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ANTICUERPOS ANTI-P SELECTINA Y METODOS PARA SU USO E IDENTIFICACION
| |

[0001]  La presente invencion se relaciona con anticuerpos y fragmentos de
anticuerpo que se enlazan a epitopes conformacionales especificos de Ia} P-selectina y un
método para su uso e identificacién.
[0002] En la hemostasia normal y en la vigilancia inmunolégica los leucocitos circulan
libremente en la sangre y responden a la lesiéon y la infeccién en un procellso secuencial de
sefales de adhesion mediadas por moléculas de adhesion celular (1-3). En la enfermedad
inflamatoria y trombética este proceso esta disregulado y puede presentar una patologia que
se caracteriza porque los leucocitos atacan a los propios tejidos del cuerpo y pueden causar
complicaciones serias y en ocasiones mortales. Es bien sabido que la édhesién de los
leucocitos desempefia un papel muy importante en la patologia de muchos trastornos
inflamatorios y tromboéticos como vasooclusion de la enfermedad de células falciformes,
lesién por reperfusion, trombosis, aterosclerosis, asma, artritis reumatoide, psoriasis y
metastasis tumorales (4-15) trombosis venosa profunda (TVP). La P-selectina también esta
involucrada en otros procesos de enfermedad, como el dafio de 6rganos y tejidos asociado
con la inflamacion, p.ej., la lesion por isquemia-reperfusion. Por ello, la P-selectina es una
diana para la intervencion en las enfermedades inflamatorias y trombéticés en los seres
humanos. |
[0003] Las selectinas son una familia de proteinas de adhesién de las que se sabe
que desempedan funciones en el reclutamiento de los leucocitos al endotelio'y las plaquetas
activadas. La P-selectina es un miembro de la familia de las selectinas de Ias“glucoproteinas
de adhesién, la cual también incluye las L- y E-selectinas (16). Las selectinas median el
reclutamiento, la union y el rodamiento inicial y la adherencia de los leucocitos a los sitios de
“inflamacién (1). La P-selectina se almacena en los cuerpos de WeibeI-PaIadé de las células
endoteliales y los granulos alfa de las plaquetas y se moviliza rapidamente hacia la
membrana plasmatica tras su estimulacion por sustancias vasoactivas como la histamina y la
trombina (17). | |
[0004] Enfermedad de células falciformes \1
[0005] La enfermedad de células falciformes (ECF) es un raro trastorno hereditario
de la sangre que causa anemia crénica y vasooclusion y afecta en principio a personas de
ancestro afroamericano en Estados Unidos. La enfermedad de células falc%iformes es el
trastorno mas comun de gen unico en personas de ancestro africano, con aproximadamente
1 de 375-600 personas de este origen afectadas (18, 19). Las patologias de células
falciformes también son comunes entre personas de los paises del Mediterraneo, Africa, el
Caribe y zonas de América del Sur y Central (18, 19). |
[0006] La ECF es una enfermedad autosomica recesiva causada por una unica
mutacidon de sentido erroneo (Val6Ala) en el gen de la B-globina que hace que la
hemoglobina se vuelva menos soluble y susceptible a Ia polimerizac:;ién- tras la
desoxigenacion. La polimerizacion de la hemoglobina causa la deformacion del eritrocito, el
cual adopta la forma de una hoz (20).
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[0007] La ECF tiene tres variantes frecuentes:' Enfermedad de células falciformes
homocigota (enfermedad de hemoglobina SS), enfermedad doble ' heterocigota' de
hemoglobina falciforme C (enfermedad de hemoglobina SC) y las B-{alasemias falciformes.
La forma mas comun y grave de la enfermedad se presenta en individuos que heredan dos
copias de la variante HbS (HbSS) y la hemoglobina primaria en sus glébulos rojos es
hemoglobina falciforme. Otros individuos pueden verse afectados como heterocigotos
compuestos con formas de gravedad variable de la enfermedad. Tienen una copia de la
variante HbS emparejada con una copia de otra variante del gen de ia B-globina. La HBSC
se traduce en una forma leve de la enfermedad. Las variantes de Hb B-talasemia (que
comportan la incapacidad de producir la cadena normal de la BA globina (B") o0 una reduccién
de su produccién (B*) se traducen una amplia gama de gravedades clinicas. La HbS g% es
una forma grave, en tanto que la HbS B* puede ser moderada o leve con base en la
contribucion de cada variante a la hemoglobina total del paciente. Puéden presentarse otras
variantes mas raras si en conjunto con el gen S se hereda otra hemoglobina anormal del otro
progenitor, como D, G u O. La forma predominante de ceélula faiciforme esta en individuos
con una copia de HbS y una copia del gen normal de la B-globina (HbA). Estos individuos
son portadores del rasgo falciforme (18). ‘
[0008] La ECF afecta a cerca de 50.000-100.000 personas eH Estados Unidos (21-
24). Todos los individuos que son homocigotos o heterocigotos compuestos para HbS
muestran algunas manifestaciones clinicas de la ECF. Los sintomas suelen aparecer dentro
de los primeros 6 meses de vida pero hay considerable variabilidad en Ig gravedad de la ECF
(25). Los individuos con HbSS son los mas afectados, seguidos por los individuos con HBbS
B-talasemia (22, 26). Ademas del genotipo, otros factores afectan la gravedad de la
enfermedad como los niveles de hemoglobina fetal y el haplotipo del camulo de la B-globina,
una region que contiene 5 genes que codifican la porcién B de la hemoglobina. A pesar de la
capacidad de determinar los factores de riesgo genéticos, la capacidad de predecir el curso
de la enfermedad desde el nacimiento es limitada (27). l
[0009] En Estados Unidos el tamizaje de las células falcilformes al nacer es
obligatorio en los 50 estados y el Distrito de Columbia (28) y ofrece una oportunidad para la
intervencion precoz. La metodologia de las pruebas de diagndstico suele comprender un
cuadro hematico completo en conjunto con una o mas de electroforesis de la hemoglobina,
enfoque isoeléctrico, cromatografia liquida de alta resolucion y pruebas 1de ADN (22).
[0010] Anemia crénica y hemolisis
[0011] El eritrocito falciforme tiene una vida media mas corta qu'_e el eritrocito normal
que resulta de la inestabilidad de la HbS y los efectos de los epi§odios repetidos de
polimerizacidén/despolimerizacion de la hemoglobina en la circulaciéon. Esto afecta la
permeabilidad de la membrana a los iones, la viscosidad y deformabilidad celular (20) y
promueve el dafio oxidativo de la membrana (29). Los pacientes que tiéenen enfermedad de
células falciformes presentan anemia hacia los 2 a 3 meses de edad y sintomas y
complicaciones asociadas con la anemia crénica y la hemolisis (22, 3(?) como enfermedad

renal, trastornos oftalmicos, uUlceras en las piernas, priapismo e hipertelnsién pulmonar (26,
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31-37). Los valores de hemoglobina en los pacientes de ECF varian de 6 a 10 g/dL y la
molécula de hemoglobina S tiene poca afinidad por el oxigeno. Los desencadenantes de la
transfusién en los pacientes son un valor de hemoglobina de 5 o menos o una caida
precipitada de la hemoglobina de 2g/dL o mas. Normalmente se aplican transfusiones para
restablecer los valores de hemoglobina hasta los niveles iniciales establecidos para cada
paciente por cuanto un hematocrito excesivo puede precipitar la deformacion del eritrocito
(38). Los pacientes de ECF son mas susceptibles a la infeccion por parvovirus B19 la cual
puede detener la eritropoyesis y conducir a una crisis de anemia aplasica (39).
[0012] Crisis de dolor vasooclusivo
"[0013] La oclusion vascular es fundamental en el curso clinico de la ECF vy
probablemente involucra tanto a la micro como a la macrocirculacion. La oclusion que tiene
lugar en la microvasculatura puede culminar en episodios dolorosos reales o crisis de dolor
vasooclusivo. La crisis de dolor vasooclusivo es la marca distintiva clinica de las oclusiones
‘microvasculares y da cuenta de mas de 90% de las hospitalizaciones de los pacientes
adultos con ECF. Es bien sabido que la polimerizacion de la hemoglbbina S durante la
desoxigenaciéon y la deformacién falciforme de la célula conduce al bloqueo de la
microvasculatura (40). Sin embargo, hace poco tiempo se aclard que la bolimerizacién de la
hemoglobina S no es la Unica responsable de la vasooclusion. Ha quedédo demostrado que
eventos como la lisis del eritrocito falciforme, el dafio y el estrés oxidatﬁvo de la membrana
celular, el dafio isquémico a repeticion y la lesion de la microvascujlatura debida a las
interacciones adhesivas entre los eritrocitos falciformes y el endote:lio culminan en un
ambiente proinflamatorio (41-43). Se piensa que esté ambiente de ijnflamacién vascular
cronica, la adherencia de los leucocitos, las plaquetas y los eritrocitos falﬁciformes al endotelio
activado del vaso sanguineo y entre si es una causa primaria del bloqueo de la
microvasculatura y las crisis de dolor vasooclusivo (43-47). Otros factores como la rigidez de
las células falciformes, el aumento de la viscosidad de la sangre Y la vasoconstriccién
también se han identificado como posibles contribuyentes al proceso deloclusién vascular.
[0014] Los eventos vasooclusivos y las oclusiones repetidas a largo plazo que se
presentan en la macrovasculatura pueden causar complicaciones potencialmente mortales
que conducen a dafio y falla de érganos, ACV y muerte (40). Existe una reduccion de
aproximadamente 20 a 30 afios en la expectativa de vida de los pacientes aquejados por la
enfermedad de células falciformes (48). El dolor crénico en la ECF no es apenas una
continuacion del dolor de la vasooclusion: Suele ser secundario a la hecrosis avascular del
hueso en varias articulaciones (49). Los eritrocitos falciformes pueden quedar atrapados en
el bazo haciendo que se agrande y precipitando las crisis de secuestro esplénico que
ocasionan anemia subita y grave. La asplenia funcional deja al paciente susceptible a la
infeccion (18). El retardo del crecimiento dseo, las complicaciones renales (32), oftalmicas
(33) y cerebrovasculares (que varian desde el ACV agudo clinicaménte evidente hasta el
infarto isquémico silencioso transitorio) (50) se consideran las consecuencias clinicas mas
graves de la ECF y la lesién vasooclusiva (22). El sindrome tofacico agudo es otra

complicacion grave (51) y es una causa significativa de morbilidad y mortalidad (52).

|
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[0015] Los episodios de dolor parecen ser deséncadenados por varios factores que
incluyen frio, estrés y esfuerzo fisico (38, 53). La frecuencia, gravedq’d, localizacion y
duracion de las crisis de dolor pueden variar en grado considerable, incluso dentro de un
subtipo especifico de la enfermedad. Los pacientes que tienen enfermedad de célula
falciforme homocigota y B -talasemia de células falciformes tienen una frecuencia mas alta de
crisis de dolor vasooclusivo que los pacientes que tienen genotipo de hemfoglobina SCy B°-
talasemia de células falciformes genotipo (54). Se piensa que la gravedad de la enfermedad
depende de una compleja interaccion de factores genéticos, reolégicos y hematoldgicos, asi
como de factores microvasculares y endoteliales. Las crisis por lo comun' incluyen dolor de
espalda, piernas, rodillas, brazos, pecho y abdomen (53). La frecuenciar de las crisis y la
gravedad del dolor varian en grado considerable de un paciente a ot;ro y en el mismo
paciente en el tiempo. Un estudio que evalud las tasas de dolor en pacientes con edades
desde recién nacidos hasta los 50 afios de edad indico que 5,2 por ciento de los pacientes
con enfermedad de células falciformes presenta de tres a 10 episodios dé dolor grave al afo
(54). En un estudio independiente mas de 30% de los pacientes con enfermedad de células
falciformes en Estados Unidos (aproximadamente 27.000 pacientes) tiene tres o mas crisis
de dolor al afio (55). Mas aun, un estudio reciente (PiISCES) que evalud aspectos de la
calidad de vida relacionada con la salud en los pacientes de ECF indico q‘ue la crisis de dolor
podria ser objeto de subregistro importante en los pacientes de ECF (56).,

[0016] Terapias actuales para la oclusion vascular r

[0017] La oclusion vascular en los pacientes de ECF se puede manifestar en
multiples formas incluidas crisis de dolor vasooclusivo, sindrome toréc:ico agudo, eventos
cerebrovasculares y multiples tipos de falla organica. Por consiguiente, las modalidades de
tratamiento para la oclusion vascular dependen del curso clinico y:la gravedad de la
enfermedad y por lo general son de naturaleza sintomatica o paliativa. La educacion del
paciente en la evitacion de los de factores desencadenantes que precipifan las crisis de dolor
vasooclusivo han mostrado cierto beneficio profilactico. Los dos trataqﬁientos sintomaticos
mas comunes son las transfusiones de sangre y los analgésicos. | La mayoria de los
pacientes de ECF por lo general tiene valores de hemoglobina entre 6 y'10 g/dL y los valores
de hemoglobina suelen caer por lo menos 1 g por dL durante funa crisis de dolor
vasooclusivo. El dolor grave resultante de la crisis- vasooclusiva $e puede tratar con
narcéticos pero su uso es controvertido debido a preocupaciones por la adiccion y la
tolerancia a los narcéticos. Otras complicaciones del uso de narcéticos son los
comportamientos de busqueda de la droga, |a sedacién y depresion réspiratoria. El manejo
con oxigeno se ha usado para tratar las crisis de dolor vasooclusivo ; pesar de la falta de
evidencia solida que respalde su efectividad. La rehidratacion también se usa en ocasiones
durante las crisis de dolor vasooclusivo con cierto beneficio (22, 38). |

[0018] El trasplante de médula 6sea se puede considerar y pufede ser curativo, pero
su uso esta restringido a un nimero limitado de pacientes y comp(:)rta un alt oriesgo de
morbilidad y mortalidad (22). J

[0019] La idroxiurea (Droxia) es el unico medicamento aproba’do por la FDA para el
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tratamiento de las crisis de dolor de la ECF. Los mecanismos por los cugles produce sus
efectos beneficiosos son inciertos pero pueden involucrar el aumento de los niveles de
hemoglobina F en los glébulos rojos reduciendo asi el nivel de polimerizacion de la
hemoglobina S. La hidroxiurea es citotoxica, mielosupresora y teratogénica (57, 58) lo cual
supone un riesgo carcinogénico para los pacientes de ECF. Sin embargo, en la actualidad se
desconocen los efectos a largo plazo sobre las toxicidades hematolégicas, dafio de organos
y carcinogenicidad (59, 60).

[0020] En resumen, la mayoria de las terapias 'para las crisis de dolor vasooclusivo
en pacientes con ECF ofrece alivio sintomatico y no soluciona la causa subyacente de esta
afeccion debilitante. Hasta la fecha solo una terapia ha sido aprobada por la FDA para el
tratamiento de las crisis de dolor; asi pues, los pacientes con ECF representan una gran
necesidad médica insatisfecha en una enfermedad potencialmente mortgl con morbilidad

grave. |

[0021] La P-selectina como diana terapéutica para la ECF
[0022] En la ECF, como se anotd arriba, las interacciones entre os eritrocitos

falciformes, las plaquetas, los leucocitos y la microvasculatura son procesos dependientes de
la P-selectina y dan lugar a vasooclusion y crisis de dolor. Los estddios en ratones
transgénicos modificados para que expresen hemoglobina BS humana (B%) han demostrado
que la inhibicién mediada por anticuerpos de la funcién de la P-selectina puede prevenir y/o
reducir la vasooclusion, lo cual indica un potencial terapéutico para esta diana. Ademas, los
ratones que expresan la hemoglobina B° que carecen de P-selectina (debiﬂa a delecion del
gen) no sufren vasooclusion, lo cual respalda todavia mas la existencia dé un papel clave
para esta molécula en esta morbilidad.

