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ANTICUERPOS ANTI-OX40 Y METODOS DE USO DE LOS MISMOS

CAMPO DE LA INVENCION

Fsta invencioén se refiere generalmente a la

5 modulacién de la activaciéon del receptor 0X40 'y mas
particularmente, a la modulacién del receptor O0X40 para
inhibir la funcién inmunosupresora de interleucina 10 (IL-10)

que produce células T reguladoras tipo 1 CcD4* (“células Trl”)

y células T reguladoras que expresan Foxp3" (a veces también

10 referidas en la presente como células "T-reg Foxp3'™”) y la
generacién de células Trl de células CD4" o células naive vy

produccién de IL-10.

REFERENCIA CRUZADA A LA SOLICITUD RELACIONADA

15 Esta solicitud reclama el beneficio y prioridad de
la Solicitud de Patente de los Estados Unidos Serie No.
61/375,999 presentada el 23 de agosto de 2010 y la Solicitud
de Patente de los Estados Unidos Serie No. 61/380,827
presentada el 08 de septiembre de 2010. Ambas solicitudes se

20 incorporan en la presente por referencia.

DECLARACION CON RESPECTO AL DESARROLLO O INVESTIGACION

FEDERALMENTE PATROCINADA

Esta invencién se hizo con el apoyo del gobierno
25 bajo ROl AIO061645-01, ROl AI062888-01 vy U1l9 AI071130-01
otorgado por los Institutos Nacionales de Salud. E1 gobierno

tiene ciertos derechos . en la invencién.

LN
——
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LOS NOMBRES DE LOS TERCEROS PARA UN ACUERDO DE

INVESTIGACION CONJUNTA

Ninguno

REFERENCIA A LA LISTA DE SECUENCIAS

Esta descripcidén incluye un listado de secuencias
presentado como un archivo de texto de acuerdo con 37 C.F.R.
§ 1.52(e) (v) nombrado sequence listing.txt, creado el 23 de
agosto de 2011, con un tamafioc de 13,836 bytes, el cual se
incorpora en la presente por referencia. Las descripciones de
secuencia y Listado de Secuencias adjuntos cumplen con las
reglas que rigen las descripciones de secuencia de
nucledétidos y/o aminodcidos en las solicitudes de patente
como se describe en 37 C.F.R. §§ 1.821-1.825. El listado de
secuencias contiene el cédigo de una letra para caracteres de
secuencia de nucledtidos y los cédigos de tres letras para
aminoacidos como se define de conformidad con los estdndares
de la TIUPAC-IUBMB descritos en Nucleic Acids Res. 13:3021-
3030 (1985) y en Biochemical J. 219 (No. 2):345-373 (1984).
Los simbolos y el formato utilizados para los datos de
secuencia de nucledtidos y aminodcidos cumplen con las reglas
descritas en 37 C.F.R. §1.822.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Las células Trl tienen un papel critico en 1la
tolerancia periférica. Las células Trl son particularmente
importantes para limitar el dafioc de tejido al huésped durante
las respuestas inmunes inflamatorias. La generacién de
células Trl acompafna las respuestas inmunes tanto TH1 como

TH2 in vivo e in vitro.

Las células Trl se generan de células T CD4" naive

000003



10

15

20

25

30

durante una respuesta inmune de células T conducida por
antigeno. Las células Trl son anérgicas en respuesta a la
sefializacién a través de receptores TCR, CD28 e IL-2 y tienen
la capacidad de suprimir la proliferacién conducida por
antigeno de células T CD4+ naive in vivo e in vitro. Las
células Trl tienen la capacidad de inhibir el desarrollo de
enfermedades autoinmunes y limitar 1la magnitud de 1las
respuestas inmunes a los patdgenos microbianos.

Mientras que se han estudiado las seflales
moleculares que conducen a las células Trl, poco se sabe
acerca de las seflales moleculares que regulan negativamente
la generacién de estas células. Aunque los farmacos
inmunosupresores, citocinas, moléculas coestimulantes, y DCs
se han implicado en la induccién de células Trl, las senales
gue regulan negativamente la generacidén de células Trl siguen

siendo dificiles de alcanzar.

BREVE DESCRIPCION DE LA INVENCION

La activacién del receptor 0X40 Dbloquea la
generacién de Trl de células T CD4'" de memoria o naive asi
comc también la produccidén de IL-10 de células Trl y la
funcién inmunosupresora de las células Trl. La activacidén del
receptor O0X40 también bloquea la produccién de IL-10 por
Células T-reg Foxp3" y la funcién inmunosupresora. Como tal,
presentados en la presente estadn anticuerpos de agonista que
enlazan al receptor 0X40, por lo que el agonista modula la
activacidén del receptor 0X40 para bloquear la secrecidén de
citocina IL-10 y/o 1las células Trl y T-reg Foxp3® en la
funcién inmunosupresora total. Esencialmente, los anticuerpos

pueden imitar el ligando OX40 y activar el receptor 0X40 en
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células Trl y/o células T reguladoras naturales ("“nTregs”),
también referidas como “T-regs. Foxp3'”

Como se muestra en las solicitudes de patente co-
pendientes de los Estados Unidos Series Nos. 11/659,266 y
12/861,135, OX40L inhibe 1la generacidén y funcidén de células
Trl que producen IL-10 de células T CD4+ naive y de memoria
que fueron inducidas por los fArmacos inmunosupresores
dexametasona y vitamina D3. Se descubrid que OX40L inhibe la
generacidén y funcidén de células T reguladoras gue producen
IL-10. Estos descubrimientos demuestran que la seflalizacidn
de 0X40 por OX40L suprime la generacidén de Células T humanas
inmunosupresoras que producen IL-10 en cultivo. Esta funcién
Unica de OX40L no es compartida por otros dos miembros de la
familia de TNF coestimulantes, ligando GITR y ligando 4-1BB.
0X40L fuertemente también inhibe la generacidén y funcidén de
células Trl que producen IL-10 inducidas por dos estimulos
fisioldgicos proporcionados por DCs inmaduras y de ligando
co-estimulante inducible. La sefializacidén del receptor 0X40
en células T humanas por anticuerpos monoclonales, moléculas
pequerias, o por el O0X40L, o proteina que tiene al menos 90

por ciento de homologia con estos, modula y regula la

_generacidén y funcidén de <células T inmunosupresoras gue

producen IL-10.

El descubrimiento se presta a numerosas
aplicaciones de tratamiento. Por ejemplo, anticuerpos
agonisticos, moléculas pequerdias o 0X40L podrian ser

utilizados para suprimir la generacidén y la funcidén de
células T inmunosupresoras que producen IL-10 y por lo tanto
podrian utilizarse para mejorar la respuesta inmune para

tratar cancer y enfermedades infecciosas, o como un adyuvante.
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para vacunas contra cancer. Los anticuerpos antagonistas para
0X40 u OX40L, o moléculas pequefias antagonistas, podrian
utilizarse para mejorar la generacién y la funcién de células
T inmunosupresoras que producen IL-10 y por lo tanto podrian
ser utilizados para el desarrollo de terapias para
enfermedades autoinmunes y enfermedades de injerto versus
huésped. Nuestro descubrimiento también proporciona.nétodos
de alto rendimiento para 1la seleccién de anticuerpos o
moléculas pequefias activando ya sea el receptor 0X40 (o por
el contrario bloqueando la sefializacién de 0X40) en las
células T para el desarrollo de terapias para el cancer, o
alternativamente, enfermedades autoinmunes, y enfermedades de
injerto versus huésped.

Los anticuerpos monoclonales vy humanos (algunas
veces referidos en la presente como un “anticuerpo anti-0X40”
y/o otras variaciones del mismo) que enlazan el receptor 0X40
humano se proporcionan en la presente. Estos anticuerpos son
utiles en el tratamiento o prevencién de enfermedades agudas
O croénicas o afecciones cuya patologia implica 0X40. En un
aspecto, se describe un anticuerpo humano aislado, o una
porcién de enlace de antigeno del mismo, que enlaza al 0X40
humano y es efectivo como un tratamiento para el céncer o
tratamiento contra una enfermedad autoinmune. Cualquiera de
los anticuerpos anti-0X40 descritos en la presente puede
utilizarse como un medicamento. Uno o mas de los anticuerpos
anti-0X40 pueden utilizarse para tratar uno o mas de una
variedad de cénceres o enfermedades autoinmunes'descritas en
la presente.

Los anticuerpos humanizados aislados que enlazan al

OX40 se proporcionan en la presente. Los anticuerpos aislados
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como se describe en la presente enlazan a 0X40, y pueden
enlazar a OX40 codificado de los genes siguientes: Numero de
Acceso de NCBI NP 003317, Numero de Acceso de Genpept P23510,
O genes que tienen 90 por ciento de homologia con estos. El
anticuerpo aislado proporcionado en la presente puede enlazar
adicionalmente al receptor 0X40 que tiene wuno de los
siguientes Numero de Acceso de GenBank: AAB39944, CAE11757, o
AAIO5071.

Como se ensena en la presente, un ejemplo es un
anticuerpo aislado el cual enlaza a 0X40 que comprende: (a)
una regidn variable de cadena pesada CDR1 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 1; (b) una regién
variable de cadena pesada CDR2 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEC ID NO: 2; (c) una regién variable de
cadena pesada CDR3 que comprende la secuencia de aminoacidos
de SEC ID NO. 3; (d) una regién variable de cadena ligera
CDR1 que comprende la secuencia de aminodcidos de SEC ID NO.
7; (e) una regién variable de cadena ligera CDR2 que
comprende la secuencia de aminodcidos de SEC ID No. 8; y (f)
una regidén variable de cadena ligera CDR3 que comprende la
secuencia de aminodcidos de SEC ID NO. 9.

Ademas, otro ejemplo es un anticuerpo aislado el
cual enlaza a 0X40 que comprende: (a) una regidén variable de
cadena pesada CDR1 que comprende la secuencia de aminoacidos
de SEC ID NO: 13; (b) una regidén variable de cadena pesada
CDR2Z que comprende la secuencia de aminoidcidos de SEC ID NO:
14; (c) wuna regién variable de cadena pesada CDR3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO. 15; (d)
una regidn variable de cadena ligera CDR1 que comprende la

secuencia de aminodcidos de SEC ID NO. 19; (e) una regién
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variable de cadena ligera CDR2 que comprende la secuencia de
aminodcidos de SEC ID NO. 20; y (f) una regién variable de
cadena ligera CDR3 que comprende la secuencia de aminodcidos
de SEC ID NO. 21.

Alternativamente, un anticuerpo aislado puede tener
una regidén variable de cadena pesada CDRI qgue comprende la
secuencia de aminodcidos de SEC ID NO: 1 o 13; una regién
variable de cadena pesada CDR2 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEC ID NO: 2 o 14; y/o una regién variable de
cadena pesada CDR3 que comprende la secuencia de aminoacidos
de SEC ID NO: 3 o 15, o una regién &ariable de cadena pesada
CDR que tiene 90 por ciento de homologia con esta.

Ademas, un anticuerpo aislado puede tener una
regién variable de cadena ligera CDR1 que comprende la
secuencia de aminodcidos de SEC ID NO: 7 o 19; una regiodn
variable de cadena ligera CDR2 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEC ID NO: 8 o 20 y/o una regién variable de
cadena ligera CDR3 que comprende la secuencia de aminoacidos
de SEC ID NO: 9 o 21, o una regién variable de cadena pesada
que tiene 90 por ciento de homologia con esta.

El anticuerﬁo aislado puede tener una regién
variable de cadena ligera (“WL”) que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEC ID NO: 10, 11, 22 o 23, o una secuencia
de aminodcidos con al menos 90 por ciento de identidad con
las secuencias de aminodcidos de SEC ID NO: 10, 11, 22 o 23.
El anticuerpo aislado puede tener una regién variable de
cadena pesada (“"VH") que comprende la secuencia de
aminodcidos de SEC ID NO: 4, 5, 16 y 17, o una secuencia de
aminoacidos con al menos. 90 por ciento de identidad con las

secuencias de amincdcidos de SEC ID NO: 4, 5, 16 y 17. Como
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tal, como un ejemplo, el anticuerpo aislado puede comprender
una secuencia pesada variable de SEC ID NO: 5 y una secuencia
ligera variable de SEC ID NO: 11, o una secuencia gue tiene
90 por ciento de homologia con esta. De manera similar, el
anticuerpo aislado puede tener una secuencia pesada variable
de SEC ID NO: 17 y una secuencia ligera variable de SEC ID
NO: 23 o una secuencia que tiene 90 por ciento de homologia
con esta.

El anticuerpo aislado puede tener cadena ligera
variable codificada por la secuencia de &cido nucleico de SEC
ID NO: 12, o 24, o una secuencia de &cido nucleico con al
menos 90 por ciento de identidad con las secuencias de
nucledtidos de SEC ID NO: 12 o 24. El anticuerpo aislado
puede tener cadena pesada variable <codificada por una
secuencia de 4&cido nucleico de SEC ID NO: 6 o 18, o una
secuencia de acido nucleico con al menos 90 por ciento de
identidad con las secuencias de nucledétidos de SEC ID NO: 6 o
18.

En la presente también se proporcionan anticuerpos
monoclonales. Los anticuerpos monoclonales pueden tener una
cadena ligera variable que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEC ID NO: 10 o 22, o una secuencia de
aminoacidos con al menos 90 por ciento de identidad con las
secuencias de aminodcidos de SEC ID NO: 10 o 22. Ademds se
proporcionan anticuerpos monoclonales que tienen una cadena
pesada variable que comprende la secuencia de aminodcidos de
SEC ID NO: 4 o 16, o una secuencia de aminodcidos con al
menos 90 por ciento de identidad con las secuencias de

aminocdcidos de SEC ID NO: 4 o 16.

En la presente también se proporciona un %ﬁiﬁo
guul
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nucleico aislado que codifica cualquiera de los anticuerpos
anti-0X40 ensefiados en la presente. Ademas en la presente se
proporcionan células huéspedes, cada una comprende A&cido
nucleico que codifica cualquiera de los anticuerpos anti-0X40
descritos en la presente. Adicionalmente se proporcionan
metodos para producir . un anticuerpo (tal como la célula
huésped que comprende 4cido nucleico que codifica cualquiera
de los anticuerpos anti-0X40 descritos en la presente) gue
comprenden cultivar la célula huésped de modo que el
anticuerpo se produce, y/o recuperar el anticuerpo de 1la

célula huésped.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

A fin que la manera en la cual las caracteristicas,
aspectos y ventajas de la invencién citadas anteriormente,
asi como otras que llegardn a ser evidentes, se logre y se
pueda entender en detalle, la descripcién mas particular de
la invencién brevemente resumida anteriormente se puede tener
por referencia a las modalidades de la misma que se ilustran
en las figuras que forman una parte de esta especificacién.
Se observara, sin embargo, que las figuras anexas ilustran
algunas modalidades de la invencién y, por lo tanto, no seran
consideradas limitantes del alcance de la invencién, para que
la invencién pueda admitir otras modalidades igualmente
efectivas.

La FIG. 1 muestra que Tejidos de linfoma folicular
(FL) humanos infiltrados con Tregs FOXP3* y co-localizados
con las ceélulas B de tumor y monocitos. Izquierda: Doble
inmunotincién de Tregs FOXP3' (rojo) y células de linfoma B

CD20" (verde); Derecha: Tregs FOXP3" (rojo
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10

monocitos/macréfagos/DC CDllct (verde).

Las FIGS. 2A y 2B muestran numeros incrementados de
Tregs CD4+FOXP3" en pacientes con FL. Las células de tumor y
PBMCs se obtuvieron de seis pacientes con FL en el
diagnéstico inicial antes de la terapia. También se
obtuvieron PBMCs de seis donantes normales para comparacién.
Los porcentajes de las células T reguladoras sobre células T
CD4" totales se determinaron por analisis citométrico de
flujo de Tregs CD4'CD25'CD127"¥%FOXP3*. La FIG. 2A muestra
analisis FACS representativo de Tregs. PBMC de FL y células
de tumor de FL se dividieron del mismo paciente. La FIG. 2B
muestra el porcentaje de Tregs de todos los donantes. La
barra horizontal indica medias.

La FIG. 3 muestra el aislamiento de Tregs
ICOS"FOXP3" o ICOSTFOXP3' de FL. La suspensién de célula Gnica
se obtuvo de un espécimen de bazo antes de cualquier
tratamiento. Las células se descongelaron en el dia del
ensayo. Células T CD4"CD87CD147CD16°CD56 CD11c TCRyS™ se
dividieron en subconjuntos CD25P%% y D253t 35 Tregs
CD4*CD25%**Foxp3* adicionalmente se clasificaron en
subconjuntos ICOS*'* e 1C0S**? con base en la expresién
superficial de ICOS. En todos los subconjuntos se determind
la expresidén intracelular de FOXP3.

La FIG. 4 muestra Tregs intratumorales que inhiben
la proliferacidén de células T CD4'CD25 infiltrantes en FL vy
la inhibicién podria ser parcialmente bloqueada por
anticuerpos de neutralizacién anti-IL-10. Las células T
infiltrantes de tumor CD4'CD25 " etiquetadas con CFSE se
cultivaron con células de tumor autdlogas preactivadas por

CD40L recombinante en la presencia o ausencia de Tregs
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ICOS'FOXP3" o Tregs ICOS'FOXP3*, o anti-IL-10 (10 pug/ml) .
Después de 72 horas de cultivo, la proliferacién de células
CD4'CD25" se determind por analisis citométrico de flujo de
dilucidén de CFSE.

La FIG. O5A muestra el andlisis intracelular de la
produccidén de citocina por células T CD4* naive como se
determina por citometria de flujo de acuerdo con una
modalidad de un método de la presente invencién.

La FIG. 5B muestra la produccién de citocina por
células T CD4" naive como se determina por ELISA de acuerdo
con una modalidad de un método de la presente invencién.

La FIG. 5 muestra la funcidén supresora por células
Trl que producen IL-10 como se determina por la incorporacidn
de [’H]timidina de acuerdo con una modalidad de un método de
la presente invencién.

La FIG. 6A muestra el andlisis intracelular de la
produccién de citocina por células T CD4" de memoria como se
determina por citometria de flujo de acuerdo con una
modalidad de un método de la presente invencién.

La FIG. 6B muestra la produccién ‘de IL-10 por
células T CD4" de memoria como se determina por ELISA de
acuerdo con una modalidad de un método de la presente
invencién.

La FIG. 7A muestra el andlisis intracelular de la
produccién de citocina por células T CD4*' naive como se
determina por citometria de flujo de acuerdo con una
modalidad de un.método de la presente invencién.

La FIG. 7B muestra la produccidén de IL—iO por
células T CD4" naive como se determina por ELISA de acuerdo

con una modalidad de un método de la presente invencién.
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La FIG. 7C muestra el numero de células T viablés
contadas de acuerdo con una modalidad de un método de 1la
presente invencidn.

La FIG. BA muestra el analisis intracelular de la
produccidén de citocina por células T CD4' naive como se
determina por «citometria de flujo de acuerdo con una
modalidad de un método de la presente invencién.

La FIG. 8B muestra la produccién de IL-10 por
células T CD4" naive como se determina por ELISA de acuerdo
con una modalidad de un método de la presente invencién.

La FIG. 8C muestra el andlisis intracelular de la
produccidn de citocina por células T CD4" de memoria como se
determina por «citometria de flujo de acuerdo con una
modalidad de un método de la presente invencién.

La FIG. 8D muestra la produccién de IL-10 por
células T CD4" de memoria como se determina por ELISA de
acuerdo con una modalidad de un método de la presente
invencién.

La FIG. B8E muestra el andlisis intracelular de la
produccidén de citocina por células T CD4' naive como se
determina por citometria de flujo de acuerdo con una
modalidad de un método de la presente invencién.

La FIG. B8F muestra la produccién de IL-10 por
células T CD4" naive como se determina por ELISA de acuerdo
con una modalidad de un método de la presente invencién.

La FIG. 9 muestra la produccién de 1IL-10 por
células T reguladoras como se determina por ELISA de acuerdo
con una modalidad de un método de la presente invencién.

La FIG. 10 muestra los resultados de la seleccién

de sobrenadantes de hibridoma de O0X40 anti-humano contra L-
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0X40 versus células L parentales como se determina por ELISA.

La FIG. 11 muéstra la seleccién de anticuerpos
monoclonales especificos de 0X40 humano como se determina por
analisis de citometria de flujo de acuerdo con una modalidad
de un método de la presente invencién.

La FIG. 12 muestra la confirmacién de la
especificidad de los anticuerpos monoclonales anti-hOX40
mediante el uso de células SUPM2 que expresan O0X40 (SUPM2-
O0X40) de acuerdo con una modalidad de un método de 1la
presente invencidn.

La FIG. 13 muestra anticuerpos monoclonales
especificos de O0X40 que pueden inhibir la generacidén de
células que producen IL-10 (Trl) de células T CD4*
estimuladas por vit D3 (0.1 uM) /Dex (50 nm), CD32L/ICOSL \%
anti-CD3/CD28 (0.2 ng/ml) de acuerdo con una modalidad de un
método de la presente invencién. Los datos de la
Clasificacidén de Células Activadas por Fluorescencia (FACS)
se muestran en A y los porcentajes de células que producen
IL-10 para todos los tratamientos de anticuerpos monoclonales
0X40 se muestran en B.

La FIG. 14 muestra los resultados que los
anticuerpos monoclonales especificos de hOX40 gue inhiben la
generacién de células Trl también estimulan la proliferacidn
de células T CD4" de acuerdo con una modalidad de un método
de la presente invencién.

Las FIGS. 15A, 15B, y 15C detallan la titulacién de
anticuerpos monoclonales de 0X40 para su capacidad de inhibir
la generacién de células Trl a partir de células T CD4+ de
acuerdo con wuna modalidad de un método de la presente

invencidén. Los datos representativos de FACS se muestran en
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la FIG. 15A y el porcentaje de células Trl después del
tratamiento con nueve anticuerpos monoclonales de OX40 se
muestra en la FIG. 15B.

Las FIGS. leA, 16B 'y 16C muestran que los
anticuerpos monoclonales especificos de 0OX40 que inhiben la
generacidén de células Trl que producen IL-10 a partir de
células T CD4" también inhiben la produccién de IL-10 de Treg
ICOS*CD4*CD25%*2CD127 v funcién inmunosupresora. Las Tregs
ICOS'CD4*CD25%**CD127" (ICOS'Tregs) recientemente clasificadas
se estimularon con anti-CD3 (02 pg/ml) en la presencia de
células de CD32L/ICOSL y células CD32L/0X40L (FIG. 16a) o
anticuerpos monoclonales de 0X40 o anticuerpo de control
(FIG. 16B) durante cinco dias. Las células luego se volvieron
a estimular con anti-CD3/CD28 por 24 horas y los
sobrenadantes se sometieron a ensayo por ensayo
inmunoabsorbente ligado a enzima (ELISA). La FIG. 16C es un
ensayo de proliferacién basado en monocitos que muestra que
dos de los anticuerpos bloquean la funcidén de ICOS*Treg.

Las FIGS. 17A y 17B muestran la identificacién de
anticuerpos monoclonales anti-hOX40 que inhiben la generacidn
de células Trl y bloguean la funcién de Treg FOXP3*CD4*Cp253lta
de acuerdo con una modalidad de un método de la presente
invencién. Los analisis de citometria de flujo
representativos se muestran en la FIG. 17A. Los datos para
seis anticuerpos monoclonales se muestran en la FIG. 17B.

La FIG. 18 demuestra la identificacién de 1los
anticuerpos monoclonales anti-hOX40 que no inhiben la
generacion de células Trl pero bloquean la funcién de Treg

FOXP3'CD4"CD25%*® de acuerdo con una modalidad de un método de

la presente invencién. QQQ315



10

15

20

25

30

15

Las FIGS. 19A y 19B nmuestran 1los anticuerpos
agonistas anti-hOX40 que bloquean la. funcidén de Treg
CD4'CD25%'%* derivada de linfoma de acuerdo con una modalidad
de un método de la presente invencién. Los andlisis de FACS
representativos se muestran en la FIG. 19A y los datos para
todos los experimentos se muestran en la FIG. 19B.

La FIG. 20 muestra que‘los anticuerpos monoclonales
anti-hOX40 pueden enlazar células T CD4' de mono rhesus. Como
Sse muestra, seis de los mAbs anti-hOX40 pueden enlazar
células T CD4" activadas de mono rhesus y enlazardn OX40 de
rhesus y activaran la sefializacién de 0OX40.

La FIG. 21 muestra que cada uno de los anticuerpos
Hul06-222 Lote I y II del Ejemplo I esta comprendido de una
cadena pesada con un peso molecular de aproximadamente 50 kD
Yy una cadena ligera con un peso molecular de aproximadamente
25 kD. La pureza de los anticuerpos Hul06-222 Lote I y II
parece ser mas de 95%.

La FIG. 22 muestra el andlisis de anticuerpos 106-
122, Chl06 y Hul06-222 (Lote II) de ratén para enlazar a
células L/0X40 (Ejemplo I).

La FIG. 23 representa la estructura esquemitica del
vector de expresién para el anticuerpo Hul06 IgGl/kappa
(Vector de expresidén). Procediendo en el sentido de 1las
manecillas del reloj desde el sitio Sall en 1la parte
superior, el pléasmido contiene la unidad de transcripcién de
cadena pesada iniciando con el promotor temprano inmediato
principal de citomegalovirus humano (CMV) y mejorador
(promotor de CMV) para iniciar la transcripcién del gen de
cadena pesada de anticuerpo. El promotor de CMV es seguido

por el exdén de VH, una secuencia genémica que contiene la
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regién constante de cadena pesada gamma-1 humana que incluye
los exones CH1, de bisagra, CH2 y CH3 con los intrones que
intervienen, y el sitio de poliadenilacién que sigue el exén
CH3. Después de la secuencia de gen de cadena pesada, la
unidad de transcripcién de cadena ligera comienza con el
promotor de CMV, seguido por el exén de VL y una secuencia
gendmica que contiene el exén de regién constante de cadena
kappa humana (CL) con parte del intrén que le precede, y el
sitio de poliadenilacién que sigue el exdé4n CL. EI gen de
cadena ligera luego es seguido por el promotor temprano de
Sv40 (promotor de SV40), el gen de xantina guanina
fosforribosil transferasa de E. coli (gpt), y un segmento que
contiene el sitio de poliadenilacién de SV40 (sitio de
poli(A) de SV40). Finalmente, el plasmido contiene una parte
del plasmido pUC19, que comprende el origen bacteriano de
replicacién (pUC  ori) y gen de Dbeta-lactamasa (beta
lactamasa). Las ubicaciones de sitios relevantes de enzima de
restriccién se muestran en la figura.

La FIG. 24 muestra la comparacién entre los
anticuerpos Hu 106-222 Lote I y II para enlazar a células
L/0X40 (Ejemplo I a continuacién).

La FIG. 25 muestra que Hul 19-122 estd comprendido
de una cadena pesada con un peso molecular de aproximadamente
50 kD y wuna «cadena ligera con un peso molecular de
aproximadamente 25 kD. La pureza de Hull9 parece ser mas de
95% (Ejemplo II a continuacién).

La FIG. 26 muestra el resultado del andlisis de
FACS de anﬁicuerpos Chll19-122 y Hull9-122 descritos en la
presente (Ejemplo II a continuacidn).

La FIG. 27 muestra que el clon de mAb de 0X40 anti-
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humano humanizado 119-122 (Hull9), Y sSu anticuerpo mutado que
enlaza a FcR (Hull9-AA) mejord la proliferacién de células T
CD4™. Hull9-122 produjo mejor actividad estimulante de
células T en comparacién con el mAb de 0OX40 anti-humano de
ratén parental (Ratén 119-122). Sin embargo, el mAb de 0X40
anti-humano quimérico (Chl119, VH y VL de ratén pero regiones
constantes gamma-1 y kappa humanas) no mejord la
proliferacién de células T.

La FIG. 28 muestra que el clon de mAb de 0X40 anti-
humano humanizado mutado que enlaza a FcR 106-222 (Hu222AA) Y
clon de mAb de OX40 anti-humano quimérico 106-222 (Ch222)
mejoraron la proliferacién de células T CD4" naive estimuladas
por anti-CD3. Estos anticuerpos tienen actividad estimulante
similar en comparacién con el mAb de 0X40 anti-humano de
ratdn parental (Ratdén 222). Sin embargo, el Ab de 0X40 anti-
humano completamente humanizado, Huz22, no mejora la
proliferacién de células T en comparacién con IgGl humana.

La FIG. 29A y B muestra que el clon de mAb de 0X40
humanizado y anti-humano de ratén 119-122 bloquea la funcién
supresora de Treg CD4".

La FIG. 30 proporciona datos que muestran que los
anticuerpos de 0X40 anti-humanos mejoran la proliferacién de
células T CD4+ y CD8" usando anticuerpos unidos a la placa.

La FIG. 31 muestra que los anticuerpos de 0X40
humanizados y anti-humanos de ratén requieren reticulacién
para mejorar la proliferacidén de células T.

La FIG. 32 muestra que los anticuerpos de 0X40
anti-humanos bloquean la actividad de Tregs CD4'FOXP3*n usando
anticuerpos de unién a la placa.

La FIG. 33 muestra que una alta concentracién de
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anticuerpos de OX40 anti-humanos de ratén preferentemente
matan Tregs FOXP3".

La FIG. 34 muestra que los mAbs de OX40 anti-
humanos de ratén actian directamente ya sea sobre células T
efectoras o nTregs para bloquear la funcién supresora de
Tregs.,

Las FIGS. 35A, 35B y 35C muestran los resultados
del tratamiento de tumor de mAb anti-hOX40 en ratoﬁes
transferidos adaptativamente con células T hOX40*'CD8'. E1 mAb
de OX40 anti-humano promueve la expansién y supervivencia de
células T in vivo. El régimen de vacunacién terapéutica se
muestra en la FIG. 35A. Las imédgenes representativas de
bioluminiscencia in vivo se muestran en la FIG. 35B. Los
resultados del tratamiento de tumor de anticuerpo se muestran
en la FIG. 35C.

La FIG. 36 muestra la alineacién de las secuencias
de aminoadcidos de 106-222, 106-222 humanizado (Hul06), y se
muestran las secuencias de VH de X61012 aceptoras humanas
(numero de acceso de GenBank). Los residuos de aminodcido se
muestran en cédigo de letra Unica. Los nUmeros arriba de las
secuencias indican las ubicaciones de acuerdo con Kabat et
al. (Sequences of Proteins of Immunological Interests, Fifth
edition, NIH Publication No. 91-3242, U.S. Department of
Health and Human Services, 1991). Las mismas secuencias como
se reivindican en la presente también se proporcionan en el
Listado de Secuencias y los numeros de posicién pueden ser
diferentes. En la Figura 36, las secuencias de CDR definidas
por Kabat et al. (1991) son subrayadas en VH de 106-222. Los
residuos de CDR en VH de X61012 se omiten en la figura. Las

secuencias de VH humanas homdélogas a los armazones de VH de
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106-222 se buscaron dentro de la base de datos de GenBank, vy
la secuencia de VH codificada por el ADNc de X61012 humano
(VH de X61012) se eligidé como una aceptora para la
humanizacién. Las secuencias de CDR de VH de 106-222 primero
se transfirieron a las posiciones correspondientes de VH de
X61012. A continuacién, en las posiciones de armazédn donde el
modelo tridimensional de las regiones variables de 106-222
sugieren contacto significativo con las CDRs, los residuos de
aminoacido de VH de 106-222 de ratén se sustituyeron por los
residuos humanos correspondiente. Estas sustituciones se
realizaron en las posiciones 46 y 94 (subrayadas en HV de
Hul06). Ademés, un residuo de armazén humano que se encontrd
que es atipico en el subgrupo de regidén V correspondiente se
sustituyé con el residuo mds tipico para reducir la
inmunogenicidad potencial. Esta sustitucién se realizd en la
posicidén 105 (subrayada doble en VH de Hul06).

