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FORMULARIO UNICO DE SOLICITUD DE PATENTE
PCT
ENTRADA EN FASE NACIONAL

SOLICITUD DE:
@ Patente de Invencion. [ Patente g& Modelo de Utilidad.
Caplitulo |. O Caplty'[o Il.
_®__'_ Nombre: ABGENOMICS CORPORATION’/

sociedad conslituida y existente bajo las

SOLICITANTE | leyee de Taiwan. IDENTIFICACION
M) Direccién: 2F, NO. 32, Ln. 358 CC. O NIT L
Julkuang Rd., Nelhu C.E. O Otro O
Taipel 114
Taiwan Cual
Namero
Domicllio: Talpel 114
Taiwan
Nombre: EMILIO FERRERO IDENTIFICACION
.[:ir:.cf:li‘dn: ;a;r;r::. No. 72-35 c.C. NIT D
eléfono:
REPRESENTANTE| __ 2118650 C.E. O Otro |
O APODERADO E-mail; clien Cual
Domicillo: Bogota, Colombia. Ndmero 438.019 T.P31.929
4. Ronghwa LIN 2. Chungnan CHANG
7F. No. 12, Lane 54, Sec. 3, 802 Saint Croix Lane
Sinsheng S. Rd., Da-an Districk Foster City
INVENTOR (ES) Taipel 108 Califomia 94404
(72) Taiwan Estados Unidos de América

PCT (86) / /
Solicitud Internacional No. PCT/US2005/016441 é Fecha: 11 de mayo de 2005
Publicacién Intemacional No. WO 2005/110456 Fecha: 24 de noviembre de 2005 7~

Titulo (54)
@ EPITOPOS INDUCTORES DE MUERTE DE CELULAS-T

@ Clasificacién Internacional (51) A61K 38/10 coxw¥/ob §3/06

Prioridad | (33) Pals de Origen (32) Fecha (31) Nimero de Solicitud
siXl No[d us 11 de mayo de 2004 / 80/570,1681

@ Comprobante de pago No.: 06-90,821 Fecha: 27 de noviembre de 2006
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Anexos:

Comprobante de pago de la tasa de presentacion de la solicitud por $ 463.000.00.
Comprobante de pago por reivindicacién de prioridad.

Documento que acredita la existencia y representacién legal cuando el solicitante sea persona
juridica.

Poderes, si fuere el caso.

Documento de cesion del inventor al solicitante o a su causante.

Declaraciones.

Copia de la solicitud intemacional. (Resumen, descripcion, reivindicaciones, dibujos)
Traduccion de la solicitud internacional al castellano. (Resumen, descripcién, reivindicaciones,
dibujos)

Copia del examen preliminar efectuado por la IPEA.

Traduccién del examen preliminar efectuado por la IPEA.

De ser al caso, copia del contrato de acceso.

De ser el caso, documento que acredite la licencia 0 autorizacién de uso de conocimientos
tradicionales de las comunidades indigenas.

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

Arte final 12x12

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

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

Otros: VER HOJA DE DOCUMENTOS ANEXOS

@H 0dO O0daaao

FIGURA CARACTERISTICA

®

Solicito la concesién de la patente,

NOMBRE: EMILIO FERRER
FIRMA : 4:9_ Zl_a.......___a

C.C. 438.018 de Usaquén T.P. 31.920

JDF
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DOCUMENTOS ANEXOS

1. {X Publicacién Internacional WO 2005/110456 A2
2. [ Extracto de publicacion.

NO SE REALIZARON MODIFICACIONES EN
FASE INTERNACIONAL
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REPREBENTACION, RATIFICACION Y PODER
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Representacitn, Ratificacida y Poder ton anteaticaciin noterk
y Apostille para pateates, modelos de stildad, diselc
industriaics, marees do fibricy, nombres comerciales, snselm
sombres de dominio, lomas comerelslon, llenncins.

Represontation, Rutification aad Powsr-of-Attorsey wit
actarial axthentieation and Apastills for patests, utility modes
industrial desiges, trademarks, commercisl oames, trad

Yo (nowotrgs), abajo firmedo (s)5 (we), the  undersigned

smbloms, domais names, slogans, Hoenses.
REPRESENTATION, RATIFICATION AND POWER-
OF- ATTORNEY
“13¢ A
S

por ¢ prescale nombnemos & EMILIO FERRERO, tpe. 31929
GONZALO PERDOMO, 1pa. 831; LUZ CLEMENCIA DE PAEZ, tpa
23533 y DANIEL PERA. ipe. 65620, domiclliados oo ls Curran 4° N°
72-33, Bogott, Colambls, sn obudecimisuio & lo dispussic e o
parigraib 10 del Astioulo 343 del Cidigo de Comerela, o primero come
principal y los demis como suplenicy, en s onden, cxno mis (auestros)
represontantss an odos los suumios de propicdad industriul con facultad
parn reclhir noilficaciones y oombrar spodersdos judiclales o
exmyjudiciales. Bl primer representants suplunte resmplamod o) principul
o caso de ausencis o lmpodimento wmporal v definitivo de aquél. La
misma regls sc splicard cunnsdo ] scgundo repraitanic suplente huys
de reemplazir al primero, o el torcero al sogundo. Bn s camos, ol
represctante priocipal, o ol primarn, o segundo suplents, on s ons0, o
ambos, declarnin su intencién de no qjarcer Is represéntacién mediante
declaraciin mutentipads por Noterio Pillico en Colombls, o por Notario
u otro Funclonario Piblico, o Céasul ds Colombla, en el extranjerv; y sl
= tralure de Impediments, can &l cerdficado respoctivo. 81 alguno de los
numbrados faltare definitivamente, ¢l sigulents tomard &y hugar. Cusndo

© CAVELIER ABOGADOS
WPPOLER]-192 (MINUTA 12.1.12.101)
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filed without & Piywet'¢
e The Petciit O Erjp s ‘..f""l-u..

tn _Bogoeh Clabily %2l b2 % o fi

oo _Andl 12.G00ad K. J NOTapi: BARA AG " < &

md do hareby np ”d + '-—:4".1'0.
PERDOMO, tpa. KPRUUZ CLEMENCIA DE PAEZ, ya. 23555 &
DANIEL PERA, wpll. 63520, domiclled s Carrors 4* N° 72-35, Bogo
Colorobia, Iz duo ofnp " with the tars of Paragraph It of Ard:
343 of the Comaiicisl Bids, the firt av principsl and tis others
ultoaten, in the orer of their appolatment, as our represmntatives for

industrial proporty matters with faoulty to roccive nodfioations snd
sppoint stomeys in sad gut of Cownt. The first alterosts shall repleoe (
principal in exso of hiy sbsence or of temporsl or defluitive lmpedims
The mame rule will apply when the spoond ultetate reproseeaative is
ropluce the first ops, o when the third Is 1o repiace the first or soco
‘altiimstes in thelr twm, or both of thom, second. In such casen, 1
" principal roprosongative, or the shall sote thelr intention not © anx
meprescnistives through s desismtion given before & Notwy Public
Colowbia, or befare » Notary or mother Public Official or 3 Colomb!
MIMﬂh“dhﬁhﬂLhmuﬁlﬂ
shall pudfice. If sny of the appointoss were o be deflnliely absant, 1

following alternaty shall ke his place. When the shaence or impediou




cesure 1a susentla o impedimento dol representante prineipal, o do W
primem o sogundo suplates, on s cam, podrin goxxr s
representaciin, en & orden, Uno u otrod segdn of esso, emaniéadols por
¢l sl bhecho do gercwria, tossndo &0 we momante o ghaclslo de s
representaciis por ef primero, segundo o trver suplents oo S cam.

Adcmis. conflerv (cunfirimos) poder & los sbogedos wribs combrudos,
para obtuner la proteccion de mi (nuestra) propiedsd Industyial y cone
Ia competoncin doslml, s cuye sfects autorizo (amos) a los dichos
apuderados pam que me (nag) represonton m Cualesuicn ontidades o
personns, gjorsen 0 po jurisdicoldn, capecinimente mte b del ordkn
adminlstrative, contenclosoadminigrstivo y judiclsl, sl como s
tribumales de arbitramanto, on todo lo poncomlents a los sigulontes
ssuntos; a) Obtencién do pstontes de Invencidn, modeios do utllidad y
dischios indumrisles; el mgitro do marcas do fibrio, colective,
defensivas, de servigio, koms comerclales, oumbres comercisles,
ensclins, nombyes do dominlo, varicdadss vegotales y dmominaslones do
origen; s wovacién, trwpsss, osmbio de oombre ¢ domicilie,
muhvdm,dmhm#uhum
nmmummmmm.
opusiciones u vheervaciones, cancolaclén  adminisrative o judiclal,
sulidad. medides cuutelires, comceslén de lcenciss, la muels, la
prolecclan de socrotos industrisles, y oo gontrul los Juicios elviies,
peaales, sdministrativos o consncloso-administrativos relscionados con
vstos derechos; acciongs y proccss qus PIUMOVEmOS O =5
Promucvai. Y pers que en todos los ssmos mribe determinedos, pusdan
sustitulr este mandato, traneigir, congillar, sdmitir loa boches dal
procso, desistl, cancelar, reclblr, reuncler, y retificer los astos do
agantex oflciosos.

of the pringipal repeesentative, or of the frst or apoond alternets In th .

tom comse, the teprasentation can bo takan again bn their ssquanos, by 1
ixincipal, the fint or ssoond sitornsts doponding on cuse, mnd the m
fact or its guarclse will muffice. Tho onarciss of the representation by t
firm, second or thind alverstes in thelr tun shall sud &t such time.

o widhion, we et & Powsy of Atarogy In fevor of the above _bam
womeys-al-law 20 thet they may olxaln the protection of my (o
Industrial property and aguinat the unfhly competition, for which purpos
{(wo) authorize tha wmid stiomecys t ropresst me (us) bafbre &
wthoritios or persons, whh or withowt jusisdiction, spechily the
adminisntive, sdminisirstive contentious wad Judiclal, s well &3 bokt
Arbitration Coust, in sll matters concanaing the fhilowling: «) Obtuinau
of pstenty, utility models snd Industrisl designs: the registmtion
tradexnwrics, cullective, dofinsive and swvice marks, slogmms, commaerc
omnes, trale enblans, domsln pemes, vegstal varicties &
denominations of origin; its renowsl, smigument, chenge of oame
domicile, voluntery emcelistion; and the reglsttion of llosnsss of age
the shove rights;  b) Actions of unfair competition, prosection to 1
conpumer, oppusidons of obsavations, wdminisretive oo Cor
canculistion, noliity, infringement, granting of Lisensey, the action for w
sundumugs, the protection of trade sscrets, and in genersl the civil, pen
and udministrutive mdts nilating to 1hose rights; sotions sad s
instiuuted by me (us) or againet me (us). And that in all the wbove mam
thay may subsiute this Power of Attornay, compromise, concliiste, adr
the facts of the cass, desist, cancel, reasive, resign, wnd mify acts dovs

ropramatatives without & w
coma NoTAm,
% soaana, s 0 46w CInclL
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Attested a1 the Cluu, Yuwan -Sun Notury Public Office
of 'Paiwan Tuipei Distewt Cuurt, KOC., thut the
signature(s)/scults) in thiv document lsfure
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El infrascrito funcionario de

izaciones del Ministerio de
“Relaciones Exteriores debidamente autorizado
para este acto

% CERTIFICA:
Que la firma que amecede y que dice:
REPUBLICA DE PANAMA
MNISTERIO DE RELACIONES EXTERIORES MAYTE YEN
PSS CERTIFICA: ] o .
Departamento Consular v &5 auténtica del funcionario que el dia
Legalizaciones qgue la firma que aparece en el documento adjunto que de_ OCTUBRE a0 2006
dice: A0 YUAN-SUN-
. gercia el cargo d FIRMA AUTORIZADA DE LA EMBAJADA
CERTIFICADO DI'_Z ¢s auténtica y corresponde a la que acostumbra usar en los ‘
AUTENTICACION documentos que autoriza en calidad d DE PANAMA EN TAIPEI, TAIWAN R.O.C
CFFICE OF TAIWAN TAIPEI DISTRICT COURT,R.O.C Ponamé.__26 de OCTUERE _ apo 2006
. . icaci 161C-PC
Recibo Oficial No.___353416 DadoenlaCiudadde TAIPEY  eldfa_04 Ausemsioaciin N 110574¢
Arance] No. 60 del mes de __ OCTUBRE A \/del afto 2006
Derechos B/, _' 9-90 '

JE AUTENTICACION Y LEGALIRACION
MINISTERIO DE RFI ACIONES EYTERIDRES

Ne. 306873

AMP-O5 Este Ministerio no asumne responsabilidad en cuanto al contenido

del documento.

tal otaviow .

et T )



CERTIFICATION OF AUTHORITY

1. I, _SHIH-YAO LIN President of ABGENOMICS
CORPORATION __ do hereby certify that:

1.1. SHIH-YAQ LIN is the President of _ ABGENQOMICS
CQRPORATION and that he/she is the authorized by ABGENOMICS

QRPORATION to execute this Power of Attorney on its behalf.

1 2 That 3 ABGENOMICS CORPORATION is a
corporatign/company legally constituted and in existence in accordance with
the laws of __ Taiwan .

1.3. That the domicile of said corporation/company is _2F, No. 32 Ln.358
Juikuang Rd., Neihu, Taipei, Taiwan 114, R.0.C.

1 4 That the purpose or purposes for which the present Power of Attorney

2.1. The Articles of Incorporation of
dated _May 26, 2006 .

2.2. The Resolution of the Board of Directors and/or tije $y-Laws of
, dated

Caue Nu.* 7 27 8 ?)IE SEP 18 218 Signed by: %ﬁ

ERHLE L LK € 1 REMEREFENARRALEA ShiicYao Lin
MEWRERwE - DIRA M E DB
Atteuted at the (tinu, Yuun-Sun Nutary Public Office
of Tuiwun Tuipei Districrt Court, ROC., that the
signuturei(u)/ucal(s) in Lhis document is/are
autheuntie,

Nutury Public //"'2—7

Chdo, Yuan-8un
901, NO. 346, NAN-KING E. RD., SEC. 3, TAIPE], TAIWAN
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REPUBLICA DE PANAMA
UNGSTERIO DE RELACIONES EXTERIORES

SSSS

Departamento Consular y

Legalizaciones

CERTIFICADO DE
AUTENTICACION

Recibo Oficial No

353416

Arancel No: 60

Derechos B/. _10._00

No. 306874

El Suscrito

FIRMA AUTORIZADA,EMBAJADA DE PANAMA N
R.O.C
TITULO ¥ LUGAR DE ACREDITACION

CERTIFICA:

que la firma que aparece en el documento adjunto que
dice: CHAO YUAN-SUN

es auténtica y comresponde a Ja que acostumbra usar en los
documentos que autoriza en calidad de NOTARY PUBLIC
OFFICE OF TATWAN TAIPEI DISTRICT COURT,R.O.C.

