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FORMULARIO UNICO DE SOLICITUD DE PATENTE

PCT
ENTRADA EN FASE NACIONAL
SOLICITUD DE
@ B4 Patente de Invencién [ Patente de Modelo de Utilidad
| Capltulo | [ Capitulo I
Nombre ABGENOMICS CORPORATION /|
sociedad constituida y existente bajo las
SOLICITANTE | 'eves de Tawan IDENTIFICACION
(1) Direccién 2F, NO 32, Ln 358 cc . nro O
Juilhuang Rd Nelhu CE O Otro n
Tapel 114
Tawan Cual
Numero
Domicilio Taipe: 114
Taiwan
Nombre EMILIO FERRERO IDENTIFICACION
Direcclién Carrera 4* No 72-35 ce ¢ NIT 'l
Teléfono 347 36 11
REPRESENTANTE| 211 86 50 ce O oro [
O APODERADO g gy clientes@camyp,com, Cual
Domicilio Bogot4, Colombla Numero 438019 TP 319829
1 Rong-HwaLIN ~ 2 Chung, Nan CHANG
@ 7F No 12, Lane 54, Sec 3 602 Saint Croix Lane
Sinsheng S Rd Da-an Distnick Foster City
Talpe: 106 California 94404
INVEN‘;%R (ES) Tawan Estados Unidos de Ameénca
3 Pel-Jiun CHEN / 4. Chiu-Chen HUANG
710 Chung-Cheng Road 4F, No 2, Lane 339, Sec 2
Yung-Ho Nei-hu Road, Neihu
Taipel 234 Tape: 114
Tawan Tawan

@ PCT (86)
Solicitud Internacional No PCT/US2005/016357
Publicacién Intemacional No WO 2005/110475 A2

Fecha 10 de mayo de 2005
Fecha 24 de noviembre de 2005

@ Titulo (54)

@ Clasificacion Internacional (51) AG1K 39/395

ANTICUERPOS

Pnoridad | (33) Pals de Ongen (32) Fecha (31) Namero de Solicitud
sikl nol] us 10 de mayo de 2004 60/569,892

08-90,820 Fecha 27 de noviembre de 2008

@ C mprobante de pago No
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Anex s

Comprobante de pago de |a tasa de presentacion de la solicitud por $ 463 000 oo
Comprobante de pago por reivindicacién de pnondad

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

Poderes, si fuere el caso

Documento de cesidn del inventor al solictante o a su causante

Declaraciones

Copia de la solicitud internacional (Resumen, descnpcién, revindicaciones, dibujos)
Traduccién de la solicitud internacional al castellano (Resumen, descnpcion, revindicaciones,
dibujos)

Copia del examen preliminar efectuado por la IPEA

Traduccidn del examen preliminar efectuado por la IPEA

De ser el caso, copia del contrato de acceso

De ser el caso, documento que acredite la icencia o autonzacion de uso de conocimientos
tradicionales de las comunidades ndigenas

De ser el caso, certificado de depdsito del matenal biolégico

Arte final 12x12

De ser el caso, Informacién sobre otras solictudes 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 000 OO0o0O

FIGURA CARACTERISTICA

@

Solicito la concesién de la patente,
NOMBRE EMILIO FERRERO

FIRMA i__‘..Q._, Ec'a-._...._—:

C C 438 019 de Usaquén TP 31 929

JDF
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DOCUMENTOS ANEXOS

1 [X] Publicacién Intenacional WO 2005/110475 A2
2 Extracto de publicacion

NO SE REALIZARON MODIFICACIONES EN
FASE INTERNACIONAL
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192

REPRESENTACION, RATIFICACION Y PODER

,

Hoo « = HKlasdo 1"

Vel s

\*
Ropreseataciin, Ratificacién y Poder eon sutaaticaciin notark
y Apastile pars patestes, modsios de wtflidad, diselis

industriales, mureas de fibrica, nombres comerciales, snsellm
aambres de domlalo, lusas comercinlo, lescelns,

Representution, Ratifiestion aad Powsr-of-Attorney wit
potarisl authentication and Apastille for patsnts, utiiity model
industriul desigms, trademarks, commerdial names, trad

tmblems, dosain mames, slogans, Ucsass

REPRESENTATION, RATIFICATION AND POWER
OF- ATTORNEY

Yo (umotros), shejo fimnado (s)/] {we). the undermymed

“1327\a

S |

—ARGENOMICR CORPORATION
domiclliado (s) sn/of 2F, No.32 Ln 338, Julkuang Rd. Neihu.

Talpel Taiwno L14.ROC_
por ¢l prosnic ralficumos ls_Solicitud prosetudy eu ol expedinats bereby ratify the spphoation No. 06.035.911
No. 06035911
pressntada por _Emilia Fem filed whthout a Power of Atomeyhy EmfliaFogare
£omo agents oficloso snte La Diviglién doNusvea Crenclones before_The Patet Office
en Hogoid, Colombla in _Bosoth. Colowhie
el 12 de abriide 2006 on __Ageil 12, 2006

por ¢ presenie nombramos & EMILIO FERRERO, gm 31929;
GONZALO PERDOMO, tpa. 831, LUZ CLEMENCIA DR PAEZ, tpa
23333 y DANIEL PERA, tpu. 63620, domiciliudos en la Currers 4° N°
72-33 Bogou, Colombls, o obeducimionio s lo dispussio oo ol
parigrafb 1o del Articulo 543 del Cédigo de Comercio, &l primero como
principal y los demids como supleses, oo s orden, Como mis (maoatras)
reprasantantes ¢o todos los anmins de propledad industrial con fhcultad
g recihiy oolfieacions ¥y oomioer spodarados Jjudiclales o
extrajudiclales. El primer roprosentaunts suplents reemplamnd al priocipsl
#n caso de susancis o lmpedimento tunparsl o definitive de squil. La
misnu regls se splicant cuwxdo ol segundo reprascaiante nuplente hays
de neempleanr ol primoro, o ¢l tercare Wl sogundo. En tulos casos, el
representante principal o of primers, o segundo suphaue, en m cuso, 0
ambow, declarurin m intencién de oo gorcor la represcninelén madiante

decluracitn autenticads por Notario Piblico en Colombis, o por Notarle

u stro Funcionario Piiblico, o Céaml do Colombls, m ol oxragjwo, y o
3¢ tratare de impedimenio, con el cartificado respectivo. 31 alguao de los
naebredos fahare deflnittvaronte, ¢l sigulcnte tomanl su lugsr Cusndo

© CAVELIER ABOGADOS
WPPOLED|-192 (MINUTA 12.1 1.2.102)

md do havhy appolmt EMILIO FERRERQ, tpa. 31929; GONZAL
PERDOMO, wa. 331, LUZ CLEMENCIA DE PAEZ, tpa. 23533 4
DANIEL PERA, tpa. 65620, domiclled st Carrern 4° N* 72-38, Bogo
Colombis, In duo complisncs with the terms of Paragraph Ist. of Arth
543 of the Coomorelsl Cods, the firgt as principal end the othery
altomates, in the onder of thelr sppointment, 13 our represontatives for
Industrial propesty matters with fheuhty to recsivo notlfieations mnd
sppoint attormeyy o and out of Cowrt. The fint siteroate shall replace t
principul In came of his sbamnee or of temporul or definkive Impedima
Tho samo rule will apply when the secand siternate represeatative (s

ropluce the (e ons, or when the third is to roplace the first or seco
Mhmmuhndhﬂﬂ.hlﬂ“l
mndplmmwhﬂmukhmwuu




cepnre lu susencis o inpedimento dsl represcotanis prinsipal, o do
pnmere 6 mgundo suplotss, o s G, podiin qleresr I
represcntanién, en su onden, 1o u otros mgin ol o, sumidadols por
¢l ol hocho do gjerceris, comndo en cew momanto ol guclelo de s
representacidn por ol primerc, segundo o terser suplents an S cxs0.

Adcrois, conflero {confrimon) pader & los sbogados srriba combradon,
purs oblener 1y proteceidn do mi (nuastre) propicded mdustrisl y contm
In competenciu dealml, 3 cuyo ofecto autorise (emos) u loa diches
upuderados pars que me (nas) representen ante cunlssquiers wntidudes o
pervonas, ¢jorasn ¢ no jurisdicoidn, especialments enw les del orden
admunkstrative, contenclosn administrative y judiclal, sl como ke
tribunales de arbitramento, en todo lo concernionts o los sigulentes
ssunios 8) Obtencién do patentes de Invenclén, modelos do atilided y
disfios Indumriales; ol ngimro do marcas de fibrios, colectiva,
defonslvus, de sorviclo, kmas comerciales, sombres cumorclales,
enactias, sombyes do dominio, varedades vegotalos y denominaciones de
origen, W rmovecida, Gusgmso, camblo de nombry ¢ damicilie,
cancelacitn volunmris; y ol registro de liooncins de uso do asos derechos;
b} Las seciones de competencis deslesl, proteceitn del consumidor
oposiciones u chaerveciones, cancelacién adminiszativa o Judiclal,
suldnd. roodidas omitelares, concesldn de loencies, la tutcls, I
pruteccion de socreins indumnales, ¥ on general los juiclos civiles,
penales, administrativos o cootencloso-administrativos nelacionudos con
citus devechox; acTioned y prOCYEOR QUE PROMOVAING O ¢ 00§
promicvan. Y pumn que en todos los ssunios arribe determinudos, pucdan

of the principul nprescntative, or of the firs or sccond uhernme In th
turn ceases, the ropregpenintion can be takan again in thelr sequence, by |
jxinaipal, the fir or seoond aitamate dopending oo case, end the m
fict or It susrcise will suffice. The sxarciso of the ropresaptation by |
first, seoond or thind aharmates [n thelr tum shall end ot such thme.

Ip sddhion, we grant & Power of Aftormey In fwvor of the shove _oam
stiormeysat_Isw w0 thet they may obtaln the protaction of my (o
Industrial propenty snd agaunst the unfilr competiton, for which purpos
(we) authorize the mid ettorpeys o ropressst me (us) bafbre =
axthorition or posons, with or withowt jurisdiction, spechally the
adminixingive, sdminigtrative contentious snd judicial, as well s beft
Arhitration Coant, 1 sll mettars conoeraing the following: «) Obsdomy
of psemty, utllity modols snd Industrisl designx; the registration
tademarky, collective, defimsive and sxrvice maoks, slogans, coommae
Gunes, tade omblans, doomin oamos, vegstal wvaretis &
denommutions of ongan, %8 rowal, assignment, chanys of name
domicfle, voluatary cxncelintion, and the reglsration of Homaes of use
tho showe rights; b) Actions of untir competition, protostion o 1
conmmner, oppositions or obsorvmtions, adminkintive o Co
cancalistion, nullity infiingement, granting of (locoscw, tha sotion for w
mandunin, the protection of trade secres, and in generl the clvil, pen
mnd wdminigtrutive sults relsing 1o those righis; actions end wu
mstituted by me (us) or against me (us). And that in all the wbove mam
they may subutituto this Power of Attorogy compromlse, conclliate, adr
the thets of the cuse, duxist, cancel, escive, rosipn, sod miify acts done

sustituir ese mandato, trensigr, congller, admitlr los hochos del ropropentatives withowt & power of sitoray
proceso, desistir cancelar, mcihir renuncler y ratificer los actos do
sgentes oficiosos.
1 Dudo y firmado boy/Given and signed this
19 July Jeed
aln Teawpes Twiwan F&W
-: puriby ;:t!l h- IE‘! J._u_\ n. m“?';%;l::ﬁ::..i
- __2tev® 3 ey Ta SN
= i 2005 {
Flum {
::1:;-"#“ s
Emni'ﬁi "3
A JM
t B g
Cuse Nu 5 39 6 Dat®% 0
EXHZGAEK & PENERFERMBRMAEA
S FRmug e LuA M B 2
Attnited it the Ch o Yuan Sun Notury Public QT
of Tuwan fuyrt Detrnt Court RQC  thut the

atlbu i

© CAVELIER ABOGADOS
WPPODED]-192 (MINUTA 121 1.2.101)

sipiatuie(g)/aculis) 1o tue ducument 1sfure

Nutury Publs

901 NO 346 NAN-KING E RD SEC 3 TAIPE! TAIWAN

T,
Ciaa Yuan-Sun
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REPUBLICA DE PANAMA
MINISTERIO DE RELACIONES EXTERIORES
SSSss
Departamento Consular y
Legalizaciones
CERTIFICADO DE
AUTENTICACION
Recibo Oficial No.____ 353416
Arancel No. 60
Derechos B/. 1(.)' oo
No. 306873
AMP-05

El Suscrito MAYTE YEN

NOMBRE DEL FUNCIONARIO CONSULAI

FIRMA AUTORIZADA,EMBAJADA DE PANAMA EN
TATPRT AN R _Q_C.
TITULO Y LUGAR DE ACREDITACION

CERTIFICA:

que la firma que aparece en el documento adjunto que
dice:. CHAO VIWN SUN
es auténtica y corresponde a la que acostumbra usar en los

documentos que autoriza en calidad deNOTARY PUBLIC
OFFICE OF TAIWAN TAIPEI DISTRICT OOURT,R.0.C

DadoenlaCindadde _TAYPET ] dfa —04
OCTUERE

del mes de

V1IN0 RIAINGD GOWH 10908
L OO 120 (3] 01XIS QIUVLON O

L R R X )

"Wmm;'o IR NOD ATLINLOY ¥

o

El infrascrito funcionario de
Legalizaciones del Ministerio de
laciones Exteriores debidamente autorizado
para este acto

CERTIFICA:
7 Que la firma que antecede y que dice:
MAYTE YEN
es éntica del funci jo que el dia 4
de__ OCTUBRE a0 2006

ejercia el cargode _FIRMA AUTORIZADA DE LA EMBAJADA

DE PANAMA EN TAIPEI, TAIWAN R.O.C

Panamé 26 de OCTUBRE = . 2006
dutenticacion No_161C~PC
110574c¢
Firma del funcionario
Li sto Lozano Lope:
JEFETE AUTENTICACION ¥ LEGALRACION
MINISTERIO DE RF' AGIONES EXTERIORES
Este Ministerio no asume bilidad en to al id
del documento.



CERTIFICATION OF AUTHORITY

1 I, __SHIH-YAO LIN President of ABGENOMICS
CORPORATION _ do hereby certify that

11 _SHIH-YAO LIN Is the President of _ABGENOMICS
CORPORATION _ and that he/she i1s the authonzed by _ ABGENOMICS
CORPORATION to execute this Power of Attorney on its behalf

I .

12 That ABGENOMICS CORPORATION Is a
corporatign/company legally constituted and in existence 1n accordance with
the laws of Taiwan

13 That the domicile of said corporation/company 1s _2F, No 32 Ln 358,
Julkuang Rd . Neihu, Taipel, Tawan 114 RO C

14 That the purpose or purposes for which the present Power of Attorney
is granted are comprised within the corporation purposes set forth in the
charter of the mentioned corporation/company

I
*

2 _ Forissuing this certification that | have seen the followmg documents T
K COMO NOTAMO BAXTO (i) DR\ SINULE
3 oowaTAM Bk LA 3
21 The Articles of Incorporation of ___ ABGENOMIC S CEREMRETION o
dated _May 26, 2008 &

TP
5 DIC 2008 2;5

, dated

(ﬁuuNu 7 27 8 Iﬂjuﬂ SEp 18 218 Signed by _ﬂﬁ

EXAZELHAE ) PLUELH HEABRMDEA ShitYao Lin
ME ¥Bmalke LA M 5 B
Attasted gt the (%o, Yuun-Sun Notury Public Office
of Taiwun Taiper Disterct Couret ROC, that the
signuturul{e)fecal{s) 1n this ducument 18fare
authunine

Nutury Public // nZ——?

Chdv Yuan-Sun
901 NO 346 NAN-KING E RD SEC 3 TAIPEL TAIWAN
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MAYTE YEN

NOMBRE DEL FUNCIONARIO CONS|

FIRMA AUTORIZADA,EMBAJADA DE PANAMA K
TATPET, TATWAN,R.O._C.

El Suscrito

REPUBLICA DE PANAMA TITULO Y LUGAR DE ACREDITACION
MINISTERIO DE RELACIONES EXTERIORES
SSSS CERTIFICA:
Depall'i:rg!ﬁ:lzlgc(i:&rissular y que la firma que aparece en el documento adjunto que
dice: CHAO YUAN-SUN
CERTIFICADO DE es auténtica y corresponde a la que acostumbra usar en los
AUTENTICACION

documentos que autoriza en calidad de NOTARY PUBLIC
OFFICE OF TAIWAN TAIPEI DISTRICT COURT,R.O.C.

Recibo Oficial No ___353416 Dado en la Ciudad de _TATPRT el dia _04
Arancel No.__ 60 del mes de __OCTURRE, \_del aho__ 2006 .
Derechos B/. _10_00 -
AYTE YEN
No. 306874 Autorizada
He A T andhia
AMP-05 : awan R. C. C. e

El infrascrito funcionario de
\ Legalizaciones del Ministerio de
Relaciones Exieriores debidamente autorizado
para este acto

CERTIFICA:
Que la firma que antecede y que dice:

MAYTE YEN
es éntica del fu o que el dia 4
de OCTUBRE afio__ 2006

FIRMA AUTORIZADA DE LA EMBAJADA

ejercia el cargo de

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

P i 25 de_ OQCTIIRRFE. __ afic 2006
4 icacion N0 __15C-PC
110574C
Firma del funcionario
Lig’ Eg#sto Lozano Loper
JE! AUTENTICACION Y LEGALIZACION

MINISTERICG DE RELACIONES EXTERIOPES

[Este Ministerio no asume responsabilidad en cuanto al contenido
del documento. el



TRADUCCION OFICIAL No 11 08/06b realizada por Diego Vargas, Traductor
Oficial, Resolucidn Ne 0001 de 1999 del Ministerio de Justicia y

registrado ante el Ministerio de Relaciones Exteriores de Colombia

A continuacién se traducen los sellos y legalizaciones de un
documento mediante el cual ABGENOMICS CORPORATION, domiciliada en
2F, No 32 In 358, Juikuang Rd , Neihu, Taipei, Taiwan, 114,
Republica de China, ratifica 1la soclicitud presentada en el
expediente No 06 035 911 por el Dr Emilio Ferrero como agente
oficioso ante ]la Divisién de Nnevas Creaciones en Bogotd, Colombia
2] 12 de abril de 2006, y adicionalmente otorga derechos de
representacién y poder a los Doctores EMILIO FERRERO, tpa 31929,
GONZALO PERDOMO, tpa 831, LUZ CLEMENCIA DE PAEZ, tpa 23555 vy
DANIET PFRA, tpa 65670, domiciliados en la Carrera 4 No 72-35%
Bongota, Colombia
Dado y firmado el 19 de julio de 2006 en Taipei, Taiwan, por Shih-

Yao Lin

Firma Ilegible

Firma

Sello

Caso No 5396 Fecha JUL 19 2006

Se certifica en 1A 0Oficina de Notarin Publza

Tribunal de Distrito de Taipea, Taiwan

firma(s) / sello(s) en este documento es / sonfauténticas

Notario Publico

Firma Ilegible

Chao, Yuan-Sun

(ANEXO)

Se anexa Certificado de Autenticacién No 353416 con Recibo Oficial
306873 de la Republica de Panamd por medio de la cual Mayte Yen, en

su capacidad de Firma Autorizada de 1a Embajada de Panamd en Taipei



Taiwan, Republica de China, certaifica la firma anterior de CHAO
YUUAN-SUN como Notario Punblico de la Oficina del Tribunal de Distrato
de Taipei, Taiwan, Republica de China Dado en Taipei1 el 4 de

octubre de 2006

Se anexa la Jlegalizacion por parte del Ministerio de Relaciones
Fxteriores de Panamd bajo la Autenticacién No 161C-PC/110574C de la
firma anterior de Mayte Yen como firma autorizada de la Embajada de
Panamd en Taipei, Taiwédn, Republica de China Dada y firmada el 26
de octubre de 2006 por 21 Lic Ernesto Tozano Lopez, funcionario de

Legalizaclones

Se anexa la certificacidn No 118 del 27 de octubre de 2006 del
Consil General de Colomblia en Panama, en donde se certifica la firma

anterior de Frnesto Lozéno 4Lopez como Jefe de Autenticacibn vy

Legalizacién del Ministerio de Relaciones Exteriores de la Republica

de Panamd Firmada por César E Hernandeziaﬂ 2
P coma noih I“ 'I
[

Colombia en Panam4 m.:'::ﬂ'm

Pagados los Tmpuestons %
=

Legalizacion de 1la firma anterior poew

Legalizaciones del Ministerio de Relaciones

—4%%5‘}'.’65 Ré‘ﬁ_f“z

TRADUCTOR E INTERPRETE CHI 1AL -
ESPARIOL INGLFS - INGIFS  FArAFIO
PFS ONQI Df FNEPO 4 DF 1999
MIBHSTFRIO DF I1STICIA

CERTIFICADO DE AUTORIDAD

Y

1 Yo, SHIH-YAO LIN, Presidente de ABGENOMICS CORPORATION, por el

presente certificn gue
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1 1 SHIH-YAO LIN es el Presidente de ABGENOMICS CORPORATION y que

él/ella estd autorizado por ABGENOMICS CORPORATION para suscribir

este poder a su nombre

1 2 Oue ABGENOMICS CORPORATION es una =socledad/compafina legalmente

constituida y en existencia de conformidad con las leyes de Taiwén

1 3 Que el domicilio de dicha sociedad/compafiia. 'es 2F, No «@2 Ln

358, Juikuang Rd, Neihu, Taipei, Taliwan, 114, Republica_de China

14 One el fin o Jos fines para los cuales se otorga este poder

estdn comprendidos dentrgd del objeto social establegldos en los

estatutos de la mencionada sociedad/compafiia b "
2 Para expedir esta certificacién he visto "os siguientes
documentos —n - -~ .