La FIG. 37 muestra la alineacidén de las secuencias
de aminoadcidos de 106-222, 106-222 humanizado (Hul06), y se
muestran las secuencias de VL de AJ388641 aceptoras humanas
(nimero de acceso de GenBank). Los residuos de aminocdcido se
muestran en cdédigo de letra unica. Los numeros arriba de las
secuencias indican las ubicaciones de acuerdo con Kabat et
al. (1991). Las mismas secuencias como se reivindican en la
presente también se proporcionan en el Listado de Secuencias
aunque los numeros de posicién pueden ser diferentes. Las
secuencias de CDR definidas por Kabat et al. (1) estén
subrayadas en VH de 106-222. Los residuos de CDR en VL de
AJ388641 se omiten en la figura. Las secuencias de VL humanas
hombélogas a los armazones de VL de 106-222 se buscaron dentro

de la base de datos de GenBank, vy la secuencia de VL
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codificada por el ADNc de AJ388641 humano (VL de AJ388641) se
eligidé como una aceptora para humanizacién. Las secuencias de
CDR de VL de 106-222 se transfirieron a las posiciones
correspondientes de VL de AJ388641. No se realizaron
sustituciones de armazén en la forma humanizada.

La FIG. 38 muestra la secuencia de nucledédtidos del
gen de VH de Hul06 flanqueado por los sitios Spel y HindIII
(subrayados) mostrada junto con la secuencia de aminodcidos
deducida. Los residuos de aminodcido se muestran en cédigo de
letra uUnica. La secuencia de péptido sefial estd en cursiva.
El residuo de aminodcido N-terminal (Q) de la VH madura esta
doble subrayado. Las secuencias de CDR de acuerdo con la
definicidén de Kabat et al. (1991) estdn subrayadas. Las
mismas secuencias como se reivindican en la presente también
se proporcionan en el Listado de Secuencias y los numeros de
posicidén pueden ser diferentes en el Listado de Secuencias.
La secuencia de intrdén estd en cursiva. E1l fragmento de gen
de VH de Hul06 digerido con Spel y HindIII se clond entre los
sitios correspondientes en el Vector de Expresién mostrado en
la Figura 23.

La FIG. 39 muestra la secuencia de nucledtidos del
gen de VL de Hul06-222 flanqueado por sitios Nhel y EcoRI
(subrayados) mostrada junto con la secuencia de aminodcidos
deducida. Los residuos de aminodcido se muestran en cdédigo de
letra unica. La secuencia de péptido sefial estd en cursiva.
El residuo de aminodcido N-terminal (D) de la VL madura esta
doble subrayado. Las secuencias de CDR de acuerdo con la
definicidén de Kabat et al. (1991) estadn subrayadas. La
secuencia de intrén estd en cursiva. El fragmento de gen de

VL de HulO6é digerido con Nhel y EcoRI se clondé entre los
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sitios correspondientes en el Vector de Expresién mostrado en
la FIG. 23. Las mismas secuencias como se reivindican en la
presente también se proporcionan en el Listado de Secuencias
aunque los numeros de posicién pueden ser diferentes en el
Listado de Secuencias.

La FIG. 40 muestra la alineacidén de las secuencias
de aminoacidos de 119-122, 119-122 humanizado (Hull9), y se
muestran las secuencias de VH de 214189 aceptoras humanas
(nimero de acceso de GenBank). Los residuos de aminoadcido se
muestran en cddigo de letra Unica. Los numeros arriba de las
secuencias indican las ubicaciones de acuerdo con Kabat et
al. (Sequences of Proteins of Immunological Interests, Fifth
edition, NIH Publication No. 91-3242, U.S. Department of
Health and Human Services, 1991). Las secuencias de CDR
definidas por Kabat et al. (1991) estén subrayadas en VH de
119-122. Los residuos de CDR en VH de 214189 se omiten en la
figura. Las secuencias de VH humanas hombélogas a los
armazones de VH de 119-122 se buscaron en la base de datos de
GenBank, y la secuencia de VH codificada por el ADNc de
214189 humano (VH de Z14189) se eligid como una aceptora para
humanizacién. Las secuencias de CDR de VH de 119-122 primero
se transfirieron a las posiciones correspondientes de VH de
214189. A continuacién, en las posiciones de armazén donde el
modelo tridimensional de las regiones variables de 119-122
sugiridé contacto significativo con las CDRs, los residuos de
aminoadcido de VH de 119-122 de ratdén se sustituyeron por los
residuos humanos correspondientes. Estas sustituciones se
realizaron en las posiciones 26, 27, 28, 30 y 47 (subrayadas
en la secuencia de VH de Hull9) como se muestra en la figura.

Las mismas secuencias como se reivindican en la presente
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también se proporcionan en el Listado de Secuencias aunque
los numeros de posicién pueden ser diferentes en el Listado
de Secuencias.

La FIG. 41 muestra la alineacién de las secuencias
de aminodcidos de 119-122, 119-122 humanizado (Hull9), y se
muestran las secuencias de VL de M29469 aceptoras humanas
(Numero de acceso de GenBank). Los residuos de aminoadcido se
muestran en cddigo de letra Unica. Los numeros arriba de las
secuencias indican las ubicaciones de acuerdo con Kabat et
al. (1991). Las secuencias de CDR definidas por Kabat et al.
(1) estén subrayadas en VL de 119-122. Los residuos de CDR en
VL de M2946S se oﬁiten en la secuencia. Las secuencias de VL
humanas homdélogas a los armazones de VL de 119-122 se
buscaron dentro de 1la base de datos de GenBank, vy la
secuencia de VL codificada por el ADNc de M29469 humano (VL
de M29469) se eligid como un aceptor para humanizacién. Las
secuencias de CDR de VL de 119-122 se transfirieroﬂ a las
posiciones correspondientes de VL de M29469. ©No fueron
necesarias sustituciones de armazén en la forma humanizada.
Las mismas secuencias como se reivindican en la presente
también se proporcionan en el Listado de Secuencias aunque
los numeros de posicidén pueden ser diferentes en el Listado
de Secuencias.

La FIG. 42 muestra la secuencia de nucledtidos del
gen de VH de Hull9 flanqueado por los sitios Spel y HindIII
(subrayados) mostrada junto con la secuencia de aminoacidos
deducida. Los residuos de aminodcido se muestran en cdédigo e
letra uUnica. La secuencia de péptido sefial estd en cursiva.
El residuo de aminodcido N-terminal (E) de la VH madura es

doble subrayado. Las secuencias de CDR de acuerdo con la
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definicién de Kabat et al. (1991) estéan subrayadas. La
secuencia de intrén estd en cursiva. El fragmento de gen de
VH de Hull9 digerido con Spel y HindIII se clondé entre los
sitios correspondientes en el Vector de Expresién mostrado en
la FIG. 23. Las mismas secuencias como se reivindican en 1la
presente también se proporcionan en el Listado de Secuencias
aunque los numeros de posicién pueden ser diferentes en el
Listado de Secuencias.

La FIG. 43 muestra la secuencia de nucledétidos del
gen de VL de Hull9 flangueado por los sitios Nhel y EcoRI
(subrayados) mostrada junto con 1la secuencia de aminodcidos
deducida. Los residuos de aminoidcido se muestran en cédigo de
letra unica. La secuencia de péptido sefial estd en cursiva.
El residuo de aminocdcido N-terminal (E) de la VL madura es
doble subrayado. Las secuencias de CDR de acuerdo con la
definicién de Kabat et al. (1991) estédn subrayadas. La
secuencia de intrén estd en cursiva. E1l fragmento de gen de
VL de HullS digerido con Nhel y EcoRI se clond entre los
sitios correspondientes en el Vector de Expresidén mostrado en
la FIG. 23. Las mismas secuencias como se reivindican en la
presente también se proporcionan en el Listado de Secuencias
aunque los numeros de posicidén pueden ser diferentes en el

Listado de Secuencias.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

El término “anticuerpos” incluye una molécula de
inmunoglobulina comprendida de cuatro cadenas de polipéptido,
dos cadenas ©pesadas (H) y dos cadenas ligeras (L)
interconectadas por enlaces de disulfuro. Cada cadena pesada

esta comprendida de una regién variable de cadena pesada
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(abreviada en la presente como HCVR o VH) y una regidén
constante de cadena pesada. La regidén constante de cadena
pesada esta comprendida de tres dominios, CH1, CH2 y CH3.
Cada cadena ligera estd comprendida de una regidén variable de
cadena ligera (abreviada en la presente como LCVR o VL) y una
regién constante de cadena ligera. La regién constante de
cadena ligera estd comprendida de un dominio, CL. Las
regiones VH y VL pueden subdividirse adicionalmente en
regiones de hipervariabilidad, llamadas regiones
determinantes de complementariedad (CDRs), intercaladas con
regiones que estadn mads conservadas, llamadas regiones de
armazon (FR). Cada VH y VL estd compuesta de tres CDRs y
cuatro FRs, arregladas de amino-término a carboxi-término en
el siguiente orden: FR1, CDR1l, FR2, CDR2, FR3, CDR3, FR4.

El término "“porcidén de enlace de antigeno” de un
anticuerpo (o “porcidén de anticuerpo”) incluye fragmentos de
un  anticuerpo que retienen la capacidad de enlazar
especificamente un antigeno (por ejemplo, hOX40). Se ha
mostrado que la funcién de enlace de antigeno de un
anticuerpo se puede realizar por fragmentos de un anticuerpo
de longitud completa. Los ejemplos de fragmentos de enlace
abarcados dentro del término “porcidén de enlace de antigeno”
de un anticuerpo incluyen (i) un fragmento Fab, un fragmento
monovalente que consiste de los dominios VL, VH, CL y CH1;
(1ii) un fragmento de F(ab'),, un fragmento bivalente que
comprende dos fragmentos Fab enlazados por un puente de
disulfuro en la regidén de bisagra; (iii) un fragmento Fd que
consiste de los dominios VH y CH1l; (iv) un fragmento Fv que
consiste de los dominios VL y VH de un brazo uUnico de un

anticuerpo, (v) un fragmento dAb (Ward et al., (1989) Nature
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341:544-546), que consiste de un dominio VH; vy (vi) una
regién determinante de complementariedad (CDR) aislada.
Ademas, aunque los dos dominios del fragmento Fv, VL y VH, se
codifican por genes separados, pueden estar unidos;
utilizando métodos recombinantes,’por un enlazante sintético
que les permite estar hecho como una cadena de proteina unica
en la cual las regiones VL y VH se aparean para formar
moléculas monovalentes (conocidas como Fv de cadena unica
(scFv); ver por ejemplo, Bird et al. (1988) Science 242:423-
426; y Huston et al. (1988) Proc. Natl. Acad. Sci. USA
85:5879-5883). Tales anticuerpos de cadena unica también se
proponen ser abarcados dentro del término “porcién de enlace
de antigeno” de un anticuerpo. También se abarcan otras
formas de anticuerpos de cadena unica, tales como diacuerpos.
Los diacuerpos son anticuerpos biespecificos, bivalentes en
los cuales los dominios VH y VL se expresan en una cadena de
polipéptido uUnico, pero usando un enlazante que es demasiado
corto para permitir el apareamiento entre los dos dominios en
la misma cadena, forzando a los dominios a aparearse con
dominios complementarios de otra cadena y creando dos sitios
de enlace de antigeno (verhpor ejemplo, Holliger, P., et al.
(1993) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:6444-6448; Poljak, R.
J., et al. (1994) Structure 2:1121-1123). Aun adicionalmente,
un anticuerpo o porcién de enlace de antigeno del mismo puede
ser parte de wunas moléculas de inmunoadhesién grandes,
formadas por asociacidén covalente o no covalente del
anticuerpo o porcidén de anticuerpo con una o mas otras
proteinas o péptidos. Los ejemplos de tales moléculas de

inmunoadhesién incluyen el uso de la regién de nicleo de

g . . £ w D
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(Kipriyanov, S. M., et al. (1995) Human Antiboedies and
Hybridomas 6:93-101) y el uso de un residuo cisteina, un
péptido marcador y una marca de polihistidina C-terminal para
producir moléculas de sckv bivalente 3% biotinilado
(Kipriyanov, S. M., et al. (1994) Mol. Immunol. 31:1047-
1058) . Las porciones de anticuerpo, tales como fragmentos Fab
y F(ab’),, se pueden preparar de anticuerpos completos usando
técnicas convencionales, tal como digestidén de papaina o
pepsina, respectivamente, de anticuerpos completos. Ademéas,
los anticuerpos, porciones de anticuerpo y moléculas de
inmunoadhesidén se pueden obtener usando técnicas esténdares
de ADN recombinante, como se describe en la presente. Las
porciones de enlace de antigeno preferidas son dominios
completos o pares de dominios completos.

0X40/0X40-1ligando (Receptor de 0X40)/(0X40L) son un
par de moléculas | coestimulantes criticas para la
proliferacién de células T, supervivencia, produccién de
citocina, 'y generacién de células de memoria. Los
experimentos in vitro tempranos demostraron que la
sefializacién a través de 0X40 en células T CD4* condujo a
TH2, pero ningun desarrollo de TH1. Estos resultados se
soportaron por estudios in vivo que muestran que el bloqueo
de 1la interaccién de O0OX40/0X40L previno la induccién vy
mantenimiento de respuestas inmunes alérgicas mediadas por
TH2. Sin embargo, el bloqueo de la interaccidén de 0OX40/0X40L
alivia o previene las enfermedades mediadas TH1. Ademéas, la
administracién de OX40L soluble o transferencia de gen de
0X40L en tumores mostrd que mejora fuertemente la inmunidad
anti-tumor en ratones. Los estudios recientes también

sugieren que 0OX40/0X40L puede jugar un papel en la promocidn
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de respuestas inmunes mediadas por células T CD8. Como se
discute en la presente, la senalizacién de 0X40 bloquea la
funcién inhibidora de células T reqguladoras que se presentan
naturalmente CD4'CD25" y el par OX40/0X40L juega un papel
fundamental en la regulacidén global de inmunidad periférica
versus tolerancia.

Los términos “numeracidén Kabat”, “definiciones
Kabat” y “etiquetado Kabat” se usan indistintamente en la
presente. Estos términos, los cuales son reconocidos en el
arte, se refieren a un sistema de numeracidén de residuos de
aminoacidos los cuales son mas variables (es decir
hipervariables) que otros residuos de aminoacidos en las
regiones variables de cadena ©pesada y ligera de un
anticuerpo, o un fragmento de enlace de antigeno del mismo
(Kabat et al. (1971) Ann. NY Acad. Sci. 190:382-391 y, Kabat,
E. A., et al. (1991) Sequences of Proteins of Immunological
Interest, Fifth Edition, U.S. Department of Health and Human
Services, NIH Pubiication No. 91-3242).

La frase “anticuerpo humano recombinante” incluye
anticuerpos humanos que se preparan, expresan, crean o aislan
por medios recombinantes, tales como anticuerpos expresados
usando un vector de expresidén recombinante transfectado en
una célula huésped, anticuerpos aislados de una genoteca de
anticuerpo humanco combinatorio, recombinante, anticuerpos
aislados de wun animal (por ejemplo, un ratdén) que es
transgénico para genes de inmunoglobulina humana (ver por
ejemplo, Taylor, L. D., et al. (1992) Nucl. Acids Res.
20:6287-6295) o anticuerpos preparados, expresados, creados o
aislados por cualquier otro medio que involucra el empalme de

secuencias de gen de inmunoglobulina humana a otras
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secuencias de ADN. Tales anticuerpos humanos recombinantes
tienen regiones variables y constantes derivadas de
secuencias de inmunoglobulina de linea germinal humana (ver
Kabat, E. A., et al. (1991) Sequences of Proteins of
Immunological Interest, Fifth Edition, U.S. Department of
Health and Human Services, NIH Publication No. 91-3242).

Un “anticuerpo aislado” incluye un anticuerpo gue
esta sustancialmente libre de otros anticuerpos que tienen
diferentes especificidades antigénicas (por ejemplo, un
anticuerpo aislado que especificamente enlaza h0OX40
substancialmente esté libre de anticuerpos que
especificamente enlazan antigenos distintos de hOX40). Un
anticuerpo aislado que especificamente enlaza hOX40 puede
enlazar moléculas de O0X40 de otras especies. Ademds, un
anticuerpo aislado puede estar sustancialmente libre de otro
material celular y/o productos gquimicos.

El término “actividad” incluye actividades tal como
la especificidad/afinidad de enlace de un anticuerpo para un
antigeno, por ejemplo, un anticuerpo 0X40 anti-humano que
enlaza un antigeno 0OX40 y/o la potencia de activacién de un
anticuerpo, por ejemplo, un anticuerpo anti-0X40 cuyo enlace
al receptor hOX40 activa la actividad bioldégica de hOX40 o
activacidén de enlace del receptor en un ensayo de células
L/0X40 humanas.

El término “Kys“, como se usa en la presente, se
propone para referirse a la constante de disociacidédn para la
disociacidn de un anticuerpo del complejo de
anticuerpo/antigeno. El término “Kg“, como se usa en la
presente, se propone para referirse a la constante de

disociacién de una interaccién de anticuerpo-antigeno
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particular.

La frase “resonancia de plasmén de superficie”
incluye un fendémeno optico que permite el andlisis de las
interacciones bicespecificas en tiempo real por deteccién de
las alteraciones en las concentraciones de proteina dentro de
una matriz de biosensor, por ejemplo, utilizando el sistema
BIAcore (Pharmacia Biosensor AB, Uppsala, Sweden and
Piscataway, N.J.). Para descripciones adicionales, ver
Ejemplo 5 y Jonsson, VU., et al. (1993) Ann. Biol. Clin.
51:19-26; Jonsson, U., et al. (1991) Biotechniques 11:620-
627; Johnsson, B., et al. (1995) J. Mol. Recognit. 8:125-131;
y Johnnson, B., et al. (1991) Anal. Biochem. 198:268-277.

El término “vector” incluye una molécula de &cido
nucleico capaz de transportar otro &cido nucleico al cual se
ha enlazado. Un tipo -de vector es un “plasmido”, el cual se
refiere a un bucle de ADN de doble cadena circular en el cual
los segmentos de ADN adicionales se pueden ligar. Otro tipo
de vector es un vector viral, en donde se pueden ligar
segmentos de ADN adicionales en el genoma viral. Ciertos
vectores son capaces de replicacidén autdnoma en una célula
huésped en 1la cual se introducen (por ejemplo, vectores
bacterianos que tienen un origen bacteriano de replicacién y
vectores de mamifero episomales). Otros vectores (por
ejemplo, vectores de mamifero no episomales) pueden
integrarse en el genoma de wuna célula huésped en 1la
introduccidén en la célula huésped, y asi se replican junto
con el genoma huésped. Ademéds, cilertos vectores son capaces
de dirigir la expresién de genes a los cuales se enlazan
operativamente. Tales vectores son referidos en la presente

como “vectores de expresién recombinantes” (o simplemente,
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“vectores de expresidén™). En general, los vectores de
expresién de utilidad en las técnicas de ADN recombinante
estan frecuentemente en la forma de pladsmidos. En la presente
especificacién, “plasmido” 'y “vector” pueden utilizarse
indistintamente ya que el plasmido es la forma de vector més
comunmente utilizada. Sin embargo, la invencidén se propone
que incluya otras formas de vectores de expresidén, tales como
vectores virales (por ejemplo, retrovirus defectuosos de
replicacidén, adenovirus y virus adeno-asociados), los cuales
cumplen funciones equivalentes.

La frase “célula huésped recombinante” (o
simplemente “célula huésped”) incluye una celda en la cual se
ha introducido un vector de expresidén recombinante. Debe
entenderse que tales términos pretenden referirse no sdélo a
la célula objeto particular, sino a la progenie de tal
célula. Debido a que pueden ocurrir ciertas modificaciones en
las generaciones venideras debido ya sea a la mutacidén o
influencias ambientales, tal progenie, de hecho, no puede ser
idéntica a la célula de origen, pero aun se incluye dentro
del alcance del término “célula huésped” como se usa en la
presente.

El término “anticuerpo monoclonal” (anticuerpo
monoclonal) se refiere a un anticuerpo, o poblacidén de
anticuerpos similares, obtenidos de una poblacidén de
anticuerpos sustancialmente homogéneos, y no seré
interpretado como que requiere la produccidén del anticuerpo
por cualquier método particular, incluyendo pero no limitado
a, anticuerpos monoclonales que se pueden hacer por el método-
de hibridoma primero descrito por Kohler and Milstein

(Nature, 256: 495-497, 1975y, o por métodos de  ADN
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recombinante.

El término “anticuerpo quimérico” (o
“inmunoglobulina quimérica”) se refiere a una molécula que
comprende una cadena pesada y/o ligera la cual es idéntica
con u homéloga a 1las secuencias correspondientes en los
anticuerpos derivados de una especie particular o que
pertenecen a una clase o subclase de anticuerpo particular,
mientras que el resto de la cadena(s) es idéntico u homdlogo
a las secuencias correspondientes en los anticuerpos
derivados de otra especie o que pertenecen a otra clase o
subclase de anticuerpo, asi como también fragmentos de tales
anticuerpos, siempre y cuando exhiban la actividad bioldgica
deseada (Cabilly et al (1984), infra; Morrison et al., Proc.
Natl. Acad. sci. U.S.A. 81:6851).

El término “anticuerpo humanizado” se refiere a las
formas de anticuerpos que contienen secuencias de anticuerpos
no-humanocs (por ejemplo, murinos) asi como también
anticuerpos humanos. Un anticuerpo humanizado puede incluir
sustituciones de aminoacidos conservadoras o residuos no
naturales de las mismas o diferentes especies que no alteran
significativamente su actividad bioldégica y/o enlace. Tales
anticuerpos son anticuerpos quiméricos que contienen la
secuencia minima derivada de inmunoglobulinas no humanas. En
su mayor parte, los anticuerpos humanizados son
inmunoglobulinas humanas (anticuerpo receptor) en las cuales
los residuos de una regidén determinante de complementariedad
(CDR) del receptor son reemplazados por los residuos de una
CDR de una especie no-humana (anticuerpo donante) tal como
ratdén, rata, camello, bovino, cabra, o conejo que tiene las

propiedades deseadas. Ademds, los anticuerpos humanizados
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pueden comprender residuos que no se encuentran en el
anticuerpo receptor ni en las secuencias de CDR o armazén
importadas. Estas modificaciones se realizan para
adicionalmente refinar y maximizar el rendimiento del
anticuerpo. Asi, en general, un anticuerpo humanizado
comprenderd todos o sustancialmente todos de al menos uno, vy
en un aspecto dos, dominios variables, en los cuales todos o
sustancialmente todos los bucles hipervariables corresponden
a aquellos de wuna inmunoglobulina no humana y todas o
sustancialmente todas las regiones de FR sén aquellas de una
secuencia de inmunoglobulina humana. El anticuerpo humanizado
opcionalmente también comprenderd al menos una porcidén de una
regién constante de inmunoglobulina (Fc), o aquella de una
inmunoglobulina humana (ver, por ejemplo, Cabilly et al.,
Patente de Estados Unidos. No. 4,816,567; Cabilly et al.,
Patente Europea No. 0,125,023 Bl; Boss et al., Patente de
Estados Unidos No. 4,816,397, Boss et al., Patente Europea
No. 0,120,694 Bl; Neuberger, M. S. et al., WO 86/01533;
Neuberger, M. S. et al., Patente Europea No. 0,194,276 B1l;
Winter, Patente de Estados Unidos No. 5,225,539; Winter,
Patente Europea No. 0,239,400 B1l; Padlan, E. A. et al.,
Solicitud de Patente Europea No. 0,519,596 Al; Queen et al.
(1989) Proc. Natl. Acad. Sci. USA, Vol 86:10029-10033).

Cada uno de los anticuerpos descritos y
reivindicados en la presente se pueden referir, en singular o
plural, como: “anticuerpo anti-0X40”; “anticuerpo anti-
hOX40”; “anticuerpo monoclonal anti-h0OX40”; “anticuerpo 0X40
anti-humano”; “mAb 0X40 anti-humano”; “mAb anti-h0X40”;
“anticuerpo monoclonal especifico de h0X40”; “anticuerpo

anti-0X40L”; “anticuerpo anti-hOX40L”; T“anticuerpo 0X40L
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anti-humano”; “anticuerpo especifico de 0X40 humano”;
“anticuerpo monoclonal especifico de 0X40 humano”;
“anticuerpo especifico de 0X40 humano”; “anticuerpo
especifico de 0X40 anti-humano”; “anticuerpo monoclonal
especifico de 0X40 anti-humano”; “anticuerpo especifico de h¥
0X40"; “anticuerpo monoclonal especifico de h-0X40";
“anticuerpo agonista de hOX40”; “agonista de hOX40” y/u otras
variaciones similares de los mismos.

Como se describe en 1la Solicitud de Patente de
Estados Unidos No. 11/659,266 titulada “Methods to Treat
Disease States by Influencing the Signaling of 0X-40-
Receptors and High Throughput Screening Methods and
Identifying Substrates Thereof” la cual se incorpora en la
preseﬁte por referencia, se descubrié que una funcidén de
0X40L es la regulaciébn negativa de la generacidn de células
Trl inducida por agentes inmunosupresores Dex vy vit D3,
ICOSL, o DCs inmaduras. Este descubrimiento demuestra un
mecanismo general por el cual OX40L mejora inmunidad y rompe
la tolerancia inmunolégica.

Con el uso de andlisis inmunohistolégico (FIG. 1),
la tincidén intracelular (FIG. 2), y clasificacidén de células
(FIG. 3), se ha mostrado que tanto las Tregs que producen
ICOS'IL-10 como Tregs que producen ICOS-TGF-B se infiltran en
tejidos de FL humanos. Estas Tregs FOXP3" derivadas de FL
pueden inhibir fuertemente la proliferacidén de células T
infiltrantes de tumor FOXP3°CD4'CD25 en respuesta a células
de linfoma autoldgas pre-activadas de ligando CD40™ (FIG. 4).
La actividad supresora de Tregs ICOS' podria ser parcialmente
blogqueada por un anticuerpo anti-IL-10 neutralizante,

confirmando el papel de Tregs que producen ICOS'IL-10 en FL
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(FIG. 4). En el experimento de la FIG. 2, las células de
tumor y PBMCS se obtuvieron de 7 pacientes con un diagnéstico
inicial antes de la terapia. Las PMBC también se obtuvieron
de 7 donantes sanos para comparacién. Los porcentajes de las
células T reguladoras sobre células T CD4" totales se
determinaron mediante andlisis citométrico de flujo de Tregs
CD4*CD25*CD127°%9%FOXP3*. La FIG. 2A proporciona anadlisis FACS
representativo de Tregs, mientras que la FIG. 2B muestra el
porcentaje de Tregs de todos los donantes.

También se descubrid que OX40L inhibe la generacidn
de células Trl de células T CD4" inducida por Dex y vit D3.
Se sabe que una combinacidén de farmacos inmunosupresores Dex
y vit D3 consistentemente induce la diferenciacidén de células
T CD4+ naive en células Trl. Para investigar si OX40L puede
inhibir 1la generacién y la funcidén de células Trl, las
células T CD4" naive se cultivaron con anticuerpos
monoclonales anti—CDB_ mas anti-CD28 en la presencia o
ausencia de células L transfectadas con OX40L en cuatro
diferentes condiciones de cultivo incluyendo: (1) Trl (Dex y
vit D3); (2) TH1 (IL-12); (3) TH2 (IL-4); o (4) neutral (solo
medio) durante 7 dias (FIG. 5A). La produccidén de IL-10 por
las células T cebadas se analizd mediante tincidén de citocina
intracelular y ELISA.

En los experimentos de la FIG. 5A, un analisis
intracelular de la produccién de citocina por células T CD4"
naive se realizdé mediante citometria de flujo. Las células T
CD4" naive se cultivaron con anticuerpos monoclonales anti-
CD3 y anti-CD28 en la presencia de IL-2 en células L
parentales o células OX40L-L con las citocinas recombinantes

o reactivos indicados durante 7 dias. Los porcentajes de las
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células T que producen citocina respectivas se indican en
cada perfil de mancha de punto. Los resultados muestran que
OX40L inhibe la generacidén de células Trl a partir de células
T CD4+ naive inducida por .las diferentes sefales de
polarizacién. Como se muestra en la FIG. 5A, entre 2% a 4% de
células Trl se generaron de células T CD4* naive cultivadas
en condiciones neutrales o TH1 o TH2. Mas de 15% de células
Trl se generaron en cultivo con Dex mas vit D3. La adicién de
0X40L completamente bloqued la generacidn de células Trl,
mientras promovidé la generacidén de células T que producen
TNF-a en todas las condiciones de cultivo.

Estos datos fueron confirmados por datos de ELISA
(FIG. 5B). En los experimentos de la FIG. 5B, la produccidn
de citocina por células CD4" naive en sobrenadantes después
de la reestimulacidén con los anticuerpcs monoclonales anti-
CD3 y anti-CD28 durante 24 horas se mididé mediante ELISA. Las
células T CD4" naive se cultivaron con anticuerpos
monoclonales anti-CD3 y anti-CD28 en la presencia de IL-2 en
células L parentales o células O0X40L-L con las citocinas
recombinantes o reactivos indicados durante 7 dias. Los datos
se muestran como media * error estdndar de la media (SEM) de
cuatro experimentos independientes. Los resultadcs muestran
que OX40L inhibe la generacidén de células Trl a partir de
células T CD4" naive inducida por las diferentes sefiales de
polarizacién.

Las células T CD4" naive cebadas con condicién de
Trl (Dex m&s vit D3) fueron‘anérgicas y tuvieron la capacidad
de suprimir la proliferacién de células T CD4" naive en
respuesta a los anticuerpos monoclonales anti-CD3 mé&s anti-

CD28 (FIG. 5). En los experimentos de la FIG. 5, la funcidén
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supresora en las células T se mididé por incorporacidédn de
[*H]timidina. Las mezclas de las poblaciones de células T
indicadas se volvieron a estimular por los anticuerpos
monoclonales anti-CD3 vy anti-CD28. Las barras de error
representan la SEM de cavidades por triplicado. Se descubrid
que las células T CD4" naive cebadas con la misma condicién
de Trl en la presencia de OX40L proliferaron vigorosamente vy
no inhibieron la proliferacién de células T CD4" naive en
respuesta a los anticuerpos monoclonales anti-CD3 mas anti-
CD28. Los datos sugieren que OX40L bloquea la generacidn de
células Trl funcionales a partir de células T CD4" naive
inducida por Dex y vit D3.

Se descubridé gque las células Trl pueden generarse a
partir de células T CD4'CD45RATCD45RO' de memoria, y que OX40L
puede inhibir 1la generacién de células Trl a partir de
células T CD4* de memoria. Las células T CD4*CD45RACD45RO’ de
memoria se cultivaron durante 7 dias con los anticuerpos
monoclonales anti-CD3 més anti-CD28 en 1la presencia o
ausencia de condicién de Trl de células L transfectadas con
0X40L (Dex mas vit D3). En los experimentos de la FIG. 6A, un
andlisis intracelular de 1la produccién de <citocina por
células T CD4" de memoria se llevd a cabo mediante citometria
de flujo. Las células T CD4'CD45RO'CD25 de memoria se
cultivaron con los anticuerpos monoclonales anti-CD3, anti-
CD28, e IL-2 en células L parentales o células OX40L-L en la
presencia o ausencia de Dex méds vit D3 durante 7 dias. Los
porcentajes de las células T que ©producen citocina
respectivas se indican en cada perfil de mancha de punto. Los
resultados muestran que OX40L inhibe la generacidén de células

Trl de células T CD4" de memoria bajo una condicidén con Dex
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mas vit D3. La FIG. 6A muestra que se generaron numero
grandes de células Trl (> 20%) a partir de células T CD4' de
memoria en cultivo con Dex mas vit D3. La adicién de OX40L
bloqued completamente la generacidén de células Trl y promovid
la generacidén de células que producen TNF-a a partir de
células T CD4" de memoria.