Dado en la Ciudad de _TATPET eldfa _04

Mgl

» e

El infrascrito funcionario de
Legalizadmwsfgel Ministerio de
Relaciones Exteriores debidamente autorizado
para este acto

CERTIFICA:

Que la firma que antecede y que dice:

MAYTE YEN

es auténtica del funcionario gue el dia 4

de__OCTUBRE afio__ 2006
ercia el de FIRMA AUTORIZADA DE LA EMBAJADA

DE PANAMA EN TAIPEI, TAIWAN, R.O.C

Pomaméd____ 25 =~ de QCTUBRF _ afo 2006

ion N°__15C-PC
Asaenticacion —Ii6574c

MINISTERIG DE RELACIONES EXTERIOFES

Este Ministerio no asume responsabilidad en cuanto al contenido



TRADUCCION OFICIAL No. 11.08/06b realizada pot Diego Vargas, Traductor
Oficial, Resolucién No. 000)1 de 1999 del Ministerio de Justicia vy

registrado ante el Ministerio de Relaciones Exteriocres de Colombia.

A continuacidén se traducen los sellos y legalizaciones de un
dnocumento mediante el cual ABGENOMICS CORPORATION, domiciliada en
2¥, No.32 Ln 358, Juikwang Rd., Neihu, Taipei, Taiwin, 114,
Repiblica de China, ratifica la solicitud presentada en el
expediente No. 06.035.911 por el Dr. Emilio Ferrero como agente
oficioso ante ]la Divisién de Nuevas Creaciones en Bogoti, Colombia
el 12 de abril de 2006, y adicionalmente otorga derechos de
representacién y poder a los Doctores EMILIO FERRERO, tpa. 31929;
GONZALO PERDOMO, tpa. B831; LUZ CLEMENCIA DE PAEZ, tpa. 23555 vy
DANTEL PERA, tpa. 65620, domiciliados en la Carrera 4 No. 72-35,

Bogot4a, Colombia.

Dado y firmado el 19 de julio de 2006 en Taipei, Taiwan, por Shih-
Yao Lin.

)

= il Wy Ol e
G0N0 NOTARID BEXTO ]

() oo Sincor)
§ DR 800GYA, NAGD CONSTAR QUE LA 3

Firma Ilegible FOTOCOPLA COINCIDE COM 51 ORI

. Tty pe b

Firma ¥ £ o lany LR«

a¢! ’ -ICiﬂNﬁils,‘

‘{:-:.'ﬁ:" 4 . 2% "5¥

Sello: v w&f 3 f“‘%‘i
{ PAgNK WD BARAIAE

Caso No. 5396 Fecha: JUL 19 2006 Wt e -+ S ——]

Se certifica en la Oficina de Notario Pihliccg de Chao,

Tribunal de Distrito de Taipei, Taiwan, Repiblica de China, que la

YuAan-5Sin,

firma(s) / sello(s) en este documentc es / son auténticas.

Notario PdUblico
Firma Ilegible
Chao, Yuan-5un

(ANEXO)

Se anexa Certificado de Autenticacién No. 353416 con Recibo Oficial
306873 de la Repithlica de PanamA por medin de la cual Mayte Yen, en

su capacidad de Firma Autorizada de la Embajada de Panamd en Taipei,



TaiwAn, Repiblica de China, certifica la ‘firma anterior de CHAOQ
YUAN-SUN como Notario Publico de la Oficina del Tribunal de Distrito
de Taipei, Taiwén, Repuiblica de China. Dado en Taipel el 4 de

octubre de 2006.

Se anexa la legalizacién por parte del Ministerio de Relaciones
Exteriores de Panamid bajo la Autenticacién No. 161C-PC/110574C de la
firma anterior de Mayte Yen como firma autorizada de la ﬁﬁﬁajada de
Panamé en Taipei, Taiwén, Repiblica de China. Dada y firmada el 26

de octubre de 2006 por el Lic. Ernesto TLozano Lopez, funcionario de

Legalizaciones.

Se anexa la certificacién No. 118 del 27 de octubre de 2006 del

rAnsul General de Colombia en Panami, en donde se certifica la firma

L T

anterior de Ernesto Lozfno--Lopez como Jefe de Autenticacién vy

Legalizacién del Ministerio de Relaciones Exteriores de la Repiblica

de Panamd. Firmada por César E. Hernandez Riafigu  COR0S - de
F 4

b NOTAMO SRNTO () ONL CIRCUL o
BOTA. NASOD CONSTARGUE LA o

Conlombia en Panami.

Pagados los Impuestos } 3
.é‘jg
G
- i \\:;
Legalizacion de la firma anterior por plclasat) "'g..‘-ﬂg.gﬁ,mge
Legalizaciones del Ministerio de Relaciones HRferiores de Bogotd
bajo el nimerc 517960 con fecha del 7 de noviemb 2 de 2006.
Ll oo
4%6? VARGKS Z.
TRADLIGTORE IMTERPRETE (I1CIAL
ESPANIOL - INGILFS — INGLFS . FrAFICH
RES. DDOI DE ENERO 4 DE 1999
MINISTERIO DE WSTICIA
CERTIFICADO DE AUTORIDAD
1. Yo, SHIH-YAO LIN, Presidente de ABGENOMICS CORPORATION, por el

presente certifico que:

O
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1.1 SHIH-YAO LIN es el Presidente de ABGENOMICS CORPORATION y que

él/ella est& autorizado por ABGENOMICS CORPORATION para suscribir

este poder a su nombre.

1.2 Que ABGENOMICS CORPQRATION es una sociedad/compafiia legalmente

constituida y en existencia de conformidad con las leyes de Taiwén.

1.3 Que el domicilioc de .dicha “sociedadAcompafiia.. es- 2F, No.@2, Ln

358, Juikuang Rd, Neihu, Taipei;- Taiwan, 114, Reptiblica de China

1.4 Que el fin o los fines para los cuales se otorga este poder
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1-CELL DEATH-INDUCING EPI'TOPES

RELATED APPLICATION

‘Fhis application claims priority to U.S. Pruvisional Application Serial No.
00/570,101, filed on May 11, 2004, the coments of which are incorpurated by reference

in ils entirety.

BACKGROUND

Control of unwanted immune responses is critical in treating sutoimmune
discases, transplamt rejection, allergic discases, and T-cell-derived cancers. The activity
of’ overly agpressive T-cells can be contained by inununosuppression or by induction of
inununvlogical tolerance. Apoptosis is believed to be involved in maintaining proper
tunctions of the immune system and removing unwanted cells, such as overly aggressive
T-cells (Kabelitz et al. (1993) hiununol Today 14, 338-340; and Raff (1992) Nature 356,
397-399).

SUMMARY

This invention relates o T-cell death-inducing epitopes. The epitopes can be used
for, amoug others, selecting compounds that bind to the epitopes. Such compounds are
useful in reating diseuses involving overly aggressive T-cells. Examples of such diseuses
include autoinnnune diseases, ransplan rejection, allergic discuses, and T-cell-derived
cancers.

In one aspect, the invention features a three-dimensional conformation of un
isolated epitope. Binding of a ligand to the epitope on activated T-cells induces death of
the cells. Such an epitope is represented by:

() X-X3-X3-X4-Xs (SEQ ID NO:1), where

X, is 'Fyr, Tip, His, vr Met;
X; is Asp,
X; is Ser, Phe, Pro, Glu, or His;

X4 is any amino acid that naturally occurring in animals; and
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Xs is Pro, Tyr, Hig, or T
Xe-X7-Xg-Xo-X1a (SEQ ID NO:2). where
Xs is Asp;

X3 is Tyr, Met, Asn. Trp. or Phe;

Xy is Phe nr Leu;

Xa is Pro; and

Xin is Glu; or

X11-X12-X13-X 14 (SEQ TD NO:3), where
Xy is Pro;

X,z is Met;

X131 is Glu or Ser: and

Xyais Te.

Any of those epitopes described above can be, e.g., a polypeptide, an interacting

region of two polypeptides, a carhohydmate moiety, a glycoprotein, or any

conformational, functional equivalent therenf,

In another aspecl, the invention features an isolated polypeptide containing
Xi-X3-X3-Xa-Xs, Xa-X7-Xga-Xo-Xyo. o X11-X12-X13-X14. Binding of a ligand to the
polypeptide on activated T-cells induces death of the celis. In one embodiment, the

polypeptide contains 4 to 400 amino acids (e.g.. any integer hetween 4 and 400,
inchisive), For examplc. the polypeptide can be X -X3-X1-X4-Xs (SEQ ID NO:1), Xe-Xo-
X»-Xo-X1n (SEQ ID NO:2). X 1-X12-X)2-X14 (SEQ D NO:3), or any of SEQ ID NOs:4,

6-18, and 20-22.

An "isolated epitope™ or “isolated polypeplide™ refers to an epitope or polypeptide

smbstantially free from naturally associated molecules, i.e.. it is at least 75% (e.g.. any

number hetween 75% and 1007, inclusive) pure by dry weight. Purity can he measured

by any appropriate standard mcthnd, for example. by colnmn chromatography.,

polyacrylamide gel electrophoresis, or HPLC analysis. An igolated epitope or
polypeptide of the invention can be purified from a namral source, produced by
recombinant DNA techniques, or by chemical methods.
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lus s1ill another aspect, the invention features a novel compound thit binds o one
uf the ubove-described epitupes. The compound can be any kind of molecule, including
antibodies such as monoclonal antibodies. A compound of the invention can be used for
detecting an epitope of the invention and for inducing death of activated T-cells.

Also within the scope of the invention is a method of producing autibodies. The
method involves wdministering w a subject an effective amount ol viie of the sbove-
described epitopes {e.g., polypeptides). The sntibudies can be used for detecting an
cpitope of the invention or for inducing death of activated T-cells,

‘The invention also features a method of idemifying a candidate compound (e.g., a
monoclonal anlibody) for inducing death of activated T-cells. The method involves
contacting u test compound with an epitope of the invention and detennining whether the
test cowpound binds 10 the epitope. 1F1he test compound binds to the epitope, itis a
cundidate for inducing death of activated 1-cells.

The invention furiher features a method of inducing death of activated T-cells by
contacting uctivated T-cells with a cotnpound of the invention.

In yet another aspect, the invention features a phurmaceutical composition
containing a pharmaceutically seceptable carrier and (1) an epitope of the invention such
as u pulypeptde, or (2) a compound that binds 1o the epitupe.

The invention provides compuositions und methods for treating diseases involving
vverly agpressive T-cells such as autoimmune discases, trunsplant rejection, allergic
discases, and T-cell-derived cancers. The details of one or more embodiments of the
invention are set forth in the sccompanying description below. Other features, objects,

und udvantages of the invention will be apparent from the detailed description.

DETAILED DESCRIFTION
This invention is based on the unexpected discovery that activated T-cells can be
induced 1o undergo upopiosis and be depleted by engugement of new 1=cell death-
inducing epitopes. Depletion ol activated T-cells are particularly useful for reating
conditions sssociated with an excessive or unwated T-cell-mediated immune respouse or

T-cell proliferation. For examiple, depletion of activated T-cells can result in reduction or
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elimination of undesirable T-cell activity or proliferation related to autoimmune diseases,
transplant rejection, allergic diseases, or T-cell-derived cancers.

Accordingly, the invention features a three-dimensional conformation of an
isolated epitope. Binding of a ligand ta the epitope nn activated T—cells imlucelf death of
the cells. The epitope is represented by X-X2-X1-X4-Xs. Xa-X7-Xg-Xo-X10. 0 Xy1-X 12~
X13-X14. The three-dimensional conformation of X;-X3-X3-Xe-Xs, Xa-X7-X2-Xo-Xi10. or
X11-X12-X13-X14 can be determined, e.g., using computer modeling programs as described
in Duggan et al., (1995) J Med Chem. 38:3332-41 and Toogood (2002) J Med Chem. 45:
1543-57. Epitopes of conformational, functional equivalence can he designed in
accordance with the three-dimensional ooni'onnaﬁnn of X1-X3-X3-X4-Xs. Xs-X7-Xp-Xor-
X0, or X11-X12-X13-X14. prepared using _methods known in the art, and tested for their
abilities to be involved in induction of death of activated T-cells by methods such as that
described in the example below. See, .g., Barhas et al. (2001) Phage display. A
lahoratory manual. CSHL Press; Parmley el al. (1998) Gene 73, 305-318: Scott et al.
(1990) Science 249, 186-190; U.S. Patent Application Nn, 20030049252 Al: WO
03013603 Al: Osbome (1996) Corr Opin Immunn] 8;245-248; Lin cf al. (1997) J.
Immunol. 158, 598-603; Zhang ct al. (1995) Nature 377, 348-350; Lai et al. (1995) Eur J
Immunol 25, 3243-3248:; Mollereau et al. (1996) J Immunol 156; 3184-3190: and
Gribben et al. (1995) Proc Nat) Acad Sci USA 92, 811-818,

As used herein, an “activated T-celi” is a T-ccll having a higher frequency. rate,
or cxtent of proliferation than that of a non-activated T-cell. “Death™ ol a cell includes
programmed cell death, i.c.. apoptosis. “Induction of cell death™ by an agent occurs
when a population of cells treated with the agent exhibits a higher death rate compared to
an untreated cell population. For example, the percentage of in vitro activated T-cells
undergoing apoptosis is ahout doubled when treated with monoclonal antihndies m12R-
9F9, m152-15A7, or m166-43B6 compared to that of untreated cells, as determined by
annexin V staining and FACS analyxis (see the example befow).