21 Los Articulos de Constitucid4n de ABGENOMICS CORPORATION, con

fecha del 26 de mayo de 2006

2 72 T1a Re=olucion de la Junta Directiva y/o los Estatutos de

con fecha del

Firma por Firma
Shih-Yao

Sello P
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ANTIBODIES

RELATED APPLICATION

Thus application clams pnonty to U S Provisional Application Senal No
60/569,892, filed on May 10, 2004, the cantents of which are incorporated by reference
1n 11s entirely

BACKGROUND

Overly aggressive T cells often lead to unwanted immune responses, whch, 1n
turn, cause vanous disorders, e g., autoimmune diseases, transplant rejection, allergic
diseases, and 1 cell-denved cucers  Therefore, control of the aggressive T cells 15
vatical in treatng such disorders  The activity of these cells can be contained by
immunosuppression or by induction of immunological tolerance An alternative solution
18 induction of apoptosis, which 1s believed to be involved 1n removing unwanted cells,
including overly aggressive T cells  See, e g, Kabehitz et al (1993) Immunol Today 14,
338-340, and Ruff (1992) Nature 356, 397-399

SUMMARY

Thus invention relates to anibodies and their denvatives that induce apoplosis
upon binding to P-Selectin Glycoprotein Ligand-1 (PSGL-1) on activated T cells,

In one aspect, the inventuion features an immunoglobulin chain having three
sequences that (1) contam, respecuvely, RSSQSIVHNDGNTY FE, KVSNRFS, and
FQGSYVPLT (SEQ ID NOs 1-3), (1) contan, respectively, SFGMH,
YINGGSSTIFYANAVKG, and YASYGGGAMDY (SEQ ID NOs 4-6), (in) contain,
respectively, RASSTVNSTYLH, GSSNLAS, and QQYSGYPLT (SEQ ID NOs 7-9),
(1v) contaun, respecuvely, AYYIH, VNPNTGGTSYNPKFKG, and SGSPYYRYDD
(SEQ ID NOs 10 12), (v) contain, respectively, RSSQSIVNSNGNTY LE, KVSNRFS,
and FQGSHVPWT (SEQ ID NOs 13-15), or (v1) contan, respectively,
TNAMNWVRQAPGKGLE, TYYADSVKD, and GGSYWYFDV (SEQ ID NOs 16-18)

Each of the jusi-descnbed six sets of sequences corresponds to the three hight or
heavy chain complementanty determuning regions (CDRs) of an anubody that binds 1o

-

—ll BT AR
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PSGL-1, such as those of three mouse 15A7, 43B6, and 9F9 antibodies described in the
examples below. Shown below are the light chains and heavy chain variable (V) regions

of these three antibodies (SEQ TD NOs: 19-26, the CDRs are underfined and highlighted:

SEQ ID NO: 19 (Mouse 15A7 light chain V region):

1
1

61
21

121
41

181
61

241
81

301
101

361
121

ATGAAGTTGCCTGTTAGGCTGTTGGTGCTGATGTTCTGGATTCC TGO TTCCAGCAGTGAT
M K L P Vv R L L VL M F W I P A S§ 8 S5 D

ATTTTGATGACCCAAACTCCACTGTCCCTGCCTGTCAGTCTTGGAGATCAAGCCTCAATA
I .. M T Q T P L 8§ L P V § L G D O A § 1T

TCTTGCAGATCTAGTCAGAGCATTGTACATAATGATGGAAACACCTATT TTGAATGGTAC
s C ﬁ%%s&%sagaﬁFsﬁkfi NEFHEENER D 62 Ni:Tﬁ§~“%F GE WY

CTGCAGAAACCAGGCCAGTCTCCAAAACTCCTGATCTACAAAGTTTCCAATCGATTTTCT
L @ K P G ¢ $§ P X L L X

GGGGTCCCAGACAGGTTCAGTGGCAGTGGATCAGGGACACATTTCACACTCAACATCAGE
G v P DR F 8§ G 58 G § G T HVF T L N I s§

AGAGTGGAGGCTGAGGATCTGGGAAT TTATTACTGCTTTCAAGG TTCATATSTTCOTCTC
R V. E A E D L G T Y Y € IEEOLIG HChoYaty 4P 5L

ACGTTCGGTGCTGGGACCAAGCTGCAGCTGAAA
‘T F 6 A G T XK L E L K

SEQ ID NO: 20 (Mouse 15A7 heavy chain V region):

1
1

61
21

121
41

181
61

241
81

101
101

l6l
121

ATGGACTCCAGGCTCAATTTAGTTTTCCTTGTCCT TATT TTAAARGG TG TCCAGTGTGAT
M 8 R L N L V F L v L I L K G Vv ¢ ¢ D

GTGCAGCTGGTGGAGTCTGGGGGAGGCTTAGTGCAGCCTGGAGGGTC CCGGAAACTCTCC
vV oL VE S5 GG GL V O P G G S R K L 8

TGTGCAGCCTCTGGATTCACTTTCAGTAGC TTTGGARTGCACTGGGTTCGTCAGGCTCCA
C A A S G F T F s § FEBGENSHE w VvV R Q A P

GAGRAGGGGCTGGAGTGGGTCGCATACATTAATGGTGGCAGTAGTACCATCTTCTATGCA
E K G L B W V A FE NG GEE SIS VA NER AV e

AACGCAGTGAAGGGCCGATTCACCATCTCCAGAGACAATCCCAAGAATACCCTETTCCTS
N¥AL V K¥%G R F T I 8§ R D N P K N T L F L

CARATGACCATTCTAAGGTCTGAGGACACGGCCATTTAT TACTGTGGAAGGTATGCTAGT
QMTILRSEDTAIYYCGRIY%NS‘

TACGGAGGGGGTGCTATGGACTATTGGEGTCAAGGAACCTCAGTCACCGTCTCCTCA
F°"G G-G¥A M D.¥y W G Q G T § V T V § &

PCT/US2005/016357
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SEQ 1D NO: 21 {Mouse 43B6 light chain V region):

1 ATGGATTTTCTGCTGCAGATTTTCAGCTTCTTGCTAATCAGTGCCTCAGTTGCAATGTCC
1 M b F L VvV Q I F S F L L I 8 A S5 Vv A M S8

61 AGAGCGAGAAARTGTGCTCACCCAGTCTCCAGCAATCATGTCTGCATCTCCAGGGGARAAG
21 R ¢ EN V L T S P A I M S A 8 P G E K

121 GTCACCATGACCTGCAGGGCCAGCTCAACTGTAAATTCCACTTACTTGCACTGGTTCCAG
41 VvV T M T C REEESHEFLETEVIFNEESETUNSSINGH W OF Q

181 CAGAAGTCAGGTGCCTCCCCCAAACTCTGGATTTATGGCTCATCCAACTTGGCTTCTGGA
61 Q K 5 G A S P K L W I

241 GTCCCTGCTCGCTTCAGTGGCAGTGGGTCTCGGACCTCTTACTCTCTCACAATCAGCAGT
81 v P AR F 5§ G 8 G § 6T S Y 58 L T 1 S 8§

301 CTGGAGGCTGAAGATGCTGCCACTTATTACTGCCAGCAGTACAGTGETTACCCACTCACG
101 V E A E D A A T Y Y C (FEOuTictnGiatnp iy B

361 TTCGGTGCTGGGACCACGCTGGAGUTGAAA
121 F G A G T T L E L K

SEQ 1D NO' 22 (Mouse 43B6 heavy chuain V region):
1 ATGGAATGGAGCTGGGTCIITCTCTTCCTCCTGTCAGTCACTACAGG TG TCCACTCTGAG
1 M E W S§ W V F L F L L 8§V T T G V H § E

61 GTCCAGCTGCAGCAGTCTGGACCTGACCTGGTGAAGCCTGGGGCTTTAGTGAAGATATCC
21 vV ¢ L Q ¢ 8§ 6 P D L V K P G A L V K I &

121 TGCAAGGCTTCTGGTTACTCATTCACTGCCTACTACATTCACTGGGTGAAGCAGAGCCAT

41 C K A 5 G Y 5 F T pmEYEBYER W V K Q & H

181 CGGAAAGAGCCTTGAGTGGATTCCACCTGTTAATCCTAATACTGGTGGTACTAGCTACAAC
61 G K 8§ L E W I G R VEPNe#DIEN SR iCECRaTESEAVERN,

241 CCCAAGTTCAAGGGCAAGGCCATATTAAATGTACATAAGTCATCCAGCACAGCCTACATG
81 NK.PF 330 K A I L N V D K 8 8 8§ T A Y M

301 GAGCTCCGCAGCCTGACATCTGAGGACTCTGCGGTCTATTACTGTGCAAGATCGGGATCC
101 E L R S L T 8 E D 8 A V Y ¥ C A R 5 6 gﬂ

361 CCCTACTATAGGTACGACGACTGGGGCCAAGGCACCACTCTUACAGTCTCCTCA

121 PuY gY Re¥™¥ 0 W 6 ¢ ¢ T T L T V 5 3

A\c™

B -t T
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SEQ ID NO: 23 (Mouse 9F9 light chain V region):

1  ATGAAGTTGCCTGTTAGGCTGTTGGTGCTGATGTTCTGSATTCCTGCTTCCAGCAGTGAT
1 M XK . P VR L L VL. M F W I P A 5§ S5 S§ D

61 GTTTTGATGACCCAAACTCCACTCTCCCTGCCTGTCAGTCTTGGAGATCAAGCCTCCATC
21 v .. » T £ T P L § L P V 5 L G D @ A S 1

121  TCTTGCAGATCTAGTCAGAGCATTGTAAATAGTAATGGAAACACCTATTTAGAATGGTAC
41 5 C ReRSTISERQRSEHATGEVIONENSRNFHCERNISTWIELEIE W Y

181 CTGCAGAAACCAGGCCAGTCTCCAAAGCTCCTGATCTACAAAGTTTCCAACCGATTTTCT
61 L ¢ ¥ P G ¢ 8§ P K L L I Y K EhESE N RERETRY

241 GGGGTCCCAGACAGGTTCAGTGGCAGTGGATCAGGGACAGATTTCACACTCAAGATCAGC
Bl G v p DR VF S G S G 88 GTD F T L K I 8

301 AGAGTGGAGGCTGAGGATCTGGGAGTTTATTACTGCTTTCAAGGTTCACATGTTCCGTGG
101 R V E A E D L G V Y Y C FEOSRGEISER E

361 ACGTTCGGTGGAGGCACCAAGCTGGAAATCARA
121 EFGGGTKLEIK

SEQ ID NO: 24 (Mouse 9F9 heavy chain V region):

1 ATGCTGTTGGGRGCTGAAGTGGGTTTITCTTTGTTGTTTTTTATCAAGGTGTGCATTGTGAG
1 M L L. & L K WV F F V V F Y ¢ G V H C E

61 GTGCAGCTTGTTGAGACTGGTGGAGGATTGGTGCAGCCTARAGGGTCATTGARACTCTCA
21 v ¢ v ¥ T 6 & G L v Q P K G 5 I. K L 8§

121 TGTGCAGCCTCTGGATTCACCTTCAATACCAATGCCATGAACTGGGTCCGCCAGGLTCCA
41 C A A S 6 F T F N TENFRVE NSNSt RR Lot Ragn

181  GGAAAGGGTTTGGAATGGGTTGCTCGCATAAGAAGTAARAGTARTAATTATGCAACATAT
61 GaeKTEGF®LEE W V A R I R S K S N N Y A FEEY

241 TATGCCGATTCAGTGAAAGACAGGTTCACCATCTCCAGAGATGATACACAAAGCATGATC

81 AR PR ewite:l R F T T S R D D T ¢ s M I

301 TATCTGCAAATGAACAACTTGAARACTGAGGACACAGGCATGTATTACTGTGTGAGAGGG
MY L. ¢ M N N L KTEHDTGMY v c Vv R B

361  GGAAGCTACTGGTACTTCGATGTCTGGGGCGCAGGGACCACGGTCACCGTCTCCTCA
121 GCEXSHRdN=, 3h#kabp] W G A G T T V T V S §

As an antibody’s antigen-binding specificity is determined by its light and heavy
chain CDRs, the ahove-described CDRs can be used to generate antibody derivatives that

retain the antigen-binding specificity. Examples of antibody derivatives include chimeric
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antibodies, humanized antibodies, and their functional equivalents. Shown below are the

hight chain V region (SEQ 1D NO: 25) and heavy chamn V region (SEQ ID NO: 26) of a

humanized 15A7 anubody, which include SEQ 1D NOs: 1-3 und SEQ 1D NOs: 4-0,

respecuvely.

SEQ ID NO: 25 (humanized 15A7 hght chain V region):

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRSSOGTVHNBGNTREEWY QQKPGKAPKLLI YRKVS NRROGY PSRESGSG

=R

SGTHFTLTISSLQPEDFATYYCF@GSYVPLRFGUCTKVETK

SEQ ID NO: 26 (humanized 15A7 heavy chain V region):
EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGET FSERGRAWY RQAPGKGLEWVAY INGGSS T T RYVANAVKGRFTIS
RONAKNTLY LOMNSLRAEDTAVY YCARYASIEGGAMBYWGOGTSVTVSS

This mvention also features an tsolated nucleic acid having a sequence that
encodes one of the above-desenbed immunoglobulin chains. The term “antibody” or
“inununoglobulin chain™ reters to an solated polypepude, 1.¢, a polypeptide that has
been substantially separated from other proteins, lipids, and nucleic acids with which it is
naturally associated. The polypeptide can constitute at least 50, 70, or 95% by dry weight
of the punified preparation. An “1solated nucleic ucid” refers to a nucleie acid the
structure of whach 1s not identica) to that of any naturally occurring nucleic acid or to that
ot any fragment of a naturally occurring genomic nucleic actd. The term theretore
covers, for example, (2) « DNA which has the sequence of part of a naturally occurring
genomic DNA molecule but is not flanked by both of the coding sequences that flank that
part of the molecule in the genome of the organism in which it naturally occurs; (b) a
nucleic acid incorporated into a vector or into the genomic DNA of a prokaryote or
cukaryote 1 a manner such that the resulting molecule is not identical to any naturally
occurring vector or genomic DNA; (c) a separate molecule such as a ¢cDNA, a genomic
fragment, a fragment produced by polymerase chain reaction (PCR), or a restriction
fragment; and (d) a recombinant nucleotide sequence that is part of a hybnd gene, i.e., a
gene encoding a fusion protein. The nucleic acid of this invention can be used to express
a polypeptide of this invention  For this purpose, one can operatively huk the nucleic

acid to suitable regulatory sequences (o generate an expression vector

e eI e
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A vector refers to a nucleic actd molecule capable of transporting another nuclec
acid to which 1t has been hnked and also capable of autonomous rephcation or
integration into a host DNA Examples include a plasmmid, cosmid and viral vector A
vector of this invention includes a nucleic acid 1 a form suitable for expression of the
nuclesc acyd n a host cell Preferably, the vector includes one or more regulatory
sequences operatively linked to the nucleic acid sequence to be expressed Examples of a
regulatory sequence mclude promoters, enhancers, and other expression control elements
(e g, polyadenylation signals) Regulatory sequences also include those that direct
constitutive expression of a nucleotide sequence, as well as tissue-specific regulatory
and/or inducible sequences The design of such an expression vector 1s based on
considerations including the choice of the host cell to be transformed and the desired
expression level An expression vector can be introduced mto host cells to produce a
polypeptide of this mvention This mvention also includes a host cell that contamns the
above-descnihed nucleic acid A host cell refers to a cell contaimng an exogenous coding
sequence or non-coding sequence  An exogenous sequence can be mtroduced into a cell
by calcium phosphate transfection, DEAE-Dextran mediated transfection or
electroporation  Suitable host cells include bactenal cells (e.g. E coh Bacilius subtilis,
and Salmonella typhimonum) yeast cells (e g  Saccharomyces cerevisiae and
Schizoraccharomyces pomhe) plant celis {(e.g  Nicohiana tabacum and Gossypium
hirsutum), and mammalian cells (e g munne hybndoma cells CHO cells, and 313
fibroblasts)

To produce an immunoglobulin chain of this mvention, one can place a host cell
in a culture under conditions permitting expression of a polypeptide encoded by a nucleic
acid descnbed above, and 15olate the polypeptide from the culture Alternatively, a
nucleic acid of this invention can be transcnibed and translated in vitro, for example,
using T7 promoter regulatory sequences and T7 polymerase.

Within the scope of this invention 15 an antibody Tt 18 formed by a first
rmmunoglobulin chain and a second immunoglobulin chain which contain respectively
the light chain CDRs and heavy chain CDRs of the mouse 15A7 43B6, or 9F9 antibody
mentioned ahove Preferably this antibody 15 formed by the hght and heavy chans of
15A7
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Also within the scope of Hus invention 1s another antibody that (1) bunds
specitically to P-Selecun Glycoprotemn Ligand 1 without interfering with binding
between P-Selectin Glycoprotein Ligand | and P-Selectin and, (1), upon binding to
P-Selecun Glycoprotein Ligand 1 on an acuvated T cell, induces the deuth of the T cell
In one embodiment, tus anubody binds specifically to human P-Selectuin Glycoprotein
Ligand 1

Further within the scope of this invention is sull another antibody thdt binds
specifically to umuno acid residues 115-126 of mature human P-Selectin Glycoprotein
Ligand 1 Preferably, the antibody binds specifically to amino acid residues 117-123
More preferably, it binds specifically to umino acid residues 119-121, a consensus
sequence among all tested epitopes  Indeed, mutation of one or more of these three
amune uoid residues abolishes antibody buxling  In one example, this antibody, upon
binding to P-Selecun Glycoprotein Ligand | on an activated T cell, induces the death of
the activated T cell

In one embodiment, one of the two anubodies mentioned immediately above 1s
formied by 4 light chain and 4 heavy chain that contan, respecuvely, SEQ ID NOs 1-3
and SEQ ID NOs 4-6 (e g SEQ ID NOs 19 and 20, or SEQ ID NOs 25 und 26)

In & further aspect, the mvention features a method ot inducing death of an
activated T cell The method includes contacting one of the three antibodies descnbed
above with an acuvated T cell, in which binding of the aunubody 1o the actuivated T cell
induces cell death

The invention also teatures a method of modulaung a T cell-mediated immune
response In a subject  The method includes (1) identifying a subject having or as being at
nsk of having a condition related to an excessive T cell-mediated immune response and
(2) adnmmistenng to the gubject an effective amount of one of the three antibodies
descnbed above An “excessive T cell-mediated immune response” refers to a response
caused by an excessive level of activated T cells  An excessive level reters 1o (1) a level
higher than 4 normal level, and (2) 4 level igher thun desired in an mdividual, even
though 1t 1s not greater thun a normal level Examples of the condition include an

inflammatory disease, an autosmmune disease, an allergic disease, or a T cell cancer, as
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well as the situation 1n which & subject has received or 1s contemplated to receive an
allogeneic or xenogeneic transplant

The details of one or more embodiments of the invention are set forth in the
accompanying description below Other features, objects, and advantages of the
invention will be apparent from the detailed description

DETAILED DESCRIPTION

This invention 15 based, at least m part, on an unexpected discovery that activated
T cells can be induced to undergo apoptosis and be depleted by binding of antibodies or
therr denvahves to PSGL-1 on the activated cells  The antibodies and denvatives are
nseful for treating condiions associated with an excessive or unwanted T cell-mediated
immune response or T cell prohferation

Accordingly, the invention features polypeptides that contain immunoglobuln
light or heavy chain CDRs of anti-PSGL-1 antibodies, as well as nucleic acids encoding
them Both the immunogiobulin chains and nucleic acids can be used to make the ahove-
mentoned antibodies and denvatives

An immunoglobulin chain of the mvention can be obtained as a synthetic
polypeptide or 2 recombinant polypeptide To prepare a recombinant polypeptide, a
nucleic acid encoding it can be inked to another nuclesc acid encoding a fusion partner,
e g Glutathione-S-Transferase (GST) 6x-His epitope tag, M13 Gene 3 protein or an
mmunoglobuhlin heavy cham constant region  The resultant fusion nucleic acid can be
mtroduced to a cell for protein expression The fusion protein can be 1solated from the
host cell by methods well known in the art  The 180lated fusion protem can be further
treated, e g., by enzymatic digestion, to remove the fusion partner and obtain the
recombinant polypeptide of interest Alternatively, an immunoglobuhn chan can be
ohtained from a suitable host cell by activating endagenous expression of a nucleic acid
encoding the cham

The amino acid composition of an smmunoglobulin cham of the invention may
vary without disrupting the abihty of formng an antibody capable of binding to PSGL-1
For example, such a vanant can contain one or more conservatrve amino acid

substitutions A “conservative amino acid substitution™ 1s one 1n which the amino acid
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residue 15 replaced with an anuno acid residue having a sumilar side chain  Famuhies of
aming ucid residues having sumilar side chuins huve been dehined in the ant These
famuhes include anuno acids with basic side chains (e g, lysine, arginine, hisidine),
acidic side chains (e g., aspartic acid, glutamic acid), uncharged polar side chains (e.3,
glycine, asparagine, glutamne, senne, threonine, tyrosine, cysteme), nonpolar side chains
(e g , alunine, vahine, leucine, 1soleucine, proline, phenylalamne, methionine, tryptophan),
beta-branched side chans (e g., threonne, valine, 1solcucinge) and aromatic side chams
(e g , tyrosine, phenylalamine, tryptophan, hustidine) 1 hus, a predicted nonessential
amino acid regidue 1n 8 polypeptide 1s preferably replaced with another amino acid
residue from the same side chain family  Alternatively, mutations can be introduced
randomly along all or part of a polypeptide of this anvention, such as by saturation
mutagencsis, and the resultant mutants can be screened tor the ability ot forming an
antibody capuble ot binding to PSGL-1 to 1dentify vanants ot this invention as descnext
below in the examples Thus, 4s an example, the term  an Immunoglobulin chain
contmmng SEQ ID NO 19" covers immunoglobulin chains containing vanants of SEQ
ID NO 19

The above-descnbed immunoglobulin chams and variants cun be used to make an
antibody of this invention or its denvauves An anuibody” includes intact molecules as
well as frugments thercof, such as Fub, F(ab');, Fv, scFv (single chain anubody), and dAb
(domain antibody, Ward, et al (1989) Nature, 341, 544) A denvauve of an anubody
refers to a protein or a protein complex having a polypepude vanant of this invention
An antibody or denvative of tns invenuion can be made by co-expressing corresponding
hght and heuvy chun CDRs-contamng polypepudes in a suitable host cell as described
in the examples below Altemauvely, they can be made by methods known in the an of
making monoclonal and polyclonal antibodies and fragments See, e g , Harlow and
Lane, (1988) Antibodies A Laboratory Manual, Cold Spnng Harbor Laboratory, New
York