La capacidad de Dex mas vit D3 para promover 1la
produccién de IL-10 a partir de células T CD4" de memoria, vy
que esta capacidad puede ser inhibida por 0OX40L, se confirmd
por andlisis de ELISA de IL-10 (FIG. 6B). En los experimentos
de la FIG. 6B, la produccién de IL-10 por células T CD4" de
memoria se midid en sobrenadantes después de la
reestimulacién con los anticuerpos monoclonales anti-CD3 y
anti-CD28 durante 24 h por ELISA. Los datos se muestran como
media * SEM de cuatro experimentos independientes. Los
resultados muestran que OX40L inhibe la generacién de células
Trl a partir de células T CD4" de memoria bajo una condicidn
con Dex mas vit D3.

Ademéds se descubridé que 0X40L inhibe la generacidn
de células Trl, mientras que otros miembros de la familia de
TNF (GITRL y 4-1BBL) no. Dentro de la superfamilia de TNF,
0X40L, ligando de receptor de TNF inducido por
glucocorticoide (GITRL), y ligando de 4-1BB (4-1BBL) tienen
funcién coestimulante para células T. Para investigar si
OX40L fue el uUnico en la inhibicién de células Trl, las
células T CD4" naive se cultivaron con anticuerpos
monoclonales anti-CD3 méAs anti-CD28 con Dex méds vit D3, con
células L parentales o células L transfectadas con O0OX40L,
GITRL, o 4-1BBL durante 7 dias. Mientras gue 0X40L, GITRL, vy

4-1BBL todos promovieron la generacién de células que
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producen TNF-o, solamente O0OX40L inhibié la generacidén de
células Trl (FIGS. 7A y 7TB).

En los experimentos de la FIG. 7A, un analisis
intracelular de la produccién de citocina por células T CD4"
naive se realizdé mediante citometria de flujo. Las células T
CD4" naive se cultivaron con los anticuerpos monoclonales
anti-CD3, anti-CD28, e IL-2 en células L parentales, células
0X40L-L, células GITRL-L, o células 4-1BBL-L en la presencia
de Dex mas vit D3 durante 7 dias. Los porcentajes de las
células T que producen citocina respectivas se indican en
cada perfil de mancha de punto. Los resultados muestran que
O0X40L pero no GITRL ni 4-1BBL inhibe la generacidén de células
Trl.

En los experimentos de la FIG. 7B, 1IL-10 por
células CD4" naive se midid en sobrenadantes después de la
reestimulacién con los anticuerpos monoclonales anti-CD3 vy
anti-CD28 durante 24 h por ELISA. Los datos se muestran como
media * SEM de cuatro experimentos independientes. Los
resultados muestran que O0X40L pero no GITRL ni 4-1BBL inhibe
la generacién de células Trl.

0X401L, GITRL y 4-1BBL todos promovieron la
expansién de numeros totales de células T (FIG. 7C). En los
experimentos de la FIG. 7C, se contd el numero de células T
viables. Los datos se muestran como media * SEM de cuatro
experimentos independientes.

Como es entendido por aquellos de experiencia en el
arte, los resultados de las FIGS. 7A, 7B y 7C muestran que
OX40L, pero no GITRL ni 4-1BBL, inhibe 1la generacidén de
células Trl. Estos datos sugieren que entre los tres miembros

de la superfamilia de TNF se sabe que coestimulan las células
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T, OX40L tiene una nueva y unica funcién en la inhibicién de
la generacidén de células Trl.

Ademas se descubridé que O0X40L inhibe la generacidn
de células Trl inducida por ICOSL o DCs inmaduras. ICOS vy
CD28 representan los dos receptores coestimulantes positivos
dentro de la fémilia CD28 expresados en las células T. La
sefializacidén a través de ICOS por anticuerpos agonistas o
ICOSL se ha mostrado que promueve las células T CD4" para
producir IL-10. Para investigar si O0X40L puede inhibir la
capacidad de ICOs para inducir la produccién de IL-10 por
células T CD4", 1las células T CD4" naive y de memoria se
cultivaron con - anti-CD3 en la presencia de células L
transfectadas con ICOSL o células L transfectadas con ICOSL
en la presencia de 0X40L durante 7 dias.

En los experimentos de la FIG. 8A, un analisis
intracelular de la produccién de citocina por células T CD4’
naive se realizdé mediante citometria de flujo. Las células T
CD4" naive se cultivaron durante 7 dias en células L
parentales, en una mezcla de células ICOSL-L y células L, o
en una mezcla de células ICOSL-L y células OX40L-L, las
cuales fueron pre-recubiertas con anticuerpo monoclonal anti-
CD3. Los porcentajes de las células T que producen citocina
respectivas se indican en cada perfil dé mancha de punto. Los
resultados muestran que O0X40L inhibe la generacién de células
Trl a partir de células T CD4" naive inducida por ICOSL.

En los experimentos de la FIG. 8B, la procduccidn de
I1-10 por células CD4" naive se midié en sobrenadantes
después de la reestimulacidén con anticuerpos monoclonales
anti-CD3 y anti-CD28 por 24 h se midié mediante ELISA. Las

células T CD4' naive se cultivaron durante 7 dias en células
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L parentales, en una mezcla de células ICOSL-L y células L, ©
en una mezcla de células ICOSL-L y células OX40L-L, las
cuales fueron pre-recubiertas con anticuerpo monoclonal anti-
CD3. Los datos se muestran como media + SEM de tres
experimentos independientes. Los resultados muestran que
OX40L inhibe la generacidén de células Trl a partir de células
T CD4" naive inducida por ICOSL.

En los experimentos de la FIG. 8C, un anédlisis
intracelular de la produccién de citocina por células T CD4"
de memoria se realizd mediante citometria de £flujo. Las
células T CD4" de memoria se cultivaron durante 7 dias en
células L parentales, en una mezcla de células ICOSL-L vy
células L, o en una mezcla de células ICOSL-L vy células
O0X40L-L, 1las cuales fueron pre-recubiertas con anticuerpo
monoclonal anti-CD3. Los porcentajes de las células T que
producen citocina respectivas se indican en cada perfil de
mancha de punto. Los resultados muestran que OX40L inhibe la
generacién de células Trl a partir de células T CD4" de
memoria inducida por ICOSL.

En los experimentos de la FIG. 8D, la produccidén de
IL-10 por células T CD4" de memoria en sobrenadantes después
de la reestimulacidén con anticuerpos monoclonales anti-CD3 y
anti-CD28 por 24 h se mididé mediante ELISA. Las células T
CD4" de memoria se cultivaron durante 7 dias en células L
parentales, en una mezcla de células ICOSL-L y células L, o
en una mezcla de células ICOSL-L y células OX40L-L, 1las
cuales fueron pre-recubiertas con anticuerpo monoclonal anti-
CD3. Los datos se muestran como media + SEM de tres
experimentos independientes. Los resultados muestran que

OX40L inhibe la generacidén de células Trl a partir de células
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T CD4" de memoria inducida por ICOSL.

Los resultados de los experimentos de las FIGS. 8A,
8B, 8C, y 8D muestran que ICOSL promueve significativamente
la generacién de células Trl a partir tanto de células T CD4”
naive como de memoria. La adicién de 0X40L inhibe
completamente la generacién de células Trl a partir tanto de
células T CD4" naive como de memoria, mientras promueve
fuertemente la generacién de células que producen TNF-«.

Se sabe que las DCs inmaduras o DCs tratadas con
IFN-a o IL-10 pueden inducir células T CD4" naive para
diferenciarse en células Trl. Se investigd si OX40L podria
inhibir la generacidén de células Trl inducida por DCs. Como
se muestra en la FIG. 8E, las DCs inmaduras o DCs tratadas
con IL-10 o IFN-a todas inducen la generacidén de mas de 10%
de células Trl a partir de células T CD4" naive. Por el
contrario, las DCs activadas por CD40L inducen una fuerte
respuesta de TH1, acomparnada  por la generacién de
aproximadamente 3% de «células Trl. La adicidén de OX40L
recombinante en cultivos de células DC-T inhibe completamente
la generacidén de células Trl inducida por DCs inmaduras y DCs
tratadas con IL-10 e IFN-o. Ademds, O0OX40L también inhibe 1la
generacidén del numero residual de células Trl inducida por
las DCs maduras activadas por CD40L. En los experimentos de
la FIG. B8E, un andlisis intracelular de la produccién de
citocina por células T CD4" naive se realizd mediante
citometria de flujo. ©Las células T CD4" naive se co-
cultivaron en la presencia o ausencia de O0X40L recombinante
soluble durante 7 dias con DCs inmaduras o DCs cultivadas con
IFN-o, IL-10, y CD40L. Los porcentajes de las células T que

producen citocina respectivas se indican en cada perfil de
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mancha de punto. Los resultados muestran que 0X40L inhibe la
generacién de células Trl de células T CD4" inducida por DCs.

La capacidad de OX40L para inhibir la generacidén de
células Trl inducida por DCs se confirmdé por los datos de
ELISA (FIG. 8F). En los experimentos de la FIG. 8F, la
produccién de IL-10 por células CD4" naive se midié en
sobrenadantes después de la reestimulacién con los
anticuerpos monoclonales anti-CD3 y anti-CD28 durante 24 h
por ELISA. Las células T CD4" naive se co-cultivaron en la
presencia o ausencia de 0X40L recombinante soluble durante 7
dias con DCs inmaduras o DCs cultivadas con IFN-o, IL-10, y
CD40L. Los datos se muestran como media + SEM de tres
experimentos independientes. Los resultados muestran que
0X40L inhibe la generacidén de células Trl a partir de células
T CD4" inducida por DCs. Por lo tanto, estos datos demuestran
que OX40L podria inhibir la generacién de células Trl
inducida por méas sefilales fisioldgicas proporcionadas por
ICOSL vy DCs.

Se ha sugerido previamente que las células T
reguladoras estén altamente representadas en el area de
linfoma no de Hodgkin de células B y que las células B estan
involucradas en el reclutamiento de células T reguladoras en
el area del linfoma. Se investigdé si la influencia en la
seflalizacidén de receptores 0X40, tal como por 0X40L, podria
proporcionar una terapia contra el linfoma de células B. Las
muestras crioconservadas de pacientes con linfoma de células
B se utilizaron para estimar la capacidad de OX40L para
cerrar las <células Trl. Las muestras utilizadas fueron
linfoma folicular obtenido de un espécimen de baéo previo a

cualquier tratamiento. Las células se descongelaron, con
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400x10°% células congeladas que produjeron 127x10° células
vivas y 33.9x10° células muertas (79% de viabilidad). Un
numero suficiente de células CD25"° se identificaron por
tincién de FACS. En los experimentos de la FIG. 9, la
secrecién de IL-10 de Tregs que producen ICOS'IL-10 se
determindé por ELISA. Las células Treg se cultivaron bajo dos
condiciones diferentes. En la condicidén 1, las células
CD25%/IC0OS" se cultivaron con anti-CD3 en la presencia de IL-2
(900 pl/ml) en células L parentales o células OX40L-L con
anticuerpo anti-ICOS durante 3-6 dias. En la condicién 2, las
células CD257/IC0S" se cultivaron con anti-CD3 en la presencia
de IL-2 (900 pl/ml) en células ICOS-L-L o una mezcla de
células OX40L-L e ICOS-L-L durante 3-6 dias. La produccién de
citocina en los sobrenadantes se mididé mediante ELISA. Los
resultados muestran que 0OX40L inhibe grandemente la
produccidén de IL-10 por células Treg.

Los hallazgos, que OX40L tiene la capacidad de
inhibir la generacién y funcién de células Trl inducidas por
los farmacos inmunosupresores Dex mas vit D3, ICOSL, o DCs,
destacan un nuevo mecanismo por el cual O0X40L promueve la
inmunidad y rompe la tolerancia durante diferentes formas de
respuestas inmunes mediadas por CD4- o CD8-, como se
entenderia por uno de experiencia en el arte. La capacidad de
OX40L para inhibir la generacidén de células Trl durante ambas
respuestas de TH1 inducida por IL-2 o TH2 inducida por IL-4
sugiere que OX40L puede controlar la magnitud de las
respuestas inmunes mediadas por TH1 o TH2. Ademas, la
capacidad de 0X40L para inhibir la generacidén de células Trl
parece ser una propiedad unica de 0X40L, debido a que los

otros dos miembros de la familia de TNF, GITRL y 4-1BBL no
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tienen esta propiedad funciocnal. Ademds, la capacidad de
OX40L para inhibir la produccién de IL-10 por células Treg
identifica OX40L como un potente tratamiento para el linfoma
de células B y otros canceres.

Se han identificado muchas moléculas que promueven
la generacidén de células Trl, incluyendo IL-10, IFN-a, ICOSL
y compuestos inmunosupresores tales como Dex mas vit D3.
OX40L representa un potente inhibidor para la generacidn de
células Trl no sélo de células T CD4' naive, sino también de
células T CD4" de memoria y células T reguladoras. Esta nueva
propiedad de O0OX40/0X40L puede explicar un reporte reciente
que muestra que la seflalizacién de O0X40 permite que las
células T aurorreactivas anérgicas adquieran las funciones de
células efectoras. La  direccidn de 0X40/0X40L por
consiguiente proporciona tratamientos para enfermedades
alérgicas y autoinmunes humanas y asi como también para el
desarrollo de tratamientos para enfermedades infecciosas
humanas y céncer incluyendo, pero no limitado a melanoma,
cdncer de cerebro, cancer de huesos, leucemia, linfoma,
neoplasia derivada de células epiteliales (carcinoma
epitelial) tal como carcinoma de células basales,
adenocarcinoma, cancer gastrointestinal tal como céancer de
labios, céancer de la boca, céncer de esbdéfago, cancer de
intestino delgado y céancer de estémago, céncer de colon,
céancer de higado, céncer de vejiga, cancer de pancreas,
cancer de ovarios, cancer cervical, cancer de pulmdédn, céncer
de mama y cancer de piel, tales como células escamosas y
cédnceres de células basales, cancer de préstata, carcinoma de
células renales, y otros canceres conocidos.

Los trastornos o afecciones que se pueden prevenir
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O tratar por los anticuerpos y métodos descritos en la
presente incluyen la prevencidén o tratamiento de céancer, tal
como leucemia de células T cutédnea, tumores de cabeza vy
cuello, cancer pancredtico, céancer de vejiga, gliomas de alto
grado, metastasis de cerebro, melanoma, cancer de piel,
cancer de pulmén, cancer de mama, cancer de préstata, cancer
de colon, leucemia, sindrome mielodisplésico (una afeccidn de
pre-leucemia), y mieloma multiple. En general, la metastasis
de cualquier cancer se puede prevenir o tratar con los
métodos y compuestos descritos en la presente. Los
anticuerpos también se pueden utilizar para prevenir o tratar
afecciones angiogénicas proliferativas incluyendo
telangectasia, angiomas venosos, hemangioblastoma. Otros
trastornos, enfermedades o afecciones incluyen enfermedades
virales, algunas de las cuales se pueden considerar
tradicionalmente “intratables”. Los anticuerpos, por ejemplo,
también se pueden utilizar para clasificar las cepas de un
solo patédgeno. Los investigadores ©pueden utilizar 1los
anticuerpos descritos en la presente para identificar vy
rastrear las células o moléculas especificas en el organismo.

En general, los términos “céncer” y “canceroso” se
refieren o describen la afeccidén fisioldgica en los mamiferos
que tipicamente se caracteriza por el crecimiento celular no
regulado. Mas especificamente, los cénceres que se pueden
tratar o prevenir usando uno o mds de los anticuerpos
descritos en la presente o una variante de los mismos,
incluyen, pero no se limitan a, carcinoma, linfoma, blastoma,
sarcoma y leucemia. Los ejemplos méds particulares de tales
canceres incluyen, pero no se limitan a, céncer de células

escamosas, cancer de pulmédn (incluyendo cancer de pulmén de
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células pequenias, cancer de pulmdén de células no pequenas,
adenocarcinoma del pulmén y carcinoma escamoso del pulmdn),
cédncer del peritoneo, cancer hepatocelular, cancer gastrico o
de estdémago (incluyendo céncer gastrointestinal vy céancer
estromal gastrointestinal), cancer pancredtico, glioblastoma,
cancer cervical, cancer de ovarios, cancer de higado, céncer
de vejiga, hepatoma, céncer de mama, cancer de colon, cancer
colorrectal, carcinoma endometrial o uterino, carcinoma de 1la
glédndula salival, céncer de rifién o renal, cancer de higado,
cédncer de préstata, cancer vulvar, cancer de tiroides,
carcinoma hepadtico y varios tipos de céncer de <cabeza vy
cuello, melanoma, melanoma de propagacién superficial,
melanoma maligno lentigo, melanoma lentiginoso acral,
melanomas nodulares, asi como también linfoma de células B
(incluyendo linfoma de bajo grado/ non de Hodgkin folicular
(NHL) ; NHL linfocitico pequerio (SL): NHL de grado
intermedio/folicular; NHL difuso de grado intermedio; NHL
inmunoblastico de alto grado; NHL linfoblastico de alto
grado; NHL de células no escindidas pequeflas de alto grado;
NHL de enfermedad voluminosa; linfoma de células de manto;
linfoma relacionado con  SIDA; y macroglobulinemia de
Waldenstrom); leucemia linfocitica croénica (CLL); leucemia
linfobléstica aguda (ALL); leucemia de células pilosas;
leucemia mielobléastica crénica; y trastorno
linfoproliferativo post-transplante (PTLD), asi como también
la proliferacidédn vascular anormal asociada con facomatosis,
edema (tal como aquel asociado con tumores de cerebro), vy
sindrome de Meigs.

Los métodos para tratar o prevenir un trastorno

inmune también se proporcionan en la presente. Estos métodos
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comprenden la administracién de una cantidad efectiva del
anticuerpo a un sujeto en necesidad de tal tratamiento. En
algunas modalidades, el trastorno inmune es un trastorno
inmune o un trastorno autoinmune. El trastornoc es asma,
dermatitis atédpica, rinitis alérgica, enfermedad inflamatoria
del intestino, esclerosis multiple, GVHD, y/o lupus
eritematoso sistémico. En algunas modalidades, el trastorno
es una enfermedad asociada con virus, bacterias u otro agente
infeccioso.

Ademds, los anticuerpos y métodos gue se describen
en la presente se pueden utilizar para prevenir o tratar
afecciones y enfermedades inflamatorias, tales como
osteoartritis, artritis reumatoide, enfermedad de Crohn,
colitis ulcerosa, y enfermedades autoinmunes tal como lupus y
enfermedad autoinmune mezclada. Por ejemplo, los anticuerpos
descritos en la presente pueden ser utiles en el tratamiento
de una variedad de enfermedades autoinmunes e inflamatorias
que comprenden la etapa de administrar una cantidad
terapéuticamente efectiva del anticuerpo a un sujeto en
necesidad de la misma, en donde la enfermedad autoinmune o
enfermedad inflamatoria es una o mads de las siguientes
enfermedades: diabetes mellitus insulino-dependiente (IDDM),
diabetes mellitus, esclerosis maltiple, encefalomielitis

autoinmune experimental, encefalomielitis diseminada aguda,

artritis, artritis reumatoide, artritis autoinmune
experimental, miastenia grave, tiroiditis, enfermedad de
Hashimoto, mixedema primario, tirotoxicosis, anemia
perniciosa, gastritis atrdéfica autoinmune, enfermedad de
Addison, menopausia prematura, infertilidad masculina,

diabetes juvenil, sindrome de Goodpasture, pénfigo vulgar,
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penfigoide, oftalmia simpatica, uveitis facogénica,
hemoliticanemia autoinmune, leucofenia idiopatica, cirrosis

biliar primaria, hepatitis crénica activa Hbs-we, cilrrosis

criptogénica, colitis ulcerosa, sindrome de Sjogren,
escleroderma, granulomatosis de Wegener,
poli/dermatomiositis, LE discoide, lupus eritematoso
sistémico, enfermedad de Chron, psoriasis, espondilitis

anquilosante, sindrome de anticuerpo antifosfolipido, anemia
apléasica, hepatitis autoinmune, enfermedad celiaca,
enfermedad de Graves, sindrome de Guillain-Barre (GBS),
purpura trombocitopénica idiopédtica, sindrome de ppsoclono-
mioclono (OMS), neuritis oéptica, tiroiditis de ORd, pénfigo,
poliartritis, cirrosis biliar primaria, sindrome de Reiter,
Takayasu, arteritis temporal, anemia hemolitica autoinmune

por anticuerpo caliente, granulomatosis de Wegener, alopecia

universal, enfermedad de Behcet, enfermedad de Chagas,
sindrome de fatiga <crénica, disautonomia, endometriosis,
hidradenitis supurativa, cistitis intersticial,

neuromiotonia, sarcoidosis, escleroderma, colitis wulcerosa,
vitiligo, wvulvodinia, enfermedades inflamatorias de la piel,
dermatitis alérgica ©por contacto, gastritis H. pylori,
enfermedad inflamatoria nasal crénica, arterioesclerosis vy
enfermedad de injerfo versus huésped.

Mé&s especificamente, una ‘“enfermedad autoinmune”
como es referida en la presente es una enfermedad o trastorno
que surge y se dirige contra un tejido u érgano propio del
individuo o un co-segregado o manifestacién del mismo o©
afeccidn que resulta de esto. La enfermedad autoinmune puede
referirse a una afeccidén que resulta de, o se agrava por, la

produccién de células B de anticuerpos que son reactivas con
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antigenos y tejidos <corporales normales. Ademas, una
enfermedad autoinmune es una que puede implicar la secreciédn
de un autoanticuerpo que es especifica para un epitope de un
auto-antigeno (por ejemplo, un antigeno nuclear).

Las enfermedades autoinmunes o trastornos gque son
tratables y/o prevenibles por uno o mds de los anticuerpos
descritos en 1la presente incluyen, pero no se limitan a,
artritis (artritis reumatoide tal como artritis aguda,
artritis reumatoide crénica, gota o artritis gotosa, artritis
gotosa aguda, artritis inmunoldgica aguda, artritis
inflamatoria crénica, artritis degenerativa, artritis

inducida por colédgeno tipo II, artritis infecciosa, artritis

de Lyme, artritis proliferativa, artritis psoriasica,
enfermedad de Still, artrosis vertebral, Y artritis
reumatoide juvenil, osteoartritis, artritis crénica
progrediente, artritis deformante, poliartritis crdénica

primaria, artritis reactiva, y espondilitis anquilosante),
enfermedades de la piel hiperproliferativas inflamatorias,
psoriasis tal <como psoriasis de las placas, psoriasis
gutatta, psoriasis pustulosa, vy psoriasis de las wuias,
atopia, incluyendo enfermedades atépicas tal como fiebre del
heno y sindrome de Job, dermatitis incluyendo dermatitis por
contacto, dermatitis crdénica por contacto, dermatitis
exfoliativa, dermatitis alérgica, dermatitis alérgica por
contacto, dermatitis herpetiforme, dermatitis numular,
dermatitis seborreica, dermatitis no especifica, dermatitis
por contacto irritante primaria, y dermatitis atoépica,
sindrome de hiper IgM x-enlazada, enfermedades inflamatorias
intraoculares alérgicas, urticaria tal como urticaria crénica

alérgica y urticaria idiopatica crénica, incluyendo urticaria
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crdonica autoinmune, miositis, polimiositis, dermatomiositis,
dermatomiositis juvenil, necrdlisis epidérmica téxica,
escleroderma (incluyendo esclerodermia sistémica), esclerosis
tal como esclerosis sistémica, esclerosis multiple (EM) tal
como MS espino-odptica, MS primaria progresiva (PPMS), y MS de
remisién recurrente (RRMS), esclerosis sistémica progresiva,
atercesclerosis, arterioesclerosis, esclerosis diseminata,
esclerosis atéxica, neuromielitis éptica (NMO), enfermedad
inflamatoria del intestino (IBD) (por ejemplo, enfermedad de
Crohn, enfermedades gastrointestinales autoinmuno-mediadas,
tal como colitis ulcerativa, colitis ulcerosa, colitis
microscépica, colitis colagenosa, colitis poliposa,
enterocolitis necrotizante, \% colitis transmural, y
enfermedad inflamatoria autoinmune del intestino),
inflamacién del intestino, pioderma gangrenoso, eritema
nodoso, colangitis esclerosante primaria, sindrome de
dificultad respiratoria, incluyendo sindrome de dificultad
respiratoria agudo o) en adultos (ARDS), meningitis,
inflamacién de todo o parte de la Uvea, iritis, coroiditis,
un desorden hematoldégico autoinmune, espondilitis reumatoide,
sinovitis reumatoide, angiocedema hereditario, defio del nervio
craneal como en meningitis, herpes gestacional, penfigoide
gestacional, prurito de escroto, falla ovarica prematura
autoinmune, pérdida de la audicién subita debide a una
afeccidén autoinmune, enfermedades mediadas por IgE tal como
anafilaxia y rinitis alérgica y atédpica, encefalitis tal como
encefalitis de Rasmussen y encefalitis limbica y/o del tallo
cerebral, uveitis, tal como uveitis anterior, uveiltis
anterior aguda, uveitis granulomatosa, uveitis no

granulomatosa, uveitis facoantigénica, uveitis posterior, o
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uveitis autoinmune, glomerulonefritis (GN) con y sin sindrome
nefrético tal como glomerulonefritis crénica o aguda tal como
GN primaria, GN inmuno-mediada, GN membranosa (nefropatia
membranosa), GN membranosa idiopatica o nefropatia membranosa
idiopatica, GN proliferativa membrano- o© membranosa (MPGN),
incluyendo tipo I vy tipo II, y GN rapidamente progresiva,
nefritis proliferativa, falla endocrina poliglandular
autoinmune, balanitis incluyendo balanitis plasmacelularis
circunscripta, balancopostitis, eritema anular centrifugo,
eritema discrémico perstans, eritema multiforme, granuloma
anular, liquen nitidus, liquen escleroso y atréfico, liguen

simple crénico, liquen espinuloso, liquen plano, ictiosis

laminar, hiperqueratosis epidermolitica, queratosis
premaligna, piloderma gangrenoso, afecciones y respuestas
alérticas, reaccién alérgica, eczema 1incluyendo eczema

alérgico o atdpico, eczema asteatdtico, eczema dishidrédtico,
y eczema vesicular palmoplantar, asma tal como asma
bronguial, asma de brongquios, y asma autoinmune, afecciones
gue 1involucran la infiltracién de células T y respuestas
inflamatorias crénicas, reacciones inmunes contra antigenos
extrafios tales como grupos sanguineos A-B-O fetales durante
el embarazo, enfermedad inflamatoria pulmonar crénica,
miocarditis autoinmune, deficiencia de adhesidn de
leucocitos, 1lupus, incluyendo la nefritis de lupus, lupus
cerebritis, 1lupus pediatrico, lupus no renal, lupus extra-
renal, lupus discoide y lupus eritematoso discoide, lupus de
alopecia, lupus eritematoso sistémico (SLE) tal como SLE
cutdneo o SLE cutéaneo subagudo, sindrome de lupus neonatal
(NLE), y lupus eritematoso sistémico diseminado, diabetes

juvenil (tipo 1I), diabetes mellitus, incluyendo diabetes
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mellitus insulino-dependiente pediatrica (IDDM), diabetes
mellitus en adultos (diabetes tipo II), diabetes autoinmune,
diabetes idiopéatica insipida, retinopatia diabética,
nefropatia diabética, trastorno diabético de arteria grande,
respuestas inmunes asociadas con hipersensibilidad aguda vy

retardada mediada por citocinas y linfocitos T, tuberculosis,

sarcoidosis, granulomatosis incluyendo granulomatosis
linfomatoide, granulomatosis de Wegener, agranulocitosis,
vasculitis, incluyendo vasculitis, vasculitis de vasos

grandes (incluyendo arteritis de células gigantes (Takayasu)

y polimialgia reumatica), vasculitis de vasos medianos
(incluyendo enfermedad de Kawasaki 3% poliarteritis
nodosa/periarteritis nodosa), poliarteritis microscdpica,

inmunovasculitis, wvasculitis del SNC, wvasculitis cuténea,
vasculitis de hipersensibilidad, vasculitis necrotizante tal
como vasculitis necrotizante sistémica, y vasculitis asociada
a ANCA, tal como vasculitis o sindrome de Churg-Strauss (CSS)
y vasculitis de vasos pequefios asociada a ANCA, arteritis
temporal, anemia aplédsica, anemia aplasica autoinmune, anemia
positiva de Coombs, anemia de Diamond Blackfan, anemia
hemolitica o anemia hemolitica inmune incluyendo anemia
hemolitica autoinmune (AIHA), anemia perniciosa (anemia

perniciosa), enfermedad de Addison, anemia de gldébulos rojos

purcs o aplasia (PRCA), deficiencia del Factor VIII,
hemofilia A, neutropenia autoinmune, pancitopenia,
leucopenia, enfermedades que implican diapedesis

leucocitaria, trastornos inflamatorios del SNC, enfermedad de
Alzheimer, enfermedad de Parkinson, sindrome de 1lesidn de
miltiples o6rganos tales como aquellas secundarias a la

septicemia, trauma o hemorragia, enfermedades mediadas por
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complejos de antigeno-anticuerpo, enfermedad de membrana
basal anti-glomerular, sindrome de anticuerpo anti-
fosfolipido, neuritis alérgica, enfermedad/sindrome de
Behcet, sindrome de Castleman, sindrome de Goodpasture,
sindrome de Reynaud, sindrome de Sjogren, sindrome de
Stevens-Johnson, penfigoide tal como penfigoide buloso vy
penfigoide de piel, pénfigo (incluyendo pénfigo wvulgar,

pénfigo folidceo, pénfigo penfigoide de membrana mucosa, Yy

pénfigo eritematoso), poliendocrinopatias autoinmunes,
enfermedad o sindrome de Reiter, lesién térmica,
preeclampsia, un trastorno de complejo inmune tal como

nefritis compleja inmune, nefritis mediada por anticuerpos,
polineuropatias, neuropatia crénica tal como polineuropatias
de IgM o neuropatla mediada por IgM, trombocitopenia (como se
desarrolla por pacientes con infarto al miocardio, por
ejemplo), incluyeﬁdo purpura trombocitopénica trombdtica
(TTP), @purpura de post-transfusién (PTP), trombocitopenia
inducida por heparina, y trombocitopenia autoinmune o inmuno-
mediada tal como purpura trombocitopénica idiopatica (ITP)
incluyendo ITP crénica o aguda, escleritis tal como cerato-
escleritis idiopéatica, episcleritis, enfermedad autoinmune de
los testiculos y ovarios incluyendo orquitis y ooforitis,
hipotiroidismo primario, hipoparatiroidismo, enfermedades
endocrinas autoinmunes incluyendo tiroiditis tal como
tiroiditis autoinmune, enfermedad de Hashimoto, tiroiditis
crénica (tiroiditis de Hashimoto), o tiroiditis subaguda,
enfermedad de tiroides autoinmune, hipotiroidismo idiopéatico,
de Grave, sindromes poliglandulares tal como sindromes
poliglandulares autoinmunes (o sindromes de endocrinopatia

poliglandular), sindromes paraneoplasicos, incluyendo

006054



@

0

10

15

20

25

30

54

sindromes paraneopldsicos neuroldgicos tal como sindrome
miasténico de Lambert-Eaton o sindrome de Eaton-Lambert,
sindrome del hombre rigido o persona rigida, encefalomielitis
tal como encefalomielitis alérgica o encefalomielitis
alérgica vy encefalomielitis alérgica experimental (EAE),
miastenia grave tal como miastenia grave asociada coﬂ timoma,
degeneracidén cerebelar, neuromiotonia, sindrome de opsoclono
u opsoclono-mioclono (OMS), Y neuropatia sensorial,
neuropatia motora multifocal, sindrome de Sheehan, hepatitis
autoinmune, hepatitis crénica, hepatitis lupoide, hepatitis
de células gigantes, hepatitis activa crénica o hepatitis
activa crénica autoinmune, neumonitis intersticial linfoide
(LIP), bronquiolitis obliterante (sin trasplante) vs NSIP,
sindrome de Guillain-Barre, enfermedad de Berger (nefropatia
de IgA), nefropatia de IgA idiopéatica, dermatosis lineal de
IgA, dermatosis neutrofilica febril aguda, dermatosis
pustular subcorneal, dermatosis acantolitica transitoria,
cirrosis tal como cirrosis biliar primaria y neumonocirrosis,
sindrome de enteropatia autoinmune, enfermedad celiaca o
coeliaca, esprle celiaco (enteropatia por gluten), esprue
refractario, esprue idiopatico, crioglobulinemia, esclerosis
lateral amilotrdéfica (ALS; enfermedad de Lou Gehrig),
enfermedad de arteria coronaria, enfermedad autoinmune del
oido tal como enfermedad autoinmune del- oido interno (AIED),
pérdida de audicidén autoinmune, policondritis tal como
policondritis refractaria o recidivante o de recaida,
proteinosis alveolar pulmonar, gqueratitis intersticial no
sifilitica/sindrome de Cogan, paralisis de Bell,
enfermedad/sindrome de Sweet, rosdcea autoinmune, dolor