[0023] El estado hiperinflamatorio en los pacientes de ECF se caracteriza por
activacion de los monocitos y el endotelio vascular (61-63). Un |fenotipo similar
proinflamatorio se -demostré ratones B° en estado de reposo que muestran niveles elevados
de leucocitos y neutréfilos periféricos, un aumento del ndmero de leucocitos rodantes y
adherentes y una reducciéon volumen del flujo sanguineo y las velocidades de los globulos
rojos (64). Los ratones fueron B° hipersensibles a hipoxia/reoxigenacion lo cual dio lugar a
una respuesta inflamatoria representada por un aumento significativo | del numero de
leucocitos adherentes y emigrados. Esta respuesta inflamatoria fue completamente
blogueada por un anticuerpo anti-P-selectina de ratén funcionaimente bloqueador, pero no
por un anticuerpo anti-E-selectina de raton funcionalmente bloqueador, lo cual demuestra un
papel fundamental para la P-selectina en este proceso. |

[0024] P-selectina desempefia su papel crucial en el reclutamiento de los leucocitos a
los sitios de inflamacion y trombosis uniéndose a su contra-receptor, ligando 1 de la
glucoproteina de P-selectina (PSGL-1) (o un receptor similar al PSGL-1 en glébulos rojos
falciformes), que es una glucoproteina similar a la mucina que se eipresa de forma
constitutiva en los leucocitos incluidos neutréfilos, monocitos, plaguetas y sobre algunas
células endoteliales (68). La funcion fisioldégica ultima de las selectinas es promover la

extravasacion de los leucocitos hacia los tejidos inflamados o dafiados. La union inicial de Ia
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P-selectina sobre el endotelio al PSGL-1 sobre los Ieuc!ocitos es esenqial y capital para este
proceso. ElI mecanismo predominante para el rodaje y la atadura de los leucocitos al
endotelio y las plaquetas activadas es la union del PSGL-1 del leucocito a la P-selectina
sobre estas células (68, 69). EI PSGL-1seune alaP- L-y E-selectina‘(70). La P-selectina 'y
SGP-3, un glucosulfopéptido modelado a partir del N-terminal del PSGL-1, han sido
cristalizados conjuntamente y los residuos de contacto para la unién lectina-ligando han sido
identificados (71).

[0025] Las selectinas comparten los mismos motivos estructurales que incluyen un

]

dominio de lectina (o dominio de reconocimiento de carbohidratos), un dominio similar al
factor de crecimiento epidérmico (EGF), una serie variable de repeticiones de consenso, un
dominio de transmembrana y una cola citoplasmica (70). Como ya se anotd, la ligadura y el
rodamiento iniciales de los leucocitos estdn mediados por la interaccion de P-selectina y
PSGL-1. Asi pues, el bloqueo de la funcién de la P-selectina con el uso de (1) anticuerpos
contra P-selectina, (2) anticuerpos contra PSGL-1, (3) fragmentos de PSGL-1 o formas
recombinantes de PSGL-1, (4) pequefias moléculas due simulan el dominio de unién de
PSGL-1 y (5) otras moléculas que interrumpen la union de la P-selectin? al PSGL-1, pueden
bloguear el rodaje y atadura de los leucocitos y prevenir asi la adhesién firme a las células
endoteliales o las plaquetas. Los ratones deficientes en P-selectina 'o PSGL-1 tampoco
respaldan la atadura y rodaje de los leucocitos sobre las células endoteliales activadas (72,
74). La L-selectina desempefia un papel dual en que se expresa de forma constitutiva sobre
los leucocitos circulantes y puede iniciar una “unién secundaria” por interaccién con PSGL-1
sobre otros leucocitos (75). Este proceso conduce a reclutamiento gdicional de nuevos
leucocitos al area inflamada. La union de la L-selectina a PSGL-1 también desempena un
papel en el enfoque de los linfocitos sobre las vénulas de la alta vasculafura endotelial (HEV)
en el sistema linfatico secundario (76). La E-selectina esta regulada por |a transcripcién y se
expresa sobre las células endoteliales activadas horas después de los eventos mediados por
la P-selectina. La E-selectina se puede unir a PSGL-1 con baja afinidad sino también se
puede unir otros ligandos. Los ratones transgénicos con supresion unica para cada selectina
han demostrado que estas moléculas poseen mecanismos compensatorios de selectina para
el enfoque y rodamiento de los leucocitos (77). ‘
[0026] En vista de lo anterior, existe una necesidad bien establecida de nuevos
tratamientos, como anticuerpos, con la P-selectina como diana, como medio para tratar las
enfermedades inflamatorias y tromboéticas mediante la disrupcion de‘l la unién de la P-
selectina y el PSGL-1. Por consiguiente, una meta de los conceptos invfentivos que aqui se
revelan es bloquear la union de la P-selectina al PSGL-1 blogueando asi la adherencia de
las células sanguineas que contribuyen a la vasooclusién en la ECF y otros trastornos
trombéticos como se discute en otra parfe de este documento. |
RESUMEN DE LA REVELACION
[0027] Los conceptos inventivos que aqui se revelan estan dirigidEOS a anticuerpos de
“doble funcion” que se unen especificamente a la P-selectina y no solo bloquean la unién de
PSGL-1 a P-selectina, sino que también disocian los complejo§ preformados P-
x
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selectina/PSGL-1. La presente revelacion describe un dominio de union &de anticuerpo
previamente desconocido (un epitope conformacional) dentro del dominio de la lectina (p.ej.,
dominio de reconocimiento de carbohidratos, CRD) de la P-selectina al cual se unen los
anticuerpos de doble funcién (los cuales pueden ser anticuerpos quiméricos, humanos o
humanizados o fragmentos de los mismos por ejemplo). Los conceptos inventivos que aqui
se revelan por consiguiente se refieren a anticuerpos anti-P selectina o fragmentos de los
mismos los cuales se unen al epitope conformacional aqui descrito y los cual\es tienen una
doble funcion de (1) bloquear la unién de PSGL-1 a P-selectina y (2) causar la disociacion de
los complejos preformados P-selectina/PSGL-1. Los conceptos inventivos “que aqui se
revelan en particular estan dirigidos a usar esos anticuerpos de doble funcién ahti-P selectina
o fragmentos de anticuerpos como estan aqui descritos en tratamientos para patologias o
trastornos inflamatorios, trombéticos u otros en primates (incluidos los seres humanos) los
cuales involucran la adhesmn de plaguetas, eritrocitos falciformes, leucocitos, linfocitos y/o
células endoteliales, que se caracteriza porque la patologia o trastorno comprende o esta
asociada con (pero sin limitaciones) por lo menos uno de entre crisis de dolor' vasooclusivo
por células falciformes, enfermedad intestinal inflamatoria (p.ej., enfermedad deiCrohn, colitis
ulcerativa y enteritis), artritis (p.ej., artritis reumatoide, osteoartritis y artritis psoriasica),
rechazo de injerto, enfermedad injerto contra huésped, asma, enfermedgd pulmonar
obstructiva crénica, psoriasis, dermatitis, sepsis, nefritis, lupus eritematoso, escleroderma,
rinitis, anafilaxia, diabetes, esclerosis multiple, aterosclerosis, trombosis} metastasis
tumorales, reacciones alérgicas, tiroiditis, lesion isquémica por reperfusion (p."ej., debida a
infarto de miocardio, ACV o trasplante de érganos) y pa'tologias asociadas con traumatismos
extensos o inflamacion cronica como, por ejemplo, hipersensibilidad retardada de tipo IV,
asociada por ejemplo con infeccion por bacilos tuberculosos o sindrome c‘le respuesta
inflamatoria sistémica o falla multisistémica. Es importante anotar que el uso de esos
anticuerpos de doble funcidn como los aqui descritos para el tratarﬁiento estas
enfermedades inflamatorias permite no solo la prevencién de la inﬂamacidn, sino que
también proporciona un mecanismo para tratar procesos continuados de |enfermedad
inflamatoria en los cuales los anticuerpos pueden disociar complejos preforn?ados de P-
selectina/PSGL-1. Por ejemplo, en el caso de las crisis de dolor vasooclusivo por células
falciformes, los anticuerpos que tienen actividad de doble funcion no solo inhiben\ 0 previenen
futuros eventos vasooclusivos, sino que también permiten el tratamiento de la vasooclusion
continuada. Otras modalidades de los conceptos inventivos que aqui se revelan seran
aparentes en la siguiente Descripcién Detallada. i
BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS |

|
[0028] La Figura 1 muestra una comparaciorn de homologia en el nivel de los
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aminoacidos de P-selectina humana y murina, la cual indica la localizacién de l(las dominios
de lectina, EGF, CR1 y CR2 (la transicion entre dominios e$é indicada por flechas). Los
dominios conformacionales no lineales A, B, C1, D, E1, C2, E2, C3 y F estan indicados por
cajas punteadas. Las diferencias en aminoacidos estan indicados en negrita. i
[0029] La Figura 2 muestra datos representativos de unién de la quirpera de P-
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selectina BIACORE en dos etapas para la union de los anticuerpos. anti-P selectina G1, G3,
G4 y G5 a SEQ ID NO: 1-4, 7-10, 18 y 19. Notese que la union dei anticuerpo G5 en el
ensayo de unién Biacore de dos etapas solamente se llevé a cabo para SEQ ID NOs: 1, 2,
18 y 19. G4 es un novedoso anticuerpo monaclonal anti-P-selectina de raton que es
producido por células de hibridoma depositadas como Designacién de Deposito de Patente
PTA-12154 en la American Type Culture Collection, 10801 University Blvd., Manassas, VA
20110-2209, un repositorio publico reconocido.

[0030] La Figura 3 muestran sensogramas BIACORE que demuestran el bloqueo de
la interaccion de la P-selectina con PSGL-1 usando anticuerpos anti-Pli selectina G1,G3, G4
y hSel001 (hSel001, también conocido como SelG1, es una forma humanizada@Gﬂ por
los métodos aqui descritos. Se demostrd que G1, G3, G4 y hSel001 bloquean la interaccion
de la P-selectina con el glucosulfopéptido GSP-6, un mimético de PSGL-1. G5 se une la P-
selectina, pero no la bloquea. El control es la unién en el estado de equilibrio de la P-
selectina a GSP-6. .

[0031] La Figura 4 muestran sensogramas BIACORE que demuestran la disociacion
del complejo preformado P-selectina/PSGL-1 tras la exposicion a los: anticuerpos de doble
funcion anti-P selectina G1, G4 y hSel001. PSGL-1 es representado A‘)or péptido GSP-6, un
mimético de PSGL-1. El aumento inicial de RU muestra la unién de la P-selectina a la
biotina-GSP-6 acoplada a un chip BIACORE recubierto de estreptavidina. Una vez se
alcanzd la union en el estado de equilibrio del complejo P-selectina/GSP-6 (es decir,
después de que la disociacion normal del complejo habia alcanzado el cuasi-equilibrio), se
inyectaron anticuerpos de prueba y se valoraron sus propiedades de disociacion. G5 se ligo
al complejo preformado, pero no caus6 su disociacion. G3 no se ligo; ni disocio el complejo
preformado P-selectina/PSGL-1. G1, G4 y hSel001 se ligaron y causiaron la disociacion del
complejo preformado P-selectina/GSP-6, lo cual indica novedosas capacidades de doble
funcién.

[0032] La Figura 5 muestra una representacion tridimensional de una molécula de P-
selectina humana con GSP-6 unida a ella. Los dominios de lectina y EGF estan demarcados
por una linea punteada. La region de union 1 identifica un epitope conformacional Cumulo A
que es distal al dominio de union lectina/ligando. El anticuerpo de prueba G1 se ligo a la
region 1, Cimulo A. G4 y hSel001 también se ligaron a la region 1, Cufnulo A.

[0033] La Figura 6 muestra graficas de resultados de ensayosl de rodamiento in vitro
basados en células bajo flujo de neutrédfilos humanos sobre P-sele.ctina de baja y alta
densidad. Los resultados demuestran el bloqueo y/o disociacion del complejo preformado P-
selectina/PSGL-1 y la liberacion subsiguiente de neutréfilos tras la exposicion a los
anticuerpos G1, G3, G4 y hSel001. Los anticuerpos se introdujeron en concentraciones
equivalentes de 20 pg/mL durante todo el estudio. Existe un rezago de tiempo de cerca de 1
minuto antes de que el anticuerpo alcance la camara debido al vquan muerto del sistema.
A intervalos de 1 minuto en lo sucesivo, las células que permanecian ligadas fueron
contadas y se expresaron como % de células ligadas. Los paneles (A) y (C) muestran
neutréfilos rodando a velocidades promedio de 5 ym/s y 6.5 ym/s respectivamente sobre P-
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selectina de baja densidad (50 sitios /um?) de membrana. Los paneles (B) y (D) muestran
neutréfilos rodando a una velocidad promedio de 1 pym/s sobre P-selectirﬁa de alta densidad
(380 sitios/um?).

[0034] La Figura 7 es un sensograma que muestra la cinética de la union de G1y

hSel001 a la P-selectina a una Unica concentracion de P-selectina.

DESCRIPCION DETALLADA

[0035] Antes de explicar por lo menos una modalidad de los conceptos inventivos
que aqui se revelan en detalle por medio de dibujos ejemplares, experimentacion, resultados
y procedimientos de laboratorio, se debe entender que los conceptos inventivos no estan
limitados en su aplicacion a los detalles de construccion y la canfiguracion de los
componentes estipulados en la siguiente descripcion o ilustrados en los dibujos,
experimentacion y/o resultados. Los conceptos inventivos son capaces de otras modalidades
o de ser practicados o realizados en diversas formas. En ese sentido, el lenguaje que aqui
se usa tiene por objeto abarcar el alcance y el significado mas ampJ‘lios posibles; y las
modalidades pretenden ser ejemplares — no exhaustivas. Asi mismo, se debe entender que
la fraseologia y la terminologia empleadas aqui tienen por objeto describir y no han de
considerarse como limitantes.

[0036] A menos que se defina lo contrario, los términos cientificos y técnicos
empleados en relacion con los conceptos inventivos que aqui se #‘evelan tendran los
significados que son comunmente entendidos por la persona medianamente versada en la
materia técnica correspondiente. Ademas, a menos que el contexto exija otra cosa, los
términos en singular incluiran las pluralidades y los términos en plural incluiran al singular. En
general, las nomenclaturas utilizadas en relacion con y las técnicas de,}‘ cultivos celulares y
tisulares, biologia molecular y proteina y quimica e hibridizacion de oligo- o polinucleotidos
aqui descritas son las bien conocidas y cominmente empleadas en el estado de la técnica.
Se usan técnicas estandar para ADN recombinante, sintesis de oligonucleétidos y cultivo y
transformacion de tejidos (p.ej., electroporacion, lipofeccion). Las reacciones enzimaticas y
técnicas de purificacion se llevan a cabo de acuerdo con las especificaciones del fabricante o
como se logra comunmente en la técnica o como esta aqui descrito. Las anteriores técnicas
y procedimientos en general se llevan a cabo de acuerdo con métodos convencionales bien
conocidos en la técnica y como estan descritos en varias referencigs generales y mas
especificas que se citan y discuten en toda |é presente especificacion. V%er p.ej., Sambrook et
al. Molecular Clonacion: A Laboratory Manual (2™ ed., Cold Spring Harbor Laboratory Press,
Cold Spring Harbor, N.Y. (1989) y Coligan et al. Current Protocols in Immunology (Current
Protocols, Wiley interscience (1994)), los cuales se incorporan a la presente mediante
referencia. Las nomenclaturas utilizadas en relacion con y los procedirr}:ientos y técnicas de
laboratorio de quimica analitica, quimica de sintesis organica y quimica medicinal y
farmacéutica aqui descritas son las bien conocidas y comunmente empleadas en el estado
de la técnica. Se usan técnicas estandar para las sintesis quimicas, los andlisis quimicos,

preparacion, formulacion y administracién de especialidades farmacéuticas y el tratamiento



de los pacientes.