To make an antibody of this invenuon, PSGL-1 or its antigenic fragment can be
coupled to a camner protein, such as KLH, mixed with an adjuvant, and injected into a
host ammal Antbodies produced n that ammal can then be punfied by peptide affinity
chromatography Commonly employed host amimals include rabbits, mice, guinea pigs,
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and rats Vanons adjuvants that can be used to increase the immumological response
depend on the host species and include Freund's adjuvant (complete and incomplete),
mineral gels such as altuminum hydroxide, surface active substances such as lysolecithin
pluromc polyols polyanions, peptides o011 emulsions, keyhole limpet hemocyanin and
dimtrophenol Useful human adjuvants include BCG (bacille Calmette-Guenin) and
Corynebactenum parvum

Polyclonal anttbodies, heterogeneous populations of anhbody molecnles, are
present in the sera of the immumzed subjects Monoclonal antibodies, homogeneous
populations of antibodies to a particular antigen, can be prepared using standard
hybridoma technology See e g., Kohler et al (1975) Nature 256, 495, Kohler et al
(1976) Eur J Immunol 6,511 Kohler ¢t al (1976) Eur J Tmmunol 6, 292, and
Hammerling et al (1981) Monoclonal Antibodies and T Cell Hybndomas, Elsevier, N Y
In particular monoclonal antibodies can be obtained by any techmque that provides for
the production of antibody molecules by contrnuous cell hines 1n culture such ax descnbhed
mnUS Patent No 4376 110 the human B-cell hyhndoma techmque (Kosbor et al
(1983) Immunaol Today 4 72 Cole et al (198%) Proc Natl Acad Scr USA 80 2026)
and the EBV-hyhndoma technique (Cole et al (1983) Monocional Anbbodies and
Cancer Therapy AlanR Liss, Inc,pp 77-96) Such antibodies can be of any
immmunoglobuln class including IgG, IgM, IgE IgA, IgD, and any subclass thereof The
hybridoma producing the monoclonal antibodics of the invention may be cultivated 1n
vitro or in vivo  The ahility to produce high titers of monoclonal antibodies 1n vivo
makes 1t a particularly useful method of production

In addition, techniques developed for the production of "chimenc antibodies™ can
beused See,eg Momnson et al (1984) Proc. Natl Acad Sci USA 81, 6851,
Neuberger et al (1984) Nature 312 604, and Takeda et al (1984) Nature 314,452 A
chimenc antihody 15 a molecule i which different portions are denved from drferent
ammal species, such as those having a vanable region denved from a murine monoclonal
antibody and a human smmimoglobulin constant region  Alternatively, techmques
described for the production of single chain antibodies (U S Patent Nos 4,946,778 and
4 704 692) can be adapted to produce a phage hihrary of single chain Fv anttbodies
Single chain antibodies are formed by hnking the heavy and light chain fragments of the
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Fv region via an amuno acid bndge Moreover, antibody fragments can be generated by
known techmques For example, such fragments include, but are not hmited to, F(ab"),
fragments that can be produced by pepsin digestion of an antibody molecule, and Fab
fragments that can be generated by reducing the disulfide bridges ot F(ab'); fragments
Anubodies can also be humamzed by methods descnbed m the examples below or known
in the art  For example, monoclonal anubodies with a desired binding specificity can be
commercially humamzed (Scotgene, Scotland, and Oxford Molecular, Palo Alto, Calif)
Fully humanized anubodies, such as those expressed in transgenic srumals are withun the
scope of the invenuion (see, e g, Green et al (1994) Nature Geneties 7, 13, and U S
Patent Nos 5,545,806 and 5,569,825)

Also within the scope of thus invention 1s a method of inducing death of activated
T cells, e g., by contacting activaled 1 cells with an antibody of the wnvention 1n vitro,
and by administenng to a subject in need thereof an effecuve amount of the anubody
Subjects to be treated can be idenufied as having or bemng at nisk for having a condition
related 1o an excessive or unwanted T cell-mediated immune response, ¢ g , patients
suftenng from qutoimmune diseases, transplant rejyection, allergic discases, or 1
cell-denved cancers This method cun be performed alone or 1n conjunction with other
drugs or therapy

The term "wreating” refers to admimistration of a composition to 4 subject with the
purpose to cury, alleviate, reheve, remedy, prevent, or ameliorate a disorder, the symptom
ot the disorder, the disease state sevondary Lo the disorder, or the predisposiuon toward
the disorder An effecive amount” is an amount of the composition that 1s capable ot
producing a medically desirable resuit in a treated subject

Exemplary diseases to be treuted include diabetes mellitus, arthnts (including
rheumatoid arthntis, juvenile rheumatoid arthnus, osteoarthnus, and psonatic arthntis),
multiple sclerosis, encephalomyehus, myasthema gravis, systemic lupus wrythematosis,
autoinunune thyroidins, dermatius (including atopic dermatitis and eczematous
dermauus), psonasis, Sj6gren's Syndrome, Crohn's disease, aphthous ulcer, ints,
conjunctvits, keraloconjuncuvius, type [ diabetes, inflammatory bowel diseases,
ulcerative colius, asthma, atlergic asthma, cutaneous lupus erythematosus, scleroderma,
vaginiiis, procutis, drug eruptions, leprosy reversal reactions erythena nodosuin
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leprosum autoimmune uveitis, allergic encephalomyelitis acute necrotizing hemorrhagic
encephalopathy idiopathic bilateral progressive sensorneural heanng loss, aplastic
anemia, pure red cell anemia, 1diopathic thrombocytopema polychondntis, Wegener's
granulomatosts, chromic active hepatitis, Stevens-Johnson syndrome, :diopathic sprue,
hichen planus, Graves® disease, sarcoidosis, pnmary biliary cirthosis, uvertis postenor,
interstitial lung fihrosis, graft-versus-host discase, cases of transplantation (including
transplantahion using allogeneic or xenogeneic hissnes) 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 leukemias or
lymphomas

In one m vivo approach a therapeutic composition (e.g , a composition contaimng
an antibody of the invention) s admimstered to the subject Generally the antibody 15
suspended 1n a pharmaceutically-acceptable camer (e g physiological safine) and
admimstered orally or by mtravenous infusion, or injected or implanted subcutaneously,
mntramuscularly, intrathecally, intrapentoneally, intrarectafly, intravagmaily, intranasally,
mtragastnically, intratracheally or mtrapulmonartly

The dosage requirexi depends on the choice of the ronte of admimistration, the
nature of the formulation the nature of the subject s 1liness the subyect’s size weight,
surface area, age, and sex other drugs bemg admmstered, and the judgment of the
attending physician Suitable dosages are m the range of 0 01-100 0 mg/kg. Vanations
m the needed dosage are to be cxpected in view of the vanety of compositions available
and the different efficiencies of vanous routes of admimistration For example ol
administration would be expected to require higher dosages than adrimstration by
mtravenous injection  Vanahons in these dosage levels can be adjusted using standard
empincal routines for optrmization as 1s well understood in the art  Encapsulation of the
compogitton m a smtable delivery vehicle (¢ g ., polymenc microparticles or implantable
devices) may increase the efficiency of delivery particularly for oral dehvery

Also within the scope of this invention 18 a pharmaceutical composition that
contains a pharmaccutically-accepiable carmer and an effective amount of an antibody of
the mvention The pharmaceutical composition can be used to treat diseases descnibed
above The pharmaceutically-acceptable camer includes a solvent, a dispersion medium,
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i coaling, an antibactenial und antijungal agent, ahd an 1sotonic and absorption delaying
agent

The pharmaceutical composition of the invention can be formulated into dosage
forms for different admimstration routes uhhzing convenuonal methods For example, 1t
can be formulated 1 a capsule, a gel seal, or a tablet for oral admimstrution Cupsules
can contan any standard pharmaceutically acceptable nuitenals such as gelat or
cellulose Tablets can be formulated 1n accordance with conventional procedures by
compressing muxtures of the composition with a sohid camer and 4 lubncant Examples
of solid camiers include starch and sugar bentomute  The composition can also be
admimnustered 1n a fonn of a hard shell tablet or a cupsule contaimng a binder, € g , lactose
or mannitol, 1 convenuonal filler, and a tableting agent The pharmaceutical composition
canl be adimuustered via the parenteral route  Examples of parenteral dosage tonns
mclude aqueous solutons, 1sotomc saline or 5% glucose of the active agent, or other
well-known pharmaceutically-acceptable excipient  Cyclodexinns, or other solubilizang
agents well known to those familiar wath the art, can be utihzed as pharmaceutical
excipients for delivery of the therapeutic agent

The efficucy ot a composition of this Imventon can be evaluated both m vitro and
in vivo See, ¢ g, the exumples below Brelly, the composition can be tested for its
ability to induce death of activated T cells 1n vitro  For 1o vivo studies, the composition
can be injected into an animal (e g , a mouse model) and 118 therapeutic effects are then
accessed Based on the results, an appropnate dosage range and adiministration route can
be determined

The specitic examples below are w0 be construed as merely illustrative, and not
limitaive of the remander of the disclosure 1 any way whatsoever Without further
elaboration, it 13 believed that one skilled in the urt can, based on the descniption herein,
utihize the present invention to us fullest extent  All publications recited herein are

hereby incorporuted by reference in their entirely
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EXAMPLE 1 Mouse Monoclonal Antibodies 15A7, 43B6, and 9F9
Generation of anti-PSGL-1 antibodies

Standard techmiques were used to generate mouse monocional antibodies that
specifically bound to human PSGL-1 (hCD162) More specifically, mice were
immumzed with membrane fraction of PHA-activated human T cells and sacnficed to
generate hybndoma cell ines  Supernatants from resultant hybndoma cell Iines were
screened for binding to CHO cells that stably expressed hCD162 Those lines producing
antibodies that bound to hCD162-expressing CHO cells, but not the parental CHO cells
were identified, subcloned and further analyzed as descnbed below

Among the lines identified were m152-15A7 m166-43B6 and m128-9F9 They
produced TgG1 antibodies 15A7 43B6 and 9F9, respectively Immunoblotting assay
showed that these three antibodies pulled down from lysate of actwated T-cells a protein
that could be detected by anti-hCD162 antibody (kpl-1, PharMingen, San Diego, CA)

The just-described three antibodies were tested for their abihities to induce
apoptosis of activated T cells Culture supematants containing monocional antihodies
secreted by the three hybndoma cell lines were respectively incubated with either
non-activated human T cells (Day 0) or in wvitro activated human T cells (Day 7) for 6
hours The cells were then stained wath annexin V and subjected to FACS analysis
CD3-positive cells were gated to ensure counting of either in vitro activated human T
cells or resting human T cells  The apoptotic cells were annexmn V staining-positive

Table 1 summanzcs the percentage of apoptotic T cells among all of the T cells scanned

Table 1 Percentage of apoptotic T cells
\;Pntrented Antl-myc|m128-9F9 [Untreated| Anti-myc|m152-15A7|M166-43B6|
Dayo| 417 667 582 1818 | 1552 523 657
Day?| 1263 | 1336 | 287 2418 | 2308 5166 49 44

These result indicates that monse 15A7, 43B6, and 9F9 antibodies (1) are
hCD162-specific and (2) can bind to human activated T cells and induce apoptosis of
activated T cells, but not resting human T cells
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Apopiosis assay was also conducted on PHA-acuvated human penpheral blood
mononuclear cells (PBMC) It was found that the anhbodies only induced apoptosis 1n
activated T cells, but not 1n resung 1 vells, B colls, or in neutrophils

It 15 known that 1 cell-depleunyg antibodies, such as anti-CD3, are able to mduce
production of soluble factors  1herapy using such anubodies usually resulis in 4
deletenous cytokine syndrome To test if anu-PSGL-1 antibody also caused cytokine-
associated side effects, freshly 1solated human PBMC were cultured with 15A7 for 24,
48, ur 72 hours The levels of cytokines in the supemdtant were then deternuned
Constderable umounts ot 1L-2, TNF «, and IFN-y were produced in PHA-actvated
PBMC (positive control), while levels of these cytokines trom 15A7-treated cells were
not detectable These results supported that anu-PSGL-1 has no or hittle effect on resting
penpheral blood cells, 1n both aspects of apoptotic induction und cell activation

Since the above-descnbed antibodies selectively induce apoptosis of activated T
cells without causing adversy effects on resting T or other immune cells, admuustrauon
ol them to a subject 1s unhkely to result in lymphopenia or broad inmunodeficiency hke
anu-CD3 or immunosuppressant does
Epitope mapping of anti-CD1 tibodies

To map the binding epitopes ot mouse 15A7, 43B6, and 9F9 on human CD162, a
senes of fusion proteins covenng various regions of human CD162 were expressed and
punfied Interactions betwen the tusion proteins and these monoclonal snubodies were
exanuned by Sundwich enzyme-hinked immunosorbent assay (ELISA)

Bnefly, fragments covenng vanous regions of human CD162 gene were
expressed as fusion proteins with human immunoglobulin gamma 1 heavy chain constant
reyion in £ coli ¢cDNA encoding the human immunoglobulin gamma 1 heavy chain
constant region was amplified by PCR with primers having a Bg/ll site and a BamH]I site
I'he PCR product was cut by Belll und BumHl, and subcloned into a pET-324 vector
(Novagen) thut had been digested by the same enzymes Then, cDNAs encoding vanous
regions of hCD162 were amplified by PCR with pnmers having an Ndel site at the 5’ end
und a Bg/ll site at the 3" end The PCR products were cut by the corresponding enzymes
and m frame fused to the sequence encoding the human immunoglobulin gumma | heavy
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chain constant region in the pET-32a vector Pnmers used in each construction are listed

in Table 2 and the sequences of the prmers are listed i Table 3

Table2 Names of prmers used in each experiment,

For amplifying seoguences cnccding: Forward prizuer Peverse primer
E coli expressed hCD162 fragments

2-11% ABl091 ABloas
42-80 AB1001 ABl1008
51-99 AB1003 AB1009
91-119 Ab1004 AB1005
2-70 AB1001 AB1007
42-60 AB1001 AR1006
50-80 AB1002 AB1008
50-70 AR1002 Ab1007
42-319 AB1001 AbloOlo
115-126 ABloaz ABl1033
115-126EtoR AB1024 AB1D25

ight chain AB1058 AB1059

E region of cDNAs
eavy chain AB1058 AB1060

ammalian expressed hCD162 fragments

1-119 AB1011 AB1013
1-319 AB1011 ABl012
110-319 AB1058 AB1059
04 -1448 ABl020 AB1021
119-222 ABlD18 AB101%9
174-269 AB1016 AB1017
214-317 ABl1014 AB1015

imaric chains

15A7 light chain AB1030 ABl1031
15A7 heavy chain AB1032 AB1033
9F9 light chaain AB1026 AB1027
9F9 heavy chain AR1028 AR1029
3B6 light chain AB1034 AB1035
3B6 heavy chain Ab1036 ABR1037
manized chaina
h5A7 1ight chain AB1048 AB1057
15A7 light chain lat pair AB1049 AB1050
15A7 light chain 2nd pair AB1051 AB1052
1SA7 light chain 3rd pair AB1053 AB10S4
15A7 light chain 4th pair AB1055 Ab1056
15A7 heavy chain AB10218 AB1047
1SA7 heavy chain 1st pair AB1039 AB1040
15A7 heavy chain 2nd pair AR1041 AB1042
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15A7 heavy chain 3rd pair AB1043 AB1044
15A7 heavy chain 4th pair AB1045 AB1046

Table3 Primer sequences

P g -

AB1001 ccocgggacCATATGCaggecaccgaatatgagtace
AB1002 tatgaqCATATGgattatgatttcctgecagaaacgg
31003 aaacggagCATATGgaaatgctgaggaacagcactgacacc
AB1004 aacccctCATATQaccactgtggagectrgctgcaaggeg
AB1005 gtggtcAGATCTtccatagoctgcotgadateegtggacagg
AB1006 QTTCCTCAGATCTTCTAGAGGCTCCGTTTCTAACAGS
AB1007 AGACCCAAGATCTGAAGTGGTGTCAGTGCTGTICCTC
B100B ggctccAATCTgtagactcaggggttcocaggece
81009 gtggtcAGATCTgtgactgccocctocotgcatccaggec
AB1010 GCCAGCAGATCTTGCTTCACAGAGATOTAITCTGGAA
Bl011 cgcggatccatgectetgocaactoctectgttge
AB1012 QCCAGCCTCAAGCTTCACAGAGATGTGGTCTGAGA
AB1013 QOTCTGctcgagCATAGCTGCTGAATCCGTGGACAGATTC
AB1058 agacaggccaccgaagggaacctgtoccacg
AB1059 cgtggacaggttccetteoggtggectgtet
AB1014 ccgotcgagcgecaagattaggatgge
AB1015 cgggatccactcaaaccacagecatgg
Ab1016 ccgetcgagtggtagtaggttccatgg
01017 cgggatcaactcaacccacagqcectg
Ab1018 ctgtgcctocgagggetgtggtttgaqrg
AD1019 cgggatccatggagatacagaccactcaac
Ab1020 cgggatccgatgecaggaggggcagtcac
Abl021 ggccgtcactogagttgtetgtgecte
Ab1022 TatgCATTCAGCAGCTATGGAGATACAGACCACTCAACCAgCA
b1023 GATCT9cTGATTGAGTGATCTGTATCTCCATAGCTACTGAATCCA
AD1024 TatgGATTCAGCAGCTATGCGAATACAGACCACTCAACCAgEA
1025 GATCTgcTGATTIGAGTGOTCTGTATCCAGCATAGCTGCTAAATCCA
31026 CTAGTCTAGATGACCCAAACTCCACTCTCCC
AB1027 CTAGTCTAGAATTAGAAAAGTGCACTTAGCATCAGCCCOTTTAATTTCC
AR1028 TAACATtctagATGCTGTTEGGACTAAAGTGGA
AB1029 GAATAGTCTAGAGGTTGTGAGGACTCACCTAAGAAGACGATAACCGTGE
AB1030 CTAGTCTAGATAGAGACAGACACACTCCTAGTTATGGG
AB1031 CTAGTCTAGAATTAGGAAAGTACACTTTITCCAGCTTGATCCCCCCTCC
AB1032 CTAGTCTAGATGGACTCCAGACTCAATTTAGTTITTCC
81033 CTAGTCTAGAGGTTGTGAGGACTCACCTAGAGGAGACGGTGACTAAGGttCC
AB1034 CTAGTCTAGATAGATTTTCTAGGTACAGATTTITCAGC
81035 CTAGTCTAGAATTAGGAAAGTGCACTTAGCATCAGCCCGTTTCAGCTCC
AB1036 CTAGTCTAGATGGAATGGAGCTGGGTCTTTCTC
AB1037 CTAGTCTAGAGGTTGTGAGGACTCACCAGCTTCCAGTGGATAGACTAATOA
B1038 TCTATCTAGATGAACTTCGGGTCCACCTTGATTTTCCTIATCCTTATTT TAAAAGATGTCCAGTA
31039 CCTTGTTTTAAAAGGTATCCAITETAAAGTGCAACTGETGGAGTCTAGGGAAGACTTAGTACAGCCTAA
AB104 0 CTGAAARGTGAATCCAGAGOCTACACAGGAGAGTCTCAAGCTTCCTCCAGGCTOCACTARGCCTCC
81041 GCCTCTGGATICACTITCAOTAGCTTTAGAATGCACTGGGTTCGCCAGGCTCCAGGAAAGAAACTCAAG
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AB1042 GCATAGAAGATGGTACTACTGCCACCATTAATGTATGCGACCCACTCGAGTCCCT ICCCTGAAGCT

The above-descnibed expression constructs were transformed mito Escherichia
colt stratn BL2)1 (DE3) The transformed cells were harvested after 6 hours of IPTG
(2 mM) induction and resuspended 1n PBS  After the cells were somicated and spun down
at 14,000g for 10 minutes, the resultant supematants were collected for purification of the
fusion proteins  More specifically, the superatants were first incubated with protem G
or protein A beads for 3 hours at 4"C  The beads were then spun down at 3,000g and
washed with washing buffer 1 (0 05% Tnton X-100, SOmM Tns-HCI pH 8 §, 400 mM
NaCl, i1mM CaCl; and Img/m] OVA) and washing buffer 1T (0 05% Tnton X-100,
50 mM Tris-HC], pH 8 5 and 150 mM of NaCl ) for 5 times each Bound proteins were
then cluted wath an elution buffer contaimng 0 1M of glycme-HCI, pH 2 7 and
neutrahzed with 1 M Tns-HCl, pH 86  All punfied fusion proteins were quantfied by
Bio-Rad protein assay (Bio-Rad Laboratones, Cat No 500-0006) and venfied by SDS-
PAGE

A sandwich ELISA was conducted to study the interaction between the hCD162
fragments and cach of 15A7, 9F9, and 43B6 96-well microtiter plates were coated with
goat anti-human IgG (Southern Biotechnology Cat No 2040-01) antibody (2 pg/m,
50 pliwell) overmght at 4°C  Plates were blocked by incubation wath 0 25% of BSA 1n
PBS (150 pl/well) for 1 hour at 37°C  The blocked plates were then incubated wath
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fusion proteins containng various fragments of human CD162 (2 ug/ml) for 2 hours at
room temperature  After washing 4 umes with PBS contwmning 0 05% of Tween 20
(PBST), the plutes were incubated with testing antibodies (2 pg/mi) tor 1 5 hours at room
uinperature  After incubation, the plates were washed 4 umes with PBST 50 pl of 1 10
3000 diluted goat unti-mouse IgG conjugated with alkaline phosphotase (Southern
Biotechnology, Cat No 1031-04) was then added to each well and the plates were
mcubated for | hour at 37°C  Enzyme reaction was carned out by adding 50 ul of an
alkaline phosphotase substrate solution (1 alkaline phosphotase substrate tablet dissolved
in 5 ml of substrate bufter contauung 0 012 M of Nay;CO;, U 16 M ot NaHCO; and 1 mM
ot MgCl; at pH 8 6), and sbsorbance at 405 nm was determuned