asociado con herpes zoster, amiloidosis, una linfocitosis no
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cancerosa, una linfocitosié primaria, la cual incluye
linfocitosis de células B monoclonales (por éjemplo,
gammopatia monoclonal benigna y gammopatia monoclonal de
significancia indeterminada, MGUS), neuropatia periférica,
sindrome paraneoplédsico, canalopatias tal como epilepsia,
migrafna, arritmia, trastornos musculares, sordera, ceguera,
pardlisis peridédica, 'y canalopatias del SNC, autismo,
miopatia inflamatoria, glomeruloesclerosis focal o
segmentaria o focal segmentaria (FSGS) , oftalmopatia
endocrina, uveorretinitis, coriorretinitis, trastorno
hepatoldgico autoinmune, fibromialgia, falla endocrina
multiple, sindrome de Schmidt, adrenalitis, atrofia géastrica,
demencia presenil, enfermedades desmielinizantes tal como
enfermedades desmielinizantes autoinmunes y polineuropatia

desmielinizante inflamatoria crénica, sindrome de Dressler,

alopecia greata, alopecia total, sindrome de CREST
(calcinosis, fendémeno de Raynaud, dismotilidad esofagica,
esclerodactilia, y telangiectasia), infertilidad autoinmune

masculina y femenina, por ejemplo, debido a anticuerpos anti-
espermatozoides, enfermedad del tejido conectivo mezclado,
enfermedad de Chagas, fiebre reumatica, aborto recurrente,
pulmén del granjero, eritema multiforme, sindrome post-
cardiotomia, sindrome de Cushing, pulmén de criadores de
aves, angiitis granulomatosa alérgica, angiitis linfocitica
benigna, sindrome de Alport, alveolitis tal como alveolitis
alérgica 3% alveolitis fibrosante, enfermedad pulmonar
intersticial, reaccién a la transfusidn, lepra, malaria,
enfermedades parasitarias tales como leishmaniosis,
guipanosomiasis, esquistosomiasis, ascariasis, aspergilosis,

sindrome de Sampter, sindrome de Caplan, dengue,
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endocarditis, fibrosis endomiocardica, fibrosis pulmonar
intersticial difusa, fibrosis intersticial pulmonar, fibrosis
pulmonar, fibrosis pulmonar idiopética, fibrosis quistica,
endoftalmitis, eritema elevatum et diutinum, eritroblastosis
fetal, faciitis eosinofilica, sindrome de Shulman, sindrome
de Felty, flariasis, ciclitis tal como ciclitis crénica,
ciclitis heterocroénica, iridociclitis (aguda o crénica), o
ciclitis de Fuch, purpura de Henoch-Schonlein, infeccidn por
virus de inmunodeficiencia humana (VIH), SCID, sindrome de
inmunodeficiencia adquirida (SIDA), infeccidén por ecovirus,
sepsis, endotoxemia, pancreatitis, tiroxicosis, infeccidn por
parvovirus, infeccién por virus de la rubéola, sindromes de
post-vacunacién, infeccién por rubéola congénita, infeccidn
por virus de Epstein-Barr, paperas, sindrome de Evan,
insuficiencia gonadal autoinmune, corea de Sydenham, nefritis
post-estreptocdcica, tromboangitis ubiterans, tiroteoxicosis,
tabes dorsal, corioiditis, polimialgia de células gigantes,
neumonitis por hipersensibilidad crénica,
gueratoconjuntivitis seca, queratoconjuntivitis epidémica,
sindrome nefritico idiopético, nefropatia de cambios minimos,
lesidn por isquemia-reperfusidn y benigna familiar,
reperfusién por trasplante de organo, autoinmunidad retinal,
inflamacién articular, bronquitis, enfermedad crénica
obstructiva pulmonar/de las vias respiratorias, silicosis,
aftas, estomatitis aftosa, trastornos arteriocesclerdticos,
asperniogenese, hemdlisis autoinmune, enfermedad de Boeck,
crioglobulinemia, contractura de Dupuytren, endoftalmia
facoanafildctica, enteritis alérgica, eritema nodosb leproso,
pardlisis facial idiopatica, sindrome de fatiga crénica,

fiebres reumdtica, enfermedad de Hamman-Rich, pérdida d

e la
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audicidn sensoneural, hemoglobinuria paroxismatica,
hipogonadismo, 1ileitis regional, leucopenia, mononucleosis
infecciosa, mielitis transversal, mixedema idiopéatico
primario, nefrosis, oftalmia simpatica, orquitis
granulomatosa, pancreatitis, polirradiculitis aguda, pioderma
gangrenoso, tireoiditis de Quervain, atrofia espénica
adgquirida, timoma no maligno, vitiligo, sindrome de chogque
téxico, intoxicacién alimentaria, afecciones gque involucran
la infiltracién de células T, deficiencia de adhesidén de
leucocito, respuestas inmunes asociadas con hipersensibilidad
aguda y retardada mediada por citocinas y linfocitos T,
enfermedades que implican diapedesis leucocitaria, sindrome
de lesién de maltiples organos, enfermedades mediadas por
complejo de antigeno-anticuerpo, enfermedad de membrana basal
antiglomerular, neuritis alérgica, poliendocrinopatias
autoinmunes, ooforitis, mixedema primario, gastritis atrdfica
autoinmune, oftalmia simpatica, enfermedades reumaticas,

enfermedad del tejido conectivo mezclado, sindrome nefrético,

insulitis, insuficiencia poliendocrina, sindrome
poliglandular autoinmune tipo I, hipoparatiroidismo
idiopatico del adulto (AOIH), cardiomiopatia tal como
cardiomiopatia dilatada, epidermolisis bulosa adquirida
(EBA), hemocromatosis, miocarditis, sindrome nefrético,

colangitis esclerosante primaria, sinusitis purulenta o no
purulenta, sinusitis aguda o croénica, sinusitis etmoidal,
frontal, maxilar o esfenoidal, un trastorno relacionado con
eosindfilos tal como eosinofilia, eosinofilia por
infiltracién pulmonar, sindrome de eosinofilia-mialgia,
sindrome de Loffler, pulmonia eosinéfila crénica, eosinofilia

pulmonar tropical, aspergilosis bronconeuménica, aspergiloma,
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o} granulomas que contienen eosinofilos, anafilaxia,
espondiloartritis seronegativas, enfermedad autoinmune
poliendocrina, colangitis esclerosante, candidiasis

mucocutédnea esclerdtica, episclerdtica, crédnica, sindrome de
Bruton, hipogammaglobulinemia transitoria de la infancia,
sindrome de Wiskott-Aldrich, sindrome de ataxia
telangiectasia, angiectasis, trastornos autolnmunes asociados
con enfermedad de coléageno, reumatismo, enfermedad
neuroldgica, linfadenitis, reduccién de la respuesta de la
presién arterial, disfuncidén wvascular, lesidén tisular,
isguemia cardiovascular, hiperalgesia, isquemia renal,
isquemia cerebral, y vascularizacién gque acompana a la
enfermedad, trastornos de hipersensibilidad alérgica,
glomerulonefritis, lesién ©por reperfusidén, trastorno de
reperfusién isquémica, lesidn por reperfusién del miocardio u
otros tejidos, traqueobronquitis linfomatosa, dermatosis
inflamatorias, dermatosis con componentes inflamatorios
agudos, insuficiencia de o6rganos multiples, enfermedades
bulosas, necrosis renal cortical, meningitis purulenta aguda
u otros trastornos inflamatorios del sistema nervioso
central, trastornos inflamatorios oculares y orbitales,
sindromes asociados con la transfusién de granulocitos,
toxicidad inducida por citocinas, narcolepsia, inflamacidn
grave aguda, inflamacién crénica intratable, pielitis,
hiperplasia endarterial, ulcera péptica, valvulitis, y
endometriosis.

Los anticuerpos descritos en la presente pueden
tener una variedad de usos académicos, médicos y comerciales.
Los anticuerpos pueden ser utilizados en diferentes tipos de

pruebas de diagnéstico, por ejemplo, para detectar una amplia
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variedad de enfermedades o la ©presencia de farmacos
(productos farmacéuticos}, toxinas u otras proteinas
incluyendo hormonas, vya sea 1in vitro o in vivo. Los
anticuerpos descritos en la presente pueden ser utiles en las
5 pruebas para la enfermedad, por ejemplo, en suero o sangre de
los pacientes. La enfermedad puede incluir enfermedades
relacionadas con 0X40 o enfermedades o indicaciones no
relacionadas con 0X40 incluyendo varios cénceres, enfermedad
inflamatoria o autoinmune. Los anticuerpos pueden usarse

10 también en la radioimmuno-deteccidén y radioimmuno-terapia del
cdncer y algunos nuevos métodos de pruebas pueden utilizar
estos anticuerpos descritos para dirigirse sdélo a las
membranas celulares de tipos celulares especificos, es decir,
cancer.

15 Los anticuerpos descritos en la presente podrian
hacerse parte de un kit o u otro paquete de diagndéstico. Como
tal, en la presente se proporciona un kit de diagndstico, o
articulo de manufactura para uso con el método de tratamiento
en la presente. El kit de diagndstico puede comprender uno o

20 mas de los siguientes: material de referencia de
antagonista/anticuerpo/farmaco; anticuerpo neutralizante de
control positivo (preferiblemente de cabra o mono
cynomolgus); columna de Proteina A + G (por ejemplo, columna
de proteina A/G); reactivo de deslipidacidén; amortiguadores

25 de purificacién de afinidad de inmunoglobulina (por ejemplo,
amortiguadores de enlace, elucidén y neutralizacién); suero de
complemento; diluyente de ensayo para células; literatura o
manual de instrucciones; vial de células congeladas (por
ejemplo, células WIL2); reactivo de etiquetado de células

30 (tal como CELL TITER GLO.RTM.), etc.. Por via de ejemplo, el
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kit de digandéstico puede iﬁcluir pero no se limita a: (a)
reactivo de deslipidacién; (b) amortiguadores (por ejemplo,
amortiguadores de enlace y elucidén) para purificaciédn de
afinidad de inmunoglobulinas; y (c) manual de instrucciones
gue da instrucciones al usuario del kit de diagnéstico para
usar el kit para pre-tratar una muestra bioldgica de una
enfermedad autoinmuno o cancer objeto antes de conducir un
bioensayo basado en células (tal como un ensayo de anticuerpo
neutralizante) en la muestra (por ejemplo, para evitar el
problema de interferencia de suero). El kit de diagnéstico
opcionalmente comprende adicionalmente alguno o mas de:
material de referencia de farmaco, anticuerpo neutralizante
de control positivo, suero de complemento, diluyente de
ensayo para células, y reactivo de etiquetado de células,
etc.

Los anticuerpos y otros descubrimientos descritos
en la presente también proporcionan métodos de seleccidn de
alto rendimiento. Mas especificamente, y como se entiende por
aquellos expertos en el arte, los métodos de alto rendimiento
para seleccionar anticuerpos monoclonales antagonistas o
agonistas o moléculas pequefias que enlaza a receptores 0X40,
y que pueden inhibir la generacién y funcién de células Trl o
promueven la generacién y funcidén de células Trl, se hacen
posible. En tal método, una linea de células T humana (SU-
DHL-1) que tiene la capacidad de producir IL-10 se transfecto
con el gen de 0X40 humano (SUOX40). 100,000 células de SU0X40
se cultivaron ya sea con 100,000 células de fibroblasto de
ratén (células L) o 100,000 células de fibroblasto de ratédn
que expresan el ligando de 0X40 humano (células L de ligando

de 0X40) en placas de 96 cavidades. Después de 48 horas de
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cultivo, los sobrenadantes de cultivo se colectaron para la
medicién de 1IL-10 por ELISA especifico de IL-10. En wun
experimento representativo, 100,000 células de SU0X40
produjeron hasta 6,000 pg/ml de IL-10 <cultivada en la
ausencia de ligando de 0X40. En la presencia de ligando de
0X40, 100,000 células de SUOX40 produjeron menos de 1,000
pg/ml de IL-10. Este método de cultivo se puede utilizar para
seleccionar, inter alia, anticuerpos monoclonales
antagonistas o moléculas pequefias que bloquean la capacidad
de ligando de 0X40 para inhibir la produccién de IL-10 por
células de SUOX40. Alternativamente, este método de cultivo
se puede modificar reemplazando las células L gque expresan el
ligando de O0X40 «con anticuerpos monoclonales agonistas
potenciales o moléculas pequenias especificas para 0X40 para
determinar, inter alia, su capacidad de inhibir la produccién
de IL-10 por células de SUOX40.

Los anticuerpos anti-0X40 descritos en la presente
se pueden usar como un ensayo O en un ensayo para probar o
medir la actividad de un farmaco u otra molécula encontrada
en un organismo o muestra organica. También se podrian usar
en un ensayo cuantitativo para medir la cantidad de una
sustancia en una muestra. Los bioensayos e inmunoensayos
estdn entre las muchas variedades de ensayos bioquimicos
especializados por los cuales estos anticuerpos se pueden
usar. Los anticuerpos anti-0X40 ensefiados en la presente se
pueden usar en otros ensayos para medir los procesos tal como
actividad enzimatica, captura de antigeno, actividad de
células madre, y enlace de proteina competitivo.

Las células L que expresan GITRL, OX40L, 4-1BBL,

ICOSL humanos se generaron por transduccidén mediada por
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retrovirus, como se entiende por aquellos de experiencia en
el arte. Brevemente, la secuencia codificante de longitud
completa para GITRL (Acceso # NM 005092), OX40L (Acceso #
NM 003326), 4-1BBL (Acceso # NM_003811), ICOSL (Acceso #
NM 015259) humanos se amplificé por RT-PCR con ARN preparado
de PBMCs estimuladas por HSV-1l. Subsecuentemente, los ADNc se
clonaron en un vector retroviral basado en MSCV pMIGWZ2 y los
plédsmidos resultantes se verificaron por digestidén de enzima
de restriccién y secuenciacidén de ADN. Para producir el
retrovirus recombinante, cada vector fue co-transfectado con
constructos de empaquetado pCL-gp (gag/pol) y pHCMV-VSVg
(envoltura de glicoproteina VSV) en células HEK293T. Dos dias
mas tarde, los sobrenadantes de cultivo gque contienen virus
se recolectaron y se utilizaron para infectar las células L
CD32 a 100. Bajo esta condicidén > 95% de células fueron
transducidas productivamente.

Los monocitos de CD14* aislados (pureza > 94%) se
cultivaron en la presencia de 100 ng/ml de GM-CSF y 50 ng/ml
de IL-4 (ambos de R&D) durante 5 dias, como se entiende por
aquellos de experiencia en el arte. Las DCs inmaduras
resultantes se lavaron y cultivaron durante 24 h con IFN-«
(1000 U/ml, PBL Biomedical Laboratories), IL-10 (10 ng/ml,
R&D), y se irradiaron las células L transfectadas con CDh40L
(relacién de DC a células L, 4:1) para obtener DCs maduras,
como se entiende por aquellos de experiencia en el arte.

Las células T CD4" naive y células T CD4" de memoria
(cada pureza > 99%) se aislaron de PBMCs usando kit de
aislamiento II de células T CD4" (Miltenyi Biotec) seguido
por clasificacién celular (fraccién de CD4'CD45RA'CD45R0O™CD25

como células T naive y fraccién de CD4*CD45RA™CD45RO'CD25”
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como células T de memoria), como se entiende por aquellos de
experiencia en el arte. 4 x 10* células T CD4" naive
alogénicas recientemente purificadas se co-cultivaron con DCs
inmaduras o cultivadas (relacién de DC a T, 1:10) en la
presencia o ausencia de OX40L humano recombinante (R&D, 100
ng/ml) en placas de cultivo de 96 cavidades de fondo redondo
durante 7 dias, como se entiende por aquellos de experiencia
en el arte. Las células T CD4" purificadas también se
cultivaron con IL-12 (10 ng/ml, R&D), IL-4 (25 ng/ml, R&D), o
combinacidén de dexaﬁetasona (5x10_8 M, Life Technologies) vy
lalfa,25-dihidroxivitamina D3 (107’ M) durante 7 dias en la
presencia de anticuerpo monoclonal anti-CD28 soluble (CD28.2,
1 pg/ml) e IL-2 (50 U/ml, R&D) en las células CD32/0X40L-L
irradiadas, células CD32/GITRL-L, c¢élulas CD32/4-1BBL-L, o
células CD32-L parentales las cualse se han pre-recubierto
con anticuerpo monoclonal anti-CD3 (OKT3, 0.2 ug/ml) en
placas de cultivo de 48 cavidades (relacién de células T a
células 1, 2.5:1), como se entiende por aquellos de
experiencia en el arte. En algunos experimentos, las células
T CD4% se cultivaron durante 7 dias en las células CD32-L,
mezcla de células CEBZ—L y células CD32/ICOSL-L (relacidn
1:1), o mezcla de células CD32/ICOSL-L y células CD32/0X40L-L
(relacién 1:1) pre-recubiertas con anticuerpo monoclonal
anti-CD3 (0.2 ug/ml) en placas de cultivo de 48 cavidades,
como se entiende por aquellos de experiencia en el arte. Se
utilizé RPMI 1640 y se suplementé con 10% FCS, 2 mM L-
glutamina, 1 mM piruvato de sodio, penicilina G, y
estreptomicina para los cultivos, como se entiende por
aquellos de experiencia en el arte.

Las células T <cultivadas se <colectaron y se
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lavaron, y luego se reestimularon con anti-CD3 de unidén a la
placa (5 wug/ml) vy anti-CD28 soluble (2 upg/ml) a una
concentracién de 1x10° células/ml durante 24 horas, como se
entiende por aquellos de experiencia en el arte. Los niveles
de 1IL-4, 1IL-10, TNF-a, e IFN-a en los sobrenadantes se
midieron por ELISA (todos los kits de R&D), como se entiende
por aquellos de experiencia en el arte. Para la produccidn de
citocina intracelular, las células T cultivadas se
reestimularon con 50 ng/ml de PMA ma&s 2 ug/ml de yonomicina
durante 6 h. La brefeldin A (10 ug/ml) se agregd durante las
Gltima 2 h, como se entiende por aquellos de experiencia en
el arte. Las células se tifieron con una combinacidén de
anticuerpos monoclonales etiquetados con PE a anticuerpos
monoclonales etiquetados con FITC de IL-4 o TNF-a a anti-IL-
10 etiquetado con APC e IFN-o (todos de BD) usando el kit FIX
y PERM (CALTAG), como se entiende por aquellos de experiencia
en el arte.

Las células T se recolectaron y resuspendieron en
un medio que contiene EDTA para disociar los agrupamientos,
como se entiende por aquellos de experiencia en el arte. Las
células viables se contaron por exclusidén de azul de tripano
de las células muertas, como se entiende por aquellos de
experiencia en el arte. Para el ensayo de funcidén supresora,
las células T CD4+ naive (A) y células Trl generadas de
células T CD4" naive por anticuerpo monoclonal anti-CD3,
anticuerpo monoclonal anti-CD28, IL-2, Dex, VY vit D3 en 1la
presencia de las células L parentales (B) o células OX40L-L
(C), estos tres tipos de células y sus mezclas a una relaciodn
1:1 luego se reestimularon durante 5 dias por cultivo en la

presencia de 5 ug/ml de anticuerpo monoclonal anti-CD3 vy 1
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pg/ml de anticuerpo monoclonal anti-CD28, después de este
tiempo la proliferacién celular se evalud por incorporaciédn
de [3H], como se entiende por aquelos de experiencia en el
arte.

Generacidén de anticuerpos monoclonales especificos
de 0X40 anti-humano

Se generaron multiples anticuerpos monoclonales de
ratén agonistas contra OX40 humano. La especificidad de
enlace de antigeno de los anticuerpos se confirmbé por
citometria de flujo (FIGS. 10-12). La actividad agonista de
los anticuerpos se validé a través de ensayos funcionales. Se
encontré que nueve de los 20 anticuerpos especificos de 0X40
podrian bloguear la generacién mediada por vitamina
D3/dexametasona de células Trl a partir de células T cp4*
(FIG. 13), mejorar la proliferacidén de células T CD4" (FIG.
14), y suprimir la produccidn de IL-10 de Treg
ICOS*CD4*CD25% "3 FOXP3* (FIG. 16). Se titularon los anticuerpos
y se encontrd que cinco poseen actividad en la supresidn de
la generacién de células Trl a concentraciones tan bajas como

4 ng/ml (FIG. 15).

Los anticuerpos 0X40 inhiben la funcién de Treg
CD4*CD25% 2 FoxP3*

Algunos de los anticuerpos monoclonales de 0X40
inhiben la funcién supresora de Treg FOXP3" (FIG. 17). De los
cinco anticuerpos (119-8B, 119-43, 119-122, 119-173B, y 106-
222) que potentemente inhiben la produccién de IL-10 de
células Trl y Tregs CD4*CD25%'*2CD127'FOXP3*, tres (119-43,
119-122, vy 106-222) fueron potentes en el bloqueo de 1la

funcién de Treg CD4*cD25%'*%cD1277FOXP3" (FIG. 17). i

S
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embargo, dos (119-33 y 120-140A) de los 11 anticuerpos que no
tienen actividad contra la produccidén de IL-10, bloquean la

funcién de Treg CD4YCD25*'**FOXP3* (Fig.18).

Anticuerpos monoclonales 0OX40 anti-humanos

La generacién de anticuerpos monoclonales 0X40
anti-humanos se realizé por ejemplo, inmunizando ratones
BALB/c de 6-8 semanas de edad con una linea celular de ratdn
transfectada con OX40 humano siguiendo los protocolos
establecidos. Los clones de hibridoma que segregan el
anticuerpo monoclonal de hibridoma que especificamente manchd
células 0x40" se establecieron y se analizaron
adicionalmente.

Se disefi®é una seleccidén exhaustiva para detectar
aquellos clons que activan la sefializacién de OX40 (es decir,
anticuerpos agonistas) inhibiendo la generacién y funcidn de
células Trl. Aquellos clones se purificaron adicionalmente.
Los anticuerpos agonistas contra hOX40 se pueden humanizar y
usar en protocolos clinicos para terapia anti-tumor humana,
ya sea solos o en combinacién con vacunacidn anti-~tumor vy
otros adyuvantes. Diversos tipos de tumor diferentes podrian
ser el objetivo de estos anticuerpos, incluyendo melanoma,
linfoma y cancer de mama.

En otra modalidad, se utilizaron ratones hembra
BALB/c de 6-8 semanas de edad para inmunizacién subcutanea o
en almohadilla plantar. Cada ratdén se inyectd con 5 millones
de células L murinas transfectadas con 0X40 humano (L-OX40) 6
veces a intervalos de 3 dias. Tres dias después de la sexta
inyeccidn, los ratones se sacrificaron y los nddulos

linfaticos popliteales (de la inmunizacidén en almohadilla
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plantar) o bazo (de la inmunizacidén subcuténea) se removieron
y las células se fusionaron con células de mieloma SP2.0 o
mieloma NSO a una relacién de 1 a 1 para generar clones de
hibridoma wusando protocolos establecidos. Los clones de
hibridoma que segregan anticuerpo monoclonal luego se
seleccionaron para su especificad de enlace a células L-hOX40
por ensayos de ELISA. Los sobrenadantes de hibridoma que
enlazan a células L-hOX40 y no células L parentales se
confirmaron adicionalmente para enlace en células L-hOX40 vy
SUPM2-hOX40 por anadlisis de citometria de flujo.

En el experimento de la FIG. 10, los sobrenadantes
de hibridoma de hOX40 se seleccionaron contra células L-hOX40
versus células parentales L por ELISA. Veinte anticuerpos
monoclonales especificos de hOX40 se seleccionaron. Veinte
millones de células L o células L que expresan 0X40 humano
(L-hOX40) se recubrieron en una placa de 96 cavidades
mezclando las células con 0.01% cloruro de magnesio y calcio
en PBS y se dejaron secar durante la noche en una campana
laminar. Las placas luego se congelaron a -20°C por al menos
un dia antes del uso. Para ensayos de enlace de anticuerpo,
las células congeladas se rehidrataron con PBS y se lavaron
con amortiguador de lavado que contiene PBS mas 0.05% Twen
20, y se bloquearon con 2% BSA en amortiguador de lavado. Las
células acondicionadas luego se usaron para enlace a
sobrenadantes de anticuerpo 0X40. El enlace de anticuerpo a
células luego se detectd con un anticuerpo secundario, FC HRP
de IgG anti-ratén. Los sobrenadantes de hibridoma especifico
de hOX40 reconocen las células L que expresan 0X40 pero no
células L parentales.

En el experimento de la FIG. 11, los anticuerpos
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monoclonales especificos de hOX40 se seleccionaron por
anadlisis de citometria de flujo. Numeros iguales (100k) de
células L y L-hOX40 se mezclaron en amortiguador de FACS (1%
FCS/2mM EDTA/PBS) vy se incubaron con 0.5 pg de anticuerpos
purificados FPLC (Proteina A HiTrap/Amortiguador de elucidn
de Ag/Ab Ligero). Las células luego se lavaron y tifieron con
un anticuerpo secundario, IgG anti-ratdén conjugado con PE.
Dos picos indican tincién positiva y negativa por anticuerpo
monoclonal anti-h0X40. Un pico unico sugiere no enlace o0
ningin enlace especifico de anticuerpos. Veinte anticuerpos
monoclonales especificos de hOX40 se confirmaron por andlisis
de citometria de flujo.

En el experimento de la FIG. 12, la especificidad
de anticuerpos monoclonales hOX40 se confirmé usando células
SUPM2 que expresan hOX40 (SUPM2-hOX40). Numeros 1iguales
(100k) de células SUPM2 y SUPM2-hOX40 se mezclaron en
amortiguador de FACS (1% FACS/2mM EDTA/PBS) y se utilizaron
para enlace de anticuerpo monoclonal hOX40 como en la FIG.
11. La especificidad de enlace de cada anticuerpo se analizd
por citometria de flujo. Dos picos indican tincidén positiva y
negativa por anticuerpo monoclonal anti-hOX40, mientras que
un pico unico sugiere no enlace o ningun enlace especifico
por anticuerpos. Veinte anticuerpos monoclonales especificos
de hOX40 se confirmaron.

En el experimento de la FIG. 13, se buscd
identificar anticuerpos monoclonales especificos de 0X40
humano que pueden inhibir la generacién de células Trl a
partir de células T CD4" estimulada por VitDs; (10 micromoles
mM) /Dex (50 nanoM), CD32L/ICOSL y anti-CD3/CD28 (0.2

microgramos/ml). Los anticuerpos monoclonales anti-hOX40 se
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agregaron en el dia 0 del cultivo celular y las células T
CD4* después de 7 dias de estimulacién se sometieron a
tincién intracelular de IL-10 seguida por analisis de
citometria de flujo. Los datos representativos de
Clasificacién de Células Activadas por Fluorescencia (FACS)
se muestran en A y los porcentajes de las ceélulas Trl para
todos los tratamientos de anticuerpos monoclonales anti-hOX40
se muestran en B. Usando las células obtenidas de este
experimento, se buscd identificar los anticuerpos
monoclonales especificos de h0X40 que estimulan la
proliferacién de células T CD4" (FIG. 14, las células se
contaron en el dia 7 después de la estimulacidén) e inhibir la
generacién de Trl a partir de CD4* (FIG. 13).

Para identificar tales anticuerpos monoclonales
hOX40 para su capacidad de inhibir la generacién de ceélulas
Trl a partir de células T CcD4*%, las células Trl se generaron
y cultivaron como se describe en los experimentos para la
FIG. 13 anterior. ©Los datos representativos de FACS se
muestran en A vy el. porcentaje de células Trl después del
tratamiento con nueve anticuerpos monoclonales anti-hOX40 se
muestra en B. Cinco anticuerpos monoclonales especificos de
hOX40 inhibieron fuertemente la generacidén de células Trl a
concentracién de 4 ng/ml (FIG. 15).

En el experimento de las FIGS. 16A, 16B, y 16C, las
células T ICOS™CD4*CD127°CD25%* recientemente clasificadas se
estimularon con anti-CD3 (0.2 ug/ml) en la presencia de
células CD32L/ICOSL y células CD32/hOX40L o anticuerpos
monoclonales anti-hOxX40 o anticuerpo de control durante 5
dias. Luego, las células se contaron y 5x10% células se

reestimularon con -‘anti-CD3/CD28 durante 4 horas y los
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sobrenadantes se sometieron a ensayo para secreciédn de IL-10
con un kit de Elisa. Se 1identificaron los anticuerpos
monoclonales especificos de hOX40 que inhiben la generacidn
de Trl a partir de células T CD4" que también inhiben la
produccidén de IL-10 naturalmente de células T 1COS*CD4*CD22 2,
Las Tregs ICOS'ICOS™CD4*CD127°CD25°'*® se cultivaron con células
CD4*CD25P%3% etiquetadas con CFSE en la presencia de monocitos
irradiados y anti-CD3 (0.3 ug/ml) y mAbs anti-hOX40. Después
de 3.5 dias de cultivo, la proliferacién celular se evalud
para dilucién de CFSE en células por FACS (FIG. 16C).

Las FIGS. 17A y 17B muestran la identificacidn de
anticuerpos monoclonales anti-hO0X40 que inhiben la generacidn
de celulas Trl Y blogquean la funcidén de Treg
FOXP3'CD4*CD25%%.  Las células T  FOXP3'CD4*CD127°CD25%*
recientemente clasificadas (3.5 X 10%) se cultivaron con
células CDA4'CD25*% etiquetadas con CFSE (7 x 10°) en la
presencia de monocitos irradiados (7 X 104, 6000 rad) y 0.3
pg/ml de anti-CD3 y varias concentraciones de anticuerpo
monoclonal anti-hOX40. Después de 3 a 4 dias de cultivo, se
evalué la proliferacién celular para la dilucidén de CFSE en
células por andlisis de citometria de flujo. El porcentaje de
células divididas se indicé. Los anédlisis de citometria de
flujo representativos se muestran en la FIG. 17A. Los datos
para 6 anticuerpos monoclonales se muestran en la FIG. 17B.

En el experimento de la FIG. 18, las células T
FOXP3'CD4*CD127°CD25%'*® recientemente clasificadas (3.5 x 10%)
se cultivaron con células CD4'CD25°%% etiquetadas con CEFSE (7
x 10%) en la presencia de monocitos irradiados (7 x 10%, 6000
rad) y 0.3 pg/ml de anti-CD3 y varias concentraciones de

anticuerpo monoclonal 0X40. Después de 3 a 4 dias de ﬁ%%ﬁ%ffi
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la proliferacidén celular se evalud para la dilucidn de tinte
de CFSE en las células por FACS. Los datos son
representativos de dos experimentos. Se identificaron 1los
anticuerpos monoclonales anti-hOX40 que no inhiben Ila
generacién de Trl pero bloguean la funcidén de Treg
FOXP3*CD4*CD25% %2,

En el experimento de las FIGS. 19A y 19B, las
células T CD4*'CD25%*® derivadas de linfoma se cultivaron con
células CD4*CD25"%3% etiquetadas con CFSE (7 x 10?) aisladas de
un donante sano en la presencia de monocitos alogénicos
irradiados (7 x 10%, 6000 rad) y 0.3 microgramos/ml de anti-
CD3 y 25 pg/ml de anticuerpo monoclonal anti-hOX40. Después
de 3 a 4 dias de cultivo, la proliferacidédn celular se evalud
para la dilucidn de CFSE por FACS. Los andlisis
representativos de FACS se muestran en la FIG. 1%A y los
datos para todos los experimentos se muestran en la FIG. 19B.
Se descrubié que los anticuerpos agonistas hOX40 bloquean la
funcién de Treg CD4'CD25%'*® derivadas de linfoma.