[0037] Todas las publicaciones y solicitudes de patente .mencionadas en la
especificacion son indicativas del nivel de destreza de la persona medi?namente versada en
la técnica a la cual pertenecen los conceptos inventivos que aqui se revelan. Todas las
publicaciones y solicitudes de patente se incorporan a la presente mediante referencia en el
mismo grado que si cada publicacién o solicitud de patente individual estuviese indicada
especifica e individualmente mediante referencia.

[0038] Todas las composiciones y/o métodos revelados y reivindicados aqui pueden
hacerse y realizarse sin experimentacion indebida a la luz de la presenke revelacion. Aunque
las composiciones y los métodos de los conceptos inventivos que aqui se revelan han sido
descritos en términos de modalidades preferidas, sera aparente para la persona
medianamente versada en la técnica que se pueden aplicar variaciones a las composiciones
y/lo métodos y en las etapas o en la secuencia de etapas del método aqui descrito sin
apartarse del concepto, espiritu y alcance de los conceptos inventivos. [Todos esos sustitutos
y modificaciones similares aparentes para la persona medianamente Versada en la técnica
se considera que caen dentro del espiritu, alcance y concepto de los conceptos inventivos
definidos por las reivindicaciones que se anexan.

[0039] Tal como se usa de conformidad con la presente revelacion, se entendera que
los siguientes términos, a menos que se indique lo contrario, tienen los siguientes
significados: |
[0040] El uso de la palabra “un” o “una” cuando se usa en cc')njunto con el término
“que comprende” en las reivindicaciones y/o la especificacion puede significar “uno”, pero
también concuerda con el significado de “uno o mas”, “por lo menos uno” y “uno 0 mas de
uno.” El uso del término “0” en las reivindicaciones se usa para denqiar “‘y/lo” a menos que
explicitamente se indique que se refiere a alternativas Unicamente o qhe las alternativas son
mutuamente excluyentes, aunque la revelacion respalda una definicion que se refiere a
alternativas solamente e “y/0”. A lo largo de esta solicitud, el término ‘icerca de” se usa para
indicar que un valor incluye la variacion inherente de error para el dispositivo, el método que
se esta usando para determinar el valor o la variacién qL!Je existe entre los sujetos de estudio.
El uso del término “por lo menos uno” se entendera que incluye ur;10 asi como cualquier
cantidad mayor de uno, que incluye, pero sin limitaciones, 2, 3, 4, 5, “10, 15, 20, 30, 40, 50,
100, etc. El término “por lo menos uno” puede extenderse hastaj 100 o 1000 o mas,
dependiendo del término al cual se adhiere; ademas, las cantidades de 100/1000 no se
deben considerar como limitantes, porque los limites mas altos también pueden producir
resultados satisfactorios. i

[0041] El término “cerca de’ se usa para indicar que un valor incluye la variacién
inherente de error para el dispositivo, el método que se esta usando pEara determinar el valor
y/o la variacion que existe entre sujetos de estudio. i

[0042] Tal como se usa en la presente especificacion y en las reivindicaciones, las
palabras “que comprende” (y cualquier forma de “que comprende”, como “comprenden” y

“comprende”), “que tiene” (y cualquier forma de “que tiene”, como “tienen” y “tiene”),
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“incluidos” (y cualquier forma de “incluidos, como “incluidas” e “incluidos”) o “que contiene” (y
|

cualquier forma de “que contiene”, como “contiene” y “contienen”) son inclusivos o abiertos y
no excluyen, elementos adicionales o etapas de método no citadas.

[0043] El término “o combinaciones de los mismos” tal como se usa en este contexto
se refiere a todas las permutaciones y combinaciones de los articulos enumerados que
preceden al término. Por ejemplo, “A, B, C o combinaciones de los mismos” tiene por objeto
incluir por lo menos uno de: A, B, C, AB, AC, BC o ABC y si el orden es importante en un
contexto o particular, también BA, CA, CB, CBA, BCA, ACB, BAC o CAB. Continuando con
este ejemplo, se incluyen expresamente combinaciones que contienen repeticiones de uno o
mas articulos o términos, como BB, AAA, MB, BBC, AAABCCCC, CBBAAA, CABABB y asi
sucesivamente. La persona medianamente versada en la técnica entendera que tipicamente
no hay limite para el nimero de articulos o términos en cualquier combinapién, a menos que
el contexto dicte especificamente otra cosa.

[0044] Los términos “péptido”, “polipéptido” y “proteina” se usan aqui para hacer
referencia a un polimero de residuos de aminodacidos. El término “polipéptido” tal como se
usa en este contexto es un término genérico que se usa para referirse una proteina nativa,
fragmentos de proteina o analogos de una secuencia polipeptidica. Por tanto, proteina
nativa, fragmentos de proteina y analogos son especies del género polipéptido. EI término
"péptido/polipéptido/proteina aislado" tal como se usa en este contexto se refiere a un
péptido/polipéptido/proteina de ADNc, ARN recombinante, u origen sintético o alguna
combinacion de los mismos; el cual por virtud de su origen o fuente de derivacion, el
"péptido/polipéptido/proteina aislado": (1) no esta asociado con
péptidos/polipéptidos/proteinas'que se encuentran en la naturaleza, (2) qsté libre de otros
péptidos/polipéptidos/proteinas de la misma fuente, p.gj., libre de proteinas murinas, (3) es
expresado por una célula de una especie diferente, y/o (4) no esta presente“ en la naturaleza.
[0045] Tal como se usa en este contexto, el término “aminoacido” abarca todas las
moléculas, ya sea naturales o sintéticas, que incluyen tanto una funcionaljdad amino como
una funcionalidad acida y susceptible de ser incluidas en un polimero de aminoacidos
naturales. Los aminoacidos ejemplares incluyen aminoacidos naturales; analogos, derivados
y congéneres de los mismos; analogos de aminoacidos que tienen cadenas laterales
variantes; y todos los estereoisdomeros de cualquiera de los anteriores. Cuando se usa aqui,
el término “aminoacido de raton” se refiere a un residuo de aminoacido qué se encuentra en
P-selectina de ratéon pero no se encuentra en la posiciéon correspondiente ien la P-selectina
humana. Cuando se usa aqui, el término “aminoacido humano” se refierei a un residuo de
aminoacido que se encuentra en la P-selectina humana pero no se encuentra en la posicion
correspondiente en la P-selectina de raton. | l
[0046] Tal como se usan en este contexto, los veinte aminoacidos convencionales y
sus abreviaturas siguen el uso convencional. Ver Immunology -- A Synthesjs (22 Edicion, E.
S. Golub y D. R. Gren, Eds., Sinauer Associates, Sunderland, Mass. (1991)), la cual se
incorpora a la presente mediante referencia. Los estereocisomeros (p.ej., D-aminoacidos) de

los veinte aminoéacidos convencionales, aminoacidos no naturales como aminoacidos «,a-
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disustituidos, N-alquilo aminoacidos, acido lactico y otros aminoacidos no convencionales
también pueden ser componentes adecuados para polipéptidos de los conceptos inventivos
que aqui se revelan y reivindican. Algunos ejemplos de aminodcidos no convencionales
incluyen: 4-hidroxiprolina, a-carboxiglutamato, €-N,N,N-trimetillisina, | e-N-acetillisina, O-
fosfoserina, N-acetilserina, N-formilmetionina, 3-metilhistidina, 5-hidroxilisina,  o-N-
metilarginina y otros aminoéacidos e iminoacidos similares (p.ej., 4-hidroxiprolina). En la
notacion de los polipéptidos que se usa aqui, la direccion hacia la izqu!ierda es la direccion
del amino terminal y la direccion hacia la derecha es la direccion del carboxi-terminal, de
conformidad con el uso estandar y la convencion.
[0047] Los términos ‘“polinucledtido” y “acido nucleico” se usan de forma
intercambiable. Se refieren a una forma polimérica de nucleétidos de cualquier longitud, ya
sean desoxirribonucleétidos o ribonucledtidos o analogos de los mismos. Los siguientes son
ejemplos no limitantes de polinucledtidos: regiones codificadoras o no codificadoras de un
gen o fragmento de gen, loci (locus) definidos a partir de analisis de vinculacion, exones,
intrones, ARN mensajero (ARNm), ARN de transferencia, ARN ribosémico, ribozimas, ADNc,
polinucleétidos recombinantes, polinucledtidos ramificados, plésmidgs, vectores, ADN
aislado de cualquier secuencia, ARN aislado de cualquier secuencia, sondas y cebadores de
acidos nucléicos. Un polinucledtido puede comprender nucledtidos 'modificados, como
nucledtidos metilados y analogos de nucledtido. Si estan presentes, las modificaciones de la
estructura del nucleétido se pueden impartir antes o después del ensamblaje del polimero.
La secuencia de nucleétidos puede ser interrumpida por componentes no nucledtidos. Un
polinucleétido puede ser modificado adicionalmente, como por c?njugacién con un
componente de marcacion. Los términos "acido nucleico aislado” y "pdlinucleétido aislado”
se usan de forma intercambiable; un acido nucleico o polinucleétido se considera "aislado” si:
(1) no esta asociado con todo o una porcidén de un polinucledtido en el cual el "polinucledtido
aislado" que se encuentra en la naturaleza, (2) esta vinculado a un polinucleétido al cual no
se encuentra vinculado en la naturaleza o (3) no esta presente en la naturaleza como parte
de una secuencia mas grande.
[0048] El término “vector”, tal como se usa en este contexto, tiene; por objeto referirse
a una molécula de acido nucleico capaz de transportar otro acido nucleico al cual ha sido
vinculado. Un tipo de vector es un “plasmido”’, que se refiere a un asa cirﬂ:ular de doble hebra
de ADN dentro de la cual se pueden ligar segmentos adicionales de ADN. Otro tipo de vector
es un vector viral, que se caracteriza porque se pueden ligar segmentos adicionales de ADN
pueden ser ligados dentro del genoma viral. Ciertos vectores son capéces de replicaciéon
autonoma en una célula huésped dentro de la cual se introducen (p.€j., vectores bacterianos
que tienen un origen bacteriano de replicacion y vectores episomicos de mamiferos). Otros .
vectores (p.ej., vectores no episdomicos de mamiferos) se pueden integrar dentro del genoma
de una célula huésped tras su introduccién dentro de la célula huésped y por ello ser
repicados junto con el genoma del huésped. Mas aun, ciertos vectores sdn capaces de dirigir
la expresiéon de los genes. Esos vectores se denominan aqui “vectores recombinantes de

expresion” (o sencillamente, “vectores de expresion”).
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[0049] El término "natural" tal como se usa en este contexto cuando se aplica a un
objeto se refiere al hecho de que un objeto puede encontrarse en la naturaleza. Por ejemplo,
un polinucledtido o una secuencia polipeptidica que esta presente en un organismo
(incluidos los virus) que se puede aislar de una fuente de la naturaleza y que no ha sido
modificado intencionalmente por el hombre en el laboratorio o de otra forma es natural. El
término “natural” se puede usar de forma intercambiable con el término “nativo”.

[0050] "Leucocito rodante" tal como se usa en este contexto, incluye adhesion débil
de los leucocitos a las células endoteliales de los vasos sanguineos y al rodamiento de los
leucocitos a lo largo de las células endoteliales de los vasos sanguineos ahtes de la
adhesion firme y la transmigracion de los leucocitos hacia el interior del tejido| endotelial.
Luego del rodamiento de los leucocitos, estos leucocitos adherentes pueden migriar a través
del endotelio y destruir tejido isquémico durante la reperfusion. Segun esto, la reduccion del
rodamiento de los leucocitos se traduce en una reduccion del dafio causado a los 6rganos y
tejidos por la respuesta inflamatoria aguda.

t0051] Tal como se usa en este contexto, un "antagonista de la P-selectina" incluye
cualquier agente capaz de antagonizar la P-selectina, p.ej., inhibiendo la interaccion entre la
P-selectina y un ligando 1 de la glucoproteina P-selectina, p.ej., inhibiendo las interacciones
de las células endoteliales que expresan P-selectina y las plaquetas activadas con los
leucocitos que expresan PSGL-1.

[0052] El término “aislado” o “purificado” se refiere a una molécula que es
sustancialmente libre de su ambiente natural y es la e§pecie predominante presente (p.ej.,
con base molar) como mas de 50% de la composicién. Por ejemplo, una proteina aislada
esta sustancialmente libre de material celular u otras proteinas de la fuente celular o tisular
de la cual se derivo. El término también se refiere a preparaciones en las cuales la proteina
aislada es por lo menos 60% (p/p) pura o por lo menos 70% (p/p) pura; o por lo rﬁenos 75%
(p/p) pura; o por lo menos 80% (p/p) pura; o por lo menos 85% (p/p) pura o par lo menos
90% (p/p) pura o por lo menos 92% (p/p) pura o por lo menos 95% (p/p) pura o por lo menos
96% (p/p) pura o por lo menos 97% (p/p) pura o por lo menos 98% (p/p) pura o pér lo menos
99% (p/p) pura o 100% (p/p) pura. En algunas modalidades, la molécula éaislada es
suficientemente pura para composiciones farmacéuticas.

[0053] Actividad ‘“inhibitoria” se refiere a una reducciéon de una actividad de P-
selectina por un inhibidor de la P-selectina (como un anticuerpo o fragmento del misrﬁo), con
respecto a la actividad de P-selectina en ausencia del mismo inhibidor. Un anticuerpo
neutralizador puede reducir una o0 mas actividades de P-selectina. Por ejemplo, la reduccion
de la actividad (p.ej., union de la P-selectina a PSGL-1) es de preferencia por lo menos cerca
de 10%, por lo menos 20%, por lo menos 30%, por lo menos 40%, por lo menos 50%, por lo
menos 60%, por lo menos 70%, por lo menos 75%, por lo menos 80%, por lo menos 85%,
por lo menos 90% o por lo menos 95% o mas alto. En otro ejemplo, la actividad disociativa
de un anticuerpo de doble funcién o fragmento (es vdecir, el porcentaje de complejo
preformado P-selectina/PSGL-1 que puede hacerse que se disocie) puede ser por |o menos
10%, por lo menos 20%, por lo menos 30%, por lo menos 40%, por lo menos F?O%, por lo

|
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menos 60%, por lo menos 70%, por lo menos 75%, por lo menos 80%, por lo menos 85%,
por lo menos 90%, por lo menos 95% o mas alta. |

[0054] El término “inhibidor de la P-selectina” cuando se usa en este contexto incluye
cualquier agente, como, p.ej., un anticuerpo neutralizador, capaz de inhibir actividad,
expresion, procesamiento, union o localizacion en la superficie celular de la P-selectina. Se
dice que esos inhibidores “inhiben”, “neutralizan” o “reducen” la actividad biologica de la P-
selectina. |

[0055] El término "cantidad efectiva" se refiere a una cantidad de una molécula
biolégicamente activa o conjugado o derivado de la misma suficiente para mostrar un efecto
terapéutico detectable de preferencia sin efectos secundarios advérsos indebidos (como
toxicidad, irritacion y respuesta alérgica) correspondiente a una proporcion beneficio/riesgo
razonable cuando se usa en la forma de los conceptos inventivos que aqui se revelan. El
término "farmacéuticamente aceptable" se refiere a compuestos y composiciones que son
adecuados para administracion a seres humanos y/o animales sin efecfos secundarios
adversos indebidos como toxicidad, irritacion y/o respuesta alérgica correspondiente con una
proporcién beneficio/riesgo razonable. Los compuestos de los conceptos inventivos que aqui |
se revelan pueden ser disefiados para que proporcionen liberacién retardada, controlada o
sostenida usando técnicas de formulacién bien conocidas del estado de la técnica.