It was found that 43B6 and 9F9 were able to interact with all fusion protemns
containung residues 50 to 60 of mature human CD162, indicating that epitopes of 43B6
and 9F9 were located between residues 50-60 Unhke 9F9 and 43B6, 15A7 only bound
10 the fusion protein covering residues 42 10 319, but not the fusion protemn covening
resudues 42-119, indicating that the epitope of 15A7 was located between residues 119 1o
319 The locauon of the epitope of 15A7 was then narrowed down to between residues
11510 126 Change of one amino 4acid at positton 120 (Glu —Arg) diminished
interuction between 15A7 and the fusion protein, indicating that the pnmary contacting
domain of 15A7 on human CD162 1s located dt or udjacent to position 120, and the
residue Glu is essenual for the iteraction

Fusion proteins covenng vanous humun CD162 regions were also expregsed in
mammalian cells and were tested for their interuction with 15A7 Fragments covenng
these regions were expressed as fusion proteins with human immunoglobuhin gamma 1
heavy chain constant region in mammahan cells  First, the LDNA encoding human
immunoglobulin gamma | heavy chain constant region was mserted into a pcDNA3
vector (Invitrogen) Second, LDNAs encoding vanous regions of hCD162 were
amplified by PCR with pnimers introducing a BamH1 site at the 5° end and an Xhol site at
the 3" end These PCR products were cut by the corresponding enzymes and subcloned
into the human immunoglobulin gamma 1 heavy chain constant region-containing
pcDNA3 vector The name and sequence for cach pnmer are listed in Tables 2 and 3
above
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The just-described mammahan expression vectors were transiently transfected
nto COS-7 cells hy Lipofectamine 2000 (Invitrogen Cat No 11668 027) following
manufacturer s gutde The transfected cells were grown in ultra low-Ig medium
(Invitrogen, Cat No 16250-078) The expressed proteins were punfied and subjected to
Sandwich ELISA n the same manner descnbed above

The ELISA results show that only the fusion protemns containing residues 94 to
148 were able to interact with 15A7 These results are consistent with the idea that the
epitope of 15A7 15 located between residues 115 to 126

All of the above results indicate that the cpitopes of 9F9, 43B6 and 15A7 are
protein-dependent, instead of carbohydrate modsfication-dependent, since all three
antibodies bind bactenally expressed fusion proteins They also indicate that, although
15A7, 9F9, and 43B6 show similar properties in term of binding specificity and function
of mducing apoptosis in activated T cells they function through different domarms of
human CD162 and behave differently

EXAMPLE 2 Chimeric Antlhodies 15A7, 43B6, and 9F9
loning of light and heavy chain vanable regions 162 antibodies

cDNAs encoding the hght and heavy chain vanable regions (Vi and Vy) of
anhbodies 15A7 43B6 and 9T'9 were amplified by an anchored PCR method The 3
primers hybndized to the C regions and the 5 pnmers hybndized to G tails attached to
the cDNA using termmal deoxytransferase The PCR fragments were cloned into a
pCRII vector (Invitrogen) Several ndependent clones for each chain were sequenced
and compared A sequence represented by the majonty of the mdependent clones was
picked The translated amino acid sequence was then analyzed to confirm that the chosen
sequence possessed the charactenstics of typical mouse hght or heavy cham V region,
and belonged to a specific subtype The complementanty determiming regions (CDRs)
were then identified by companng the translated amino acid sequences with consensus
sequence of each subtype The name and sequence for each pnmer used are listed in
Tables 2 and 3 ahove The deduced amino acid sequences of the light and heavy chain V
regions of 15A7 43B6 and 9F9 (SEQ /D NOs 19-24) are shown in Summary

Im thodies
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To gunerute vectors for expressing chimenic antubodies, LDNAs encoding the V.
and Vy regions ot 15A7, 43BG6, and YFY were amplified by PCR using pnimers to include
the 5* signal peptide sequence and the 3’ sphicu donor signal  Fhe primers Jlso
introduced Xbal sites at both ends of the PCR products, which were then cut by Xbal
enzyme and higated into Xbal-digested pVK, pVgl, pVg2, or pVgd vector More
specifically, the V. region cDNAs of 15A7, 43BG and YF9 were subcloned into the
plasmid pVk This plasnnd vontaned a CMV promoter, and 4 seyuence encoding the
human hght chan constant region  The Vi, region CLDNAs of 15A7, 43B6 und 9F9 were
subcloned into plasmids pVgl, pVg2, or pVg4 Each of the three plasmids had a CMV
promoter They also contained, respectively, the human heavy chain constant regions of
1gG1, 1gG2, and 1gG4

Each of the above-desuribed ight chain encoding plasnuds was co-transtected
with a heavy chain-encoding plasmid mto COS-7 wells  Lhe supernatants of the
transfected cells were collected  Clhumenc antibodies in the supernatants were analyzed
for the ability to bind to human CD162 and to induce apoptosis of activated T cells

It was found that all chmenc antibodies made from 15A7, 43B6, and 9F9 bound
to Sp2/0 trunsfectunts stwbly exprussing human CD162, but not w parental Sp2/0 cells,
mdicuting that they retained the human CD162-biding ability specitivity  Furthermore,
it was found that the chumenic anubodies induced apoptosis in T cells that had been
uctivated for 7 days, indicating that they retamned this function of their mouse
counterparts as well
Humaiyzed Antibodies

Mouse 15A7 was used 10 make humanized anubodies by grafting its CDRs onto a
human tramework To retain binding affimity and specificity, it 15 essential 1o conserve
the V region conformation when grafiing the CDRs onto the human framework To
select a proper framework donor, the amino rcid sequences of mouse 15A7 hight and
heavy chain V regions were compured with those of 50 mouse antibodies that had been
humanized

It was found that a mouse antibody, mDREG-55, had high sequence homology to
mouse 15A7 V region in both hight and heavy chains  Listed below 1s a sequence
alignment of mouse 15A7 against this mDREG-55 antibody (CDRs are lughlhighted)
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Light chain aligomemt.

wDREG 55 DIVLTQSPASLSVSLOERAS T SCRREGHEL SRRTIIEA M YOC RENES
DI++TQ+P BL VELO++ABSIBC+SQE+ + DG++Y WY QKPFGQ PKLLIY SN 8
m15A? DILMTOTPLSLPVELODOAS 1 RCHEENS TN VIR YLOKPCOS PRLLT YRVENKPS
wDREC 55 GIPARFSUSGECTDFTLNINPVEEEDAATYYCIREIE I GOGTRLEIK
G+P RFOGEGEGT FTINI VEED YVC Q + P TF OCTRLE+K
m1SA7 GQVPIRFOGSCECTAFTLNT SRVEARDLAI VY PRSI CAGTRLELK

Heavy chain aligtment

wOREG 5% mmmﬂmm EXRLE it
SV4LVESGGGLV+PAGS KLSCRASGFTFS++ M WVRQ PEX LEWA T+ G 8T +Y ++VRG
m1SAY PVQLVEEGGG! VOPGGSRELACAASGF TP SRR VROA PERGLEW A IO B PR EF RN

uDREG-55 RFTISRONARNILYLOMSS LRsErTAMY YA GOCTTLTVSES

RPTIORDN +N L+LOW+ LASEDTA+YYC R Y G DYWGT+TVES
wiSA? unrmmrmmzwwmummss

Mouse DREG-55 15 a monoclonal IgG1 antibody agamst L-selectin  The
sequences of mouse 15A7 V_and Vy, regions were respectively 64 3% (framework only
73 8%) and 70% (framework only 81 6%) homologous to those of mouse DREGSS
Humanized DREG-55(HuDREG-55) had been constructed using framework sequences of
V. and Vy regions from a human antibody Gal Therefore, to humamze mouse 15A7, the
framework sequences of human Gal light and heavy chains were used to replace the
counter parts of mouse 15A7

The humamzed 15A7 hght and heavy vanable regions were each assembled by 4
pairs of synthetic oligonucleotides (~ 80 bases in length) The oligonucleotides of each
pair were overlapped by around 20 nucleotides Nucleotide sequences were selected and
synthesized to encode the protein sequences of the humamzed vanable regions including
signal peptides  The assembling and amphfication of the genes were conducted i four
steps (1) the four pairs of complementary oligonucleotides were annecaled and extended
with Klenow fragment in 4 separate reactions, (2) the resulting 4 dAsDNA fragments were
mixed pair wise, denatured, reannealed, and extended i two scparate reactions, (3) the
resulting two dsDNA fragments were mixed, denatured, reannealed, and extended to
create the final full-length dsDNA and (4) the resulting DNA was amplified by PCR
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with primers to introduce an Xbal site at both ends. The PCR fragment was then cut by
Xbal and inserted into the respective Xbal-digested pVK and pVg4 vectors. Then, at
positions where the interactions between CDR and the frainework were considered
important, the Gal’s residues were changed back mto those of the mouse 15A7 (i.e., 162V
and D74H). Listed below are alignments of mouse [SA7 and humanized 15A7
(Hul5A7) against mDREG-55, i which V62 and H74 are underiined.

Light chain alignment:

hDREG-55 DIQMTQSPSSLSASVGDRVT E TCRASRSVDYFDGDS 210N Y QK PGRAPKLLI YARSNLES
wouse 1SA7 DILMTQTRLSLPVSLGOQAS 1 SCRESUSTVHIOGRTIZ FRW Y LOKPGUS PKLLI YKYEHREY
HUlSA7 DIQMTQS PSSLSASVGDRWM%‘S_QE' }STVHROGHTYFEWY QUK PGKARPKLLL YKVINKEY
hDREG- 55 GIPSHISASGSGTDFTLTISSLQPEDFATY Y ORQSNEDPHIFGQGTKVEIK
m15A7 UVPDRFSGSGSGTHFTLN ISRVEAEDLGIYYCW}\GTKLELK
HulSA7 GYPSRFSGSGSGTHFTLTISSLQPEDPATYYCFIITVILHFGQGTKVEIK

Heavy chain alignment

hDREG-5% EVQLVESGGCLVQPUUS LRLSCAASGP”FFbT*m{MSWVRQAPGKGLEWAg YETGGSTIYYRPIEVKG
m15A7 DVQLVESGGGLVQPGUSKKLECAASGETF SEPGMHWVRQAPEKGLEWVAY TRCUSSTTRYARAVEG
HulSA7 EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGF’I‘FSMVRQAPGKGLEWVA{\{‘IW:MKQ
hDREG-55 RFTISRDNAKNTLY LOMNSLRAEDTAVY YCAREC DY IDGYFDYWGOGTLVTVSS
ml5A7 RFPTISKDNPKNTLPLOMTILRSEDTAIL YYCGR&EZWWSWSS
HulSa? RPTI SRDNAKHTLYLMSLRAED‘I‘AVYYCWTSWVSS

Plasmids thus obtained encoded humanized 15A7 heavy and Light chuins. These
plasmids were then co-transfected into COS-7 cells. The exhiausted supernatants trom
cultured cells were then collected. Humanized 15A7 in the supernatants was tested for its
ability to bind to CHO transfectants stably expressing hCD162 and to induce apoptosis in
the T celis activated for 7 days. The results show that it retains these abtlities.

Preparation of Chumienic and Humanized Antibodies

Cells producing humanized and chimeric antibodies were generated. More
specifically, Sp2/0 cells (Sp2/0-Agl4, ATCC CRL 1581) were stably transiected with the
appropriate plasmids by electroporation using a Gene Pulser apparatus (Bio-Rad
Laboratones) at 360 V and 25 uF capacitance according to the manufacturer’s
instructions. Before transfection, the plusmids were lineunzed by digesting with Bam#l

enzyme. All trunsfections were pertormed using 167 cells in PBS and 20 pg euch of
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plasrmd DNA  The cells from each transfection were plated into two 96-well tissue
culture plates Afler 48 hours, a selecive medium (DMEM10%
FBS/hypoxanthine/thymidine media supplement) and 1pg/mi mycophenolic acid was
applied Antbody-producing cells were screened and isolated by examinmg the presence
of antibody m the culture supernatant by ELISA

Isolated cells were cultured in serum-free or low-Ig medium and the cultured
supematant was collected Antibodies were punfied by passage over a column of
staphylococcal protein A-Sepharose CL-4B  After washing 5 imes each with washing
buffer I (0 05% Tnton X-100, 50mM Tns-HC], pH 8 5, 400 mM NaCl, 1 mM CaCl; and
1 mg/ml OVA) and washing buffer IT (0 05% Tnton X-100, 50 mM Tns-HCI pH 8 5 and
150 mM of NaCl ) the bound antibodics were eluted with an elution buffer contaiming
0 1 M of glyeme-HCI, pH 2 7, and nentrahzed with 1 M Tns-HC\, pH 8 6
Affimity measurements

Binding affimties of the above-described mouse, chimenc and humamzed 15A7
antibodies were determined by competitive binding.

Mouse 15A7 was hiotinynated by an EZ-Link Sulfo-NHS-Biotin system (Pierce
Biotechnology Cat No 21217) Bnefly 05 mg (3 3 x 10™ nmoles) of mouse 1SA7 was
dissolved 1n 187 p! of PBS and mixed with 6 8x10°™ nmoles of Sulfo NHS-Biotin  The
mixture was then incubated on ice for 2 hours before free biotins were removed by
dalyzing at 4°C ovemight agamnst PBS The Biotin-labeled mouse 15A7 thus obtained
was stored at 4°C unti! use

Sp2/0 transfectants stably cxpressing human CD162 were used as source of
human CD162 antigen  Biotin-laheled mouse 15A7 was used as tracer Increasing
amounts of competitor antibodies (mouse, chimernic, or humanized 15A7) were mixed
with 35 ng of Biotin-labeled mouse 15A7 and icubated wath 1x10* CD162-expressing
Sp2/0 cells for 1 5 hours at 4°C with constant shaking Afier washing, secondary
antibody Streptavidin-PE (Becton Dickinson Immunocytometry System Inc Cat No
349023) was added to the mixture After incubating for 45 minutcs at 4°C the cells were
washed again, resuspended 1n 300 pl of PBS-1% of FBS, and subjected to FACS
analysis
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It was found that the half-maximum competing concentration of mouse 15A7 was
3 72 ug/ml while those of chumenc and humamzed 15A7 were around 5 71 pg/ml and
4 51 pg/ml, respeclively These results indicate that the affimnes of mouse, chumenc, and
humanized 15A7 are comparable In other words, the binding affinity (Ka) for mouse
15A7 154 03 x 10’ M " while those for chumenc and humanized 15A7 are 262 x 10° M
and333x10'M°, respectively
Competition anslysis

Competition analysis was conducted to study inleracion among the
above-descnbed three mouse antibodies, PSGL-1, and P-selecun

P-gelectin 15 a mujor hugh-affinity hgand for PSGL-1 on most leukocytes In
order (o investigate whether the three antibodses prevent binding of P-selecun 1o PSGL-1,
bindung of punfied human P-selectin to acuvated 1 cells was measured 1n the presence of
the three anubodies KPL-1, known to block wnteraction of P-selecun and PSGL-1, was
used as a positive control

Human PBMC were activated with 1% PHA for 2 days and maintuned in
IL-2-contaimng medium for 3 days The cells were incubated with ttrated 9F9, 15A7,
43B6, KPL-1 (an PSGL-1 antagomst), or a control anubody (YE10) tor 30 nunutes,
followed by the addition of recombinunt human P-selectun (1 25 pg/mi) Binding of
P-selectin to activated T cells was measured by ant-P-selecun-FITC analyzed on FACS

Consistent with previous reports, KPL-1 almost completely abolished P-gelecun’s
binding to activate T cells at a low concentration (0 31 pug/ml) 43B6 blocked binding ot
P-gelecun to activatud T cells as eftecuvely as KPL-1 did, whereas 4 lugher concentration
of YFY was required 10 achieve the same effect Indeed, 0 08 pg/inl KPL or 43B6 was
needed to abolish 50% of the binding. In contrast, 5 pg/ml 9F9 was required Moreover,
15A7 did not have any inhibitory effect on P-selectin binding even at 20 pg/ml
Surpnsingly, it enhanced binding of P-selecun 10 PSGL-1 These results indicate that
15A7 and P-selecun bind to dafferent motifs of PSGL 1 on acuvated 1 cells

The fact that 15A7 did not compete with P-selecin for PSGL-1 indicates that in
vivo admmstrauon of 15A7 1s not supposed to affect innate immumity by interfenng
P-gelectin-dependent recruitment of leukocytes
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It has been reported that PSGL-1 15 expressed at low levels on platelets The
effects of 15A7 antibodies on platelets were examimed It was found that the antibodies
did not enhance or inhibit aggregation of human platelets
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EXAMPLE 3 Hamster Monoclonal Antibody TAB4 against mouse PSGL-~1

A monoclonal antibody agminst mouse PSGL-1, TAB4, was prepared 1n the
manner sinular 10 the method descnbed m Example 1| 1t induced T «ell apoptosis m vitro
and depleted T cells in vivo  To deternmnc 1t it imntertered wath binding between mouse
PSGL-1 and mouse P-selectin, coinpetition analysis was performed m the manner sunular
to the method descnbed 1n Example 2 It was found that TAB4 did not inhibit mouse
P-selectin binding to mouse PSGL-! even at a concentration as high as 20 pg/ml

EXAMPLE 4 Mouse Monoclonal Antibodies 4B7, 5C4, 12E7, 1483, 17ES, and
18D12

Additional monoclonal anuibodies against human PSGL-1, 4B7, 5C4, 12E7,
14B3, 17ES, and 18D12, were charactenzed Upon binding to an activated T cell, they
all induced death of the activated T cells Competiion analysis was conducted in the
manner described in Example 2 to detennnine if they blocked interaction between PSGL-1
and P-selecun It was found that these antibodies have hittle, if any, inhibitory effect on
human P-selectn binding to human PSGL-1, even at the lughest concentration tested
(5 pg/ml)

OTHER EMBODIMENI]'S

All ot the features disclosed 1n this specification inay be combined i any
combination Bach feature disclosed in this specification may be replaced by an
alternutive feature serving the same, equivalent, or sumilar purpose  [hus, unless
expressly stated otherwase, each feature disclosed 18 only an example of a genenc senes
of equivalent or stmilar features

From the above descniption, one skilled i the art can easily ascertain the essental
charactenstics of the present invention, and without departing from the spint and scope
thereof, can make vanous changes and modifications of the inventon to adapt it to
vanous usages and conditions Thus, other embodiments are also within the scope of the

mvention
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WHAT IS CLAIMED IS

1 An immunoglobulin chain compnsing, respectively, SEQ ID NOs 1-3,
SEQID NOs 4-6, SEQIDNOs 7-9, SEQIDNOs 10-12 SEQ ID NOs 13-15, or SEQ
TDNOs 16-18

2 The immunoglobulin chain of ¢clarm 1 wheren the immunoglobulm chamn
contains SEQ ID NOs 1-3 or SEQ ID NOs 4-6

3 The mmunoglobuhin cham of claim 1, wherem the immunoglobulin chain
contains SEQ ID NO 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, or 26

4 The immunoglobulin cham of claim 3 wherein the immunoglobulin chain
contains SEQ 1D NO 25 or 26

5 An antibody compnsing a first immunoglobuhn chamn of claim | and a
second immunoglobulin cham also of claim 1 wherein the first chain, which 15 2 hight
chain and the second chain which 15 a heavy chain contain respectively SEQ ID NOs
1-3and SEQTD NOs 4 6 SEQ ID NOs 7-9 and SEQ ID NOs 10-12 or SEQ ID NOs
13-15 and SEQ [D NOs 16-18

6 The antibody of claim 5, wherein the light chain and the heavy cham
contain respechively SEQ ID NOs 1-1 and SEQ TD NOs 4-6

7 The antibody of claim 5, wherein the light chain and the heavy chamn
contam, respectively, SEQ ID NOs 19 and 20, 21 and 22, 23 and 24, or 25 and 26

8 The antihody of claim 7, wherem the hight chain and the heavy chain
contam, respectively SEQ ID NOs 25 and 26
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9 An antibody that binds specifically to P-Selecun Glycoprotem Ligand |
without interfenng with binding between P-Selectn Glycoprotein Ligand 1 and
P-Selectin, wherein the anubody, upon binding to P-Selectin Glycoprotein Ligand 1 on an
actuvated T-cell, induces the death of the activated T-cell

10 The antibody of vlaum 9, wherein the antibody binds to human P-Selectin
Glycoprotein Ligund |

11 The antibody of claim Y, wherein the antibody includes a light chan and a
heavy chan containg, respectively, SEQ ID NOs 1-3 and SEQ ID NOs 4-6

12 The anuibody of claum 10, wherein the hght chain and the heavy chan
contan, respectively, SEQ ID NOs 25 and 26

13 An antibody that binds specifically to amino acid residues 115-126 of
human P-Selecun Glycoprotemn Ligand 1

14 1 he antubody of claun 13, wherein the anttbody binds specitically to

amuno auid residues 117-123

15 The anubody of claim 14, wherein the antibody binds specifically to
amuno acid residues 119-121

16 The unuibody of claim 13, wherein the anubody includes a hght chain and
a heavy chain contmnng, respecuvely, SEQ ID NOs 1-3 and SEQ ID NOs 4-6

17 The antibody of claim 13, wherein the antuibody, upon binding to
P-Selectin Glycoprotein Ligand 1 on an activated T-cell, induces the deuth of the
activated T-cell
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18  The antibody of claim 17, wheremn the light chain and the heavy cham
contam, respectively, SEQ ID NOs 1-3 and SEQ ID NOs 4-6

19 A method of inducing death of an activated T-cell compnsing contacting
an antibody of claim 8 with an activated T cell, wherein binding of the antibody to the
activated T cell induces death of the achvated T cell

20 A method of indueing death of an achivated T-cell, compnsing contacting
an anhbody of claim 9 with an activated T cell, wheremn binding of the antibody to the
activated T cell induces death of the activated T cell

21 A method of inducing death of an achvated T-cell, compnising contacting
an antibody of claim 13 wath an activated T cell wherein binding of the antthody to the
activated T cell induces death of the activated T cell