La FIG. 20 muestra la identificacidén de anticuerpos
agonistas 0X40 que enlazan especificamente a O0X40 de mono
rhesus y humano. Las células mononucleares de sangre
periférica de mono rhesus se obtuvieron por centrifugacidn de
ficoll. Las células T CD4" se obtuvieron por microperlas de
CD4. Las células T CD4" se estimularon con 10 npg/ml de
lectina de phaseolus vulgaris (PHA). Dos dias después de la
estimulacién, las células se tifierpn con mAbs anti-h0OX40
seguido por IgG-APC anti-ratén de cabra y CD69-PE. 106-317
sirvié como un control negativo. Se muestran seis mAbs anti-
hOX40 que activan fuertemente la proliferacidén de células T

podrian enlazar las células T CD4%" de mono rhesus activadas.
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Estos resultados indican que la toxicidad de estos seis
anticuerpos monoclonales anti-h0OX40 se pueden probar en
monos.

Solamente siete de 500 clones positivos a 0X40
anti-humano obtenidos wusando los protocolos de fusidn
convencionales, exhibieron las propiedades de activacidén de
0X40, incluyendo pero no limitado a, la capacidad de bloquear
la generacién de Trl que producen IL-10 y funcidn supresora

de nTreg como se describe en la Tabla 1.

Tabla 1. Lista de anticuerpos monoclonales especificos de

0X40
Clon de
anticuerpo | Bloguean Bloquean
monoclonal | IL-10 nTreg
1[106-108 - -
21106-317 - -
31106-107 - -
41106-148 - -
51119-204A - -
6(119-220C - +
71119-33A - +
81119-58 - +
91119-181A - +
10| 119-157A - +
11 |1120-140A - +
12 1119-8B + -
13(119-173B + -
141106-132 + +
151106-222 + +
16 |1119-43 + +
17 1119-122 + +
18 | 119-69A + + ) 0033’33
191120-56 + +
20| 120-270 + +
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Los. clones de hibridoma 106-222 vy 119-122 se

seleccionaron con base en tres criterios

1. 1Inhiben la generacidén de células Trl de células
T CD4" (Treg inducibles)

5 2. Invierten la funcién supresora de las células
nTreg FOXP3"

3. Exhiben inhibicién dependiente de la dosis de
cierre de células Trl e inversidén de la funcién
de Treg FOXP3"

10
Anticuerpos Quiméricos y Humanizados
La humanizacién (también llamada reorganizacidn o
insercién de CDR) es una técnica establecida para reducir la
inmunogenicidad de los anticuerpos monoclonales de fuentes
15 xenogeneicas (incluyendo pero no limitado a roedores) y para
mejorar su activacién del sistema inmune humano. Aunque se
conocen los mecanismos de produccién de anticuerpo monoclonal
modificado genéticamente usando las técnicas de biologia
molecular, la insercién simple de las regiones determinantes
20 de complementariedad (CDRs) en armazones humanos no siempre
reconstituye la afinidad de enlace y la especificidad del
anticuerpo monoclonal original.
Para humanizar un anticuerpo, el diserio del
anticuerpo humanizado llega a ser la etapa critica en la
25 reproduccién de la funcién de la molécula original. Este
disefio incluye varias opciones: las extensiones de las CDR,
los armazones humanos a usar y la sustitucién de los residuos
deel anticuerpo monoclonal de roedor en las regiones de
armazén humano (retromutaciones). Las posiciones de estas

30 retromutaciones se han identificado principalmente por
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andlisis de secuencia/estructural o por anadlisis de un modelo
de homologia de la estructura 3D de la regidn variable.
Recientemente, se han utilizado genotecas de fago
para variar los aminoadcidos en las posiciones elegidas. De
manera similar, muchos procedimientos se han utilizado para
elegir los armazones humanos mé&s adecuados en los cuales
injertar las CDRs de vroedor. Los experimentos tempranos
utilizaron un subconjunto limitado de anticuerpos
monoclonales humanos bien caracterizados (frecuentemente pero
no siempre donde la estructura estuvo disponible), sin
considerar 1la -identidad de secuencia con el anticuerpo
monoclonal de roedor (el procedimiento de armazones fijos asi
llamado). Algunos grupos usan regiones variables con alta
identidad de secuencia de aminoacido con las regiones
variables de roedor (mejor ajuste o igualacién de homologia);
otros wusan secuencias de consenso o linea germinal mientras
que aun otros seleccionan fragmentos de las secuencias de
armazén dentro de cada regién variable de cadena ligera o
pesada de diversos anticuerpos monoclonales humanos
diferentes. También hay procedimientos para la humanizacidn
desarrollada la cual reemplaza los residuos de roedor de
superficie con los residuos més comunes encontrados en
anticuerpos monoclonales humanos (“recapado” o “chapado”) vy
aquellos los cuales usan diferentes definiciones de las
extensiones de las CDRs. Los anticuerpos humanizados se
describen a continuaciodn. Sin embargo, un anticuerpo
quimérico que comprende las regiones variables pesada vy
ligera de las SEC ID NOs: 4 y 10, o, SEC ID NOs: 16 y 22

también se describen en la presente.
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Los anticuerpos monoclonales humanizado se derivaron del
anticuerpo anti-0X40 murino.

El anticuerpo anti-0X40 humanizado aislado puede
tener una cadena pesada variable CDRl1 'que comprende la
secuencia de aminodcidos de SEC ID NO: 1 o 13. El anticuerpo
anti-0X40 humanizado aislado puede tener una cadena pesada
variable CDR2 que comprende la secuencia de amincécidos de
SEC ID NO: 2 o 14. El anticuerpo anti-0X40 humanizado aislado
puede tener una cadena pesada variable CDR3 que comprende la
secuencia de aminoédcidos de SEC ID NO: 3 o 15.

El anticuerpo anti-OX40 humanizado aislado puede
tener una cadena ligera variable CDR1 que comprende la
secuencia de aminodcidos de SEC ID NO: 7 o 19. El anticuerpo
anti-0X40 humanizado aislado puede tener una cadena ligera
variable CDR2 que comprende la secuencia de aminoacidos de
SEC ID NO: 8 o 20. El anticuerpo anti-0X40 humanizado aislado
puede tener una cadena ligera variable CDR3 que comprende la
secuencia de aminodcidos de SEC ID NO: 9 o 21.

El anticuerpo anti-0X40 humanizado aislado puede
tener una cadena ligera variable que comprende la secuencia
de aminodcidos de SEC ID NO: 11 o 23, o una secuencia de
aminodcidos con al menos 90 por ciento de identidad con las
secuencias de aminodcidos de SEC ID NO: 11 o 23. EIl
anticuerpo anti-OX40 humanizado aislado puede tener una
cadena pesada variable gque comprende la secuencia de
aminoadcidos de SEC ID NO.: 5 o 17, o wuna secuencia de
aminoadcidos con al menos 90 por ciento de identidad con las
secuencias de aminodcidos de SEC ID NO: 5 o 17.

El anticuerpo anti-0X40 humanizado aislado puede

tener una cadena ligera variable codificada por la secuencia
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de acido nucleico de SEC ID NO: 12 o 24, © una secuencia de
dcido nucleico con al menos 90 por ciento de identidad con
las secuencias de aminodcidos de SEC ID NO: 12 o 24. E1
anticuerpo anti-0X40 humanizado aislado puede tener una
cadena pesada variable codificada por una secuencia de acido
nucleico de SEC ID NO: 6 o 18, o una secuencia de acido
nucleico con al menos 90 por ciento de identidad con las

secuencias de aminocécidos de SEC ID NO: 6 o 18.

Expresién de anticuerpos anti-0X40 humanizados

Un anticuerpo, o porcidén de anticuerpo, de la
invencién se puede preparar por expresién recombinante de
genes de cadena ligera y pesada de inmunoglobulina en una
célula huésped. Para expresar un anticuerpo de manera
recombinante, una célula huésped se transfectd con uno o mas
vectores de expresién recombinantes que portan fragmentos de
ADN que codifican las cadenas ligera y  pesada de
inmunoglobulina del anticuerpo de modo que las cadenas ligera
y pesada se expresan en la célula huésped y, preferiblemente,
se segregan en el medio en el cual las células huéspedes se
cultivaron, del medio los anticuerpos se pueden recuperar.
Las metodologias de ADN recombinante estandares se usan para
obtener los genes de cadena pesada y ligera de anticuerpo,
incorporar estos genes en los vectores de expresidn
recombinantes e introducir los vectores en células huéspedes,

tales como aquellas descritas en Sambrook, Fritsch and

Maniatis (eds), Molecular Cloning; A Laboratory Manual,
Second Edition, Cold Spring Harbor, N.Y., (1989), Ausubel, F.
M. et al. (eds.) Current Protocols in Molecular Biology,
Greene Publishing Associates, (1989) y en la Patente de

00GaTY



10

15

20

25

30

17

Estados Unidos No. 4,816,397 de Boss et al.

Los anticuerpos y fragmentos de anticuerpo y
variantes se pueden producir a partir de una variedad de
células animales, preferiblemente de células de mamifero, con
células murinas y humanas siendo particularmente preferidas.
Ademds, los sistemas de expresidén de ADN recombinante podrian
incluir aquellos que utilizan células huéspedes y constructos
de expresién que se han modificado genéticamente para
producir altos niveles de una proteina particular. Tales
células huéspedes y constructos de expresidén pueden incluir
Escherichia «coli; constructos de expresidén de albergue
derivados de pléasmidos o virus (bacteridéfago); levadura tal
como Saccharomyces cerevisieae o Pichia pastoras que albergan
constructos de expresién episomal o) cromosomalmente
integrados; células de insectos y virus tal como células Sf9
y baculovirus; y células de mamifero que albergan constructos
de expresidén episomal o cromosomalmente integrados (que
incluyen pero no se limitan a, retrovirales) (tales métodos,
por ejemplo, se pueden ver del manuscrito Verma et al., J.
Immunol. Methods 216:165-181, 1998). Los anticuerpos también
se pueden producir en plantas (tales métodos, por ejemplo, se
pueden ver de la Patente de Estados Unidos No. 6,046,037; Ma
et al., Science 268:716-719, 1995) o por tecnologia de
expresién en fagos (tales métodos, por ejemplo, se pueden ver
de Winter et al., Annﬁ. Rev. Immunol. 12:433-455, 1994).

Los anticuerpos anti-0X40 humanos que exhiben un
nivel de actividad y especificidad/afinidad de enlace que son
deseables se pueden manipular adicionalmente por técnicas de
ADN recombinante estéandares, por ejemplo para convertir los

genes de regién variable a gen de cadena de anticuerpo de
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longitud completa, a genes de fragmento Fab o a un gen de
scFv. En estas manipulaciones, un fragmento de ADN que
codifica VL o VH se enlaza operativamente a otro fragmento de
ADN que codifica otra proteina, tal como una regidén constante
de anticuerpo o) un enlazante flexible. El término
“operativamente enlazado”, como se utiliza en este contexto,
se entiende que significa que los dos fragmentos de ADN se
unen de modo que las secuencias de aminodcido codificadas por
los dos fragmentos de ADN permanecen en armazdén.

En otro aspecto, el ADN aislado que codifica la
regién VH se puede convertir a un gen de cadena pesada de
longitud completa enlazando operativamente el ADN codificante
de VH a otra molécula de ADN que codifica las regiones
constantes de cadena pesada (CH1, CH2, y CH3). Las secuencias
de genes de regidén constante de cadena pesada humanos se
conocen en el arte (ver, por ejemplo, Kabat, E. A., et al.
(1991) Sequences of Proteins of Immunological Interest, Fifth
Edition, U.S. Department of Health and Human Services, NIH
Publication No. 91-3242) y los fragmentos de ADN que abarcan
estas regiones se pueden obtener por amplificacidén de PCR
estandar. La regién constante de cadena pesada puede ser una
regién constante de IgG-1, IgG2, IgG3, IgG4, Iga, IgE, IgM o
IgD y cualguier variante alotipica en la presente como se
describe en Kabat (, Kabat, E. A., et al. (1991) Sequences of
Proteins of Immunological Interest, Fifth Edition, U.S.
Department of Health and Human Services, NIH Publication No.
91-3242), pero muy preferiblemente es una regidn constante de
IgGl o IgG4. Para un gen de cadena pesada de fragmento Fab,
el ADN codificante de VH se puede enlazar operativamente a

otra molécula de ADN que codifica solamente la regidn
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constante de cadena pesada CHI.

Ademéas, un anticuerpo humanizado unido al antigeno
de superficie puede interactuar con células que portan FcR.
Tal interaccidén puede producir funcidén efectora tal como ADCC
y/o mejorar la sefializacidn debido a la reticulacidén mediada
por Fc. La interaccidén puede ser benéfica o dafiina para la
terapia. Tales efectos secundarios dafiinos incluyen
escalofrios, fiebre, hipotensidén, y en algunos casos, disnea
(Thistlethwaite JR Jr., Cosimi AB, Delmonico FL, et al.).

Ciertos efectos dafinos pueden originarse en el
complejo de proteina encontrado en 1la superficie de una
célula T. En la activacién de las células T, el complejo de
proteina llega a estar involucrado en la transduccidén de
seflales generadas via un receptor de antigeno. En breve, la
activacién de las células T inicia una cascada de eventos los
cuales incluyen la reticulacién mejorada del receptor de
antigeno. La reticulacién del receptor puede contribuir a
fuerte sefializacién mitogénica que conduce a la induccidn de
ciertas citocinas tal como factor de necrosis tumoral alfa
(INF-o), interleucina-2 (IL-2) e interferdédn gamma (IEN-y).
Estas citocinas se sabe gque son téxicas si se generan en
grandes cantidades.

Por ejemplo, los mAbs anti-CD3 se utilizan
actualmente en el tratamiento de enfermedad autoinmune
incluyendo diabetes mellitus tipo I en la cual las células T
median el ataque contra islotes pancredticos, productores de
insulina (Kaufman A, and Herold K.Anti-CD3 mAbs for treatment
of type 1 diabetes Diabetes Metab Res Rev 2009; 25: 302-306).
Los anticuerpos anti-CD3 se sabe que inhiben la lisis de

objetivos por células T y mejoran la reticulacién de la CDR
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receptora de antigeno. Ademds, junto con su potente actividad
mitogénica, el anticuerpo anti-CD3 se sabe que es un potente
inductor de citocinas, especificamente, factor de necfosis
tumoral alfa (TNF-o), interleucina-2 (IL-2) e interferdn
gamma (IFN-vy) . La enorme liberacién de citocinas,
particularmente TNF—& de células T en respuesta al farmaco
(Chatenoud L.) produce efectos téxicos. Estos efectos
secundarios indeseables se han atribuido a la reticulacidn de
células T que portan moléculas de CD3 y las células que
portan FcR que enlazan la porcién Fc de los anticuerpos. La
reticulacién activa tanto las células T como las células que
portan FcR conduciendo a la liberacién masiva de citocinas
como se menciond previamente.

De manera similar, los efectos secundariocs
potenciales indeseables podrian resultar usando anticuerpos
anti-0X40. Por ejemplo, los anticuerpos anti-0X40 los cuales
enlazan células que expresan O0X40 también pueden enlazar
células que portan FcR y activar la produccién de citocinas
que pueden ser benéficas o dafilnas para los pacientes
tratados con el anticuerpo. Para superar este problema
potencial, se han disenado y presentado en la presente
métodos para la mutacién de la porcidén FcR de los anticuerpos
anti-0X40 para evitar los efectos téxicos y proporcionar
mutaciones a la porcién FcR lo cual puede ser deseable.

Se conoce el sitio de IgGl humana que interactua
con FcR (CD16, CD32 y CD64). Mapea el dominio CH2 superior.
Los aminodcidos mas importantes son los dos residuos Leu en
las posiciones 234 y 235. Mutando estos dos residuos a dos
residuos Ala, son abolidas las interacciones de IgGl a todas

las FcRs. El1 anti-CD3 humanizado incorpora estas mutafﬁ?3§§1
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(KuOKT3AA), es un farmaco mucho méds seguro y tiliene un
mecanismo de accidén que es diferente de aquel de HuOKT3. Ver
por ejemplo, Patente de Estados de Unidos No. 6,491,916,
incorporada para referencia en su totalidad.

Las posiciones del mutante AA se muestran como

sigue

---A---P---E---L---L---G---G---P--- CH2 superior de IgGl tipo
silvestre

---A---P---E---A---A---G---G---P--- CH2 superior de IGGl de
Mutante AA

Hu222AA y Hul22AA descritos en la presente pueden
contener estas mutaciones. Si el sistema de ensayo contiene
células que portan FcR, se puede ver la diferencia entre la
tipo silvestre y el mutante AA. De otra manera, los dos
anticuerpos deben comportarse igual.

El ADN aislado que codifica la regidén de VL se
puede convertir a un gen de cadena ligera de longitud
completa (asi como también un gen de cadena ligera de Fab)
enlazando operativamente el ADN codificante de VL a otra
molécula de ADN que codifica la regidén constante de cadena
ligera, CL. Las secuencias de genes de regién constante de
cadena ligera humanos se conocen en el arte (ver por ejemplo,
Kabat, E. A., et al. (1991) Sequences of Proteins of
Immunological Interest, Fifth Edition, U.S. Department of
Health and Human Services, NIH Publication No. 91-3242) y los
fragmentos de ADN que abarcan estas regiones se bueden
obtener por amplificacién de PCR estandar. La regidn
constante de cadena ligera puede ser una regién constante
kappa o lambda.

Para crear un gen de scFv, los fragmentos de ADN
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gque codifican VH y VL se enlazan operativamente a otro
fragmento que codifica un enlazante flexible, por ejemplo,
que codifica la secuencia de aminoacidos (Gly.sub.4-
Ser) .sub.3, de modo que las secuencias de VH y VL se pueden
expresar como una proteina de cadena unica contigua, con las
regiones de VL y VH unidas por el enlazante flexible (ver por
ejemplo, Bird et al. (1988) Science 242:423-426; Huston et
al. (1988) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85:5879-5883;
McCafferty et al., Nature (1990) 348:552-554.

Se contemplan las modificaciones de secuencia de
aminoacidos de los anticuerpos descritos en la presente. Por
ejemplo, puede ser deseable mejorar la afinidad de enlace y/u
otras propiedades bioldégicas del anticuerpo. Las variantes de
secuencia de aminoacido del anticuerpo se preparan
introduciendo cambios de nucledétido apropiados en el acido
nucleico de anticuerpo, o por sintesis de péptido. Tales
modificaciones incluyen, por ejemplo, supresiones de, vy/o
inserciones en y/o sustituciones de, residuos dentro de las
secuencias de aminoacidos del anticuerpo. Cualquier
combinacién de supresién, insercidn, y sustitucidén se hace
para llegar al constructo final, siempre que el constructo
final posea las caracteristicas deseadas. Las alteraciones de
aminodcido se pueden introducir en la secuencia de
aminodcidos de anticuerpo objeto en el momento que se hace la
secuencia.

Un método util para la identificacién de ciertos
residuos o regiones del anticuerpo gque son ubicaciones
preferidas para la mutagénesis es llamado “mutagénesis de
barrido de alanina" como se describe por Cunningham and Wells

(1989) Science, 244:1081-1085. Aqui, se identifica un residuo
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o grupo de residuos objetivo (por ejemplo, residuos cargados

tales como arg, asp, his, lys, y glu) y se reemplaza por un

aminoacido neutral o) negativamente cargado (muy
preferiblemente alanina o ©polialanina) para afectar la
interaccién de los aminodcidos con antigeno. Aquellas

ubicaciones de aminodcido que demuestran la sensibilidad
funcional a las sustituciones luego se refinan introduciendo
variantes adicionales u otras en, o para, los sitios de
sustitucién. Por consiguiente, mientras que el sitio para
introducir wuna variacién de secuencia de aminoacido se
predetermina, la naturaleza de la mutacidén per se no necesita
ser predeterminada. Por ejemplo, para analizar el
funcionamiento de una mutacién en un sitio dado, la
mutagénesis aleatoria o de barrido ala se conduce en la
regién o coddén objetivo y las inmunoglobulinas expresadas se
seleccionan para la actividad deseada.

Las inserciones de secuencia de ~ aminoé&cidos
incluyen fusiones de amino- y/o carboxilo-terminal que varian
de longitud de un residuo a polipéptidos que contienen
cientos o© mas residuos, asi como también inserciones de
intersecuencia de residucs de aminocdcido unicos o multiples.
Los ejemplos de inserciones terminales incluyen un anticuerpo
con un residuo metionilo N-terminal o el anticuerpo fusionado
a un polipéptido citotéxico. Otras variantes de insercidn de
la molécula de anticuerpo incluyen 1la fusidén al N- o C-
término del anticuerpo a una enzima (por ejemplo, para ADEPT)
o un polipéptido el cual incrementa la vida media en suero
del anticuerpo. Otro tipo de variante de aminodcido del
anticuerpo altera el patrén de glicosilacién original del

anticuerpo. Tal alteracidén incluye la supresién de una o mas
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porciones de carbohidrato encontradas en el anticuerpo, y/o
adicidén de uno o mas sitios de glicosilacidén que no estan
presentes en el anticuerpo.

Otro tipo de variante es una variante de
sustitucidén de aminodcido. Estas variantes tienen al menos un
residuo aminodcido en la molécula de anticuerpo reemplazado
por un residuo diferente. Los sitios de mayor interés para la
mutagénesis de sustitucidén incluyen las regiones
hipervariables, pero las alteraciones de FR también se
contemplan. Las sustituciones conservadoras se muestran en la
Tabla 1 de la Patente de Estados Unidos No. 7,812,133, Col.

43, 1s. 55 a Col. 44, 1. 49, incorporada en la presente para

referencia, y bajo el encabezado de “sustituciones
preferidas”. Si tales sustituciones resultan en un cambio de
la actividad bioldgica, entonces los cambios mas

sustanciales, denominadas “sustituciones ejemplares” en la
Tabla 1, o como se describe adicionalmente a continuacidn con
referencia a las clases de aminodcido, se pueden introducir y

los productos se seleccionan.

Ademds, las modificaciones sustanciales en las
propiedades bioldgicas del anticuerpo se realizan
seleccionando las sustituciones que difieren

significativamente de su efecto en el mantenimiento de (a) la
estructura del esqueleto del polipéptido en el éarea de la
sustitucién, por ejemplo, como una conformacién helicoidal u
hoja, (b) la carga o hidrofobicidad de la molécula en el
sitio objetivo, o (c) el volumen de la cadena lateral. Los

residuos que se presentan naturalmente se dividen en grupos

basados en propiedades de cadena lateral comunes: (1)
hidrofébicos: norleucina, met, ala, val, leu, 1ile; (2)
- 0BG3%
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hidrofilicos neutrales: Cys, Ser, Thr, Asn, Gln; (3) acidos:
asp, glu; (4) Dbéasicos: his, 1lys, arg; (5) residuos que
influyen en la orientacidén de la cadena: gly, pro; y (6)
aromaticos: trp, tyr, phe. Las sustituciones no conservadoras
ocasionaradn el intercambio de un miembro de una de estas
clases por otra clase.

Para expresar los anticuerpos, o porciones de
anticuerpo descritas en la presente, los ADNs que codifican
cadenas ligera y pesada de longitud completa o parcial,
obtenidos como se describe anteriormente, se 1insertan en
vectores de expresién de modo que los génes son
operativamente enlazados a secuencias de control
transcripcionales o traduccionales. En este contexto, el
término “operativamente enlazado” se propone que signifique
gue un gen de anticuerpo es ligado en un vector de modo que
las secuencias de control transcripcionales y traduccionales
dentro del vector sirven para su funcidén propuesta de regular
la transcripcién vy traduccidén del gen de anticuerpo. EI
vector de expresién y secuencias de control de expresidén se
eligen para ser compatibles con la célula huésped de
expresién usada. El gen de cadena ligera de anticuerpo y el
gen de cadena pesada de anticuerpo se pueden insertar en un
vector separado o, mas tipicamente, ambos genes se insertan
en el mismo vector de expresién. Los genes de anticuerpo se
insertan en el vector de expresién por métodos estandares
(por ejemplo, ligacidn de sitios de restriccidn
complementarios en el vector y fragmento de gen de
anticuerpo, o ligacién de extremo romo si no estan presentes
sitios de restriccidn).

Como se muestra en la FIG. 23, tal estructura
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esquemdtica del vector de expresidén para anticuerpo de
IgGl/kappa Hul06-222. Procediendo en el sentido de 1las
manecillas del reloj desde el sitio Sall en la parte
superior, el plésmido contiene la unidad de transcripcidén de
cadena pesada que inicia con el promotor temprano inmediato
principal de <citomegalovirus humano {CMV) y mejorador
(promotor de CMV) para iniciar la transcripcién del gen de
cadena pesada de anticuerpo. El1 promotor de CMV es seguido
por el exén de VH, una secuencia gendmica que contiene la
regién constante de cadena pesada gamma-1 humana que incluye
los exones CH1l, bisagra, CH2 y CH3 con los intrones que
intervienen, y el sitio de poliadenilacidn que sigue el exdn
CH3. Después de la secuencia de gen de cadena pesada, la
unidad de transcripcién de cadena ligera comienza con el
promotor de CMV, seguido por el exdédn de VL y una secuencia
gendémica que contiene el exén de regidn constante de cadena
kappa humana (CL) con parte del intrdén que le precede, y el
sitio de poliadenilacién que sigue el exén CL. El gen de
cadena ligera luego es seguido por el promotor temprano de
Sv40 (promotor de SV40), el gen de xantina guanina
fosforribosil transferasa de E. coli (gpt), y un segmento que
contiene el sitio de poliadenilacién de SV40 (sitio de
poli(A) de SV40). Finalmente, el plasmido contiene una parte
del plésmido pUC19, que comprende el origen bacteriano de
replicaciédn (pUC ori) y gen de beta-lactamasa (beta
lactamasa). Las ubicaciones de sitios relevantes de enzima de
restriccién se muestran en la figura.

El vector de expresidén recombinante puede codificar
un péptido seflal que facilita la secrecidén de la cadena de

anticuerpo de una célula huésped. El1 gen de cadena de
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anticuerpo se puede clonar en el vector de modo que el
péptido sefial se enlaza en armazén al amino término del gen
de cadena de anticuerpo. El péptido senal puede ser un
péptido sefial de inmunoglobulina o un péptido senal
heterélogo (es decir, un péptido sefial de una proteina no de
inmunoglobulina) .

Como se sefiald anteriormente, ademds de los genes
de cadena de anticuerpo, los vectores de expresidén
recombinantes de la invencidén portan secuencias reguladoras
gue controlan la expresién de los genes de cadena de
anticuerpo en una célula huésped. El término ‘“secuencia
reguladora” se propone gque incluya promotores, mejoradores Yy
otros elementos de control de expresidén (por ejemplo, sefiales
de poliadenilacidn) gque controlan la transcripcidén o
traduccién de los genes de cadena de anticuerpo. Tales
secuencias reguladoras se describen, por ejemplo, en Goeddel;
Gene Expression Technology: Methods in Enzymology 185,
Academic Press, San Diego, Calif. (1990). Se apreciara que el
disefio del vector de expresién, incluyendo la seleccidn de
las secuencias reguladoras puede depender de tales factores
como la eleccién de la célula huésped a ser transformada, el
nivel de expresién deseado de la proteina, etc. Las
secuencias reguladoras preferidas para la expresidén de
células huéspedes de mamifero incluyen elementos virales que
dirigen altos niveles de expresién de proteina en células de
mamifero, tales como promotores y/o mejoradores derivados de
citomegalovirus (CMV) (tal como el promotor/mejorador de
CMV), Virus de Simio 40 (Sv40) (tal como el promotor/mejorador
de SV40), adenovirus (por ejemplo, el promotor tardio

principal de adenovirus (AdMLP) ) y polioma. Para la
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descripcidén adicional de elementos reguladoras virales, vy
secuencias de los mismos, ver por ejemplo, Patente de Estados
Unidos No. 5,168,062 de Stinski, Patente de Estados Unidos
No. 4,510,245 de Bell et al. y Patente de Estados Unidos No.
4,968,615 de Schaffner et al., Patente de Estados Unidos No.
5,464,758 de Bujard et al. y Patente de Estados Unidos No.
5,654,168 de Bujard et al.

Ademds de los genes de cadena de anticuerpo Yy
secuencias reguladoras, los vectores de expresidn
recombinantes de la 1invencién pueden portar secuencias
adicionales, tales como secuencias que regulan la replicacién
del vector en células huéspedes (por ejemplo, origenes de
replicacién) y genes marcadores seleccionables. El1 gen
marcador seleccionable facilita 1la seleccidén de células
huéspedes en las cuales el vector se ha introducido (ver por
ejemplo, Patentes de Estados Unidos Nos. 4,399,216, 4,634,665
y 5,179,017, todas de Axel et al.). Por ejemplo, tipicamente
el gen marcador seleccionable confiere resistencia a
farmacos, tales como G418, higromicina o metotrexato, en una
célula huésped en la cual el vector se ha introducido. Los
genes marcadores seleccionables preferidos incluyen el gen de
dihidrofolato reductasa (DHFR) (para wuso en dhfr.sup.-
células huéspedes con seleccidén/amplificacién de metotrexato)
v el gen neo (para seleccidédn de G418).

Para la expresién de las cadenas ligera y pesada,
los vectores de expresién que codifican las cadenas pesada y
ligera son transfectados en una célula huésped por técnicas
estandares. Las diversas formas del término “transfeccidn” se
proponen que abarquen una amplia variedad de técnicas

comunmente utilizadas para la introduccién de ADN exdgeno en
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una célula huésped procariota o eucariota, por ejemplo,
electroporacidn, precipitacién de fosfato de calcio,
transfeccidn de DEAE-dextrano y similares. Aunque
tebéricamente es posible expresar los anticuerpos de la
invencién en células huéspedes ya sea procariotas o
eucariotas, la expresion de anticuerpos en células
eucariotas, y muy preferiblemente células huéspedes de
mamifero, es la mas preferida debido a que tales células
eucariotas, y en particular células de mamifero, tienen mas
probabilidad que las células procariotas se ensamblen vy
segreguen un anticuérpo inmunoldégicamente activo y
apropiadamente plegado. Las células huéspedes de mamifero
para la expresién de los anticuerpos recombinantes descritos
en la presente incluyen células de Ovario de Hamster Chino
(células CHO) (tales como células dhfr-CHO, descritas en
Urlaub and Chasin, (1980) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77:4216-
4220, wusadas con un marcador seleccionable de DHFR, por
ejemplo, como se describe en R. J. Kaufman and P. A. Sharp
(1982) Mol. Biol. 159:601-621), células de mieloma NSO,
células COS y células SP2. Cuando los genes de anticuerpo que
codifican vectores de expresidén recombinantes se introducen
en células huéspedes de mamifero, los anticuerpos se producen
cultivando las células huéspedes por un periodo de tiempo
suficiente para permitir la expresidén del anticuerpo en las
células huéspedes o, secrecidén del anticuerpo en el medio de
cultivo en el <cual las células huéspedes <crecen. Los
anticuerpos se pueden recuperar del medio de cultivo usando
nétodos de purificacién de proteina estandares.

