCAR-3 Qvario ++ ++++
Skov-3 Ovario + +++
W1DR Colon +++ ++++
HST29 Colon ++ +++
T84 Colon + ++
PC3 Prostata +++ ++
LnCap Préstata +++ +
Du-145 Préstata +++ +
Nota determinado por citometria de flujo, las

celulas son marcadas con 20 upg/ml de TRA-8 y comparadas

con el anticuerpo de control

¢ determinado por el ensayo
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ATPL1ite

++++ por encima de 80% de muerte, +++ muerte

entre 60 a B80%, ++ muertes entre 40 y 60%, + muerte

entre do y 40%, - ninguna muerte

111) citotoxicidad combinada dl TRA-8 con

iv)

adriamicina En diversas lineas de cancer de
pecho, el efecto de la adriamicina sobre la
apoptosis inducida por TRA-8 es examinada Las
altas dosis de adriamicina exhlbieron un efecte
aditivo Sin embargo, en algqunas de las lineas
resistentes al TRA-8 bajas dosis de adriamicina
mejoré de manera sinérgica la apoptosas

inducida por el TRA-8

actividad de ligado o de aglomerado 1in vitro e
in vivo del TRA-8 a las células de cancer
humano Usando el radio isétopo marcado TRA-8

La actividad de aglomerado del TRA-B a la linea
de cancer de pecho es examinada in vitro e 1n
vivo en ratones SCID implantados con un tumor

La actividad de aglomeracidén 1in vitro a las
células de céncer es estimada como un valor kd
de tres nm, gque es constante con nuestra

destinacién anterior usande ELISA, y por lo
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menos caincuenta veces mayor gque el TRAIL
soluble In vivo, el TRA-8 localizd para la

implantacién de tejidos de tumor

15 2 Terapia de leucemia limfolitica c¢rénica en

ratones NOD/SCID con TRA-8

La leucemia limfolitica crdénica (CLL) es una forma
comin de malignidad de células B La mayoria de las
células malignas B en CLL son del fenotipo maduro y son
resistentes a muchos estimulos de apoptosis La expresién
de DR5 y la funcién en las células B de 5 pacientes con
CLL es examinada Todos los pacientes tenian cuentas
altas de celulas B periféricas como se muestra por mas
del 95% de CD19+ células B en PBMC Comparado con las
células B primarias normales, las células B CLL de todos
los pacientes tenian niveles mayores DRSS en la superficie
de la célula y eran mas susceptibles a la apoptosis
inducida por TRA-8 in vitro De manera muy interesante,
las células B CLL tambien eran sensibles a la
bisindolemaleimida VIII (BasVIII) y la citotoxicidad
inducida Siguiendo con tratamiento combinado con TRR-8 y

B1sVII¥I, cerca del 50% de las celulas B CLL son matadas
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mientras que las c¢élulas B normales permanecen Si1n
respuesta (figura 18} La transferencia de las células B
CLL en ratones NOD/SCID resulté en cerca de 25% a 30% de
célula CD19+B repobladas en el paso del ratdn receptor a
cinco dias después de la transferencia Sin embargo, tres
dosis de 100 ug de tratamiento con TRA-8 elimind
completamente las células B CLL de 4 de 1leos clnco
pacientes en el vaso del ratén receptor SCID Asi, el
TRA-8 solo o en concierto con otros sustancia es activo
como un agente terapéutico para la leucemia limfolitica

crénica

Ejemplo 16 Clonacidn de cADN

{l) Determinacidén de las secuencias de aminoacido
de terminal N de las cadenas pesadas y livianas

del TRA-B

Para poder obtener cADN de las cadenas pesadas y
laviana del TRA-8 las secuencias de aminoacido de termina
N de las cadenas livianas y pesadas del TRA-B y los genes

clonados TRA-8 son determinados por técnicas conocidas
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Diez pug de la solucidn que contiene el TRA-B8 del
anticuerpo del DR5 antihumano es sometido a una
electroforesis de SDS-poliacrilamida (“SDS-PAGE”), usando
una concentracién de gel de 12% p/v, 100 V de voltaje
constante, durante 120 minutos Despues de la
electroforesis, el gel es sumergido en un amortiguador de
transferencia de 25 mm tris-HC1l (pH 9,5), 203 de metanol,
0,02% v/v de SDS durante cinco minutos Después de este
tiempo, el contenido de proteina del gel es transferido a

una membrana de difluoruro de polaivilideno (“PVDF
membrana”), tamafio de poro 0,45 pum, Millipore, Japédn),
prehumedecido en el amortiguador de transferencla usando
un aparato de secado (KS-8451, Marysol) bajo condiciones

de un voltaje constante de 10 V, 4° C, durante 14 horas

Después de este tiempo, la membrana de PVDF es
lavada con el amortiguador de lavado al 25 mM de NaCl, 10
mM de amortiguador de borato de sodic {pH B8,0), luego se
marcdé en una solucibén de marcado (50% v/v de metanol, 20%
v/v de 4&cido acético y 0,058 p/v de azul brillante
Coomassie) durante cinco minutos para localizar las
bandas de proteina La membrana de PDVF es entonces

desmanchada con 90% de v/v de metanol acuoso, y las



e

bandas correspondientes a la cadena pesada, la banda con
la menor movilidad y la cadena liviana, la banda con la
mayor movilidad previamente localizada sobre la membrana

PDVF son cortadas y lavadas con agua desionizada

La secuencia de aminoadcido de terminal N de las
cadenas pesada uy liviana se determinan por el método
automatizado Edman (Edman, P , et al , (1967), Eur J
Biochem , 1, 80) usando un secuenciador de proteinas de

secuencia de gas (PPSQ-10, Shimadzu Seisakusyo, K K )

La secuencia de aminodcido de terminal N de la banda

correspondiente a la cadena pesada se determiné gue era

Glu-Val-Met-Leu-Val-Glu-Ser-Gly-Gly-Gly-Leu-Val-Lys-
Pro-Gly-Gly-Ser-Leu-Lys-Leu (SEC ID No 4 de la sita de

secuenclias).

Y aquella de la banda correspondiente a la cadena
liviana se determind que era Asp-Ile-Val-Met-Thr-Gln-
Ser-Hi1is-Lys-Phe-Met-Ser-Thr-Ser-Val-Glylasp-Arg-Val-Ser

(SEC ID No 5 de la lista de secuencias)
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La comparacién de estas secuencias de aminoacidos
con las bases de datos de secuencias de aminoacidos de
anticuerpos producidos por Kabat et al (Kabat E A , et
al , (1991), en “Sequences of Proteins of Immunological
Interest Vol II”, departamento de salud y servicios
humanos de los Estados Unidos) revelé que la cadena
pesada (cadena Yyl y la cadena liviana (cadena K) del TRA-

8 pertenecian a los subtipos 3d y 1, respectivamente

(2) clonacidén del cADN

Con base en los hallazgos anteriores, los cebadores
de oligonucledtido son sintetizados 1los cuales se
esperaria que hibridizan con porciones de las regiones no
traducidas 5’ y los muy extremos de las regiones
traducidas 3' de los genes que pertenecen a estos
subtipos de ratén Entonces, los cADN que codifican las
cadenas pesada y liviana del TRA-B son clonados por la
siguiente combinacion de transcripcidn inversa y PCR (RT-

PCR)

1%
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a) plantilla

El hibridoma de TRA-B del ARN total (ATCC No PTA-
1428) es extraido por medio de usar un reactivo de
TRIzol (GIBCO BRL) La plantilla para la reacclon
PCR usé cADN que es obtenido usando el kit de
sintesis del primer hilo de cADN (Amersham Pharmacia
Biotech) de acuerdo con el manual de 1instrucclon

sumninistrado con el kit
b) cebadores PCR

Los siguientes cebadores de c¢ligonuclebtido son

sintetizados por el PCR

5’ -cagcactgaa cacggacccc-3’ (HS5NCS1 SEC ID No 6 de

la lista de secuencias),

5’ —aaaggtaatt tattgagaag-3’ (HSNCS2 SEC ID No 7 de

la laista de secuencias),

5’ -cctcaccatg aacttcggge-3’ (H58S2 SEC ID No 8 de

la lista de secuenclas),



la

la

la

la

de

de

la

la

5’ -ctgttgtatg cacatgagac-3’ (H5SS52

lista de secuencias),

5’ -gaagtgatgc tggtggagtc-3’ (H5CS1

lista de secuencias),

5’ -agtgtgaagt gatgctggtg-3’ (HSCS2

lista de secuencias},

5’ -tttaccagga gagtgggagag-3’' (H3IVR

lista de secuencias),

5’ -tgcagagaca gtgacccagag -3’ (H3VR

la li1sta de secuencias).

5’ -tgttcaggac cagcatgggc-3’ (LSNCS1

la lista de secuencias),

5’ -aagacattt ggattctaac-3’ (L5NCS2

lista de secuencias),

5’ -tatcatgaag tctttgtatg-3’ (L5SS1

lista de secuencias),

SEC ID No

SEC ID No

SEC ID No

SEC ID No

9 de

10 de

11 de

12 de

SEC ID No 13

SEC ID No 14

SEC ID No

SEC ID No

15 de

16 de
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5’ -gatggagaca cattctcagg-3’ (L5SS2 SEC ID No 17 de

la lista de secuenclas).

5’ -gacattgtga tgacccagtc-3' (L5CS SEC ID No 18 de

la lista de secuencias).,

5’ -ttaacactca ttcctgttga-3’ (L3CR SEC ID No 19 de

la lista de secuencias),

5f -gactgggtca tcacaatgtc-3' (LCSR SEC ID No 20 de

la lista de secuencias},

A menos que se especifique lo contrario todos los
oligonucledtidos en estos e)jemplos son sintetizados por
Pharmacia Biotech Todos 1los oligonucledtidos son

almacenados a -20° C y Jluego son disueltos en agua

destilada

c) reaccidn PCR

composicion de la solucidén de reacciédn PCR
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plantilla c¢ADN, 5 pl del total de 33 pl de la

reaccidn

cebador 1, 10 pmoles.,
cebador 2, 10 pmoles,
amortiguador PCR concentrado direz veces

(sumainistrade con el kiat), 10 pl,

dNTPS (cada 2,5 mM9, 4ul, y

polimerasa Taq (Promega) 5 unidades

El agua destilada estéril es agregada a la solucidn
a un volumen total de 100 gl A menos que se especifique
lo contrario, los dNTP son una mezcla equimclar de dJdATP,

dCTP, dGTP y dTTP (2,5 mM cada uno)

La reaccién PCR es conducida comoc sique La solucién
primero es calentada a 94° C durante dos minutos, después
de lo cual un ciclo de calentamiento a 94° C durante 30
segundos, 52° durante un minuto y 72° C durante tres
minutos, se retpite cuarenta veces Después de completar
este procedimiento la solucion de reaccion es calentada a

72° C durante 10 minutos
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Los fragmentos de ADN amplificados, asi obtenidos
son separados en una gel de agarosa al 13 que contiene
0,25 pg/ml de bromuro de etidio Las bandas determinadas
para contener los fragmentos de ADN deseados son cortadas
usando cuchillas de afeirtar y el ADN es recuperado de
alli usando el kit Gene Clean (BIO10l1l} El fragmento de
ADN es clonado usando el vector pGE,-T Easy (Promega)

Esto se lleva a cabo como sigue

El fragmento de ADN recuperado de la solucion de
reaccidn PCR, Junto con 50 mg del vector pGEM-T Easy
(suministrado con el kit), se mezclan con un ug de un

amortiguador de reaccibén de ligasa por 10 (6 mM Tris-

nucledtido pH7,5), 6 mM de clorurc de magnesio, 5 mM de
cloruro de sodio, 7 mM de p-mercaptoetanol, 0,1 mM de

ATP, 2 mM de DTT, 1 mM de espermidina, y 0,1 mg/ml de

albimina de suero bovino), a lo cual se agregan cuatro
unidades de ligasa de ADN T4 (1 pul) El volumen total de
la mezcla es ajustado a 10 pl con agua desionizada
estéril, y la solucidn de ligasa resultante es incubada a
14° C durante 15 horas Después de este tiempo, 2 pul de
la solucidn de reaccidn de ligasa es agregada a 50 pl de

la sepa JM109 E coli competente {(suministrada con el kit

go)



y traida a la competencia de acuerde con el manual de
instruccién) para lo cual se agregaron 2 pl de 0,5 M de
B-mercaptoetanol y la mezcla resultante es mantenida
sobre hielo durante 30 minutos, y luego a 42° C durante
30 segundos y nuevamente sobre hielo por cinco minutos

Luego, se agregaron 500 pl de medio que contiene 2% v/v
de triptona, 0,5% p/v de extracto de levadura, {,05% de
p/v de cloruro de sodio, 2,5 mM de cloruro de potasio, 1
mM de cloruro de magnesio, y 20 mM de glucosa (nombrada
de aqui en adelante como medio “SOC” al cultivo, y la
mezcla es i1ncubada durante una hora a 37° C con
agitacién Después de este tiempo el cultaivo es rociado
gsobre una placa de agar l-broth (1% v/v de triptona 0, 5%
v/v de extracto de levadura, 0,5% p/v de cloruro de
sodio, 0,1% p/v de glucosa, y 0,6% ©v/v de bacto-agar
(Drfco)), que contiene 100 pg/ml La s colonias
resistentes a la ampicilina gque aparecieron sobre la
placa son seleccionadas y raspadas con aro de
transferencia de platino, y cultaivadas en el medio L-
broth que contiene 100 ug/ml de amp.cilina a 37° C,
durante la noche, con agitacién a 200 rom Después de la
incubacion, las células son cosechadas por centrifugaciédn

recolectadas por centrifugacidén, a partir de lo cual el
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plidsmido de ADN es preparado por el método &lcalr EIL
método obtenido es designado como plasmido pH62 para la
cadena pesada del TRA-8 o pL28 para la cadena liviana del
TRA-8 Las cepas de E «coli1 transformante que generan
este plasmido designadas como E coli, JM109/pH62 y E

coll JM109/pl28 fueron depositadas con el depésito de
organismos de patentes internacional, National Institute
of Advance Industrial Science and Technology, 1-1 Higashi
l-chome Tsukuba-Shi Ibaraki-ken, 305-5456, Japébn en abril
20 2001 de acuerdo con el tratado de Budapest para el
depbsito de microorganismos y se acordé darle los numeros
de acceso FERM BR-7560 y FERM BP756l1, respectivamente

Las secuencias de nuclebtidos de estos ADN que codifican
las cadenas pesada y la cadena liviana del TRA-8 son
confirmados pro el método dideoxi (Sanger, F S , et al ,
(1977), Proc Natl Acad Sci USA, 74 5463-5467) usando
el analizador 3700 de ADN (ABI PRISM, Perkin Elmer

Applied Biosystems, Jpadn)

Las secuencias de nucleétidec de las cadenas pesada y
liviana del TRA-8 se les da la SEC ID No 21 y la No 22
del lastado de secuencias, respectivamente Las
secuencias de aminoicidos de las cadenas pesada y liviana

del TRA-B se les da la SEC ID No 23 y No 24 del listado
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de secuenclas, respectivamente Las secuenclas de
aminoacido del terminal N de las cadenas pesada y liviana
del TRA-8 establecieron en lo anterior un case perfecto

Mas atn, cuando las secuencias de aminodcido de las
cadenas pesada y liviana son comparadas con la base de
datos de la secuenclas de aminoacido de anticuerpos se
establece que para la cadena pesada, nuclebtidos No 5B a
414 en la SEC ID No 21 constituyen la regibédn variable
mientras que los nucledétidos Nos 415 a 1392 en la SEC ID
No 21 constituyen la region constante Para la cadena
liviana, los nuclebétidos No 64 a 387 en la SEC ID No 22
constituye la regidn variable, mientras que los
nucledtidos No 388 a 702 en la SEC ID No 22 constituyen
la regidn constante Las localizaciones y secuencias de
los CDR también son elusidados por comparacidén de las
homologias con la base de datos Las secuencias de
aminoacidos del CDR,, CDR: y CDR; de la cadena pesada del
TRA-8 se muestran en la SEC ID No 25, No 26 y No 27,
respectivamente Las secuencias de aminoacido del CDR,
CDR;, CDR; de la cadena liviana del TRA-8 se muestran er

la SEC ID No 28, No 29 y No 30, respectivamente

Ejemplo 17 Disefiado de una versién humanizada del

anticuerpo TRA-8
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(1} modelado molecular de una region variable del

TRA-8

El modelado molecular de la regién variable del TRA-
8 se lleva a cabo por un método generalmente conocido
como modelado por homologia {Methods en Enzimology, 203,
121-153, (1991)) Las secuenclas primarias de las
regiones variables de la inmuoglobulina humana registrada
en el Protein Data Bank (Nuc Acid Res 28, 235-242
(2000)), para lo cual las estructuras tridimensionales
derivadas de la <cristalografia de rayos X  esta
disponible, son comparadas con las regiones de marco de
trabajo del TRA-8 determinado anteriormente Como
resultado, NCD y 1HIL son sSeleccionados como que tilenen
las homologias de secuencia mAs altas a las regiones de
marco de trabajo para las cadenas liviana y pesada del
TRA-8, respectivamente Las estructura tridimensionales
de las regiones de marco de trabajc son generadas
combinando las coeordenadas de 1INCD y 1 HIL que
corresponden a las cadenas liviana y pesada del TRA-8
para obtener, el “modelo de marco de trabajo” Usando la
clasificacidn definida por Chothia et al , los CDR del

TRA-8 son clasificados como sigue, CDRL,, CDRL:, CDRH; ¥y



CDRH: que pertenecen a las clases canonicas 2,1,1,3,
respectivamente, mientras que el CDRL: no pertenece a
ninguna de las clases canénicas especificas Los lazos
del CDRL,, CDRLz, CDRH, y CDRH; a las conformaciones
inherentes a sus respectivas clases canbnicas, y Son
integradas dentro del modelo de marco de trabajo El
CDRL; se le asigna el cluster de conformaciébn B8A, de
acuerdo con la clasificacidén de Thornton et al, (J Mol
Biol , 263,800-815, (1996}), y el CDRH; es clasificado
dentro del k{8)C usando la regla H3 (FEBS letter 455,188-
197(1999)} Luego las conformaciones representativas para
el CDRLy y CDRH3 son integradas dentro del modelo de marco

de trabajo

Finalmente, el c&lculc de energias se lleva a cabo
para eliminar los contactos no favorables interatémicos,
para poder obtener un modelo molecular probable de los

TRA-8
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Regién variable en terminos de energia El
procedimrento anterior se lleva a cabc usando un sistema
de modelado molecular comin disponible comercialmente ABM
(Oxford Molecular Limited, Inc ) Para el modelo
molecular obtenido, la precisién de la estructura es
evaluada adicionalmente usando el programa PROCHECK (J

Appl Cryst 1993), 26, 283-291)

{2) disefiando las secuencias de aminodcido para el

TRA-8 humanizado

La construccion de anticuerpos TR2-8 humanizado se
lleva a cabo por el método generalmente conocido como
injertacidén CDR (Proc Natl Acad Sci USa 86, 10029-
10033 (1989)) El anticuerpo aceptor es escogido con base
en la homologia del aminodcido en 1a regién de la
estructura Las secuencias de la region de estructura en
el TRA-8 son comparadas con todas las secuencias de
estructura humana en la base de datos Kaoat de secuencias
de aminoadcido de anticuerpos (Nuc Acia Res 25, 205-208
{2001} } Como resultado, el anticuerpo mAB58'CL es

seleccionado como un aceptor debido a la homologia de



secuencla mas alta del 80% para la regiédn de trabajo Los
residuos de aminodcido en la region de estructura para el
mAB58’ CL son alineados con aquella para el TRA-8 y las
porciones en donde diferentes aminoacidos son usados se
1dentifican La localizacidn de aquellos residuos son
analizados usando el modelo tridimensional del TRA-8
construido anteriormente y los residuos donor gue deben
ser 1njertados en el aceptor son escogidos por los
criterios dados por Queen et al (Proc Natl Acad Sci

Uysa 86, 10029-10022 (1989)) Las secuencias TRA-8
humanizadas son construidas como se describid en el
siguliente ejemplo por medio de transferir diversos

resi1duos donores en los anticuerpos acevtores, mAB58’CL

Ejemplo 18 Construccidén de un vector de expresion

para la cadena pesada del anticuerpo humanizado

{1) construccién del plasmido que lleva la variable

de la regidén de ADN de cadena pesada del TXA-8

humanizado

Para poder determinar la actividad del TRA-8
humanizado, el plismido que lleva la cadena pesada del

TRA-8 humanizado es construido como sigue Sin embargo,



podra apreciarse que la humanizacién del TRA-B no esta

limitada a estos ejemplos

Como se muestra en la SEC ID No 31 de la lista de
secuenclLas, la humanizacién de la secuencia de
aminocdcidos de 1la cadena pesada del anticuerpo DRS
antihumano de ratén TRA-8 reemplazo ocasionado al 13*°
aminodcido (glicina), el 19*™® aminoAcido (glicina), el
40* > aminodcado (treonina), el 42*¥° aminocacido (&cado
glutamico), el 44*" aminodcido (arginina), el 84°
aminodcido (cerina), el 88" amino&cido (cerina), el 93°-
aminodcido (metionina), el 114°° amincécido (treonina),
el 115" aminoacido (leucina), con glutamina, arginina,
alanina, glicipna, asparagina, alanina, valina, leucina vy

valina, respectivamente

£l olasmido 1lleva ADN que coairfica la regién
variable de la cadena pesada del TRA-8 numanizado (SEC ID