22 A method of modulating a T cell-mediated immune response in a subject,
the method compnsing

identifyaing a subject having or being at nsk of having a condition related to an
excessive T cell-mediated immune response, and

admimistening tn the subject an effective amount of an antibody of claim 8

23 The method of claim 22 wherein the condition 15 an inflammatory

disease, an autoimmune disease, an allergic disease, or a T cell cancer

24 The method of claim 23 wherein the subject has received or s

contemplated to receive an allogeneic or xenogeneic transplant
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25 A method of modulating a T cell-mediated :1mmune response 1n a subject,
the method compnsuig

identitying a subject huving or being at nsk of having a condition related W an

excessive | cell-mediated immune response, and

«dministering to the subject an effective amount of an antibody of clum 9

26 The method of claum 25, wherein the condition 1s an inflammatory

disedse, an autonnmune disease, an allergic disease, or a1 cell cancer

27 The method of cluun 26, wheremn the subject has received or 1s
contemplaied to receive an sllogeneic or xenogeneic transplant

28 A method of modulating a T cell-mediated immune response in 4 subject,
the nwthod comprising

identityiny u subject having or being at nisk of huving a condition related to an

excessive [ cell-mediated immune response, and

admmstenng to the subject an effecive amount of an antibody of claim 13

29 The method of claim 28, wherein the condition 18 an inflanmatory

disedse, an sutounmune disease, an allergic disease, or a T cell cancer

30  The method of cluum 29, wheremn the subject has received or 18
contemplated to receive an allogeneic or xenogeneic transplant

31 An isolated nucleic acid compnsing a seyuence encoding the

immunoglobuhin chan of clam 1

32 An 150lated nucleic acid compnsing a sequence encoding the
immunoglobulin chun of claim 3

33 A vector compnsing the nuclex acid of clam 31

k} |
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34 A vector compnising the nuclerc acid of claim 32
35 A host cell compnising a nuclerc acid encoding SEQ ID NOs 1-3, SEQ 1D
NOs 4-6, SEQIDNOs 7-9, SEQIDNOs 10-12, SEQ ID NOs 13-15 or SEQ ID NOs

16-18

36 The host cell of claim 35, wherein the cell 1% a bactenal cell a yeast cell a

plant cell, an insect cell or a mammahan cell

37 The host cell of claim 36, wherein the mammahan cell 15 a hybndoma cell

38 A host cell compnsing & nucleic acid encoding SEQ ID NO 19 20 21
22 23 24,25 or 26

39 The host cell of claim 38, wherein the cell 1s a bactenal cell a yeast cell, a

plant cell, an msect cell, or a mammalan cell

40 The host cell of claim 39 wherein the mammalian cell 1s a hybridoma cell
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ANTICUERPOS

APLICACIONES RELACIONADAS

Esta solicitud reclama pnondad a la Sokcitud Provisional US Sene No 60/569 892
presentada en mayo 10 2004 los contenidos de la cual son incorporados por

referencia en su integndad

ANTECEDENTES

Células-T super agresivas a menudo llevan a respuestas tnmunes no deseadas
las cuales a su vez, causan varios desordenes, por ejemplo, enfermedades
autornmunes, rechazo de trasplantes, enfermedades alérgicas canceres
denvados de células T En consecuencia el control de las células-T agresivas es
critico en el tratamiento de tales desordenes La actividad de estas células puede
ser contenida por inmunosupresién o por induccidn de tolerancia inmunolégica
Una solucién altemativa es la induccion de apoptosis, al cual se cree esta
involucrada en la remocién de células no deseadas incluyendo las células-T super
agresivas Ver por ejemplo Kabeltz et al (1993) Immunol Today 14 338-340
and Raff (1992) Nature 356, 397-3989

RESUMEN

Esta invencion se relaciona con anticuerpos y sus denvados que inducen

apoptosis al fijarse a Ligando-1 Ghcoproteina 1P-Selectna (PSGL-1) sobre
células-T activadas

En un aspecto, la invencibn muestra una cadena de inmunoglobulina que tene

tres secuencias que (i) contienen, respectivamente RSSQSIVHNDGNTYFE



KVSNRFS, y FQGSYVPLT (SEQ ID NOs 1-3) (ii) contienen respectivamente
SFGMH YINGGSSTIFYANAVKG y YASYGGGAMDY (SEQ ID NOs 4-6) (m)
contienen respectivamente RASSTVNSTYLH, GSSNLAS, y QQYSGYPLT (SEQ
ID NOs 7-9), (Iv) contienen respectivaments, AYYIH VNPNTGGTSYNPKFKG vy
SGSPYYRYDD (SEQ ID NOs 10-12) (v) contienen respectivamente
RSSQSIVNSNGNTYLE KVSNRFS y FQGSHVPWT (SEQ ID NOs 13-15) o (w)
contene, respectivamente, TNAMNWVRQAPGKGLE, TYYADSVKD, vy
GGSYWYFDV (SEQ ID NOs 16-18)

Cada uno de los sers grupos de secuencias antes dascntos corresponden a las
tres regiones determinantes complementanas de cadena lviana y pesada
(CDRs)de un anticuerpo que se fija a PSGL-1, tales como esos de los tres ratones
15A7 43B6 y 9F9 descntos en los ejemplos de abajo Mostrados abajo estan las
regiones vanable {V) de cadena liviana y pesada de estos tras anticuerpos (SEQ
ID Nos 19-26 las CDRs estéan subrayadas y destacadas

SEQ ID NO 19 (Regidn V de cadena liviana de ratdn 15A7)

1ATGAAGTTGCCTGTTAGGCTGTTGGTGCTGATGTTCTGGATTCCTGCTTCCA
GCAGTGAT
IMKLPVRLLVLMFWIPASSSD

61ATTTTGATGACCCAAACTCCACTGTCCCTGCCTGTCAGTCTTGGAGATCAA
GCCTCAATA

21l LMTQTPLSLPVSLGDQASI

121TCTTGCAGATCTAGTCAGAGCATTGTACATAATGATGGAAACACCTATTTT
GAATGGTAC

M4SCRSSQSIVHNDGNTYFEWY

181CTGCAGAAACCAGGCCAGTCTCCAAAACTCCTGATCTACAAAGTTTCCAAT
CGATTTTCT

BILQKPGQSPKLLIYKVSNRFS




241GGGGTCCCAGACAGGTTCAGTGGCAGTGGATCAGGGACACATTTCACAC
TCAACATCAGC
81GVPDRFSGSGSGTHFTLNIS

301AGAGTGGAGGCTGAGGATCTGGGAATTTATTACTGCTTTCAAGGTTCATAT
GTTCCTCTC
MMTRVEAEDLGIYYCEQGSYVPL

361 ACGTTCGGTGCTGGGACCAAGCTGGAGCTGAAA
121 TFGAGTKLELK

SEQ ID NO 20 (Regién V de cadena pesada de ratén 15A7)

1ATGGACTCCAGGCTCAATTTAGTTTTCCTTGTCCTTATTTTAAAAGGTGTCCA
GTGTGAT
1TMDSRLNLVFLVLILKGVQCD

61GTGCAGCTGGTGGAGTCTGGGGGAGGCTTAGTGCAGCCTGGAGGGTCCC
GGAAACTCTCC
217 VQLVESGGGLVQPGGSRKLS

121TGTGCAGCCTCTGGATTCACTTTCAGTAGCTTTGGAATGCACTGGGTTCGT
CAGGCTCCA
44 CAASGFTFSS FGMHWVRAQAP

181GAGAAGGGGCTGGAGTGGGTCGCATACATTAATGGTGGCAGTAGTACCA
TCTTCTATGCA

GIEKGLEWVAYINGGSSTIFYA

241AACGCAGTGAAGGGCCGATTCACCATCTCCAGAGACAATCCCAAGAATAC
CCTGTTCCTG

BINAVKGRFTISRDNPKNTLFL

301CAAATGACCATTCTAAGGTCTGAGGACACGGCCATTTATTACTGTGGAAG
GTATGCTAGT

MQMTILRSEDTAIYYCGRYAS

Rs2
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241GGGGTCCCAGACAGGTTCAGTGGCAGTGGATCAGGGACACATTTCACAC
TCAACATCAGC
81GVPDRFSGSGSGTHFTLNIS

301AGAGTGGAGGCTGAGGATCTGGGAATTTATTACTGCTTTCAAGGTTCATAT
GTTCCTCTC
MMRVEAEDLGIYYCEQGSYVPL

361 ACGTTCGGTGCTGGGACCAAGCTGGAGCTGAAA
121TFGAGTKLELK

SEQ ID NO 20 (Regién V de cadena pesada de ratén 15A7)

1ATGGACTCCAGGCTCAATTTAGTTTTCCTTGTCCTTATTTTAAAAGGTGTCCA
GTGTGAT
1TMDSRLNLVFLVLILKGVQCD

61GTGCAGCTGGTGGAGTCTGGGGGAGGCTTAGTGCAGCCTGGAGGGTCCC
GGAAACTCTCC
21VQLVESGGGLVQPGGSRKLS

121TGTGCAGCCTCTGGATTCACTTTCAGTAGCTTTGGAATGCACTGGGTTCGT
CAGGCTCCA
41CAASGFTFSS FGMHWVRQAP

181GAGAAGGGGCTGGAGTGGGTCGCATACATTAATGGTGGCAGTAGTACCA
TCTTCTATGCA

GIEKGLEWVAYINGGSSTIFYA

241AACGCAGTGAAGGGCCGATTCACCATCTCCAGAGACAATCCCAAGAATAC
CCTGTTCCTG

8BINAVKGRFTISRDNPKNTLFL

301CAAATGACCATTCTAAGGTCTGAGGACACGGCCATTTATTACTGTGGAAG
GTATGCTAGT

1MMMQMTILRSEDTAIYYCGRYAS



361TACGGAGGGGGTGCTATGGACTATTGGGGTCAAGGAACCTCAGTCACCG
TCTCCTCA
12MYGGGAMDYWGQGTSVTVSS

SEQ ID NO 21 (Region V de cadena Imana de ratén 43B6)

1ATGGATTTTCTGGTGCAGATTTTCAGCTTCTTGCTAATCAGTGCCTCAGTTGC
AATGTCC
TMDFLVQIFSFLLISASVAMS

61AGAGGAGAAAATGTGCTCACCCAGTCTCCAGCAATCATGTCTGCATCTCCA
GGGGAAAAG
27RGENVLTQSPAIMSASPGEK

121GTCACCATGACCTGCAGGGCCAGCTCAACTGTAAATTCCACTTACTTGCA
CTGGTTCCAG
MVTMTCRASSTVNSTYLHWFAQ

181CAGAAGTCAGGTGCCTCCCCCAAACTCTGGATTTATGGCTCATCCAACTT
GGCTTCTGGA
61QKSGASPKLWIYGSSNLASG

241GTCCCTGCTCGCTTCAGTGGCAGTGGGTCTGGGACCTCTTACTCTCTCAC
AATCAGCAGT

BIVPARFSGSGSGTSYSLTISS

301GTGGAGGCTGAAGATGCTGCCACTTATTACTGCCAGCAGTACAGTGGTTA
CCCACTCACG

MIVEAEDAATYYCQQYSGYPLT

361 TTCGGTGCTGGGACCACGCTGGAGCTGAAA
121FGAGTTLELK

SEQ ID NO 22 (Regi6n V de cadena pesada de ratén 43B6)
1ATGGAATGGAGCTGGGTCTTTCTCTTCCTCCTGTCAGTCACTACAGGTGTCC

ACTCTGAG
TMEWSWVFLFLLSVTTGVHSE

29



61GTCCAGCTGCAGCAGTCTGGACCTGACCTGGTGAAGCCTGGGGCTTTAGT
GAAGATATCC
21VQLQQSGPDLVKPGALVKIS

121TGCAAGGCTTCTGGTTACTCATTCACTGCCTACTACATTCACTGGGTGAAG
CAGAGCCAT
44CKASGYSFTAYYIHWVKQSH

181GGAAAGAGCCTTGAGTGGATTGGACGTGTTAATCCTAATACTGGTGGTAC
TAGCTACAAC
BIGK SLEWIGRVNPNTGGTSYN

241CCGAAGTTCAAGGGCAAGGCCATATTAAATGTAGATAAGTCATCCAGCAC
AGCCTACATG
81 PKFKGJKAILNVDKSSSTAYM

301GAGCTCCGCAGCCTGACATCTGAGGACTCTGCGGTCTATTACTGTGCAAG
ATCGGGATCC
1TMELRSLTSEDSAVYYCARSGS

381CCCTACTATAGGTACGACGACTGGGGCCAAGGCACCACTCTCACAGTCTC
CTCA
1217PYYRYDDWGQGTTLTVSS

SEQ ID NO 23 (Region V de cadena Iiviana de ratén 9F9)

1ATGAAGTTGCCTGTTAGGCTGTTGGTGCTGATGTYCTGGATTCCTGCTTCCA
GCAGTGAT

1TMKLPVRLLVLMFWIPASSSD

61GTTTTGATGACCCAAACTCCACTCTCCCTGCCTGTCAGTCTTGGAGATCAA
GCCTCCATC

21VLMTQTPLSLPVSLGDQAS!

121TCTTGCAGATCTAGTCAGAGCATTGTAAATAGTAATGGAAACACCTATTTA
GAATGGTAC

441SCRSSQSIVNSNGNTY LEWY




36-

181CTGCAGAAACCAGGCCAGTCTCCAAAGCTCCTGATCTACAAAGTTTCCAA
CCGATTTTCT
BILQKPGQSPKLLIYKVSNRFS

241GGGGTCCCAGACAGGTTCAGTGGCAGTGGATCAGGGACAGATTTCACAC
TCAAGATCAGC
BIGVPDRFSGSGSGTDFTLKIS

301AGAGTGGAGGCTGAGGATCTGGGAGTTTATTACTGCTTTCAAGGTTCACA
TGTTCCGTGG
MMRVEAEDLGVYYCFEFQGSHVPW

361 ACGTTCGGTGGAGGCACCAAGCTGGAAATCAAA
121 TFGGGTKLEIK

SEQ ID NO 24 (Regitn V de cadena pesada de raton 9F9)

1ATGCTGTTGGGGCTGAAGTGGGTTTTCTTTGTTGTTTITTATCAAGGTGTGCA
TTGTGAG
TMLLGLKWVFFVVFYQGVHCE

61GTGCAGCTTGTTGAGACTGGTGGAGGATTGGTGCAGCCTAAAGGGTCATT
GAAACTCTCA

21VQLVETGGGLVQPKGSLKLS

121

TGTGCAGCCTCTGGATTCACCTTCAATACCAATGCCATGAACTGGGTCCGCCA
GGCTCCA

41{CAASGFTFNINAMNWVRQAP

181GGAAAGGGTTTAAATGGGTTGCTCGCATAAGAAGTAAAAGTAATAATTATG
CAACATAT

61IGKGLEWVARIRSKSNNYATY

241

TATGCCGATTCAGTGAAAGACAGGTTCACCATCTCCAGAGATGATACACAAAG
CATGATC

8B1IYADSVKDRDDTQSM|



301TATCTGCAAATGAACAACTTGAAAACTGAGGACACAGGCATGTATTACTGT
GTGAGAGGG
MYLQMNNLKTEDTGMYYCVRC

361GGAAGCTACTGGTACTTCGATGTCTGGGGCGCAGGGACCACGGTCACCG
TCTCCTCA
121G SYWYFDVWGAGTTVTVESS

Como la especificidad antigeno fijadora de un anticuerpo es determinada por sus
cadenas livianas y pesadas CDRs los CDRs descntos amba pueden ser usados
para generar denvados de anticuerpos que retienen la especificidad antigeno-
fijadora Ejemplos de denvados de anticuerpos Incluyen anticuerpos quiméncos,
anticuerpos humanizados y sus equivalentes funcionales Abajo se muestran la
region V de cadena sencilla (SEQ ID NO 25) y la regibn V de cadena pesada
(SEQ ID NO 26) del anticuerpo humanizado 15 A 7 el cual incluye las SEQ 1D

Nos 1-3 y SEQ ID Nos 4-6 , respectivamente

SEQ ID NO 25 (regién V de cadena liviana de 15A7 humamzado)

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRSSQSITVHNDGNTYFEWYQQKPGKAPKLLIY

KVSNRFSGVPSRFSGSGSGTHFTLTISSLQPEDFATYYCEFQGSYVPLTIFGQGTK
VEIK

SEQ ID NO 26 (reglbn V de cadena pesada de 15A7 humanizad )

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSFGMHWVRQAPGKGLEWVAYING

GSSTIFYANAVKGRFTISRDNAKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCARYASYGGGAM
DWGQGTSVTVSS

Esta ivencién también muestra un acido nucleico aislado que tiene una

secuencia que codrfica una de las cadenas de inmunoglobulina descntas amba



El término “anticuerpo” o “ cadena de inmunoglobulina™ se refiere a un polipéphdo
aislado por ejempio un polipéptido que ha sido sustancialmente separado de
otras proteinas lipidos, y acidos nucleicos con los cuales estd naturalmente
asociado EIl polipéptido puede constiturr al menos 50 70, o el 95 % en peso seco
de la preparacidon punficada Un “Acido nucleico aislado™ se refiera a un acido
nucleico cuya estructura no es identica a esa de cualquier acido nucleico de
ocurrencia natural o a esa de cualquier fragmento de un acido nucleico gendmico
de ocurrencia natura!l El término en consecuencia cubre, por giemplo (a) un DNA
que tiene la sacuencia de parte de una molécula de DNA ganémica de ocurrencia
natural pero que no esta flanqueado por ambas secuencias codificadoras que
flanquean esa parte de la molécula en el genoma del organismo en la cual el
ocurre naturalmente (b) un acido nucleico incorporado dentro de un vector o
dentro de un DNA gendmico de una prokanota o eukanota en una manera tal que
la molécula resultante no es idéntica a cualguier vector o DNA genémico de
ocurrencia natural o DNA (c) una molécula separada tal como cDNA un
fragmento genémico un fragmento producido por reaccibn en cadena de
polimerasa (PCR) o un fragmento de restnccién y (d) una secuencia nucleotida
recombmada que es parte de un gen hibndo por ejlemplo un gen que codifica una
proteina fusibn El dcido nucleico de esta invencidn puede ser usado para
expresar un polipéptdo de la invencidbn Para este propésito se puede ligar
operativamente el acido nucleico a secuencias regulatonas adecuadas para

generar un vector de expresion

Un vector se refiere a una molécula de acido nucleico capaz de trasportar otro
acido nucleico al cual éste se le ha higado, y también capaz de replicacion
autonoma o de integracién dentro de un DNA anfitnén Los ejemplos incluyen un
plasmido un césmido y un vector viral Un vector de esta invencién incluye un
acido nucleico en una forma adecuada para la expresién del 4cido nucleico en la

célula anfitndn Prefenblemente, el vector incluye una o mas secuencias



regulatonas operativamente ligadas a la secuencia de acido nucleico a ser
expresada Los ejemplos de secuencias regulatonas incluyen promotores
incrementadores, y otros elementos de control de expresién ( por ejemplo sefiales
de poliadenilacidn) Las secuencias regulatonas también incluyen aquellas gue
dingen expresion constitutiva de una secuencia nucleétida asi como secuencias
regulatonas tejdo-aespecificas y/o inducibles El disefio de tal vector de expresién
esta basado en consideracién que incluyen la escogencia de la célula anfitnona a
ser trasformada y el nivael de expresidon deseado Un vector de expresién puede
ser introducido dentro de una célula anfitnona para producir un polipéptido de esta
invencibn Esta invencidn también incluye una célula anfitnona que contiene el
acido nucleico descnto antes Una célula anfitnona se refiere a una célula que
contiene una secuencia codificante exdgena o una secuencia no codificante Una
secuencia exégena puede ser introducida dentro de la célula por trasfeccién de
fosfato de calcio trasfeccibn mediada por DEAE-Dextran o electroporacion
Células anfitnonas adecuadas incluyen células de bactenas ( por ejemplo, E Col
Bacius subtihs y Salmonella typhimunum) células de levadura ( por ejemplo
Saccharomyces cerevisiae y Schizosaccharomyces pombe) células de plantas
(por ejlemplo, Nicotana tabacum y Gossypium hirsutum) y células de mamfferos

(por ejemplo, céluias de hibndoma de munno células CHO, y fibroplastos 3T3)

Para producir una cadena de inmunoglobulina de esta nvencién se puede colocar
una célula anfitnona en cultivo bajo condiciones que permitan la expresion de un
polipéptido codificado por uno de los 4cido nucleico descrto antes y aislar el
polipéptido de! cultivo Alternativamente un acido nucleico de esta invencion
puede ser trascnto y traducido in vitro, por ejemplo, usando secuencias

reguladoras de promotor T7 y polimerasa T7

Dentro del alcance de la invencidn esta un anticuerpo Es formado por una pnmera

cadena de inmunogiobulina y una segunda cadena de inmunoglobulina, el cual

39
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contiene respectivamente, CDRs de cadena Iviana y CDRs de cadena pesada del
anticuerpo de ratén 15A7, 43B6, o 9F9 mencionado antes Prefenblemente, este

anticuerpo esta formado por las cadenas livianas y pesadas de 15A7

También dentro del alcance de esta invencion esta otro anticuerpo que (1) se fija
especificamente al Ligando-1 Gliproteina P-Selectina sin interfenr con la fijacion
entre Ligando-1 Glprotelna P-Selectina y P-Selectina y (n) una vez fijado al
Ligando-1 Ghiprotelna P-Selectina sobre una célula-T activada induce la muerte
de las células-T En una incorporacidn este anticuerpo se fija especificamente a

Ligando-1 Gliprotelna P-Selectina humano

Ademas dentro del alcance de esta invencidn esta otro anticuerpo que se fija
especificamente a residuos amino acido 115-126 del Ligando-1 Gliprotelna P-
Selectina humano maduro Prefenblemente el anticuerpo se fija especificamente a
los residuos amino acido 117-123 Mas preferiblemente se fija especificamente a
los residuos amino acido 119-121 una secuencia de consenso entre todos los
epitopos probados En efecto, mutacidn de uno o mas de estos tres residuos
amino acidos elimina la fijaci6n de anticuerpos En un ejemplo, este anticuemo
una vez hgado a Ligando-1 Gliprotelna P-Selectina sobre una célula-T activada

induce la muerte de las células T activadas

En una incorporacién , uno de los dos anticuerpos mencionados inmediatamente
amba esta formado por una cadena liviana y una cadena pesada que contienen
respectivamente SEQ ID Nos 1-3 y SEQ ID Nos 4-6 ( por ejemplo SEQ ID Nos
19y 20, 0 SEQ ID Nos 25-26)