The invention also features an isolated polypeptide containing X;-X2-X3-X4-Xs,
Xe-X1-Xp-Xo-X1on or X1y-X12-X13-Xva. The polypeptide can he uged for identifying
compounds that induce death of activated T-cells. Binding of such a compound to the
polypeptide expressed on the surface of activated T-cells induces cell death, Further. free

4
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polypeptides (i.e., those nut expressed on the cell surfice) can inhibit unwanted cell death
by competing tor endogenous deuth-inducing ligunds with the cell-surtace polypeptides.
The lengih or sequence of the pulypeptide may vary for these uses. A polypeptide of the
invention can be obtained, ¢.g., us an isolated T-cell surface protein, a synthetic
polypeptide, or 4 recombinan polypeptide. To prepure a necombinant polypeptide, a
nucleic acid encoding it can be linked to another nucleic acid encoding a fusion purtner,
e.g., Glutathivne-S-Transferase (GST), 6x-His epitope tag, or M13 Geune 3 prowein. The
resultant tusion necleic acid expresses in suitable hust cells a lusion protein that can be
isolated by stundard methods. ‘The isolated fusion protein cun be further weated, e.g., by
enzymatic digestion, to remove the fusion partner and obtain the recombinant polypeplide
of this invention.

An cpilope of the invention ur a pulypeptide of the invention cun be used to
generale antibodies in antmials (for production of antibodies) ur hwnans {for reatment ol
diseases). Methods ot muking munoclonal and polyclonul antibudies and fraginents
thereof in animuls ure known in the ant. See, for example, Hurlow and Lane, (1988)
Antibodies: A Laborutory Manual, Cold Spring Harbor Luboratory, New York. The term
"untibudy" includes intact molecules us well as fragments thereof, such us Fab, F(ab')z,
Fv, scFv (single chain antibudy), and dADb (domain amibody; Ward, et. al. (1989) Nuture,
341, 544). ‘I'hese untibudies cun be used tor detecting the epitope, e.g., in identifying a
compound that binds to the epitope (3ee below). The antibodies that are capable of
inducing death of activated T-cells are also useful for reating diseases such as
autoimmune discases, transplant rejection, allergic diseases, or T-cell-derived cancers. In
general, an cpitope of the invention, ¢.g., a polypeptide, can be coupled 10 a currier
protein, such us KLH, mixed with an adjuvant, and injected iuto a host aniinal.
Antibodies produced in that animal can then be purified by peptide aftinity
chromatogruphy. Commonly employed host animals include rabbits, mice, guinea pigs,
and rats. Various adjuvants that can be used 1o increase the immunological response
depend on the host species und include Freund's adjuvant (complete and incomplete),
minera! gels such as aluminum hydroxide, surluce active substunces such as lysolecithin,

pluronic polyols, pulyanious, peptides, il emulsions, keyhole limpet hemocyanin, and
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dinitrophenol. Usefa! human adjuvants include BCG (bacille Calmette-Guerin) and
Corynebacterium parvum.

Polyclknal antihodies, heterogenenus populations of antibody molccules, are
present in the gera of the immunized subjecls. Monoclonal antibndies, homngeneous
populations of antibodies to a particular antigen, can be prepared using standard
hybridoma technology (see, for example, Kohler et al. (1975) Nature 256, 495; Kohler et
al. (1976) Eur J Immunol 6, 511; Kohler et al. (1976) Eur J Immunol 6, 292; and
Hammerling et al. (1981) Monoclonal Antibodies and T Cell Hyhridomas, Elsevier,
N.Y.). In particular. monnclonal antibodies can he obtained by any technique that
provides for the production of antihody malecules by continuous cell lines in culture such
as described in Kohler et al, (1975) Nature 256, 495 and U.S. Patent No. 4,376.110; the
human B-cell hybridoma technique (Kosbor et al. (1983) Immunol Today 4, 72; Cole et
al. (1983) Proc Natt Acad Sci USA 80, 2026, and the EBV-hybridoma technique (Cole et
al. (1983) Monaoclonal Antihndies and Cancer Therapy. Alan R. {.iss, Inc.. pp. 77-96).
Such antihodies can he of any immunoglobulin class incinding TgG. 1gM. IgE. IgA, TgD.
and any subclass thereof. The hybridoma producing the monoclonal antibodies of the
invention may he cultivated in vitro or in vivo. The ability to produce high titers of
monoclonal antibodies in vivo makes it a particularly useful method of production.

In addition, techniquies develnped for the production of "chimeric antibndies™ can
he user. See, c.g.. Morrison et al. (1984) Proc Natl Acad Sci USA 81, 6851: Neuherger
et al, (1984) Nature 212, 604; and Takeda ct al. (1984) Nature 314:452, A chimeric
antibody is a molecule in which different portions are derived from different animal
Fpecies, such as those having a variahle region derived from # murine monoclonal
antibody and a human immunoglobulin constant region. Alternatively, techniques
described for the production of single chain antibodics (11.S. Palent Nos. 4.946.778 and
4,704,692) can he adapted (o produce a phage library of single chain Fv antibodies.
Single chain antibodies are formed by linking the heavy and light chain fragments of the
Fv region via an amino acid bridge. Moreover, antibody fragments can be generated by
known techniques. For example, such fragments inchude. but are not limited to, F(ab"),
fragments that can he produced by pepsin digestion of an antihody melecule, and Fab
fragments that can he generated hy reducing the disulfidc bridges of F(ab), fragments.

6
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Antibudies can alsu be hunumized by methods known in the ant. For exwnple,
monoclonal antibodies with a desired binding specificity can be commercially humanized
(Scotgene, Scotland; and Oxford Molecular, Palo Alto, Calif). Fully human aitibodies,
such a3 those expressed in trusgenic animals are also features of the inventiun (see, €.y,
Green et al. (1994) Nuture Genetics 7, 13; and U.S. Patent Nus. 5,545,800 and
5.56,825).

The invention funher features a novel compound that binds to an epitvpe of the
invention and induces death ol activated T-cells. Such a compound can be designed, e.g.,
using computer modeling progrums, according to the three-dimensional confonination of
the epitope, und synthesized using methods known in the ant. 1 cun also be identified by
librury screcning us described below.

"The test compounds can be obtained using any of the numerous approaches in
combinatorial library methods known in the art. Such libraries include: peptide libraries,
peptoid libraries (libraries of molecules having the functionalities of peptides, but with a
novel, non-peptide backbone thit is resistant 1w enzynistic degradation), spatially
addressuble purallel solid phase ur sulution phase libraries, synmhetic libravics obtained by
deconvolution or aflinity chromatography selection, the “one-beud one-compound™
librurics, and untibody libraries, See, e.g., Zuckermanu et al. (1994) J Med Chem 37,
2678-85; Lum (1997) Anticancer Drug Des 12, 145; Lam et al. (1991) Nature 354, 82;
Houghten et al. (1991) Nuture 354, 84; and Songyung ot al. (1993) Cell 72, 767.

Examples of methods for the synthesis ofmulcculul: hibraries can be¢ found in the
ant, fur example, in: DeWitt et al. (1993) PNAS USA Y0, 090Y; Erb et al. (1994) PNAS
USA 91, 11422; Zuckennann et al. (1994) ) Med Chem 37, 2678; Cho et al. (1993)
Science 261, 1303; Carrell et 4. (1994) Angew Chemn it Ed Engl 33, 2059; Curell et al.
(1994) Angew Chem Int Ed Engl 33, 2061; and Gallop et al. (1994) ] Med Chen
37,1233,

Libraries of coimpuunds may be presented in solution (e.g., Hougliten (1992)
Bivtechniyues 13, 412-421), or on beads (Lan (1991) Nuture 354, 82-84), chips (Fodor
(1993) Nature 364, 555-556), bactenia (U.S. Patent No. 5,223,409), spores (U.S. Patent
No. 5,223,409), plasinids (Cull et al. (1992) PNAS USA 89, 1865-1869), or phages (Scott
and Smith (1990) Science 249, 386-390; Devlin (1990) Science 249, 404-406; Cwirla et

17
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al. {1990) PNAS USA B7, 637R-6182; Felici (1991) ] Mol Binl 222, 301-31¢; and U.S.
Patent No. 5,223,409).

To identify a candidate compound for inducing death of activated T-cells, an
epitope of the invention is contacted with a test compound, and the binding of the
compound to the epitope is evaluated, If the compound hinds 10 the epitope, it is a
candidate for inducing death of activated T-cells.

The rcrecning assay can he conducted in a variety of ways. For example, one
method involves anchoring the epitope (or an epitope-containing molecule, e.g.. a
polypeptide or a fusion protein) or the test compound onto a solid phase and detecting an
epitope-test compound complex formed on the solid phase at the end of the reaction, Tn
practice. microliter plates may conveniently be utilized as the rolid phare. The anchor
component may bc immobilized by non-covalent or covalent attachments. Non-covalent
attachment may he accompliched hy simply coating the solid surface with a rolution of
the anchor component and drying the plates. Alternatively, an immobilized antibody
(e.g.. a monoclonal antihody) specific for the anchor component may be userd to
immohilize the anchor componcnt 10 the solid surface. The non-anchor component is
added to the solid surface coated with the anchor component. After the reaction is
complete, unbound fraction of the non-anchor components is removed (e.g., by washing)
under conditions such that any complexes fonned remain immobhilized on the solid
surface. Detection of these complexcs can be accomplished in a number of ways. Where
the non-anchor companent is pre-faheled, detection of the lahel immaobilized an the salid
surface indicates that complexes were formed. Where the non-anchor component is not
pre-labeled, an indirect lahel can be used to detect complexes formed on the surface, e.g.,
using an antibody specific for the non-anchor component (the antibody, in turn, may he
directly labeled or indirectly Iabeled with a labeled anti-Ig antibody).

Alternatively, the reactinn can he condncted in a lignid phase. The complexes are
separated from unhonnd components, e.g.. using an immohilized antibndy specific for the
cpitope (or the epitope-containing molecule) or the test compound. The complexes are
then detected, ¢.g., using a labeled antibody specific for the other component.

The candidate compound can he validated by ascertaining its ability to induce
death of activated T-cells, using the method described in the example helow, or any other
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mnethod knuw in the art. The validuated cunpoutd can be used for inducing death of
activated T-cells and for treating Jiscuses such as astoimnmune discases, vransplant
rejection, allergic diseases, or T-cell-derived cuncers,

The invention provides a method of inducing death of activated T-cells, e.g., by
contacting activated ‘I-cells with a cutnpuund of the invention in vitr, or by
sdministering w a subject in need thereot’ an effective wnount of a compound ot the
inveution. Subjects W be treated cun be identified us having or being at risk for acquiring
a cundition characterized by un excessive or unwanted T-cell-mediated immune response,
€.g., patients suffering from autoitnmune diseases, trunsplunt rejection, allergic diseuses,
or T-cell-derived cancers. This method can be perfonmed alune or in conjunction with
other drugs or therapy.

The termn "treating” is defival as administeation of @ compositiou W s subject with
the purpose 10 cure, alleviate, relieve, remedy, prevent, or ameliorate a disonder, the
symptom of the disorder, the diseuse stute secondary to the disorder, or the predispusilion
toward the disorder. An “effective amount” is an amount of the composition that is
capable of producing a medically desiruble result, e.g., as described above, in u wreated
subjeut.

Exciuplary diseases 10 be treated include, but are not limited 1o, diabetes mellits,
arthritis (including rheunatoid arthritis, juvenile rheunatoid arthritis, osteoarthritis, and
psoriatic arthritis), muiltiple sclerosis, encephalomyelitis, myasthenia gravis, systemic
lupus erythematosis, autoinunune thyroiditis, dennatitig (including atopic dermatitis and
cezetatous denmatitis), psonasis, Sjégren's Syndrowme, Crohn's disease, uplithous uleer,
iritis, conjunctivitis, keratoconjunclivitis, type 1 diabetes, inflummatory bowel diseases,
ulcerutive colitis, astiuna, allergic asthma, cutaneous Jupus erythematosus, scleroderma,
vaginilis, proctitis, drug eruptions, leprosy revensal reactions, erythema nodosum
leprosum, autoimmune uveitis, allergic encephalomyelitis, acute necrotizing hemorrhagic
encephalopathy, idiopathic bilateral progressive sensorineural hearing loss, aplastic
unemia, pure red cell aneiy, idivpathic thrombocylopenia, polychondritis, Wegener's
granulomatosis, chronic active hepatitis, Steveus-Johnson syndrome, idiopathic sprue,
lichen plunus, Graves’ disease, sarcoidosis, primary biliary cirrhosis, uveiltis posterior,
interstitial lung fibrosis, grafl-versus-host discuse, cuses of transplantation (including
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transplantation using allogeneic or xenogeneic tissues) such as bone marrow
transplantation, liver transplantation, or the transplantation of any organ or tissue,
allergies such as atopic allergy. AIDS, and T-cell neoplasms such as lenkemias or
lymphomas.

In nne in vivo approach, a therapentic composition (e.p.. a composition containing
an epitope of the invention, a polypeptide of the invention, or a compound of the
invention) is administered to the suhject. Generally, the epitope, the polypeptide, or the
compound is suspended in a pharmaceuntically-acceptable carrier (e.g.. physiological
saline) and administered orally or by intravenous infusion, or injected or implanted
subcutanenusly, intramuscularly, intrathecally. intraperitoncally. intrarectally,
intravaginally, intranasally, intragastrically, intratracheally, or intrapulmonarily.

The dosage required depends on the choice of the route of administration; the
nature of the farmulation; the nature of the subject’s illness; the subject'’s size, weight.
surface area, age, and sex: other dmgs heing administered; and the judgment of the
altending physician. Suitable dosages are in the range of 0.01.100.0 mg/kg. Wide
variations in the needed dosage are to he expected in view of the variety of compositions
available and the different efliciencies of various routes of administration. For example,
oral administration would be expected to require higher dosages than administration by
intravenous injection. Variations in these dosage levels can be adjusted nsing standard
empirical routines for optimization as is well understond in the art. Encapsulation of the
compasition in a suitahle delivery vehicle (e.g., polymeric microparticles or implantable
devices) may increase the efficiency of delivery, particularly for oral delivery.

Also within the scope of this invention is a pharmaceutical composition that
contains a pharmaceutically acceptable carrier and an effective amount of a compound of
the invention. The pharmacentical composition can he used to treat diseases described
ahove. The pharmacentically acceptahle carrier incindces a solvent, a digpersion medium,
a coating, an antibacterial and antifungal agent. and an isotonic and ahsomption delaying
agent.