[0056] El término “epitope” se refiere a un determinante antigénico en un polipéptido
que interactiia con un sitio de union especifico en el antigeno en la regiénfvariable de una
molécula de anticuerpo conocida como un paratope. Los epitopes puedeh ser lineales o
conformacionales. Un epitope conformacional es producido por aminoacidos yuxtapuestos
espacialmente de diferentes segmentos de una cadena polipeptidica lineal.

[0057] El término "anticuerpo monoclonal" tal como se usa en este contexto se refiere
a un anticuerpo obtenido de una poblacion de anticuerpos sustancialmente homogéneos, es
decir, los anticuerpos individuales que comprenden la poblacion son idénticos excepto por
posibles mutaciones naturales que pueden estar presentes en cantidadqs menores. Los
anticuerpos monoclonales son altamente especificos, por lo general estan élirigidos contra a
un unico sitio epitépico. Ademas, en contraposicién cén preparaciones convencionales de
anticuerpos policlonales que tipicamente incluyen diferentes anticuerpos‘ dirigidos contra
diferentes determinantes (epitopes), cada anticuerpo monoclonal esta dirigido contra un
Gnico determinante. Ademas de su especificidad, los anticuerpos monoclonales son
ventajosos porque, en una modalidad, son sintetizados por el cultivo éle hibridoma, no
contaminado por otras inmunoglobulinas. El calificativo "monoclonal” indica el caracter del
anticuerpo como obtenido de una poblaciéon sustancialmente homogénea ?de anticuerpos y
no se debe interpretar como la exigencia de la produccién del anticuer{jpo por cualquier
meétodo particular.

[0058] Anticuerpos

[0059] Las moléculas de anticuerpos pertenecen a una fami‘Iia de proteinas
plasmaticas llamadas inmunoglobulinas, cuyos elementos fundamentales basicos, el pliegue

o dominio inmunoglobulina, se usan en varias formas en muchas moléculas del sistema
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inmunolégico y otros sistemas de reconocimiento biolégico. Una inmunoglobulina tipica tiene
cuatro cadenas de polipéptidos, que contienen una region antigénica\de unién conocida
como regién variable y una region invariable conocida como la region constante.
[0060] Los anticuerpos e i\nmunoglobulinas nativos suelen ser glucoproteinas
heterotetraméricas de cerca de 150.000 daltons, compuestas por dos cadenas idénticas
ligeras (L) y dos cadenas idénticas pesadas (H). cada cadena ligera esta vinculada a una
cadena pésada por un enlace disulfuro covalente, aunque el numero de enlaces disulfuro
varia entre las cadenas pesadas de diferentes isotipos de inmunoglob’ulina. Cada cadena
pesada y ligera también tiene puentes disulfuro intracatenarios regularmente espaciados.
Cada cadena pesada tiene en un extremo un dominio variable (VH) seguido por un nimero
de dominios constantes. Cada cadena ligera tiene un dominio variable en un extremo (VL) y
un dominio constante en el otro extremo. El dominio constante de la cadena ligera esta
alineado con el primer dominio constante de la cadena pesada y el dominio variable de la
cadena ligera esta alineado con el dominio variable de la cadena pesadaﬂ
[0061] Dependiendo de las secuencias de aminoacidos del dominio constante de sus
cadenas pesadas, las inmunoglobulinas pueden ser asignadas a diferéntes clases. Existen
por lo menos cinco grandes clases de inmunoglobulinas: IgA, IgD, IgE, 1gG e IgM y varias de
ellas se pueden subdividir en subclases (isotipos), p.€j. IgG,, 1g9G,, 19G; e 1gG4 € I1gA; e IgA,.
Los dominios constantes de las cadenas pesadas que corresponden a ]Ias diferentes clases
de inmunoglobulinas se llaman alfa (a), delta (3), épsilon (g), gamma (y) y mu (),
respectivamente. Las cadenas ligeras de anticuerpos pueden ser asig?nadas a uno de dos
tipos claramente diferenciados, llamados kappa (k) y lambda (A), con base en las secuencias
de amina de su dominio constante. Las estructuras de subunidad y[ las configuraciones
tridimensionales de las diferentes clases de inmunoglobulinas son bien conocidas.
[0062] El término “variable” en el contexto del dominio variable de anticuerpos, se
refiere al hecho de que ciertas porciones de los dominios variables difieren extensamente en
la secuencia entre anticuerpos. Los dominios variables son para la u:nién y determinan la
especificidad de cada anticuerpo particular por su antigeno particu"lar. Sin embargo, la
variabilidad no esta distribuida equitativamente a través de los dominios variables de los
anticuerpos. Esta concentrada en tres segmentos por cadena}t llamados regiones
determinadoras de complementariedad (CDRs), también conocidas como regiones
hipervariables, tanto en los dominios variables de la cadena ligera com(I) de la cadena pesad.
En la mayoria de los casos, estan presentes tres CDRs en una regiép variable de cadena
ligera (CDRL1, CDRL2 y CDRL3) y hay tres CDRs presentes en una region variable de
cadena pesada (CDRH1, CDRH2 y CDRH3). Las CDRs contribuyen aila actividad funcional
de una molécula de anticuerpo y estan separadas p'or secuencias de aminoacidos que
comprenden regiones de andamiaje o marco. Entre las diversas CDRs,'Ias secuencias CDR3
y en particular CDRH3, son las mas diversas y por consiguiente érestan la mas fuerte
contribucion a la especificidad del anticuerpo. Hay por lo menos dos téénicas para determinar
las CDRs: (1) un abordaje basado en la variabilidad de secuencia entre especies (es decir,

Kabat et al., Sequences of Proteins of Immunological Interest (National Institute of Health,
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Bethesda, Md. (1987), la cual se incorpora a la presente en su integlridad mediante
referencia); y (2) un abordaje con base en estudios cristalograficos de complejos antigeno-
anticuerpo (Chothia et al., Nature, 342:877 (1989), la cual se incorpora a la presente en su
integridad mediante referencia). |

[0063] Las porciones mas altamente conservadas de Ios‘domini‘ps variables se
denominan el marco (FR). Los dominios variables de las cadenas pesadas y ligeras nativas
comprenden cada uno cuatro regiones FR, que en su mayor parte adoptan una configuracion
B-lamina, conectada por tres CDRs, las cuales forman asas que conectan y en algunos
casos hacen parte de la estructura en 8-lamina. Las CDRs en cada cadena‘liviana y pesada
se mantienen juntas en estrecha proximidad por las regiones FR y contribuyen a la formacion
del sitio de unidén al antigeno del anticuerpo. Los dominios constantes no participan
directamente en la unién del anticuerpo a un antigeno, pero muestran lvarias funciones
efectoras, como la participacion del anticuerpo en la. toxicidad celular dependiente de
anticuerpos. \ |

[0064] Por tanto, un anticuerpo de los conceptos inventivos que: aqui se revelan
puede presentarse en cualquiera de una variedad de formas, incluida una inmunoglobulina
completa, un fragmento de anticuerpo como Fv, Fab y fragmentos similares, anticuerpo de
cadena Unica que incluye las regiones determinadoras de complementariedad del dominio
variable (CDRs) y las formas similares, todas las cuales caen dentro del término amplio
"anticuerpo”, tal como se usa en este contexto. En modalidades preferidas,'en el contexto de
los métodos‘ terapéuticos y de tamizaje que se describen mas adelante, se usa un anticuerpo
o fragmento del mismo que es inmunoespecifico para un antigeno 6 epitope de los
conceptos inventivos que aqui se revelan como esta aqui descrito. :
[0065] El término “fragmento de anticuerpo" tal como se usa en este contexto se
refiere a una porcion de un anticuerpo de longitud completa, por lo general 1a regién de union
al antigeno o region variable. Algunos ejemplos de fragmentos de anticuerpo incluyen
fragmentos Fab, Fab', F(ab'), y Fv. La digestion con papaina de los anticuérpos produce dos
fragmentos idénticos de union al antigeno, llamad el fragmento Fab, cadaruno de los cuales
tiene un sitio Unico de unidn al antigeno y un fragmento residual "Fc", asi llamado por su
capacidad de cristalizarse rapidamente. El tratamiento con pepsina anloja un fragmento
F(ab'), que tiene dos fragmentos de unién al antigeno que son capaces de enlazar
cruzadamente al antigeno y otro fragmento residual (denominado ch').J Otros fragmentos
pueden incluir diacuerpos, anticuerpos lineales, moléculas de anticuerpos ide cadena unica y
anticuerpos multiespecificos formados de fragmentos de anticuerpo. Tal como se usa en este
contexto, "fragmento funcional" con respecto a los anticuerpos, se refieré a fragmentos Fv,
F(ab) y F(ab'),. Los fragmentos de anticuerpos de los conceptos inventivos que aqui se
revelan pueden ser tan pequefios como de cerca de 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, ‘11, 12, 13, 14, 15,
16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28,29 030 a 35,a40,a45,a50,a 75, a 1000
a 150 a 200 a 250 (inclusive) o mas aminoacidos, por ejemplo.

[0066] Algunos tipos de fragmentos de anticuerpo se definen comd sigue:
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[0067] Fab es el fragmento que contiene un fragmento de ,’unién al antigeno
monovalente de una molécula de anticuerpo. un fragmento Fab se pueden producir por
digestion de anticuerpo completo con la enzima papaina para dar una cadena ligera intacta y
una porcién de una cadena pesada. ‘

[0068] Fab' es el fragmento de una molécula de anticuerpo que se puede obtener
tratando el anticuerpo completo con pepsina, seguido de reduccion, péra dar una cadena
ligera intacta y una porcion de la cadena pesada. Sé obtienen dos fragmentos Fab' por
molécula de anticuerpo.

[0069] Los fragmentos Fab’ difieren de los fragmentos Fab por la adicion de unos
pocos residuos en el carboxilo terminal del dominio CH1 de la cadena ;pesada que incluyen
una o mas cisteinas de la region de la bisagra del anticuerpo. “

[0070] (Fab'), es el fragmento de un anticuerpo que se puede obtener tratando el
anticuerpo completo con la enzima pepsina sin reduccion subsiguiente." F(ab'), es un dimero
de dos fragmentos Fab’ mantenidos juntos por dos enlaces disulfuro.

[0071] Fv es el minimo fragmento de anticuerpo que contiene“ un sitio completo de
reconocimiento y unién al antigeno. Esta regiéon consta de un dimero de un dominio variable
de una cadena pesada y una cadena ligera en una asociacion estrecha no covalente (dimero
VH-VL). Es en configuracion como las tres CDRs de cada dominio vafiable interactian para
definir un sitio de union al antigeno sobre la superficie del dimero VH-VL. Colectivamente, las
seis CDRs confieren especificidad de unién al antigeno al anticuerpo; Sin embargo, incluso
un unico dominio variable (o la mitad de un Fv que comprende solo tres CDRs especificas
para un antigeno) tiene la capacidad de reconocer y ligar el antigeho, aungue con menor
afinidad que todo el sitio de union. "
[0072] Un anticuerpo de cadena unica (SCA) se define aqui como una molécula
obtenida por ingenieria genética que contiene la region variable de la “cadena ligera, 1a regién
variable de la cadena pesada, vinculadas por un eslabén polipeptidico adecuado como una
molécula de cadena unica genéticamente fusionada. Esos anticuérpos de cadena unica
también se llaman "Fv de cadena unica" o fragmentos de anticuerpo "sFv" o “scFv”. Por lo
general, el polipéptido Fv ademas comprende un eslabén polipeptidic;o entre los dominios VH
y VL que permite que el sFv forme la estructura deseada de union al I‘antigeno.

[0073] Los conceptos inventivos que aqui se revelan en una modalidad estan
dirigidos a anticuerpos que especificamente se unen a la P-selectin? humana. Las CDRs en
esos anticuerpos no estan limitadas a las secuencias especificas de’'VH y VL y pueden incluir
variantes de estas secuencias que conservan la capacidad de bloquéar y disociar la unién de
la P-selectina a PSGL-1. Esas variantes pueden ser producidas por'la persona versada en la
técnica usando técnicas bien conocidas del estado de la técnica.,‘Por ejemplo, se pueden
hacer sustituciones, deleciones o adiciones de aminoacidos en I;’)S FRs y/o en las CDRs
como se describe en otra parte de este documento. Aunque los cémbios en los FRs suelen
estar disefiados para mejorar la estabilidad y reducir la inmunogehicidad del anticuerpo, los
cambios en las CDRs tipicamente estan disefiados para aumentar la afinidad del anticuerpo

por su diana. Las variantes de los FRs también incluyen alotifpos de inmunoglobulinas
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natrales. Esos cambios que aumentan la afinidad se pueden determinar empiricamente 'por
técnicas habituales que comprenden la alteracion de la CDR y el examen de la afinidad del
anticuerpo por su diana. ,
[0074] Por ejemplo, se pueden hacer sustituciones conservadoras de aminoacidos
dentro de cualquiera de las CDRs reveladas. Se pueden hacer varias alteraciones de
acuerdo con métodos bien conocidos de la persona medianamente versada en la técnica
(78). Incluyen pero no estan limitados a secuencias de nucledtidos qué se alteran por la
sustitucion de diferentes codones que codifican un residuo de aminoacido idéntico o
funcionalmente equivalente (“sustituciones conservadoras”) dentro 'de la secuencia,
produciendo asi un cambio "silencioso". Por ejemplo, los aminoacidos no polares que
pueden sustituirse de forma conservadora entre si incluyen alanina, leucina, isoleucina,
valina, prolina, fenilalanina, triptéfano y metionina. Los aminoacidos neutros polares que
pueden sustituirse de forma conservadora entre si incluyen glicina, serina, treonina, cisteina,
tirosina, asparagina y glutamina. Los aminoacidos de carga positiva (basicos) que pueden
sustituirse de forma conservadora entre si incluyen arginina, lisinia e histidina. Los
aminoacidos de carga negativa (acidos) que se pueden sustituir de forma conservadora
entre si incluyen acido aspartico y acido glutamico. Los sustitutos para un aminoacido dentro
de la secuencia también pueden seleccionarse de entre otros miembros }de la clase a la cual
pertenece el aminoacido. |
[0075] Los derivados y analogos de los anticuerpos de los conceptos inventivos que
aqui se revelan pueden ser producidos por varias técnicas bien conocidas del estado de la
técnica, incluidos métodos recombinantes y sintéticos (79, 80). Los anticuerpos en los cuales
las secuencias CDR difieren solo de forma insustancial y conservadora de los de las
regiones variables de los anticuerpos anti-P selectina como hSel001, que se discuten en
mayor detalle mas adelante, también caen dentro del alcance de la presente invencion.
Como se anoté arriba, tipicamente, un aminoacido es sustituido por un aminoacido
emparentado que tiene caracteristicas similares de carga, hidrofobicidajd o estereoquimicas.
Esas sustituciones caen dentro de las destrezas ordinarias de la persona medianamenfé
versada. Ademas, la persona versada en la técnica apreciara que se pueden hacer cambios
en FRs sin afectar adversamente las propiedades de union de un anticuerpo. Los cambios
de los FRs incluyen, pero sin limitaciones, humanizar un derivado no humano o modificar por
ingenieria ciertos residuos del marco que son importantes para el contacto con el antigeno o
para estabilizar el sitio de union, p.ej., cambiando la clase o subclase de la region constante,
cambiar residuos especificos de aminoacidos que podrian alterar la funcion efectora como la
unién al receptor de Fc.
[0076] Los conceptos inventivos que aqui se revelan en una modalidad estan
dirigidos a anticuerpos que se unen especificamente a la P-selectina que se caracterizan
porque las CDRs de un anticuerpo parental no humano se injertan dentro de FRs de
anticuerpos aceptores humanos, un proceso llamado humanizaci@n del anticuerpo. El
proceso de humanizacion esta disefiado para reducir la inmunogenicidad de un anticuerpo
no humano al tiempo que se mantiene la mayor parte de la afinidad driginal posible. En una