No 31 ae la lista de secuencias) y construido como

sigue

El 2CR se utiliza wvara construir las sigquientes
secuencias de ADN, cada ura de las cuales comprende los

descritos anteriormente
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Los siguientes 12 oligonucledtidos se sintetizan

5'- ftggataagc tiggctigac clcaccatgg gatgpagelg tatcalcctc ftcttggtag
caacagctac aggtgiceac -3 (A SEQ ID No 32)

5 - «ctgaagtaa tgetgptpga giclggagga ggcttagtac ageetggagg gtccctgaga
ctetectgtg cagectetgg -3° (B, SEQ ID No 33),

5'- zticactttc agtagttatg taatgicttg ggitcggeag geaccaggga aggglctgga
gtgegtigea accattagta -3 (C, SEQ ID No 34),

5'- gtggtegtag ttacacctac tatccagaca gigtgaaggg ccgattcace aiciccagag
acaatgeeaa gaacaceetg -3' (D, SEQ ID No 35),

5'- tatctgceaa fgaacagict gagagcagag gacacggcetg (Mattactg tgcaageagg
ggigactcta tgattacgac -3 (E, SEQ ID No 36)

5'- ggactacigg ggccaaggga cectggticac agtetccteca gecte cace aagggeccat
cggtc -3 (F, SEQ ID No 37),

5'- claccaagaa gagpatgata cagciccalc ccatgglgag gicaagecaa getiatecaa
-3' (G, SEQ ID No 38),

5 - IcIcagggAc CClccaggct glactargee ICCCCCAgAc (CCaCCagea Racticaga

gregacacct gtagetgug -3 (H, SEQ ID No 39)

5 lccagacect tecciggtge clgecgaace caagacatta cataactact gaaagigaat
ccagaggelg cacaggagag -3' (I SEQ ID No 40)

5'- ciriggagat ggtgaatcgg ceortcacac tgictggata glaggligtaa ctaccaccac
tactaatggr tgcaacceac -3° (J, SEQ [D No 41),

3 - ccHcitgca cagtaataaa cagecgigic cicigelcic agactgtica {tigcagaia
cagggrgtic tggcattgt -3' (K, SEQ ID No 42) and

5'- gaccgalggg ccctiggigg aggctgagga gactgtgace aggptccett ggecccagta
giccgicgta atcatagagt cacc -3 (L, SEQ ID No 43)
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Los sigulentes dos 1niciadores PCR se sintetirzaron

como se descrlbld anteriormente

5 - tiggataage tiggettgac -3' (P1, SEQID No 44), Y
5 - gaccgatggg coottgptgg a-3 (P2, SEQID No 43)

La sintesis de ADN que codifica una cadena de
polipéptido que comprende una secuencia de seflal de
secrecidn, una regidn variable de la cadena pesada ae
TRA-8 humanizada y los ocho residuos de aminodcido en e.
N-terminal de la regidn IgG-CHl1 se desarrolla utilizance

una combainacidédn de PCR respectivamente

El fragmento de ADN se prepara como sSigue

Composicidn de la solucidn de reaccion PCR

Oligonucleétido A, 10 pmol,
Cligonuclebtido B, 10 vmol,
Oligonucleébtido C, 10 omol,
Oligonucledtido D, 10 pmol,
Oligonucledétido E, 10 omol,
Oligonucleotido F, 10 pmol,

Oligonuclebdtidoc G, 10 pmol,
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0Oligonucleotido H, 10 pmol,
Oligonucleotido I, 10 pmol,
Oligonuclebtido J, 10 pmol,
Oligonucledtido K, 10 pmol,
Oligonucledtido L, 10 pmol,

Iniciador de COligonucledtido P1l, 2uM,
Iniciador de Oligonucleotido P2, 2uM,
Solucidén pirobest II, 10 ul,

Mezcla dNTP, 8 ul,

Polimerasa de ADN pirobeeet, 0,5 pl, y

Agua redestilada hasta un volumen final de 50 pl

La reacciébn PCR se conduce como Sigue Las
soluciones se calientan pramero a 94° C durante cainco
minucos, despues de lo cual se repite siete veces un
ciclo de calentar a 98° durante 10 segundos, 55° durante
30 segundos y 72° durante un minuto Despues de completar
este procedimiento, la solucidn de reaccidn se calienta a

72° C durante 15 minutos

Un volumen 1gual que fenol-clorgiformoe (50% v/v de

fenol saturado con agua, 48% v/v de cloroformo, 2% v/v

ispamil alcohol} se agrega a 200 pl de cada uno de los
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productes PCR, y Se mezcla vigorosamente durante un
minuto Después de este tiempo, la mezcla se centrifuga
al0 000 X g, y la capa acuosa se recupera y se mezcla con
un volumen igual de alcohol cloroformo-lisoamilo (96% v/v
de cloroformo y 44% v/v de alcohol 1soamino), que es de
nuevo vigoroso a 10 000 X g y se recubera la capa acuosa

Las series de etapas citadas en este parrafo se refieren

a en lo sucesivo, como “extraccién de fenol”)

La precipitacidn de etanol es entonces desarrollada
sobre la capa acuosa recuperada Comd se utiliza y se
refieree aqui, ‘“precipitacidén de etanol” consiste en
agregar, a una mezcla, un décimo del volumen de acetato
de sodio 3M (pd 5,2) v 2,5 volimenes ce 100% de etanol a
la solucibn a ser tratada, vy congelar la mezcla
utilizando hielo seco La mezcla resul:-ante se centrifuga

entonces a 10 000 X g wvara recuoz2rar el ADN como

precipitado

Después de la extraccidn de fenor la precipitacion
de etanol el precipitado de ADN resu.tante se seca por
vaclo, se disuelve en un minimo de agua redestilada, y s2

separa mediante electroforesis de gel de agarosa al 3%
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Después de la electroforesis, el gel se tifle con 1 pg /ml
de solucidén acuosa de bromuro de etidio para permitir la
detecc16n de ADN bajo luz UV La banda de ADN que
corresponde al ADN del TRA-8 humanizado es cortada
utilizande una cuchilla y eluida del gel que utiliza el
kit Geneclean Spin (BIO 101, CA, USA) Después de la
estacién de fenol, el ADN eluido es entonces concentrado
mediante centrifugacidén a 7 500 X g, seguido mediante

precipitacién de etanol, y finalmente disueltc en 5 pl de

agua destilada

El resultante, cada ADN extraido es clonado

utilizando un vector Easy pGEM-T (Promega} como sigue

El fragmento recuperado de la reaccion de PCR, 5 ul,
Solucidn de polimerasa Taqg 10 X, 1 ul,

Mezcla dNTP, 1 ul,

Polimerasa Taq {5 unidades/ml), 1 pl, v

Agua redestilada hasta un volumen Zinal de 10 pl

Después de lo anterior cada solucidn reacciona a 70?
C durante 30 minutos, cada solucidn de ADN y de vector

Easy pGEM-T son ligados utilizandec un kit de ligado de
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ADN versién 2 0 (Takara Shuzo Co , Ltd } utilizando el

protocolo del fabricante

Después de 4 horas de 1incubacién a 15° C, se mezclan
dos pl de solucidé4n de reaccidn incubada con 100 pl de
sepa de E Coli competente JM109 a una densidad de célula
de 1-2 x 10° células/ml (Takara Shuzo Co , Ltd ), y la
mezcla se mantiene en hielo durante 30 minutos, luego a
42° C durante 30 segundos y de nuevo sobre hielo durante
1 minuto Luego, 500 pl de medio SOC (triotona 2% v/v,
0,5% o/v de extracto de levadura, 0,05% p/v de cloruro de
sodio, 2,5 mM n/v de cloruro de potasioc, 1 mM de cloruro
ae magnesio, y 20 mM de glucosa) se agrega a la mezcla,
la c¢uwal se incuba durante una hora adicional, con
agitado Las sepas transformantes son entonces aisladas,
v el ADN de pldsmido se prepara de las sepas como Sse
describe en “Molecular Cloning A Laboratory Manual” Las
secuenclas de nucleotido de estos ADN que codiiican la
cadena pesada del TRA-8 humanizado son confirmadas
mediante el metodo dideoxi (Sanger, F S, et al,
(1977), Proc Natl Acad Sci USA, 74 5463~5467)
utilizando un analizador de ADN 3700 (ABI PRISM, Perkin

Elmer Applied Biosystems, Japén)
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Los pléasmidos resultantes son designados pHBl4 (el
plasmido lleva un cADN que codifica la cadena pesada del
TRA~8 humanizado) La sepa de E Coli transformante que
conserva estos plasmidos, designada c¢omo E Cola
JM109/pHBl4 se depositdé con el deposito de organismos
para patentes 1internacionales, Ntional Institue of
advance Industrial Science and Technology, 1-1, Higashi 1
chome Tsukuba-shi, Ibaraki-ken, 305-5466, Japon el 20 de
abril, 2001, de acuerdo con el tratado de Budapest para
el depdésito de microorganismos, Yy se acordo el nimero de

acceso FERM BP-7556

(2) Construccién de plésmidos de expresidén que
llevan el ADN de regiédn variable de cadena pesada del

TRA~8 humanizado

Los vectores de expresidn recomoinante para 1las
celulas animales son construidos mediante la insercid-
del ADN que codifica 1la cadena pesada del TRA-8

humanizado (clonado anteriormente) como sigue
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Un pg de pldsmido pSRHHH3 (solicitud de patente
europea EP 0-909-816 Al) que lleva la reqiébn variable de
cadena pesada del anticuerpo monoclonal anti-Fas
humanizado HFE7A y el ADN gendémico de regidn constante
I1gGl humano, un vector de expresidbn para celulas de
mamifero, es digerido con las enzimas de restriccién
HindIlI y Apal, y separado mediante electroforeslis de gel
de agarosa al 3% Despues de la electroforesis, el gel se
tifie con una solucién acuosa de 1 ug/ml de bromuro de
etiaio para permitir la detecciédn de ADN bajo luz UV Las
bancas de ADN del ADN vector dque contienen el ADN
genomico de reqglién constante IgGl humano sin la regidn
variable de cadena pesada del HFE7R humanizado se corta
utilizande una cuchilla y se eluye del gel utilizando un
kit Geneclean Spin (BIO 101, CA, US2d) Despues de 1la
estacidén de fenol, el ADN eluido es entonces concentrado
mediante centrifugacidén a 7 500 X g, saguldo mediante
precipitacidn ae etanol, y finalmente disuelto en 5 ul ae
agua destilada y luego se desfosforiliza utilizando CI?
El plasmido desfosforilizado digerido resultante (100 ng)
se liga con 1 pug de un fragmente de ADN pHBl4 que
contiene el ADN que codifica la reqgion variable de cadena

pesada del TRA-8 humanizado, el cual se habia tambaien
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digerido con un HindIII y Apal, utilizando un kit de
ligado de ADN versidn 2 0 (Takara Shuzo Co , Ltd ) 1la
mezcla de ligado se utiliza entonces para transformar el

E Coli JM109, el cual es entonces plateado sobre platos

de agar LB que contienen 50 pg/ml de ampicilina

Los transformantes obtenidos mediante este metodo
son cultivados en 2 ml de medio LB liquido que contienen
50 ug/ml de ampicilina a 37° C durante toda la noche y el
ADN de plésmido se extrae subsecuentemente del cultivo

resultante mediante el metodo alcalino-SDS

El ADN del plasmido extraido se digirere con HindIII
v tpal, y se somete a electroforesis de gel de agarosa 2l

3% p/v para confirmar la presencila © ausencia del inserto

de aDN que codifica la reqién variable de cadena opesada
del TRA-8 humanizado La ainsercidn vy orientacion del
fragmento de ADN deseado en el vector se coniirma
mediante la secuenciacidn de ADN utilizando un analizador
de secuencla de gen (analizador de ADN ABI Prism 3700,
Applied Biosystems) El1 plasmido de expresion resultante
gue lleva el cADN que codifica la cadena pesaaa del TRA-3

humanizado se designa como pHBl4-1
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Ejemplo 19 Construccién de un vector de expresion

para la cadena liviana del anticuerpo humanizado

(1) Construccidn de vectores para la cadena liviana

de las versiones humanizadas del anticuerpo

TRA-8

Como se muestra en la SEC ID No 46 de la lista de
secuencla, al humanizar la secuencla de aminodcido de la
cadena liviana del anticuerpo DRS antihumano de raton
TRA-8, 8 aminodcido (histidana), 9™  aminoicido
{glicina), 10™ aminodcido (fenilalanina), 11*- aminoidciao
(metionina), 13°'° aminocacido (treonina), 20*° aminoaciao
(cerina), el 42™° aminodcido {(glutamina), 43°* aminoiciao
(cerina), 60*' ° aminoAcaido (Acado aspartico), 63* -
aminodcido (treonina), 77**° aminoacido (asparagina), 78" -
aminoacido (valina), 80°° aminoacico (cerina), 83*
aminodcido (leucina), 85°° aminodcido (acido aspartico},
87°°* aminodcido (fenilalanina), vy 99 aminoécido
{(glicina), 103* aminoidcido (leucina), y 108* ° amino&ciao
{alanina), proveniente del N-terminal ce la secuencia de
aminodcido de la cadena liviana de TRA-8 so reemplazados

con prolina, sSerina, serina, Sserina, leucina, alanina,
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treonina, lisina, alanina, serina, leucina, prolina,
fenilalanina, treonina, tirosina, glutamina, valina ¥y

treonina, respectivamente La secuencia resultante se

designha LM2

Los pléasmidos de expresidédn que llevan este tipo de
secuencias de aminodcido de cadena liviana humanizada del

anticuerpo DR5 antihumano TRA~-8 se construyen como sigue

1) Sintesis de los 1niciadores para la preparacidn
de las regiones variable y constante de la cadena

liviana de TRA-8 humanizado

La codificacidn del ADN para la cadena de
polipéptido LM2 (secuencla ID No 45 de la lista qe
secuencias), cada uno de los cuales es una fusidn de al
regidn variable de la cadena liviana TRB-8 del anticuerpo
anti-DR5 humanizado y la reqién constante de la cadena
liviana Ig (cadena k), son respectivamente sintetizados

al utilizar comblinaciones de PCR

Adicionalmente al 7AL1P (SEC ID No 47) y 7ALCN (S=C
ID No 48), se sintetizan los siguientes oligonuclebdtidos

para PCR
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5 - ccaagtictt (gtctgcatc agtaggagac agggicacca tcaccege -3°
(HKCDF!1, SEQ ID No 50),

5'- agtgtgecgg gigpatgeee agtiaatcap tagitagga getticcetg geitctg -3
(HKCDR12, SEQ ID No 51),

5'- tgggcatcca cecggeacac tgggptccca ageaggiita gtggeagr -3'
(HKCDF22, SEQ ID No 52),

5'- ataactacta tattgctgac agtaatagpt tgcanaatcc tccggeolgea gactagagat
get-3' (HKCDR22, SEQ ID No 53), ¥

5°- cagcaatata geagetaicg gacgticpgt caaggeacea aggtggaaat caaacggact
gtg -3' (HKCF12, SEQ ID No 54)

2) Construccién del plasmido pCR3 1/M2-1 (clonacién

de la cadena liviana TRA-8 humanizada)

El fragmento LM2-F1-ADN como se definid en la SEC ID

No 55 de la lista de secuencias codifica para la

secuencla de aminoidcido como se define en la SEC ID No
46 de la misma que es preparada mediante el desarrolle

del PCR de segunda etapa, insertado dentro de un vector

plasmido y clonado en E Cola

2) PCR de primera etapa

El fragmento IM2-F1-ADN que codifica para una

secuenclia de seflal de secrecidén y una porciébn de la
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regidn FRL; con un sitio de escisién de la enzima de
restriccién HindIII agregada al extremo 35’ se prepara
bajo las sigquientes condiciones Los plasmidos de
plantilla, pHSGHM17 y pSRPDHH, se obtienen al seguir la

descripcién en una solicitud de patente europea EP 0 909

816 Al
Composicibn de la solucidn de reaccidn

ADN DpHSGHM17 de plasmido (solicitud de patente
europea EP 0 090 816 Al), 25 ng

Iniciador de un oligonucledétido 7AL1P, 50 pmol

Iniciador de un oligonucledtidoHKSPR11l, 50 pmol

Coéctel ANTPs, 5 ul

Solucion 10xPCR, 5 ul

Polimerasa de ADN ampliTagq (Perkin Elmer), 2,5

unidades

La solucion de reaccion que tiene la composicidn
anterior se ajusta a un volumen final de 50 ul al agregar

agua redestilada y utilizarla en el PCR
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Las condiciones térmicas del PCR calentamiento 94°
C durante dos minutos, después de los cual se repite un
ciclo térmico de 94° C durante un minuto, 55° C durante
un minuto y 77° C durante dos minutos, sequido por

calentamiento a 72° C durante 10 minutos

En el fragmento de LM2-F2-ADN que codifica para una
porcién del FRL;, CDRL,, FRI2, y CDRL: y se prepara bajo

las siquientes condiciones

Composiclién de la solucion de reaccidédn

ADN pL28 de pléasmido, 25 ng
Inicrador de oligonucleotido HKCDFll, 50 pmol

Iniciador de oligonucledtido HKCDR12, 50 pmol
Céctel dNTP, 5 pul

Solucién 10 X PCR, 5 pul

Polimerasa de ADN ampliTaqg 2,5 unidades

La solucién de reaccidn gue tiene la composicion
anterior se ajusta al volumen final de 50 pl al agregar

agua redestilada y utilizarla en PCR
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Condiciones térmicas PCR calentamiento a 94° C
durante dos minutos, después de lo cual se repite un
ciclo térmico 30 veces de 94° C durante un minuto, 55° C
durante un minuto y 72° C durante dos minutos, seguido

por el calentamiento a 72° C durante 10 minutos

El fragmento de LM2-FR-ADN que codifica para el
CDRL;, y FRL;, y una porcién del CDRL; se preparan bajo

las sigulientes condiciones
Composicidén de la solucidén de reaccidn

ADN pSRPDHH de plasmido (solicitud de patente

europea EP 0 909 816 Al), 25 ng
Iniciador de oligonucleotido HKCDF22, 50 pmol

Inicrador de oligonucleétido HKCDR22, 50 pmol
Céctel dNTPs, 5 ul

Solucidén 10 X PCR, 5 ul

Polimerasa de ADN ampliTag 2,5 unidades

La solucién de reaccidn que tiene la composicién
anterior se ajusta a un volumen final de 50 pul 2] agregar

agua redestilada y usarla en PCR
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Condiciones térmicas PCR calentamiento a 94° C
durante dos minutos, despues de lo cual se repite un
ciclo térmico 30 veces de 94° C durante un minuto, 55° C
durante un minuto y 72° C durante dos minutos, seguido

por el calentamiento a 72° C durante 10 minutos

El fragmento de LM2-F4-ADN que codifica para el
CDRL;, y FRL;, Yy la reqibén constante con un sitio de
escicién de enzima de restriccion EcoR I agregada al

extremo 3’ se prepara bajo las siguientes condiciones

Composlcidén de la solucidén de reaccion

ADN pSRPD-4 de plasmido, 25 ng
Iniciador de oligonuclebtido HKCF12, 50 pmol

Iniciador de oligonucledtido 7ALCN, 50 pmol
Céctel dNT?s, 5 ul

Solucidn 10 X PCR, 5 ul

Polimerasa de ADN ampliTag 2,5 unidades
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La solucién de reaccibn que tiene la composicién
anterior se ajusta a un volumen final de 50 ul al agregar

agua redestilada y usarla en PCR

Condiciones térmicas PCR calentamiento a 94° C
durante dos minutos, despues de lo cual se repite un
ciclo térmico de 94° C durante un minuto, 55° C durante
un minuto y 72° C durante dos minutos, seguldo por el

calentamiento a 72° C durante 10 minutos

Los fragmentos de ADN amplificados después de PCR sa
separan mediante electroforesis de gel de poliacrilamiaz
al 5% El gel después de la electroforesis se tifie con 1
Hg/ml de bromuro de etidio para detectar el ADY
producido bajo luz UV Las pandas de ADN respectivas s2

aetectan asi y son escisionadas con una cuchilla

b) PCR de segunda etapa

LM2-ADN en el cual los fragmentos anteriormenta
descritos de LM2-F1-ADN, LM2-F2-ADN, LM2-F3-ADN y LM2-F4-

ADN se fusionan se ©prevcaran bajo las siguientes

condiciones
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Composicidn de la solucién de reaccidn

Fragmento de
de primera etapa,
Fragmnento de
de primera etapa,
Fragmento de
de primera etapa,
Fragmento de
de primera etapa,
Iniciador de