Las células huéspedes también se pueden utilizar

para producir porciones de anticuerpos intactos, tales como

. 004090
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fragmentos Fab o moléculas de scFv. Se entenderda que las
variaciones en el procedimiento anterior estan dentro del
alcance de la presente invenciédn. Por ejemplo, puede ser
deseable transfectar una célula huésped con ADN que codifica
ya sea la cadena ligera o la cadena pesada (pero no ambas) de
un anticuerpo de esta invencién. La teconologia de ADN
recombinante también se puede usar para remover algo o todo
el ADN que codifica cualgquiera o ambas cadenas ligera vy
pesada que no son necesarias para el enlace a 0X40. Las
moléculas expresadas de tales moléculas de ADN truncadas
también se abarcan por los anticuerpos de la invencidn.
Ademéds, se pueden producir anticuerpos bifuncionales en los
cuales una cadena pesada y una ligera estdn en un anticuerpo
de la invencién vy la otra cadena pesada y 1ligera es
especifica para un antigeno diferente de 0OX40 reticulando un
anticuerpo de la invencién a un segundo anticuerpo por

métodos de reticulacién quimica estandar.

Composiciones Farmacéuticas y Administracién Farmacéutica

Los anticuerpos y porciones de anticuerpo de la
invencién se pueden incorporar en composiciones farmacéuticas
adecuadas para la administracién a un sujeto. Tipicamente, la
composicién farmacéutica comprende un anticuerpo o porcidn de
anticuerpo de la invencién y un portador farmacéuticamente
aceptable. Como se utiliza en la presente, “portador
farmacéuticamente aceptable” incluye todos y cada uno de los
solventes, medios de dispersién, recubrimientos, agentes
antibacterianos y antifungicos, agentes isotdénicos y
retardantes de absorcidn, y similares que son

fisiolégicamente compatibles. Los ejemplos de portadores

0pa09L



10

15

20

25

30

91

farmacéuticamente aceptables incluyen uno o mas de agua,
solucidén salina, solucidén salina amortiguada con fosfato,
dextrosa, glicercl, etanol y similares, asi como también
combinaciones de los mismos. En muchos casos, sera preferible
incluir agentes isotoénicos, por ejemplo, azucares,
polialcoholes tales como manitol, sorbitol, o cloruro de
sodio en la composicidén. Los portadores farmacéuticamente
aceptables pueden comprender adicionalmente cantidades
menores de sustancias auxiliares tales como agentes
humectantes o emulsionantes, conservadores o amortiguadores,
los cuales mejoran la vida en anaquel o efectividad del
anticuerpo o porcidén de anticuerpo.

Los anticuerpos y porciones de anticuerpo de la
invencién se pueden incorporar en una composicidn
farmacéutica adecuada para la administracidédn parenteral (por
ejemplo, intravenosa, subcuténea, intraperitoneal,
intramuscular). Las composiciones de esta invencidén pueden
estar en una variedad de formas. Estas incluyen, por ejemplo,
formas farmacéuticas liquidas, semi-sdélidas y soélidas, tales
como soluciones liquidas (por ejemplo, soluciones inyectables
e infusibles), dispersiones o) suspensiones, tabletas,
pildoras, polvos, liposomas y  supositorios. La forma
preferida depende del modo de administracién y aplicacidn
terapéutica propuestos. Las composiciones tipicas estan en la
forma de soluciones inyectables o infusibles, tales como
composiciones similares a aquellas usadas para la
inmunizacién pasiva de humanos con otros anticuerpos. EIl
anticuerpo se puede administrar por inyeccién o infusién
intravenosa o inyeccién intramuscular o subcuténea.

La ruta vy/o modo de administracién variara

006092
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dependiendo de los resultados deseados. En ciertas
modalidades, el compuesto activo se puede preparar con un
portador que protegerd el compuesto contra la liberacidn
rapida, tal como una formulacién de 1liberacidén controlada,
incluyendo implantes, parches transdérmicos, y sistemas de
suministro microencapsulados. Se pueden usar polimeros
biocompatibles biodegradables, tales como acetato de
etilenvinilo, polianhidridos, &cido poliglicélico, coléageno,
poliortoésteres, y acido polilactico. Muchos métodos para la
preparacién de tales formulaciones son patentados o)
generalmente conocidos por aquellos expertos en el arte. Ver,
por ejemplo, Sustained and Controlled Release Drug Delivery
Systems, J. R. Robinson, ed., Marcel Dekker, Inc., New York,
1978.

Los compuestos activos suplementarios también se
pueden incorporar en las composiciones. En ciertas
modalidades, un anticuerpo o porcién de anticuerpo de la
invencién se co-formula con y/o co-administra con uno o mas
agentes terapéuticos adicionales que son utiles para tratar
trastornos en los cuales la inactivacién de 0X40 es nociva.
Por ejemplo, un anticuerpo anti-0X40 o porcién de anticuerpo
de la invencién se puede co-formular y/o co-administrar con
uno o mas anticuerpos adicionales que enlazan otros objetivos
(por ejemplo, anticuerpos que enlazan otras citocinas o que
enlazan moléculas de superficie celular). Ademds, uno O mas
anticuerpos de la .invencién se pueden usar en combinacidn con
dos o mas de los agentes terapéuticos anteriores. Tales

terapias de combinacién pueden utilizar ventajosamente

dosificaciones menores de los agentes terapéuticos
administrados, evitando asi posibles toxicidadesﬁoqo3
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complicaciones asociadas con las diversas monoterapias. Se
apreciarad por el profesionista experto gque cuando 1los
anticuerpos de la invencidn se usan como parte de una terapia
de combinacidén, una dosificacidén menor de anticuerpo puede
ser deseable que cuando el anticuerpo solo se administra a un
sujeto (por ejemplo, un efecto terapéutico sinergista se
puede lograr a través del uso de terapia de combinacidén la
cual, a su vez, permite el uso de una dosis inferior del
anticuerpo para lograr el efecto terapéutico deseado.

Los anticuerpos descritos en la presente, o)
porciones de enlace de antigeno de los mismos se pueden usar
solos o en combinacidén para tratar tales enfermedades. Se
debe entender que estos anticuerpos o porcidén de enlace de
antigeno de los mismos se pueden usar solos o en combinacidn
con un agente adicional, por ejemplo, un agente terapéutico,
el agente adicional se selecciona por el artesano experto
para su propdésito propuesto. Por ejemplo, el agente adicional
puede ser un agente terapéutico reconocido en el arte como
siendo Util para tratar la enfermedad o afeccidén que es
tratada por el anticuerpo sefialado en la presente. El agente
adicional también puede ser un agente el cual imparte un
atributo benéfico a la composicidén terapéutica por ejemplo,
un agente el cual rige la viscosidad de la composicidn.

Las composiciones farmacéuticas descritas en la
presente pueden incluir una “cantidad terapéuticamente
efectiva” o una “cantidad profildcticamente efectiva” de un
anticuerpo o porcién de anticuerpo de la invencién. Una
“cantidad terapéuticamente efectiva” ~se refiere a una

cantidad efectiva, a dosificaciones y por periodc de tiempo

necesarios, para lograr el resultado terapéutico desead013ﬁfﬁ]94
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cantidad terapéuticamente efectiva del anticuerpo o porcidn
de anticuerpo puede variar de acuerdo con factores tales como
el estado de enfermedad, edad, sexo, y peso del individuo; y
la capacidad del anticuerpo o porcidén de anticuerpo para
producir una respuesta deseada en el individuo. Una cantidad
terapéuticamente efectiva también es una en la cual
cualguiera de los efectos tdéxicos o nocivos del anticuerpo o
porcion de anticuerpo se compensa por los efectos
terapéuticamente benéficos. Una “cantidad profilacticamente
efectiva” se refiere a una cantidad efectiva, a
dosificaciones y por periodos de fiempo necesarios, para
lograr el resultado profilactico deseado.

Los regimenes de dosificacién se pueden ajustar
para proporcionar la respuesta deseada éptima (por ejemplo,
una respuesta terapéutica o profildctica). Por ejemplo, un
bolo uUnico se puede administrar, diversas dosis divididas se
pueden administrar con el tiempo o la dosis se puede reducir
o 1incrementar proporcionalmente como se indica por las
exigencias de la situaciédn terapéutica. Es especialmente
ventajoso formular composiciones parenterales en formas
farmacéuticas unitarias para la féacil administracidén y
uniformidad de dosificacién. La forma farmacéutica unitaria
como se usa en la presente se refiere a unidades fisicamente
discretas adecuadas como dosificaciones unitarias para 1los
sujetos mamiferos a ser tratados; cada unidad contiene una
cantidad predeterminada de compuesto activo calculada para
producir el efecto terapéutico deseado en asociacidén con el
portador farmacéutico requerido. La especificacién de las
formas farmacéuticas unitarias se dicta por y es directamente

dependiente de (a) las caracteristicas unicas del compuesto

0069235



10

15

20

25

30

95

activo y el efecto terapéutico o profildctico particular a
ser logrado, y (b) las limitaciones inherentes en el arte de
composicidén de tal compuesto activo para el tratamiento de

sensibilidad en individuos.

EJEMPIO I

Los anticuerpos monoclonales de IgGl/kappa 106-222
quiméricos y humanizados (Ch222 y Hu222, respectivamente) se
purificaron a partir de sobrenadantes de cultivo de 1los
transfectantes estables NSO correspondientes usando una
columna de proteina A como se describe en los Apéndices A vy
B. Hu222 se eluydé de la columna por dos maneras diferentes.
Brevemente, Hu222 Lote I se eluyd con amortiguador de bajo pH
y el Lote II con Amortiguador de Elucién de Ag/Rb Ligero de
Pierce. El rendimiento de Hu222 fue mejor cuando el
amortiguador de pH bajo se utilizdé para elucidn. Ch222 se
eluyé de la columna con Amortiguador de Elucién de Ag/Ab
Ligero.

Los anticuerpos de Hu222 Lote I y II purificados se
caracterizaron por SDS-PAGE Jjunto con 106-222 de ratdn de
acuerdo con los procedimientos estédndares. Cinco pg de cada
anticuerpo se analizaron bajo condiciones de reduccidén. Como
se muestra en la FIG. 21, cada uno de los anticuerpo Hu222
Lote I y II estd comprendido de una cadena pesada con un peso
molecular de aproximadamente 50 kD y una cadena ligera con un
peso molecular de aproximadamente 25 kD. La pureza de los
anticuerpos Hu222 Lote I y II parece ser més de 95%.

La contaminacién por endotoxina en los anticuerpos

humanizados se analizé <con kit QCL-1000 de Lisado de
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Amebocitos de Limulus de Lonza (LAL). El nivel de endotoxina

fue menor que 0.5 EU/mg de proteina para ambos anticuerpos

Hu222 Lote I y Lote II.

Caracterizacién de Hul06-222 para enlazar células L/0X40

El enlace de anticuerpos 106-222, Chl06-222 vy
Hul06-222 de ratdén a 0X40 se examind en un ensayo de enlace
de FACS con células L/hOX40 esencialmente de acuerdo con el
protocolo suministrado  por la Dr. Laura Bover. Los
anticuerpos enlazados a células L/hOX40 se detectaron con
anticuerpo de IgG anti-ratdn de cabra etiquetado con PE (para
106-222 de ratén) o anticuerpo de IgG anti-humano de cabra
etiquetado con PE (para Chl06 y Hul06).

La FIG. 22 muestra el analisis de anticuerpos 106-
222, Chl06 y Hul06-222 (Lote II) de ratdén para enlazar
células L/0OX40. La curva de titulacidén de Hul06-222 (Lote II)
fue casi idéntica a aquella de Chl06-222, indicando que la
afinidad de enlace de antigeno de 106-222 de ratdn es
retenida en Hul06-222. La curva de titulacién de 10-222 de
ratén fue similar a aquella de Chl06 y Hul06; sin embargo,
debido a la diferencia de los anticuerpos secundarios, los
datos solamente indican que la afinidad de 106-222 de ratdn
es similar a aquella de Hul06-222.

La FIG. 24 muestra la comparacién entre los
anticuerpos Hul06-222 Lote I y II para enlazar células
L/hOX40. Aungue es necesario el andlisis adicional, la
afinidad de los dos lotes de Hu-106-222 parecidé ser similar,
si no idéntica, entre si. Por lo tanto, la elucidén acida de
Hul06-222 de una columna de proteina A no parece afectar su

afinidad.
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Purificacién de Chl06-222

El transfectante estable NSO C8 crecidé en 500 ml de
medio de Hibridoma SFM de Invitrogen en una botella de
cultivo rotatoria hasta el agotamiento. El cultivo se gird en
Tubo de Centrifuga de 250 ml de Corning (Cat# 430776) en
Centrifuga Allegra X-12R de Beckman Coulter (2000 RPM durante
15 min). El1 sobrenadante de cultivo se cargd sobre una
columna GE Healthcare HiTrap MabSelect SuRe de 1 ml (Cat# 11-
034-95) usando una bomba Pharmacia Pl. La columna se lavd con
solucidén salina amortiguada con Tris (Pierce, Cat# 28379) vy
se eluyé con Amortiguador de Elucién de Ag/Ab Ligero de
Pierce (Cat # 21027). Las fracciones (aproximadamente 1 ml)

se colectaron y se leyd su OD a 280 nm.

Fraccidén # OD a 280 nm
3 0.12
4 0.30
5 0.18
6 0.11
Las fracciones 3 a 6 se agruparon (volumen = 3.0
ml, OD a 280 nm = 0.14). Las fracciones agrupadas se

desalaron sobre una columna de medio Sephadex G25 de 10 ml en

PBS. Las fracciones de 1 ml se colectaron.

Fraccién # OD a 280 nm
5 0.09
0.19
7 0.12
8 0.12
9 0.00

Las fracciones 6 a 9 se agruparon (volumen =

3.0
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ml, OD a 280 nm = 0.11). Las fracciones agrupadas se
dializaron durante la noche en PBS. Después de la didlisis,
el volumen fue 3.0 ml y la OD a 280 nm fue 0.19. Esta
preparacién es llamada Chl06, lote 8/31/09, con una

5 concentracién de 0.13 mg/ml.

Purificacidén de Hul06-222
El transfectante estable NSO 1-C6 crecidé en 500 ml
de medio de Hibridoma SFM de Invitrogen en una botella de
10 cultivo rotatoria hasta el agotamiento. El cultivo se gird en
Tubo de Centrifuga de 250 ml de Corning (Cat# 430776) en
Centrifuga Allegra X-12R de Beckman Coulter (2000 RPM durante
15 min).
Lote 1: 150 ml del sobrenadante de cultivo se
15 cargaron sobre una columna GE Healthcare HiTrap MabSelect
SuRe de 1 ml (Cat# 11-034-95) usando una bomba Pharmacia PI1.
La columna se lavd con PBS y el anticuerpo enlazado se eluyd
con 0.1 M glicina-HCl, 0.1 M NaCl (pH 3.0). Las fracciones
eluidas (1 ml cada una) se colectaron en tubos que contienen

20 50 pl de 1M Tris-HCl (pH 8.0).

Fraccién # OD a 280 nm
2 0.88
3 2.84
4 1.29
5 0.63
25
6 0.18

La fracciones 2 a 5 se agruparon (volumen = 4.2 ml,
OD a 280 nm = 1.59). Las fracciones agrupadas se dializaron
durante la noche en PBS. Después de la diédlisis, el volumen

30 fue 4.2 ml y la OD a 280 nm fue 1.54. La solucidn de

- 006093
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anticuerpo (lote 9/18/09 1I; 1.1 mg/ml) se esterilizd en

filtrd.

Lote II:

El sobrenadante de cultivo restante (350 ml) se
cargd en una columna GE Healthcare HiTrap MabSelect SuRe de 1
ml usando una bomba Pharmacia Pl. La columna se lavd con
solucidén salina amortiguada con Tris y se eluyd con
Amortiguador de Elucién de Ag/Ab Ligero. Las fracciones
(aproximadamente 1 ml) se colectaron y su OD se leyd a 280

nm.

Fraccién # OD a 280 nm
0.12
0.85
.17

.47
.02
.81
.66

.54
.44

| o~ Wl ] <3 o o] bW N
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Las fracciones 3 a 7 se agruparon (volumen = 4.2
ml, OD a 280 nm = 1.22). La columna se lavdé de nuevo con
solucién salina amortiguada con Tris y el anticuerpo se eluyd
con 0.1M glicina-HCl, 0.1M NaCl (pH 3.0) para examinar si la

elucién por Amortiguador de Elucién de Ag/Ab Ligero fue

eficiente.
Fraccién # 0D a 280 nm
1 0.05
2 0.05
3 1.23
g0a8100
4 0.49
5 0.10
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Las fracciones 3 a 7 eluidas con Amortiguador de
Elucién de Ag/Ab Ligero se agruparon y desalaron sobre una
columna de medio Sephadex G25 de 10 ml en PBS. Las fracciones

de 1 ml se colectaron.

Fraccién # OD a 280 nm
0.38
0.96
1.38
1,33
1.10
0.12

10

Ol | | oy U} b

Las fracciones 5 a 8 se agruparon (volumen = 4.0

ml, OD a 280 nm = 1.12). Las fracciones agrupadas se

dializaron durante la noche en PBS. Después de la dialisis,

15 el volumen fue 4.0 ml y la OD a 280 nm fue 1.12. La solucidn

de anticuerpo (lote 9/18/09 II; 0.8 mg/ml) se esterilizd en
filtro.

El método de elucidén de alta sal con Amortiguador

de Elucién de Ag/Ab Ligero de Pierce no fue tan eficiente

20 como el método de pH bajo para eluir el anticuerpo de IgGl

humano enlazado de 1la columna de proteina A. Como los

anticuerpos no se eluyeron en un pico agudo con Amortiguador

de Elucién de Ag/Ab Ligero, fue necesario agrupar muchas

fracciones para coleccién de IgG eluida y desalar las

25 fracciones agrupadas antes de la didlisis. El pobre perfil de

elucién con Amortiguador de Elucidén de Ag/Ab Ligero y la

etapa de purificacién extra afectarcn el rendimiento del

anticuerpo. Se contemplé que el método de elucidn de alta sal

se usa solamente si la IgG a ser purificada es inestable al

30 adcido.
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Ejemplo II
Purificacién de anticuerpos Chl119-122 y Hull9-122

El anticuerpo monoclonal de IgGl/kappa 119-122
quimérico (Chl1l9) se purificé del sobrenadante de cultivo del
transfectante estable NSO correspondiente (clon Gll) crecido
en medio de Hibridoma-SFM (Invitrogen) usando una columna de
proteina A. Después de la elucidn con Amortiguador de Elucidn
de Ag/Ab Ligero de Pierce, el amortiguador de Chll9 se
intercambidé a PBS por filtracidén en gel y luego didlisis. La
concentracidén de Chl1l9 fue 0.21 mg/ml.

El anticuerpo monoclonal de IgGl/kappa 119-122
humanizado (Hul22) se purificé del sobrenadante de cultivo
del transfectante estable NSO correspondiente (clon 2F5)
crecido en medioc de Hibridoma-SFM usando una columna de
proteina A. El Hul06-222 se eluyé de 1la columna con
amortiguador de bajo pH, se neutralizé con 1 M Tris-HC1l (pH
8.0), y se dializdé en PBS. La concentracién de Hul22 fue 1.6
mg/ml.

El Hul06-222 purificado se caracterizd por SDS-PAGE
junto con 119-122 de ratdén de acuerdo con los procedimientos
esténdares. Cinco pg de cada anticuerpo se analizaron bajo
condiciones de reduccién. Como se muestra en la FIG. 25,
Hull9-122 esta comprendido de una cadena pesada con un peso
molecular de aproximadamente 50 kD y una cadena ligera con un
peso molecular de aproximadamente 25 kD. La pureza de Hull9

parecidé ser mas de 95%.

Caracterizacién de Hull9-122 para enlazar células L/hOX40

El enlace de anticuerpos 119-122, Chll19-122 vy

p0c102
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Hull9-122 de ratén a 0OX40 se examind en un ensayo de enlace
de FACS con células L/0X40 esencialmente de acuerdo con el
protocolo suministrado por la Dr. Laura Bover. Los
anticuerpos enlazados a células L/0X40 se detectaron con
anticuerpo de IgG anti-ratdén de cabra etiquetado con PE (para
119-122 de ratédn) o anticuerpo de IgG anti-humano de cabra
etiquetado con PE (para Chl119-122 vy Hull9-122).

La FIG. 26 muestra el resultado del analisis de
FACS. La curva de titulacidédn de Hull9-122 fue similar a
aquella de Chll9-122, sugiriendo qﬁe la afinidad de enlace de
antigeno de 119-122 de ratdén es retenida en Hull9-122. Sin
embargo, los valores de MCF a concentraciones de anticuerpo
mayores de Ch109-122 y Hull9-122 no caen rectos en las curvas
correspondientes. Después de ajustar las condiciones

experimentales, el andlisis de FACS se debe repetir.

EJEMPLO IIT

Para evaluar la capacidad de nuestros anticuerpos
0X40 anti-humanos humanizados para mejorar la proliferacidn
de células T, se realizaron ensayos de proliferacidn usando
células CD32-1 recubiertas con anti-CD3 vy células T CD4"
naive recientemente clasificadas. La FIG. 27 muestra que el
clon de mAb 0X40 anti-humano humanizado 119-122 (Hul22), y su
anticuerpo mutado de enlace de FcR (Hul22-AA) mejoraron la
proliferacién de células T CD4" naive. Hul22 produjo mejor
actividad estimulante de células T en comparacién con mAb
0X40 anti-humano de ratén parental (122 de ratdn) (FIG. 27).

El clon de mAb 0X40 anti-humano humanizado mutado
de enlace de FcR 106-222 (Hu222-AA) y clon de mAb 0X40 anti-

humano quimérico 106-222 (Ch222) mejoraron la proliferacidn
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de células T CD4" naive estimulada con anti-CD3. Estos
anticuerpos tienen actividad estimulante similar en
comparacién con el mAb O0X40 anti-humano de ratdn parental
(106-222 de ratdén). Sin embargo, el Ab 0X40 anti-humano
completamente humanizado, Hul06, no mejora la proliferacidn
de células T (FIG. 28).

Para evaluar la capacidad de anticuerpos 0X40 anti-
humanos humanizados para bloquear la funcidén supresora de

células T reguladoras (Tregs) CD4", se realizaron ensayos de

-proliferacién utilizando células T CD4" naive recientemente

clasificadas y Tregs CD4'CD25%*2CD127°*3%, Se encontréd que el
anticuerpo quimérico Chl22 y anticuerpo humanizado mutado de
enlace de Fc (Hul22-AA) exhibieron mejor potencia que el mAb
0X40 anti-humano de ratdén parental (122 de ratdén) en el
bloqueo de la funcidén supresora de Treg CD4" (FIG. 29 A-B).

En el experimento de la FIG. 27, las células T
naive CD4*CD25P492CD1277CD45RO"CD4 5RAT recientemente
clasificadas se estimularon con células L que expresan CD32
(CD32-L) recubiertas con 4 concentraciones de anticuerpos
anti-CD3 mds 2 ug/ml de anticuerpos 119 de clon de Ab 0X40
anti-humano o anticuerpos de control. Tres dias después de la
estimulacién, se agregd radioisdtopo tritio y se cultivd por
16-18 horas adicionales antes de la recoleccidn celular. Los
datos son un representativo de los experimentos de dos
donantes. El1 ‘1ligando de hOX40 gue expresa células CD32-L
(CD32-L/h0OX40L) sirve como control positivo, mientras que la
IgGl humana y de ratdn sirven como controles negativos.

En el experimento de la FIG. 28, las células T CD4"
naive recientemente clasificadas se estimularon con célulés

CD32-1L recubiertas con 4 concentraciones de anticuerpos anti-
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CD3 mas 2 pg/ml de anticuerpos 106-222 de clon de mAb 0X40
anti-humano (Hu222) o anticuerpos de control. Tres dias
después de la estimulacidn, se agregd el radioisdbdbtopo tritio
y se cultivé por 16-18 horas adicionales antes de 1la
recoleccidén celular. Los datos son representativos de
experimentos de dos donantes. CD32-L/hOX40L sirve como
control positivo, mientras que la IgGl humana y de ratdn
sirven como controles negativos.

En el experimento de la FIG. 29, las células T
CD4" naive recientemente clasificadas se cultivaron en la
presencia de Tregs CD4'CD25%'*%CD127°%3? a tres relaciones de
Tregs:T efectoras y se estimularon con células CD32-L
récubiertas con 0.2 ug/ml de anticuerpos anti-CD3 mas 10
pg/ml de anticuerpos 119-122 de clon de mAb 0X40 anti-humano
o anticuerpos de control. Tres dias después de la
estimulacién, se agregd el radioisdtopo tritio y se cultivd
por 16-18 horas adicionales antes de la recoleccidén celular.
Los datos son representativos de tres experimentos. CD32-
L/hOX40L sirve como control positivo, mientras que la IgGl

humana y de ratén sirven como controles negativos.

EJEMPLO IV

Puesto que los anticuerpos encontraran células
mononucleares de sangre periférica totales (PBMCs) cuando se
administran a pacientes via inyeccién intravenosa, se probd
la capacidad de nuestros anticuerpos 0X40 anti-humanos para
estimular la proliferacién de células T usando PBMCs como
células que presentan antigeno (APCs) nuestros ensayos de
proliferacién. Sin embargo, se obtuvieron datos altamente

variables con nuestros mAbs 0X40 anti-humanos de ratédén cuando
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se usan PBMCs como APCs que no se ve cuando se usan monocitos
como APCs, sugiriendo gque nuestros anticuerpos requieren
algun tipo de reticulacién para la actividad. Para probar
esta posibilidad, las placas se recubrieron con nuestro mAbs
0X40 anti-humanos y anti-CD3, se lavaron, y se utilizaron
para estimular la proliferacién de células T CD4" o CD8" en la
ausencia de células auxiliares. La FIG. 30 muestra los
resultados que los anticuerpos O0X40 anti-humanos mejoran la
proliferacién de células T CD4" y CD8".

1x10° células T naive CD4'CD25P*32CD45RO™CD45RA"

‘recientemente clasificadas (FIG. 30A) o células T CD3'CD8"

(FIG. 30B) se estimularon con anti-CD3 de unidén a la placa (3
ng/ml) y mAb 0OX40 anti-humano de ratédn (2 pg/ml). Se agregd
timidina tritiada en el tercer dia de cultivo y las células
se recolectaron después de otras 15 horas de incubacidén. La
proliferacién de células T se evalud por incorporacién de
timidina. Los mAbs 0X40 anti-humanos se derivaron de tres
fusiones de hibridoma. Los numeros después del numero de
fusién denotan un anticuerpo especifico. IgGl de ratén y 119-
42 sirvieron como controles negativos. Cada tratamiento se

realizé por triplicado. Se muestran los datos representativos

"de 4 donantes de células T. (FIG. 30C) Todas las tres

versiones de mAbs 0X40 anti-humanos humanizados [Hul06-222 vy
Hull9-122; Hul06-222AA vy Hull9-122AA (AA denota gque dos de
los residuos de enlace de Fc fueron mutados al aminoacido
alanina); y Chl119-122 (similar al 119-122 humanizado excepto
que se mantuvo la regién variable de ratén “paratope”)]
estimularon la proliferacidn de células T CD4" naive. Anti-
CD28 sirvidé como un control positivo.

Como se muestra en la FIG. 30, los paneles A y B,
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muestran que los mAbs 0X40 anti-humanos de ratén de unidén a

la placa estimulan de manera potente la proliferacidén de
células T CD4" naive y células T CD8" por un rango de 10 a 40
veces. Se extendieron los estudios a nuestros mAbs 0X40 anti-
humanos humanizados y se encontrd que las tres versiones de
nuestros anticuerpos humanizados, si son completamente
humanizados, quiméricos o tienen mutantes AA en los cuales
los residuos responsables del enlace al receptor de Fc se
alteraron a alanina, fueron potentes estimulantes de
proliferacidén de células T CD4* naive (FIG. 30C).

La FIG. 31 muestra que los anticuerpos 0X40 anti-

-humanos humanizados y de ratén requieren reticulacidn para

mejorar la proliferacién de células T. Las células T CD4"
naive recientemente clasificadas se estimularon con anti-CD3
de unidén a la placa (3 ug/ml) mas mAbs O0X40 anti-humanos
humanizados solubles o de unién a la placa (2 pg/ml) en la
ausencia de células auxiliares. La timidina tritiada se
agregd en el tercer dia del cultivo y 1las células se
recolectaron después de otras 15 horas de incubacidén. La
proliferacién de células T se evalud por incorporacidén de
timidina. IgGl de ratédn y anti-CD28 sirvieron como controles

negativo y positivo, respectivamente. Se muestran los datos

'representativos de dos donantes. Las células T CD4' naive se

estimularon con anti-CD3 de unidén a la placa en la ausencia
de células auxiliares. Al siguiente dia, el mAb 0X40 anti-
humano 119-122 (2 upg/ml) se agregd solo o en combinacidén con
una cantidad igual de un anticuerpo secundario contra FC. La
proliferacidén celular se evalud como se describe en el panel
A.

La potencia de nuestros mAbs O0X40 anti-humanos
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humanizados Hul06-222 y Hull9-122 fue comparable con aquella

"de anti-CD28. En contraste, cuando el anticuerpo 0X40 anti-

humano soluble se agregd al cultivo de células T, el efecto
estimulante se abolié. (FIG. 31A). Sin embargo, cuando el mAb
0X40 anti-humano soluble 119-122 se agregd junto con una IgG
anti-ratén de cabra de fragmento F(ab’);, el anticuerpo
secundario especifico de fragmento Fc, el efecto estimulante
se restaurd (FIG. 31B). Estos resultados demuestran que los
mAbs OX40 anti-humanos requieren la reticulacidén para sus
actividades bioldgicas.

Para evaluar la capacidad de nuestros mAbs 0X40

anti-humanos agonistas para bloquear la funcién supresora de

1t
Tregs cp4*cp2s’ aCD12T, se realizaron ensayos de proliferacidn

en la presencia de células T efectoras

CD4*CD25°7%CD127+CD45RO+ (Teff) y nTregs CD4*. Usando nuestro
sistema de unién a la placa en el cual los mAbs OX40 anti-
humanos junto con anti-CD3 se recubrieron en una placa y en
la ausencia de células auxiliares, doce (222, 132, 8B, 333,
43, 58B, 122, 157A, 173B, 220C, 140A, 270) de nuestros mAbs
0X40 anti-humanos de ratén inhibieron de manera potente la
supresién de nTreg (FIGS. 32A y 32B). Aunque la relacidén de
nTregs a células T efectoras usada en estos ensayos fue 1:1,
estos anticuerpos fueron capaces de estimular células T
efectoras para proliferar 10 a 35 por ciento arriba del
porcentaje logrado por las células T efectoras en la ausencia
de nTregs. Los mAbs OX40 anti-humanos humanizados también
invirtieron la funciénv supresora de nTregs a niveles
similares (FIG. 32C). Estos resultados tomados conjuntamente
sugieren que los mAbs 0X40 anti-humanos de ratdn son potentes

estimulantes de 0X4q0, resultando en el mejoramiento
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significativo de proliferacidén de células T e inhibicidn de

.la funcién supresora de nTreg. Ademds, los mAbs 0X40 anti-

humanos humanizados mantuvieron las potentes actividades
biolégicas de sus anticuerpos de ratédn parentales.

La FIG. 32 muestra que el mAb 0X40 anti-humano
bloguea la actividad de Tregs CD4'FOXP3'n. Las células T
efectoras CD4'CD25°CD45RO" etiquetadas con CESE y Tregs
CD4*FOXP3" se derivaron del mismo donante sano. Las células T
se estimularon con anti-CD28 soluble (0.5 pg/ml) y anti-CD3
de unién a la placa (3 pg/ml) y mAbs 0X40 anti-humanos (2
ug/ml). La proliferacién de células T efectoras se evalud por

citometria de flujo para dilucién de CFSE. La relacidn de

" células nTregs a T efectoras fue 1:1. IgGl de ratdén sirvid

como control negativo. Las células T CD4" naive sirvieron
como células T de control para demostrar la inhibicidn
especifica de la proliferacién de células T efectoras por
nTregs. La FIG. 32A son unos datos representativos de FACS
que muestran la proliferacién de células T efectoras en la
presencia de células T CD4" naive, nTregs o nTregs mas mAb
OX40 anti-humano 119-33A. La FIG. 32B muestra el porcentaje
de proliferacién de células T efectoras en la presencia de
nTregs después del tratamiento con un mAb 0X40 anti-humano de
ratén (20 probados). La FIG. 32C muestra que todas las tres
versiones de mAbs 0X40 anti-humanos humanizados restauraron
la proliferacién de células T efectoras.