The pharmacentical composition of the invention can be formulated into dosage
forms for different administration routes utilizing conventional methods. For example, it

can he formulated in a caprule, a gel seal, ar a tablet for oral administration, Capsules
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can contain any standard phannaceutically acceptable materials such as gelatin or
cellulose. “Tublets can be formulated in accondunce with conventional procedures by
cumpressing mixtures of the composition with a solid carrier wd a lubricant. Exumples
of solid carricrs include starch and sugar bentonite. ‘The compusition can also be
sdministered in a fonn ot a hard shell tablet or a capsule cuntaining a binder, e.g., luctose
or manuitol, a conventional filler, and a tableting agent. The phannuceutical composition
can be administered via the parenteral route. Examples of parenteral dosage formis
include ayuevus sulutions, isolonic saline or 5% glucose of the active agent, or other
well-known phurmuaceutically acceptuble excipient. Cyclodextrins, or other solubilizing
agents well known 1o thuse fwniliar with the an, can be utilized a8 phannaceutical
excipicuts {or delivery of the therapeutic agent.

The efficacy of a compusition of this invention can be evaluated both in vitro and
in vivo. See, e.g., the examples below, Brieily, the composition cuan be tested for its
ubility to induce deuth of activated T-cells in vitrw. For in vivo studies, the composition
cun be ingected Mo an animal (e.g., a ouse modet) atd its therapeutic eflects are then
sceessed. Based on the results, an uppropriate dosiuge range and sdiministration route can
be detenunined.

The specific example below is to be construed as merely illustrative, and not
limitative of the remainder of the disclosure in uny way whatsoever. Without further
claboration, it is believed that one skilled in the art can, bused on the descrption here,
utilize the present invention w its tullest extent. All publicutions recited herein are

hereby incorporaled by reference in their entirety.

Preparation of a mouse spleen cell yuspension

Mouse spleen was immersed in 8 ml of Hank's balanced salt solution (HBSS),
gently minced with u sterile cover slip, transterred tw a 15 wl centrifuge wbe (Costar),
and spun at 200 x g for 5 minutes. The supematunt was discarded, and the cell pellet was
resuspended in the residual buffer by gently tapping the wall. The contaminating red
blood cells (RBC) were lysed by addition of 1 ml of RBC lysis buffer (0.6 M NH,C],
0.17 M ‘Tris-base, pH 7.65), followed by a 2 min incubation at roum temperature and
rupid quenching with 9 il of HBSS. The cells were pelleted a1 200 x g tor 5 minutes,

&
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washed twice, and resuspended in RPMT medinm. The concentration and viability of the

cells in the mixture were determined with a hemocytometer (Cambridge Scientific Inc.)

and Trypan blue exclnsion.

T-cell apoptogis-inducing monoclonal antibndics were gencrated hy immumizing a
monse with Concanavalin A-activated human T-cells and screened for their abilities to
bind to activated human T-cells and subsequently to induce T-cell apoptasis. The
monoclonal antibodics were prepared according to the well-known cell fusion methods of
Kohler and Milstein ((1976) Enro J Immumol 6, 511-519) to producc a hybridoma
secreling desired antihodies.  Three hybridomar generated acenrding In these methods
secreted monoclonal antibadies, designated m128-9F9, m152-15A7, and m166-41BG,
respectively, that were able to induce T-cell apoptosis in vitro.

Concentrated culture supernatant of each hybridoma was spun at 20000 x g for 10
minutes, and the supermnatant was diluted at a 1:1 ratio with the hinding hufTer (0.1 M
sondinm acetate, pH 5.0). A protein G column (approximately 1 mi herd volume) was
washed three timer with 2-5 ml of the binding buffer. The cleared enlture supematant
was loaded onto the protcin G column, and the Now-throngh was collected and reloaded
to the column. The column was then washed with 6-10 ml of the hinding buffer, and the
hound antibody was eluted from the column with 5 ml of the elution buffer (0.1 M
glycine-HCL, pH 2.R). Each fraction contained | m! of the eluted antibndy, and the eluted
fraction was adjusted tn the nentral pH hy mixing each 1 mi fraction with S0 microliters
of 1 M Tris-HCI, pH 7.5. Fractions containing the antihndy were ponled and dialyzed
against 2 liters of PBS, pH 7.4 three times for three hours per dialysis. Protein
concentrations in the antibody samples were determined following the procedure
described by Bradfond using the Bio-Rad Protein Assay (RBIO-RAD, Hercules, CA).

Induction of death of activaied human T-cells by mopoclonal antibodies

Activated T cells (see above) were resuspended to a final concentration of 5 x 10°
cells/ml in RPMI medium conteining 5 ng/mi of TL-2, and treated with control Ig, m128-
9F9, m152-15A7, or m166-43B6.
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It is well known that ‘T-cell desth-inducing sutibodies can be used as therapeutic
apents to treat T-cell-related diseases such os transplantation rejections, sutvinunune
diseases, and allergy. Three monuclunal antibodics against hunan T-cells were
generated, and the capabilities of these monoclonal antibodies 10 induce apoptosis of’
aclivated human T-cetls were examined. Culture supematants containing monoclonal
antibodies secreted by hybriduina cell line m128-9F9, m152-15A7, or m166-43B6 were
incubated with either non-uctivated hunum T-cells (Duy 0) or in vitro activated human 'T-
celis (Duy7) tor 0 hours. Cells were stained with annexin V afier iscubation, and
subjected o FACS unalysis. CD3-positive cells were gated w0 ensure counting of either
in vitro activated human T-cells or resting human T-cells. The apaptotic cells were
annexin V staining-positive. ‘Table | summarizes the percentage of apoptotic T-cells
among all of the T-cells scunned. Unexpeciedly, monoclonal untibudics secreted by
hybridoma cell liues m128-YFY, m152-15A7, and m166-43B06 induced death of in vilry
activited buman ‘P-cells but did nol aftect non-activaled human ‘I'-gells. ‘This capubility
of inducing upoptusis of activated T-cells yet sparing the resting T-cells is a unique
feature of the apuptotic pathwity und is 1 Jominating feature of therapeutic reagents

targeting T-cell-mediated discuses.

Tabie 1 Percentage uf apuptotic ‘T-cells
Untredited | Anti-myc | m128-9F9 | Untreated | Anti-myc [mt52-15A7 | m166-43
Day 0 417 6.67 5.82 18.18 15.52 523 6.57
Day 7 12.63 13.36 28.71 24.18 23.08 51.66 49.44

ldentification vf T-cell death-induciug epilopes

In onder to identily death-inducing epitupes recognized by munoclonal antibodics
mi28-9FY, n152-15A7, and m166-43186, these monoclonal antibodies were used to
screen for consensus binding sequences in a polypeptide library (Ph. D.-12™ Phage
Display Peptide Library Kit, New England Biolabs, Inc.). The library contained various
12-mwer peptides linked to the 406-us M13 Gene 3 protein. 96-well microtiter plates were
couted with 50 plwell antibudies at the concentration of 10 pg/tnl in 0.1 M NaHCO; (pH
8.6) coating buffer overnight at 4°C. Afler the wash, the plates were blocked by

incubation with the blocking buffer containing 0.1 M NaHCO;j (pH 8.6), 5 mg/ml BSA,
13
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0.02% NaNj; (150 pl/well) for at least one hour at 4°C. Plates were then incubated with
fusion proteins from the polypeptide library described ahove at varions concentrations for
one honr at room temperature.  After the wash with 0.5% Twcen containing TBS. the
hound fusion proteins were eluted with | mg/m! BSA containing 0.2 M Glycine-HCI (pH
2.2) buffer and neutralized with 1 M Tris-HCI (pH 9.1). The amino acid sequences of
cluted fusion proteins were then determined.

The polypcptide sequences bound by monaclonal antibody m128-9F9 are shown

bhelow:

WPEDSSYDSWERG SEQ ID NO:4

LDYDFLPETEP SEQ ID NO:5

TATWDRDYFSDS SEQ ID NO:6

AETDYDPDHFTPG SEQ ID NO:7

DARYSEDPAWPYG SEQ ID NO:8

AGQKWDPEWPHSG SEQ ID NO:9
EPNMDBNWASPSG SEQ ID NO:10

KSHYDESWWYNGG SEQ ID NO:1l

YDEHWINPPTQK  SEQ ID NO:12
YDHEWPRDDIAP  SEQ ID NO:13

A consensus polypeptide sequence of X-X1-X3-Xe-Xs was obtained, where
Xi)=Y/W/HM, X;=D, X3=S/F/P/E/H, X, = any amino acid, and Xs = P/Y/H/W,
The polypeptide sequences hound by mononclonal antibody m166-43B6 are shown

helow:
QDTWYPDYFPES SEQ ID NO:14
SHTLLNDMFPES SEQ ID NO:15
SPLRDRFPETLW SEQ 1ID NO:16
ASPYMDNFPEEN SEQ ID NO:17
QLVQDWLPEESH SEQ ID NO:18
YLDYDFLPETEPP SEQ ID NO:19

A consensux polypeptide sequence of Xg-X7-Xp-Xn-Xn was obtained, where Xy =
D, X;=YM/N/W/F, Xp=For L, Xo=P, and X\n=E.

The polypeptide sequences bound by monoclonal antibody m152-15A7 are shown

below:
YTPMPMEISHSA SEQ ID NO:20
MNDKYIPMSISA SEQ ID NO:21
KIPHKTLVPMEI SEQ ID NO:22

TDSAAMEIQTTO SEQ ID NO:23

14
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A consensus polypeptide sequence of X)-X3-X,3-X,4 was obtained, where
x"= P’A, X|2= M, xl:\“ E’S, and x|4= 1

ELISA ss:

ol T-cell deuth-induging epilopes recopnized by tnouuclonal antibudies
L order w identity the specificities of the death-inducing epitopes recoguized by
the monoclonal antibodies described ubove, the sandwich ELISA waus conducted. Serial
dilutions (from 0.0017 fino! 10 17 finul) of the epitope-vontaining pulypeptides were
incubated with inonoclonal amibodies mi28-9FY, m152-15A7, or m166-43B6 pre-voated
ou the ELISA plates to detennine their binding aflinities. '
Y6-well micrutiter plates were coated with 50 pl/well antibodies wt the
concentration of’ | pg/ml overnight at 4°C. Plates were blocked by incubation with
0.25% of BSA in PBS (150 pl/well) for 1 hour at 37°C. Plates were then incubated with
fusion proteins containing various polypeptides for 2 hours at room temperature, After
buing washed 4 times with PBS contuining 0.05% ol Tween 20 (PBST), plates were then
incubated with antibudies specitic for the fusion panuer at 2 pg/ml for 1.5 hours w room
lemperature.  After iucubation, plates were washed 4 times with PBST. 50 plof' 1 to
3000 times diluted speific goat anti-tusion partner antibodies conjugated with alkaline
phosphotuse (AP) was then added 1o cach well, and the plates were incubated for 1 hour
at 37°C. Enzyme reaction was carried vut by adding 50 ul of AP substrute solutivn (1 AP
substrate tablet dissolved in 5 il of substrate bufler). The results cunfirmied that all of

the selected polypeptides bind speciticully to their curesponding antibodies used for
selection.

OTHER EMBODIMENTS

All of the features disclosed in this specification may be combined iu any
combinution. Each feature disclosed in this specification may be replaced by an
alternative feature serving the same, equivalent, or similar purpose. Thus, unless
expressly stuted otherwise, each feature disclosed is only un exmnple of a generic series
of equivalent or similar features.

From the above desceription, one skilled in the ant cun easily ascenain the essential

characteristics of the present invention, and without departing from the spiril wnd scope
15
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thereof, can make various changes and modifications of the invention to adapt it to
various usages and conditions. Thus. other embodiments are also within the scope of the

invention.

16



’Z/@

WO 2005/1 10456 PCT/US200S/016441
WHAT 1S CLAIMED IS:
L. A \hree-dimensivnal conformition of an isolated epitope represeted by

X -X3-X3-X4-X s, wherein binding of a ligand 1o the epilope on activated T-cells induces
death of the cells, and

X, is Tyr, Trp, His, or Met;

Xz is Asp;

X, is Ser, Phe, Pry, Glu, ur His;

X, is uny wmino acid; and

Xs is Pro, 'Tyr, His, or Trp.

2. Au isvlated polypeptide comprising X,-X3-X3-X,-Xs, wherein binding of a
ligand w the polypeptide on activated T-cells induces death of the cells, und
X, is Tyr, T'rp, His, or Met;
X3 is Asp;
X is Ser, Phe, Pro, Glu, or His;
X, is any amine acid; and

X, i3 Pru, Tyr, His, or Trp.

3. ‘The polypeptide of claim 2, whervin the polypeptide is 5 to 1500 amino acids
in length,

4. The polypeptide of claim 3, wherein the polypeptide is 5 to 150 annno acids
in length.

5. The polypeptide of claim 4, wherein the polypeptide is 5 to 15 amino acids in
lenpgth.

6. The polypeptide of claiin 2, wherein the polypeptide is selected from the
group consisting of SEQ 1D NOs:4 and 6-13.

17
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7. The polypeptide of claim 2, wherein the polypeptide is X1-X3-X3-X4-Xs.

R. An aniibndy that hinds to an epitope having the three-dimensionat

conformation of ¢claim 1 and induces death of activated T-cells.
9. The antibody of claim 8, wherein the antibody is monoclonal.

10. A method of producing an antibody, the methnd comprising administering to a

suhject an effective amount of an epitape having the three-dimensional confarmation of

claim 1. .

11. A method of identifying a candidate compound for inducing death of activated
T-cells, the method compriging contacting a compound with an epitope having the
three-dimensional conformation of claim 1. wherein hinding of the compnund to the epitope

indicaics that the compound is a candidate for inducing death of activated T-cells.
12.  The method of claim 11, wherein the compound is an antibody.
13,  The method nf claim 12, whercin the compound is a mannclonal antibody.

14, A method of inducing death of activated T-cells, the method comprising

contacting activated T-cells with the antibody of claim 8.

15. A pharmaceutical composition, comprising an epitope having the three-

dimensional conformation of claim 1 and a pharmaceutically acceptable carrier.