Iniciador de

CoHctel dNTPs,

gel de LM2-F1-ADN preparado en

gel de ILM2-F2-ADN preparado en

gel de LM2-F3-ADN preparado en

gel de IM2-F4-ADN preparadc en

oligonuclebdtido 7AL1P, 50 pmel

oligonucledtido 7ALCN, 50 pmol

5,0 ].ll

Solucibdn 10 X PCR, 5,0 ul

Polimerasa de ADN ampliTaqg 2,5 unidades

el

el

el

el

PCR

PCR

PCR

PCR

La solucidn de reacciédn que tiene la composicién

anterior se ajusta a un volumen final ce 50 pl al agregar

agua redestilada y utilizarla en PCR

Condiciones

durante dos minutos,

térmicas PCR calentamiento a 94°

C

después de lo cual se repite un
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ciclo térmico 30 veces de 94° C durante un minuto, 55° C
durante un minuto y 72° C durante dos minutos, seguido

por el calentamiento a 72° C durante 10 minutos

El fragmento LM2-ADN preparado asi se 1nserta en el
PCR 3,1 ADN de plasmido usando un kit de clonacidn
Eukariotic TA (Invitrogen) siguiendo el protocolo del
fabricante e introducido en el E Coli TOP10F’ competente
contenido en el kit ©Las secuencias de nucledtido de
estos ADN que codifican la cadena de 1luz del TRA-8
humanizado se confirman mediante el método dideoxi
(Sanger, F S , et al , (1977), Proc Natl Acad Sci
USA, 74 5463-5467) utailizando un analizador de ADN 3700

(ARI PRISM, Perkin Elmer Applied Biosystems, Japon)

Los plAsmidos resultantes se designan pCR3,1/M2-1
(el pléasmido cque lleva el cADN que codifica la regiér
variable de cadena liviana del TRA-8 numanlizado y una

reglién constante de cadena liviana Ig huwmano)

El plésmido obtenido PCR3 1/M2-1 dque contiene el
fragmento IM2-ADN es digerido con las enzimas de

restriccién HindIII y EcoR I
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Un pug de ADN pHSG399 de plasmido de clonacidédn se
digiere con las enzimas de restriccién HindIII y EcoR I,
y luego desfosforilizada con CIP E1l ADN pHSG399
desfosforilizado resultante y el fragmento ILM2-ADN, que
se ha digerido con las enzimas de restriccion HindIII y
EcoR I, son ligadsa utilziando el kit de ligacidédn de ADN
versién 2 0 (Takara Shyuzo, Col Ltd ) Luego la E Coli
DH5a. se transforma con el ADN ligado y esparcido sobre el
medio de agar que contiene 0,1 mm de IPTG, 0,1% de X-Gal
y 50 pg/ml de cloramfenicol (concentraciones ifinales)
Los transformantes blancos obtenidos se cultivan en medio
LB liquido que contiene 50 ug/ml de cloramfenicol, y ADN
de pléasmido se extrae del cultivo resultante de acuerdo
con el método alcalino-SDS El1l ADN de plasmido extraido
se aiglere con HindIII y EcoR I, y luego un clon que
lleva el fragmento LM2-ADN se selecciona mediante

electroforesis de gel de agarosa al 1%

Como resultade del ©vprocedimiento anterior, el
plasmido pHSG/M2~1-4 que lleva un fraghmento de fusidn ae
la regién variable de la cadena livizna del TRA-8 IM2
humeanizado y la region constante de le cadena Igk humana

se obtiene La sepa E coli transformante que guaraa
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estos plasmidos, designada como E coli DHS5o/pHSG/M2-2-4
se deposlitdé con el depdsito de organismos para patentes
internacionales, National Institue of Advanced Industrial
Science and Technology, 1-1, Higashi 1 chome Tsukuba-shi,
Ibaraki-ken, 305-5466, Japén en abril 20, 2001, de
acuerdo con el tratado de Budapest para el depdsiteo de
microorganismos, y se acordd el nimero de acceso FERM BP-

7563

3) Construccién del plasmido pSR/M2-1 (plasmido ae
expresidn para la cadena liviana del TRA-8 LM2

humanizado)

El pladsmido obtenido ©»HSG/M2-1-4 que lleva un
fragmento de la fusion de la regién var_able de la cadena
liviana TRA-8 IM2 humanizada y la regidén constante de la
cadena Igk numana se digiere con las enzimas de

restriccion HindIII y EcoR I

Un unug del ADN pDSRPDIH del plasmido clonaao
(solicitud de patente europea 0-909-8:6-Al) se digiere
con las enzimas de restriccion HindIII , EcoR I, luego se

desfosforiliza con CIP Zl1 ADN pSRPDh~ desfosforilizado
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resultante y el fragmento de ADN HindIII-EcoR I, obtenido
del pHSG/M2-1~4 se ligan utilizando un kit de ligado de
ADN version 2 0 (Takara Syuzo, Co Ltd ) Entonces, el E

coll1 DHS5a se transforma con el ADN ligado y se esparce

sobre el agar LB Los transformantes obtenidos se

cultivan en un medio LB liquido que contiene 100 ug/ml de
ampicilina, y de ADN de plasmido y se extraen del cultaivo
resultante de acuerdo con el método alcalino-SDS 1La
inserciédn y orientacién del fragmento de ADN deseado en
el vector pSRPDHH se confirma mediante la secuenciacion
de BDN utilizando un analizador de secuencia de gen

(analizador de ADN ABI Praism 3700, Applied Biosystems)

El pléasmido de expresidn resultante que lleva el

cADN que codifica la cadena liviana del TRA-8 humanizaco

se aesignd pSR/M2-1

Ejemplo 20 Produccidn de anticuervo humanizado

La transfeccidn de 1las celulas C€C05-7, es decir, una
linea de células derivada de un rifi>n de mono, con los
plasmidos de expresidn para la cadena pesada del TRA-8

humanizado y la cadena liviana del TRA-8 humanizado

L



obtenidos anteriormente se condujercon mediante métodos de
reactivo de transfecclIon FUGENE6 (Boehringer Mannheim

Biochemica) de acuerdo con el manual de ainstruccion

suministrado con el kit

Las células C0S~7 {American Type Culture Collection
No CRL-1651) crecen a semiconfluente (3 x 10°
celulas/plato) en un plato de cultivo (drea de cultivo
57 cm®, Sumitomo Bakelite) que contiene un medio Eagle
modificado Dulbecce (en lo suceslvo denominade como “D-
MEM”, Gibco BRL) suplementado con suero de ternero fetal

al 10% (en lo sucesivo abreviado como “FCS”, Moregate)

tn el entretanto, 10 ug/plato (total cinco platos)
se el ADN de plésmido de expresion de cadena pesada DR3
numanizado (pHAl5~-1) y 10 ug/plato del aDN de pléasmido de
expresion de cadena liviana DR5 humanizado preparado
mediante el metodo alcalino-SDS y la centrifugacion ae
gradiente de densidad de cloruro de ceslio se mezclan, VY

luego se precipitan con etanol, segulido mediante

suspension en 5 pl/plato de H:;0
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Después de 15 pl/plato de reactivo de transfecciédn
FUGENE6 se mezcla con 180 pl/plato de D-MEM sin FCS, esta
solucién FUGENE (185 pl/plato) se mezcla con 5 ul/plato

de una solucidn de ADN que contiene 10 ug/plato de el ADN
de plasmido de expresidn de cadena pesada DRSS humanizado
y 10 pg/plato del ADN del plismido de expresidén de cadena
liviana DRS5 humanizado Despues de 15 minutos de
incubacion a temperatura ambiente, la suspension de
plasmido obtenida (200 pl) se agrega a los platos COS-7
preparados previamente Después de incubar en CO; al 5% a
37° C durante 24 horas, el medio de cultivo se cambia con
D-MEM sin FCS Despues de incubacidén en CO. al 5% a 37° C
durante 72 horas, el supernadante del cultivo se recupera
para purificar los productos de expresidén en los fluidos
supernadantes Mediante el método como se describio
anteriormente, las células COS-7 se transfectan con cada

una ae las siguientes combinaciones de olasmido

{A) sin ADN de plasmico

(B) cotransfeccion de pHBl4-1 y pSR/M2-1

Se centrifuga entonces el cultivo (1 000 rp m , 15

minutos) y se recolecta el supernadante El1 supernadante
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se centrifuga de nuevo (9800 r pm , 15 minutos) y se
filtra con un filtro de 0,45 um (ADVANTEC TOYO DISMIC~
25Cs, Cat # 25C5045 AS) La purificacion del IgG
proveniente de los filtrados se 1logra utilizando
cromatografia de afinidad de Protein G-POROS (Apvlied

Birosystems) bajo las siguientes condiciones

HPLC BloCAD 700E (Applied Biosystems)

Columna cartucho sensor ProteinG-ID (tamafio
columna 2 1 mmID x 30 mm LD, volumen de lecho 0,1 ml,
Cat # 2-1002-00, Applied Biosystems)

Soluciédn de elusidn glicina-HCl 0,1 M (pH 2,5)

Solucién de neutralizacion Tris-hCl 1M (pH 8,5)

Deteccién 280 nm

Proporcion de flujo 1 ml/min

Tamano de fracecién 0,5 ml/0,5 min

Tubo de fraccién 1,5 ml de microtubo ae
polioropilleno

Temperatura 4° C

Después que todos 1los filtrados aplicados a 1la
columna, 30 ml de PBS (Sigma, Cat # 1000-3) se util:riza

para lavar la columna Cuando se aplica la Sclucidbn ce
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elusién, se 1inicia el recolector de fraccaién Cada

microtubo de fraccién previamente contenia 55 ul de NaCl

1 M, 110 pl de Solucidédn de neutralizacidén y 74 pl de 2
mg/ml de albimina de suero de bovino (Sigma, Cat # A~
7030) en PBS Las fracciones del numero 8 hasta el nimero
10 se recolectan y se dializan contra un litro de PBS {
pH 7,5) a 4° C durante un dia utilizando un 1lizador

Slide-A (Pierce, Cat #66450) La solucién de didlisis se

cambia dos veces

La veraficacidén de la expresion de los anticuerpos
humanizados y el ensayo cuantitativo ace los productos ace
expresién en los fluidos de cultivo supernadantes
prevarados se desarrcllan nediante ELISA con un

anticuerpo contra IgG antihumano

B cada pozo de un onlato de 98 pozos (MaxiSorp,
Nunc), se agregaron 100 pl de anticuerpo policlonal
especifico IgG Fc antihumano de cabra (<appel) disuelto a
la concentracion final de 0,5 ug/ml en solucion ae
adsorcién (hidrogencarbonate de sodio 0,05 M, azida de
sodio 0,02% Pb 9,6) y el platoc se incund a 37° C durante

dos horas para originar la adsorcion del anticuerpo
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Luego, el plato se lavo con 350 pl de PBS(-) que contlene
0,05% de Tween-20 (BioRad) ({en lo sucesivo denominado
como “PBS-T”}) cinco veces A los pozos después de
lavados, se agregd el cultivo suvernadante diluidoc con D-
MEM que contenia 10% de FCS y se incubd a 37° C durante
dos horas Después de lavar de nuevo con PBS-T, 100 ul de
anticuerpo monoclonal especifico IgG Fc antihumano de
cabra etiquetado alcalino fosfatasa {Jakson Inmuno
Research Lab ) diluide 10 000 veces con PBS-T se agregd a
cada vozo y se 1ncubd a 37° C durante dos horas Después
de lavar de nuevo con PBS-T, se agregd una solucion de
sustrato de p-nitrofenilfosfato obtenido del kit Alkalin
Phosohatase Substrate (Bio Rad) de acuerdo con el manual
de ainstruccidn suministrado con el Fit Después de
incupar a 37° C durante 0,5 a una nora, se midid la
observancia a 405 nm En Jlos presentes experimentos,
inmunoglobulina G de plasma de humano subclase 1 (IgGl)
(Biooure AG) diluido con D-MEM que contenia 10% de FCS a
clertas concentraciones se utilizo como mnmuestras ce
referencias ce concentracidén de 1los anticuerpos DRS
humanizados contenidos en los fluidos supernadantes del

culcivo
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Como resultado, los productos de expresién vy
purificados en el cultivo supernadante se detectaron

especificamente con anticuerpo IgG antihumano La

cantidad de anticuerpo IgG humano es 8,96 ug (800 pl)

Ejemplo 21 Actividad que 1nduce apoptosis de

anticuerpo humanizado

Las células Jurkat (ATCC No TIB-152}, se utilizaron
para examinar la actividad que inducia apoptosis del

anticuerpo TRA-8 humanizado purificado

Las célula Jurkat cultivadas en medio RPMI1640 con
108 FCS (Gibco BRL) a 37° C durante tres dias en la
presencia de CO; al 5% son suministradas en cada pozo de
un microplato de 96 pozos (Sumitomo Bakelite) a 50 pl vor
pozo El TRA-8 humanizado preparado en el ejemplo 20 se
ajustd para que tuviera la concentracién del producto
final de interés de 100 ng/ml con un medio RPMII1640 que
contiene 10% de FCS para estimar sus concentraciones en
los fluidos de acuerdo con el método descrite en el
ejemplo 20 Cada una de las solucicnes de los productos

de expresidn asi ajustada a 100 ng/ml se utilizd vara



preducir dilusicnes seriales al repetir la dilusiédn
serial dos veces con RPMI1640 que contiene 10% de FCS
Cada una de las soluciones de TRA-8 humanizadas eluidas
se agregd a cada pozo a 50 ul por pozo Después de
reaccionar a 37° C durante 12 horas, se agregaron 50 pul
de 25 UM de PMS (fenizina metosiulfato, Sigma Chemical
Co ) que contiene 1 mg/ml XTT sal interior de (2,3-bis([2-
metoxi~4~nitro-5-sulfenil)-2H-tetrazolio-5-
carboxlianirida, Sigma Chemical Co ) (concentraciones
finales de 250 ug/ml para XTT y 5 uM para PMS), después
de incubar durante tres horas, la absorbancia a 450 ml de
cada pozo se midio para calcular la viabilidad de las

célula al utilizar la capacidad de reduccidén de las

mitocondrias como el indice

La viabilidad de las células en cada pozo se calculd

de acuerdo con la siguiente férmula

Viabiliaad (%) = 100 x (2-b)/{c-b)

Zr donde “a” se mide como un pozo de ensayo, “p” es
la meoicion ae un pozo sin celulas, y “c” es la med.cién

de un pozo sin agregar anticuerpo
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Como resultado, el producto de expresidn preparado
en el ejemplo 20 (TRA-8 humanizado) se demostrd que
inducia la apoptosis en las células de la linea celular

del linfoma T que expresa el antigenc DR5 humano

Ejemplo 22 Reactividad de las TRA-8 con varias

moléculas DRS

Con el fin de determinar la reactividad de las TRA-8
a varias moléculas DR5 1la reactividad del TRA-B se

examind utilizando linfocitos activados come sigue

Pramero, muestras de sangre periferica se toman ae
un humano (3 ml), titi (2 ml), y mono cinomolgus (20 ml)
Las muestras de sangre tenian 1 ml de heparina
{(Novoheparin, Novo) agregada a ellas y las muestras son
entonces puestas en capas lentamente sobre un volumep
igual de solucion de Ficoll-Paque plus {(Amershma~
Pnarmacia Biotech ) gravedad especifica 1,077 para todos
con excepcidn del mono cinomolgus, que tuvo una gravedaa
especifica de 1,072) vy se centrifugo a 1700 rpm durante
30 minutos con el fin de obtener una fraccidén de las

celulas mononucleares de sangre periférica Esta fraccion
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de celulas mononucleares se lavo dos veces con solucién
salina balanceada Hanks y luego se suspendid en un medlo
RMPI1640 con FCS al 108 v/v a una densidad celular de 1 x
10° células/ml Se agregé fitohemaglutinina-p (PHA-P
Sigma Chemicals, Co )} a la suspensibn resultante a una
concentracién final de 5 ug/ml y la muestra se encubd a
37° C bajo CO; al 5% v/v durante 24 horas Despues de
este tiempo, las células se recubrieron medliante
centrifugacién, se lavaron y se resuspendieron en un
medio RPMI 1640 que contiene FCS al 10% de v/v Luego,
para activar las celulas recuperadas se agregod
interleucina-2 (Amershman Pharmacia Biotech ) a 1la
suspensi6n a una concentracidén final de 10 unidades/ml, v
esta se incubd a 37° C bajo CO; al 5% v/v durante 72

horas

En la cantidad de la preparacldn activada calculada

por contener 1 x 10° células de linfocitos activados se
ubico en el tubo de ensayo y se suspendidé en 50 pl ae
0,5, 1, 5, 10 pg/ml de TRA-8 en PBS o 50 pl ae PBS solo

La suspensién resultante se le permitid permanecer en

hielo durante una hora, después de lo cual las celulas se

lavaro tres veces con alicuotas de 500 pul de PBS y luego
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se suspendieron en 50 pl de 20 pg/ml de anticuerpo IgG
antihumano etiquetado FITC {BLoresource) en PBS

Utilizando las células suspendidas en 500 pul de PBS como
controles, las intensidades de fluorescencia se midieron,
utilizando un citémetro de flujo (FACSCalibur, Becton

Dickinson)

Las distribuciones de 1los nimeros de celulas
mediante intensidad de fluorescenclia se obtuvieron y las
proporciones de los nimeros de las células tefladas a
agquellas de las <células totales se calcularon
Adicionalmente, cada wvalor Kd se calcula utilizando lz
concantracidédn del TRA-8 y las proporciones de los numeros
de 1las células teflidas a aquellas de las celulas totales
Cada frecuencila de reactividad a liniocitos activados de
humano, ¢titi, y monocinomologus es c¢asl la misma De
acuerdo con esto, el TRA-8 es capaz de unir un amolio
rango de DRS de primate que 1ncluye un humano contra el

cual se prepara originalmente el TRA-8

Ejemplo 23 Estudio de dosis escalada de TRA-8 en

titis
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Un estudio de toxicidad preliminar de dosis escalada
de TRA-8 se desarrollé utilizando un titi macho y un titi
hembra Tres conjuntos de dosis 1intravenosas sencillas
las cuales se separaron por un periodo de retiro de siete
dias, se llevaron a cabo La dosis de TRA-8 se establecio
en 50 250, y 1250 pg/cuerpo 48 horas después de cada
tratamiento, se recolectd sangre de la vena femoral y se
preparé el plasma Se midieron las actividades de
aspartato de transferasa y alanina aminotransferasa del
plasma utilizando un analizador (FUJI DRI-CHEM Fuji Film
Medical Co , Ltd ) Toda la sangre se tomé sSin ninguna
anestesia Como resultado, no se notd evidencia que
indicara dafio hepadtico en el ensayo bioquimico del plasma

despues de cada tratamiento

Zjemplo 24 Estudios farmacoldgicos in vitro e in

vivo de TRA-8 contra celulas de cancer

4]

Con el fin de determinar si1 el TRA-8 tenia 1

fu

eficacla terapeutica en teraoia anticancer, se examind .
actividad de muerte in vitro de TRA-8 utilizando varias

lineas de celula de cancer
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Varias células de céncer (2 - 8 x 103 células/50 ul)
cultivadas en un medio RPMI 1640 (para Jurkat), medio
DMEM (para HCT-116), MEM-R (para WiDr}, o DMEM-Fl12 (para
COL2~Jck) obtenida de Gibco BRL con 10% de FCS (Gibco
BRL} a 37° C en la presencia de C02 al 5% se
suministraron en cada pozo de un microplato de 96 pozos
(Sumitomo Bakelite) E1l TRA-8 se ajustd para tener una
concentracidn del producto final de interés de 100 ng/ml
con un medio que contenia FCS al 10% La solucidn TRA-8B
(100 ng/ml) se utilizo para producir dilusiones seriales
a repetir dilusion serial dos veces con un medlio que
contenia FCS al 10% Cada una de las soluciones de TRA-B
diluidas se agregé a cada pozo a 50 pl vor pozo ¥y se
incubé a 37° C Despues de reaccionar a 97° C durante 72
horas, se agregaron 50 pl de PMS 25 ulf (metanosulfato de
fenacina, Sigma Chemical Co ) que contenia 1 ng/ml de XTT
(concentraciones finales de 250 pg/ml parz XTT y 50 uM
para PMS) Después de incubar durante tres horas, la
absorpancia de 450 nm de cadz vozo se midio para calcular
la wviapilidad celular al utilizar la capacidaa ae

reduccidén de las mitocondrias como el indice
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La viabilidad de las celulas en cada pozo se calculd

de acuerdo con la sigulente fé6rmula
Viabilidad (%) = 100 x (a-b)/(c-b)

En donde “a” es la medicidn como un pozo de ensayo,
“b” es la medicion de un pozo sin células, y “c” es la

medicion de un pPozo Sin agregar anticuerpo

Los resultados se muestran en la tabla 3, siguiente

Tabla 3
Células ED50
(Lg/ml)
Jurkat 0,001 - 0,01
HCT-116 0,004 - 0,02
WiDr 0,007 - 0,03
COL2-Jdck 2,28