En un aspecto adicional la invencidn muestra un método para inducir la muerte

de células-T activadas El método incluye poner en contacto uno de los tres



11

anticuerpos descntos arnba con una célula T activada, en la cual la fijacién del

anticuerpo a la célula T activada induce la muerte de la célula

La invencidn también muestra un método de modular una respuesta inmune
mediada por células-T en un individuo El método incluye (1) identificar un individuo
que tenga o este en nesgo de tener una condicidon relacionad a una respuesta
inmune mediada por células-T excesiva y (n) admmistrar al indviduo una cantidad
efectiva de uno de los tres anhcuerpos descntos armba Una "respuesta inmune
mediada por células-T excesiva™ se refiere a una respuesta causada por un nivel
excesivo de células-T Un nivel excesivo se refiere a (1)} un nivel mas alto que el
nivel nomal y (2) un nivel mas alto que el deseado en un individuo aunque no
sea mas alto que el nivel normal Ejemplos de la condicion incluyen una
enfermedad inflamatona una enfermedad autoinmune, una enfermedad alérgica
o cancer de células-T, asl como la situactén en la cual el individuo haya rectbido o

aste contemplando recibir un trasplante alogénico o xenogénico

Los detalles de una 0 mas incorporaciones de la invencién son establecidos en la
descripcion que acompafia este a continuacidn Otros rasgos objetivos y ventajas

de la mnvencidn seran aparentes de la descnpcidn detallada

DESCRIPCION DETALLADA

La mnvencion esta basada al menos en parte en un descubnmiento inesperado
por el cual a células-T activadas se les puede inducir apoptosis y ser agotadas
mediante la fijacién de anticuerpos o sus denvados a PSGL-1 sobre las células
activadas Los anticuerpos y denvados son utles para tratar condiciones
asociadas con una respuesta inmune mediada por células-T excesiva o indeseada

o con proliferacion de células-T
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Concordantemente, la invencidn muestra polipéptidos que contienen CDRs de
cadena livana o pesada de inmunoglobulina de anticuerpos ant-PSGL-1 asl
como acido nucleicos que los codifican Ambas las cadenas de inmunoglobulina y
los 4cidos nucleicos pueden ser usados para hacer los anticuerpos mencionados

amba y denvados

Una cadena de inmunoglobulina de la invencidén puede ser obtenida como un
polipéptido sintético o un polipéptido recombinado Para preparar un polipéptdo
recombinado, un acido nucleico que lo codifica puede ser igado a otro &cido
nucleico que codiffica un socio de fusién, por ejlemplo Glutationa-S-Trasferasa
(GST) marcador 6x-His aprtopo proteina M13 Gaene 13 0 una regidn constante
de cadena pesada de inmunoglobulina El dcido nucleico de fusidn resultante
puede ser introducido a una célula para la expresidon de proteina La proteina de
fusidbn puede ser aislada de la célula anfitnona por métodos bien conocidos en el
arte La proteina de fusidn aislada puede ser tratada adicionalmente por gjemplo
por digestidn enzimatica, para remover el socio de fusidn y obtener el péptido
recombinado de interés Alternativamente, una cadena de iInmunoglobulina puede
ser obtenida de una célula anfitnona adecuada mediante la activacion de

expresidn enddgena de un acido nucleico que codifica la cadena

La composicion amino acido de una cadena de inmunoglobulina de la invencion
puede vanar sin afectar la habiidad de formar un antcuerpo capaz de fijarse a
PSGL-1 Por ejemplo tal vanante puede contener uno o mas sustituciones amino
acidas conservadoras Una "sustitucidn amino acido conservadora™ es una en la
cual el residuo amino acido es reemplazado con un residuo amino acido que tiene
una cadena lateral similar Familias de residuos amino &cidos que tienen cadenas
laterales similares han sido definidas en el arte Estas famihas incluyen amino
acidos con cadenas laterales basicas (por ejemplo, hsina, arginna histdina),

cadenas laterales acldicas (por ejemplo, acido asparhco acido glutamico),

Wz
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cadenas laterales polares descargadas (por ejemplo, glicina, asparagina,
glutamina senna treonina trosina cistaina) cadenas laterales no polares ( por
ejemplo alanma valna leucina isoleucina prolina fenilalanina metionina
tnptofan) cadenas laterales beta-ramificadas ( por ejemplo, treonina valina,
isoleucina) y cadenas laterales arométicas ( por ejemplo, tirosina, fenilalanina
tnptofan histdina) Asi un residuo amino acido no esencial predicho en un
polipéptido es prefenblemente reemplazado con otro residuo amino acido de la
misma famiia de cadena lateral Altemmatvamente, mutaciones puede ser
introducidas aleatonamente a lo largo de todas las partes del polipéptido de esta
nvencidn tal como por mutagénesis de saturacidn y los mutante resultantes
pueden ser seleccionados por su habiidad de formar un anticuerpo capaz de
fijarse a PSGL-1 para identificar las vanantes de esta invencidn como se descnbe
adelante en los ejemplos Asl, como un ejemplo el término “una cadena de
inmunoglobulina que contene SEQ ID NO 19" cubre cadenas de inmunoglobulina

que contiene vanantes de SEQ ID NO 19

Las cadenas de inmunoglobulina descntas amba y las vanantes pueden ser
usadas para un anticuerpo de esta invencibn y sus denvados Un "anticuerpo”
incluye moléculas intactas asl como fragmentos de ellas tales como Fab F{ab )2
Fv scFv {(anticuerpo de cadena simple), y dAb( anticuerpo dominio, Ward et al
(1989) Nature, 341 544) Un denvado de un anticuerpo se refiere a una protelna o
complejo de proteina que tiene una vanante del polipéptido de esta invencion Un
anticuerpo o denvado de esta invencién puede ser hecho mediante la co-
expresin de polipéphdos que contienen CDRs de cadena Imana y pesada
correspondientes en una célula anfitndn adecuada como se descnbe en los
ejemplos de abajo Altemativamente ellos pueden ser hechos por métodos
conocidos en el arte de elaborar anticuerpos monocionales y policlonales vy

fragmentos Ver, por ejlemplo, Harlow y Lane (1988) Antibodies A Laboratory
Manual, Cold Spnng Harbor Laboratory, New York

Ud
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Para hacer un anticuerpo de esta invencidn PSGL-1 o su fragmento antigénico
pueden ser acoplados a una proteina vehiculo tal como KLH mezclados con un
adyuvante e inyectados dentro de un ammal anfitnén Los anticuerpos producidos
en ese animal pueden ser luego punficados por cromatografia de afindad de
péptdos Los animales anfitnones cominmente empleados incluyen conejos
ratones cerdos de guinea y ratas Los vanos adyuvantes que pueden ser usados
para aumentar la respuesta :nmunolégica dependen de la especie anfitnona e
incluyen adyuvante de Freund (completo e incompleto), geles minerales tales
como hidréxido de alumimio sustancias actvas superficiaimente tales como
hisolecitina poliols plurdnicos poliamones péptidos emulsiones de aceite keyhole
impet hemacianina y dinitrofenol Los adyuvantes humanos utiies incluyen BCG(

bacilo Calmette-Guenn) y Corynebactenum parvum

Los anhtcuerpos policlonales poblaciones heterogéneas de moléculas de
anticuerpos, estadn presentes estd presente en el suero de los sujetos
inmunizados Los anhcuerpos monoclonales, poblaciones homogéneas de
anticuerpos para un antigeno en particular pueden ser preparados usando
tecnologia de hibndoma estandar (ver por ejemplo 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, y Hammerling et al (1981) Monoclonal Antibodies and T Cell
Hybndomas Elsevier N Y) En particular ios anticuerpos monoclonales pueden
ser obtenidos por cualquier técnica que permita la produccién de moléculas de
anticuerpos medtante lineas de células continuas en cultivo tal como se descnbe
la patente US No 4 376 110 La técnica del hibndoma de Célula-B humana
(Kosbor et al (1983) Immunol Today 4, 72 Cole et al (1983) Proc Natl Acad Sc
USA 80, 2026 and la Técnica de Hibndoma-EBV (Cole et al (1983) Monocional
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 hibndoma que produce los anticuerpos
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monoclionales de la invencidn puede ser cultivado in vitro o in vivo La habilidad
para producr altas concentraciones de anticuerpos monoclonales in vivo lo hace

un método particularmente utl de produccidn

Adicronaimente técnicas desarrolladas para la produccidn de “anticuerpos
quiméncos” pueden ser usadas Ver por elemplo Momson et al (1984) Proc Nat!
Acad Sci USA 81, 8851 , Neuberger et al (1984) Nature 312, 604, and Takeda et
al (1984) Nature 314 452 Un anticuerpo gquiménco es una molécula en la cual
diferantes partes son denvadas de diferentes especies de ammales tales como
esas que tienen un regi6n vanable derivada de un anticuerpo monoclonal munno y
un regidn constante de inmunoglobulina humana Altemativamente, las técnicas
descntas para la produccién de anticuerpos de cadena simple (Patente US Nos
4 946 778 y 4 704 6§92) pueden ser adaptadas para producir una bibhoteca 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 reqién Fv a
través de un puente amino acido Mas aun los fragmentos anticuerpos pueden ser
generados por técnicas conocidas Por ejemplo tales fragmentos incluyen pero
no se imitan 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 reduccidn de los puentes disulfuro de fragmentos F(ab )2

Los anticuerpos pueden también ser humanizados por métodos conocidos en el
arte Por ejemplo, antcuerpos 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 estan también dentro del objeto 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)

«
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También dentro del objeto de la invencidn esta un método de inducir la muerte de
células —T activadas, por ejemplo, mediante el contacto de las células-T activadas
con un anticuerpo de la mnvencién In witro, y mediante la admimistracién a un
individuo en necesidad de & de una cantdad efectiva de anticuerpo Los
individuos a ser tratados pueden ser identficados como los que tienen o estan en
nesgo de tener una condicién relacionada con una respuesta mnmune mediada por
células-T excesiva o indeseada, por ejemplo, pacientes que sufren de
enfermedades autoinmunes rechazo de trasplantes enfermedades alérgicas o
cancares denvados de celulas-T Este método puede ser reahzado solo o en

conjunto con otras drogas y terapias

£l termino “tratamiento” se refiere a la administracién de una composicion a un
individuo con el propésito de cura ahvio lberacion remedio, prevencién o
ammoramiento de un desorden el sintoma del desorden, el estado de enfermedad
secundano al desorden o la predisposicion hacia el desorden Una ‘“cantidad
efectiva® es una cantidad de la composicidn que es capaz de producir resultados

médicamente deseables an un individuo tratado

Enfermedades de ejemplo para ser tratadas incluyen diabetes meltos artntis
(incluyendo artntis reumatoide artntis reumatoide juvenil osteoartntis y artntis
sonatica) multiple esclerosis, encéfalomielitis miastenia gravis lupus entematoso
sistémico, troiditis autoinmune, dermattis (incluyendo demmattis atdpica vy
dermatiis eczematosa), sonasis, sindrome de Sjogren, enfermedad de Crohn
ulcera aftosa ntis conjuntivitis keratoconjuntivitis diabetes tipo | enfermedades
de inflamacidn del intestino colitis uiceratva asma, asma alérgica, lupus
entematoso cuténeo escleroma  vagnits, proctits, erupciones de droga
reacciones reversas de lepra entema nodosum leprosum uveitis autoinmune
encéfalomieltis alérgica encefalopatia hemorragica necrotizante aguda perdida

de audicibn sensonneural progresiva bilateral idiopatica, anemia aplastica, anemia
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de glébulos rojos trombocitopenia idiopatica pohiconditis granulomatosis de
Wegners, hepatitis activa crénica sindrome de Stevens-Johnson sprue idiopatico
hchen planus enfermedad de Grave sarcoidosis cirosis biiar pnmana uveltis
postenor fibrosis de pulmdn intersticial enfermedad de injerto versus anfitnén
casos de trasplantes (incluyendo trasplantes usando tejdos alogénicos o
xenogénicos) tal como el trasplante de médula, trasplante de higado, o el
trasplantes de cualquier érganc o tepdo  alergias tal como alergra atépica AIDS y

neoplasmas de células T tales como leucemias o linfornas

En una aproximacidn in vivo, una composicidn terapéutica (por ejlemplo una
composicidn que contiene un anticuerpo de la invencidn) es administrado a un
individuo Generaimente el antcuerpo es suspendido en un vehlculo
farmacéuticamente aceptable (por ejemplo solucidn salina fisioloégica) y
administrado oralmente o por infusidn intravenosa, o inyectado o implantado
subcutaneamente intramuscularmente intratecalmenta intrapentonealmente
intrarectalmente intravaginalmente intranasalmente intragastncamente

intratraquea o intrapulmonarmente

La dosis requenda depende de la ruta de administracidn escogida la naturaleza
de la formulacién la naturaleza de la enfermedad del indwviduo el tamadio del
indviduo, peso, area superficial, edad, y sexo, otras drogas que estén siendo
admimstradas, y el juicio del médico que lo atende Las dosis adecuadas estan en
el rango de 001-1000 mg/kg Vanaciones en la dosis requenda deben ser
esperadas en vista de la vanedad de compuestos disponibles y las diferentes
eficiencias de las vanas rutas de administracibn Por ejemplo, la administracién
oral se esperarla que requiera de mas aitas dosis que la administracién por
Inyeccién intravenosa La variaciones en estos nivelas de dosificacion pueden ser
ajustadas usando rutinas empincas estandar para optimizacién como es bien

entendido en el arte La encapsulacién del compuesto en un vehiculo adecuado

Yy
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(por ejemplo micro particulas polméncas o dispositivos implantables) puede

incrementar la efictencia del suministro, especialmente para el uso oral

También dentro del objeto de la invencién esta una composicidn farmacéutica que
contiene un vehlculo farmacéuticamente aceptable y una cantidad efectiva de un
anticuerpo de la invencién La composicién farmacéutica puede ser usada para
tratar las enfermedades descntas arnba El vehlculo farmacéuticamente aceptable
incluye un solvente un medio de dispersidn, un recubnmiento un agente ant-

bactenal y anti-hongos, y un agente isotdnico y retardador de absorcion

La composicidn farmacéutica de la invencidn puede ser formulada en formas de
dosificaciton para diferentes vias de administracidn utlizando métodos
convencionales Por ejemplo, puede ser formulada en una céapsula, un sello de
gel o una tableta para admwustracibn oral Las capsulas pueden contener
cualquier matenal farmacéuticamenta aceptable tales como gelatina o celulosa
Las tabletas pueden ser formuladas de acuerdo con procedimientos
convencionales mediante la compresidn de mezclas de la composicidon con un
vehiculo sélido y un lubricante Ejemplos de vehliculos sdhdos incluyen almidén y
bentonita azucarada La composicién puede también ser administrada en la forma
de una tableta de cubierta dura o un cépsula que contiene un aglutinante por
ejemplo, lactosa o manttol, un lienante convencional, o un agente para facilttar la
preparaciéon de tabletas La composicion farmacéutica puede ser administrada por
la via parenteral Ejemplos de las dosificaciones de las formas parenterales
incluyen soluciones acuosas, solucion salina 1soténica o 5% glucosa del agente
actvo, u otro excipiente aceptable farmacéuticamente bien conocido
Ciclodextnnas u otros agentes solublizantes bien conocidos a aquellos
famihanzados con el arte pueden ser utilizados como excipientes farmacéuticos

para llevar el agente terapéutico

P
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La eficacia de una composicidn de esta invencidn puede ser evaluada i witro o In
vivo Ver por ejemplo, los ejlemplos de abajo Brevemente la capacidad de la
composicién puede ser probada para establecer su habiidad para inducrr la
muerte de las células-T activadas in vitro Para los estudios in vivo 1a composicion
puede ser inyactada dentro de un animal (por ejlemplo un ratén muestra) y sus
efectos terapéuticos son luego establecidos Basado en los resultados un rango

de dosificacidn aproptado y una via de administracion puede ser determinada

El ejemplo especifico de abajo debe ser considerado como meramente ilustrativo
y no Iimtante del resto del descubnmiento en ninguna forma Sin mayor
elaboracidn adicional se cree que una persona habil en el arte puede basado en
las descnpciones aqui incluidas utihzar la presante invencién en su alcance
pleno Todas las publicaciones mencionadas aqul son aqul incorporadas por

referencia en su integndad

EJEMPLO 1 Anticuerpos Monoclonales 15 A7, 43B8 Y 9F9 de Ratén

Generacion de los anticuerpos anti-PSGL-1

Técnicas estandar fueron usadas para generar anticuerpos monoclonales de ratén
que especificamente se fijan a PSGL-1 humano (hCD 162) Mas especlficamente
los ratones fueron inmunizados con fracciones de membrana de células-T
humanas PHA-activadas y sacnficados para generar lineas de células de
hibndoma Los supemadantes de las lineas de células de hibndoma resultante
fueron seleccionados por su fijacibn a células de CHO que expresaban
establemente hDC 162 Esas lineas productoras de anticuerpos que se pegan a
células de CHO que expresan hCD 162 pero no a las células de CHO parentales

fueron identificadas, subclonadas, y anahzadas adicionaimente como se descnbe

abajo

41
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Entre las lineas identfficadas estaban m152-15A7, 43B6 y 9F8 Ellas produjeron
anticuerpos IgG1 15A7 4386 y 9F9 respectivamente El ensayo de inmunoblotting
mostird que estos tres anticuerpos arrancaron de la hsata de células-T activadas
una proteina que podla ser detectada por el anticuerpo anti-hCD162 (kpl-1,

PharMingen San Diego, CA)

Los tres anticuerpos antenormente descntos fueron probados por su habilidad
para inducir apoptosis de células-T actvadas Los supemadantes de los cultivos
que contiensen anticuerpos monocionales secretados por las fres Iineas de células
de hibndomas fueron respectivamente incubados o con células-T humanas no
activadas (Dia 0) o células-T humanas activadas in vitro ( Dia 7) durante 6 horas
Las células fueron luego manchadas con anexina V y sometidas a analisis FACS
Las células CD-3 positivas fueron aforadas para asegurar el conteo de o las
céiulas-T humanas activadas in witro o las céluias-T humanas en reposo Las
células apoptéticas fueron positivas al manchado de anexina V La tabla 1 resume

los porcentajes de células-T apoptéticas entre todas las células-T bamdas

Tabla 1 Porcentaje de Células-T apoptéticas
No M128- [No mi52- |m166-
tratado |Ant-myc |9F9 tratado |Ant-mye (15 A7 4386
Dia 0 417 6.67 582 18 18 1552 523 6 57
Dia7 1263 1336 |2871 24 18 2308 5166 (4944

Estos resuitados indican que los anticuerpos de ratén m152-15A7, 4386 y 9F9 (1)
son hCD-162 especificos y (2) pueden fiar a células-T activadas e mducir

apoptosis de las células-T activadas pero no de las células-T humanas en reposo
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El ensayo de apoptosis fue también conducido sobre células mononucleares de
sangre penfénca humana PHA-activadas (PBMC) Se encontrd que los
anticuerpos solo inducen apoptosis en células T activadas, pero no en células T en

reposo, células B o en neutrdfilos

Es conocido que los anticuerpos agotadores de células-T tal como ant-CD3 son
capaces de inducir produccién de factores solubles Terapia uthizando estos
anticuerpos usualmente resulta en un sindrome de crtoquina dafino Para probar
si el anticusrpo anti-PSGL-1 también causaba efectos secundanos asociados a la
ctoquina PBMC humanos frescos aislados fueron cultivados con 15A7 por 24 48
o 72 horas Los niveles de cioquinas en los sobrenadantes fueron luego
determinados Cantidades considerables de IL-2, TNF-a, @ IFN-y fueron
producidas en el PHA-activado PBCM (control positivo) mientras que los niveles
de estas citoquinas en células tratadas con 15A7 no fueron detectables Estos
resultados soportan que el ant-PSGL-1 no tiene o tiene efectos pequefio en
células de sangre penférica en reposo, en ambos aspectos induccibn apoptética y

activacidn de células

Puesto que los anticuerpos descntos antenommente inducen selectivamente
apoptosis de células-T actvadas sin causar efectos adversos en las células T en
reposo u otras células inmunes la administracién de aquellos a un sujeto es poco
probable que resulte en infopenia o una Inmunodeficiencia extensa como lo hace

e! anti-CD3 o los Inmunosupresores

Mapeo de epitopos de los anticuerpos anti-CD162

Para mapear los epitopos fijadores de ratones 15A7, 43B6, y SF9 en CD162

humano, una sene de protelnas de fusibn que cubren vanas regiones de CD162
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humano fueron expresadas y punficadas Las interacciones entre las proteinas de
fusidn y esios anticuerpos monoclonales fueron analizadas por el ensayo

inmunosorbente de enzima-ligade Sandwich (ELISA)

Brevemente fragmentos que cubren vanas regiones del gen humano CD162
fueron expresados como proteinas de fusibn con regwWdn constante de cadena
pesada de inmunoglobulna gamma 1 humana en E coli cDNA codificando la
regibn constante de cadena pesada de inmonoglobutina gamma 1 fue amplficado
mediante PCR con pnmers que tienen un sitio Bghll y un sitio BamHl El producto
PCR fue cortado con Bglll y BamHl, y subclonado dentro de un vector pET-32a
(Novagen) que ha sido digendo por las mismas encimas Luego, cDNA
codfficando vanas regiones de hCD162 fue amplificado medianta PCR con
pnmers que tienen un sitio Ndel en el extremo 5 y un sitio Bgill en el extremo 3

Los productos PCR fueron cortados con las comespondientes encimas y
enmarcado fusionadas a la secuencia que codffica la regién constante de cadena
pesada de inmunoglobulina gamma 1 humana en el vector pET-32a Los pnmers
utihizados en cada construccidn son hstados en la Tabla 2 y las secuencias de los

pnmers son listadas en la Tabla 3

Tabla 2 Nombres de los primers en cada experimento

Para amplificar secuenclas que codifican Primer hacla Primer reverso
adelante
Fragmentos de E coli que exprasan hCD182
42-119 AB1001 AB1005
42-80 AB1001 AB1008
61-99 AB1003 AB1009
81-119 Ab1004 AB1005
42-70 AB10M AB1007
42 60 AB1001 AB1006
50 80 AB1002 AB1008
50-70 AB1002 Ab1007
42-319 AB1001 Ab1010
115-128 AB1022 AB1023
115-128EtoR AB1004 AB1025
Region V de cDNAs
Cadena liviana AB1058 AB1059
Cadena paesada AB1058 AB1060