16. A pharmaceutical composition, comprising the polypeptide of claim 2 and a
pharmaceutically acceptable carrier.

17. A pharmacentical composition, comprising the compound of claim & and a

pharmacentically acceptable carrier.
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18. A three-dimensional contorination of au isolated epitupe represented by
Xo-X7-X3-Xy-X 1y, wherein binding of a ligand to the epitope on activiated T-cells induces
deuth of the cells, and

) X, is Asp;

X7 i3 Tyr, Met, Asu, ‘U'rp, ur Phe;
Xau 15 Phe ur Leu;

Xy is Pro; und

Xu is Glu,

19.  Anisolated polypeptide comprising X, -X7-Xy-Xy-Xu, wherein binding ut'a
ligund to the polypeptide on activated T-cells induces death ot the cells, and
X 18 Asp;
X; is Tyr, Met, Asn, Trp, or Phe;
Xy is Phe or Leu;
Xy i5 Pro; and
Xu 18 Glu.

20.  'The polypeptide of claim 19, wherein the polypeptide is 5 10 1500 amino acids
in length.

21.  The polypeptide of clain 20, wherein the pulypeptide is 5 to 150 wninw wcids
i length.

22.  ‘The polypeptide of claim 21, wherein the polypeptide is 5 to 15 amino acids
in length.

23.  The polypeptide of cluim 19, wherein the polypeptide is selected from the
group consisting of SEQ LD NOs:14-18.

24.  The polypeptide of cluim 19, wherein the polypeptide is Xg-X7-Xy-Xo-X10-

1y
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25.  An antihody that binds to an epitope having the three-dimensional

conformation of claim 18 and induces death of activated T-cells.
26.  The antibody of claim 25, wherein the antibody is monocional.

27. A method of producing an antihody. the method comprising administering to a
subjcct an effective amount of an epitope having the three-dimensional conformation of
claim 18.

2R. A method of identifying a candidate compound for inducing death of activated
T-cells, the methnd compriging contacting a compound with an epitope having the
three-dimensional conformation of claim 18, wherein binding of the compound fo the epitope
indicates that the compound is a candidate for inducing death of activated T-cells,

29.  The method of claim 2R, wherein the compound is an antibody.

30.  The method of claim 29, wherein the compound is a monaclonal antihody.

31. A method of inducing death of activated T-cells, the method comprising
contacting activated T-cells with the antibody of claim 25.

32. A phammacentical composition, comprising an epilope having the three-

dimengional conformation of claim 18 and a pharmaceutically acceptable carrier-

33. A phamaceutical composition, comprising the polypeptide of claim 19 and a
pharmacentically acceptable carrier.

34, A pharmaceutical composition, comprising the antibody of claim 25 and a
pharmaceutically acceptable carrier.

20
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35. A three-dimensional confonation of an isvlated epitupe represented by
Xy 1-X 122X, 5-X s, wherein binding of a ligand w the epitope on activated “T-cells induces
Jdeuth of the cells, and
Xn is Pro;
X3 is Met;
X3 is Glu or Ser; and

x” iy lle.

36.  Anisolated polypeptide comprising X)1-X)3-X3-Xi4, Wwherein binding of a
ligand to the polypeplide on activated T-cells induces death of the cells, and
X, is Pro;
X,z is Met;
X3 15 Glu or Ser; wid
X418 lle.

37.  The polypeptide of cluitn 36, wherein the polypeptide is 4 to 1500 uming acids
in length,

38.  ‘The pulypeptide of claim 37, wherein the polypeptide is 4 10 150 umino acids
in length.

39,  The polypeptide of cluim 38, wherein the polypeptide is 4 0 15 amino acids

in length.

40,  The polypeptide of claim 36, wherein the polypeptide is sclected from the
group consisting of SEQ ID NOs: 20-22.

41,  'The polypeptide of cluim 36, wherein the polypeptide i3 X -X12-X3-Xja.

42,  Anantibody that binds 1o an epitope having the three-dimensional

conformation of claim 35 and induces death of activated T-cells.

21
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43.  The antibody of claim 44, wherein the antihody is monoclonal.

44, A method of praducing an antibody, the method comprising administering tn a
subjcct an effective amount of an epitope having the three-dimensional conformation of
claim 35.

45. A method of identifying a candidate compound for inducing death of activated
T-cells, the method comprising contacting a compound with an epitnpe having the

three-dimensional conformation of claim 35, wherein binding of the compound to the cpitope

indicates thet the compound is a candidate for inducing death of activated T-cellr.

46.  The method of claim 45, wherein the compound is an antibody.

47.  The methad of claim 46, wherein the compound is a monoclonal antibody.

48. A method of inducing death of activated T-cells, the method comprising
contacting activated T-cclig with the antihody of claim 42.

49. A pharmacentical composition, comprising an epitope having the three-

dimensional canformation of claim 15 and a pharmacentically acceptahle carrier.

50.  Aphamaceutical composition, comprising the polypeptide of ¢laim 36 and a
pharmaceutically acceptable carrier.

51. A pharmaceutical composition, eomprising the antibody of claim 42 and a

pharmaceutically acceptable carrier.

22



EPITOPOS INDUCTORES DE MUERTE DE CELULAS-T

SOLICITUDES RELACIONADAS

Esta solicitud reclama prioridad para la Solicitud Provisional US serie No
60/570,161 presentada en mayo 11, 2004, los contenidos de [a cual estan

incorporados por referencia en su integridad .

ANTECEDENTES

El control de respuestas inmunes no deseadas es critico en el tratamiento de
enfermedades autoinmunes. rechazo de trasplanies. enfermedades alérgicas,
canceres derivados de células T. La actividad de células-T super agresivas puede
ser contenida por inmuno supresidn o por la induccién de tolerancia inmunolégica.
La apoptosis se considera que esta involucrada en el mantenimiento de funciones
apropiadas del sistema inmune y la remocion de células no deseadas . tales como
las células T super agresivas (Kabelitzet al. (1993) Inmunol Today 14, 338-340: y

Raff (1992) Nature 356, 397-399).

RESUMEN

Esta invencién se relaciona con epitopos que inducen la muerte de células T. Los
epitopos pueden ser usados para. entre otros. seleccionar compuestos que se
fijan a los epitopos. Tales compuestos son dtiles en el (ratamiento de
enfermedades que involucran células T-super agresivas. Ejemplos de tales
enfermedades incluyen las enfemedadés inmunes, el rechazo de traspiantas,
enfermedades alérgicas y cénceres derivados de células T. En un aspecto. la

invencidon incluye una conformacion tridimensional de un epitopo aislado. La
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fijacién de un ligando al epitopo sobre una célula-T induce la muerte de las

células. Tal epitopo esta representado por:

(1) Xi-X2-X3-X4-X5 (SEQ ID NO:1) donde
X1 es Tyr, Trp, His, o Met;
X2 es Asp:
X3 es Ser. Phe. Pro. Glu, o His:
X4 es cualquier amino acido que se presenta naturalmente en los animales:
Y X5 es Pro, Tyr, His, o Tip;
(2) XB6-X7-%X8-X9-X10 (SEQ ID NO:2), donde
X6 es Asp:
X7 es Tyr: Met, Asn, Tip. o Phe;
X8 es Phe o Leu;
X9 es Pro; y X10 es Glu; o
(3) X11-X12-X13-X14 (SEQ ID NO:3). donde X11 es Pro;
X12 es Met:
X13es Gluo Ser. y

X14 es He.

Cualquiera de los epilopos descritos antes pueden ser, por ejemplo un
polipéptido, una region interactiva de dos polipéptidos. un moiety de
carbohidrato, una glicoproteina, o cualquier conformacional. equivalente
funcional de ellos. En otro aspecto, la invencion muestra un polipéptido aislado
que contiene X1-X2-X3-X4-X5.X6-X7-X8-X9-XI10. o X11-X12-X13-X14. La
fijacién a un ligando al polipéptido sobre una célula T induce la muerte de las
células. En una incorporacién, el polipéptido contiene 4 a 400 amino acidos (

por ejemplo, un entero ente 4 y 400, inclusive)

b



Por ejemplo, el polipéptido puede ser Xi-X2-X3-X4-X5 (SEQ ID NO:1), X6-X7-X8-
X9-X10 (SEQ ID NO:2). X11-X12-X13-X14 (SEQ ID NO:3). o cualquier de las SEQ

ID Nos: 4, 6-18. y 20-22.

Un “epitopo aisiado™ o un "polipéptido aislado™ hace relacién a un epitopo o un
polipéptido sustancialmente libre de moléculas naturaimente asociadas. es decir.
es al menos 75 %( por ejemplo, cualquier niimero entre 75 % y 100%. inclusive)
puro en peso saco. La pureza puede ser medida por cualquier método estandar ,
por ejemplo, por cromatografia de columna, electroforesis de gel de poliacrilamina.
o andlisis HPLC. Un epitopo o polipéptido aislado de la invencién puede ser
purificado de una fuente natural, producido por técnicas de DNA recombinado. o

por métodos quimicos.

En todavia otro aspecto, la invencidén muaestra un compuesto novedoso que se fija
a uno de los epitopos descritos arriba. El compuesto puede ser cualquier clase de
molécula, incluyendo anticuerpos tales como los anticuerpos monoclonales. Un
compuesto de la invencidn puede ser usado para detectar un epitopo de la

invencién y para inducir la muerte de células T activadas.

También dentro del alcance de la invenciéon estd un método para producir
anticuerpos. El método incluye la administracidon a un individuo de una cantidad
efectiva de uno de los epitopos descritos antes { por ejemplo. polipéptidos). Los
anticuerpos pueden ser empleados para detectar un epitopo de la invencion o para

inducir la muerte de células T activadas.

La invencidn también muesira un método para identificar un compuesto candidato
( por ejemplo. un anticuerpo monocional) para inducir 1a muerte de células-T
activadas. El método conlleva poner en contacto un compuesto de pruéba con un

epitopo de la invencion y determinar si el compuesto de prueba se fija al epitopo.



Si el compuesto de prueba se fija al epitopo. es un candidato para inducir la

muertes de células-T activadas.

La invenciébn muestra ademas un método para inducir la muerte de células -T
activadas mediante el contacto de células-T activadas con un compuesto de la

invencion.

En otro aspecto adicional, la invencién muestra una composicidén farmacéutica que
contiene un vehiculo farmacéuticamente aceptable y (1) un epitopo de la invencién
tal como un polipéptido. o (2) un compuesto que se fija al epitopo.

La invencién provee compuestos y métodos para tratar enfermedades que
involucran células —T siper agresivas tales como enfermedades auntoinmunes
rechazo de trasplante. enfermedades alérgicas. y canceres derivados de células T.
Los detalles de una o0 mas incorporaciones de la invencion son establecidos en la
descripcidn que acompafia éste a continuacion. Otros rasgos. objalivos. y ventajas

de la invencidn seran aparentes de la descripcion detallada..

DESCRIPCION DETALLADA

La invencién esta basada en el descubrimiento no asperado de que a las células-T
activadas se les puede inducir apoptosis y ser agotadas por su enlace con nuevos
epilopos inducidores de la muerie de células-T . El agotamienin de las células-T
activadas as particularmente Util para el tratamiento de condiciones asaciadas con
una excesiva o no deseada respuesta inmune mediada por células T o

proliferacién de células T.

Por ejemplo . el agotamiento de células T aclivadas puede resultar en una

reduccion o eliminacién de una actividad de células T indeseable o de proliferacién
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asociada a una enfermedad autoinmune, rechazo de trasplante. enfermedades

alérgicas, 0 canceres derivados de células-T.

Concordantemente, la invencién muestra una conformacion tridimensional de un
epitopo aislado. La fijacion a un ligando al epitopo sobre una célula-T activada
induce la muerte de las células. El epitopo esta representado por x1-X2-X3-X4-X5-
X6-X7-X8-X9-X10, 0 X11-X12-X13-X14, La conformacidn tridimensional de X1-X2-
X3-X4-X5, X6-X7-X8-X9-X10, o X11-X12-X13-X14 puede ser determinada . por
ejemplo, usando programas de modelacién por computador como se describe en
Dungan et al.. {1995) J Med Chem, 38:3332-41 y Toogood (2002)J) Med Chem 45:
1543-57. Epitopos conformacionales, equivalentes funcionales pueden ser
disefiados de acuerdo con la conformacion tridimensional de X1-X2-X3-X4-X5, X6-
X7-X8-X9-X10. o X11-X12-X13-X14, preparados usando métodos conocidos en el
arte. y probados para su capacidad para estar involucrados en la induccién de
muerte a células-T activadas por métodos tal como los dascritos en el ejemplo de
abajo. Ver, por gjemplo, Brabas et al. (2001) Phage Display. A laboratory manual.
CSHL Press; Parmeley et al. (1998) Gene 73. 305 —-318: Scott et al. (1990)
Science 249, 386-390: Solicitud de Patente No 20030049252 Al; WO 03/013603;
Osbome (1996)Curr Opin Inmunol 8:245-248; Lin et al. (1997) J. Inmunol. 158,
589-603: Zhang et al. (1995) Nature 377, 348-350: Lai et al (1995) Eur J Immunol
25. 3243-3248: Mollereau et al. (1996) J Immunot 156, 3184-3190: and Gribben et

al. (1995) Proc Natl Acad Sci USA 92. 811-815.

Como es empleado aqui, una "célula-T activada™ es una célula-T que tiene una
frecuencia mas alta. tasa. o extensidén de proliferacién que ofra célula T no
activada. * Muerte” de un célula incluye la muerte programada de la célula. es
decir. apoptosis. " Induccién de la muerte de una célula™ por un agente ocurre
cuando una pobilacién de células tratadas con el agente exhibe una mas alta tasa

de muerte comparada con una poblacién de células no tratadas. Por ejemplo. el



porcentaje de células-T activadas in vitro que sufren apoplosis es cerca del doble
cuando son tratadas con los anticuerpos monoclonales mi28-9F9, mi52-15A7. o
mi66-43B6 comparado al de células no tratadas. como se establece mediante

manchado de anexina V y analisis FACS ( ver el ejamplo de abajo).