Un reciente reporte sugiere que la activacién de
0X40 puede inducir la apoptosis de una linea de células T
humanas que expresa OX40 (Yoshiaki Takahashi et al., 200B,
Aids Research and human Retroviruses,24). Por lo tanto se

probd el efecto de las concentraciones incrementadas del mAb
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0X40 anti-humano 106-222 mads una dosis baja fija de anti-CD3

en la supervivencia de tres subconjuntos de células T en la

- presencia de monocitos. La FIG. 33A muestra gue las altas

concentraciones de mAb 0X40 anti-humano 106-222 (20-30 ug/ml)
preferentemente matan nTregs FOXP3" activadas mientras que
las células T CD4" naive y de memoria activadas fueron ya sea
resistentes o henos susceptibles a este esfuerzo. Para probar
si el mAb 0X40 anti-humano actia directamente en Tregs para
inducir la muerte celular, se realizaron nuevos experimentos
en la ausencia de células auxiliares. La FIG. 33B muestra que
la fuerte seflalizacidén de O0OX40 en combinacién con anti-CD3
especificamente mata nTregs en la ausencia de células
auxiliares. Para confirmar si los efectos de aniquilacién
mediados por mAb OX40 anti-humanos imitan la activacidn de
0X40 por ligando de O0X40 natural, se utilizdé una linea de
célula L de fibroblasto de ratdédn gque sobre-expresa hOX40L y
se utilizdé para estimular nTregs en la presencia de una dosis
baja de anti-CD3 y se obtuvieron efectos de aniquilacidn
similares en Tregs (FIG. 33C). Estos resultados sugieren que
la fuerte activacidén de O0X40 mata las células Tregs que
expresan 0X40.

Especificamente, la FIG. 33 muestra que la alta

concentracién de mAb O0OX40 anti-humano preferentemente mata

Tregs FOXP3". En la FIG. 33A, los subconjuntos de células T

(naive, CD4*CD25P*3°CD127 CD45RO™CD45RAY; memoria,
CD4*CD25°*32CD127*CD4SRA™CD45ROY; y nTregs, CD4*CD253'%2CD127°%92)
se cultivaron con una relacién igual de monocitos CD14" en la
presencia de anti-CD3 soluble (0.3 upg/ml) y concentraciones
incrementadas del mAb 0X40 anti-humano de ratén 106-222. La

viabilidad celular se determindé después de 3 dias de cultivo
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por andlisis de citometria de flujo, sincronizando 1los
linfocitos viables. Se muestran los datos de dos donantes de
células T. Las FIGS. 33B y 33C muestran que la fuerte
activacién de OX40 mata Tregs CD4'FOXP3". La FIG. 33B muestra
que las Tregs CD4'FOXP3" se estimularon con anti-CD3 de unién
a la placa (2 ug/ml) mads mAb 119-122 soluble (30 npg por
milldén de células) o anticuerpo de control de IgGl de ratdn.
Las células vivas negativas a azul de tripano después de un
dia de cultivo se contaron con un hemacitémetro. La FIG. 33C
muestra que las Tregs CD4'FOXP3" se estimularon con anti-CD3
soluble (0.2 ug/ml) mas células L o células L que expresan el
ligando de hOX40 (L/hOX40L). Las células vivas se contaron
después de un dia de estimulacién.

A continuacidén se busca determinar si el mAb 0X40
anti-humano actua directamente en células T para bloquear la
funcidén supresora de nTreg. Las nTregs o células T efectoras
CD4" recientemente clasificadas se pre-activaron durante la
noche con anti-CD3 y luego se pulsaron con mAbs 0X40 anti-
humanos por 4 horas. Las células T efectoras 1luego se
lavaron, se etiquetaron con CFSE, y se co-cultivaron con
nTregs en la presencia de un numero igual de monocitos cbh14"
y anti-CD3. De manera similar, la nTregs pre-estimuladas se
lavaron y cultivaron con células T efectoras etiquetadas con
CFSE no tratadas.

La FIG. 34 muestra que los mAbs 0X40 anti-humanos
actuan directamente en células T para blogquear 1la funcidn
supresora de Tregs. La FIG. 34A muestra que el mAb 0OX40 anti-
humano actua directamente en células T efectoras de memoria
para conferirles resistencia a la supresidén por nTregs. Las

células T de memoria CD4%' CD25"%3CD127'CD45RA™CD45R0O"  se
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estimularon con anti-CD3 de unidén a la placa (0.8 upg/ml) en
medio de cultivo (RPMI/10% FCS/ P/S més IL-2 a 30 IU/ml) por
12 horas, luego se pulsaron con mAb O0X40 anti-humano (119-
122, 22 pg por 0.5 millones de células) en medio de cultivo,
por 4 horas, se lavaron 3 veces, y 82104 células T efectoras
etiquetadas con CFSE se cultivaron con relaciones disminuidas
de nTregs. La proliferacidén de células T efectoras se evalud
por citometria de flujo para dilucidén de CFSE. E1 mAb 0X40
anti-humano actﬁa‘en Tregs haciéndolas incapaces de suprimir
la proliferacién de células T efectoras (FIG. 34B). Las
nTregs CD4*'CD25%*3CD127°%7% se pre-estimularon con anti-CD3 de
unién a la placa (2 ug/ml) en medio de cultivo por 12 horas,
luego se pulsaron con un mAb 0X40 anti-humano, 119-122 o 106-
222, o un anticuerpo de control, anti-ICOS o IgGl de ratédn,
comec se describe en el panel A, se lavaron y cultivaron con
células T efectoras de memoria etiguetadas con CFSE. La
proliferacién de células T efectoras se evalud por citometria
de flujo para dilucidén de CFSE.

Las células T efectoras tratadas con mAb 0X40 anti-
humano llegaron a ser resistentes a la supresién por celulas
nTreg. (FIG. 34A) En contraste, la proliferacidén de células T
efectoras tratadas con anticuerpo de ratén de IgGl de ratdn
permanecié susceptible a la supresidén por nTregs. La FIG. 34B

muestra que las nTregs tratadas con mAbs O0OX40 anti-humanos

" fueron incapaces de suprimir la proliferacién de células T

efectoras. En contraste, las nTregs tratadas con anticuerpos
de control, tales como anti-ICOS o IgGl de ratodn,
permanecieron supresoras. Estos resultados sugieren que los
mAbs OX40 anti-humanos actuan directamente tanto en células T

efectoras como nTregs para restaurar la proliferacidn de
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células T efectoras.

EJEMPLO v

Los datos preliminares complementarios in vivo
muestran que el anticuerpo OX40 anti-humano que funciona en
ratones mejora la expansiédn de células T y rechazo de tumor
en ratones. Se mostrd previamente que el mAb 0X40 anti-humano
puede activar especificamente la cascada de NF-kB en células
T CD8" de ratén transducidas con 0X40 humano. Para determinar
si el mAb anti-hOX40 puede mejorar el rechazo de tumor
promoviendo la supervivencia dé células T efectoras CD8" vy
expansién clonal in vivo, las células T Pmel cps?
transgénicas transducidas con el gen de luciferasa y hOX40 se
transfirieron adaptativamente en ratones albinos C57BL/6 que
portan tumores MC38 no pigmentados. Después de la
transferencia adoptiva de 1las células T transducidas, 1los
ratones se trataron con Abs. Se encontrd que
significativamente células T 0X40" de luciferasa® Pmel humanas
migran en el pulmdén en el dia 4 en ratones tratados con mAb
anti-hOX40 en comparacidén con ratdédn tratado con anticuerpo de
control de IgGl (FIG. 35B), indicando que la activacidén de
hOX40 en ratones promovié la expansién de células T CD8'. En
el dia 8 (datos no mostrados) vy dia 12 después del
tratamiento, se encontrdé que el mismo grupo de ratones
tratados con mAb anti-h0OX40 retuvo significativamente mas
células T de luciferasa™mel en el sitio de tumor en
comparacidén con el grupo de control de ratones tratados con
IgGl (FIG. 35B), de nuevo indicando que la activacidn de
hOX40 en ratones promovié la supervivencia de células T CD8".

Finalmente, los tamafios de tumor de ratones que recibieron
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células T hOX40'Pmel CD8" y subsecuentemente tratados con mAb
anti-hOX40 fueron significativamente menores en comparacién
con aquellos de ratones que recibieron células T Pmel no
transducidas y tratados con mAb anti-h0OX40 o vcélulas T
hOX40"Pmel sequido por tratamiento con anticuerpo de
igualacién de IgGl de ratén de control. Estos resultados
muestran que la activacién de OX40 humano en ratones resulta
en efectos bioldgicos similares a aquellos de 0X40 de ratdn
(Gough MJ et, 2008). Por lo tanto, los datos demuestran la
capacidad de mAb 0X40 anti-humano para estimular la expansidn
de células T CD' y supervivencia in vivo y mejorar el rechazo

de tumor.

El mAb OX40 anti-humano promueve la expansién de células T y
supervivencia in vivo.

El régimen de vacunacidén terapéutico se muestra en
la FIG. 35A. Ratones albinos C57BL/6 en grupos de 5 se
implantaron subcutédneamente (S.C) con 5 X 10° células de
tumor MC38/gpl00 no pigmentadas (dia 0). En el dia o6, la
linfopenia fue inducida por la administracién de una dosis de
radiacién de 350 cGy. En el dia 7, 1 x 10° células T Pmel-1
de luciferasa transducidas con o sin expresidén de 0X40 humano
se transfirieron adoptivamente en ratones que portan tumor (n
= 5 por grupo), seguido por inyeccidédn intravenosa de 5 X 10°
DCs pulsada con péptido Gpl0O. La IL-2 humana recombinante se
administrd intraperitonealmente por 3 dias después de la
transferencia de células T. Los anticuerpos se administraron
en los dias 7, 9 y 11 con 100, 50 y 50 ug, respectivamente,

por inyeccidén por ratdén (FIG. 35B). Las 1imagenes de
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bioluminiscencia in vivo mostraron acumulacidén de células T
CD8" pmel-1 que expresan luciferasa en el pulmén y sitios de
tumor en los dias 4 y 12. Se muestran dos de cinco ratones
por grupo en el dia 4 y dia 12 (FIG. 35C). Los tumores
respondieron a los tratamientos usando mAb anti-hOX40. EI1
tamafio de tumor se midié cada 3 dias. Pmel-1 y Pmel-1 més

IgGl de ratdén sirvieron como controles.
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REIVINDICACIONES

1. Un anticuerpo aislado el <cual enlaza 0X40,
caracterizado porque comprende: (a) una regidén variable de
cadena pesada CDR1 que comprende la secuencia de aminoacidos
de SEC ID NO: 1; (b) una regidn variable de cadena pesada
CDR2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO:
2; (c) una regidén variable de cadena pesada CDR3 que
comprende la secuencia de aminoadcidos de SEC ID NO. 3; (d)
una regidén variable de cadena ligera CDR1 que comprende la
secuencia de aminodcidos de SEC ID NO. 7; (e) una regidn
variable de cadena ligera CDR2 que comprende la secuencia de
aminodcidos de SEC ID NO. 8; y (f) una regidén variable de
cadena ligera CDR3 que comprende la secuencia de aminoacidos
de SEC ID NO. 9.

2. Un anticuerpo aislado el <cual enlaza 0X40,
caracterizado porque comprende: (a) una regidén variable de
cadena pesada CDR1 que comprende la secuencia de aminoacidos
de SEC ID NO: 13; (b) una regidén variable de cadena pesada
CDR2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO:
14; (c¢) una regidén variable de cadena pesada CDR3 que
comprende la secuencia de aminocdcidos de SEC ID NO. 15; (d)
una regidén variable de cadena ligera CDR1 que comprende la
secuencia de aminodcidos de SEC ID NO. 19; (e) una regidn
variable de cadena ligera CDR2 que comprende la secuencia de
aminodcidos de SEC ID NO. 20; y (f) una regidén variable de
cadena ligera CDR3 que comprende la secuencia de aminoacidos
de SEC ID NO. 21.

3. Un anticuerpo aislado que enlaza 0X40,

caracterizado porque comprende la secuencia de aminoacidos
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SEC ID NO. 7 o 19, o un anticuerpo gque comprende una
secuencia de aminoadcidos con 90 por ciento de homologia con
la secuencia de aminodcidos de SEC ID NO: 7 o 19.

4, Un anticuerpo aislado que enlaza 0X40,
caracterizado porque comprende la secuencia de aminodcidos de
SEC ID NO. 8 o 20, o un anticuerpo que comprende una
secuencia de aminodcidos con 90 por ciento de homologia con
la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO:.8 o 20.

5. Un anticuerpo aislado que enlaza 0X40,
caracterizado porque comprende la secuencia de aminoacidos de
SEC ID NO. 9 o 21, o un anticuerpo que comprende una
secuencia de aminodcidos con 90 por ciento de homologia con
la secuencia de aminodcidos de SEC ID NO: 9 o 21.

6. Un anticuerpo aislado que enlaza 0x40,
caracterizado porque comprende la secuencia de aminoacidos de
SEC ID NO. 1 o 13, o un anticuerpo gque comprende una
secuencia de aminoacidos con 90 por ciento de homologia con
la secuencia de aminodcidos de SEC ID NO: 1 o 13.

7. Un anticuerpo aislado que enlaza 0X40,
caracterizado porque-comprende la secuencia de aminoacidos de
SEC ID NO. 2 o 14, o un anticuerpo gque comprende una
secuencia de aminodcidos con 90 por ciento de homologia con
la secuencia de aminodcidos de SEC ID NO: 2 o 14.

8. Un anticuerpo aisladoe que enlaza 0X40,
caracterizado porque comprende la secuencia de aminoacidos de
SEC ID NO. 3 o 15, o un anticuerpo que comprende una
secuencia de aminoacidos con 90 por ciento de homologia con
la secuencia de aminodcidos de SEC ID NO: 3 o 15.

9. Un anticuerpo aislado que enlaza un epitope en

0X40 reconocido por un anticuerpo, caracterizado porque tiene

ane sy s
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una regidén variable de «cadena pesada gque comprende las
secuencias de aminodcidos de SEC ID NO. 5 o 17 y una regidn
variable de cadena ligera que comprende las secuencias de
aminoacidos de SEC ID NO. 11 o 23, o un anticuerpo gque tiene
las secuencias de aminodcidos con al menos 90 por ciento de
homologia con esta.

10. Un anticuerpo aislado el cual enlaza 0X40,
caracterizado porque comprende una regidn variable de cadena
ligera que tiene CDRs que comprenden las secuencilas de
aminodcidos de SEC ID NO: 7 o 19, SEC ID NO: 8 o 20, SEC ID
NO: 9 o 21, o un anticuerpo que tiene las secuencias de
aminodcidos con al menos 90 por ciento de homologia con esta.

11. Un anticuerpo aislado el cual enlaza O0X40,
caracterizado porque comprende, una regidén variable de cadena
pesada que tiene CDRs que comprenden las secuencias de
aminoacidos de SEC ID NO: 1 o 13, SEC ID NO: 2 o 14, SEC ID
NO: 3 o 15, o un anticuerpo que tiene las secuencias de
aminodcidos con al menos 90 por ciento de homologia con esta.

12. Acido nucleico aislado, caracterizado porque
codifica el anticuerpo de conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 11.

13. Una célula huésped, caracterizada porque
comprende 4acido nucleico que <codifica el anticuerpo de
conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11.

14. Un método para producir un anticuerpo,
caracterizado porque comprende la etapa de cultivar la célula
huésped de conformidad con la reivindicacidén 13.

15. E1l método de conformidad con la reivindicacién
14, caracterizado porque adicionalmente comprende recuperar

L _ , , . ,
el anticuerpo de la célula huésped . 000118
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16. Un anticuerpo de conformidad con cualquiera de
las reivindicaciones 1 a 11, caracterizZado para uso cComo un
medicamento.

17. Un anticuerpo de conformidad con cualquiera de
las reivindicaciones 1 a 11, caracterizado para uso en el
tratamiento de una enfermedad autoinmune.

18. Un anticuerpo de conformidad con cualquiera de
las reivindicaciones 1 a 11, caracterizado para uso en el
tratamiento de cancer.

19. Uso de un anticuerpo de conformidad con
cualquiera de las reclamaciones 1 a 11, en la manufactura de
un medicamento, en donde el medicamento es para el

tratamiento de cancer o una enfermedad autoinmune.
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RESUMEN DE LA INVENCION

Se describen anticuerpos humanos, preferiblemente
anticuerpos humanos recombinantes, tanto humanizados como
guiméricos, los cuales enlazan especificamente a 0X40 humano.
Los anticuerpos preferidos tienen alta afinidad para el
receptor 0X40 y activan el receptor in vitro e in vivo. El
anticuerpo puede ser un anticuerpo de longitud completa o una
porcidén de enlace de antigeno del mismo. Los anticuerpos, ©

porciones de anticuerpo, son uUtiles para modular la actividad

de receptor, por ejemplo, en un sujeto humano que sufre de un

trastorno en el cual la actividad de 0X40 es perjudicial. Se
proporcionan &cidos nucleicos, vectores y células huéspedes
para expresar los anticuerpos humanos recombinantes, Yy
también se proporcionan métodos para sintetizar los

anticuerpos humanos recombinantes.
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QIOLVQSGP ELKKPGETVK ISCKASGYTF TDYSMHWVKQ
QVOLVQSGS ELKKPGASVK VSCKASGYTF TDYSMHWVRQ
QVOLVQSGS ELKKPGASVK VSCKASGYTF T----- WVRQ

4 5 6 7
0123456789 01223456789 0123456789 0123456789
a —CDR2 SECID No.2
APGKGLKWMG WINTETGEPTY ADDFKGRFAF SLETSASTAY
APGQGLKWMG WINTETGEPTY ADDFKGRFVF SLDTSVSTAY

APGOGLEWMG ~-----=--== -==-ao- RFVF SLDTSVSTAY
1 1
8 9 0 1
0122223456789 0123456789 000000123456789 0123
abc abcde ——CDR3 SECID No.3

LQINNLKNEDTAT YFCANPYYDY VSYYAMDYWGHGTSV TVSS
LQISSLKAEDTAV YYCANPYYDY VSYYAMDYWGQGTTV TVSS
LQISSLKAEDTAV YYCAR----- -------- WGKGTTV TVSS

FIG.36

—CDR1 SECID No.1

0S/e¥



SEC ID No.10
SEC ID No.11

VL de 106-222

CDR1 SEC ID No.7

1 2 [\\ 3
123456789 0123456789 0123456789 0123456789
VL de 106-222 DIVMTQSHK FMSTSVRDRV SITCKASQDV STAVAWYQQK
VL de Hu106 DIOMTQSPS SLSASVGDRV TITCKASQDY STAVAWYQQK
AJ388641 DIQMTQSPS SLSASVGDRV TITC------ ----- WYQQK
CDR2 SECID No.8
4 5/ 6
0123456789 0123456789 0123456789 0123456789
VL de 106-222 PGOSPKLLIY SASYLYTGVP DRFTGSGSGT DFTFTISSVQ
VL de Hut0é PGKAPKLLIY SASYLYTGVP SRFSGSGSGT DFTFTISSLQ
AJ3BB641 PGKAPKLLIY ------- GVP SRFSGSGSGT DFTFTISSLQ
CDR3 SECID No.9 ,
8 | 9 0
0123456789\ 0123456789 01234567
VL de 106-222 AEDLAVYYCQ QHYSTPRTFG GGTKLEIK
VL de Hut06 PEDIATYYCQ QHYSTPRTFG QGTKLEIK
AJ388641 PEDIATYYC: -------- FG QGTKLEIK
FIG.37

0s/ivy
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SECID No. 6

VH de Hu106-222

Spel

ACTAGTACCACCATGGCTTGGGTGTGGACCTTGCTATTCCTGATGGCAGCTGCCCAAAGT
M A W V W T L L F L M A A A Q S

ATCCAAGCACAGGTTCAGTTGGTGCAGTCTGGATCTGAGCTGAAGAAGCCTGGAGCCTCA
I @ AQ VvV QL V Qs GGSsSELKZEKPGA S

GTCAAGGTTTCCTGCAAGGCTTCTGGTTATACCTTCACAGACTATTCAATGCACTGGGTG
v K v § ¢ K A S GY TF T DY S MHWYV

CGACAGGCTCCAGGACAAGGTTTAAAGTGGATGGGCTGGATAAACACTGAGACTGGTGAG
R Q AP GQ G L KWMUGWTINTETG E

CCAACATATGCAGATGACTTCAAGGGACGGTTTGTCTTCTCTTTGGACACCTCTGTCAGC
P T Y A DDV F K GRF V F S L DTS Vv 8

ACTGCCTATTTGCAGATCAGCAGCCTCAAAGCTGAGGACACGGCTGTGTATTACTGTGCT
T A Y L QI S S L KAEUDTAWVYYCA

AATCCCTACTATGATTACGTCTCTTACTATGCTATGGACTACTGGGGTCAGGGAACCACG
N P Y Y DY V S Y Y A MDYWGQQGTT

HindIII
GTCACCGTCTCCTCAGGTAAGAATGGCCTCTCAAGCTT
v T Vv § §

F1G.38
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SECID NO. 12

VL de Hu106-222

Nhel

GCTAGCACCACCATGGAGTCACAGATTCAGGTCTTTGTATTCGTGTTTCTCTGGTTGTCT
M E S @ I @ V F V F V F L W L §

GGTGTTGACGGAGACATTCAGATGACCCAGTCTCCATCCTCCCTGTCCGCATCAGTGGGA
G Vv D GDI Q@MTOQSPSS L S ASVY G

GACAGGGTCACCATCACCTGCAAGGCCAGTCAGGATGTGAGTACTGCTGTAGCCTGGTAT
DRV T I T CKASQDV S TAVAWY

CAACAGAAACCAGGAAAAGCCCCTAAACTACTGAT TTAGTCGGCATCCTACCTCTACACT
Q Q KP G KAPKTLTLTIYSASY L YT

GGAGTCCCTTCACGCTTCAGTGGCAGTGGATCTGGGACGGATTTCACTTTCACCATCAGC
G VP SRFSGS G S GTODFTFTTIS

AGTCTGCAGCCTGAAGACATTGCAACATATTACTGTCAGCAACATTATAGTACTCCTCGG
S L QP EDTIATY Y CQQHY S TP R

EGORT
ACGTTCGGTCAGGGCACCAAGCTGGAAATCAAAC GTAAGTAGAATCCAAAGAATTC
T F G Q 6 T KL E I K S

FIG.39

0S/9v



SEC 1D No.16 VHde 119-122
SEC 1D No.17 VH de Huitd
714189

VH de 119-122
VH de Hu19
714188

VH de 119-122
VH de Hut19
214189

VH de 119-122

1 2 3
123456789 0123456789 0123456789 0123456789
EVOLVESGG GLVQPGESLK LSCESNEYEF PSHOMSWYRK ~—CORT SECID No.13
EVOLVESGG GLVQPGGSLR LSCAASEYEF PSHDMSWVRQ

EVQLVESGG GLVQPGGSLR LSCAASGFTF S----- WVRQ

4 5 6 74
0123456789 01223456789 0123456789 0123456789
a ,—CDR2 SECID No.14
TPEKRLELVA AINSDGGSTYY PDTMERRFII SRDNTKKTLY
APGKGLELVA AINSDGGSTYY PDTMERRFTI SRDNAKNSLY

APGKGLEWVA - -----cemnn oo RFTI SRDNAKNSLY
1 1
8 9 0 1
0122223456788 0123456789 0000123456789 0123
abce abc ,—-CDR3 SECID No.15

LAQMSSLRSEDTAL YYCARHYDDY YAWFAYWGQGTLV TVSA
LOMNSLRAEDTAYV YYCARHYDDY YAWFAYWGQGTMV TVSS
LAQMNSLRAEDTAV YYCAR----- ------ WGQGTMV TVSS

FIG.40

0S/Lv
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VL de 119-122

1 2 3
123456789 (0123456789 01234567777789 0123456789
abed /—4CDRI SECID No.19
SEC iD No.22 VL de 119-122 DIVLTQSPA SLAVSLGORA TISCRASKSVSTSG YSYMHWYQQK

SEC ID No.23 VI de Hui19 EIVLTQSPA TLSLSPGERA TLSCRASKSVSTSG YSYMHWYQQK
M29469 EIVLTOSPA TLSLSPGERA TLSC---------- ----- WYQaK
CDR2 SECID No.20
4 {5 6 7
0123456789‘-l0123456789 0123456789 0123456789
VL de 118-122 PGOPPKLLIY LASNLESGVP ARFSGSGSGT DFTLNIHPVE
VL de Hut19 PGOAPRLLIY LASNLESGVP ARFSGSGSGT DFTLTISSLE
M29469 PGQAPRLLIY ------- GVP ARFSGSGSGT DFTLTISSLE
CDR3 SECID No.21 ;
8 (9 0
0123456789 0123456789 01234567
VL de 119-122 EEDAATYYCQ HSRELPLTFG AGTKLELK
VL de Hu119 PEDFAVYYCQ HSRELPLTFG GGTKVEIK
M29469 PEDFAVYYC- -----=-- FG GGTKVEIK
F1G.41

0s/8v
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SECID Wo. 18

VH de Hu119-122

Spel

ACTAGTACCACCATGGACTTCGGGCTCAGCTTGGTTTTCCTTGTCCTTATTTTAAARAGT
M D F G L 8 L VvV F L vV L I L K 8§

GTACAGTGTCAGGTGCAGCTGGTGGAGTCTGGGGGAGGCTTAGTGCAGCCTGGAGGGTCC
vV Q ¢ E VY QL V ESGGSGLV QP GG S

CTGAGACTCTCCTGTGCAGCCTCTGAATACGAGTTCCCTTCCCATGACATGTCTTGGGTC
L R L S C A A S EY EF P S8 HDMGSE WV

CGCCAGGCTCCGGGGAAGGGGC TGGAGTTGGTCGCAGCCATTAATAGTGATGGTGGTAGC
R Q AP GKGLETLV AATINZGSTUDTGG 8

ACCTACTATCCAGACACCATGGAGAGACGATTCACCATCTCCAGAGACAATGCCAAGAAC
T Y ¥ P DT MEW R RV FTTI S RDN A KN

TCACTGTACCTGCAAATGAACAGTCTGAGGGCCGAGGACACAGCCGTGTATTACTGTGCA
S LY L GMMNMNZSLRBRBAETUDTAWVY Y C A

AGACACTATGATGATTACTACGCCTGGTTTGCTTACTGGGGCCAAGGGACTATGGTCACT
R HY DD Y Y A WFAYWOGQQGTMVT

HindIII
GTCTCTTCAGGTGAGTCCTAACTTCAAGCTT
Vv S §

F1G.42

0S/6%
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SECID No. 24

VL de 119-122

Nhel
GCTAGCACCACCATGGAGACAGACACACTCCTGTTATGGGTACTGCTGCTCTGGGTTCCA

M E T DT L L L W V L L L W V P

GGTTCCACTGGTGAAATTGTGCTGACACAGTCTCCTGCTACCTTATCTTTGTCTCCAGGG
G S TG E I v LTQ@SPATILSLSPG

GAAAGGGCCACCCTCTCATGCAGGGCCAGCAAAAGTGTCAGTACATCTGGCTATAGTTAT
E R A TL S CR A S K SV ST S GY § Y

ATGCACTGGTACCAACAGAAACCAGGACAGGCTCCCAGACTCCTCATCTATCTTGCATCC
M H W Y @Q @Q K P GQ APR L L I Y L A S

AACCTAGAATCTGGGGTCCCTGCCAGGT TCAGTGGCAGTGGGTCTGGGACAGACT TCACC
N L E 8§ GV P ARVF S G S G S8 G TODFT

CTCACCATCAGCAGCCTAGAGCCTGAGGATTTTGCAGTTTATTACTGTCAGCACAGTAGG
L T I 8 & L E P EDFANWMY Q. H § R

GAGCTTCCGCTCACGTTCGGCGGAGGGACCAAGGTCGAGATCAAAC GTAAGTACACTTTT
E L P.L T F G &6 G.T K VM E I K

EcoRI
CTGAATTC

FIG.43
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LISTADO DE SECUENCIAS
<110> BOARD OF REGENTS, THE UNIVERSITY OF TEXAS SYSTEM
<120> ANTICUERPOS ANTI-OX40 Y METODOS DE USO DE LOS MISMOS
<130> UTFC.P1193WO

<140>
<141>

<150> 61/380,827
<151> 2010-09-08

<150> 61/375,999
<151> 2010-08-23

<160> 24
<170> PatentlIn versién 3.5

<2105 1
£211> 5

<212> PRT
<213> Mus sp.

<400> 1
Asp Tyr Ser Met His
1 5]

<210> 2

<010 1T
<212> PRT
<213> Mus sp.

<400> 2
Trp Ile Asn Thr Glu Thr Gly Glu Pro Thr Tyr Ala Asp Asp Phe Lys
1 5] 10 15

Gly

<210> 3
<21¥> 13
<212> PRT
<213> Mus sp.

<400> 3
Pro Tyr Tyr Asp Tyr Val Ser Tyr Tyr Ala Met Asp Tyr
1 %) 10

<210> 4
L2l 122
<212> PRT
<213> Mus sp.

<400> 4
Gln Ile Gln Leu Val Gln Ser Gly Pro Glu Leu Lys Lys Pro Gly Glu
i 5 10 15

00017

7
A )



TR

Ser

Gly

Lys

65

Leu

Ala

Gly

Val

Met

Trp

50

Gly

Gln

Asn

His

<230> 5

<211>
<212>
<213>

<220>

<223>

Lys

His

35

Ile

Arg

Ile

Pro

Gly
115

122
PRT
Secuencia

Ile

20

Trp

Asn

Phe

Asn

TYT

100

Thr

sintético

<400> 5
Gln Val Gln Leu

1

Ser

Ser

Gly

Lys

65

Leu

Ala

Val

Met

TER

50

Gly

Gln

Asn

Lys

His

35

Ile

Arg

Ile

Pro

Val

20

Trp

Asn

Phe

Ser

Tyr

Ser Cys

Val Lys

Thr Glu

Ala Phe
70

Asn Leu
85

Tyr Asp

Ser Val

Lys

Gln

Thr

55

Ser

Lys

Tyr

Artificial

Val Gln

Ser Cys

Val Arg

Thr Glu

Val Phe
70

Ser Leu
85

Tyr Asp

Ser

Lys

Gln

Thr

55

Ser

Lys

Tyr

Ala

Ala

40

Gly

Leu

Asn

val

Val
120

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Leu

Ala

Val

Ser

25

Pro

Glu

Glu

Glu

Ser

105

Ser

Ser

Ser

25

Pro

Glu

AEsp

Glu

Ser

Gly

Gly

Pro

Thr

Asp

90

Tyr

Ser

Glu
10

Gly

Gly

Pro

Thr

Asp

90

Tyr

Tyr

Lys

ThE

Ser
75

Thr

Tyr

Descripcién de Secuencia Artificial:

Leu

Tyr

Gln

Thr

Ser
75

Thr

Tyr

Thr

Gly

Tyr
60

Ala

Ala

Ala

Lys

Thr

Gly

Tyr

60

Val

Ala

Ala

Phe

Leu

45

Ala

Ser

Thr

Met

Lys

Phe

Leu

a5

Ala

Ser

Val

Met

Thr

30

Lys

Asp

Thr

Tyr

Asp
110

Polipéptido

Pro

Thr

30

Lys

Asp

Thx

Tyr

Asp

Asp

Trp

Asp

Ala

Phe

95

Tyr

Gly

15

Asp

Trp

Asp

Ala

Tyr
95

Tyr

Tyr

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Trp

Ala

Tyr

Met

Phe



100

105

Gly Gln Gly Thr Thr Val Thr Val Ser Ser

115

<210> ©

<211> 458
<212> ADN
<213>

<220>
<223>

sintético

<400> 6
actagtacca
60

atccaagcac
120

gtcaaggttt
180

cgacaggctc
240

ccaacatatg
300

actgcctatt
360

aatccctact
420

gtcaccgtct
458

210> 7

21Ty 11
<212> PRT
<213>

<400> 7

ccatggcttyg

aggttcagtt

cctgcaaggc

caggacaagg

cagatgactt

tgcagatcag

atgattacgt

120

Secuencia Artificial

ggtgtggacc

ggtgcagtct

ttctggttat

tttaaagtgg

caagggacgd

cagcctcaaa

ctcttactat

cctcaggtaa

Mus sp.