Fragmentos de mamifaros que expresan hCD162
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Para amplificar secuencias que codffican Primer hacila Pnmer reverso
adelante
1-119 AB1011 AB1013
1-319 AB1011 AB1012
110-319 AB1058 AB1058
04-148 AB1020 AB1021
119-222 AB1018 AB1019
174.289 AB1016 AB1017
214 317 AB1014 AB1015
Cadenas quméricas
cadena Iviana 15A7 AB1030 AB1031
cadena pesada 15A7 AB1032 AB1033
cadena liviana 9F9 AB1026 AB1027
cadena pesada 5F9 AB1028 AB1029
cadena Iiviena 4386 AB1034 AB1035
cadena pesada 4388 Ab1036 AB1037
Cadenas humanizadas
cadena liviana 15A7 AB1048 AB1057
cadena liviana 15A7 1™ par AB1049 AB1050
cadena Iiviana15A7 2% par AB10451 AB1052
cadena Iviana 15A7 3" par AB1053 AB1054
cadena Ivana 15A7 4° par AB1055 AB10568
cadena pesadaiSA7 AB1038 AB1047
cadena pesada 15A7 1% par AB10389 AB1040
cadena pasada 15A7 par AB1041 AB1042
cadena pesada 15A7 3" par AB1043 AB1044
cadena pesada 15A7 4°par AB1045 AB1046

Tabla 3 Secuenclas de primers

Nombre Secuencia

AB1001 ccegogacCATATGeaggecaccgaatatgagtace

AB1002 tatgagCATATGgattatgatttcctgecagaaacgg

AB1003 aascggagCATATGgaaeatgctgaggaacagcactgacace

AB1004 aacccotCATATGaccacigtggagectgetgecaaggeg

AB1005 otegtcAGAT CTiccatagetgetgaatcegtoggacagg

AB1006 GTTCCTCAGATCTTCTGGAGGCTCCGTTTCTGGCAGG

AB1007 AGGCCCAAGATCTGGAGTGGTGTCAGTGCTGTTCCTC

AB1008 ggctccAGATCTgtagactcaggggaticeaggece

AB1009 gloatcAGATCTgtgactgcccctectgeatccaggee

AB1010 GCCAGCAGATCTTGCTTCACAGAGATGTGGTCTGGGG

AB1011 cgeggatccatgectcigcaactecteeigiige

AB1012 GCCAGCCTCGAGCTTCACAGAGATGTGGTCTGGGG

AB1013 GGTCTGctcgagCATAGCTGCTGAATCCGTGGACAGGTTC

AB1058 agacaggccaccgaagggaaccigtccacg

AB1059 cgtggacaggticccticggiggectgtet

AB1014 ccgctegagegecaagattaggatgge

AB1015 cgggatccactcaaaccacagccatgg

Ab1018 cogctegagtggtagtaggticcatgg

Ab1017 cgggatcaactcaacccacaggectp

Ab1018 cigtgcctcgagggetgtogtitgagtg

Ab1019 cggpatccatggagatacagaccactcanc

Ab1020 cgggatccgatgcaggaggggcagtcac

Ab1021 ggccgtcactcgagtigtetptgecte

Ah1022 TatgGATTCAGCAGCTATGGAGATACAGACCACTCAACCAQCA
Ab1023 GATCTgcTGGTTGAGTGGTCTGTATCTCCATAGCTGCTGAATCCA
Ab1024 TatgGATTCAGCAGCTATGCGGATACAGACCACTCAACCAgCA
Ab1025 GATCTgcTGGTTGAGTGGTCTGTATCCGCATAGCTGCTGAATCCA
AB1028 CTAGTCTAGATGACCCAAACTCCACTCTCCC

AB1027 CTAGTCTAGAATTAGGAAAGTGCACTTAGCATCAGCCCGTTTGATTICC
AB1028 TAACATIClagATGCTGTTGGGGCTGAAGTGGG

AB1029 GGATAGTCTAGAGGTTGTGAGGACTCACCTGAGGAGACGGTGACCGTGG
AB1030 CTAGTCTAGATGGAGACAGACACACTCCTGTTATGGG




AB1031 CTAGTCTAGAATTAGGAAAGTGCACTTTTTCCAGCTTGGTCCCCCCTCC

AB1032 CTAGTCTAGATGGACTCCAGGCTCAATTTAGTTTICC

AB1033 CTAGTCTAGAGGTTGTGAGGACTCACCTGAGGAGACGGTGACTGAGGHec

AB1034 CTAGTCTAGATGGATTTTCTGGTGCAGATTTTCAGC

AB1035 CTAGTCTAGAATTAGGAAAGTGCACTTAGCATCAGCCCGTTTCAGCTCC

AB1036 CTAGTCTAGATGGAATGGAGCTGGGTCTTTCTC

AB1037 CTAGTCTAGAGGTTGTGAGGACTCACCAGCTTCCAGTGGATAGACTGATGG

AB1038 TCTATCTAGATGAACTTCGGGTCCAGCTTGATTTTCCTTGTCCTTGTTTTAAAAGGTGTCCAGTG

AB1039 CCTTGTTTITAAAAGGTGTCCAGTGTGAAGTGCAACTGGTGGAGTCTGGGGGAGGCTTAGTGCA(
AB1040 CTGAAAGTGAATCCAGAGGCTGCACAGGAGAGTCTCAAGCTTCCTCCAGGCTGCACTAAGCCT(
AB1041 GCCTCTGGATTCACTTTCAGTAGCTTTGGAATGCACTGGGTTCGCCAGGCTCCAGGGAAGGGA

w O

AB1042 GCATAGAAGATGGTACTACTGCCACCATTAATGTATGCGACCCACTCGAGTCCCTTCCCTGGA
AB1043 GTAGTACCATCTTCTATGCAAACGCAGTGAAGGGCCGATTCACCATCTCCAGAGATAATGCC
AB1044 CCTCAGCCCTCAGAGAATTCATTTGCAGGTACAGGGTGTTCTTGGCATTATCTCTGGAGATGG
AB1045 GAATTCTCTGAGGGCTGAGGACACGGCCGTGTATTACTGTGCAAGATATGCTAGTTACGGAGG
AB1048 CTGTGACCAGGGTGCCTTGGCCCCAATAGTCCATAGCACCCCCTCCGTAACTAGCATATC
AB1047 ACCCTCTAGAGGTTGTGAGGACTCACCTGAGGAGACTGTGACCAGGGTGCCTTGGCC

AB1048 TCTATCTAGATGGAGACAGACACAATCCTGCTATGGGTGCTGCTGCTCTGGGTTCCAGGC
AB1048 GCTGCTCTGGGTTCCAGGCTCCACTGGTGACATTCAGATGACCCAATCTCCGAGCTCTTTG
AB1050 GATCTGCAGGTGATAGTGACCCTATCCCCTACAGACGCAGACAAAGAGCTCGGAGATTGG
AB1051 CACTATCACCTGCAGATCTAGTCAGAGCATTGTACATAATGATGGAAACACCTATTTTGAATG
AB1052 GATGAGAAGCTTGGGTGCCTTTCCTGGTTTCTGTTGGTACCATTCAAAATAGGTGTTTC

AB1053 GCACCCMGCTTCTCATCTATAMGWGCMTCGATTTTCTGGTGTCCCATCCAGG'I'TTAGTGGh
AR1054 GCAGAGAAGAGATGGTGAGGGTGAAGTGTGTCCCAGACCCACTGCCACTAAACCTGGATGG

AB1055 CTCACCATCTCTTCTCTGCAGCCGGAGGATTTCGCAACCTATTACTGTTTTCAAG
AB1056 CCTTGGTGCCTTGACCGAACGTGAGAGGAACATATGAACCTTGAAAACAGTAATAGG

AB1057 ACCCTCTAGAATTAGGAAAGTGCACTTACGTTTGATTTCCACCTTGGTGCCTTGACCG

AB1058 TATATCTAGAATTCCCCCCCCCCCCCCCCC
AB1059 TATAGAGCTCAAGCTTGGATGGTGGGAAGATGGATACAGTTGGTGC

AB1060 ATAGAGCTCAAGCTTCCAGTGGATAGAC(C/AITIGATGGGG(C/GITGT(CMGTTTTGGC

Las construcciones de expresiones descntas antenormente fueron transformadas
en Eschenchia colt vanedad BL21 (DE3) Las células transformadas fueron
cosechadas después de 8 horas de induccion de IPTG (2 Mm) y resuspendidas en
PBS Después las células fueron sonicadas y centnfugadas a 14 000g por 10
minutos los sobrenadantes resultantes fueron recogidos para purificacion de las
proteinas de fusidn Mas especificamente los sobrenadantes fueron pnmero
incubados con cuentas de proteina G o proteina A por 3 horas a 4°C Las cuentas
fueron después centnfugadas a 3,000g y lavadas con solucibn de lavado
amortguadora | (0 05% Tnton X-100 50mM Tns-HCI pH 8 5 400 mM NaCl 1mM
CaClz y 1 mg/ml OVA) y solucién de lavado amortiguadora Il (0 05% Trnton X-100
S0mM Tris-HCI, pH 8 5 y 150 mM de NaCl) 5 veces con cada una Las proteinas
fiiadas fueron eluidas despuéds con una solucidn extractadora amortiguadora que
contiene0 1M de glicina-HCl pH 2 7 y neutralizada con 1 M Tris-HCI pH 86

Todas las protelnas de fusién punficadas fueron cuantificadas por el ensayo de
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protelnas Bio-Rad (Bio-Rad Laboratones, Cat No 500-0006) y venficada por
SDS-PAGE

Un sandwich ELISA fue llavado a cabo para estudiar la interaccidn entre los
fragmentos hCD162 y cada uno de 15A7, 9F9, y 43B6 Platos microttier de 96
columnas fueron cubiertos con anticuerpo IgG de cabra antt humano (Southem
Biotechnology Cat No 2040-01) (2ug/ml 50 pllcolumnas) de un dia para otro a
4°C Los platos fueron bloqueadas por incubacion con 0 25% de BSA en PBS (150
pl/columna) por 1 hora a 37°C Los platos bloqueados fueron después incubados
con protemnas de fusidn que contenlan vanos fragmentos de CD162 humano (2
pug/mi) durante 2 horas a temperatura ambiente Después de lavar 4 veces con
PBS que contiene 0 05% de Tween 20 (PBST), los platos fueron mcubados con
anticuerpos de prueba (2 pg/ml) durante 15 horas a temperatura ambiente
Después de la incubacion los platos fueron lavados 4 veces con PBST 50u! de
IgG de cabra anti-ratdn diluido 1 a 3000 conjugado con fosfatasa alcalina
(Southern Biotechnology, Cat No 1031-04) fueron luego adictonados a cada
columna y los platos fueron incubados por 1 hora a 37°C La reaccion de encimas
fue llevada a cabo adicionando 50 . de una solucién sustrato de fosfatasa aicalina
(1 tableta de solucién sustrato de fosfatasa alcalina disuelta en 5 ml de solucion
sustrato amortiguadora que contiene 0 012 M de NayCO,, 0 16 M de NaHCO; y 1

mM de MgCl; a pH 8 6), y fue determinada la absorbancia a 405 nm

Se encontrd que 43B6 y 9F9 fueron capaces de interactuar con todas las
proteinas de fusidn que contienen residuos 50 a 60 de CD162 humano maduro
indicando que los epitopos de 43B6 y 9F9 estaban localizados entre los residuos
50-60 A diferencia de 43B6 y 9F9 15A7 solo se fijd a las proteinas de fusidn que
cubren los residuos 42 a 319, pero no a las proteinas de fusién que cubren

residuos 42-119, indicando que el epitopo de 15A7 estaba localizado entre los
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residuos 119 a 319 La locahzacién del epiopo de 15A7 fue luego estrechada
entre los residuos 115 a 126 El cambio de un amino acido en la posicién 120 (Glu
— Arg) disminuyd la interaccidn entre 15A7 y la proteina de fusibn indicando que
el dominio de contacto pnmano del 15A7 sobre CD162 humano esta localizado en

o adyacente a la posicion 120, y el residuo Glu es esencial para la mnteraccion

Protelnas de fusidn que cubren vanas regiones de CD162 humano fueron también
expresadas en células de mamiferos y fueron probadas para su interaccidn con
15A7 Los fragmentos que cubren estas regwones fueron expresados como
proteinas de fusion con regidn constante de cadena pesada de inmunoglobulina
gamma 1 humana en células de mamfiferos Primero, el cDNA que codifica la
regidon constante de cadena pesada de inmonoglobulina gamma 1 fue insertado
dentro de un vector pcDNA3 (Invitrogen) Segundo, cDNAs codfficando vanas
regionas de hCD162 fueron amplificados mediante PCR con pnmers introduciendo
un sitio BamH en el extremo 5 y un sitio Xho! en el extremo 3  Estos productos
PCR fueron cortados con las correspondientes encimas y subclonados dentro de
el vector pcDNA3 que contiene la regidn constante de cadena pesada de
inmunoglobulina gamma 1 humana ElI nombre y secuencia de cada pnmer son

hstados en las Tablas 2 y 3 antenores

Los recién descntos vectores de exprasidon de mamiferos fueron transfectados
transiantemente dentro de células COS-7 mediante Lipofectamina 2000
(Invitrogen Cat No 11668-027) siguiendo 1a guia del fabncante Las células
transfectadas fueron cultivadas en medio Ig ulira bajo (Invitrogen, Cat No 16250-
078) Las protefnas expresadas fueron punficadas y sometidas a Sandwich ELISA

en |la misma manera dascnta amba
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Los resultados de ELISA muestran que solo las proteinas de fusién que contienen
residuos 94 a 148 pudieron interactuar interactuar con 15A7 Estos resultados son
consistentes con la idea de que el epitopo de 15A7 estd localizado entre los

residuos 115 a 126

Todos los resultados antenores indican que los epitopos de 9F9 43B6 y 15A7 son
proteino-dependientes en lugar de ser modificacibn de carbohidratos-
dependientes, puesto que todos los tres anticuerpos se fijan protelnas de fusidn
expresadas bactenalmente Ellos también indican que, aunque 15A7, 9F9 y 43B6
muestran propiedades similares en términos de especificidad fijadora y funcidon de
induccibn de apoptosis en células T activadas ellos funcionan a través de

dominios diferentes del CD162 humano y se comporian de manera diferente

EJEMPLO 2 Anticuerpos Quiméricos 15A7, 4386, y 9F9

Clonacién de reqiones vanables de cadena Inviana y pesada de anticuerpos anti-

CD162

cDNA que codffican las regiones vanables de cadenas livianas y pesadas (Vi y V)
de los anticuerpos 15A7 43B86, y 9F9 fueron ampliificadas por un método de PCR
anclado Los pnmers 3 hibndizados a la reqidn C y los pnmers 5 hibndizados a la
cola G anexados al cDNA usando deoxi transferasa terminal Los fragmentos de
PCR fueron clonados dentro de un vector pCRIl (Invitrogen) Varnos clones
independientes para cada cadena fueron secuenctados y comparados Una
secuencia representada por la mayoria de los clones independientes fue escogida
La secuencia ammno acido traducida fue luego anahzada para confirmar que la
secuencia escogida posee las caracteristicas tipicas de la regibn V de cadena
Ivana 0 cadena pesada de raton y pertenece a un subtipo especifico Las

regiones complementanas determinantes (CDRs) fueron entonces identficadas



28

por la comparacidn de las secuencias amino dcido traducidas con secuencias de
consenso de cada subtipo El nombre y secuencia para cada pnmer utilizado son
Iistados en las Tablas 2 y 3 anteriores Las secuencias amino &cidas deducidas de
las regiones V de cadenas livianas y pesadas de 15A7, 43B6 y 9F8 (SEQ ID Nos

19-24 se muestran en Resumen

Anticuerpos Quiméncos

Para generar vectores para expresar anticuerpos quiméncos c¢DNA que codifican
las regiones Vi, y Vu de 15A7 43B6, y 9F9 fueron amplificados mediante PCR
utihizando pnmers para incluir la secuencia péptida de sefial 5 y la seflal donante
de empalme 3 Los pnmers también introdujeron sitios Xbal en ambos extremos
de los productos PCR los cuales son luego cortados con la encima Xbal y igados
dentro de vector pVk pVgi pVg2 o pVg4 Xbal digendo Mas especificamente los
cDNAs de region V. de 15A7 43B8, y 9F9 fueron subclonados dentro del
plasmudo pVk Este plasmido contenla un promotor CMV, y una secuencia que
codifica la regidn constante de cadana liviana humana El cDNA de ragién Vi de
15A7 43B6 Y 9F9 fueron subclonados dentro de los pldsmidos pVg1 pVg2, o
pvg4 Cada uno de los tres plasmidas tenlan un promotor CMV Ellos también
contenlan respectivamente las regiones constantes de cadena pesada humana

de IgG1 1gG2 e igG4

Cada uno de los plasmidos descntos anternormente que codifican cadenas
Ivianas fueron co-transfectados con plasmidos que codifican cadenas pesadas
dentro de células COS-7 Los sobrenadantes de las células transfectadas fueron
recogidos Los anticuerpos quiméncos en los sobrenadantes fueron analizados por
su habihdad para fijarse a CD162 humano y para inducir apoptosis de células T

activadas

't
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Se encontrd que todos los anticuerpos quiméncos hechos de 15A7 43B6 y 9F9
se fijaron a trasfectantes Sp2/0 que expresan establemente CD162 humano pero
no a las células parentales Sp2/0, indicando que ellos retienen la especificidad de
fijarse al CD162 humano Ademas se encontré que los anticuerpos quUIMencos
indujeron apoptdsis en células T que habian sido activadas por 7 dias mdicando

que ellos también retienen esta funcidn de sus contrapartes de raton

Anticuerpos humanizados

15A7 de raton fue uthzado para hacer anticuerpos humanizados a través de
injertos de su COR dentro de un marco humano Para conservar la afimidad
fiiadora y especificidad es esencial conservar la conformacidn de la region V
cuando se injerta el CDR dentro del marco humano Para seleccionar un donante
de marco apropiado, las secuencias ammno acidas de las regiones V de cadenas
ivana y pesada de 15A7 de raton fueron comparadas con las de 50 anticuerpos

de ratdn que hablan sido humamzados

Se encontrd que un anticusrpo de ratén, mDREG-55, tenla una alta homologla de
secuencia con la regidn V de 15A7 de raton en ambas cadenas liviana y pesada
La mostrada a continuacidn es un alinearmento de secuencia de 15A7 de ratén

contra este anticuerpo mDREG-55 (los COR estan resaltados)

Allneamiento de cadena Iviana

mDREG-55  DIVLTQSPASLSVSLGERASISCKASQSVDY DGDSYMNWYQQKPGQPPKLLIYAASNLES
DI++TQ+P SL VSLG++ASISC++5QS+ + DG++Y WY QKPGQ PKLLIY SN §

m15AT DILMTQTPLSLPVSLGDQASISCRSSQSIVHNDGNTYFEWYLQKPGQSPKLLIYKVSNRFS

mDREG 55  GIPARFSGSGSGTDFTLNIHPVEEEDAATYYCQQSNEDPWTIF GGGTKLEIK
G+P RFSGSGSGT FTLNI VE ED YYC Q + P TF GGTKLE+K
m15A7 GVPDRFSGSGSGTHFTLNIZRVEAEDLGIYYCFQGSYVPLTFGAGTKLELK
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Alineamiento de cadena pesada

mDREG-35 EVKLVESGGGLVKPGGSLKLSCAASGFTFSTYAMSWVROTPEKRLEWVASISTGGST YYPRDSVKG
+VHLVESGGGLV+PGGS KLSCAABGFTFS++ M WVRQ PEK LEWVA 1+ G ST +Y +VKG

m15A7 DVOLVESGGGLVOPGGSRKLSCAASGFTFSSEGMHWVROAPEKGLEWVAYINGGSSTIFYANAVKG

mDREG 55 RFTISRDNARNILYLOMSSLRSEDTAMYYCAR.-DY DGYFDY WGQGTTLTVSS

RFTISRDN +N L+LOM+ LREEDTA+YYC R Y G DYWGOGT++TVSE
m15A7 RFTISRDNPKNTLFLOMTILRSEDTAIYYCGRYASYGGGAMDYWGQGTSVTVSS

DREG-55 da ratdbn es un anticuerpo monaclonal IgG1 contra L-selectina Las
secuencias de las regiones V. y Vy de 15A7 de ratdn fueron respectivamente

64 3% (solo marco 73 8%) y 70% (solo marco 81 6%) homologas a aquellas de
DREGS55 de raton

DREG-55 humanizado (HUDREG-55) habia sido construido utilizando secuencias
marco de las regiones V. y Vy de un anticuerpo Gal humano En consecuencia
para humanizar 15A7 de ratén , la secuencia marco de cadenas liviana y pesada

Gal humanas fueron utlizadas para reemplazar las contra partes de 15A7 de

ratén

Las regiones vanables Ivana y pesada de 15A7 humanizado fueron cada una
armadas por 4 pares de oligonucledtidos sintéticos (~ 80 bases de longitud) Los
oligonucledtidos de cada para fueron traslapados por alrededor de 20 nucledtwdos
Las secuencias nucledhdos fueron seleccionadas y sintetizadas para codificar las
secuencias de proteinas de las regwones vanables humanizadas incluyendo
péptidos sefial El ensamblaje y amplificacion de los genes fue llevado a cabo en
cuatro pasos (1) los cuatro pares de oligonucledtidos complementanos fueron
hibndados y extendidos con fragmento Klenow en 4 reacciones separadas (2) los
4 fragmentos dsDNA resultantes fueron mezclados por pares, desnaturalizados
rehibndados y extendidos en dos reacciones separadas, (3) los dos fragmentos

dsDNA resultantes fueron mezclados, desnaturalizados, rehibndados vy



31

extendidos para crear la dsDNA longitud total final y (4) el DNA resultante fue
amplficado mediante PCR con pnmers para introducir un sitio Xbal en ambos
extremos El fragmento PCR fue luego cortado con Xbal e insertado dentro de los
respectivos vectores vk y pVg4 Xbal digendos Luego en las posiciones donde
las interacciones entre CDR y el marco fueron consideradas importantes los
residuos de Gal fueron cambiados nuevamente a aquellos del 15A7 de ratén (es
decrr 162V y D74H) Listados a continuacion estan los alineamientos 15A7 de ratén
y 15A7 humanizado (Hu15A7) contra mDREG-55 en los cuales V62 y H74 estan
subrayados