l
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modalidad, los FRs humanos aceptores de cadena pesada y/o cadena ligera son secuencias
no mutadas de aminoacidos de las secuencias de la linea germinal de la cual se derivaron.
Seria de esperar que esos FRs de la linea germinal no sean inmunogénicos considerando
que estas secuencias estan presentes en todos los seres humarbos antes de la
reconfiguracion de los anticuerpos y la maduracién de la afinidad. Ademés, los residuos de
aminoacidos de esos FRs de anticuerpos, en particular residuos adyacentes o situados cerca
de las CDRs, pueden requerir sustituciones de aminoacidos para preservar mejor la afinidad
de unién del anticuerpo. Por ejemplo, cuando aminoacidos clave difieren entre un FR
variable del anticuerpo monoclonal parental murino y el FR variable aceptor humano, los
aminoacidos del FR humano pueden ser sustituidos por los residuos de aminoacidos de
raton en esas posiciones. No obstante, se prevé que los FRs de la cadena pesada y/o la
cadena ligera pueden no contener sustituciones de aminoacidos y los antifcuerpos derivados
de esa humanizacién pueden seguir poseyendo gran parte si no toda la afinidad de union del
anticuerpo parental. Ademas, los anticuerpos de la invencién pueden contener FRs humanos
VH y/o VL que son de secuencia puramente de linea germinal y también carecen de
sustituciones en una o ambas de estas secuencias FR.

[0077] Tal como se usa en este contexto, la “afinidad” del anticuerpo por la P-
selectina o el epitope conformacional la misma se caracteriza pbr su Ky o constante de
disociacion. Una afinidad mas fuerte esta representada por una Ky mas ;baja en tanto que
una afinidad mas débil esta representada por una Ky mas alta. En este sentido, un anticuerpo
de la presente invencion de preferencia tiene una afinidad por un epitope conformacional de
la P-selectina representado por una K4 < 1000nM o < 500nM o < 100nM o < 50nM o mas de
preferencia por una Ky < 25nM y todavia mas de preferencia por una K4 £ 10nM y ain mas
de preferencia por una Kg < 5nM o < 1nM o = 0,1nM. |

[0078] Un anticuerpo o fragmento de anticuerpo *homélogo”, tal como se usa en este
contexto, significa que una secuencia relevante de aminoacidos (de preferlencia por ejemplo
en las CDRs y/o los dominios variables VH y/o VL) de una proteina o un péptido es por lo
menos 50% idéntica, por lo menos 60% idéntica, por lo menos 70% idéntica, por lo menos
75% idéntica, por lo menos 80% idéntica, por lo menos 85% idéntica, por lo menos 90%
idéntica, por lo menos 91% idéntica, por lo menos 92% idéntica, por lo menos 93% idéntica,
por lo menos 94% idéntica, por lo menos 95% idéntica, por lo menos 96% idéntica, por lo
menos 97% idéntica, por lo menos 98% idéntica, por lo menos 99% idén)tica,' por lo menos

'

99,5% idéntica o 100% idéntica a una secuencia dada. Por ejemplo,| esas secuencias

pueden ser variantes derivadas de varias especies o la secuencia thoméloga puede
producirse de forma recombinante. La secuencia puedg derivarse de la secuencia dada por
truncamiento, delecidn, sustitucion o adicion de aminoacidos. El porcentaje de identidad
entre dos secuencias de aminoacidos se determina por algoritmos estandar de alineacion
como, por ejemplo, Basic Local Alignment Tool (BLAST) y otros algoritmos de alineacion y
métodos de la técnica (81-84). |

[0079] La preparacién de anticuerpos monoclonales es convencionial y bien conocida

de la persona medianamente versada en el estado de la técnica.; Los anticuerpos
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monoclonales pueden aislarse y purificarse de cultivos de hibridoma por una variedad de
técnicas bien establecidas. Esas técnicas de aislamiento incluyen cromatografia de afinidad
con Proteina-A Sepharose, cromatografia de exclusion de tamafio y cromatografia de
intercambio i6nico. En una alternativa a la preparacion de hibridomas que segregan
anticuerpos monoclonales, un anticuerpo monoclonal anti-P-selectina puede ser identificado
y aislado mediante tamizaje de una biblioteca de inmunoglobulinas combinatorias
recombinantes (p.ej., una biblioteca de exhibicion de fagos de anticuerpo) con los epitopes
conformacionales aqui descritos respectivamente para aislar asi los miembros de la
biblioteca de inmunoglobulinas que se unen a la P-selectina de conformidad con la presente
invencién. Kits para generacion y tamizaje bibliotecas de exhibicion de fagos estan
disponibles comercialmente (p.ej., el Pharmacia Recombinant Phage Antibody System,
Catalog No. 27-9400-01;, y el Stratagene SurJZAP™. Phage Display Kit, Catalog No.
240612). | |

[0080] Los métodos de manipulacion de anticuerpos monoclon%ales in vitro e in vivo
son bien conocidos de la persona medianamente versada en el estado de la técnica. Por
ejemplo, los anticuerpos monoclonales para usar de conformidad con la presente invencion
pueden ser hechos por el método de hibridoma descrito por Kohler y Milstein (85) o pueden
ser hechos por métodos recombinantes, p.ej, como los descritos en la patente
estadounidense No. 4.816.567, por ejemplo.

[0081] Otro método involucra humanizar un anticuerpo monoclonal por medios
recombinantes para generar anticuerpos que contienen, por ejemplo, secuencias especificas
y reconocibles de humanos o primates.

[0082] Se revelan métodos para hacer anticuerpos de los conceptos inventivos que
aqui se revelan, los cuales se unen con alta afinidad a la P-selectina humana o a los
epitopes conformacionales de los mismos como esta aqui descrito qué pueden comprender
transfectar una célula con un constructo de ADN, el cual constructo comprende una
secuencia de ADN que codifica por lo menos una porcién de los anticuerpos especificos:
neutralizadores de la P-selectina de la invencion, cultiv?r la célula en éondiciones tales que
la proteina del anticuerpo es expresado por la célula y aislar la proteina del anticuerpo.
[0083] De preferencia, la region constante ha sido modificada para que module (es
decir reduzca o intensifique) la funcion efectora como se anoté en otra parte en comparacion
con la funcién efectora de una regiéon Fc de cadena pesada de una inmunoglobulina de tipo
silvestre. En varias modalidades, la region constante de la IgG tiene reducida su funcién
efectora o como alternativa tiene aumentada su funcion efectora. La funcion efectora del Fc
incluye, por ejemplo, citotoxicidad dependiente d'e anticuerpos (ADCC), fagocitosis,
citotoxicidad dependiente del complemento y funcién de vida medios o tasa de depuracion.
La secuencia de aminoacidos del dominio Fc de la IgG puede ser alterada para afectar la
unién a receptores gamma de Fc (y por ende las funciones de ADCC. o fagocitosis) o para
alterar la interaccioén con el sistema del complemento (funcién de citofoxicidad dependiente

del complemento).
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[0084] En una modalidad, el anticuerpo comprende una region constante ? porcién/
Fc que tiene poca o ninguna afinidad por al menos un receptor Fc. En una modalidad
alternativa, el segundo polipéptido tiene poca o ninguna afinidad por la proteina del
complemento C1q. En general, una funcion efectora de un anticuerpo puede ser alterada
alterando la afinidad del anticuerpo por una molécula efectora como un receptor Fc. La
afinidad de unién por lo general sera variada modificando el sitio de unién de la molécula
efectora. La revelacion de modificaciones de la 1gG que alteran la interacciéon con moléculas
efectoras como receptores Fc puede encontrarse por ejemplo en las patentes
estadounidenses Nos. 5.624.821 y 5.648.260,

[0085] Las proteinas de los anticuerpos de los conceptos inventivos que!'aqui se
revelan puede ser producidas usando técnicas bien conocidas del estado de la técnica. Por
ejemplo, las proteinas de anticuerpos pueden'ser producidas por técnicas recombinantes en
las células (79, 86).

[0086] Para la produccién recombinante, una secuencia de polinucledtidos que
codifica la proteina del anticuerpo se inserta dentro de un vehiculo de expresion adecuado,
como un vector que contiene los elementos necesarios para la transcripcion y traduccion de
la secuencia de codificacion insertada. El vehiculo de expresiéon entonces se tﬁansfecta
dentro de una célula diana adecuada que expresara el péptido. Las técnicas de transfeccion
conocidas en la técnica incluyen, pero sin limitaciones, precipitacion con fosfato de calcio
(87) y electroporacion (88). Una variedad de sistemas vectores de expresion del huésped se
pueden usar para expresar las proteinas de anticgerpos aqui descritas inclu[idas de
preferencia células eucaribticas. , l
[0087] Los conceptos inventivos que aqui se revelan ademas proporcionan acidos
nucleicos aislados que codifican los anticuerpos revelados o de otra suerte aqui habilitados.
Los acidos nucleicos pueden comprender ADN o ARN y pueden ser total o parc:ialmente
sintéticos o recombinantes. La referencia a una secuencia de nucleétidos como la eé:tipulada
aqui abarca una molécula de ADN con la secuencia especificada y comprende una molécula

de ARN con la secuencia especificada en la cual el U es sustituido por T, a menos que el

1
|
[0088] En otra modalidad, las moléculas de acidos nucleicos que codifican los

contexto dicte otra cosa.

anticuerpos de los conceptos inventivos que aqui se revelan también comprenden
 secuencias de nucleétidos que son, por ejemplo, por lo menos 50% identicas a las
secuencias aqui reveladas. También se contemplan modalidades en las cuales una
secuencia es por lo menos 60% idéntica, por lo menos 70% idéntica, por lo meﬁos 75%
idéntica, por lo menos 80% idéntica, por lo menos 85% idéntica, por lo menos 90% Eidéntica,
por lo menos 91% idéntica, por lo menos 92% idénticé, por lo menos 93% idéntica, por lo
menos 94% idéntica, por lo menos 95% idéntica, por lo menos 96% idéntica, por lo menos
97% idéntica, por lo menos 98% idéntica, por lo menos 99% idéntica o por lo menos 99.5%
idéntica, a una secuencia aqui revelada y/o las cuales se hibridizan a una secuenci?a de los
conceptos inventivos que aqui se revelan en condiciones de rigor alto o moderado. El
porcentaje de identidad puede ser determinado por inspeccion visual y calculo matematico.

|
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[0089] El rigor, incluido “alto rigor’, tal como se usa en este contexto, incluye

condiciones faciles de determinar por la persona medianamente versada en la técnica con
base en, por ejemplo, la longitud del ADN. Por lo general, esas condiciones sedefinen como
condiciones de hibridizaciéon de 50% de formamida, 6xSSC a 42°C (u otra solucion similar de
hibridizacion, como, p.ej., solucién de Stark, en 50% de formamida a 42°C) y con lavado a
aproximadamente 68°C con 0,2xSSC, 0,1% SDS. La persona medianamente versada en la
técnica reconocera que la temperatura y la concentracion de sal de la solucion de lavado se
pueden ajustar segun necesidad de acuerdo con factores como la longitud de la sonda.
[0090] “Rigor moderado”, tal como se usa en este contexto, incluye cq’ndiciones que
pueden ser faciles de determinar por la persona medianamente versada en la técnica con
base en, por ejemplo, la longitud del ADN. Las condiciones basicas son e]'stipuladas por
Sambrook et al. (79) e incluyen el uso de una solucidén de prelavado para los filtros de
nitrocelulosa 5xSSC, 0,5% SDS, 1,0 mM EDTA (pH 8,0), condiciones de hibridizacion de
50% de formamida, 6xSSC a 42°C (u otra solucién similar de hibridizacion, como solucién de
Stark, en 50% de formamida a 42°C) y condiciones de lavado a 60°C, 0,5XSSd, 0,1% SDS.
[0091] Los anticuerpos monoclonales aqui revelados incluyen especificamente
anticuerpos "quiméricos" en los cuales una porcion de la cadena pesada y/o Ia: cadena ligera
es idéntica u homologa a secuencias correspondientes en anticuerpos derivados de una
especie en particular o que pertenecen a una clase o subclase particular de anticuerpos, en
tanto que el resto de la(s) cadena(s) es idéntico u homoélogo a secuencias colrrespondientes
en anticuerpos derivados de otra especie o perteneciente a otra clase o subclasé de
anticuerpos, asi como fragmentos de esos anticuerpos, siempre y cuandp muestren la
actividad biologica deseada (Patente estadounidense No. 4.816.567). |
[0092] Los métodos para hacer fragmentos de anticuerpo son también conocidos en
la técnica (89) (se incorporan a la presente mediante referencia). Los jfragmentos de
anticuerpo de la presente invencion se pueden preparar por hidrolisis r‘)roteolitica del
anticuerpo o por expresion en E. coli de ADN que codifica el fragmento. Los fragmentos de
anticuerpo, como se anoté arriba, se pueden obtener por digestién con pepsin}a 0 papaina de
anticuerpos completos por métodos convencionales. Por ejemplo, los fragmentos de
anticuerpo se pueden producir por separacién enzimatica de anticuerpos co"n pepsina para
dar un fragmento 5S denotado F(ab'),. Este fragmento se puede dividir todav“ia mas usando
un gente reductor de tioles y opcionalmente un grupo bloqueador para los grupos sulfhidrilo
resultantes de la separacion de los enlaces disulfuro, para produ?ir fragmentos
monovalentes 3.5S Fab’. Como alternativa, una separaciéon enzimatica qde usa pepsina
produce dos fragmentos monovalentes Fab’ y un fragmento Fc directamente. Estos métodos
se describen, por ejemplo, en la patente estadounidense No. 4,036.94é y la patente
estadounidense No. 4.331.647 y las referencias en ellas contenidas, las cuales se incorporan
a la presente en su integridad mediahte referencia. |
[0093] Otros métodos para dividir anticuerpos, como la separacic’fm de cadenas
pesadas para dar fragmentos monovalentes de cadena ligera-pesada, separacion adicional
de fragmentos u otras técnicas enzimaticas, quimicas o genéticas también sfe pueden usar,
, |
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siempre y cuando los fragmentos se unan al epitope conformacional que eé_ reconocido por
el anticuerpo intacto. Por ejemplo, los fragmentos Fv comprenden unai asociacién de
cadenas VH y VL. Esta asociacion puede ser no covalente o las cadenas variables pueden
ser ligadas por un enlace disulfuro intermolecular o ligadas por quimicos como
glutaraldehido. De preferencia, los fragmentos Fv comprenden cadenas VH y VL conectadas
por un eslabén peptidico. Esta unién de cadena Unica a las proteinas del antigeno (sFv) se
prepara construyendo un gen estructural que comprende secuencias de ADN que codifican
los dominios VH y VL conectados por un oligonucledtido. El gen estructural se inserta dentro
de un vector de expresion, el cual a continuacién se introduce dentro de una célula huésped
como E. coli. Las células huéspedes recombinantes sintetizan a una:unica cadena
polipeptidica con un péptido eslabén que hace puente entre los dos dominios V. Otra forma
de un fragmento de anticuerpo es un péptido que codifica una Unica CDR. Los péptidos CDR
("unidades minimas de reconocimiento") a menudo estan involucrados en el reconocimiento
y la union al antigeno. Los péptidos CDR se pueden obtener por clonacién o construccion de
genes que codifican la CDR de un anticuerpo de interés. Esos genes se' preparan, por
ejemplo, usando la reaccion en cadena de polimerasa para sintetizar la region variable del
ARN de células productoras de anticuerpos.