Varias lineas de celula de cancer scn fuertementa

inducidas a apootosis mediante el TRA-8 bajo condiciones

in vitrao

adicicnalmente, se determind el efecto antitumoral

in vivo de TRA-3 en ratones desnudos, transplantados con
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celulas WiDr, en razéon a que TRA-8 no es reactivo en

cruce con el DRSS de muring

Se administrd anticuerpo DR5 anti-humano TRA-8 a
ratones desnudos que llevanan xenoinjertos humanos dque
expresaban la molécula DR5 humana Los ratones utilizados
eran ratones desnudos/desnudos BALb/c de sels semanas
(hembra, de Clea Japan Inc ), que se transplantaron con
lineas celulares de céancer de colon de humano WiDr (S
mm?) Un dia despues del transplante del tumor, estos
ratones transplantados son tratados diariamente con la
inyeccién aintraarticular de TRA-8 (5 pg/cuerpo} a 14
veces El crecimiento del tumor WiDr se determinéd
diariamente mediante el tamafio de la masa del tumor Los

resultados se muestran en la tabla 4, siguiente

Tabla 4
8 dias |1l dias |15 cias | 19 dias |22 dias | 25 dias
Control (BS) 196 259 469 584 833 1193
SD +55 +77 1149 230 274 419
TRLA-8 158 97 155 195 365 530
SD 78 *+30 +60 =58 91 Tl35
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En este modelo, mientras que todos los animales
tratados exhibieron un crecimiento de tumor visible, el
crecimiento del tumor en animales tratados con TRA-8 se
1inhib1dé como se demostré mediante el tamafio del tumor
Este resultado indicdé que el TRA-8 es efectivo en la

eliminacién de células tumorales in vivo

Ejemplo 25 Estudio de combinaciédn de TRA-8

La linea celular de cancer de prostata de humano PC-~
3 se obtuvo de American Tissue Culture Collection (ATCC)
v se mantuvo en una nmezcla de nutrientes F-121K (21127-
022, Gibco BRL)} que contenia 10% de suero bovino fetal
(FBS, Hyclone), 1% de L-glutamina-200 w»M (25030-149,
Gibco BRL) y solucién de penicilina Streptomicina 0,3%
(P-7539, Saigma) El medio RPMI1640 (MSD~008, IWAKI)
suplementado con FBS al 10 % y solucién de penicilina
estreptomisina 0, 5% se utilizéd an el sigulente
experimento Celulas PC-3 con crecimiento exvcnencial se
recolectaron mediante tripsinizacidn vy se lavaron dos
vaces c¢on medio fresco Las celulas son entonces
contadas, resusvendidas en un medio fresco, a una
densidad de 5 * 10" celulas/ml vy distribuidas en

triplicado en platos de 96 pozos de fondo plano (3598,
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Corning-Coster) en un volumen total de 100 pl/pozo un dia
antes de 1niciar el experimento Una droga anticéncer
representativa, Paclitaxel (169-18611, Wako) disuelta en
dimetilsulféxido (10 mg/ml} se diluyo en un medio fresco
y luego se agregd a platos de 96 pozos que contenian
células a 50 pl/pozo Las concentraciones finales del
dimetilsulféxide son menores de 0,1% Después de la
incubacién durante 24 hr a 37° C en una atmosfera de CO;
al 5%, el TRA-B diluido en medio fresco se agregd a los
pozos Después de la incubacién por 24 horas adicionales
se agrearon 50 pl de Minimum Essential Medium (11095-098,
Gibco BRL) que contenia 1 mg/ml de XTT y 25 mM de PMS a
los pozos y los platos son incubados durante 16 h el
0OD450 es entonces medido mediante SPECTRA MAX 250
(Molecular Devices) y la viabilidad celular se calculd

como sigue

Viabilidad celular (%) = (0D450 para el pozo que
contenia células tratadas con Taxol y/o TRA-8 (agente
(s))-0D450 para el pozo que noc contenia ni1i células ni
agentes) x 100 / (0OD450 para el pozo que contenia células
s1n agente - O0D450 para el pozo gue no contenia ni

células n1 agentes)
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El resultado del ensayo anterior para TRA-8
combinado <¢on una droga anticancer representativa,
Pacitaxel es el que sigque El Paclitaxel redujo la
viabllidad de las células PC-3 pero mas del 40% de las
sefiales 1ndicé que las células de cancer viables aun
permanecian a concentraciones de hasta 200 nm
Notablemente, la adicién de 0,1 ng/ml donde TRA-8
disminuyé grandemente la viabilidad de las células de
cancer, hasta el 10%, ain que no se ve reduccidn en la
viablilidad de las células después de una aplicacidn
siample de TRAR-8 a esta concentracién Este resultado
claramente 1ndica dque el TRA-8 exhibic actaividad
anticancer sinérgicamente cuando se combind con otras

drogas anticéncer

Ejemplo 26 Andlisis de otros tipos de anticuerpos

humanizados de TRA-8

(1) Designar anticuerpos humanizados

La construccién de una versién humanizaca del TRA-8

se aesarrollé mediante el metodo generalmente conocido de

injerto CDR Se utilizo anticuerpo mAB58'CL como un
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aceptador como se describio en el ejemplo de referencia 2
en las reglones CDR del anticuerpo TRA-8 se 1njertaron
sobre el aceptador En 1la regién marco, algunos
aminodcidos se i1njertan sobre el aceptador del TRA-8 o de
las secuencias de consenso humano mediante los criterios
dados por Queen et al (Proc Natl Acad Sci1 USA 86,
10029-10033, (1989)) y las secuencias TRA-8 humanizadas

se construyen como se describié a continuacion

(2) Construcciédn del plasmido que lleva ADN de la
regidn varlaﬁle de cadena pesada de otros tipos

de TRA-8 humanizado o de raton

Como se muestra en la SEC ID No 56 de la lista de
secuencias, la humanizacién tipo Hl de las secuencias de
aminoacidos de la cadena pesada ael anticuerpe DR5S
antihumano de ratén PR-8 ocasionaron reemplazo del tercer
aminocicido {metionina), el 13*® aminoaciao (licina), el
19* ° aminodcido (glicina), el 40*™ aminodc.do (treonina),

4**° aminodcido

el 42"™° aminoacido (acido glutémico), el 4
(arginina), el 84°™ aminodcido (serina), el 88*7
aminoacido (serina), el 93*° aminoacido (metionina), el

1143 aminocacido (trionina}, el 115*™ aminoacido

(leucina), con, glutamina, glutamina, arginina, alanina,
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glicina, glicina, asparagina, alanina, valina, leucina, ¥y

valina, respectivamente

Como se muestra en la SEC ID No 69 de la lista de
secuencia, humanizacion del H3 de las secuencias de
aminocacido de la cadena pesada del anticuerpo DR5
antihumano de ratén TRA-8 ocasioné reemplazo del 13*7
aminoidcido (licina), el 19°" aminodcido (glicina), el
40°*® aminoacido (treonina), el 42° aminocacido (acido
glutdmico), el 44"° aminoAcido (arginina), el 88*°
aminoaclido (serina), el 93°”° aminoacido (metionina), el
114* - aminodcido (trionina), el 115" aminoaclao
(levcina), con, glutamina, arginina, alanina, glicina,
glicina, alanina, valina, leucina, Y valina,

respectivamente

Como se muestra en la SEC ID No 60 de la lista de
secuenciras, la humanizacién tipo H4 de las secuencias ae
aminoacido de la cadena pesada ael anticuerpo DR5
antinumano de ratémn TRA-8 ocasiono reemplazo del 13**°
amiroacido (licina), el 19*° aminoacido (glicina), el
88° * aminodcido (serina), el 93" amingacido (metionina),

el 114*" aminoadcido (trionina), el 115" aminoacido
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{leucina), con, glutamina, arginina, alanina, valina,

leucina, y valina, respectivamente

Como se mostré en el SEC ID No 61 de la lista de
secuencias, el plasmido que lleva el ADN de regibn
variable de cadena pesada del TRA-8 quimerico se designd
como “tipo M” Ademas, el TRA-B8 humanizado descrito en el

ejemplo 17 y 18 se designo como “tipo H2"

Los plasmidos que llevan ADN que codifica la regién
variable de cadena pesada del TRA-B humanizade o

guimdrlico se construye como sigue

Se utiliza PCR para construir las siguientes
secuenclias de 3DN, cada una de las cuales comprendidas

descritas anteriormente

Los siguientes 24 cligonuclectidos se sintetizaron



5'- ttggataagc tiggctigac ctcaccatgg gatggagclg fatcatcclc ttcttggtag
caacagctac aggtgiccac -3’ (A, SEQ ID No 32),

5 - tctgaagtaa tgclggtgga giclgggaaR pEctimgtac ageolggage gicoctgaga
ctetcetgtg cageetetgg -3° (B, SEQ ID No 33),

5 - tetgaagtac ageipgtgpa giclggeppa gecttagtac agectggagp giecctgaga
ctetectgrg cageetetgg -3° (B2, SEQ ID No 57),

3 - tctgangtaa tgctggigga SictgggRpa gctmgtan agectggagg gteccigaaa
ctctectgtg cagectetgg -3 (B3, SEQ [D No 66),

5 - attcactitc agtagtiatg taatgictip ggficggeag gcaccaggea agggreigga
gtgggttgea accattagta -3° (C, SEQ ID No 34),

5 - attcactitc agtagtiaty tastgictig SEUCggeag aciccagaga agaggctgga
gteggtigea accattagta -3’ (C2, SEQ ID No 64)

5'- gtggiggtag ttacaccac tatccagaca gigtgaapgg ccgaticace atctccageg
acaatgccaa gaacaccetg -3 (D, SEQ ID No 35)
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>'- talclgcnaa Igaacagict gagagcagag gacacgectg titanactg tgcaagaagg
ggtpacteta lgattacgac -3 (E SEQ ID No 36),

5'- tatctgcasa tgageagict gagageagag gacacggcelg (tianactg tgeaagangg
gatgactcta tgattacgac -3' (E2, SEQ [D Mo 62),

5 - tatctgeaaa tgageagict gagalctgas pacacggela tgtatactg tgcaagaagy
ggtgactcts tgattacgac -3 (E3, SEQ ID No 67),

5 - ggactactgg ggccaaggpa ceciggteac agictectca goctecacc asgggcccat
cggte -3' (F, SEQ ID No 37),

5' ggactactgp pgccaaggpa ccactetcac agietectca geetccace aagggeccat
cggtc -3' (F2, SEQ ID No 68),

5 - ctaccaagas gaggatgata cagciccatc cocatggigag glcaagecaa gottatceaa
-3’ (G, SEQ ID No 38),

5'- tcicaggpac coiccaggcet glactaagee tccoeccagac tocaccagea ttacticaga
gtggacacct gtagetgitg -3' (H, SEQ ID No 39),

5 - wteagggac cctecagget gtactasgec toccecagac tccaccagel gtacitcaga
gtggacacct glagetgtig ~3' (H2, SEQ 1D No 58),

5'- ticagggac cotccagget tiactaagec tcccccagac focaccagea ttacttcaga
gtggacacct gtagetgttg -3’ (H3, SEQ ID No 69),

5 - tecagaccet tecetggtge ctgecgaace caagacatta cataactact gasagtgaat
ccagaggcetg cacageagag -3’ (I, SEQ ID Mo 40),

5'. tccageefct tcictggagt ctgoccgaacc caapacatta calaactact gaaagraaat
ccagaggctg cacaggagag -3’ (12, SEQ ID No 63),

5'- ctctggagat pgigaatcgg cccticacac 1gictgeata gagglgiaa ctaccaccac
tactaatggt tgcaacceac -3' (J, SEQ ID No 41),

5°- ccticttgea cegtaataaa cagecgigic cictgefctc agacigtica tttgoagata
cagggtgtic tiggeattgt -3' (K, SEQ ID No 42),

5 - cotictigea cagtaataaa cagceglgic cictgetcic agacighnca tttgcagata
cagggtgtic tiggcattgt -3° (K2, SEQID No 63),

5'- cettettgea cagtuataca tagccglgic cicagatctc agactgcica tftgcagata
cagggtgtic ttggcattgt -3’ (K3, SEQ ID No 70)
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5'- gaccgatggg coCliggteg agecigagga gactgigace agggleecit ggeeccagla
gicegicgta atcatagagtcace 3 {L SEQID ivo 43) ¥

5 - gaccgatggg cccttggteg aggetgagga gactgigaga glgptocctt ggecccagta
gtccgicgta atcatagagt cacc -3 (L2 SEQID No 71)

Los siguientes dos 1niciradeores se sintetizaron como

se describid anteriormente

5'- ttggataage tiggcttgac -3 (Pl, SEQ ID No 44), ¥
5 - gaccgatggg ccctiggigg a -3' (P2, SEQ ID No 43)

La sintesis del ADN tipc Hl que codifica la cadena
de polipéptidos que comprende una Ssecuencia de sefal de
secrecidn, una regidbn varieble de cadena vesada TRA-8
humanizada ¥y 1los residuos de 8 aminodcido en el n
terminal de la regibn IgG-CH1l se desarrolld utilizando

una combinaciédn de PCR resvectivamente

El fragmento de ADN tipo Hl se prevarc como sigue

Composicion de solucion de reaccidn PCR

Oligonuclebtido A, 10 pmol,

Oligonucledtide B2, 10 pmol,

Oligonucleétido C, 10 pmol,



Oligonucleotido D, 10 pmol,
Oligonucledtido E, 10 pmol,
Oligonucledtido F, 10 pmol,
Oligonucledtido G, 10 pmol,
Oligonucleétido H2, 10 pmol,
Oligonucleétido I, 10 pmol.
Oligonucledtido J, 10 pmol,
Oligonucledtido K, 10 pmol,
Oligonucleotido L, 10 pmol,
Iniciador Oligonucleotido Pl, 2 uM
Iniciador Oligonucledtido P2, 2 uM
10 X solucion Pyrobest II, 10 ul,
Mezcla dANTP, 8 ul,

Polimerasa ADN parobest, 0,5 ul, y

Agua redestilada a un volumen final de 50 pul

La reaccion PCR es conduclda como sigue La solucion
se caliente primero a 94° C durante 5 ninutos, después de
lo cual se repitid un ciclo de calentamiento siete veces
a 98° C durante 10 segundos, 55° C durante 30 segundos y
72® C durante 1 minuto Después a2 completar este

procedimiento, la solucibn de reaccidén es calentada a 72°

C durante 15 minutos
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Después de extraccidn de fenol y precipitacibédn de
etanol, el precipitado ADN resultante es secado en vacio,
disuelto en un minimo de agua redestilada, y separado por
electroforesis de gel de agarcsa al 3% Luego de la
electroforesis, el gel es marcado con una solucibén acuosa
de 1 pg/ml de bromuro de etidio para permitir la
deteccion del ADN bajo luz ultravioleta Las bandas de
BADN correspondientes al tipo H1-ADN se cortan usando ura
cucrilla de afeitar y eluyendo a partir del gel usando el
kit Geneclean Spin (BIO 101, CA, USA) Después de la
extraccién con fenol, el ADN eluido es entonces
concentrado por centrifugacién a 7500 x g, seguido por la

precipitacidn con etancl, y finalmente disuelto con 5 ul

de agua destilada

La sintesis de ADN tipo H3 que codifica una cadera
de ©ovolipeptido comprende una secuencia de seflal ae
secrecion, una reqidn variable de la cadena pesada TR»-8
humanizada y los residuos de aminodcido 8 en el terminzl
N de la regién IgG-Chl se lleva a cabo usando una

combinacidn de PCR respectivamente
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El fragmento de ADN tipo H3 es preparado como sigue

Composicién de la soluciédn de reaccién PCR

Oligonucledbtido
Oligonucledtido
Oligonucledtido
Oligonucledtaido
Oligonucleétido
Oligonucledtido
Oligonucledtido
Oligonucledtido
Oligonucledbdtido
Oligonucleétido
Oligonucleotido

Oligonucleédtido
Oligonucleédtido

Oligonucledtado

A, 10 pmol,
B, 10 pmol,
C, 10 pmol,
D, 10 pmol,
E2, 10 pmol.,
F, 10 pmol,
G, 10 pmol,
H, 10 omol,
I, 10 pmol,
J, 10 pmol,
K2, 10 pmol,
L, 10 pmol,

Iniciador P1, 2 puM

Iniciador P2, 2 uM

10 X solucién Pyrobest II, 10 pl,

Mezcla dNTP, 8 ul,

Polimerasa ADN pirobest, 0,5 pl, v

Agua redestilada a un volumen final de 10 pul



La reacciétn PCR es conducida como sigque La solucidn
se caliente primero a 94° C durante 5 minutos, después de
lo cual un ciclo de calentamiento a 98° durante 10
segundos, 55° C durante 30 segundos, v 72° C durante 1
minuto, se repite siete veces Después de completar este
procedimiento, la solucidén de reaccidédn es calentada a 72°

C durante 15 minutos

Despues de extraccion de fenol y precapitacibdn de
etanol, el precipitado ADN resultante es secado en vacio,
disuelto en un minimo de agua redestilada, y separado por
electroforesis de gel de agarosa al 3% Luego de 1la
electroforesis, el gel es marcado con una solucion acuosz
ae 1 ug/ml de bromuro de etidio vara permitir la
detecciédn del ADN bajo luz ultravicleta Las bandas ae
ADN correspondientes a ADN tipo H3 se cortan usando una
cuchilla de afeitar y eluyendo a partir del gel usando el
kit Geneclean Spin Despues de la extraccidén con fenol,
el ADN eluido es entonces concentrado vor centrifugacién

a2 7500 x g, seguado por la precipitaciébn con etanol, v

finalmente disuelte con S pl de agua destilada
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La sintesis de ADN tipo H4 que codifica una cadena
de polipéptido comprende una secuencia de seilal de
secrec16n, una region variable de la cadena pesada TRA-8
humanizada y los residuos de aminoacido 8 en el terminal
N de la regqion IgG-CH1 se lleva a cabo usando una

combinacidén de PCR respectivamente

El fragmento de ADN tipo H4 es prevarado como sigue

Composicidn de la soluciédn de reaccidédn PCR

Oligonucledtido A, 10 pmol,
Oligonucleotido B, 10 pmol,
Oligonuclebdbtido C2, 10 pmol,
Oligonucleotido D, 10 pmol,
Oligonucleotido E2, 10 bmol,
Oligonucleotaido F, 10 pmol,
Oligonucledtido G, 10 pmol,
Oligonucledtido H, 10 pmol,
Oligonucleotido 12, 10 pmoil,
Oligonucleotido J, 10 pmol,
Oligonucledtido K, 10 owol,
Oligonucleétido G2, 10 pmol,

Oligonuclebdtido I, 10 pmol,
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Oligonucledtido imprimador P1l, 2 uM
Oligonucleétido imprimador P2, 2 uM
10 X carga Pyrobest II, 10 pl,
Mezcla dANTP, 8 ul,

Polimerasa ADN pirobest, 0,5 ul, vy

Agua redestilada a un volumen final de 50 pl

La reaccion PCR es conducida como sigue La solucidn
se calienta primero a 94° C durante 5 minutos, después de
lo cual un ciclo de calentamiento a 98° durante 10
segundos, 55° C durante 30 segundos y 72° C durante 1
minuto, se repite siete veces Despues de completar este
procedimiento, la solucidn de reaccion es calentada a 72°

C aurante 15 minutos

Después de extraccion de fenol y precipitacion de
etarol, el precipitado ADN resultante es secado en vaclo,
disuelto er un minimo de agua redestilada, y separado por
electroforesis de gel de agarosa al 3% Luego de la
electroforesis, el gel es marcado con una solucion acuosa
de 1 ug/ml de bromuro de etidio wvara permitir la

deteccion del ADN bajo luz ultravioleta Las bandas de

ADN corresvondientes al tipo H4-ADN se cortan usando una
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cuchilla de afeitar y eluyendo a partir del gel usando el
kit Geneclean Spin Despues de la extraccidn con fenol,
el ADN eluirdo es entonces concentrado por centrifugaciédn

a 7500 x g, seguido por la precipitacidn con etanol, y

finalmente disuelto con 5 ul de agua destilada

La sintesis de ADN tipo M que codifica una cadena de
polipéptido comprende una secuencla de seilal de
secreclidén, una regidén variable de la cadena pesada TRA-8
gquimérica y los residuos de aminodcido 8 en el terminal N
de la regidbn IgG-CH1 se lleva a c¢abo wusando una

combinacibédn de PCR respectivamente

El fragmento de ADN tipo M es vreparado como sigue

Composicién de la solucion de reaccidn PCR

Oligonucledtido A, 10 pmol,
Oligonucledtido B3, 10 omol,
Oligonuclebdtido C2, 10 pmol,
Oligonucleétido D, 10 pmol,
Oligonucleotido =3, 10 pmol,

Oligonucledtido F2, 10 pmol,
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Oligonucledtido G, 10 pmol,
Oligonucleotido H3, 10 pmol,
Oligonucleétido I2, 10 pmol,
Oligonucledtido J, 10 pmol,
Oligonucleétido K3, 10 pmol,
Oligonucledtido L2, 10 pmol,
Oligonucledtido Iniciador P1, 2 uM
Oligonucleédtido Iniciador P2, 2 uM
10 X carga Pyrobest II, 10 pul,
Mezcla dNTP, B ul,

Polimerasa ADN pirobest, 0,5 ul, v

Agua redestilada a un volumen final de 50 ul

La reaccidn PCR es conaucida como sigue La solucidn
se caliente primero a 94° C durante 5 minutos, después de
lo cual un ciclo de calentamiento a 98° durante 10
segundos, 55° C durante 30 segqundos, y 72° C durante 1
miruto, se revite siete veces Después de completar este
procedimiento, la solucién de reaccidn es calentada a 72°