La invencidén también muestra un polipéptido aislado que contiene X1-X2-X3-X4-
X5, X6-X7-X8-X9-X10, o0 X11-X12-X13-X14. E! polipéptido puede sar usado para
identificar compuestos que inducen la muerte de células-T activadas. La fijacion de
tales compuesios al polipéptido expresado sobre la superficie de una célula-T
induce la muerte de la célula. Ademas, polipéptidos libres ( es decir. esos no
expresados en la superficie de la célula) pueden inhibir la muerte de células no
deseada al competir por los ligando inducidores de muerte endégenos con los
poli-péptidos de la superficie de la célula. La longitud o secuencia del polipéptido
puede variar para estos usos. Un polipéptido de la invencién puede ser obtenido,
por ejemplo, como una proteina de superficie de célula T aislada. un polipéptido
sintético. un acido nucleico que lo codifica puede ser unido a otro acido nucleico
que codifica una funcidn socia. por ejemplo. Glutathiona-S-Trasferasa (GST).
etigueta de 6x-His epitopo. 0 M13 Gen 3 proteina. El acido nucleico de fusién
resultante expresa en células anfitrionas adecuadas una proteina de fusion que
puede ser aislada por métodos estandar. La proteina de fusitn aislada puede ser
tratada adicionaimente, por ejemplo. por digestion enzimatica . para remover el

socio de fusion y obtener el polipéptido recombinado de la invencién.

Un epitopo de la invencién o un polipéptido de la invencién puede ser usado para
generar anticuerpos en animales (para la produccion de anticuerpos) o humanos
(para el tratamienio de enfermedades). Métodos para hacer anticuerpos
monoclonales y policlonales y fragmentos de elios en animales son conacidos en
el arte. Ver, por ejemplo. Harlow and Lane, (1988) Antibodies: A Laboratory

Manual. Cold Spring Harbor Laboratory, New York. El término "anticuerpo™ incluye
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moléculas intactas asi como fragmentos de ellas. tales como Fab. F(ab’)2. Fv,
scFv (anticuerpos de cadena simple), y dAb (domain antibody: Ward. et. al. (1989)
Nature, 341, 544). Estos anticuerpos pueden ser usados para detectar el epitopo.
por ejemplo. identificando un compuesto que se fija al epitopo (ver abajo). Los
anticuerpos que son capaces de inducir la muertes de células T activadas son
también utiles en el tratamiento de enfermedades como las enfermedades
inmunas. el rechazo de trasplantes, enfermedades alérgicas y canceres derivados
de células T. En general, un epitopo de la invencidn, por ejemplo. un polipéptido.
pueden ser acoplado a una proteina vehliculo. tal como KLH, mezclado con un

adyuvante, e inyectada dentro de un animal anfitrion.

Los anticuermpos producidos en ese animal pueden ser purificados por
cromatografia de afinidad de péptido. Los animales anfitriones cominmente
utilizados incluyen conejos, ratones., cerdos de guinea. y ratas. Los varios
adyuvantes que pueden sar usados para incremantar la respuesta inmunoldgica
dependen de las especies anfitrionas e incluyen adyuvante de Freund (completo e
incompleto). geles minerales tales como hidrdxido de aluminio, sustancias activas
superficialmente tales como lisolecitina, poliols plurdnicos, polianiones, péptidos,
emulsiones de aceite, keyhole limpet, hemocianina. y dinitrofenol. Los adyuvantes
humanos utiles incluyen BCG( bacilo Calmette-Guerin) y Corynehacterium

parvum,

Los anticuerpos policlonales. poblaciones heterogéneas de moléculas de
anticuerpos, estdn presentes estd presente en el suero de los sujetos
inmunizados. Los anticuerpos monoclonales, poblaciones homogéneas de
anticuerpos para un antigeno en particular, pueden ser preparados usando
tecnologlia de hibridoma estandar (ver. por ejemplo. Kohler el al. (1975) Nature
256. 495: Kobhler et al. (1976) Eur J Immunol 6. 511; Kohler et al. (1976) Eur J

Immunol 6, 292; y Hammerling et al. (1981) Monoclonal Antibodies and T Cell



Hybridomas, Elsevier, N. Y). En particular, los anticuerpos monoclonales pueden
ser obtenidos por cualquier técnica que permita la produccién de moléculas de
anticuerpos mediante lineas de células continuas en cultivo tal como se describe
en Kohler et al. (1975) Nature 256. 495 and U.S. Patent No. 4,376.110; the human
B-cell hybridoma technique (Kosbor et al. (1983) Immunol Today 4. 72. Cole et al.
(1983) Proc Natl Acad Sci USA 80, 2026, and the EBV-hybridoma technique (Cole
et al. {1983) Monoclonal Antibodies and Cancer Therapy. Alan R, Liss. Inc.. pp. 77-
96). Tales anticuerpos pueden ser de cualquier clase de inmunoglobulina
incluyendo IgG, IgM, IgE, IgA, IgD y cualquier subclase de ellas. El hibridoma que
produce los anticuerpos monoclonales de [a invencion puede ser cultivado in vitro
o in vivo. La habilidad para producir altas concentraciones de anticuerpos

monocionales in vivo o hace un método particularmente util de produceidn.

Adicionalmente, técnicas desarrolladas para la produccidn de “anticuerpos
quiméricos” pueden ser usadas. Ver, por ejemplo, Morrison et al. (1984) Proc Natl
Acad Sci USA 81, 6851 ; Neuberger el al. {1984) Nature 312. 604; and Takeda et
al. (1984) Nature 314:452. Un anticuerpo quimérico es una molécula en la cual
diferentes partes son derivadas de diferentes especies de animales, tales como
esas que tienen un regidn variable derivada de un anticuerpo monoclonal murino
y un regién constanté de inmunoglobulina humana. Allernativamente. las técnicas
descritas para la produccién de anticuerpos de cadena simple (Patente US Nos
4.946,778 y 4.704,692) pueden ser adaptadas para producir una biblioteca de
fagos de anticuerpos Fv de cadena sencilla. Los anticuerpos de cadena sencilla
son formados uniendo los fragmentos de cadena pesada y ligera de la region Fv a
través de un puente amino acido. Mas aun, los fragmentos de anticuerpos pueden
ser generados por técnicas conocidas. Por ejemplo, tales fragmentos incluyen,
pero no se limitan a, fragmentos F(ab')2 que pueden ser producidos por digestién
de pepsina de una molécula de anticuerpo. y fragmentos Fab que pueden ser

generados mediante la reduccién de los puentes disulfuro de fragmentos F(ab’)2.



Los anticuerpos pueden también ser humanizados por métodos conocidos en el
arte. Por ejemplo, anticuerpos monoclonales con una especificidad fijadora
deseada pueden ser humanizados comercialmente (Scotgene, Scotland: y Oxford
Molecular. Palo Alto, Calif). Anticuerpos humanizados completamente, tales como
esos expresados en animales trasgénicos son también rasgos de la invencién
(ver, por ejemplo, Green et al. (1994) Nature Genetics 7, 13: and U.S. Patent Nos.

5.545,806 and 5.569.825).

La invencién muestra ademas un compuesto novedoso que se fija a un epitopo de
la invencidn e induce la muerte de células T activadas. Tal compuesto puede ser
disefiado. esto es, usando programas de modelacidon por computador. de acuerdo
con la conformacidn tridimensional del epitopo. y sintetizando usando métodos
conocidos en el arte. Puede también ser identificado por inspeccién de bibliotecas

como se describe abajo.

Los compuestos de prueba pueden ser obtenidos usando cualquiera de las
numerosas aproximaciones en métodos de bibliotecas combinadas conocidos en
el arte. Tales bibliotecas incluyen: bibliotecas de péptidos. bibliotecas péptoides
(bibliotecas de moléculas que tienen las funcionalidades de los péptidos. pero con
una novedosa, columna no-péplida que es resistente a degradacién enzimatica).
bibliotecas de fase sélida paralela direccionable espacialmente o de fase de
solucién, bibliotecas sintéticas oblenidas por seleccién de deconvolucidn o
cromalografia de afinidad. las bibliotecas “una-cuenta un-compuesto™ . y
bibliotecas de anticuerpos: Ver, por ejemplo, Zuckermann et al. (1994) J Med
Chem 37, 2678-85; Lam (1997) Anticancer Drug Des 12, 145; Lam et al, (1991)
Nature 354, 82; Houghten et al. (1991) Nature 354, 84; and Songyang et al. (1993)
Cell 72, 767.

Ejemplos de métodos para la sintesis de bibliotecas moléculares pueden ser

encontrados en el arte, por ejemplo, en: DeWitt et al. (1993) PNAS USA 90, 6909:
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Erb et al. (1994) PNAS USA 91, 11422; Zuckermann et al. (1994} J Med Chem 37,
2678; Cho et al. (1993) Science 261, 1303; Carrell et al. (1994) Angew Chem Int
Ed Engl 33. 2059 Carell et al. (1994) Angew Chem Int Ed Engl 33. 2061. and

Gallop et al. (1994) J Med Chem 37,1233.

Bibliotecas de compuestos pueden ser presentadas en solucion (por ejemplo.
Houghten (1992) Biotechniques 13, 412-421). or on beads (Lam (1991) Nature
354, 82-84), chips (Fodor (1993) Nature 364, 555-556), bacteria (U.S. Patent No.
5.223.409), spores (U.S. Patent No. 5,223.409), plasmids (Cull et al. (1992) PNAS
USA 89, 1865-1869). or phages (Scott and Smith (1990) Science 249, 386-390:
Devlin (1990) Science 249, 404-406; Cwirla et al. (1990) PNAS USA 87, 6378-

6382; Felici (1991) J Mol Biol 222, 301-310: and U.S. Patent No. 5,223,409).

Para identificar un compuesto candidato para inducir la muerte de células-T
activadas . un epitopo de la invencion es puesto en contacto con un compuesto de
prueba, y la fijacién del compuesto al epitopo es evaluada. Si el compuesto se fija

al epitopo. es un candidato para inducir la muerte a células-T activadas.

La prueba de seleccidn puede ser conducida en un variedad de formas. Por
ejemplo. un método envuelve el anclaje del epitopo { o una molécula que contiene
un epitopo, por ejemplo, un polipéptido o un proteina de fusién) o el compuesto de
prueba sobre una fase sdlida y registrando que un complejo epitopo-compuesto
de prueba es formado sobre la fase sdlida al final de la reaccion. En la practica,
platos microtiter pueden ser convenientemente utilizados como la fase sdlida. El
componente ancla puede ser inmovilizado mediante fijaciones no-covalentes o
covalentes. lLas fijaciones no-covalentes pueden ser logradas simplemente
cubriendo |a superficie sélida con una solucién del componente ancla y secando
los platos. Altemativamente, un anticuerpo inmovilizado (por ejemplo, un

anticuerpo monoclonal) especifico para el componente ancla puede ser usado
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para inmovilizar el componente ancla a la superficie sélida. EI componente no-
ancla es adicionado a la superficie sdlida cubierta con el componente ancla.
Después de que la reaccidn se ha completado, la fraccidn no pegada del
componente no-ancla es removida (por ejemplo, por lavado) bajo condiciones
tales que cualquier complejo formado permanece inmovilizado sobre la superficie
solida. La deleccidn de estos complejos puede ser realizada de numerosas
maneras. Cuando el componente no-ancla es pre-marcado. la deteccion del
inmovilizado marcado sobre 1a superficie sélida indica que el complejo se formd.
Donde el componente no-ancla no es pre-marcado. un marcador indirecto puede
ser usado para detectar los complejos formados sobre la superficie, por ejemplo,
usando un anticuerpo especifico para el componente no-ancla (el anticuerpo, en
tumo, puede ser directamente marcado o indirectamente marcado con un

anticuerpo anti-lg marcado).

Alternativamente la reaccion puede ser realizada en una fase liquida. Los
complejos son separados de los compuestos no pegados. por ejemplo, usando un
anticuerpo inmovilizado especifico para el epitopo ( o l1a molécula que contiene el
epilopo) o el compuesto de prueba. Los complejos son luego detectados. por

ejemplo. usando un anticuerpo marcado especifico para el otro componente.

El compuesto candidato puede ser validado mediante la verificacidon de su
habilidad para inducir la muerte de células-T activadas usando el método descrito
en el ejemplo de abajo, o cualquier otro método conocido en el arte. El compuesto
validado puede ser usado para inducir la muerte de células T y para tratar
enfermedades tales como enfermedades auloinmunes. rechazo de trasplantes.

enfermedades alérgicas. canceres derivados de céluias T.

La invencién proporciona un método para inducir la muerte de células-T activadas.

por ejemplo, mediante el contaclo de las células T activadas con un compuesto
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de la invencion in vitro, o mediante la administracidn a un sujeto en necasidad de
él de una cantidad efectiva del compuesto de la invencidn, Los individuos a ser
tratados pueden ser identificados como aquellos que tienen o estan en riesgo de
adquirir una condicién caracterizada por una respuesta inmune mediada con un
exceso de. o con células T no deseadas. por ejemplo. pacientes que sufren de
enfermedades autoinmunes. rechazo de trasplantes. enfermedades alérgicas.
canceres derivados de células T. Este método puaede ser aplicado solo o en

conjuncién con otras drogas o terapias.

El término “tratamiento” es definido como la administracién de una composicidn a
un individuo con el propdsito de cura, alivio, liberacidon, remedio. prevencién o
aminoramiento de un desorden, el sintoma del desorden, el estado de enfermedad
secundario al desorden. o la predisposiciébn hacia el desorden. Una " cantidad
efectiva™ es una cantidad de |a composicién que es capaz de producir resultados
médicamante deseables. por ejemplo. como se describid antes. en un individuo

tratado.

Enfermedades de ejemplo para ser tratadas incluyen, pero no se limitan a,
diabetes melitos, artritis (incluyendo artritis reumatoide, artritis reumatoide juvenil.,
osteoartritis y artritis soriatica) . multiple esclerosis, encéfalomielitis, miastenia
gravis, lupus eritomatoso sistémico. firoiditis autoinmune. dermatitis (incluyendo
dermatitis atopica y dermatitis eczematosa). soriasis. sindrome de Sjogren,
enfermedad de Crohn, Ulcera aftosa, iritis. conjuntivitis, keratoconjuntivitis,
diabetes tipo 1. enfermedades de inflamacion del intestino. colitis ulcerativa. asma.
asma alérgica. lupus eritomatoso cutaneo. escleroma. vaginitis, proctitis.
erupciones de droga, reacciones reversas de lepra, eritema nodosum leprosum,
uveitis autoinmune, encéfalomielitis alérgica, encefalopatia hemorragica
necrotizante aguda. perdida de audicién sensorineural progresiva bilateral

idiopatica. anemia aplastica. anemia de gldbulos rojos. trombocitopenia idiopatica.
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policonditis, granulomatosis de Wegners, hepatitis activa cronica, sindrome de
Stevens-Johnson, sprue idiopatico, lichen planus, enfermedad de Grave.
sarcoidosis, cirrosis biliar primaria, uveltis posterior. fibrosis de pulmdn intersticial.
enfermedad de injerto versus anfitribn, casos de ftrasplantes (incluyendo
trasplantes usando tejidos alogénicos o xenogénicos) tal como el trasplante de
médula, trasplante de higado. o el trasplantes de cuaiquier drgano o tejido .
alergias tal como alergia atdpica, AIDS, y neoplasmas de células T tales como

leucemias o linfomas.