[0094] Los conceptos inventivos que aqui se revelan comprendeﬁn anticuerpos
obtenidos por ingenieria que incluyen formas plenamente humanas y huhwanizadas de
anticuerpos no humanos (p.ej., de primates o murinos). Esos anticuerpos humanizados son
inmunoglobulinas quiméricas, cadenas de inmunoglobulina o fragmentos dée las mismas
(como Fv, Fab, Fab', F(ab'), u otras subsecuencias de anticuerpos de unién al "antigeno) que
contienen secuencias minimas derivadas de inmunoglobulina no humana. "lEn SU mayor
parte, los anticuerpos humanizados son inmunoglobulinas humanas en Iés cuales los
residuos de CDRs del anticuerpo aceptor humano son reemplazados por residuos de las
CDRs del anticuerpo donante de una especie no humana como ratén, rata o conejo que
tienen las especificidad, afinidad y capacidad deseadas. Un ejemplo de un anticuerpo
humanizado de los conceptos inventivos que aqui se revelan es un anticuerpo humanizado
qgue comprende las CDRs del anticuerpo G4 y que comprende secuencias marco humanas
gue son homoélogas con las secuencias marco del anticuerpo G4. !

[0095] Para hacer un anticuerpo por ingenieria, una secuencia de ADN que codifica
una molécula de anticuerpo de los conceptos inventivos que aqui se revelan se prepara
sintéticamente por métodos estandar establecidos. Por ejemplo, de acuerdo con el método
de la fosfoamidina, se sintetizan oligonucledtidos p.ej. en un sintetizador automatico de ADN
purificados, temperados, ligados y clonados en vectores adecuados. ;

[0096] La secuencia de ADN se puede insertelzr entonces dentro de un vector de
expresion recombinante, que puede ser cualquier vector, el cual puede de modo1 conveniente
ser sometido a procedimientos de ADN recombinante. La eleccion del vector a menudo
dependera de la célula huésped dentro de la cual se va a introducir. Asi pués, el vector
puede ser un vector que se replica de forma auténoma, es decir, un vector que 1existe como

una entidad extracromosdémica, cuya replicacion es independiente de la replicacion
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cromosomica, p.ej., un plasmido. Como alternativa, el vector pueden ser del t;po que, cuando
se introduce dentro de una célula huésped, se integra dentro del genorﬁa de la célula
huésped y se replica junto con el o los cromosoma al cual ha sido integrado.

[0097] En el vector, la secuencia de ADN que codifica la prote%na debe estar
operativamente conectado a una secuencia promotora adecuada. El prom‘otor puede ser
cualquier secuencia de ADN, que muestra actividad transcripcional en la célﬁla huésped de
eleccién y puede derivarse de genes que codifican proteinas bien seé homélogas o
heterélogas con la célula huésped. Algunos ejemplos de promotores adecua‘dos para dirigir
la transcripcion de la secuencia codificadora de ADN en células de mamifero incluyen, pero
sin limitaciones, el promotor LTR, promotor SV 40, el promotor MT-1 (gen de fnetalotioneina)
o el promotor mayor tardio de adenovirus 2. Un promotor adecuado para usar en células de
insecto es el promotor de polihedrina. Los promotores adecuados para usar en células
huésped de levadura incluyeh promotores de genes glucoliticos de levadura o genes de
alcohol deshidrogenasa o los promotores TPI1 o ADH2-4c. Los promotores adecuados para
usar en células huésped de hongos filamentosos son, por ejemplo, el promotor ADH3 o el
promotor tpiA. ‘

[0098] La secuencia de ADN de codificaciéon también puede estar conectada
operativamente a un terminador adecuado, como terminador de la hormona de crecimiento
humana o (para los huéspedes micéticos) los promotores TPI1 o ADH3. El vector ademas
puede comprender elementos como sefiales de poliadenilacion (p.ej. de SV 40' o region titulo
de adenovirus 5 Elb), secuencias intensificadoras de transcripcion (p.ej. el intensificador SV
40) y secuencias intensificadoras de traduccién (p.ej., las que codifican ARNs de adenovirus
VA). \

[0099] El vector de expresion recombinante ademas puede comprender una
secuencia de ADN que permite que el vector se replique en la célula huésped en cuestion.
Un ejemplo de esa secuencia (cuando la célula huésped es una célula de mamifero) es el

origen SV 40 de replicacion. El vector también puede comprender un marcador

seleccionable, p.ej. un gen cuyo producto complementa un defecto en la célula huésped,

como el gen que codifica la reductasa de dihidrofolato (DHFR) o uno que confiera resistencia
a un medicamento, p.ej. neomicina, hidromicina o metotrexate. !

[0100] Los procedimientos que se usan para ligar las secuencias de ADN que
codifican las proteinas, el promotor y el terminador, respectivamente y para insertarlos dentro
de vectores adecuados que contienen la informacién necesaria para replicacion, son bien
conocidas de las personas medianamente versadas en el estado de la técnica. |

[0101] Para obtener las proteinas recombinantes de los conceptos inventivos que
aqui se revelan las secuencias codificadoras de ADN se pueden fusionar con una segunda
secuencia de codificacion de péptido y una secuencia de codificacion de sitio de separacion
de proteasa, dafio un constructo de ADN que codifica la proteina de fusion, que se
caracteriza porque la secuencia de codificacion de sitio de separacion de proteasa esta
situada entre el fragmento HBP y el segundo ADN que codifica péptido, insertada dentro de
un vector de expresién recombinante y expresada en células huéspedes recompinantes. En
l

1
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una modalidad, el mencionado segundo péptido se selecciona, pero sin Ifiimitaciones, de
entre el grupo que comprende glutation-S-reductasa, timosina de ternera, tiorredoxina
bacteriana o variantes naturales o sintéticas de la ubiquitina humana o H)éptidos de los
mismos. En otra modalidad, una secuencia peptidica que comprende un sitio de separacion
de proteasa puede ser el factor Xa, con la secuencia de aminoacidos IEGR, enterocinasa,
con la secuencia de aminoacidos DDDDK, trombina', con la secuencia Ae aminoacidos
LVPR/GS o Acharombacter lyticus, con la secuencia de aminoacidos :XKX, sitio de
separacion. |

[0102] La célula huésped dentro de la cual se introduce el vector de e?(presién puéde
ser cualquier célula capaz de expresion de los péptidos o proteinas de IongituH plena y es de
preferencia una célula eucaridtica, como células de invertebrados (insectos) o células de
vertebrados, p.ej. oocitos de Xenopus laevis o células de mamifero, en particular células de
insecto y de mamifero. Algunos ejemplos de lineas celulares adecuadas de mamifero
incluyen, pero sin limitaciones, las lineas celulares HEk293 (ATCC CRL-1573), COS (ATCC
CRL-1650), BHK (ATCC CRL-1632, ATCC CCL-10) o CHO (ATCC CCL-61). Los métodos
para transfectar las células de mamifero y que expresen secuencias de ADN jntroducidas en
las células son bien conocidos del estado de la técnica.

[0103] Como alternativa, células de hongos (incluidas las células die levadura) se
pueden usar como células huésped. Algunos ejemplos de células de Ievadﬁra adecuadas
incluyen células de Saccharomyces spp. o Schizosaccharomyces spp., en piarticular cepas
de Saccharomyces cerevisiae. Algunos ejemplos de otrlas células de hongos son células de
hongos filamentosos como, p.ej. Aspergillus spp. o Neurospora spp., en partif:ular cepas de
Aspergillus oryzae o Aspergillus niger. El uso de Aspergillus spp. para la expresion de
proteinas se describe en, p.ej., EP 238 023. J
[0104] El medio que se usa para cultivar las células puede ser cmljalquier medio
convencional adecuado para cultivar células de mamifero, como un medio que contiene
suero o un medio libre de suero que contiene suplementos adecuados o un médio adecuado
para cultivar células de insectos, levaduras o de hongos o cualquier célula QL‘Je se use para
expresar las proteinas. Los medios adecuados estan disponibles con proveedores
comerciales o pueden prepararse de acuerdo con recetas publicadas. |

[0105] Las proteinas producidas por técnicas recombinantes por Iés células se
pueden entonces recuperar del medio de cultivo por procedimientos convéncional que
incluyen separar las células huésped del medio por centrifugacioén o fiItraciénL precipitar los
componentes proteinaceos del sobrenadante o filtrado por medio de una sal, p.gj., sulfato de
amonio, purificacién por una variedad de procedimientos cromatograficos comfo, p.ej. HPLC,
cromatografia de intercambio idnico, cromatografia de afinidad o similares.

[0106] Una vez que los anticuerpos se han obtenido, por ejemplo, unia vez que las
células B individuales han sido identificadas y/o los anticuerpos monoclonales han sido
producidos, se pueden obtener las secuencias que codifican las regiones variz%\bles de estos
anticuerpos. Por ejemplo, las secuencias de la regidn variable se pueden obtener
secuenciando primero la proteina del anticuerpo producido por el hibridoma, célula B o fago
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y determinar la secuencia que codifica el acido nucleico. En una modali:dad, la region
variable del ADN o ADNc¢ de la inmunoglobulina (VH y VL) se puede secuenciar en su lugar.
Cuando el anticuerpo es derivado de una linea celular de hibridoma o célula B aislada, los
ADNCc que codifican las regiones variables pueden ser amplificados usando PCR por ejemplo
siguiendo los métodos descritos en Babcook et al. (Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 93:7843-7848
(1996)) y en la Publicacion PCT No. WO 92/02551. El contenido de las dos referencias se
incorporan expresamente a la presente mediante referencia en su integridad.

[0107] Un anticuerpo “quimérico” se refiere a un anticuerpo compuesto por
componentes de por lo menos dos fuentes diferentes. En ciertas modalidades, un anticuerpo
quimérico comprende una porcién de un anticuerpo derivada de una primera especie
fusionada a otra molécula, p.ej., una porcién de un anticuerpo derivada de una segunda
especie. En ciertas modalidades, un anticuerpo quimérico comprende una porcion de un
anticuerpo derivada de un animal no humano fusionada a una porcién de}l un anticuerpo
derivada del humano. En ciertas modalidades, un anticuerpo quimérico comprende toda o
una porcion de una regidn variable de un anticuerpo derivada de un animal y fusionada a una
porcién de un anticuerpo de un segundo animal. Por ejemplo pero no a manera de limitacion,
un anticuerpo quimérico puede comprender toda o una porcién de una region variable de un
anticuerpo derivada de un animal no humano fusionada a una region constante de un
anticuerpo derivada de un humano.

[0108] La utilizaciéon de los anticuerpos monoclonales de los conceptos inventivos
que aqui se revelan puede requerir la administracién de los mismos a un sujeto, como pero
sin limitaciones, un ser humano. Sin embargo, cuando los anticuerpos monoclonales se
producen en un animal no humano, como un roedor, la administracion de esos anticuerpos
contra un paciente humano normalmente desencadenara una respuesta inmujmitaria, que se
caracteriza porque la respuesta inmunitaria estd dirigida hacia la secuencia de los
anticuerpos. Esas reacciones limitan la duracion y efectividad de dicha terapia. Con el fin de
soslayar ese problema, los anticuerpos monoclonales de los conceptos inventivos que aqui
se revelan son “humanizados”, es decir, los anticuerpos son modificados por ingenieria de tal
manera que una o mas porciones antigénicas de los !mismos se eliminan y las porciones
similares de un anticuerpo humano son sustituidas a continuacién, en tanto que Ia afinidad
de los anticuerpos por el epitope deseado se conserva. Esta modificacion por ingenieria
puede solo involucrar unos pocos aminoacidos o puede incluir regiones marco completas del
anticuerpo, dejando solo las regiones determinadoras de complementariedad del anticuerpo
intactas. Varios métodos de humanizacién de anticuerpos son conocidos deEla técnica y se
revelan en las patentes estadounidenses Nos. 6.180,370, a Queen et al., el 180 de enero de
2001; 6.054.927, a Brickell el 25 de abril de 2000; 5.869.619, a Studnicka el 9 de febrero de
1999; 5.861.155, a Lin el 19 de enero de 1999; 5.712.120, a Rodriquez et al., el 27 de enero
~de 1998; y 4.816.567, a Cabilly et al., el 28 de marzo de 1989, todas cuyas especificaciones
se incorporan expresamente a la presente mediante referencia en su integridad.