C durante 15 minutos

Después de extraccidn de fenol y precipitacion de

etanol, el precipitado ADN resultante es secado en vacio,



disuelto en un minimo de agua redestilada, y separado por
electroforesis de gel de agarosa al 3% Luego de la
electroforesis, el gel es marcado con una solucidén acucsa
de 1 pg/ml de bromuro de etidio para permitir la
deteccié4n del ADN bajo luz ultravioleta Las bandas de
ADN correspondientes al tipo M se cortan usando una
cuchilla de afeitar y eluyendo a partir del gel usando el
kit Geneclean Spin Despues de la extraccidédn con fenol,
el ADN eluido es entonces concentrado por centrifugaciédn

a 7500 x g, seguido por la precipitacidn con etanol, y

finalmente disuelto con 5 pl de agua destilada

El resultado, cada ADN extraido tipo (Hl, tipo H3,
tipo H4 y tivo M} es clonado usando un vector pGEM-T

facil (Promega) somo sigue

El fragmento de ADN recuperado ce la resccidn PCR

(Hl, H3' H4 O M)l 5 ull

10 X carga de polimerasa Taq, 1 pi,
Mezcla dNTP, 1 pul,
Polimeraza Taq (5 unidades/ml), 1 ul, v

Agua redestilada hasta un volumen finzl de 10 ul
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Después de lo anterier cada solucion se hace
reacclonar a 70° C durante 30 minutos, cada solucion de
ADN y del vector Easy pGEM-T se ligan usando un kit de
ligacién de ADN versidén 2 0 (Takara Shuzo Co , Ltd ),

usando el protocolo del fabricante

Luego de cuatro horas de incubacién a 15° C, 2 pl de

la solucidn de reaccldn incubada se mezcla con 100 pl de
la sepa E coli competente JM109 a una densidad de
celulas de 1 a 2 x 10° celulas/ml (Takara Shuzo Co ,
Ltd }), y la mezcla se mantiene sobre hielo durante
treinta minutos, luego a 42° C durante 30 segundos ¥y
nuevamente sobre hielo durante un minuto Entonces, 500
pl de un medio SOC (23 v/v de triptona, 0,5% p/v aa
extracto de levadura, 0,05% p/v de cloruro de sodio, 2,5
mm p/v de cloruro de potasio, 1 mm de cloruro ae
magnesio, y 20 mm de glucosa) se agrega a la mezcla, 1la
cual es incubada por una hora adicional, cor agitacién
Las sevas transformantes son entonces aisladas, y el ADN
del plismido es preparado a partir de las sepas como se
describld en “Molecular Cloning A Laboratory Manual” La

secuencia de nucledétido de este ADN que codifica la
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cadena pesada del TRA-8 humanizadoo de ratén es
confirmadoc por le método de dideoxl, respectivamente
(Sanger, F S Eta al , (1977), Proc Natl Acad Sci

USA, 74 5463 5467 usando el analizador de ADN 3700 ABI

PRISM, Perkin Elmer Applied Biosystems, Japén)

El plasmido resultante es designado como pHAlS (el
plasmido que lleva el cADN que codifica la cadena pesada
tipo H1 del TRA-8 humanizado), el pHC1l0 (el plasmiao gque
lleva el cADN que codifica en la cadena pesada tipo H3
del TRA-8 humanizado), el pHD21 (el plasmido que lleva el
cADN que codifica la cadena pesada tipo H4 del TRA-8
huranizado), y el pMll (el plasmido que lleva el cADN que
codifica la cadena pesada del TRA-8 quimerico) Las sepas
de E coli transformantes que lievan estos plasmidos,
designadas como JM109/pHAlS, E coli, JM109/pHC10, E
coli, JM109/pHD21, E «coli y JM109/pM1l E coli fueron
devositadas Junto con el deposiuto de organismos de
vazentes internacional, el Nationa: Institute of Advanced
and Industrial Science and Technolegy, 1-1, Higashi 1
cnome Tsukuba-shi, Ibaraki-ken, 305-5466, Japon en abral
20, 2001, de acuerdo con el trataao de Budapest para el

depbésito de microorganismos, Yy Zue acordado darle el



ntmero FERM BP-7555, FERM BP-7557, FERM BP-7558, y FERM

BP-~7559, respectivamente

(3) Construccion de plédsmidos de expresidn que
llevan el ADN de la reqién variable de la cadena

pesada de diversos tipos de TRA-8 humanlzado o de

ratén

El vector de expresidén recombinante para células
animales son construidos por la insercidén del ADN que
codifica el tipo Hl de la cadena pesada, tipo H3, y tipo
H4 humanizado o tipo M quimérico del TRA-8 (clonado como

se menclond anteriormente,) como sigue

Un ug ael ADN pSRYHH3 del plasmido clonado
{solicitud de vatente europea EP 0-909-816-Al) peortaba la
cadena pesada de la regidn variable del anticuerpo
monoclonal anti-Fas HFE7A humanizaao y la region
constante IgGl humana del ADN gendémico, un vector de
expresion para c¢élulas de mamifero, es aigerido con
enzimas de restriccién HindIII y Apal, y separada por

electroforesis de gel de agarosa al 3% Luego de la

electroforesis, el gel es marcado con 1 pg/m)l de una
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solucién acuosa de bromuro de etidio para permitir la
deteccién de ADN bajo luz UV Las bandas del vector de
ADN que contienen la regién genémica de ADN constante
IgGl humana sin la reqidn variable de la cadena pesada
del HFE7A humanizada son cortadas usando cuchillas de
afeitar y eluidas con gel usando el kit Geneclean Spin
Después de la extraccidén por fenol, el ADN eluido es
entonces concentrado por centrifugacion a 7500 x g,
sequlido por precipitaciébn con etancl, y finalmente
disuelto en 5 pl de aqua destilada y luego desfosforilada
usando CIP El plésmido desfosforilado vy digerado
resultante (100 ng) es ligado con 1 pug del fragmento de
ADN del pHAlS5, pHC10, pHD2i, o pMll que contienen el ADN
que codifica la regidén variable de la cadena pesada del
TRA-8 humanizado o0 dquimérico, que también habia sido
digerido con FindIII y Apal, usando la versidén 2 0 del
kit de ligacidén de ADN (Takara Shuzo Co , Ltd )} La
mezcla de ligacidn es entonces vsada para transformar el

JM109 de E coli, el cual es plateado sobre placas de

agar que contienen 50 pug/ml de ampicilina

Los transformantes obtenidos por este método son

cultivados en 2 ml de medio LB liquido que contiene 5
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pg/ml de ampicilina a 37° C durante la noche, y el ADN
del plasmido es subsecuentemente extraido del cultivo

resultante por el método alcalino-SDS

El plésmido de ADN extraido es digerido con HindIII
y Apal, y sometido electroforesis de gel de agarosa al 3%
p/v para confirmar la presencia ¢ ausencla del inserto de
ADN que codifica la regidn variable de la cadena pesada
del TRA-8 humanizado o quimérico La insercidén vy
orientacién del fragmento de ADN deseado en el vector
queda confirmado por el secuenciamiento de ADN usando un
analizador de secuencia de genes (ABI Prasm 3700 DNA
Analizer, Applied Biosystems) Los plasmidos de expresidn
resultantes que llevan el cADN gque codifica la cadena
pesada del TRA-8 humanizado o quimérico fueron designados

pHAl5-1, pHC10-3, pHD21-1 y pM-11-1, respectivamente

(4) Construccidn de vectores para 1las cadenas
livianas humanizadas
(4 1) Construccién de un vector de expresion para la

cadena liviana del anticuerpo humanizado (tipo LM1)
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Como se muestra en la SEC ID No 72 de la lista de
secuenclas, otra humanizacidn (tipo LM1) de las
secuencias de aminoacido de la cadena liviana del
anticuerpo DR5 antiumano TRA-8 del ratdén conlleva el
reemplazo del tercer aminoacido {valina), el 87°
aminodcido (hastidina), el 9™ aminodcido (licina), el
10™ aminoacido (fenilalanina), 11 aminoacido
(metionina), 13 aminoacido {treonina), el 20*°
aminodcido (cerina), el 42* aminodcido (glutamina), el
43*° aminoadcido (cerina), el 60" aminodcido (&cido
aspartico), el 63* aminoadcido (treonira), el 77%°
aminodcido (asparagina), el 78*™ aminocacido (valina)}, es
80" aminoédcido (cerina), el 83" aminodcido (leucina),
el 85" amino&cido (&clao aspartico), el 87*° amincacido
(feni1lalanina), y el 99*° aminodcido (glicina), el 103*
aminodcido (leucina), y el 108 amino&cido (alanina),
proveniente del N-terminal de la secuenclia de aminoacico
de la cadena liviana de TRA-8 son reemplazados con
glutamina, prolina, serina, serina, leucina, alanina,
treonina, 1lisina, alanina, serina, Seriha, Sering,
leucina, prolina, fenilalanina, treonina, tirosinaz,
glutamina, valina y treonina, respectivamente La

secuencla resultante se designa LMl
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Los plasmidos de expresién que llevan este tipo de
secuencias de aminocacido de cadena liviana humanizada del
anticuerpo DR5 antihumano del TRA-8 (tipo LM1l, SEC ID No

72 de la lista de secuenclas) se construyen como sigue

1) sintesis de cebadores para la preparaciédn de las
regiones varlable y constante de la cadena

liviana del TRA-8 humanizado (tipo LM1)

La <c¢odificacién del ADN para la cadena de
poliveptido IM1l (SEC ID No 72 de la lista de
secuencias), cada una de las cuales es una fusion ae la
region variable del anticuerpo anti-DR5 humanizado del
TRA-8 de cadena laiviana (tipo LMl) y la reqidn constante
de la cadena liviana Ig humana {cadena K), son

respectivamente sintetizados usando combinacicnes de PCR

Adicionalmente a 7ALlP (SEC ID No 47), 7ALCN (SEC
ID No 48), HLCDFll (SEC ID No 50), HKCDR1l2 (SEC ID No
51}, HAKCDF22 (SEC ID No 52), HKCDR22 (SEC ID No 53), v

HKCZ12 (SEC ID No 54)

Los siguientes cebadores de oligonuclebétido son

sintetizados por PCR
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5 - gtcccpcaca gatgeagaca aagaactigg agattgggic atctgaatgt caccagtggs -3

(HKSPR12, (SEC ID No 77)

2) Construccién del plasmido pCR3 1/IM1-2 {clonacién

de la cadena liviana del TRA~-8 humanizado tipo

LM1)

El fragmento LM1-ADN que codifica la secuencia de
aminoadcido como se dfinié en la SEC ID No 72 del mismo
se preparé llevando a cabo 2 etapas PCR 1insertadas dentro

de un vector pliasmido y clonando en el E colx

a) primera etapa de PCR

E)l fragmento de ADN del IM1-Fl que codifica para una
secuencia de seflal de secreciébn y una porcibébn de la
regidé4n FRL; con una enzima de restriccadén HindIII en un
siti1o de escisid6n agregado al extremo 5’ es preparado
bajo las sigqguientes condiciones En los plésmidos de
plantilla, pHSGHM17 y pSRPDHH, son obtenidos siguiendo la

descripcién en una solicitud de patente europea EP 0 909

816 Al

£7)
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Composicion de la solucibédn de reaccion

ADN del Plasmido pHSGHM17, 25 ng

Inicrador oligonucledbtido 7AL1P, 50 pmol

Iniciador oligonucleotido HKSPR12, 50 pmol

Céctel dANTPs, 5 ul

Solucion 10xPCR, 5 ul

Polirerasa de ADN ampliTaq (Perkin Elmer), 2,5

unidades

La solucién de reaccidén que tiene 1la anterior
conposicién es ajustada a un volumen final de 50 pl

agregando agua redestilada y usada en PCR

Condiciones termicas del PCR calentamiento 94° C
durarte dos minutos, despues de lo cual se repite un
ciclo térmico de 94° C durante un minuto, 55° C durante
un minuto y 72° C durante dos minutos, repetido 30 veces,

seguido por calentamiento a 72° C durante 10 minutos
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El fragmento de IM1-F2-ADN que codifica para una
porcién del FRL;, CDRL;, FRL:, y CDRL; se prepara bajo las

siguientes condiclones

Composiciédn de la solucidn de reaccidn

ADN pL28 de plasmido, 25 ng
Iniclador de oligonucledtido HKCDFll, 50 pmol
Iniciador de oligonucleétido HKCDR12, 50 pmol

Cbctel dNTPs, 5 ul

Solucion 10 X PCR, 5 ul

Polimerasa de ADN ampliTaq 2,5 unidades

La solucidén de reaccidn que tiene la composicidn
anterior se ajusta al volumen final de 50 ul al agregar

agua redestilada y utilizarla en PCR

Condiciones termicas PCR calentamiento a 94° C
durante dos minutos, despuds de lo cual se repite un
ciclo térmico 30 veces de 94° C durante un minuto, 55° C
durante un minuto y 72° C durante dos minutos, seguido

por el calentamiento a 72° C durante 10 minutos
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El fragmento de LM2-FR-ADN que codifica para el
CDORL., y FRL3;, y una porcidén del CDRL; se preparan bajo

las siguientes condiciones

Composicién de la solucion de reaccion

ADN pSRPDHH de plasmido 25 ng
Iniciador de oligonucledtido HKCDF22, 50 pmol

Inicaador de oligonuclebétido HKCDR22, 50 pmol
Cébctel dNTPs, 5 pl

Solucién 10 X PCR, 5 ul

Polimerasa de ADN ampliTaq 2,5 unidades

La solucion de reaccién que tiene 1la anterior
composicidn es ajustada a un volumen final de 50 ul

agregando agua redestilada y usado en PCR

Condiciones térmicas del PCR calentamiento a 94° C
durante dos minutes, después de los cual se repite un
ciclo térmico de 94° C durante un minute, 55° C durante
un minuto y 72° C durante dos minutos, repetido treinta
veces, seguldo por calentamiento a 72° C durante 10

minutos

97y



El fragmento de LM2-F4-ADN que codifica para una
porcitbn del CDRLy, FRL¢, y la regiéon constante con un
sitio de escisién de enzima de restraiccion EcoR I
agregado en el extremo 3° es preparado bajo las

sigquientes condiciones

Composicién de la solucién de reaccién

ADN pSRPDHH de plasmido, 25 ng
Iniciador de olaigonuclebdtido HKCDF12, 50 pmol

Iniciador de oligonuclebdtido 7ALCN, 50 pmol
Coctal dNTPs, 5 ul
Solucidén 10 X PCR, 5 ul

Polimerasa de ADN ampliTaq 2,5 unidades

La solucién de reaccidn que tiene la composicién
anterior se ajusta al volumen final de 50 pl al agregar

agua redestilada y utilizarla en PCR

Condiciones térmicas PCR calentamiento a 94° C
durante dos minutos, despues de lo cual se repite un

ciclo térmico 30 veces de 94° £ durante un minuto, 55° C
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durante un minuto y 72° C durante dos minutos, seguido

por el calentamiento a 72° C durante 10 minutos

Los fragmentos de ADN aplicado despues de PCR son
separados por electroforesis de gel de acrilamida al 5%
El gel después de la electroforesis es marcado con 1lpl/ml
de bromuro de etidio para detectar el ADN producido bajo
luz UV Las bandas de ADN respectivas asi detectadas son

cortadas con una cuchilla
b) segunda etapa PCR

ADN-ILM1 en los cuales se describe anteriromente los
iragmentos de LM1~F1-ADN, LM1-F2-3DN, ILM1-r3ADN y IM1-F4-
ADN son fusionados se prepara bajo las slguientes

condliciones
Composicion de la solucidén de reaccidn

Fragmento de gel de LM1-F1-ADN bpreparado en 1la

primera etapa PCR,

Fragmento de gel de LM1-F2-ADN prevarado en la

primera etapa PCR,



ST

Fragmentoc de gel de LM1-F3-ADN preparado en la

primera etapa PCR,

Fragmento de gel de LM1-F4-ADN preparado en la

primera etapa PCR,

Iniciador de oligonuclebdtido 7AL1P, 50 pmol
Iniciador de oligonucleétido 7ALCN, 50 pmol
Coctel dNTPs, 5,0 ul

Solucién 10 X PCR, 5,0 pl

Pblimerasa de ADN ampliTaq 2,5 unidades

La soluciébn de reacciédn que tiene la anterior
composiciébn se ajusta a un volumen final de ul agregando

agua redestilada y usada en PCR

Las condiclones térmicas del PCR calentamiento a
94° C durante dos minutos, después de lo cual se repite
un ciclo térmico 30 veces de 94° C durante un minuto, 55°
C durante un minuto y 72° C durante dos minutos, seguido

por el calentamiento a 72° C durante 10 minutos

Los fragmentos de LM1-ADN as] oreparado insertado en
el plasmido pCR3 1ADN usando el kit de clonacién

eucaridtico TA (in vitro gen) siguiendo el protocolo del



fabricante e 1introducido en el TOP10F’ del E coli
competente contenidoe en el kit Las secuenciras de
nucleétido de estos ADN que codifican la cadena liviana
del TRA-8 humanizado (tipo IM1) son confirmadas por el
método dideoxi (Sanger, F S, et al , (1977), Proc

Natl Acad Sca USA, 74 5463-5467) utilizando un
analizador de ADN 3700 (ABI PRISM, Perkin Elmer Applied

Biosystems, Japén)

Los plasmidos resultantes son designados pCR3 1/LMl1-
2 (el plasmido que lleva el cADN que codifica la cadena
liviana de la regidn varlable del TRA-8 humanizado (tipo

IM1) y un Ig humano de regidébn constante de cadena

liviana)

El plasrido obtenido PpCR3 1/1LM1-2 contiene el
fragmento de IMI1-ADN es digerido con las enzimas de

restriccion HidIII y EcoR I

Un pg del plasmido de clonacion del ADN pHSG399 es
digerido con las enzimas de restriccién HandIII y EcoR I,
Y luego desfosforilado con CIP L. ADN Phsg399

desfosforilizado resultante y el fragmento ae LM1-ADN,

5%
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que han sido digeridos con las enzimas de restriccidn
HindIII y EcoR I, son ligados bajo la versidon 2 0 del kit
de ligado de ADN (Takara Shyuzo Co , Ltd } Luego el DHSa
del E coll1 es transformado con el ADN 1ligade ¥
distribuido en un medio de agar LB que contiene 0,1 mM ae
IPTG, O0,1% de X-Gal y 50 pg/ml de cloramfenicol
{(concentraciones finales) Los transformantes blancos
obtenidos son cultivados en un medio ligquido de LB que
contiene 50 pg/ml de cloramfenicol, y el ADN del plasmido
es extraido del cultivo resultante de acuerdo con el
método alcalino-SDS El1 ADN del plasmido es digerido con
HindIII v EcoR I y lvego un clon que lleva el fragmento
de IM1-ADN se selecciona por electroforesis de gel age

agarosa al 1%

Como resultado del procedimiento anterior, el
plasmido phSG/M1-2-2 lleva un fragmenio d2 fusidén de la
regqldbn variable de 1la cadena liviana de TRA-8 IMl
humanizado y la regién constante de la cadena Igk se
optiene La sepa E coli transformante que produce estos
plismidos, designada como E col: DHSa/oHSG/M1-2-2 fue

depvositada con el depositario de organismos de patente

internaciocnal, National Institue of 2advanced Industrizl

239



Science and Technology, 1-1, Higashi 1 chome Tsukuba-shi,
Ibaraki-ken, 305-5466, Japén en abril 20, 2001, de
acuerdo con el tratado de Budapest para el depésito de
microorganismos, y se acordd el numero de acceso FERM BP-

7562

3) Construccién del plésmido pSR/LM1-2 (plasmido de
expresiédn para la cadena liviana del TRA-8 LM2

humanizado)

El plasmido obtenido pHSG/M1l-2-2 obtenido que lleva
un fragmento de la fusién de la regidén variable de la
cadena liviana TRA-8 IM1 humanizada y la regidén constante
de la cadena Igk humana se digiere con las enzimas de

restricciédn HindIII y EcoR I

Un upug del ADN pSRPDHH del plésmido clonado
(solicitud de vatente europea EP 0-509-816-Al) se diqiere
con las enzimas de restriccion HindIII y EcoR I, luego se
desfosforiliza con CIP El ADN pSRPDHH desfosforilizado
resultante y el fragmento de ADN HindIII-EcoR I, obtenido
del pHSG/M1-2~2 se ligan utilizando un kit de ligado de

ADN versibdn 2 0 (Takara Syuzo, Co Ltd ) Entonces, el E
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Col: DHSc se transforma con el ADN ligado y se esparce

sobre el agar LB Los transformantes obtenidos se

cultivan en un medio LB liquido que contiene 100 pg/ml de
ampicilina, y de ADN de plasmido y se extraen del cultivo
resultante de acuerdo con el método alcalino-SDS La
inserciédn y orientacion del fragmento de ADN deseado en
el vector pSRPDHH se confirma mediante la secuencilacién

de ADN utilizando un analizador de secuencia de genes

El pléasmido de expresiédn resultante que lleva el
CADN que codifica la cadena liviana del LMl TRA-8

humanizado se designé pSR/IM1-2

(4 2) Construccién de un vector de expresidn para la

cadena liviana del anticuerpo humanizado ({LM3)