110

Descripcién de Secuencia Artificial: Polinucledtidoe

ttgctattcc tgatggcagce
ggatctgagc tgaagaagcc
accttcacag actattcaat
atgggctgga taaacactga
tttgtcttct ctttggacac
gctgaggaca cggctgtgta
gctatggact actggggtca
gaatggcctc

Lys Ala Ser Gln Asp Val Ser Thr Ala Val Ala

1

<210> 8
<2113 7
<212> PRT
<2F3

<400> 8

5

Mus sp.

Ser Ala Ser Tyr Leu Tyr Thr

1

<210> 9
<211> 9

5

10

tgcccaaagt

tggagcctca

gcactgggtg

gactggtgag

ctctgtcagc

ttactgtgct

gggaaccacg

tcaagctt



<212>

PRT

<213> Mus sp.

<400>

9

Gln Gln His Tyr Ser Thr Pro Arg Thr

1

<210>
<211>
<212>

10
107
PRT

<213> Mus sp.

<400>

10

Asp Ile Val Met

1

Asp Arg Val

Val Ala Trp

Tyr Se
50

35

r Ala

Ser Gly Ser

65

Glu As

p Leu

Thr Phe Gly

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Il
107
PRT

Ser
20

TYE

Ser

Gly

Ala

Gly
100

Secuencia

5

Thr

Ile

Gln

Tyr

Thr

val

85

Gly

Gln

Thr

Gln

Leu

Asp

70

Tyr

Thy

Ser

Cys

Lys

Tyr T

55

Phe

Tyr

Lys

Aftificial

His

Lys

Pro

40

Thr

Cys

Leu

Ala
25

Gly

Gly

Phe

Gln

Glu
105

Phe
10

Ser

Gln

Val

Thr

Gln

20

Ile

Met

Gln

Ser

Pro

Ile

7

His

Lys

Descripcidén de Secuencia Artificial:
sintético

13

Asp Ile Gln Met Thr

1

5

Asp Arg Val Thr Ile

20

val Ala Trp Tyr Gln

35

Tyr Ser Ala Ser Tyr

Gln

Thr

Gln

Leu

Ser

Cys

Lys

Tyr

Pro

Lys

Pro

40

Thr

Ser

Ala
25

Gly

Gly

Ser
10

Ser

Lys

Val

Leu

Gln

Ala

Pro

Ser Thr

Asp Val

Pro Lys
45

Asp Arg
60

Ser Ser

Tyr Ser

Ser Ala

Asp Val

Pro Lys
45

Ser Arg

Ser

Ser
30

Leu

Phe

Val

Tht

Polipéptido

Ser

Ser
30

Leu

Phe

Val Arg
15

Thr Ala

Leu Ile

Thr Gly

Gln Ala
80

Pro Arg
295

Val Gly
15

Thr Ala

Leu Ile

Ser Gly

000174



50

Ser Gly Ser Gly

65

Glu Asp Ile Ala

Thr Phe Gly Gln

<2)10> 12

<211> 416
<212> ADN
<213>

<220>
<223>

Secuencia

70

85

100

sintético

<400> 12
gctagcacca
60

ggtgttgacyg
120

gacagggtca
180

caacagaaac
240

ggagtccctt
300

agtctgcagc
360

acgttcggtc
416

<210> 13
<211> 5
<212% PRT
<213>

<400> 13

ccatggagtc

gagacattca

ccatcacctg

caggaaaagc

cacgcttcag

ctgaagacat

agggcaccaa

Mus sp.

Ser His Asp Met Ser

1

<210> 14
<211 17
<212> PRT
<213>

<400> 14

Ala Ile Asn Ser Asp Gly Gly Ser Thr Tyr Tyr Pro Asp Thr Met Glu

5

Mus sp.

55

Artificial

Descripcidén de Secuencia Artificial:

acagattcag

gatgacccag

caaggccagt

ccctaaacta

tggcagtgga

tgcaacatat

gctggaaatc

60

15

a0

Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys
105

gtctttgtat

tetcoatect

caggatgtga

ctgatttact

tctgggacgg

tactgtcagc

aaacgtaagt

85

Polinucleodtido

tcgtgtttct

coctyteege

gtactgctgt

cggcatccta

atttcacttt

aacattatag

agaatccaaa

Thr Asp Phe Thr Phe Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro

80

Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln His Tyr Ser Thr Pro Arg

ctggttgtct
atcagtggga
agcctggtat
cctctacact
caccatcagc
tactcctcgg

gaattc

000173



Arg

<2103 15
<20 1% 11
<212> PR

il

<213> Mus sp.

<400> 15

10

His Tyr Asp Asp Tyr Tyr Ala Trp Phe Ala Tyr

1

<210> 16
A S

0

<212> PRT
<213> Mus sp.

<400> 16
Glu Val
1

ser Leuy

Asp Met

Ala Ala
50

Glu Arg
65

Leu Gln

Ala Arg

Gly Thr

<210> 17
211 A2

Gln

Lys

Ser

35

Ile

Arg

Met

His

Leu
115

0

<212> PRT
<213> Secuencia

<220>

Leu

Leu

20

TEp

Asn

Phe

Ser

Tyx
100

Val

5

Val

Ser

Val

Ser

Ile

Ser

85

Asp

Thr

Glu

Cys

Arg

Asp

Ile

70

Leu

Asp

Val

Ser

Glu

Lys

Gly

55

Ser

Arg

Tyr

Ser

Artificial

Gly

Ser

Thr

40

Gly

Arg

Ser

Tyr

Ala
120

Gly

Asn

25

Pro

Ser

Asp

Glu

Ala
105

10

Gly

10

Glu

Glu

Thr

Asn

Asp

30

Trp

Leu

Tyr

Lys

Tyr

Thr

Ha

Thr

Phe

<223> Descripcién de Secuencia Artificial:
sintético

Val Gln Pro

Glu Phe Pro
30

Arg Leu Glu
45

Tyr Pro Asp

60

Lys Lys Thr

Ala Leu Tyr

Ala Tyr Trp
110

Polipéptido

15

Gly

15

Ser

Leu

Thr

Leu

Tyr

25

Gly

Glu

His

Val

Met

Tyr

80

Cys

Gln

006176



<400> 17
Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly
1 5 10 15
Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Glu Tyr Glu Phe Pro Ser
20 25 30
Asp Met Ser Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Leu
35 40 45
Ala Ala Ile Asn Ser Asp Gly Gly Ser Thr Tyr Tyr Pro Asp Thr
50 55 60

Glu Arg Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn Ser Leu
65 70 75
Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr

85 90 95
Ala Arg His Tyr Asp Asp Tyr Tyr Ala Trp Phe Ala Tyr Trp Gly

100 105 110
Gly Thr Met Val Thr Val Ser Ser
115 120
<210> 18
<211> 451
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial
<220>
<223> Descripcién de Secuencia Artificial: Polinucleétido
sintético

<400> 18
actagtacca ccatggactt cgggctcagc ttggttttcc ttgtccttat
60
gtacagtgtg aggtgcagct ggtggagtct gggggaggct tagtgcagcec
120
ctgagactct cctgtgcage ctctgaatac gagttccctt ccecatgacat
180
cgccaggctc cggggaaggg gctggagttg gtcgcagcca ttaatagtga
240
acctactatc cagacaccat ggagagacga ttcaccatct ccagagacaa
300
tcactgtacc tgcaaatgaa cagtctgagg gccgaggaca cagccgtgta
360
agacactatg atgattacta «cgcctggttt gcttactggg gccaagggac
420

Gly

His

Val

Met

Tyr
80

Cys

Gln

tttaaaaagt
tggagggtcc
gtcttgggtc
tggtggtagc
tgccaagaac
ttactgtgca

tatggtcact

000177



gtctcttcag
451

gtgagtccta

<210> 19
<211> 15
<212> PRT
<213> Mus sp.

<400> 18

acttcaagct

Arg Ala Ser Lys Ser Val Ser Thr Ser Gly Tyr Ser Tyr Met His

1 5 10

<210> 20
<21 7
<212> PRT
<213> Mus sp.

<400> 20
Leu Ala Ser Asn Leu Glu Ser
1 5

<210> 21
<211> 9
<212> PRT
<213> Mus sp.

<400> 21
Gln His Ser Arg Glu Leu Pro Leu Thr
1 5

<2102 22
<211> 111
<212> PRT
<213> Mus sp.

<400> 22

Asp Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Ala Ser

1 5 10

Gln Arg Ala Thr Ile Ser Cys Arg Ala Ser

20 25

Gly Tyr Ser Tyr Met His Trp Tyr Gln Gln

35 40

Lys Leu Leu Ile Tyr Leu Ala Ser Asn Leu

50 55

Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp

65 70

Pro Val Glu Glu Glu Asp Ala Ala Thr Tyr

85 90

Leu

Lys

Lys

Glu

Phe

18

Tyr

Ala

Ser

Pro

Ser

60

Thr

Cys

val

Val

Gly

45

Gly

Leu

Gln

Ser

Ser

30

Gln

val

Asn

His

15

Leu

15

Thr

Pro

Pro

Ile

Ser

Gly

Ser

Pro

Ala

His
80



Glu Leu Pro Leu Thr Phe Gly Ala Gly Thr Lys Leu Glu Leu Lys
100 105 1.0

<210> 23
<211 313
<212> PRT
<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcidén de Secuencia Artificial: Polipéptido
sintético

<400> 23

Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Ala Thr Leu Ser Leu Ser Pro Gly

1 5 10 15

Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser Lys Ser Val Ser Thr Ser
20 25 30

Gly Tyr Ser Tyr Met His Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala Pro
35 40 45

Arg Leu Leu Ile Tyr Leu Ala Ser Asn Leu Glu Ser Gly Val Pro Ala
50 55 60

Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser
65 70 15 80

Ser Leu Glu Pro Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys Gln His Ser Arg
85 90 a5

Glu Leu Pro Leu Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
100 105 110

<210> 24

e 1 o U 4

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcién de Secuencia Artificial: Polinucledtido
sintético

<400> 24

gctagcacca ccatggagac agacacactc ctgttatggg tactgctgct ctgggttcca
60

ggttccactg gtgaaattgt gctgacacag tctcctgeta ccttatecttt gtctccaggg
120

gaaagggcca ccctctcatyg cagggccagce aaaagtgtca gtacatctgg ctatagttat
180

atgcactggt accaacagaa accaggacag gctcccagac tcctcatcta tcttgecatcc
240

00Gi7°



aacctagaat
300

ctggggtccc

- ctcaccatca
360

gcagcctaga

gagcttccgce
420

tcacgttcgg

ctgaattc
428

tgccaggttc

gcctgaggat

cggagggacc

10

agtggcagtg

tttgcagttt

aaggtcgaga

ggtctgggac

attactgtca

tcaaacgtaa

agacttcacc
gcacagtagg

gtacactttt

20a

180
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Clarke, Modet & C°

COLOMBIA

Carrera 11 n° 86-53, Piso 6 Bogotd Colombia Tel: (57 1) 618 1088-Fax: (57 1) 6350824-Email:clarkemodet@clarkemodet.com.co

PODER

Yo (nosotros), abajo firmante(s)

en mi (nuestro) cardcter de representante(s) legales de

una sociedad organizada y existente de acuerdo con las leyes de
y enactual cumplimiento de su objeto social, con domicilio en

por ¢l presente instrumento confiero (conferimos) poder especial a favor
de DILIA MARIA RODRIGUEZ D'ALEMAN, con Cédula de
Ciudadania No. 41.654.882 de Bogotd, y tp. 20824 y CLAUDIA
LUCIA CARO RAMIREZ, con Cédula de Ciudadania No. 40.017.374
de Tunja, y tp. 36448, con domicilio en Bogotd, Colombia, para que
actuando en su orden en nombre del (de Ia) otorgante le (la) representen
ante cualquier entidad, autoridad y/o persona, especialmente ante las del
orden Administrativo, Contencioso Administrativo, Judicial, Tribunales
de Arbitramento y/o cualquier otro en o referente o los siguientes
asuntos:

1) Solicitar, tramitar, obtener y/o registrar cualquiera de las modalidades
de Propiedad Industrial, tales como: patentes de ivencion, modelos de
utilidad; disefios industriales, variedades vegetales; marcas, lemas,
nombres y ensefias comerciales y denominaciones de origen; asi como sus
renovaciones,  prérrogas, transferencias, cambios de nombre y/o
domicilio, contratos y licencias.

2) Solicitar, tramitar, obtener y/o registrar derechos de autor, en
cualquiera de sus presentaciones asi como la proteccion de secretos
industriales y know-how.

3) Solicitar, tramitar, obtener y/o registrar registros sanitarios, permisos
ylo licencias de funcionamiento; asi como sus renovaciones o prérrogas,
transferencias, cambios de nombre y/o domicilio, contratos y licencias,

4) Ejercer acciones de oposicion, observacién, reclamos, reconsideracion,
reposicion, apelacién, cancelacién administrativa o Judicial, nulidad,
proteccién al consumidor, concesion de licencias, proteccion de secretos
industriales y demdas acciones y recursos relacionados con derechos
derivados de los asuntos arriba indicados ¥ en contra de la competencia
desleal, acciones derivadas de la obtencidn o explotacion de licencias,
acciones de indemnizacion de perjuicios. También podri(n) intervenir en
Juicios civiles, comerciales, penales, contencioso-administrativos, tutelas
¥ de policia; en acciones o juicios promovidos por ¢l (la) mandante o en
contra el (ella) .

5) Registrar nombres de dominio ante la entidad competente,

6) En ¢l cjercicio de este mandato los mandatarios arriba mencionados
quedan facultados para: conciliar, cancelar, transigir, comprometer en
arbitros, desistir, recibir y tomar posesion de la cosa objeto de litigio y
renunciar o desistir a derechos concedidos o0 en curso de concesion,
admitir los hechos del proceso.

7) Ratificar o no la agencia oficiosa.

8) Asi mismo faculto (facultamos) a los mencionados apoderados para
recibir notificaciones y designar apoderados judiciales o extrajudiciales,
sustituir el presente poder y revocar las sustituciones que hicieren,

Dado y firmado en

alos dias de

POWER OF ATTORNEY

I (we), the undersigned

Barry D. Burgdorf
legal representative(s) of
Board of Regents, The University of Texas System

an organization existing under the laws of

State of Texas, United States of America
and in present execution of its business activity, domiciled at

211 West 7th St., Austin, Texas 78701

do hereby grant POWER OF ATTORNEY to DILIA MARIA RODRIGUEZ
D'ALEMAN, identification card No. 41.654.882 of Bogotd, and tp. 20824 and
CLAUDIA LUCIA CARO RAMIREZ, tp. 36448, identification card No.
40.017.374 of Tunja, residing in Bogota, Colombia, to act in the order of their
appointment in behalf of grantor before any entity, authority and/or natural or
Juridical person, specially before those Administrative, Administrative-
Contentious, Judicial, arbitration courts, andf/or any other, in all matlers

concerning the following: Regeneration of an Aqueous Solution From an Acid

Gas Absorption Process by Multi-Stage Flashing and Stripping .

1) To apply, process, obtain and/or register any of the modalities of Industrial
Property, such as: Patents of Invention, Utility Models; Designs, plant
varicties; Marks, Slogans, Trade Names and emblems and appellations of
Origin; as well as their renewals, extensions, assignments, changes of name
and/or domicile, agreements and licenses.

2) To apply, process, obtain and/or register copyrights of any kind as well as
protection of industrial sccrets or know-how.

3) To apply, process, obtain and/or register sanitary registrations, operating
authorizations and/or licenses; as well as their renewals or extensions,
assignments, changes of name and/or domicile, agreements and licenses,

4) To bring actions of opposition, observations, claims, reconsideration, appeal
or legal remedies, cancellations, nullity, proteetion to the consumer, granting of
licenses, protection of trade secrets and other actions related with rights
derived from the above- mentioned matters and against the unfair competition,
actions resulting from the obtaining or exploitation of licenses, recovering
damages actions. They can also intervene or participate in Civil, Commercial,
Criminal  or Contentious-Administrative Trials; the actions for writ
mandamus, police actions; in actions, lawsuits or | itigations instituted by the
grantor or against him.

5) To register domain names before the competent entity.

6) To the effect of this mandate the above-named proxy are empowered to:
conciliate, cancel, settle, submit to arbitration, withdraw and to receive and
take possession of the litigation related object and waive or renounce the rights
granted or in process of granting, admit the facts of the case.

7) To ratify or not the officious agency.

8) I (we) hereby appoint the afore mentioned attorneys with powers to receive
notifications and to designate Jjudicial and extra-judicial attorneys, substitute
this Power of Attorney and to revoke such substitutions,

Austin, Texas USA

Granted and signed at

on this ——2___ gayor November

POl

Signature Bar:&v D. Burgdorf

Vice Chancellor an General Counsel

o 28006182



CERTIFICADO NOTARIAL

(Cuando el solicitante es SOCIEDAD)
(Poderes otorgados en: El Salvador, Estados Unidos, México ¥ Venezuela)

Alos dias del mes de de
, el Notario que suscribe DA FE de que:

(nombre de la persona que firma el pader)

mayor de edad y domiciliado

firmé de su puiio

y letra el documento que antecede,
2. Conoce al (a la) otorgante y que este (a) estd legalmente capacitado
para ¢l otorgamiento.
3. El otorgante ha firmado el referido  documento en su cardeter
de
de la persona juridica

4. La citada persona juridica con sede en
estd  legalmente

constituida, que tiene actualmente

existencia legal v que ¢l acto para ¢l cual se ha otorgado este
poder estd comprendido entre los que constituyen su objeto social,

5. El otorgante tiene efectivamente la representacion que ostenta, que
esta es legitima y que estd facultado para otorgar este poder.

6. las anteriores certificaciones de los puntos 3, 4 y 5, me constan porque
he tenido a la vista los documentos auténticos.

Notario Pliblico

NOTA: A continuaciéon de lo anterior, ¢l Cénsul de Colombia debe
autenticar la firma del Notario Piblico.

CERTIFICADO NOTARIAL (Cuando el solicitante es
INDIVIDUQ)

A los dias del mes de de
» el Notario que suseribe DA FE de que:

(nombre de la persona que firma el poder)

mayor de edad y domiciliado en
firmo en su presencia

el documento que antecede, conoce al otorgante y que este cstd

legalmente capacitado para el otorgamiento,

Notario Piblico
NOTA: A continuacion de lo anterior, el Consul de Colombia debe
autenticar la firma del Notario Piblico.

Para todos los demds paises el Seior Cénsul de Colombia o ante
quien se otorgue, debe expedir una certificacién dejando constancia
1) de la existencia legal de Ia sociedad, 2) de que esta ejerce
actualmente su objeto social, y 3) de que la persona o personas que
otorgan el poder estin facultadas para hacerlo, dejando

constancia asi mismo de que tuvo a la vista las pruebas que acrediten
tales circunstancias.

LEGALIZACION POR EL CONSUL DE COLOMBIA
O POR APOSTILLA

NOTARIAL CERTIFICATE
( When the applicant is a CORPORATION)
(Powers of attommey granted in: E] Salvador, Mexico, U.S.A, and Venezuela)
mis JOM oy or MRVERDLr ;4005
the undersigned Notary CERTIFIES that:
Barry D. Burgdorf
&

(name of the person who signs the power of altormey)

of legal age and domiciled in Austin, Travis County, Texas
set his hand on the

foregoing document.
2. The grantor is to him personally known and that he/she has legal capacity to
exccute the document.

3. The grantor has cxecuted the fore s0ing document in his capacity
of Vice Chancellor and General Counsel

of the juridical person_Board of Regents, The University of
Texas System

4. Th entjo juridjcal . person  wit age of

- ZH West ??H §t., ustlﬁ, exas ]}8%%

is duly organized, has actual legal existence and that the purposes for which

the power of attorney is granted are within the scope of its corporate purposes,

business

5. The granter has in f act the referred quality and that his/her
representation is legal and that he/she s empowered to grant this power

of attorney.
6. 1 have based the above certifications 3, 4 and 5, on the authentic documents
which for such purpose were exhibited to me. i
_ 1 [ | ;7( BEVERLY HURST
'U\LUi I Notary Public, State of Toxas
fjlolary Public N My Commission Expires
{ g FEBRUARY 17, 2007
NOTA: Then the Colombian Consul must legalize Fotiadal
Public. S

NOTARIAL CERTIFICATE ( When the applicant is an
INDIVIDUALS)

On this day of
the undersigned Notary CERTIFIES that:

1.

(name of the person who signs the Power of Attorney)

of legal age and domiciled at

signed in his presence the foregoing
document, the grantor is to him personally known and that hefshe has legal
capacity to execute the document.

Notary Public
NOTA: Then the Colombian Consul must legalize the signature of the Notary
Public.

For all other countries the Colombian Consul or before who it is granted
must issue a certification stating 1) the legal existence of the corporation,
2) that the corporate purposes are actually being accomplished , 3) that
the person or persons who grant this Power of Attorney are empowered to
do it. The Consul will certify also that the documents evidencing those
circumstances were exhibited to him.

LEGALIZATION BY THE COLOMBIAN CONSUL OR BY
APOSTILLE,

B8

.

00

~31 072
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S

The State of Texas
Secretary of State

APGOSTILLE

(Convention de La Haye du 5 Octobre 1961)

1. Country: United States of America

This public document

2. has been signed by BEVERLY HURST

3. acting in the capacity of

Notary Public, State of Texas

4. and bears the seal/stamp of BEVERLY HURST, Notary Public, State of
Texas, Commission Expires: 02-17-07

CERTIFIED

5. at Austin, Texas 6.

7. by the Secretary of State of Texas

8. Certificate No. N-505731

9. Seal 10.

on December 23, 2005

Signature:

7?%%«' b

Roger Williams
Secretary of State

ST/b 000

184



TRADUCCIONOFICIAL NO. 012/2006-,

APOSTILLA

CONVENIO DE LA HAYA DEL 5 DE OCTUBRE DE 1961

Lis PAIS: ESTADOS UNIDOS DE AMERICA

EL PRESENTE DOCUMENTO PUBLICO

2, HA SIDO FIRMADO POR: BEVERLY HURST

3 ACTUANDO EN SU CAPACIDAD DE: NOTARIO PUBLICO, ESTADO. DE
TEXAS.

4. LLEVA EL SELLO DE: BEVERLY HURST, NOTARIO PUBLICO,

ESTADO DE TEXAS, CON COMISION QUE EXPIRA EL 17/02/07.

CERTIFICADO
EN: AUSTIN, TEXAS
EL: 23 DE DICIEMBRE, 2005

BAJO EL NO.: N-505731

5
6
i POR: EL SECRETARIO DE ESTADO DE TEXAS
8
) SELLO: GRAN SELLO DEL ESTADO DE TEXAS
1

0. FIRMA: ROGER WILLIAMS, SECRETARIO DE ESTADO

3618

SEPT 6 1972

MINISTERIO
JUSTICIA
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TRADUCCIONOFICIAL NO. 012/2006-,

EL TEXTO QUE SIGUE ES TRADUCCION FIEL Y COMPLETA DE UN DOCUMENTO ESCRITO
EN INGLES, LLEVA SELLO Y FIRMA DE HELENA URIBE DE LEMOINE, TRADUCTORA E
INTERPRETE OFICIAL, SEGUN RESOLUCION No. 3618 EXPEDIDA POR EL MINISTERIO
DE JUSTICIA EL 6 DE SEPT. DE 1972

TRADUCCION DE LOS SELLOS QUE APARECEN EN EL PODER OTORGADO
POR BARRY D. BURGDORF, REPRESENTANTE LEGAL DE LA JUNTA
DIRECTIVA DEL SISTEMA DE LA UNIVERSIDAD DE TEXAS, UNA
ORGANIZACION QUE EXISTE BAJO LAS LEYES DEL ESTADO DE TEXAS,
ESTADOS UNIDOS DE AMERICA, DOMICILIADA EN 211 WEST 7TH ST.;
AUSTIN, TEXAS, ESTADOS UNIDOS DE AMERICA, A LAS DOCTORAS
DILIA MARIA RODRIGUEZ D'ALEMAN Y CLAUDIA LUCIA CARO RAMIREZ,

OTORGADO Y FIRMADO EN AUSTIN, TEXAS, EL 9 DE NOVIEMBRE DE
2005, -

CERTIFICADO NOTARIAL
El 10 DE NOVIEMBRE DE 2005 el suscrito Notario CERTIFICA que:
1. El Sefior Barry D. Burgdorf, de edad legal y domiciliado
en Austin, Condado de Travis, Texas, firmé de su pufio y
letra el documento que antecede.

2 Conoce al Otorgante, quien esta legalmente capacitado
para el otorgamiento.

3. El otorgante ha firmado el referido documento en su
caracter de Vice Canciller Yy Asesor General de la
persona juridica Junta de Regentes del Sistema de 1la
Universidad de Texas,

4, La citada persona juridica con domicilio comercial en
211 West 7th Street, Austin, Texas 78701, esta

legalmente constituida, tiene actualmente existencia

legal y que el acto

y 's

- el cual se ha otorgado este

\BE D

\'j‘k £ ™4
HUU{RB

SEPT 6 1972
MINISTERIO
JUSTICIA




TRADUCCIONOFICIAL NO. 012/2006-,

poder estd comprendido entre los que constituyen su
objeto social.

5 El Otorgante tiene efectivamente 1la representacién gque
ostenta, que ésta es legitima y que esta facultado péra
otorgar este poder.

6. Las anteriores certificaciones de los puntos 3, 4 yv 5 me
constan porque he tenido a la vista los documentos
auténticos.

FIRMADO POR: BEVERLY HURST, NOTARIO PUBLICO, ESTADO DE TEXAS,

CON COMISION HASTA EL 7 DE FEBRERO, 2007.

HAY SELLO DEL NOTARIO.

i SEPT 6 1972
: MINISTERIO
JUSTICIA




NIT : 800.176.089-2
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SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

T L RECIBO DE CAJA
Industria y Comercio

SUPERINTENDENCIA

No. 13 - 0017708

Bogota D.C., Febrero 21 de 2013 - 10:21:58

RECIBIDO DE : CLARKE MODET

NI 830.008.643

*** Soporte del Pago ***

. SON: **QUINIENTOS MIL PESOS MONEDA CORRIENTE***

Responsable:

Recibo de Caja Aplicado al Expediente No.

Fecha: 2013-03-05 15:09:32
Tra. 11 PATENTEIYII
Act. 411 PRESENTACION

Sede Centro: Carrera 13 No. 27 - 00 Pisos 3,4,5 y 10 Bogota, D.C.- Colombia

Febrero 21 de 2013 - 10:21:58

TIPO PAGQ BANCQO CUENTA No PAGO FECHA PAGQ VR PAGQ
RECIBO DE CA 999999999 5297 18/01/2013 310.000.00
RECIBO DE CA 999999999 80765 06/08/2012 120.000.00
RECIBO DE CA 9938539999 95634 1710972012 590.000.00

*** Conceptos Pagados ***
CANT. RENTISTICO CONCEPTO Vr.UNDITARIO Vr.CONCEPTO
1 50005-01-01 SOLICITUDES 1 TRAMITES DE SOL. DE PATENTE DE 500.000.00 500.000.00
Em - $500.000.00

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIAY COMERCIO

M

Eve: 378 FASENACIONALI
Folios: 189

Il
00

Web: www.sic.gov.co  e-mal: infof@sic.gov.co Conmutador: (571) 5870000 Fax: (571) 5870284 Linea: 018000-810165 Call Center: (571) 6513240

i
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SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA'Y COMERCIO

NIT : 800.176.089-2
ol

Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA

RECIBO DE CAJA

No. 13 - 0021378

Bogota D.C., Marzo 04 de 2013 - 10:15:26

RECIBIDO DE : CLARKE MODET

Ni 830.008.643

¥** Soporte del Pago ***

TIPO PAGO BANCO CUENTA No PAGO EECHA PAGO VR PAGO
RECIBO DE CA 999999999 10073 01/02/2013 175.000.00
RECIBO DE CA 999999999 10134 01/02/2013 480.000.00
RECIBO DE CA 999999999 10182 01/02/2013 530.000.00
RECIBO DE CA 999999999 10183 01/02/2013 530.000.00
RECIBO DE CA 999999999 10184 01/02/2013 530.000.00
RECIBO DE CA 999999999 10185 01/02/2013 530.000.00

“** Conceptos Pagados ***
CANT. RENTISTICO CONCEPTO Vr.UNDITARIO Vr.CONCEPTO
9 50005-01-01 SOLICITUDES 1?\%(§EO:§KI|.DA?}\%?BII§?JENTE e Mg i(if}i)ooo — Sg;ggg_g_gg___
SON: **DOSCIENTOS SETENTA MIL PESOS MONEDA CORRIENTE***
Responsable DE |NDUSTRIAY COMERCIO

Recibo de Caja Apllcado al Expediente No.

UPERINTENDENC

mu\\\mw I \WWMWWMWM I

NAL!
g 20 3?53@%;1\3109 32 373 ?QS’ENMO
Ar:t 111 ppﬁesemm ON Fohos
npG189

Sede Centro: Carrera 13 No. 27 - 00 Pisos 3,4,5 y 10 Bogota, D.C.- Colombia

Web: www.slc.gov.co e-mai: Info@sic.gov.co Conmutador: (571) 5870000 Fax: (571) 5870284 Linea: 018000-910165 Call Center: (571) 6513240
» Marzo 4 de 2013 - 10:15:27

RE



e : | SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO R
| sy S me /WWJ!HWHWWWIIIHIIJHIIIIIIWI'
L_sue Er_*f_'_E_Nf_ar_

Fecha: 2013-03-05 15; 09 32 Dep 2020 DIRNUEVASCR

| Ao 1 PATENTENVI ™ Eve378 FASENAGIOS
PATENTE D INVENCION ([ ] - . - MODELOD - Act 411 PRESENTACION  Follos: 189

_ﬂ_'_h_-_________.ﬁ__:——-—-_______________‘ _\_\______
1 ! Indicaciorr que se solicita una patenie

Datos de ruentmc,acnon del 50[101 anie g de
Des\,npcmn deja Jr\w_nmm

i
—

la persona que presenta ta solicityg

Dibujos de ser estos per’unpnt

Comprubc.nte de pago-de [as ta_,

as establecidas (Dq ser el caso formato de descuento) ) ‘

/ NERE

Compfe:L o L Incompleta

PATENTE DE INVENCION Pw m/moDELo DE UTILIDAD PoT [__] Arta3 Decisién 486/00, Circular Unidq

——%aﬁ_________h‘\.-—\\\.:__.h_____
( | E ’ Indicacién que se salicita una pPCT K _

g Copia dP la saiinitud en €spanol, tal,como fug presentada inicialmente (capitulo descriplive, |
rcwrndayatorm 1 TBsUmen)- '

z Dibujos i de ser estos pertinentes: '

_ Comrruuaﬂlt‘ d[: pPago da las tasas establecidas (de ser el caso formalo de descuenlo) l
perl !

Commut_ | ; - Incompleta - i
—-————_______‘-‘—-_,__\'_"—'————.—_______-—— -

DISENO INDUSTRIAL D

al -
‘ ‘ | Inmcamor que se solicita
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