[0109] Como se mencioné arriba, un anticuerpo "humanizado" se refiere a un

anticuerpo no humano que ha sido modificado de manera que se parece mas (en su
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secuencia de aminoacidos) a un anticuerpo humano. Como se describi¢ arriba, los
anticuerpos interactian con antigenos diana de predominio a través de residuos de
aminoacidos que estan situados en las regiones determinadoras de complementariedad de
la cadena pesada y la cadena ligera (CDRs). Por esta razdn, las secuencias de aminoacidos
dentro de las CDRs pueden ser mas diversas entre anticuerpos individuales que las
secuencias fuera de las CDRs. Debido a que las secuencias CDR son responsables de la
mayoria de las interacciones anticuerpo-antigeno,, es posible expresar anticuerpos
recombinantes que simulan las propiedades de anticuerpos naturales especificos
construyendo vectores de expresion en los cuales las secuencias CDR del anticuerpo natural
se injertan dentro de secuencias marco de un anticuerpo diferente con diferentes
propiedades, como regiones marco de anticuerpo humano. Esas secuencias marco se
pueden obtener de bases de datos publicas de ADN o referencias publicadas que incluyen
secuencias de genes de anticuerpos de linea germinal. Por ejemplo, las secuencias de ADN
de linea germinal para los genes de la region variable de las cadenas pesadas y ligeras
humanas se pueden encontrar en la base de datos "VBase" de secuencias de linea germinal
humana (disponible en internet a mrc-cpe.cam.ac.uk/vbase), asi como en Kabat, E. A., et al.
(1991) Sequences of Proteins of Immunological Interest, quinta ediciéon, U.S. Department of
Health and Human Services, Publicacién NIH No. 91-3242; Tomlinson, |. M., et al. (1992)
"The Repertoire of Human Germline VH Sequences Reveals about Fifty Groups of VH
Segments with Different Hypervariable Loops" J. Mol. Biol. 227:776-798; y Cox, J.P. L. etal.
(1994) "A Directory of Human Germ-line VH Segments Beveals a Strong Biasf in their Usage"
Eur. J. Immunol. 24:827-836; el contenido de cada una de las cuale;s se incorpora
expresamente a la presente mediante referencia. |

[0110] Las formas humanizadas de anticuerpos son inmunoglobulinzias, cadenas de
inmunoglobulina o fragmentos de los mismos (como Fv, Fab, Fab', I;:(ab')z u otras
subsecuencias de anticuerpos de unién al antigeno) que estan compuestasi principalmente
por la secuencia de una inmunoglobulina humana y contienen minimas secuefncias derivadas
de una inmunoglobulina no humana. La humanizacion puede se puede reali%ar siguiendo el
método de Winter y colaboradores (Jones et al., 1986; Riechmann et al., 198$; Verhoeyen et
al., 1988), sustituyendo secuencias CDR de roedor por las secuencias correispondientes de
un anticuerpo humano. (Ver también la patente estadounidense No. 5.225.539). En algunos
casos, los residuos F, del marco de la inmunoglobulina humana son ree!mplazados por
residuos no humanos correspondientes. Los anticuerpos humanizados tl‘ambién pueden
comprender residuos que no se encuentran en el anticuerpo receptor ni‘en las CDR o
secuencias marco importadas. En general, el anticuerpo humanizadq comprendera
sustancialmente todo de por lo menos uno y tipicaménte dos, dominios viariables, en los
cuales todas o sustancialmente todas las regiones CDR corresponden a las de una
inmunoglobulina no humana y todas o sustancialmente todas las regiones mjarco son las de
una secuencia de consenso de inmunoglobulina humana. El anticueréo humanizado
optimamente también comprendera por lo menos una porcién de una region constante de

inmunoglobulina (Fc), tipicamente la de una inmunoglobulina humana (Jones et al., 1986;
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Riechmann et al., 1988; y Presta, 1992). f

[0111] Los conceptos inventivos que aqui se revelan ademas incluyen el uso de
anticuerpos monoclonales plenamente humanos. Los anticuerpos plenamente humanos en
esencia se relacionan con moléculas de anticuerpos en las cuales toda la seéuencia tanto de
la cadena ligera como de la cadena pesada, incluidas las CDRs, surgen de genes humanos.
Esos anticuerpos se denominan aqui "anticuerpos humanos" o "anticuerpos plenamente
humanos". Los “anticuerpos humanos” contienen secuencias de anticuerpos humanos y no
contienen secuencias de anticuerpos de un animal no humano. En ciertas modalidades, un
anticuerpo humano puede contener ademas secuencias sintéticas que no se encuentran en
anticuerpos nativos. El término no esta limitado por la forma como se hacen los anticuerpos.
[0112] Los anticuerpos monoclonales humanos pueden prepararse por la técnica del
trioma; Ia técnica del hibridoma de célula B humana (Ver Kozbor et al., Hibridoma, 2:7
(1983)) y la técnica del hibridoma de EBV para producir anticuerpos monoclonales humanos
(Ver Cole et al., PNAS, 82:859 (1985)). Los anticuerpos monoclonales humanos se pueden
utilizar en la practica de los conceptos inventivos que aqui se revelan y reivindican y se
pueden producir usando hibridomas humanos (Ver Cote et al. PNAS, 80;2026 (1983)) o
transformando células B humanas con virus de Epstein Barr in vitro (Ver Colé et al., 1985).
[0113] Ademas, los anticuerpos humanos se pueden hacer introduciendo loci de
inmunoglobulina humana dentro de animales transgénicos, p.ej., ratones e;n los cuales los
genes de la inmunoglobulina endogena han sido parcial o completamente inactivados. Tras
la estimulacién se observa la produccion de anticuerpos humanos, los cuales se parecen
mucho a los observados en los seres humanos en todo respecto, incluida Iq reordenamiento
de los genes, ensamblaje y repertorio de anticuerpos. Este abordaje se desc‘ribe, por ejemplo
pero no a manera de limitacién, en las patentes estadounidenses Nos. 5.545.807; 5.545.806;
5.569.825; 5.625.126; 5.633.425; 5.661.016 y en Marks et al.,, J Biol. Chem., 267:16007
(1992); Lonberg et al., Nature, 368:856 (1994); Morrison, 1994; Fishwild et al., Nature
Biotechnol., 14:845 (1996); Neuberger, Nat. Biotechnol., 14:826 (1996); y Lonberg y Huszar,
Int Rev Immunol., 13:65 (1995). ,

[0114] Los anticuerpos humanos ademas se pueden producir usaﬁdo animales no
humanos transgénicos que se modifican para producir anticuerpos plenamente humanos en
lugar de los anticuerpos endégenos del animal en respuesta a la estimulacion por un
antigeno. (Ver Publicacion PCT No. WO 94/02602). Los genes endégenos que codifican las
cadenas pesadas y ligeras de la inmunoglobulina en el huésped no humano han sido
incapacitados y los loci activos que codifican las cadenas pesadas y ligeras de las
inmunoglobulinas humanas se insertan dentro del genoma del huésped. Los genes humanos
se incorporan, por ejemplo, usando cromosomas de levadura artificial que contienen los
segmentos requeridos de ADN humano. Entonces se obtiene un animal que proporciona
todas las modificaciones deseadas como progenie por el cruce de anima‘-les transgénicos
intermedios que contienen menos que el complemento completo de las modificaciones. Una
modalidad de un animal no humano de este tipo es un ratébn y se denomina el
XENOMOUSE™ como se revela en las Publicaciones der PCT Nos. WO 96/33735 y
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WO 96/34096. Este animal produce células B que segregan inmunoglobulinas plenamente
humanas. Los anticuerpos se pueden obtener directamente del animal después de
inmunizacién con un inmundégeno de interés como, por ejemplo, una "preparacién de
anticuerpos policlonales o como alternativa de células B inmortalizadas derivadas del animal,
como hibridomas que producen anticuerpos monoclonales. Ademas, los gerfes que codifican
las inmunoglobulinas con regiones variables humanas se pueden recuperar y expresar para
obtener los anticuerpos directamente o se pueden modificar todavia mas para obtener
analogos de anticuerpos como, por ejemplo, moléculas Fv de cadena unica.,

[0115] Un ejemplo de un método para producir un huésped no humano, ejemplificado
como un raton, que carece de expresion de una cadena pesada de'inmunoglobulina
enddgena se revela en la Patente estadounidense No. 5.939.598, una Kucherlapati et al., el
17 de agosto de 1999, la cual se incorpora a la presente mediante referencia. Se pueden
obtener por un método que incluye borrar los genes del segmento J de jpor lo menos un
locus endogeno de la cadena pesada en una célula madre embrionafia para evitar el
reordenamiento del locus y prevenir la formacion de un transcripto de un locus reordenado
de la cadena de inmunoglobulina pesada, la cual delecion se efectla eligiendo como diana
un vector que contiene un gen que codifica un marcador seleccionable; y produciendo de la
célula madre embrionaria un raton transgénico cuyas células somaticas y germinales
contienen el gen que codifica el marcador seleccionable.

[0116] Un método para producir un anticuerpo de interés, como un anticuerpo
humano, se revela en la Patente estadounidense No. 5.916.771, a Hori et al., el 29 de junio
de 1999, la cual se incorpora a la presente mediante referencia. Incluye ihtroducir un vector
de expresion que contiene una secuencia de nucleétidos que codifica una cadena pesada
dentro de una célula huésped de mamifero en cultivo, introducir un vector de expresion que
contiene una secuencia de nucleétidos que codifica una cadena ligera dentro de otra célula
huésped de mamifero y fusionar las dos células para formar una célula hibrida. La célula
hibrida expresa un anticuerpo que contiene la cadena pesada y la cadena'ligera.

[0117] El término "anticuerpo neutralizador" o "anticuerpo que neutraliza" se refiere a
un anticuerpo que reduce por lo menos una actividad de un polipéptido que comprende el
epitope al cual se une especificamente el anticuerpo. En ciertas modalidédes, un anticuerpo

neutralizador reduce una actividad in vitro y/o in vivo. El término "sitio de unién al antigeno”
I

se refiere a una porcion de un anticuerpo capaz de unirse especificamente a un antigeno. En’

ciertas modalidades, un sitio de union al antigeno esta proporcionado por una o mas
regiones variables de anticuerpo. gv

[0118] Los anticuerpos de la presente invencion de preferencia incluyen una o mas
modificaciones que inactivan el complemento. El término "actividad del complemento" abarca
ampliamente las actividades bioquimicas y fisiolégicas asociadas cdn la activacion del
sistema del complemento, moléculas individuales asociadas con la via del complemento, asi

!
como los genes que codifican estas moléculas. Por consiguiente, ‘las actividades del

complemento incluyen, p.ej., estructura y expresion de un gen que codifica una molécula de.
|

la via del complemento, actividad bioquimica (p.ej., enzimatica o ;reguladora) de una
|
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molécula de la via del complemento, actividades celulares que iniciah o resultan de la
activacion del sistema del complemento y presencia de autoanticuerpos séricos contra
molé‘culas de la via del complemento. En el anticuerpo hSel001 la modificacion’ preferida
para inactivar el complemento es un reemplazo de un residuo de lisina con alanina en la
posicion 342 en la regién constante de la cadena pesada CH2. Otras sustituciones en la
misma posicién pueden incluir por ejemplo cualquiera de gly, leu, trp, tyr, pro, thr, ser, met,
asp, asn, glu, gin, phe, ile, val, thr y cys con la condicién de que la sustitucion también tenga
el efecto de eliminar la capacidad de la region constante de activar el complemento.

[0119] Los términos “moléculas asociadas a la via del complemento”, “moléculas de
la via del complemento” y “proteinas asociadas a la via del complemento” se usan de forma
intercambiable y se refieren a las varias moléculas que desempefian un‘papel en activacion
del complemento y las actividades celulares corriente abajo mediadas por, que responden a
o que son desencadenadas por el sistema del complemento activado. Incluyen iniciadores de
la via del complemento (es decir, moléculas que directa o indirectamente desencadenan la
activacion del sistema del complemento), moléculas que se produceﬁ o desempefian un
papel durante la activacién del complemento (p.gj., proteinas/enzimas del complemento
como C3, C5, C5b-9, Factor B, MASP-1 y MASP-2), receptores o inhibidores del
complemento (p.ej., clusterina, vitronectina, CR1 o CD39) vy moléculas reguladas o
desencadenadas por el sistema del complemento activado (p.ej., factor inhibitorio del
complejo de ataque de membrana, MACIF). Asi pues, ademas de las proteinas del
complemento que se anotaron arriba, las moléculas asociadas a la via del complemento
también incluyen, p.ej., reguladores de la convertasa C3/C5 (RCA) como receptor del
complemento tipo 1 (también denominado CR1 o CD35), receptor del complemento tipo 2
(también denominado CR2 o CD21), proteina de cofactor de membrana (MCP o CD46) y
C4bBP; reguladores MAC como vitronectina, clusterina (también denominados "SP40,40"),
CRP, CD59 y factor homologo de restriccion (HRF); cadenas de inmunoglobulina como Ig
kappa, Ig lambda o Ig gamma; inhibidor C1; y otras proteinas como CR3, CR4 (CD11b/18) y
DAF (CD55). J

[0120] Anticuerpos de doble funcién anti-P selec'tina |

[0121] Los conceptos inventivos que aqui se revelan estan dirigidos a anticuerpos de
“doble funcién” y fragmentos de los mismos los cuales se unen especificamente alaP-
selectina y no solo bloquean la unién de PSGL-1 a P-selectina, sino Jque también disocian
complejos preformados P-selectina/PSGL-1. La presente revelacion describe un dominio de
unién de anticuerpo previamente desconocido (un epitope conformacional) dentro del
dominio de la lectina (p.ej., dominio de reconocimiento de carbohidratos, CRD) de la P-
selectina al cual se unen los anticuerpos de doble funcién (los cuales pheden ser anticuerpos
quiméricos, humanos o0 humanizados o fragmentos de los mismos por ejemplo). Los
conceptos inventivos que aqui se revelan también van dirigidos ia anticuerpos anti-P
selectina los cuales se unen al epitope conformacional aqui descrito y los cuales tienen una
doble funcién de (1) bloqueo de la unién de PSGL-1 a P-selectina; y (2) disociacion de

complejos preformados P-selectina/PSGL-1. Los conceptos inventivos que aqui se revelan

|
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|
en particular estan dirigidos al uso de tales anticuerpos de doble funcién anti-P selectina o

fragmentos de los mismos en el tratamiento de patologias o trastornos inflamatorios,
trombéticos u otros en primates (incluidos los seres humanos), los cuales involucran Ia
adhesion de plaquetas, eritrocitos falciformes, leucocitos, linfocitos ylo células endoteliales,
que se caracterizan porque la patologia o trastorno comprende o esta asociada con (pero sin
limitaciones) por lo menos uno de entre crisis de dolor vasooclusivo “por células falciformes,
enfermedad intestinal inflamatoria (p.ej., enfermedad de Crohn, colitis ulcerativa y enteritis),
artritis (p.ej., artritis reumatoide, osteoartritis y artritis psoridsica), rechazo de injerto,
enfermedad injerto contra huésped, asma, enfermedad pulmonar obstructiva cronica,
psoriasis, dermatitis, sepsis, nefritis, lupus eritematoso, esclerodéerma, rinitis, anafilaxia,
diabetes, esclerosis multiple, aterosclerosis, trombosis, metastasis tumorales, reacciones
alérgicas, tiroiditis, lesion isquémica por reperfusion (p.ej., debida a infarto de miocardio, ACV
o trasplante de 6rganos) y patologias asociadas con traumatismosﬁ extensos o inflamacion
crénica, como por ejemplo, hipersensibilidad retardada de tipo IV, a:sociada por ejemplo con
infeccion por bacilos tuberculosos o sindrome de respuesta inflamatoria sistémica o falla
multisistémica. |

[0122] Es importante anotar que el uso de tales anticuerpos:de doble funcion para el
tratamiento estas enfermedades inflamatorias permitird no solo la ‘prevencién, reduccion o
inhibicion de la inflamacion, sino que también ofrecerd un mecanismo para tratar procesos
continuados de enfermedad inflamatoria en lo que los anticuerpos pLJeden disociar complejos
preformados de P-selectina/PSGL-1. Por ejemplo, gn el caso de las crisis de dolor
vasooclusivo pbr células falciformes, el anticuerpo de doble funcion es capaz de no solo
prevenir futuros eventos vasooclusivos, sino que también se puede usar en el tratamiento de
la vasooclusion continuada. Los conceptos inventivos que aqui se revelan también van
dirigidos a ensayos de tamizaje para la deteccion de anticuerpos anti-P selectina los cuales
se unen al epitope conformacional de P-selectina nuevo aqui descrito y los cuales no solo
bloquean la unién de PSGL-1 a P-selectina sino que también causan la reversion de la union
de PSGL-1 a P-selectina (es decir, la disociacion del complejo preférmado).