Como se muestra en la SZC ID No 73 de la lista da
secuenclas, otras de las secuencias de aminodcido da
humanizacién (tipo 1IM3} de 1la cadena 1liviana del
anticuerpo DRSS antihumano de ratén TRA-8 ocasionaron
reemplazo del 8Y° aminodcido (histidina), 9" aminoaciao
(licina), el 10™ amino&cido (fenilalanina), el 11*°

aminodcido {metionina), el 13" aminoAcido (treonina), el
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20" aminoécido (serina), el 42°'° aminodcido (glutamina),
el 43 aminodcido (serina), el 77°"° aminoédcido
(asparagina), el 78*™ aminoacido (valina), el 80"
aminoicido ({serina), el 83" amincacido (leucina), el
85*¥° aminoacido {4cido aspArtico), el 87" aminoacido
(fenilalanina), el 99" aminoacido (glicina), el 103"
aminodcido (leucana), y 108" aminodcido (alanina) a
partir del terminal N de la secuencia de aminodcido de la
cadena liviana del TRA-8 son reemplazados con prolina,
serinha, sSerina, leucina, alanina, trionina, licina,
alanina, serina, leucina, prolina, fenilalanina,
treonina, tirosina, glutamina, valina, y treonina,

respectivamente Las secuencias resultantes se designa

como LM3

Los plasmidos de expresidn que llevan este tipo ae
secuencias de aminodcido de cadena liviana humanizada del
anticuerpo antinumano DRS del TRA-8 (tivo LM3, SEC ID No

73 del listado de secuencias) es construido como sigue

l} sintesis de 1los 1iniciadores para preparar las
regiones variable y constante de la cadena

livianaz del LM3 humanizado del TRA-8
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El ADN que codifica para la cadena de polipéptido
LM3 (SEC ID No 73 del listado de secuencias), cada uno
de los cuales es una fusidén de la regién variable del
anticuerpo anti~DR5 humanizado del TRA-8 de cadena
liviana y la reqidn constante de la cadena liviana del Ig

humano {cadena K), son sintetizados respectivamente

usando combinacliones de PCR

Adicionalmente al 7AL1P (SEC ID No 47} y 7ALCN (SEC
ID No 48), los sigulentes 1niciadores de oligonucleétido

son sintetizados para PCR

5'- alctagrict cagagalgga gacegacaca alccigcrat gggugelget geIcigEst ccagy

3’ (MOD1Fl, SEC ID No 78),



cagcacccal agcaggatg tgrcigtcic catcfctgag Jaclagalga gaggatgett

ctraageit 3 (MODIRL, SEQ ID No 79)

5 clccactgat gacattgtga tgacccaate tccaagrct tglotgcat ciglgggepa cagggte

3' (MODLF22, SEQID No 80)

actiggagat ([gggticalca caatgtcacc agiggagccl ggaacccaga geag-3

(MODIR22, SEQ ID No 81),

5'-accatcacct gcaaggccag (caggatgig gglacipctg lageclggla ccaacagaaa
ccaggaa -3' (MODIF3, SEQ ID ivo 82),

5 - tacagcagla cccacalcct gactggcctt geaggigatg gtgaccclgl cccccacaga
tgcagacaaa ga -3' (MODIR3 SEQID No 83),

5'- aagcacccaa actccteate tattgggeat ccacccgpea cactggggic ccagataggt

ttacaggcag t-3 (MODIF42, SEQID No 84)

cccagigigc cggptpgatg cccaatagal gaggagtug ggtgctitic ctggiticig

W

5
nggtaccag gec -3' (MODIR4, SEQ ID No 8»),

5 - gggictggpe cegacticac cctcaccatc totagictge agcecggagge (ittgcaace tat
-3"(MODIF3, SEQ 1D No &v),

5 actagagatg gtgagggtge agictgicce agacccactg cctgraaacc tatcigggac -3'
(MODIRS2, SEQ ID No 87),

5 tactgtcage aatatagcag ctatcggacg ticggtcaag gcaccaaggt ggaaatc -3°
(MODIF6, SEQ ID No 88),

5 cgiccgatag cigctatalt gotgacagia atagsfigca asalcciccg getgeac -3

(MODIRS, SEQ ID No §9)
aaacggactg tggclgcace atcigictic atctticcege carctgaiga g -3° (MODIF7

SEQ ID No 90),

5 - gaapatgasg acagatgglg cagccacagt coguigart iceaccigg lgectigace gaa -3
(MODIR7, SEQ ID No 91), and

5' agatteaac tgctcatcag atggegggaa (LR17, SEQ D No 101)

w

g3y



—ng

2) Construccién de plasmido pPCR3 1/LM3-3-44
(clonacién del tipo IM3 de cadena liwviana del

TRA-B humanizado)

El fragmento de ADN IM3 que codifica para 1la
secuenclia de amino&cirdo como se definio en la SEC ID No
73 del mismo se prepara llevando a cabo dos etapas PCR,

insertado en un vector de pladsmido y clonado en E Coli

a) Primera etapa PCR

El fragmento de IM3-F31B-ADN que codifica para una
sefial de secrecidédn de la reqgrédn de secuencia con un sitio
de escision de enzima de restriccidén HindIIl agregado en
el extremo 5’ FRL,, DCRL,, FRL,;, y CDRL;, FRLa, CDRL3, ¥
FRL, Yy una porcibén de la region corstante se preparan

bajo las siquientes condiuciones

Composicién de la soluciédn de reaccidn

Iniciador de oligonuclebébtido MODiFl,5 pmol
Iniciador de oligonucleétido MODIR1, S pmol
Iniciador de oligonucleétido MOD1F22,5 pmol

Iniciador de oligonucledtido MOD1R22,5 pmol

33S



Iniciador
Iniciador
Iniciador
Iniciador
Iniciador
Iniciador
Iniciador
Iniciador
Iniciador
Iniciador
Iniciador

Iniciador

Coctel dNTPs,

de
de
de
de
de
de
de
de
de
de
de

de

oligonucleétido
oligonucleotido
oligonucleétaido
oligonucleotido
oligonucleétido
oligonuclebdtido
oligonucleotado
oligonucleotido
oligonucledtido
oligonucleétido
ocligonucleétido

cligonuclebtido

5,0 pl

Soluciér 10 X PCR, 5,0 pl

MOD1F3,5 pmol
MODI1R3,5 pmol
MOD1F42,5 pmol
MOD1R4,5 pmol
MOD1FS5,5 pmol
MOD1R52, 5 pmol
MOD1F6,5 pmol
MOD1R6,5 pmol
MOD1F7, 50 pmol
MOD1R7,5 pmol
7AL1P, 50 pmol

LR17, 50 pmol

Polimerasa de ADN ampliTaq 2,5 unidades

La scluciébn de

composicién es ajustada a un volumen final de 50 ul

reaccién que

tiene la

agregando agua redestilada y usada en PCR

Condiciones térmicas del PCR
durante dos minutos,

ciclo termico de 94°

después de lo cual se repite un

C durante un minutec, 55°

anterior

calentamiento 94°

C durarte

3%
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un minuto y 72° C durante dos minutos, repetido 30 veces,

seguido por calentamiento a 72° C durante 10 minutos

El fragmento de LM3-F31C-ADN que codifica para una
porcién de la regidn constante con un sitio de escision
de enzima de restriccidn EcoR I agregado en el extremo 3’

preparado bajo las siguientes condiciones

Los plasmidos de plantilla pSRPDHH, es obtenido
siguiendo la descripcién en una solicitud de patente

europea EP 0 909 Bl6 Al
Composicidn de la solucidn de reaccidn

Plasmido oDRPDHH ADN, 25 ng
Iniciador de oligonucleédtido MQD1F7,50 omol

Iniciador de oligonucleotido 7ALCN, 50 pmol
Coctel dNTPs, 5,0 pl

Solucién 10 X PCR, 5,0 ul

Polimerasa de ADN ampliTag 2,5 unldades



La solucién de reaccién que tiene la composicidn
anterior se ajusta a un volumen final de 50 pl al agregar

agua redestilada y utilizarla en el PCR

Las condiciones térmicas del PCR calentamiento 94°
C durante dos minutos, después de lo cual se repite un
ciclo térmico de 94° C durante un minuto, 55° C durante
un minuto y 72° C durante dos minutos, repetido 30 veces

seguido por calentamiento a 72° C durante 10 minutos

Los fragmentos de ADN amplificados después del PCR
50n separados por electroforesis del gel de
poliacrilamida al 5% El gel después de la electroforesis
es marcado con 1 ug/ml de bromuro de etidio para detectar
el ADN noproducide bajo luz UV Las bandas de ADN

respectivas asi detectadas son cortadas con una cuchilla

b} segunda etapa PCR

El IM3-ADN en el cual se escripio anteriormente los
fragmentos LM3-F31B~ADN, y LM3-F31C-ADN son fusionados se

oreparan bajo las siguientes condiciones
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Composicién de la solucibdn de reaccidn

Fragmento de gel de LM3-F31B-ADN preparado en el PCR

de primera etapa,

Fragmento de gel de LM2-F31C-ADN preparado en el PCR

de primera etapa,

Inicilador de oligonuclebtido 7AL1P, 50 pmol
Iniciador de oligonuclebtido 7ALCN, 50 pmol
Coéctel dNTPs, 5,0 pnl

Soclucidén 10 X PCR, 5,0 ul

Polimerasa de ADN ampliTaq 2,5 unidades

La solucion de reaccion que tiene la composicidn

anterior se ajusta a un volumen final de 50 pl al agregar

agua redestilada y utilizarla en PCR

Condiciones termicas PCR calentamiento a 94° (C
durante dos minutos, después de lo cual se repite un
ciclo térmico 30 veces de 94° C durante un minuto, 35° C
durante un minuto y 72° C durante dos minutos, seguido

por el calentamiento a 72° C durante 10 minutos



El fragmento IM3-ADN preparadec asi se inserta en el
PCR 3,1 ADN de pliasmido usando un kit de clonacidn
Eukariotic TA (Invitrogen) siquiendo el protocole del
fabricante e introducido en el E Colil TOP10F’ competente
contenido en el kit Las secuencias de nucleétido de
estos ADN que codifican la cadena liviana del TRA-8
humanizado se confirman mediante el método dideoxi
(Sanger, F S , et al , (1977), Proc Natl Acad Sci
USA, 74 5463-5467) utilizando un analizador de ADN 3700

(ABI PRISM, Perkin Elmer Applied Biosystems, Japon)

Los plasmidos resultantes se designan pCR3,1/LM3-3-
44 (el plasmido que lleva el cADN que codifica la regidn
variable de cadena liviana del IM3 TRA-8 humanizado y una

regidén constante de cadena liviana Ig humano)

El plasmido obtenido PCR3 1/IM3-3-44 que contiene el
fragmento IM3-ADN es digerido con las enzimas de

restriccidn HindIII y EcoR I

Un ug de ADN pHSG399 de plasmiao de clonacién se
digiere con las enzlimas de restriccidén HindIII y EcoR I,

y luego desfosforilizada con CIP El ADN pHSG399
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desfosforilizado resultante y el fragmento LM3-ADN, que
se ha digerido con las enzimas de restriccion HindIII y
EcoR I, son ligadas utilizando el kit de ligacién de ADN
versiétn 2 0 (Takara Shyuzo, Co Ltd ) Luego la E Coala
DH5a se transforma con el ADN ligado y esparcido sobre el
medio de agar LB que contiene 0,1 mm de IPTG, 0,1% de X-
Gal y 50 pg/ml de cloramfenicol (concentraciones
finales) Los transformantes blancos obtenidos se
cultivan en medio LB liquido que contiene 50 ug/ml de
cloramfenicol, y ADN de plasmido se extrae del cultivo
resultante de acuerdo con el metodo alcalino-SDS El ADN
de plasmido extraido se digiere con HindIII y EcoR I, ¥y
lJuego un clon que lleva el fragmento IM3-ADN se
selecciona mediante electroforesis de gel de agarosa al

1%

Como resultado del procedimiento anterior, el
pldsmido pHSG/M3-3-22 que lleva un fragmento de fusion de
la regibn variable de 1la cadena liviana del TRA-8 LM3
humanizado y la region constante de la cadena Igk humana
se obtiene La sepa E cola transformante que guarda
estos plasmidos, designada como E coli DH5¢/pHSG/M3-3-22

se depositdé con el depésito de organismos para patentes



internacionales, National Institue of Advanced Industrial
Science and Technology, 1-1, Higashi 1 chome Tsukuba-shi,
Ibaraki-ken, 305-5466, Japén en abril 20, 2001, de
acuerdo con el tratado de Budapest para el deposito de

microorganismos, y se acordo el numero de acceso FERM BP-

7564

3) Construccadn del plésmido PSR/LM3-3-44-10
(plasmido de expresion para la cadena liviana

del TRA-8 LM3 humanizado)

El plasmido obtenidoc pHSG/M3-3-22 que lleva un
iragmento de la fusion de la region variable de la cadena
liviana TRA-8 LM3 humanizada y la region constante de la
cadena JTgk humana se digiere con las enzimas de

restricci64n HindIII y EcoR I

Un pg del ADN pSRPDHH del plasmido clonaao
{solicitud de patente europea EP 0-909-816-Al) se digiere
con las enzimas de restriccidén HindIII v EcoR I, luego se
desfosforiliza con CIP E1l ADN pSRPDHH desfosforilizado

resultante y el fragmento de ADN HindIII-EcoR I, obtenido
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del pHSG/M3-3-22 se ligan utilizando un kit de ligado de
ADN versiébn 2 0 (Takara Shyuzo, Co Ltd ) Entonces, el E
Col1 DHS5c se transforma con el ADN ligado y se esparce

sobre el agar LB Los transformantes obtenidos se

cultivan en un medio LB liquido que contiene 100 pg/ml de
ampicilina, y de ADN de plasmido se extrae del cultivo
resultante de acuerdo con el metodo alcalino-SDS La
insercién y orientacién del fragmentc de ADN deseado en
el vector pSRPDHH se confirma mediante la secuenciacion
de ADN utilizando un analizador de secuencia de ¢en

{analizador de RDN ABI Prism 3700, Applied Biosystems)

El pldsmido de expresion resultante que lleva el
cADN que codifica 1la cadena 1liviana del 1IM3 TRA-8

humanizado se designd pSR/LM3-3-44-10

(4 3) Corstruccién de un vector de expresidn para la

cadena liviana del anticuerpo humanizado (tipo LM4)

Como se muestra en la SEC ID No 74 de la lista de
secuencias, otras humanizacion de las secuencias de
aminodcido (tioo LM4) de la cadena liviana del anticueroco

DR5 antihumano de raté4n TRA-8 fabricado reemplaza el 8”7
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aminodcido [histidina), 9™ amino&cido (glicina), 107
aminoacido (fenilalanina}, 11*° aminoacido (metionina),
13**° aminodcido (treonina), 20*"° aminoacido (cerina), el
42™° amino&cido (glutamina), 43*® aminodcido (cerina),
77*°° amino&cido (asparagina), 78*" aminoacido (valina},
80°™ aminoacido (cerina), 83*™” aminodcido (leucina), 85°°
aminoacido (aclido aspartico}, 99° aminodcido (glicina),
103* aminodcido (leucina), y 108*™ aminodcido (alanina},
provenliente del N-terminal de la secuencia de amincacido
de la cadena liviana de TRA-8 son reemplazados con
orolina, serina, serina, leucina, alanina, treonina,
lisina, alanina, serrna, leucina, prolina, fenilalanina,
treonina, glutamina, valina y treonina, respectivamente

La secuencla resultante se designa IM4

Los plasmidos de expresidn que llevan este tipo ce
secuencias de amincAdcido de cadena liviana humanizada del
anticuerpo DR5 antihumano TRA-B se construyen (tipo LMA4)

(SEC ID No 74 del listado de secuencias) como sigue

1) Sintesis de los 1niciadores para la preparaclon ce
las regiones variable y constante ce la cadena

liviana de LM4 TRA-8 humanizado



La codificacién del ADN para la cadena de
polipéptido LM4 (secuencia ID No 74 de la lista de
secuencias), cada uno de los cuales es una fusién de la
region variable de la cadena liviana TRA-8 del anticuerpo
ant1-DR5 humanizado y la regién constante de la cadena
liviana Ig humana (cadena k), son respectivamente

sintetizados al utilizar combinaciones de PCR

Adicional a

TALIP (SEQ ID No 47), FALCN (SEQ ID Vo 48), MODIFI

(SEQ ID No 78), MODIRI (SEQ ID No 79) WODIF22 (SEQ ID No 80)
MODIR22 (SEQ ID No 81), MOD!F3 (SEQ ID No 82) MODIR3 (SEQ ID

No 83), MODIF42 (SEQ ID No 8), MODIRJ (SEQ ID No 85), MODIF35
(SEQ ID No 86), MODIRS52 (SEQ [D No 87), MODIF7 (SEQ ID No 90}, ¥
MODIR7 (SEQ ID No 91), LRI7 (SEQ ID No 10),

Los saiguientes iniciadores de oligonucledtido se

sintetizaron para PCR

5 ucigicage aatatagcag ctatcggacg ficggicaag geaccaaggt ggaaare -3
(MODIF62 SEQ ID No 92)

5 - cgiccgatag ctgetataft petgacagaa ataggtigea aaatcclccg geigeag -3
(MODI1R62 SEQ ID No 93)

2} Construccién del pldsmido pCR3 1/LM4-5-3

(clonaciédn de la cadena liviara TRA-8 humanizada

tipo 1M4)
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El fragmento ADN-IM4-F41B que codifica para la
secuencla de aminodcido como se definidé en la SEC ID No
74 del mismoc es preparado llevando a cabo dos etapas PCR,

insertado en un vector de plasmido y clonado en E cola

a) PCR de primera etapa

El fragmento IM4-F41B-ADN que codifica para una
secuencia de seflal de secrecion y una porcion de la
regibn con un sSitio de escision de la enzima de
restriccion HindIII agregada al extremo 5°, FRL;, CDRL1,
FRL-, y CDRL»,, FRLj3, CDRL;, FRL, y una porcion de la regidn

constante es preparado bajo las siquientes condiciones

Comoosicifn de la solucidn de reaccion

Inicrador de oligonucleot:ido MOD1F1,5 ovmol

Iniciador

Inircrador

Iniciador

Iniciador

Iniciador

Iniciador

de

de

de

de

de

de

oligonucleotaido
olligonuclebdbtido
oligonuclebtado
oligonuclebtido
oligonucleétido

oligonucleédtido

MOD1R1l, 5 pmol
MOD1F22, 5 pmol
MODiR22,5 pmol
MOD173,5 pmol
MOD1R3,5 pmol

MOD1F42,5 pmol



Iniciador
Iniciador
Iniciador
Iniciador
Inicirador
Iniciador
Inlciador
Iniciador

Inicirador

Cbctel dNTPs,

Solucion 10 X PCR,

de

de

de

de

de

de

de

de

de

oligonucleédtido
oligonucledtido
oligonucledtido
oligonucledtido
oligonucleotido
oligonucledtido
oligonucledbdtido
oligonuclebtido

oligonuclebtido
5,0 pul

5,0 pl

MOD1R4,5 pmol
MODLF5,5 pmol
MOD1R52,5 pmol
MOD1F62,5 pmol
MOD1R62,5 pmol
MOD1F7,50 pmol
MOD1R7,5 omol
7AL1P, 50 pmol

LR17,50 pmol

Polimerasa de ADN ampliTaq 2,5 unidades

La solucion de

reaccibén cue

tlene la
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anterior

comoosicion es ajustada a un volumen final de 50 pul

agregando agua redestilada y usada en PCR

Condiciones térmicas del PCR
durante dos minutos,
ciclo térmico de 94°
un minuto y 72° C durante dos minutos,

sequldo por calentamiento a 72° C aurante 10 minutos

C durante

un mainuto,

55°

calentamiento 94°

C

después de lo cual se repite un
C durante

repetido 30 veces,
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El fragmento de LM4-F41C-ADN que codifica para una
porcion de la regibén constante con un sitio de esclsion
de enzima de restriccién EcoR I agregado en el extremo 3’

es preparado bajo las sigulentes condiciones

Los, plidsmidos de plantilla pSRPDHH, es obtenido
siquiendo la descripcidn en una solicitud de patente

europea EP 0 909 816 Al

Composicién de la solucidbn de reaccién

Pladsmido pSRPDHH ADN, 25 ng

Inicirador de oligonucleétido MOD1F7,50 pmol
Iniciador de oligonucleétido 7ALCN, 50 pmol
Céctel dNTPs, 5,0 pl

Solucién 10 X PCR, 5,0 ul

Polimerasa de ADN ampliTaq 2,5 unidades

La solucién de reaccidén que tiene la composicién
anterior se ajusta a un volumen final de 50 pl al agregar

agua redestilada y utilizarla en el PCR
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Las condiciones térmicas del PCR calentamiento 94°
C durante dos minutos, después de 1o cual se repite un
ciclo térmico de 94° C durante un minuto, 55° C durante
un minuto y 72° C durante dos minutos, repetido 30 veces

seguldo por calentamiento a 72° C durante 10 minutos

Los fragmentos de ADN amplificados después del PCR
son separados por electroforesas del gel de

poliacrilamida al 5% El gel después de la electroforesais
es marcado con 1 ug/ml de bromuro de etidio para detectar

el ADN producido bajo 1luz UV Las bandas de ADN

respectivas asi detectadas son cortadas con una cuchilla

de afietar

b} segunda etapa PCR

El IM4-ADN en el cual se escribid anteriormente los
fragmentos LM4-F41B-ADN, y LM4-F41C-ADN son fusionados se

preparan bajo las siquientes condiciones

Composicidédn de la solucion de reaccidn
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Fragmento de gel de IM4-F41B-ADN preparado en el PCR

de primera etapa,

Fragmento de gel de LM4-F41C-ADN preparado en el PCR

de primera etapa,

Iniciador de oligonucledtido 7AL1P, 50 pmol
Iniciador de oligonucledtido 7ALCN, 50 pmol
Coctel dNTPs, 5,0 U.l