Alineamiento de cadena liviana

hDREG-55 DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITC VDY YMNWYQQKPGKAPKLLIYAASNLES

m15A7 DILMTQTPLSLPVSLGDQASISCRSSQSIVHNDGNTYFEWYLQKPGQSPKLLIYKVSNRFS
Hu1SA7 DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCRSSQSIVHNDGNTYFEWYQOKPGKAPKLLIYKVSNRFS

hDREG-55 GIPSRFSGSGSGTDFTLTISSLOQPEDFATYYCQQSNEDPWTFGQGTKVEIK

mISAT GVPDRFSGSGSGTHFTLNISRVEAEDLGIYYCEFQGSYVPLTFGAGTKLELK
Hul 5 A7 GVPSRFSGSGSGTHFTLTISSLOPEDFATYYCEQGSYVPLTFGOGTKVEIK

Alineamiento de cadena pesada

hDREG-55 EVOLVESGGGLVOPGGSLRLSCAASGFTFSTYAMSWVRAQPGKGLEWVASISTGGST YYPDSVKG
m1SA7 DVOLVESGGGLVOPGGSRKLSCAASGFTFSSEGMHWVROAPEKGLEWVAYINGGSTIFYANAVKG
Hu15A7 EVOLVESGGGLVOPGGSLRLSCAASGFTFSSEGMHWVROAPGKGLEWVAYINGGSTIFY.

hDREG 55 RFTISRDNAKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAR--DY DGYFDYWGQGTLVTVSS

m15AT RFTISRDNPKNTLFLOMTILRSEDTAIYYCGRYASYGGGAMDYWGOGTEVTVSS

Hu15A7 RFTISRDNAKNTL YLOMNSLRAEDTAVYYCARYASYGGGAMDYWGOGTSVTVSS

Los plasmidos obtenidos de esta manera codifican cadenas livianas y pesadas de
15A7 humanizado Estos plasmidos fueron entonces co-transfectados dentro de
células COS-7 Los sobrenadantes agotados de las células cultivadas fueron luego
recogidos 15A7 humanizado en los sobrenadantes fue probado por su capacidad
para fijarse a transfactantes CHO que establemente expresan hCD162 y para
inducir apoptosis en células T activadas durante 7 dias Los resultados muestran

que ellos retienen estas capacidades
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Preparacién de Anticuerpos Quiméncos y Humanizados

Células que producen anticuerpos humanizados y quiméricos fueron producidas
Méas especlficamente células Sp2/0 (Sp2/0-Ag14 ATCC CRL 1581) fueron
establemente transfectadas con los plasmidos aproptados por electroporacion
utihzando un equipo Gene Pulser {(Bio-Rad Laboratones) a 360 V y 25 pF de
capacitancia de acuerdo a las nstrucciones del fabncante Antes de la
transfeccion los plasmidos fueron lineanzados por digestidn con enzima Bamhl
Todas las transfecciones fueron efectuadas utlizando 107 células en PBS y 20 pg
cada uno de DNA plasmido Las células de cada transfeccidn fueron colocadas en
dos platos de cultivo de 96 columnas Después de 48 horas fueron aplicados un
medio selectvo (DMEM 10% FBS/hipoxantinafimidina medio suplementario) y 1
pg/ml de acido micofendlico Las células productoras de anticuerpos fueron
seleccionadas y aisladas examinando la presencia de anticuerpo en el

sobrenadante del cultivo mediante ELISA

Las células aisladas fueron cultvadas en medio libre de suero o Ig bajo y el
sobrenadante cultvado fue recogido Los anticuerpos fueron purficados por el
paso sobre una columna de proteina A-Sefarosa CL-4B de estafilococo  Después
de lavar 5 veces con cada solucidn de lavado amortiguadora | (0 05% Tnton X-
100 50mM Tns-HCI, pH 8 5, 400 mM NaCl, 1mM CaCl, y 1 mg/ml OVA) y solucién
de lavado amortiguadora il (0 05% Tnton X-100 50mM Tns-HCI pH 8 5y 150 mM
de NaCl) los anticuerpos fijados fueron eluidos con una solucién amorhiguadora
de elusién que contiene 0 1 M de glicina-HCl pH 2 7, y neutralizada con 1 M Tns-

HCl,pH8 6

Mediciones de Afinidad

b
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Las afimdades de fijacion de los anticuerpos de ratbn gquiménco y 15A7

humanizado descntos antenormente fueron determinadas por fijacion competitiva

15A7 de ratén fue biotinllado por un sistema EZ-Link Sulfo-NHS-Biotina (Pierce
Biotechnology, Cat No 21217) Brevemente 05 mg (3 3 x 10" nmoles) de 15A7
de ratén fueron disueltos en 187 il de PBS y mezclados con 6 8x10 ® nmoles de
Sulfo-NHS-Biotina La mezcla fue luego incubada sobre hrelo por 2 horas antes de
que las biohnas hbres fueran removidos por didlisis contra PBS a 4°C de un dia

para otro E! 15A7 de ratbn marcado con bioiina asl obtemido fue almacenado a

4°C hasta su utiizacién

Transfectantes Sp2/0 que expresan establemente CD162 humano fueron
utiizados como fuente de antigeno CD162 humano 15A7 de ratén marcado con
biotina fue uthizado como trazador Cantdades crecientes de anticuerpos
compatidores ( de ratbn quiménco o 15A7 humamzada) fueron mezclados con 35
ng de ratén 15A7 marcado con biotina @ incubado con 1x10° células Sp2/0 que
expresan CD162 por 1 5 horas a 4°C con agitacién constante Después de lavado
el anticuermpo secundano Streptavidin-PE {Becton Dickinson Immunocytometry
System Inc Cat No 349023) fue adicionado a ia mezcla Después de incubacidn
por 45 minutos a 4°C las células fueron lavadas nuevamente, resuspendidas en

300 ! de PBS-1% de FBS, y sujeto a analisis FACS

Se ancontrd que la mitad maxima de concentracidn competidora de ratén 15A7 fue
3 72 pg/mi mientras que las de los 15A7 quiméncos y humanizados fueron 5 71
pg/ml y 4 51 uyg/ml respectivamente Estos resultados indican que las afimidades
de 15A7 de ratdn, quiménco y humanmizado son comparables En otras palabras la

afinidad fijadora (Ka) para 15A7 de rat6n es 4 03 X 10’ M ' mientras que para los
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15A7 quiméncos y humanizados son 262 X 10’ M' y 333 X 10" M’

respectivamente

Andalisis de Competicion

Los analisis de competicion fueron conducidos para estudiar la interaccion entre

los tres anticuerpos de ratdn armba descntos, PSGL-1 y P-Selectina

P-selectina es un hgando pnncipal de alta afinidad por PSGL-1 en la mayorfa de
leucocttos Para investigar s los tres anticuerpos previenen la fijacién de P-
selectna a PSGL-1 la fijacibn de P-selectina humana punficada a células-T
achvadas fue medida en la presencia de los tres anticuerpos KP-1 conocido por
bloquear la interaccibn de P-selectina y PSGL-1, fue usado como un control

positivo

PBMC humanos fueron activados con PHA al 1% durante 2 dias y mantenidos en
medio que conhene IL-2 durante 3 dlas Las células fueron incubadas con 9F9
15A7 43B6 KPL-1( un PSGL-1 antagonista) tntrados o un anticuerpo de control
(9E10) durante 30 minutos seguido de la adicibn de P-selectina humana
recombinada (1 25 pg/ml) La fijacién de P-selectina a las células-T activadas fue

medida mediante anti-P-selectina-FITC analizada sobre FACS

Consistente con reportes previos, KPL-1 casi ehmina completamente la fijacion de
P-selectina a células-T activadas a una baja concentracién ( 0 31 ug/ml) 43B6
bloqueo la fijacibn de P-selectina a las células T-activadas casi tan efectvamente
como lo hizo KPL-1 mientras una mas alta concentracion de 9F9 fue requenda
para lograr el mismo efecto En efecto, 0 08 ug/ml de KPL o 43B6 fue necesario
para abolr 50% de la fijacion En contraste 5 pyg/ml de 9F8 fue requendo Mas

aun 15A7 no tuvo ningun efecto inhibitorio sobre la fijacion de P-selectina aun a
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20 pg/mi Sorprendentemente éste aumento la fijacién de P-selectina a PSGL-1
Estos resultados indican que 15A7 y P-selectina se fijan a diferentes motivos de

PSGL-1 sobre la célula-T activada

El hecho de que 15A7 no compitiera con la P-selectina por PSGL-1 indica que una
admimistracibn 1n vivo de 15A7 no debe afectar la nmumdad innata por

interferencia al reclutamiento dependiente de P-selectina de leucocitos

Se ha reportado que PSGL-1 es expresado en bajos niveles en las plaquetas Los
efectos de los anticuerpos 15A7 sobre las plaquetas fueron examinados Se
encontrd que los anticuerpos no aumentaron o inhibieron la agregacidon de

plaquetas humanas

EJEMPLO 3 Anticuerpo Monoclonal de Hamster TAB4 contra PSGL-1 de

ratén

Un anticuerpo monoclonal contra PSGL-1 de raton TAB4 fue preparado de
manera similar al método descnto en el ejemplo 1 El indujo apoptosis de células-T
in vitro y agoto las células-T tin vivo Para determinar si él interfind con la fijacién
entre PSGL-1 de ratén y P-selectna de ratdbn anahsis de competicion fueron
realizados en una forma similar a la descnta en el Ejemplo 2 Se encontrd que
TAB4 no inhibib la fijacion de P-selectina de ratbn a PSGL-1 de ratdn adn en

concentraciones tan altas como 20 ug/mi

EJEMPLO 4 Anticuerpos Monoclonales de Ratén 4B7, 5C4, 12E7, 14B3, 17ES
y 18D12

Anticuerpos monoclonales adicionales contra PSGL-1 humano 4B7 5C4, 12E7

14B3 17E5 y 18D12 fueron caractenzados Una vez fijados a células-T activadas

Ay
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todos ellos indujeron muerte de las células-T activadas Analisis de competicion
fueron realizados en la manera descnta en el Ejemplo 2 para determinar si ellos
bloquean la interaccibn entre PSGL-1 y P-selectna Se encontrd que estos
anticuerpos tienen poco si algun efecto inhibitorio sobre la fijaci6n de P-selectina
humana a PSGL-1 humano aun a las mas altas concentraciones probadas (5

pg/ml)

OTRAS INCORPORACIONES

Todos los rasgos descubierios en esta especificacién pueden ser combinados en
cualquier combinacibn Cada rasgo expuesto en aesta especificacion puede ser
reemplazado por un rasgo altemativo que sirva el mismo equivalente o similar
propdsito Asl a menos que se exprese de oira manera cada rasgo expuesto es

solo un ejemplo de senes genéncas de rasgos equivalentes o similares

De la descnpcidn antenor una persona habil en el arte puede facimente
establecer las caracteristicas esenciales de la presente invencién y sin apartarse
del espintu y alcance de ellas puede hacer vanos cambios y modificaciones de la
invencién para adaptarla a vanos usos y condiciones Asl, otras incorporaciones

oestan también dentro del alcance de la invencién
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L QUE ES REIVINDICADO

1 Una cadena de inmunogiobulina que incluye, respectvamente, SEQ ID
NOs 1-3 SEQIDNOs 4-6 SEQIDNOs 7-9 SEQID NOs 10-12, SEQID

NOs 13-150 SEQID NOs 16-18

2 La cadena de inmunoglobulina de la revindicaciébn 1 donde la cadena de

mnmunoglobulina incluye SEQ ID NOs 1-3 o0 SEQ ID Nos 4-6

3 La cadena de inmunoglobulina de la revindicaciébn 1 donde la cadena de

inmunoglobulina incluye SEQ ID NOs 19 20 21 22 23 24 250 26

4 La cadena de inmunoglobulina de la reivindicacién 3, donde la cadena de

inmunoglobulina ncluye SEQ ID NO 250 26

5 Un anticuerpo que incluye una pnmera cadena de mmunoglobulina de la
rewvindicaciéon 1 y una segunda cadena de inmunoglobulina también de 1a
cadena 1, donde la pnmera cadena la cual es de cadena liviana y la
segunda cadena la cual es de cadena pesada contienen respectivamente
SEQ ID NOs 1-3y SEQ ID NOs 4-6, SEQID NOs 7-9y SEQ ID NOs 10-
12 0o SEQID NOs 13-15ySEQ ID NOs 16-18

6 El anticuerpo de Ila rewvindicacidn 5 donde la cadena hviana y la cadena

pesada contienen respectivamente SEQ ID NOs 1-3y SEQ ID NOs 4-6

7 El antcuerpo de la remindicacién 5, donde la cadena Iviana y la cadena
pesada contienen respectivamente SEQ ID NOs 19y 20,21y22 23y 24
025y 26

bx—
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El anticuerpo de la revindicacién 5, donde la cadena liviana y la cadena

pesada contienen, respectivamente, SEQ ID NOs 25y 26

Un anticuerpo que se fija especlficamente al Ligando —1 Ghcoprotelna P-
Selectina sin interfenr con la fijacién entre el Ligando —1 Glicoproteina P-
Selectina y la P-Selectina donde el anticuerpe una vez se fija al Ligando —
1 Glicoprotelna P-Selectina sobre una célula-T actvada induce ia muerte

de la célula-T activada

El anticuerpo de la revindicacién 10, donde el anticuerpo fija al Ligando -1

Glicoproteina P-Selectina humano

El anticuerpo de la revindicacién 9, donde el antcuerpo incluye una cadena

liviana y una cadena pesada que contienen respectivamente SEQ ID NOs

1-3y SEQ ID NOs 4-6

El anticuerpo de la reivindicacién 10, donde la cadena liviana y la cadena

pesada contienen respectivamente SEQ ID NOs 1-3 y SEQ ID NOs 4-6

Un anticuerpo que fija especificamente a los residuos amino acidos 115-126

del Ligando —1 Glicoproteina P-Selecttna humano

El anticuerpo de la rewvindicacion 13 donde el antcuerpo fija

especificamente a los residuos amino acidos 117-123

El anticuerpo de la remindicacion 14 donde el anticuerpo fija

especlficamente a los residuos amino acidos 119-121
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19

20

21

22

39

El anticuerpo de la remvindicacion 13 donde el anticuerpo incluye una
cadena liviana y una cadena pesada que contienen respectivamente SEQ

IDNOs 1-3ySEQ ID NOs 4-6

E! anticuerpo de la revindicacién 13, donde el anticuerpo, una vez se fija al
Ligando -1 Glicoproteina P-Selectina sobre una célula-T activada induce la

muerte de la célula-T activada

El anticuerpo de la reivindicacion 17, donde la cadena lviana y la cadena

pesada contienen, respectivamente, SEQ ID NOs 1-3 y SEQ ID NOs 4-6

Un método para inducir la muerte de células-T activadas que incluye poner
en contacto el anticuerpo de la rewvindicacion 8 con una célula-T activada
donde la fijacién del anticuerpo a la célula-T actrvada induce la muerte de la

célula-T activada

Un método para inducir la muerte de células-T activadas, que incluye poner
en contacto el anticuerpo de 1a rewvindicacidon 9 con una célula-T activada
donde la fijaci6n del anticuerpo a la célula-T activada induce la muerte de la

célula-T activada

Un método para inducir la muerte de células-T activadas que incluye poner
en contacto el anticuerpo de la remindicacidn 13 con una célula-T activada
donde la fijacién del anticuerpo a la célula-T activada induce la muerte de la

célula-T activada

Un método para modular la respuesta inmune mediada por células-T en un
indmduo, que comprende identificar un individuo que tiene o esta en nesgo

de tener una condicidn relacionada a una respuesta iInmune mediada por
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24

25

26

27

28

40

células-T excesiva y administrar al indwviduo una cantidad efectiva de un

anticuerpo de la rewvindicacidon 8

E! método de la reivindicacion 22 donde la condicidn es una enfermedad
inflamatona, una enfermedad autoinmune una enfermedad alérgica o un

cancer de células-T

El método de la revindicacion 23, donde el iIndviduo ha recibido o esta

contemplando recibir un trasplante alogénico o xenogénico

Un método para modular la respuesta inmune mediada por células-T en un
indvduo, que comprende identificar un individuo que tiene o esta en nesgo
de tener una condicién relacionada a una respuesta Inmune mediada por
células-T excesiva y admmistrar al ndmvduo una cantidad efectiva de un

anticuerpo de la reivindicacién 9

El método de la revindicacidn 25 donde la condicidn es una enfermedad
inflamatorra una enfermedad autoinmune una enfermedad alérgica o un

cancer de células-T

El método de la remndicacién 26 donde el indviduo ha recibido o esta

contemplando recibir un trasplante alogénico o xenogénico

Un método para modular fa respuesta inmune mediada por células-T en un
individuo que comprende identificar un individuo que tiene o esta en nesgo
de tener una condicidn relacionada a una respuesta inmune mediada por
células-T excesiva, y administrar al individuo una cantidad efectiva de un

anticuerpo de la rervindicacion 13
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30

31

32

33

35

36

37

41

El método de la revindicacién 28 donde la condicidn es una enfermedad
inflamatona una enfermedad autoinmune una enfermedad alérgica o un

cancer de células-T

El método de la rewvindicacidn 29, donde el ndviduo ha recibido o esta

contemplando recibir un trasplante alogénico o xenogénico

Un acido nucleico aislado que incluye un secuencia que codifica la cadena

de inmunoglobulina de la reivindicacidn 1

Un acido nucleico aisiado que incluye un secuencia que codifica la cadena

de inmunoglobulina de la reivindicacién 3

Un vector que incluye el acido nucleico de la revindicacidon 31

Un vector que incluye el 4cido nucleico de la reivindicacion 32

Una célula anfitnona que incluye un acido nucleico que codifica SEQ ID

NOs 1-3, SEQIDNOs 4-6 SEQIDNOs 7-9, SEQ IDNOs 10-12, SEQ ID
NOs 13-150 SEQ ID NOs 16-18

La célula anfitnona de la reivindicacidn 35 donde la célula es una célula de
bactena, una célula de levadura, una célula de planta, una célula de

insecto, o una célula de mamifero

La célula anfitnona de la rewvindicacidn 36 donde la célula de un mamifero

es una célula de hibndoma
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42

Una célula anfitnona que incluye un &cido nucleico que codifica SEQ ID

NOs 19 20 21 22 23 24 25026

La célula anfitnona de la remvindicaciones 38 donde la célula es una célula
de bactena una célula de levadura una célula de planta una célula de

insecto, o una célula de mamlfero

La célula anfitnona de |la rewvindicacién 36 donde la célula de un mamifero

6s una célula de hibndoma

Y2
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REQUISITOS MINIMOS PARA ADMISION A TRAMITE

PCT ,l'

PATENTE DE INVENCION [/J/ MODELO DE UTILIDAD [ ]

4 Indicacion de que se solicita la concesién de una patents [d]/

¢ Datos de identificacion del solicitante o de la persona que presenta la solicitud [

@ Descnpcidn de la Invencién A

4 Dibujos de ser astos pertinentes [}

¢ Comprobante de pago de las tasas establecidas ¥
COMPLETA [ ] INCOMPLETA [ ]

DISENO INDUSTRIAL [ ]

Indicacién de que se solicita el registro de Disefio Industrial [
Datos de identificacion del solicitante o de la peracna que presenta la sollcitud |
[
[

Representacién gréfica y fotogréfica del Disefio Industrial 0 muestra del
matenal que Incorpora el disefio

Comprobante de pago de las tasas establecidas

L R 2R 2 2

COMPLETA [ ] INCOMPLETA [ ]

ESQUEMA DE TRAZADO [ ]

€ Indicacitn de que se solicita el registro de un Esquema de Trazado [
¢ Datos de identficacion del solicitante o de la persona que presenta la solictud [
€ Representacion grafica del esquema trazado [
¢ Comprobante de pago de las tasas establecidas [

COMPLETA @ INCOMPLETA [ ]

)
]
]
]

Firma Responsabky
Fecha Lnsmum Carrera 13 No 27-00 Piso 5, 7 y 10
Conmutador 3 82 08 40
Fax. 350 5220
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Bogoté, D C, Colombia



REPUBLICA DE COLOMBIA

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO ‘k’
Bogoté,
2020
Doctor{a)

FERRERC EMILIO
Apoderado{a) y/o Representante de
ABGENOMICS CORPORATION

REFERENCIA Radicacién No 06 1232136
Bolicitud intermacional PCT/UB2005/016357
Fecha inicio fase nmacicnal 10/12/2006

Tr&mite 11
Evento 378
Actuacién 430
Oficlio No

- v.u.-856

Como resultado del de forma, realizado con fundamento en el articuleo 38 de
la Decisién 486 de la Comisién de la Commidad Andina, articulo 27 del Tratado das
Cooperacién en Materia de Patentes (PCT}, regla 51 bis del Reglamento y Circular
Gnica de la Superintendencia de Industria y Camercio, se le comunica que

1 ILa solicitud no contiene la coplia del documento en que comsta la cesifm del
derecho a la patente del inventor al solicitante o a su causante (Art 26-Kk)
Declaifn 486

2 El solicitante debe presentar un nuevo titulo que permita identificar la materia
de la cual trata la solicitud, ya que el titulo relacionado no se encuentra con la
precisién necesaria para identificar claramente el cbjeto de la solicitud de
patente (Regla 4 3 PCT, Art 26-27 D-486, Circular (nica 5 2 9)

En cumplimiento de lo dispuesto por el articulo 39 de la Decisién 486, se le
requiers para gue dentro del término de dos meses sigulentes a la fecha de
notificacitm del presente oficio, complete los requisitos anteriormente enunciados
En caso de no dar cumplimianto al presente regquerimiento, la solicitud se
considerari abandonada y parderd su prelaciém

Notifiquese el presente oficioc conforme a lo digpuesto en el numeral 5 2, literal
e), del capitulo 1 titulo primero de la Circular Unica Mo 10 de 2001

El anterior requerimiento fue notificado por fijaciémn en lista de

fecha _‘ELE.E“E m

adpalo