En una aproximacién in vivo, una composicidn terapéutica (por ejemplo, una
composicién que contiene un epitopo de la invencidn, un polipéptido de la
invenciébn. o un compuesto de la invencidn) es administrado a un individuo.
Generalmente. el epitopo, el polipéptido. o el compuesto es suspendido en un
vehiculo farmacéuticamente aceptable (por ejemplo, solucidn salina fisiologica) y
administrado oralmente o por infusion intravenosa, o inyectado o implantado
subcutaneamente, intramuscularmente. intratecalmente. intraperltonealmente,
intrarectalmente,  intravaginalmente.  intranasaimente,  intragastricamente,

intratraquea o intrapulmonarmente.

La dosis requerida depende de la ruta de administracién escogida; la naturaleza
de la formulacion; la naturaleza de la enfermedad del individuo: el tamafio del
individuo, peso. area superficial, edad, y sexo; otras drogas que estén siendo
administradas : y el juicio del médico que lo atiende. Las dosis adecuadas estan
en el rango de 0.01-100.0 mg/kg. Amplias variaciones en la dosis requerida deben
ser esperadas en vista de la variedad de compuestos disponibles y las diferentes
eficiencias de las rutas de administracidn. Por ejemplo, la administracién oral se
esperaria que requiera de mas altas dosis que la administracién por inyeccidn
intravenosa. La variaciones en eslos niveles de dosificacion pueden ser ajustadas

usando rutinas empiricas estandar para optimizacién como es bien enténdido en el
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arte. La encapsulacién del compuesto en un vehiculo adecuado (por ejemplo.
micro particulas poliméricas o dispositivos implantables) puede incrementar la

eficiencia del suministro, especialmente para el uso oral.

También dentro del objeto de la invencidn esta una composicién farmacéutica que
contiene un vehiculo farmacéuticamente aceptable y una cantidad efectiva del
compuesto de la invencién. La composicidn farmacéutica puede ser usada para
tratar las enfermedades descritas arriba. El vehiculo farmacéuticamente aceptable
incluye. un solvente, un medic de dispersién, un recubrimiento. un agente anti-

bacterial y anti-hongos, y un agente isoténico y retardador de absorcion.

La composicién farmacéutica de la invencion puede ser formulada en formas de
dosificacion para diferentes vias de administracidon utilizando métodos
convencionales, Por ejemplo, puede ser formulada en una capsula, un sello de
gel. o una tableta para administracidn oral. Las capsulas pueden contener
cualquier material farmacéuticamente aceptable tales comn gelatina o celulosa.
Las tabletas pueden ser formuladas de acuerdo con procedimientos
convencionales mediante la compresion de mezclas de la composiciébn con un
vehiculo sélido y un lubricante. Ejemplos de vehiculos sélidos incluyen almidon y
bentonita azucarada. La composicion puede también ser administrada en la forma
de una tableta de cubierta dura o un capsula que contiene un aglutinante, por
ejemplo, lactosa o mannitol. un llenante convencional, o un agente para facilitar la
preparacion de tabletas. La composicion farmacéutica puede ser administrada por
la via parenteral. Ejemplos de las dosificaciones de las formas parenterales
incluyen soluciones acuosas. solucién salina isoténica o 5% glucosa del agente
activo, u otro excipiente aceptable farmacéuticamente bien conocido.
Ciclodextrinas, u otros agentes solub}Iizantes bien conocidos a aquellos
familiarizados con el arte. pueden ser utilizados como excipientes farmaceéuticos

para llevar el agente terapéutico.
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La eficacia de una composicion de esta invencidn puede ser avaluada in vitro o in
vivo. Ver, por ejemplo. los ejemplos de abajo. Brevemente, la capacidad de la
composicion puede ser probada para establecer su habilidad para inducir la
muerte de las células-T activadas in vitro. Para los estudios in vivo. la composicion
puede ser inyectada dentro de un animal {por ejemplo un ratébn muestra) y sus
efectos terapéuticos son luego establecidos. Basado en los resultados. un rango

de dosificacidon apropiado y una via de administracidn puede ser determinada.

El ejemplo especifico de abajo debe ser considerado como meramente ilustrativo,
y no limitante del resto del descubrimiento en ninguna forma. Sin mayor
elaboracidn adicional . se cree que una persona habil en el arte puede. basado en
las descripciones aqui incluidas. utilizar la presente invencidn en su alcance
pleno. Todas las publicaciones mencionadas aqul son aqui incorporadas por

referencia en su integridad.

Preparacién de una suspensién de células de bazo de ratén.

Bazo de rat6n fue inmerso en 8 ml de solucidn de sal balanceada de Hank
(HBSS). suavemente molida con una cubre objelos estéril, trasferido a un tubo de
centrifuga de 15 ml (Coastar). y girado a 200 x g durante 15 minutos. El flotante
fue removido, y la pelotita de célula fue resuspendida en una solucion
amortiguadora residual golpeando suavemente la pared. Las células de sangre
rojas contaminantes (RBC) fueron lisadas por la adicién de 1 ml de amortiguador
de lisis RBC (0.6 M NH,CI, 0.17 M tris-base. pH 7.65). seguido de una incubacién
durante 2 minutos a temperatura ambiente y un répido apagado con 9 ml de
HBSS. Las células fueron convertidas en pellets a 200xg durante 5 minutos.
lavadas dos veces y resuspendidas en un medio RPMI. La concentracion y
viabilidad las células en la mezcla fueron determinados con un hematocitometro

(Cambridge Scientific Inc) y exclusién azul de Trypan.

3
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Preparacién de anti_células-T, anticuerpos monoclonales inductores de
apoptosis

Anticuerpos monoclonales inductores de apoptosis de células -T fueron
generados mediante la inmunizacion de un ratén con céluias-T humanas
Concanovalin activadas y seleccionadas por su capacidad para fijarse a células-T
humanas activadas e inducir subsecuentementa la apoptosis de células-T. Loas
anticuerpos monoclonales fueron preparados de acuerdo a los métodos bien
conocidos de fusiéon de células de Kohler y Milstein ((1976) Euro J Inmunol 6, 511-
519) para producir un hibridoma que secreta los anticuerpos deseados. Tres
hibridomas generados de acuerdo a estos métodos secretaron anticuerpos
monaclonales, designados m128-9F9, m152-15A7. y m166-43B6 respectivamente.

que fueron capaces de inducir apoptosis de células-T in vitro.

El supernadante de cultivo concentrado de cada hibridoma fue girado a 20000 x g
durante 10 minutos. y el supemadante fue diluido en una relacién 1:1 con la
solucién amortiguadora fijadora (0.1 M acetato de sodio, pH 5.0). Una columna G
de proteina (aproximadamente 1 mi de volumen de lecho) fue lavada tres veces
con 3 — 5 mil de la solucidn amortiguadora fijadora. El supernadante de cultivo
clarificado fue cargado en la columna G de proteina, y el flujo a través fue recogido
y recargado en la columna. La columna fue luego lavada con 6 ~ 10 ml de
solucién amortiguadora fijadora y el anticuerpo fijado fue eluido de la columna con
5 ml de soluciéon amortiguadora para elusién (0.1 M glicina-HCL, pH 2.8). Cada
fraccion contenia 1 ml del anticuerpo eluido, y la fraccion eluida fue ajustada al pH
neutro mezclando cada fraccion de 1 ml con 50 microlilros de 1 M Tris-HCI, pH
7.5. Las fracciones que contenian al anticuerpo fueron unidas y dializadas contra
de litros de PBS, pH 7.4 tres veces durante 4 horas por didlisis. Las

concentraciones de proteinas en las muestras de anticuerpo fueron determinadas
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siguiendo el procedimiento descrito por Bradford usando el Ensayo de Proteina

Bio-Rad (BIO-RAD. Hercules. CA).

Inducclén de la muerte de células T activadas por los anticuerp s

monoclonales

Las células T activadas (ver arriba) fueron resuspendidas a un concentracion final
de 5 X 10° células/ml en medio RPMI que contiene 5 ng/ml de IL-2, y tratadas con

Ig de control. m128-9F9, m152-15A7, 0 m166-43B6.

Es bien conocido que los anticuerpos inductores de muerte de células-T pueden
ser usados como agentes terapéuticos para tratar enfermedades relacionadas a la
células-T tales como rechazo de trasplante., enfermedades autominmunes, y
alergia. Tres anticuerpos monocionales contra las células-T humanas fueron
generados, y las capacidades de estos anticuerpos monoclonales para inducir
apoptosis de las células-T humanas activadas fueron examinadas. Los
supermadantes de cultivo que contienen anticuerpos monoclonales secretados por
las finea de células de hibridoma m128-9F9, m152-15A7. o m166-43B6 fueron
incubados o con células-T no activadas humanas (dia 0) o con células-T humanas
activadas in vitro (dia 7) durante 6 horas. Las células fueron manchadas con
anexina V después de incubacion, y sometidas a analisis FACS. Células CD-3
posilivas fueron encerradas para asegurar el conteo o de las células-T humano
activadas in vitro o las células-T humanas en reposo. Las células apoptdticas
fueron positivas al manchado de anexina V. La tabla 1 resume los porcentajes de
células apoptdticas entre todas las células-T barridas. Inesperadamente. los
anticuerpos monoclonales secretados por las lineas de células hibridoma m128-
9F9. m152-15A7, y m166-43B6 indujeron muerte a las células-T humanas
activadas in vitro pero no afectaron las células-T humanas no activadas. Esta

capacidad de inducir apoptosis de las células-T aclivadas pero sin afectar las

2y
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células-T en reposo es un rasgo Unico de la trayectoria apoptética y es el rasgo

dominante de los reagentes lerapéuticos enfocados a enfermedades mediadas por

células-T.
Tabla 1 Porcentaje de Células-T apoptéticas
No M128- No mi152- | m166-
tratado | Anti-myc| 9F9 tratado |Anti-mye| 15 A7 43B6
Dia 0 417 6.67 5.82 18.18 15.52 5.23 6.57
Dia7 12.63 13.36 28.71 24.18 23.08 51.66 49.44

Identlficacién de epitopos inductores de muerte de células ¥

Para identificar los epitopos inductores de muerte de células-T reconocidos por los
anticuerpos monoclonales m128-9F9, m152-15A7, y m166-43B6 estos anticuerpos
monoclonales fueron usados para seleccionar por consenso las secuencias
fijadoras en una biblioteca de polipéptido (Fh. D-12™ Phage Displey Peptide
Library Kit. New England Biolabs. Inc). La biblioteca contenia varios péptidos
12.mer unidos a la proteina 406-aa M13 Gene 3 . Platos microtiter de 96 columnas
fueron cubiertos con anticuerpos 50 ul/columna a la concentracion de 10 yg/ml en
0.1 M NaCO; (pH 8.6) de amortiguadora de recubrimiento de un dia para otro a 4
°C. Después de el lavado, los platos fueron bloqueados por incubacion con una
soluciéon amortiguadora bloqueante que contiene 0.1 M NaHCO3; (pH 8.6), 5 mg/mi
BSA. 0.02 % NaN; (150 pl/columna) por al menos una hora a 4 °C. Los platos
fueron luego incubados con proteinas de fusidn de las bibliotecas de fusidn
descritas antes en varias concentraciones durante una hora a temperatura
ambiente. Después de lavado con 0.5 % Tween que contenia TBS, las proteinas

de fusi6n fijadas fueron eluidas con 1 mg/ml BSA que contiene amortiguadora 0.2

UL
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M Glicina-HC! (pH 2.2) y neutralizada con 1 M Tris-HCI (pH 9.1). Las secuencias

amino acidas de las proteinas de fusidn eluidas fueron luego determinadas.

Las secuencias de polipéptido fijadas por el anticuerpo monoclonal m128-9F9 son

mostradas abajo:

WPEDSSYDSWPRG SEQ ID NO: 4
LDYDFLPETEP SEQ ID NO: 5
TATWDPDYFSDS SEQ ID NO: 6
AETDYDPDHFTPG SEQ ID NO: 7
DARYSHDPAWPYG SEQ ID NO: 8
AGOKWDPEWPHSG SEQ ID NO: 9
EPNMDPNWASPSG SEQ ID NO: 10
KSHYDESWWYNGG SEQ ID NO: 11
YDHHWTNPPTQK SEQ ID NO: 12
YDHHWPRDDIAP SEQ ID NO: 13

Una secuencia de polipéptido de consenso de X1-X2-X3-X4-X5 fue obtenida,

donde X1= Y/W/H/M, X2= D, X3=S/F/P/E/H. X4= amino acido. y X5=P/Y/H/W.

Las secuencias de polipéptido fijadas por los anticuerpos monoclonales m166-

43B6 son mostradas en sequida:

QDTWYPDYFPES SEQ ID NO: 14
SHTLLNDMFPES SEQ ID NO: 15
SPLRDNFPETLW SEQ ID NO: 16
ASPYMDNFPEEN SEQ ID NO: 17
OLVQDWLPEESH SEQ ID NO: 18

YLDYDFLPETEPP SEQ ID NO: 198
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Una secuencia de polipéptido de consenso de X6-X7-X8-X9-X10 fue obtenida.

donde X6= D, X7= Y/M/N/WIF, X8=F o L. X9=P, X10=E.