Sclucidén 10 X PCR, 5,0 pl

Pblimerasa de ADN ampliTaq 2,5 unidades

La solucidn de reaccidn que tiene la composicién
anterior se ajusta a un volumen final de 50 pl al agregar

agua redestilada y utilizarla en PCR

Condiciones térmicas PCR calentamiento a 94° (C
durante dos minutos, después de lo cual se repite un
ciclo térmico 30 veces de 94° C durante un minuto, 55° C
durante un minuto y 72° C durante dos minutos, seguido

por el calentamiento a 72° C durante 10 minutos

El fragmento LM4-ADN preparadce asi se 1nserta en el
PCR 3,1 ADN de plasmido usando un kit de clonacion

Eukarirotic TA ({Invitrogen) siguiendo el protocolo del

Qoo



fabricante e introducido en el E Coli TOP10F’ competente
contenido en el kit Las secuenclas de nucledtido de
estos ADN que codifican la cadena liviana del LM4 TRA-8
humanizado se confirman mediante el metodo dideoxa
(sanger, F S , et al , (1977}, Proc Natl Acad Sci

USA, 74 5463-5467) utilizando un analizador de ADN 3700

{ABI PRISM, Perkin Elmer Applied Biosystems, Japébn)

Los plasmidos resultantes se designan pCR3,1/LM4-5-3
(el plasmido que lleva el cADN que codifica la region
variable de cadena liviana del LM4 TRA-8 humanizado y una

region constante de cadena liviana Ig humano)

El plésmido obtenido PCR3 1/1M4-5-3 que contiene el
fragmento LM4-ADN es digerido con las enzimas de

restriccié4n HindIII y EcoR I

Un pg de ADN pHSG399 de plasmido de clonacidén se
alglere con las enzimas de restriccidn HindIII y EcoR I,
Yy luego desfosforilizada con CIP El ADN pHSG399
desfosforilizado resultante y el fragmento LM4-ADN, que
se ha digerido con las enzimas de restriccidn HindIII y

EcoR I, son ligadas utilizando el kit de ligacion de ADN

ol
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versién 2 0 (Takara Shyuzo, Co Ltd ) Luego la E Coli
DH5a se transforma con el ADN ligado y esparcido sobre el
medio de agar LB que contiene 0,1 mm de IPTG, 0,1% de X-
Gal y 50 pug/ml de cloramfenicol (concentraciones
finales) Los transformantes blancos obtenidos se
cultivan en medio LB liquido que contiene 50 ug/ml de
cloramfenicol, y ADN de plasmido se extrae del cultivo
resultante de acuerdo con el método alcalino-SDS El ADN
de plasmido extraido se digiere con HindIII y EcoR I, y
luego un clon que lleva el fragmento LM4-ADN se
selecciona mediante electroforesis de gel de agarosa al

1%

Como resultado del procedimiento anterior, el
plésmido pHSG/M4-5-3~1 que lleva un fragmento de fusidn
de la regidén variable de la cadena liviana del TRA-8 LM4
humanizado y la reqgidédn constante de la cadena Igk humana
se obtiene La sepa E coli transformante que guarda
estos plasmidos, designada como E coli DASa/pHSG/M4~5-3-
1l se depositd con el depdsito de organismos para patentes
internacionales, National Institue of Advanced Industrial
Science and Technology, 1-1, Higashi 1 chome Tsukuba-shi,

Ibaraki-ken, 305-5466, Japdn en abril 20, 2001, de
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acuerdo con el tratado de Budapest para el depésito de

microorganlsmos, Y se acordo el nimero de acceso FERM BP~

7565

3) Construcciédn del plasmido pSR/LM4-5-3-3 (plasmido

de expresién para la cadena liviana del TRA-8 LM{4

humanizado)

El plasmido obtenido pHSG/M4-5-3-1 que lleva un
fragmento de la fusidén de la regidn variable de la cadena
liviana TRA-8 IM4 humanizada y la regibén constante de la
cadena Igk humana se digiere con las enzimas de

restricciédn HindIII y EcoR I

Un pHg del ADN ©pSRPDHH del pliasmido clonado
{solicitud de patente eurcpea EP 0-908-816~Al) se digiere
con las enzimas de restriccion HindIII y EcoR I, luego sa
desfosforiliza con CIP El1 ADN pSRPDHH desfosforilizaco
resultante y el fragmento de ADN HindIII-EcoR I, obtenido
del pHSG/M4-5-3-1 se ligan utilizando un kit de ligado de
ADN versibébn 2 0 (Takara Shyuzo, Co Ltd ) Entonces, el
E Coli DH5a se transforma con el ADN ligade y se esparce

sobre el agar LB Los transformantes obtenidos se



cultivan en un medio LB liquido que contiene 100 pg/ml de
ampicilina, y el ADN de plasmido se extrae del cultivo
resultante de acuerdo con el método alcalino-SDS La
insercidn y orientacidén del fragmento de ADN deseado en
el vector pSRPDHH se confirma mediante la secuenciacibn
de ADN utilizando un analizador de secuencia de gen

(analizador de ADN RBI Prism 3700, Applied Biosystems)

El plasmido de expresidn resultante que lleva el
CADN que codifica la cadena liviana del IM4 TRA-8

humanizado se designé pSR/LM4-5-3-3

{4 4) Construccién de un vector de expresidn para la

cadena liviana del anticuerpo humanizaco (tipo LM5)

Como se muestra en la SEC ID No 75 de la lista de
secuenclias, otras humanizacién de las secuencias de
aminoaclido (ftipo LM5) de la cadena liviana del anticuerpo
DR5 antihumano de ratén TRA-8 fabricaoco reemplaza el 8
aminoacido (histidina), 9° aminoacide (glicina), 107
aminodcido (fenilalanina), 11* aminoicide (metionina),
13*® aminoacido (treonina), 20°"° aminodcido (cerina), el

42°” aminodcido (glutamina), 43'** aminoacido (cerinal,

oy



77**° amino&cido (asparagina), 78*"° aminodcido (valina),
80 aminoacido (cerina), 83* aminocdcido (leucina),
103*"® amino&cido (leucina), y 108°Y aminoacido (alanina),
provenliente del N-terminal de la secuencia de aminoacido
de la cadena liviana de TRA-8 son reemplazados con
prolina, serina, serina, leucina, alanina, treonina,
lisina, alanina, serina, leucina, prolina, fenilalanina,
valina ¥ treonina, respectivamente La secuencia

resultante se designa LM5

Los plasmidos de expresidén que llevan este tipo de
secuenclas de aminoacido de cadena liviana humanizadza del
anticuerpo DR5 antihumano TRA-8 se construyen (tipo LM53)

(SEC ID No 75 del listado de secuenclas) como sigue

1) Sintesis de los 1niciadores para la preparacior de
las regiones variable y constante de la caocena

liviana de IM5 TRA-8 humanizado

La codificacrdn del ADN pvara la cadena de
polipéptido LM5 |(secuencia ID No 75 de la 1lastz de
secuencias), cada uno de los cuales es una fusidén ce la
regibébn variable de la cadena liviana TRA-8 del anticuerpo

anti-DRS humanizado y la regidn constante de la cadena

qoS
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liviana Ig humana (cadena k), son respectivamente

sintetizados al utilizar combinaciones de PCR

Adiclionalmente a

7ALLP (SEQID No 7), 7ALCN (SEQ ID No 48), MODIF1
(SEQ ID No 78), MODIRI (SEQ ID No 79) MODI1F22 (SEQ ID No 80)
MODIR22 (SEQ ID No 81), MODIF3 (SEQ ID No 82), MODIR3 (SEQ ID
No 83), MODIF42 (SEQ ID No 84), MODIR4 (SEQ ID No 85) MODIR32
(SEQID No 87), MODIF7 (SEQID No 90), ¥ LRI7(SEQID No 10t),

Los sigulentes iniciadores de oligonucledétidose

sintetizaron para PCR

3'- ggglctggga cagacticac cctcaccalc lctagicige agecggagea (iigeagat tat -3°
(MODIF52, SEQID No 54)

5'- tictgicagc aatatagcag ctatcggacg ttcgetggag gcaccaaggt ggaaatc -3°
(MODIF63, SEQ ID No 95)

5'- cgtecgatag ctgetatatt geigacagaa ataaictgca aaatcctceg gotgcag -3°
(MODI1R63, SEQ ID No 96)

5 - gasgatgang acagatggtg cagccacagt cogtitgatt lccaccligg gectccacs gas-3

(MODIR72, SEQ ID No 102)

2) Construccidn del pléasmido oCR3 1/LM5-~3-42

(clonacion de la cadena liviana TRA-8 humanizada

tipo LMS)



IR

El fragmento ADN-LM5 que codifica para la secuencia
de aminodcido como se definidéd en la SEC ID No 75 del
mismo es prevarado llevando a cabo dos etapas PCR,

insertado en un vector de pldsmido y clonado en E coli

a) PCR de primera etapa

El fragmento LM5-F51B-ADN que codifica para una
secuencla de sefial de secreciédn y una porcion de la
regibn con un sitic de esclision de la enzima de
restriccion HindIII agregada al extremo 5’, FRL,, CDRL,,
FRL-, y CDRLa, FRL3, CDRLj3, FRL, vy una porcién de la regién

constante es oreparado bajJo las sigulientes condiciones

Composic.on de la solucién de reaccirédn

Iniciador de oligonucledétido MOD1F1l,5 omol
Iniciador de oligonucledétido MODiR1l,5 pmol
Iniciador de cligonuclectido MOD1r22,5 pmol
Iniciador de oligonucleotido MOD1R22,5 pmol
Iniciador de oligonuclebdbtido MOD1F3,5 omol
Iniciador de oligonuclebétido MOD1R3,5 omol
Iniciador de oligonucledtido MOD1F42,5 pmol

Iniciador de oligonucledtido MOD1R4,5 pmol

oy



Inicrador de oligonucleftido MOD1F52,5 pmol
Iniclador de oligonucledtido MOD1R52,5 pmol
Iniciador de oligonucledtido MOD1F63,5 pmol
Iniciador de oligonucledtido MODIR63,5 pmol
Iniciador de oligonuclebtido MOD1F7, 50 pmol
Iniciador de oligonucledétido MOD1R72,5 pmol
Iniciador de oligonucledtido 7AL1P, 50 pmol

Inicilador de oligonucledtido LR17,50 pmol
Cdctel dNTPs, 5,0 ul

Solucadén 10 X PCR, 5,0 ul

Polimerasa de ADN ampliTaq 2,5 unidades

La solucidbn de reaccién que tiene la anterior
composicidn es ajustada a un volumen final de 50 pul

agregando agua redestilada v usada en PCR

Condiciones termicas del PCR calentamiento a 94° C
durante dos minutos, después de lo cual se repite un
ciclo térmico de 94° C durante un minuto, 55° C durante
un minuto y 72° C durante dos minutos, repetiac 30 veces,

sequido por calentamiento a 72° C durante 10 minutos

90%
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El fragmento de LM5-F51C-ADN que codifica para una
porcién de la regidn constante con un sitio de escision
de enzima de restricciédn EcoR I agregado en el extremo 3’

es preparado bajo las siguientes condiciones

Los plasmidos de plantilla pSRPDHH, es obtenido
siguiendo la descripcién en una solicitud de patente

europea EP 0 909 816 Al

Composicion de la solucion de reaccidn

Plasmido pSRPDHH ADN, 25 ng
Iniciador de oligonuclebétido MOD1F7,50 pmol

Iniciador de oligonucledtido 7ALCN, 50 pmol
Cobctel dNTPs, 5,0 ul

Solucién 10 X PCR, 5,0 ul

Polimerasa de ADN ampliTaqg 2,5 unidades

La solucion de reacciédn que tlene la composicicn
anterior se ajusta a un volumen final de 50 ul al agregzr

agua redestilada y utilizarla en el PCR



Las condiciones térmicas del PCR calentamiento a
94° C durante dos minutos, después de lo cual se repite
un ciclo térmico de 94° C durante un minuto, 55° C
durante un minuto y 72° C durante dos minutos, repetido

30 veces, sequldo por calentamiento a 72° C durante 10

minutos

Los fragmentos de ADN amplificados despues del PCR
son separados por electroforesis del gel ae

poliacrilamida al 5% El gel después de la electroforesis
es marcado con 1 ug/ml de bromuro de etidio para detectar

el ADN producido bajc 1luz UV Las bandas de AD\

respectaivas asi detectadas son cortadas con una cuchillz

de afietar

b) segunda etapa PCR

El LM5-ADN en el cual se escribid anteriormente los
iragmentos LM5-F51B-ADN, y LM5-F51C-ADN son fusionados se

preparan bajo las sigulentes condiciones

Composicidn de la solucién de reaccidn

9o



Fragmento de gel de LM5-FS51B-ADN preparado en el PCR

de primera etapa,

Fragmento de gel de LM5-F51C-ADN preparado en el PCR
de primera etapa,

Iniciador de oligonuclebétido 7AL1P, 50 pmol

Iniciador de oligonucledtido 7ALCN, 50 pmol

Céctel dNTPs, 5,0 pl

Solucion 10 X PCR, 5,0 ul

Polimerasa de ADN ampliTaqg 2,5 unidades

La solucion de reaccion que tiene la composicibdn
anterior se ajusta a un volumen final de 50 pl al agregar

agua redestilada y utilizarla en PCR

Condiciones termicas PCR calentamiento a 94° C
durante dos minutos, después de lo cual se repite un
ciclo termico 30 veces de 94° C durante un minuto, 35° C
durante un minuto y 72° C durante dos minutos, seguido

por el calentamiento a 72° C durante 10 minutos

El fragmento LM5~ADN preparado asi se inserta en eL
PCR3,1 ADN de pléasmido wusando un Yit de clonaciétdm

Eukariotic TA ({(Invitrogen} siguiendo el protocolo del

Y



fabricante e introducido en el E Coli TOP10OF’ competente
contenido en el kit Las secuencias de nucledtido de
estos ADN que codifican la cadena liviana del LMS TRA-8
humanizado se confirman mediante el método dideoxl
(Sanger, F S , et al , (1977), Proc Natl Acad Sci

USA, 74 5463-~5467) utilizando un analizador de ADN

Los plasmidos resultantes se designan pCR3,1/LM5-3-
42 (el plédsmido que lleva el cADN que codifica la regién
variable de cadena liviana del LMS TRA-8 humanizado y una

regidén constante de cadena liviana Ig humano)

El plédsmido obtenide PCR3 1/LM5-3-42 que contiene el
fragmento LM5-ADN es digerido con las enzimas de

restriccion HindIII y EcoR I

Un pg de ADN pHSG399 de plasmido de clonacibn se
digiere con las enzimas de restriccidén HindIII y EcoR I,
Y luego desfosforilizada con CIP El1 ADN pHSG399
desfosforilizado resultante y el fragmento LM5-ADN, que
se ha digerido con las enzimas de restriccidén HindIII y
EcoR I, son ligadas utilizando el kit de ligacion de ADN

versibn 2 0 (Takara Shyuzo, Col Ltd ) Luego la E Cola

Q12



DH5a se transforma con el ADN ligado y esparcido sobre el
medio de agar LB que contiene 0,1 mm de IPTG, 0,1% de X-
Gal y 50 pupg/ml de cloramfenicol (concentraciones
finales) Los transformantes blancos obtenidos se
cultivan en medio LB liquido que contiene 50 pg/ml de
cloramfenicol, y ADN de plasmido se extrae del cultivo
resultante de acuerdo con el método alcalino-SDS El1 ADN
de plasmido extraido se digiere con HindIII y EcoR I, ¥y
luego un clon que lleva el fragmento IM2-ADN se
selecciona mediante electroforesis de gel de agarosa al

1%

Comoc resultado del procedimiento anterior, eL
olasmido pHSG/M5-3-27 que lleva un fragmento de fusién ce
la regién variable de la cadena liviana del TRA-8 IMS
humanizado y la regidn constante de la cadena Igk humana

se optiene

3} Construccién del plasmido pSR/LM5-3-27-1 (plasmido

de expresion para la cadena liviana del TRA-8 LM5

humanizado)
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El plasmido obtenido pHSG/M5-3-27 que lleva un
fragmento de la fusion de la reqgidén variable de la cadena
liviana TRA-8 IMS5 humanlzada y la regidn constante de la

cadena Igk humana se digiere con las enzimas de

restriccién HindIII y EcoR I

Un ug del ADN pSRPDHH del plasmido clonado
(solicitud de patente europea 0-909-816-Al) se diglere
con las enzimas de restriccién HindIII y EcoR I, luego se
desfosforiliza con CIP El ADN pSRPDHH desfosforilizado
resultante y el fragmento de ADN HindIII-EcoR I, obtenido
del pHSG/M3-3-27 se ligan utilizando un kit de ligado de
ADN versidén 2 0 (Takara Shyuzo, Co Ltd ) Entonces, el
E Coli DH5a se transforma con el ADN ligado y se esparce

sobre el agar LB Los transformantes obtenidos se

cultivan en un medio LB liquido que contiene 100 pg/ml de
ampicilina, v de ADN de plasmido y se eitraen del cultivo
resultante de acuerdo con el metodo alcalino-SDS La
insercién y orientacién del fragmento de ADN deseado en
el vector pSRPDHH se confirma mediante la secuenciacion

de ADN utilizando un analizador de secuencia de gen

(analizador de ADN ABI Praism 3700, Aoplied Biosystems)
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El plésmido de expresion resultante que lleva el
cADN que codifica la cadena liviana del IM5 TRA-8

humanizado se designd pSR/LM5-3-27-1

{4 5) Construcciédn de un vector de expresidn para la

cadena liviana del anticuerpo humanizado (tipo quimera)

La secuenclia mostrada en la SEC ID No 76 de la
lista de secuencias, la secunecia de aminocacido de la

cadena liviana de TRA-8 tipo quimera se designa como LM6

Los plasmidos de expresidn que llevan este tipo de
secuencias de aminodcido de cadena liviana humanizada del
anticuerpo DRS antihumano TRA-8 se construyen (tipo LM6)

(SEC ID No 175 del listado de secuencias) como sigue

1) Sintesis de los iniciadores para la preparacidn de
las reqiones variable y constante de la cadena

liviana de IMé TRA-8 humanlzado

La codificacién del ADN para la cadena de
pol_véptido IM6 (secuencia ID No 76 de la lista ae
secuencilas), cada uno de los cuales es una fusion de la

reg.on varliable de la cadena liviana TRA-8 del anticuerpo



ant1~-DR5 humanizado y la region constante de la cadena

liviana Ig humana (cadena k), son respectivamente

sintetizados al utilizar combinaciones de PCR

Adicional a 7AL1P (SEC ID No 47) y 7ALCN (SEC ID

No 48), los siguientes 1i1niciadores de oligonucledtidos

son sintetizados para PCR

5 - patgtggac atgaatttgt gagactgegt catcacaatg tcaccagigg 8 -3 (HKSPR1J,

SEQ ID No 87),
5 - tgggticecag gelccaclgy tgacatigly atgacccagt ctcacaaatt ¢ -3' (MVFIL,

SEQ ID No 98),
5'- aagacagalg gtgcagccac agecegtittg atttecaget tgatgeete 3' (MVRI L, SEQ

IDNo 99) Y
5 - aagctggaaa tcasacggge tgtggetgea ccatctgict tcate -3'(MCF11 SEQ ID

2) Construccién del plasmido pCR3 1/1LM6~1-16

{clonacion de la cadena liviana TRL-8 numanizada

tipo LM6)

El fragmento LM6-ADN como se defin:ié en la SEC ID
No 75 de 1la lista de secuencias codifica para 1la
secuenclia de aminodcido como se define en la SEC ID No

46 oce la misma que es preparada mediante el desarrollo



del PCR de segunda etapa, 1lnsertado dentro de un vector

plasmido y clonado en E Cola

a) PCR de primera etapa

El fragmento IM6-F1-ADN que codifica para una
secuencia de seflal de secrecién y una porcidn de la
regién FRL;, con un sitio de escisién de la enzima de
restriccidn HindIII agregada al extremo 5’ se prepara
bajo 1las siguientes condiciones Los plasmidos de
plantilla, pHSGHM17 y pSRPDHH, se obtienen al seguir la

descripciédn en una solicitud de patente europea EP 0 909

Bl6 Al

Composicién de la solucidn de reaccion

ADN pHSGHM17 de plasmido, 25 ng
Iniciador de un oligonucleotido 7AL1P, 50 pmol
Iniciador de un oligonucledbtido HKSPR11l, 50 pmol

Coctel dNTPs, 5 ul

Solucidén 10xXPCR, 5 ul

Polimerasa ae ADN ampliTag (Per¥in Elmer), 2,5

unidades

N



La solucidn de reaccién que tiene la composiciédn
anterior se ajusta a un volumen final de 50 Ul al agregar

agua redestilada y utilizarla en el PCR

Las condiciones térmicas del PCR calentamientoa 94°
C durante dos minutos, despues de lo cual se repite un
ciclo térmico de 94° C durante un minuto, 55° C durante
un minuto y 72° C durante dos minutos, seguido por

calentamiento a 72° C durante 10 minutos

En el fragmento de LM6-F2-ADN que codifica para una
porcién del FRL,, CDRL,, FRL., CDRL, FRL3, CDRL3, FRL4 y
ura vorcion de la region constante se orepara bajo las

sigulentes condiciones

Composicién de la solucibdn de reaccion

3DN pL28 ae plésmido, 25 ng
Inicirador de oligonucleotido MVFll, 50 pmol

Iniciador de oligonuclebtido MVR12, 50 pmol
Cébctel dNTP, 5 pl

Solucién 10 X PCR, 5 ul

1%



Polimerasa de ADN ampliTaq 2,5 unidades

La solucién de reaccidn que tiene la composicidn
anterior se ajusta al volumen final de 50 upl al agregar

agua redestilada y utilizarla en PCR

Condiciones térmicas PCR calentamiento a 94° C
durante dos minutos, despues de lo cual se repite un
cliclo térmico 30 veces de 94° C durante un minuto, 55° C
durante un minuto y 72° C durante dos minutes, seguido

por el calentamiento a 72° C durante 10 minutos

El fragmento de LM6~-FR3-ADN que codifica para una
porciédn del FRLY y la region constante con un sitio de
escis16n de enzima de restriccidn EcoR I agregado en ele

extremo 3’ se prepara bajo las siguientes condiciones

Composicion de la soluciébn de reacciédn

ADN pSRPDHH de plasmado 25 ng
Iniciador de oligonucledtido MCFll, 50 pmol

Iniciador de olaigonuclebdtido 7ALCN, 50 pmol

Céctel dNTPs, 5 ul



Solucién 10 X PCR, 5 pul

Polimerasa de ADN ampliTaq 2,5 unidades

La solucion de reaccidn que tiene la composicidn
anterior se ajusta a un volumen final de 50 pl al agregar

agua redestilada y usarla en PCR

Condiciones térmicas PCR calentamiento a 94° C
durante dos minutos, despues de lo cual se repite un
ciclo térmico 30 veces de 94° C durante un minuto, 55° C
durante un minuto y 72° C durante dos minutos, seguido

por el calentamiento a 72° C durante 10 minutos

Los fragmentos de ADN amplificados despues de PCR se
separan mediante electroforesis de gel de vpoliacrilamida
al 58 El gel después de la electroforesis se tifle con 1
pg/ml de bromuro de etidio para detectar el ADN produciao
bajo luz UV Las bandas de ADN respectivas se detectan

asi v son escisionadas con una cuchilla

b) PCR de segunda etapa
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IM6-ADN en el cual los fragmentos anteriormente
descritos de LM6-F1-ADN, LM6-F2~ADN, y LM6-F3-ADN son

fusionados y se preparan bajo las siguientes condiciones
Composicidn de la solucion de reacciédn

Fragmento de gel de LM6-F1-ADN preparade en el PCR

de primera etapa,

Fragmento de gel de LM6-F2-ADN preparadoc en el PCR

de primera etapa,

Fragmento de gel de LM6-F3-ADN preparado en el PCR

de primera etapa,

Iniciador de oligonucleotido 7AL1P, 50 pmol
Iniciador de oligonucleotide 7ALCN, 50 pmol
Céctel aNTPs, 5,0 ul

Solucaion 10 X PCR, 5,0 ul

Polimerasa de ADN ampliTaqg 2,5 unidades

La soluciédn de reaccién que tiene la composicién
anterior se ajusta a un volumen final de 50 gl al agregar

agqua redestilada y utilizarla en PCR
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Condiciones térmicas PCR calentamiento a 34° C
durante dos minutos, después de lc cual se repite un
ciclo térmico 30 veces de 94° C durante un minuto, 55° C
durante un minuto y 72° C durante dos minutos, Seguido

por el calentamiento a 72° C durante 10 minutos

El fragmento ILM6-ADN preparado asi se 1inserta en el
pCR3,1 ADN de plasmido wusando un kit de clonacién
Eukariotic TA (Invitrogen} siguiendo el protocolo del
fabricante e introducido en el E Coli TOPlOF’ competente
contenido en el kit Las secuencias de nuclebdtido de
estos ADN que codifican la cadena de luz del TRA-~8
humanizado se confirman mediante el método dideoxa

utilizando un analizador de ADN

Los plasmidos resultantes se designan pCR3, 1/LM6-1-
16 (el plasmido que lleva el cADN que codifica la regidn
variable de cadena liviana del TRA-8 de raton y una

regidén constante de cadena liviana Ig humano)

El plésmido obtenido PCR3 1/ILM6-1-16 que contlene el
fragmento ILM6-ADN es digerido con 1las enzimas de

restriccidn HindIII y EcoR I



Un pug de ADN pHSG399 de plésmido de clonacidn se
digiere con las enzimas de restriccion HindIII y EcoR I,
y luego desfosforilizada con CIP El ADN pHSG39%9
desfosforilizado resultante y el fragmento LM6-ADN, que
se ha digerido con las enzimas de restricciédn HindIII ¥
EcoR I, son ligadas utilziando el kit de ligacidédn de ADN
version 2 0 (Takara Shyuzo, Col Ltd ) Luego la E Coli
DH5a se transforma con el ADN ligado y esparcido sobre el
medio de agar que contiene 0,1 mm de IPTG, 0,1% de X-Gal
v 50 ug/ml de cloramfenicol (concentraciones finales)
Los transformantes blancos obtenidos se cultivan en medio

LB liquido que contiene 50 pg/ml de cloramfenicol, y ADN
de plasmido se extrae del cultivo resultante de acuerdo
con el método alcalino-SDS E1 ADN de plasmido extraido
se dlglere con HindIII y EcoR I, y luego un clon que
lleva el fragmento LM6-ADN se selecciona mediante

electroforesis de gel de agarosa al 1%

Como resultado del procedimiento anterior, el
plasmido pHSG/M6-1-4-1 que lleva un fragmento de fusién
de la reqidn variable de la cadena liviana del TR®-8 de
ratdén y de la regién constante de la cadena Igk humana se

ocbtiene La sepa E coli transformante que guarda estos
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plasmidos, designada como E coli DHS5a/pHSG/M6-1-4-1 se
deposito con el deposito de organismos para patentes
internacionales, National Institue of Advanced Industrial
Science and Technology, 1-1, Higashi 1 chome Tsukuba-shi,
Ibaraki-ken, 305-5466, Japon en abril 20, 2001, de
acuerdo con el tratado de Budapest para el dep6sito de
microorganismos, y se acordo el nimero de acceso FERM BP-

7566

3) Construcciédn del plasmido pSR/LM6-1-4-6 (plasmido
de exoresion para la quimera tipo LM6 de la cadena

liviana TRA-8)

El plésmido obtenido pHSG/IM6-1-4-1 que lleva un
fragmento de la fusidon de la reqidn vzriable de la cadena
liviana TRA-8 de ratdn y la region constante de la cadena
Igk humana se& digiere con las enrzimas de restriccibn

hindIII v EcoR I

Un pg ael ADN pSRPDHH del olasmido clenado se
digiere con las enzimas de restriccion HindIII y EcoR I,
luego se desfosforiliza con CI? £1 ADN pSRPDHH

desfosforilizado resultante y el fragmento de ADN
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HindIII-EcoR I, obtenido del pHSG/LM6-1-4-1 se ligan
utilizando un kit de ligado de ADN versién 2 0 (Takara
Syuzo, Co Ltd } Entonces, el E Coli DHba se transforma
con el ADN ligado y se esparce sobre el agar LB Los
transformantes obtenidos se cultivan en un medio LB
liquido que contiene 100 pg/ml de ampicilina, y el ADN de
pldsmido vy se extraen del cultivo resultante de acuerdo
con el metodo alcalino-SDS La 1nsercidédn y orientacion
del fragmento de ADN deseado en el vector pSRPDHH se
confirma medlante la secuenciacidn de ADN utilizando un

analizador de secuencia de genes

El plasmido de expresién resultante que lleva el
cADN que codifica la cadena liviana ael TRA-8 tipo

quimera (se designa pSR/LM6-1-4-6)

(S) Produccién de diversos anticuervos de TRA-8

tipos quimérico o humanizado

La transfeccibén de las células CO0S-7, es conducida
por los metodos de reactivo de transiecciédn FUGENES6
(Boenringer Mannheim Biochemica)} de acuercc con el manusal

de instruccion suministrado con el kit
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Las células C0S-7 (American Type Culture Collection
No CRL-1651) crecen a semiconfluente (3 x 10°
células/plato) en un plato de cultivo (drea de cultavo
57 cm?, Sumitomo Bakelite) que contiene un medio Eagle
modificado Dulbecco (en lo sucesive denominado como “D-
MEM”, Gibco BRL) suplementado con suero de ternero fetal

al 10% (en lo sucesivo abreviado como “FCS”, Moregate)

En el entretante, 10 upg/plato (total cinco platos)
del ADN de plasmido de expresidn de cadena pesada DRS
humanizado (pHA1S5-1) y 10 pg/plato del ADN de plasmido de
expresiédn da cadena 1liviana DRS5 humanizado preparado
mediante el metodo alcalino-SDS v la centrifugacion de
gradiente a2 densidad de cloruro de cesio se mezclan, y

luego se precipatan con etanol, sequido mediante

suspension en 5 pl/plato de dH,0

Después de 15 upl/plato de reactivo de transfeccién
fUGENE6 se mezcla con 180 ul/plato as D-MEM sin FCS, esta
solucion FUGENE (185 pl/plato) se mezcla con 5 upl/plato

de una solucidén de ADN que contiene 10 ug/plato del ADN

ae plasmido de expresibédn de cadena vesada DRS humanizado



427

y 10 pg/plato del ADN del plasmido de expresidédn de cadena
liviana DRS humanizado Despues de 15 minutos de
incubacién a temperatura ambiente, la suspensién de
plasmido obtenida (200 ul) se agrega a los platos COS-7
preparados previamente Desovués de incubar en CO; al 5% a
37°® C durante 24 horas, el medio de cultivo se camblia con
D-MEM sin FCS Después de incubacidén en CO; al 5% a 37° C
durante 72 horas, el supernadante del cultivo se recupera
para purificar los productos de expresidén en los fluidos
supernadantes Mediante el método como se describid
anteriormente, las celulas C0S-7 se transfectan con cada

una de las siguientes combinaciones de plasmido

{A) cotransfeccié4n de pHA15-1 y pSR/LM1-2 (H2L2)

(B) cotransfeccién de oHBl4-1 y pSR/M2-1 (H2L2}

(C) cotransfeccién de pHB14-1 y DSR/M3-3-44-10
{H2L3)

{D) cotransfeccién de pHBl4-1 y pSR/IM4-5-3-3
(h2L4)

(E) cotransfeccion de pHC10-3 y oSR/.{2-1 (H3L2)

{F) cotransfeccion de pHCl0-3 y pSR/LM3-3-44-10

{H3L3)



(G) cotransfeccion de PpHC10-3 y pSR/LM4-5-3-3

({H3L4)

(H) cotransfeccién de Phd21-1 vy pSR/IM5-3-27-1
(HAL5)

(I) cotransfeccién de pMll-1 y PpSR/LM6-1-4-6

(quimera)

Se centrifuga entonces el cultivo (3 500 r pm , 15
minutos) y se recolecta el supernadante El supernadante
se filtra con un filtro ae 0,45 pm (ADVANTEC TOYO DISMIC-
25CSs, Cat # 25Cs045 As) La purificacion del IgG
proveniente de los filtrados se logra utilizando
cromatografia de afinidad de Protein G-POROS (Applied

Biosystems) bajo las siquientes condicicnes

Sistema HPLC BioCAD 700E (Appliea 31osystems)

Columna cartucho sensor ProteinG-ID (tamado
columna 2 1 mmID x 30 mm LD, volumen ae lecho 0,1 ml,
applied Biosystens)

Solucion de elusidédn glicina-HCl 0,1 M (phk 2,5)

Solucién de neutralizacidén Tris-nCl 1M (pd 8,5)

Deteccién 280 nm

Proporcién de flujo 1 ml/min
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Tamafio de fraccién 0,5 ml/0,5 min

Tubo de fraccion 1,5 ml de microtubo de polietileno

Temperatura 4° C

Después que todos los filtrados aplicados a 1la
columna, 30 ml de PBS (Sigma, Cat # 1000-3) se utiliza
para lavar la columna Cuando se aplica la Solucibn de
elusion, se 1inicia el recolector de fraccibdn Cada

microtubo de fraccidén previamente contenia 55 upul de NaCl

1 M, 110 pl de Solucidn de neutralizacion y 74 pl de 2

mg/ml de albuimina de suero de bovino (Sigma, Cat # A-

7030) en PBS Las fracciones del nitmero 7 hasta el niumero

8 se recolectan

La verificacidn de la expresion de los anticuerpos
humanizados y el ensayo cuantitativo de los productos de
expresién en los fluidos de cultivo supernadantes
preparados se desarrollan mediante ELISA con un

anticuerpo contra IgG antihumano

A cada pozo de un plato de 96 pozos (MaxiSorp,
Nunc}, se agregaron 100 pl de anticuerpo wvoliclonal

especifico IgG Fc antihumano de cabra (Kappel) disuelto a

9



la concentracidén final de 0,5 upg/ml en solucidén de
adsorcién (hidrogencarbonato de sodio 0,05 M, azida de
sodio 0,02% Ph 9,6) y el plato se incubd a 37° C durante
dos horas para originar la adsorcion del anticuerpo

Luego, el plato se lavé con 350 pl de PBS-T cinco veces

A los pozos despues de lavados, se agregd el cultivo
supernadante diluido con D-MEM que contenia 10% de FCS y
se 1ncubd a 37° C durante dos horas Después de lavar de
nuevo con PBS-T, 100 pl de anticuerpo policlonal
especifico de IgG Fc¢ antihumano de cabra etiquetado
alcalino fosfatasa (Jakson Inmun¢ Research Lab ) diluido
10 000 veces con PBS-T se agregd a cada pozo y sa& incubo
a 37° C durante dos horas Después de lavar de nuevo con
PBS-T, se agregé una solucion de sustrato de p-
nitrofenilfosfato obtenido del kit 1alkal:n Phosphatase
Suostrate (Bio Rad) de acuerdoc con el manual de
instruccion suministrado con el kit Despues de incubar a
37° C durante 0,5 a una hora, se midid lz observencia a
405 nm En los presentes experimentos, inmunoglobulina G
de plasma de humano subclase 1 (IgGl) (Biopure AG)
diluigo ¢on D-MEM gque contenia 10% de FCS5 a ciertas

concentraciocnes se utilizd como muestras ae referencias
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de concentracién de los anticuerpos DR5 humanizados

contenidos en los fluidos suvernadantes del cultivo

Como resultado, los productos de expresidén ¥y
purificados en el cultivo supernadante se detectaron

especificamente con anticuerpoc IgG antihumano La
cantidad de anticuerpo IgG humano es 44,03 ug (H1-Ll1},
39,8 pG/ml (H2L2), 26,7 ug/ml (H2L3), 41 0 pg/ml {(H2L4),
39,3 upug/ml (H3L2), 24,7 pg/ml (H3L3), 21,5 pg/ml (H3L4),
16,7 Hg/ml (H4L5) Y 18,3 Hg/ml (quimera),

respectivamente

(6) BActividad inducida por apoptosis de diversos

tipos de anticuerpc humanizado o de anticuerpo quimer:ico
P

Las celulas Jurkat (ATCC No TIB-152), se utilizaron
para examinar la actividad gque 1nducia avoptosis del

anticuerpo TRA-8 humanizado durificado

Lazs celula Jurkat cultivadas en medio RPFMI1640 con
10% FCS (Gibco BRL) a 37° C durante tres dias en 1la
presenclia ae CO; al 5% son suministradas en cada pozo de

un microplato de 96 pozos (Sumitomo Bakelite) a 50 pl vor

q%/



pozo El TRA-8 humanizado preparado en este ejemplo 26 se
ajusté para que tuviera la concentracién del producto
final de 1interés de 100 ng/ml con un medio RPMI1640 que
contiene 10% de FCS para estimar sus concentraciones en
los fluidos de acuerdoc con el método descrito en el
ejemplo 26 Cada una de las solucicnes de los productoes
de expresién asi ajustada a 100 ng/ml se utilizé para
producir dilusiones seriales al repetir 1la dilusion
serial dos veces con RPMI1640 que contiene 10% de FCS

Cada una de las soluciones de TRA-8 humanizadas eluidas
(H1L1l, H2L2, H2L3, H2L4, H3L3, H3L4 o H4L5) se agregd a
cada pozo a 50 ul por pozo Después de reaccionar a 37° C
durante 12 horas, se agregaron 50 pl de 25 puM de PMS gue
contiene 1 ng/ml de XTT es agregado (concentraciones
finales de 250 ug/ml para XTT y 5 pM para PMS) Después
de incubar durante tres horas, la absorbancia a 450 nM de
cada vpozo se midid para calcular la viabilidad de la
célula al utilizar la capacidad de reduccidn de las

mitocondrias como el indice

La viabilidad de las células en cada pozo se calculd

de acuerdo con la siguiente formula
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Viabilidad (%) = 100 x (a-b)/(c-b}

En donde “a” se mide como un pozo de ensayo, “"b” es
la medicidn de un pozo sin células, y “c” es la medicidén

de un pozo sin agregar antlicuerpo

Como resultado, los anticuerpo humanizados ensayados
demostraron que inducen la apoptosis en las células de la
linea de celulas limfoma T que expresan el antigeno DRS

humano

Mis aln, la actividad inducida por apoptosis del
TRA-8 humanizado al PC~3 es examinada agregando taxol de

acuerdo con el método descrito en el ejemplo 25

La linea celular de cancer de préstata de humano PC-
3 se obtuvo {ATCC No CRL-435) de American Tissue Culture
Collection (ATCC) y se mantuvo en una mezcla de
nutrientes F-12K (21127-022, Gibco BRL} que contenia 10%
de suero bovino fetal (FBS, hyclone), 1% de L-glutamina-
200 mM (25030-149, Gibco BRL) y solucidn de penicilina
Streptomicaina 0,5% (P-7539, Sigma) El medio RPMI1640
(MED-008, IWRKI) suplementado con FBS al 10 % y solucién

de penicilina estreptomisina 0,5% se utilizdé en el



siguiente experimento Células PC-3 con crecimiento
exponenclal se recolectaron mediante traipsinizacién y se
lavaron dos veces con medio frescoe Las células son
entonces contadas, resuspendidas en un medio fresco, a
una densidad de 5 * 10' células/ml y distribuidas en
triplicado en platos de 96 pozos de fondo plano (3598,
Corning-Coster) en un volumen total de 100 pl/pozo un dia
antes de iniciar el experimento Una droga anticancer
representativa, Paclitaxel (169-18611, Wako) disuelta en
dimetilsulfdéxido (10 mg/ml) se diluyé en un medio fresco
y luego se agrego a platos de 96 pozos que contenian
células a 50 pul/pozo Las concentraciones finales del
dimetilsulféxido son menores de O0,1ls Después de 1la
incubacion durante 24 hr a 37° C en ura atmésfera de CO,
al 5%, el TRA-8 humanizado (HiLl, H2L2, H2L3, H2L4, H3L2,
h3L3 A3L4 o HALS5) diluido en medio fresco se agregdé a los
pozos Despues de la incubacidn por 24 noras adlicionales
se agrearon 50 ul de Minimum Essential Medium (11095-098,
Gibco BRL} que contenia 1 mg/ml de XTT y 25 mM de PMS a
los pozos y los platos son incubados aurante 6 h El
OD450 es entonces medido mediante el contador multimarca
ARVO ATS 1420 (vlallac Berthold) y la viabilidad celular

se calculd como sigue
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Viabilidad celular (%) = (0D450 para el pozo que
contenia celulas tratadas con Taxol y/o TRA-8 (agente
(s))-0D450 para el pozo que no contenia ni celulas n
agentes) x 100 / (OD450 para el pozo que contenia células

sin agente - OD450 para el pozo que no contenia ni

células n1 agentes)

Como resultado, los anticuerpos humanizados
ensayados demostraron que inducen apoptosis en las
celulas de céncer de préstata que expresan el anticuerpo

DRS humano

Cualesquier patentes o publicaciones mencionadas en
la especificaciébn son indicativas del nivel de aquellos
versados en la técnica a la cual perterece la invencion
Estas patentes v publicaciones son i1ncorporadas agquili como
reZzrencia al mismo grado como s1 cada publicacion
individual fuera expeecifia e 1ndividualmente gque se

incorvora como referencia

La opresente invencién no estd limitada en alcance
por los anteriores depositos o modaliaades descritos en

los ejemplos que tienen el proposito de ser i1lustraciones

s



9%

de unos pocos aspectos de la 1nvencion y cuales quier
modalidades que sean equivalentes funcionalmente estan
dentro del alcance de la invencion Varias modificaciones
de la ainvencién en adicion a aquellas mostradas y
descrita aquili serdn aparentes o seran evidentes para
aquellos versados en la tecnica y tienen el propdsito de

caer dentro del alcance de las reivindicaciones adjuntas
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