Las secuencias de polipéptido fijadas por los anticuerpos monoclonales m152-

15A7 son mostradas en seguida:

YTPMPMEISHSA SEQ ID NO: 20
MNDKYIPMSISA SEQ ID NO: 21
KIPHKTLVPMEI} SEQ ID NO: 22
TDSAAMEIQTTQ SEQ ID NO:23

Una secuencia de polipéptido de consenso de X11-X12-X13-X14 fue obtenida.

donde X11=P/A, X12=M, X13=E/Sy X14 =1

Ensayo de ELISA de los Epitopos inductores de muerte de células T

reconocidos por los anticuerpos monoclonales

Para identificar las especificidades de los epitopos inductores de muerte
reconocidos por los anticuerpos monoclonales descritos antes, el sandwich ELISA
fue realizado. Diluciones en serie (de 0.0017 fmol a 17 fmol) de los polipéptidos
que contienen el epitopo fueron incubadas con los anticuerpos monoclonales
m128-9F9, m152-15A7. o0 m166-43B6 pre-extendidos sobre los platos de ELISA

para determinar sus afinidades fijadoras.

Platos microtiter de 96 columnas fueron cubiertos con anticuerpos. 50 pl/columna,
a una concentracion de 1 pyg/ml de un dia para otro a 4 °C. Los platos fueron
bloqueados por incubacién con 0.25% de BSA en PBS (150 pl/columna) durante 1
hora a 37 °C. Los platos fueron luego incubados con proteinas de fusion que

contenian varios polipéptidos durante 2 horas a temperatura ambiente. Después



de ser lavadas 4 veces con PBS que contenia 0.05% de Tween 20 (PBST), los
platos fueron luego incubados con anticuerpos espaecificos para el socio de fusion
a 2 ug/ml durante 1.5 horas a temparatura ambiente. Después de la incubacion .
los platos fueron lavados 4 veces con PBST, 50 pl de 1 a 3000 veces de
anticuerpos socios anti-fusibn de cabra especifico diluidos conjugados con
fosfotasa alcalina (AP) fueron luego adicionados a cada columna, y los platos
fueron incubados durante una hora a 37 "C. La reaccién de enzimas fue llevada a
cabo mediante la adiciébn de 50 pl de solucién de sustrato de AP (1 tableta de
sustrato de AP disuelta en 5§ ml de amortiguadora sustrato). Los resultados
confirmaron que todos los polipéptidos seleccionados se fijan especificamente a

sus anticuerpos correspondientas usados para seleccion.

OTRAS INCORPORACIONES

Todos los rasgos descubiertos en esta especificacion pueden ser combinados en
cualquier combinacion, Cada rasgo expuesto en esta especificacion puede ser
reemplazado por un rasgo alternativo que sirva el mismo, equivalente o similar
propdsito. Asi, a menos que se exprese de otra manera, cada rasgo expuesto es

solo un ejemplo de series genéricas de rasgos equivalentes o similares.

De la descripcion anterior, una persona habil en el arte puede faciimente
establecer las caracteristicas esenciales de la presente invencién, y sin apartarse
del espiritu y alcance de ellas. puede hacer varios cambios y modificaciones de la
invencién para adaptarla a varios usos y condiciongs. Asi. otras incorporaciones

estan también dentro del alcance de la invencidn.

&§
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LO QUE SE REIVINDICADO ES

1. Una conformacion tridimensional de un epitopo aislado representado por por:
X1-X2-X3-X4-X5 donde la fijacién de un ligando al epitopo sobre las células-T
activadas induce muerte de las células, y
X1 es Tyr. Tip. His. o Met;

X2 es Asp;
X3 es Sar, Phe, Pro, Giu, o His y

X4 es cualquier amino acido; y X5 es Pro, Tyr, His, o Tip.

2. Un polipéptido aislado que comprende X1-X2-X3-X4-X5 dondae |a fijacion de un
ligando al polipéptido sobre ias células-T activadas induce muerte de las
células, y
X1 as Tyr, Tip, His, o Met:

X2 es Asp;
X3 es Ser, Phe, Pro, Glu, o His;
X4 es cualquier amino acido; y

X5 es Pro, Tyr, His, o Tip.

3. El polipéptido de ia reivindicacion 2, donde le polipéptido es de una longitud de

5 a 1500 amino acidos.

4. E! polipéptido de la reivindicacion 3. donde le polipéptido es de una longitud de

5 a 150 amino acidos.

5. El polipéptido de ia reivindicacién 4. donde le polipéptido es de una longitud de

5 a 15 amino acidos.
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6. El polipéptido de la reivindicacién 2, donde el polipéptido es seleccionado de

un grupo consistente de SEQ ID Nos:4 y 6-13.7.
7. El polipéptido de la reivindicacion 2, donde el polipéptido es X1-X2-X3-X4-X5.

8. Un anticuerpo que se fija a un epitopo que tiene la conformacion tridimensional

de la reivindicacién 1 e induce la muerte de células T activadas.
9. El anticuerpo de la reivindicacién 8, donde el anticuerpo es monoclonal.

10.Un método para producir un anticuerpo. el meétodo comprende la
administracién a un individuo de una cantidad efectiva de un epitopo que tiene

la conformacion tridimensional de la reivindicacion 1.

11.Un método para identificar un compuesto candidato para inducir la muerte de
células-T activadas, el método incluye el poner en contacto un compuesto con
un epitopo que tiene la conformacion tfridimensional de la reivindicacion 1.
donde la fijacién del compuesto al epitopo indica que el compuesio es un

candidato para inducir la muerte de células -T.
12. El método de la reivindicacién 11. donde el compuesto es un anticuerpo.

13.El método de la reivindicacién 12, donde el compuesto es un anticuerpo

monoclonal.

14, Un método de inducir la muerte de células T activadas. el método comprende

el poner en contacto las células -T activadas con el anticuerpo de la

reivindicacion 8.

83
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15.Una composicién farmacéutica que incluye un epitopo que tiene la
conformacidén tridimensional de la reivindicacion 1 vy un vehiculo
farmacéuticamente aceptable.

16.Una composicion farmacéutica que incluye sl polipéptido de 1a reivindicacién 2

y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

17.Una composicién farmacéutica que incluye el compuesto de la reivindicacién 8

y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

18.Una conformacidn tridimensional de un epitopo aislado representado por X6-
X7-X8-X9-X10, donde la fijacién de un ligando al epitopo sobre células-T

activadas induce la muerte de las células, y

X6 es Asp;
X7 es Tyr, Met, Asn, Trp, o0 Phe;

X8 es Phe o Leu.

19.Un polipéptido aislado que incluye X6-X7-XB-X9-X10, donde la fijacion de un
ligando al polipéptido sobre células-T activadas induce la muerte de las células,

y

X6 es Asp:;

X7 es Tyr, Met, Asn, Trp. o Phe:
X8 es Phe o Leu:

X9esPro y

X10 es Glu.

20. El polipéptido da la reivindicacién 19, donde el polipéptido es de una longitud

de 5 a 1500 amino acidos.
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21.E! polipéptido de la reivindicacion 20, donde el polipéptido es de una longitud

de 5 a 150 amino acidos.

22.El polipéptido de la reivindicacién 21, donde el polipéptido es de una longitud

de 5 a 15 amino acidos.

23. El polipéptido de la reivindicaciéon 19, donde el polipéptido es seleccionado de

un grupo consistente de SEQ ID Nos: 14-18.

24_E| polipéptido de la reivindicacién 19, donde el polipéptido es X6-X7-X8-X9-
X10.

25. Un anticuerpo que se fija a un epitopo que tiene la conformacion tridimensional

de la reivindicacion 18 e induce la muerte de células T activadas.
26.El anticuerpo de la reivindicacién 25, donde el anticuerpo es monocional.

27.Un método para producir un anticuerpo, el método comprende Ila
administraciéon a un individuo de una cantidad efectiva de uh epitopo que tiene

la conformacion tridimensional de la reivindicacion 18.

28.Un método para identificar un compuesto candidato para inducir la muerte de
células-T activadas, el método incluye el poner en contacto un compuesto con
un epitopo que tiene la conformacion tridimensional de la reivindicacién 18,
donde la fijaciébn del compuesto al epitopo indica que el compuesto es un

candidato para inducir la muerte de células —T.

29. El método de la reivindicacion 28. donde el compuesto es un anticuerpo.

44
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30.El método de la reivindicacién 29, donde el compuesto es un anticuerpo

monoclonal.

31.Un método de inducir la muerte de células T activadas. el método comprende
el poner en contacto las células -T activadas con el anticuerpo de la

reivindicacion 25.

32.Una composicidn farmacéutica que incluye un epitopo que tiene la
conformacion tridimensional de la reivindicacion 18 vy un vehiculo

farmacéuticamente aceptable.

33.Una composicion farmacéutica que incluye el polipéptido de la reivindicacion

19 y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

34.Una composicién farmacéutica que incluye el compuesto de la reivindicaciéon

25 y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

35.Una conformacién tridimensional de un epitopo aislado representado por X11-
X12-X13-X14, donde la fijacion de un ligando al epitopo sobre células-T

activadas induce la muerte de las células. y

X11 es Pro;
X12 es Met:
X13 es Glu o Ser; y

X14 es He.

36.Un polipéptido aislado que incluye X11-X12-X13-X14, donde la fijacién de un
ligando al polipéptido sobre céluias-T activadas induce la muerte de las células.

y
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X11 es Pro;
X12 es Met;
X13 es Gluo Ser; y
X14 es He.
37.E! polipéptido de la reivindicacion 36, donde el polipéptido es de una longitud

de 4 a 1500 amino écidos.

38.E! polipéptido de la reivindicacion 37, donde el polipéptido es de una longitud

de 4 a 150 amino acidos.

39. El polipéptido de la reivindicacién 38, donde el polipéptido es de una longitud

de 4 a 15 amino acidos.

40, E| polipéptido de la reivindicacion 36, donde el polipéptido es seleccionado de

un grupo consistente de SEQ ID Nos: 20-22.

41 _El polipéptido de la reivindicacién 36, donde el polipéptido es X11-X12-X13-
X14,

42.Un anticuerpo que se fija a un epitopo que tiene la conformacion tridimensional

de la reivindicacién 35 e induce la muerte de células T activadas.
43 El anticuerpo de l1a reivindicacion 44, donde el anticuerpo es monoclonal,
44.Un método para producir un anticuerpo, el método comprende Ila

administracién a un individuo de una cantidad efectiva de un epitopo que tiene

la conformacidn tridimensional de la reivindicacién 35.
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45, Un método para identificar un compuesto candidato para inducir la muerte de
células-T activadas, el método incluye el poner en contacto un compuesto con
un epitopo que tiene la conformacion fridimensional de la reivindicacion 35.
donde la fijacién del compuesto al epitopo indica que el compuesto es un
candidato para inducir la muerte de células —T.

46.El método de la reivindicacién 45, donde el compuesto es un anticuerpo.

47 El método de la reivindicacion 46, donde el compuesto es un anticuerpo

monocional.

48.Un método de inducir la muerte de células T activadas, el método comprende
el poner en contacto las céiulas -T activadas con el anticuerpo de la

reivindicacién 42.

49.Una composicion farmacéutica que incluye un epitopo que tiene la
conformacién tridimensional de la reivindicacidon 35 y un vehiculo

farmacéuticamente acaeptable.

50.Una composicion farmacéutica que incluye el polipéptido de fa reivindicacién

36 y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

51. Una composicidn farmacéutica que incluye e! anticuarpo de la reivindicacion 42

y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.
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Rad: G6-123232- -00000-0000

Fac 2005-1208 17-23:24 Deg. I
TR 11 PATERTO 9. 020 NUECREACIONES

Bve: 378 FASENACIONALI Industria y Comercio
Actd11 PRESENTALION Follvs: 84 SUPERINTENDENCIA

REQUISITOS MINIMOS PARA ADMISION A TRAMITE

PCT
PATENTE DE INVENCION [/]/ MODELO DE UTILIDAD [ ]
4 Indicaclén de que se solicita la concesldn de una patente H/
¢ Datos de identificacion del solicitante o de la persona que presenta la solicttud [/]/
@ Descripcién de la Invencién [
¢ Dibujos de ser estos pertinentes
¢ Comprobante de pago de las tasas establecidas d
COMPLETA [ ] ' INCOMPLETA [ ]

DISERO INDUSTRIAL" [ 1]

¢ Indicacién de que se solicita el registro de Disefio Industrial []

€ Datos de identificacion del solicitante o de la persona que presenta la sollcitud [ ]

¢ Representacién gréfica y fotogréfica del Disefio Industrial o muestra del [ ]
material que Incorpora el disefic

¢ Comprobante de pago de las tasas establecidas [ ]

COMPLETA | ) INCOMPLETA | ]

ESQUEMA DE TRAZADO | ]

¢ Indicacién de que se solicita el registro de un Esquema de Trazado [
¢ Datos de identificacién del solicitante o de la persona que presenta la solicitud [
4 Representacion gréifica del esquema trazado {
¢ Comprobante de pago de las tasas establecidas [

[ - W T

. COMPLETA INCOMPLETA [ ]

Fecha ) “:- m Carrera 13 No. 27-00 Piso 5, 7 y 10
Conmutador: 3 82 08 40
Fax: 350 52 20
E-mall:

www.glc.gov.co
Bogotd, D.C., Colombla




REPUBLICA DE COLOMBIA
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2020

Doctor {a)

FERRERO EMILIO

Apoderado{a) y/o Representante de
ABGENOMICH CORPORATION

REFERENCIA Radicacién No. 06 123232
Bolicitud internmacional PCT/U82005/016441
Fecha iniclo fase nacional 11/12/2006

Tr&mite 11
Evento 378
Actuacién 430

Oficlo No. e e b i 1498

Camo resultado del examen de forma, realizado con fundamento en el articulo 38 da
la Decisién 486 de la Comielién de la Comunidad Andina, articulo 27 del Tratado de
Cooperacién en Materia de Patentes (PCT), regla 51 bis del Reglamento y Circular
Gnica de la Superintendencia de Industria y Comercio, se le comunica que:

1. La solicitud no contiene 1la copla del documento en que consta la cesién del
derecho a la patente del inventor al solicitante o a su causante. (Art. 26-k)
Decisidn 486.

En cumplimiento de lo dispuesto por el articulo 39 de la Decisién 406, se le
requlere para que dentro del término de dos meses sigulentes a la fecha de
notificaciSn del presente oficio, complete los requisitos anteriormente enunciados.
En caso de no dar cumplimiento al presente requerimiento, la solicitud se
considerari abandonada y perderf su prelacién.

Notifiquese el presente oficlo conforme a lo dispuesto en el numaral 5.2, literal
e), del capitulo quinto ulo primero de la Clrcular Unica No.10 de 2001.

El antérior requerimientc fue notificado por fljacién en 1lista de