[0123] Como ya se anotd, los conceptos inventivos qu:e aqui se revelan estan
dirigidos a anticuerpos purificados (incluidos, pero sin Iimitaciones, anticuerpos quiméricos,
humanos o humanizados y fragmentos de los mvismos), los cuales reconocen (es decir, se
unen a) la P-selectina (SEQ ID NO:1) y los cuales blogquean la ;unién de la P-selectina a
PSGL-1 (o receptores similares aPSGL-1) y que ademas causan la disociacion de
adhesiones o complejos celulares preformados que fueron' mediados a través de
interacciones PSGL-1/P-selectina y métodos terapéuticos de uso de tales anticuerpos (o
fragmentos de unién de los mismos) ' I

[0124] De manera mas particular, los conceptos inventivos: gue aqui se revelan estan
dirigidos a anticuerpos purificados (o fragmentos de los mismos), contra P-selectina, células
huésped que producen tales anticuerpos anti-P selectina (o fragmentos de los mismos),
ensayos de tamizaje para identificar anticuerpos anti-P selecFina (o fragmentos de los

mismos) los cuales bloguean la adhesion mediada por la P-selectina de los leucocitos,
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eritrocitos falciforrhes, linfocitos, plaquetas y células endoteliales y ademas. causan la
disociacién de adhesiones o complejos celulares preformados que estuvieroq mediadas a
través de interacciones PSGL-1/P-selectina y métodos terapéuticos qué usan tales
anticuerpos (o fragmentos de unién de los mismos). Los conceptos inventivos que aqui se
revelan incluyen novedosos anticuerpos contra P-selectina de primates (incluidos los
humanos) y fragmentos de uniéon de la misma, y en particular incluyen, pero sin} limitaciones,
G4, formas humanizadas de G4 y anticuerpos hSel001. Los anticuerpos preferidos de la
revelacion son capaces de unirse especificamente a la P-selectina de primates (en particular
de humanos) e inhibir una o mas actividades de la P-selectina in vitro y/o in vivo. Cuando se
usa aqui, el término “PSGL-1" también tiene por objeto incluir “receptor similar a PSGL-1" en
los eritrocitos falciformes (eritrocitos).

[0125] En general, un anticuerpo o fragmento de anticuerpo de los conceptos
inventivos que aqui se revelan puede tener cualquier limite superior de tamafio siempre y
cuando tenga propiedades similares o inmunolégicas con respecto al anticuerpo que se une
con especificidad al sitio de union a la P-selectina aqui descrito y que bloquea la union de
PSGL-1 a P-selectina y disocia complejos preformados P-selectina/PSGL-1. Cbando se usa
aqui, el término “inclusive” tiene por objeto referirse a todos los enteros entre dos nimeros
cualesquiera de los aqui enumerados.

[0126] Como se anotd en otra parte de este documento, los frégmentos de
anticuerpo de los conceptos inventivos que aqui se revelan conservan la capacidad de unirse
selectivamente a toda o una porcién del epitope de union de la P-selectina aqui descrito. De
preferencia, un anticuerpo o fragmento de uniéon de un anticuerpo de la presehte invencion
es capaz de unirse a un epitope que comprende uno o mas residuos de los aminoacidos 1-
35 0, mas en particular, 4-23, de la secuencia estipulada en SEQ ID NO:1.

[0127] Como se anotd arriba, los anticuerpos o fragmentos de anticyerpo de los
conceptos inventivos que aqui se revelan en modalidades preferidas 'comprenden
inmunoglobulinas de los isotipos 1gG;, 1gG;, 1gGs, 19G,4 0 1gG,/G,4 quimeras, de preferencia se
une a la P-selectina con una alta afinidad (por ejemplo, que se caracteriza porque la Ky es <
1000nM) y de preferencia comprende una regién constante humana y de preférencia inhibe
la unién de la P-selectina a PSGL-1 y mas de preferencia también causa reversion de la
union de la P-selectina a PSGL-1 en un complejo preformado. Ademas, el anticuerpo anti-P-
selectina o fragmento de unién del mismo de preferencia no activa el complemehto por la via
clasica al interactuar con C1q y de preferencia no se une a los receptores Fc, colectivamente
llamados anticuérpos de funcion efectora. Los conceptos inventivos que aqui se revelan en
particular estan dirigidos al uso tales anticuerpos de doble funcion anti-P| selectina o
fragmentos de anticuerpo tales como estan descritos e identificados aqui en tratamientos de
patologias o trastornos inflamatorios, tromboticos u otros en primates (incluidos los seres
humanos) los cuales involucran la adhesién de plaquetas, eritrocitos falciformes, leucocitos,
linfocitos y/o células endoteliales, que se caracteriza porque [a patologial o trastorno
comprende o esta asociada con (pero sin limitaciones) por lo menos uno de entre crisis de

dolor vasooclusivo por células falciformes, enfermedad intestinal inflamatoria (p.ej.,
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enfermedad de Crohn, colitis ulcerativa y enteritis), artritis (p.ej., artritis reumatoide,
osteoartritis y artritis psoridsica), rechazo de injerto, enfermedad injerto contra huésped,
asma, enfermedad pulmonar obstructiva crénica, psoriasis, dermatitis, sepsis, nefritis, lupus
eritematoso, escleroderma, rinitis, anafilaxia, diabetes, esclerosis multipge, aterosclerosis,
trombosis, metastasis tumorales, reacciones alérgicas, tiroiditis, lesioh isquémica por
reperfusion (p.ej., debida a infarto de miocardio, ACV o trasplante de 6rganos) y patologias
asociadas con traumatismos extensos o inflamacion cronica, como por ejemplo,
hipersensibilidad retardada de tipo IV, asociado por ejemplo con infeccién por bacilos
tuberculosos o sindrome de respuesta inflamatoria sistémica o falla muitisistémica.
[0128] Como se anotd en otra parte de este documento, la P-selectina desempena
un papel crucial en el reclutamiento de los leucocitos y linfocitos hacia los sitios de
inflamacion y trombosis al unirse a un ligando de superficie (PSGL-1) sobre estas células y
en la union de eritrocitos falciformes al endotelio que tienen las células endoteliales
activadas. El PSGL-1 se expresa de forma constitutiva sobre los leucocitos, incluidos los
neutréfilos y monocitos y sobre ciertas células endoteliales. Un receptor similar al PSGL-1 se
expresa sobre los eritrocitos falciformes y permite que estas células se unén a la P-selectina
sobre las células endoteliales activadas. ’
[0129] Sin querer quedar atados a la teoria, se piensa que el tratamiento de las crisis
de dolor vasooclusivo por células falciformes, por ejemplo con el anticuerpo anti-P-selectina
de la presente invencion, tiene el efecto de inhibir una o mas de las siguientes interacciones:
(1) unién de PSGL-1 sobre leucocitos a P-selectina sobre endotelio activado; (2) unién de un
ligando similar a PSGL-1 sobre eritrocitos falciformes a P-selectina sobre gandotelio activado;
(3) union a P-selectina sobre la superficie de plaquetas activadas a PSéL-1 sobre células
endoteliales; (4) unién de eritrocitos falciformes a leucocitos a través de una interaccion
ligando-receptor no caracterizada; (5) unién de P-selectina sobre plaguetas activadas al
receptor similar a PSGL-1 sobre eritrocitos falciformes, y/o; (6) unién de P-selectina sobre la
superficie de plaquetas activadas a PSGL-1 sobre leucocitos. Se piensa que el anticuerpo
anti-P-selectina de doble funcién bloquea la iniciacion y propagacion de%la vasooclusion a
multiples niveles de interacciones célula-célula en la microvasculatura. Ademés, como se
anoté en otra parte de este documento, el anticuerpo anti-P-selectina de doble funcion
disocia complejos P-selectina/PSGL-1 y por ello se puede usar terapéuticamente para
intervenir en la vasooclusion continuada.
[0130] La P-selectina media interacciones de plaquetas activadas o células
endoteliales con células sanguineas que incluyen ciertos globulos rojos (es decir eritrocitos
falciformes) y leucocitos que incluyen monocitos, neutrdfilos, eosinéfilo?s, células CD4'T,
células CD8'T, células B y células asesinas naturales'(NK). Como se anotd aqui, se sabe
que la P-selectina esta involucrada en varias respuestas celulares a la inflamacion resultante
de lesion, infeccién o ataques fisicoquimicos. La aterosclerosis, caracterizada por lesiones
ateroscleroticas en las superficies internas de los vasos sanguineos, es un ejemplo de una
patologia que involucra la unién de ciertos leucocitos a células endoteliales portadoras de P-

. - . ..
selectina en el revestimiento interno de las paredes de los vasos sanguineos.
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[0131] Como se indicé arriba, las terapias dirigidas a bloquear la funq’ién de la P-
selectina, por ejemplo, con el uso de anticuerpos contra P-selectina para preveljir la atadura
y rodamiento de los leucocitos y la adherencia de los glébulos rojos (es decir, los eritrocitos
falciformes), podrian tener un profundo efecto sobre numerosos tipos de enfermedades
inflamatorias y trombéticas. Dado su papel fundamental en la iniciacion del }odamiento y
atadura de los leucocitos al endotelio y las plaquetas, la P-selectina es una diana primaria
para el desarrollo de agentes terapéuticos para tratar trastornos inflamatorios y tromboéticos.
Por ejemplo, la naturaleza transitoria de la fase aguda de la anemia de células falciformes
acoplada con los efectos crénicos recurrentes del dafio de los 6rganos y las complicaciones
y morbilidad asociadas sugiere que una intervencion terapéutica que mupstre tanto el
blogqueo inicial de la adhesion debida a la union de la P-selectina y el PSGL-1'y fa induccion
de la disociacién de la adhesiéon previa, en curso o preestablecida, tendria novedosa
aplicacion a esta y otras enfermedades inflamatorias y tromboticas. Los conce;btos inventivos
que aqui se revelan abarcan asi un método de uso de un epitope conformacional de union a
anticuerpo de P-selectina para tamizar e identificar anticuerpos de “doble fun’cién” contra la
P-selectina que no solo bloquean la union P-selectina-PSGL-1, sino que también causa la
disociacion del complejo preformado P-selectina/PSGL-1 (y por ende el complejo célula-
célula) y el uso de tales anticuerpos para el tratamiento de enfermedades;como, pero sin
limitaciones, enfermedades inflamatorias y trombéticas.

[0132] Como se anoté arriba, se han descubierto novedosos epitopes
conformacionales de unioén de la P-selectina como queda aqui descrito. El descubrimiento de
estos epitopes conformacionales de unién ha conducido ademas al dQscubrimiento de
anticuerpos de doble funcion anti-P selectina (por ello, los anticuerpos se podrian denominar
anticuerpos de “doble funcién” ) los cuales se unen con alta especificidad al epitope
conformacional y no solo bloquean la union de la P-selectina y el PSGL-1, sino que también
inducen la disociacion de complejos preformados P-selectina/PSGL-1 (es :decir, inducen la
reversion de la union P-selectina-PSGL-1) gracias a lo cual causan Ib disociacién de
complejos celulares como complejos leucocito/célula endotelial, leucocito/plaqueta,
linfocito/célula endotelial, linfocito/plaqueta, eritrocito falciforme/célula endotelial o eritrocito
falciforme/plaqueta. | J
[0133] Las regiones de unidon para algunos anticuerpos contra P-§electina han sido
previamente cartografiadas usando constructos de grandes dominios funcionales que
abarcan lectina, factor de crecimiento epidérmico (EGF) y regiones de repeticién de
consenso (CR) de la proteina nativa P-selectina en el ratén y los seres humanos (90, 70, 91-
95). Estos resultados indican que las areas primarias de unién para alguhos anticuerpos de
blogueo de funcion contra P-selectina se encontraban en el dominio de unién de la lectina,
una region que abarca los residuos de aminoacidos 1-120 de la proteina P-selectina nativa o
en el dominio EGF que abarca los aminoacidos 121-154. i

[0134] A continuacién se dan algunos ejemplos. Sin embaf‘go, los conceptos
inventivos que aqui se revelan tienen que entenderse como no limitados a las aplicaciones

de estos experimentos, resultados y procedimientos especificos de laboratorio. Antes bien,
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|
los Ejemplos se dan simplemente como unas entre varias modalidades y s;u intencion es ser
gjemplares, no exhaustivos. ,
[0135] La presente revelacion describe el descubrimiento de novedosos epitopes no
lineales (p.ej., conformacionales) por el uso de quimeras raton/humano que contienen los
dominios de lectina, EGF, CR1 y CR2 de la P-selectina que fueron explorados con
anticuerpos de bloqueo de funcién de prueba contra la P-selectina. Los trabajos previos han
mostrado que, como minimo, la exp'resién de los dominios de lectina y EGF se requiere para
la plegadura conformacion adecuadas de los constructos de P-selectina (91). Una
comparacion de las secuencias de aminoacidos de la P-selectina humana y la murina indicé
que existe homologia en el dominio de la lectina con un numero especifico de diferencias de
residuos de aminoacido entre humano y raton. Aqui, se usé la homologia tridimensional (3-D)
para comparar los dominios de lectina, EGF, CR1 y CR2 de la P-selectifﬁa de humano y de
ratén (Fig. 1) para identificar diferencias de aminoacidos entre la P—selgctina humana y la
murina (secuencias y numeracion de acuerdo con las proteinas maduras).

[0136] - El método empled modelos tridimensionales de P-selectina para comparar las
posiciones de las diferencias en los aminoacidos entre la P-selectina humana y la murina
sobre la superficie expuesta de la proteina y para identificar cumulos de diferencias en
aminoacidos entre humanos y ratdén en los dominios de lectina y EGF' que estan situados
sobre la superficie de la proteina plegada. Este método tridimensional representa cumulos de
diferencias en aminoacidos que resultan de la yuxtaposicion de aminoacidos discontinuos
puestos en proximidad entre si por el plegamiento dg la proteina. Por ejemplo, algunos
aminodcidos formaran epitopes conformacionales por virtud de encontrarse sobre la misma
superficie, p.ej. la cara, de estructuras helicoidales. La comparacion de homologia de esos
cumulos dio cabida a la seleccién de sustituciones de aminoacidos pafa poner a prueba el
efecto de esos cambios sobre la unién de los anticuerpos de blogqueo dé funcion (bloqueo de
PSGL-1) contra la P-selectina humana. |
[0137] El método ademas involucrd la cartografia de sitios conservados de restriccion
en los marcos de lectura abiertos del ADNc para identificar una estrategia para construir
proteinas quiméricas que abarcan los dominios de lectina, EGF, CR1 y CR2 y permitirian la
sustitucion de aminoacidos Unicos o multiples a sitios especificos en la P-selectina humana o
murina para identificar aquellos aminoacidos que optimizan la unién del anticuerpo a la P-
selectina humana. Las quimeras se construyeron con técnicas conocidas de clonacion
molecular, usando regiones N-terminales de la P-selectina humana y murina que abarcan los
dominios ATG a CR2 dominio con un vector adecuado como pBluescript (pBS-hPsel y pBS-
mPsel). Las quimeras se insertaron dentro de otro vector adecuado colmo plG1 (pIG-hPsél y
plG-mPsel) en donde los constructos estaban fusionados a la region Fc de IgG1 humana que
contiene la region de bisagra, CH2 y CH3. Estos constructos preser;varon estructuras que
concuerdan con la conformacion nativa de la P-selectina. Asi pues,; los dominios que se
expusieron sobre la superficie de la proteina nativa también estaban presentes en los
constructos de quirnera y por ello sirvieron como epitopes putati\;/os para la union de

anticuerpos de prueba. Esos constructos podian transfectarse y exponerse transitoriamente
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usando técnicas de expresion molecular y celular conocidas de las personasll medianamente
versadas en el estado de la técnica. |

[0138] Usando este método, los anticuerpos de prueba, se puedep evaluar para
determinar la unién a las quimeras humano/raton usando un método como, pero sin
limitaciones, clasificacion de células activadas por fluorescencia (FACS) y' resonancia de
plasmones de superficie (BIACORE) conocidos de las personas medianamente versadas en
el estado de la técnica. Se evaluaron los efectos de los cambios de aminoacidos en varias
posiciones en los constructos de quimera por la sustitucion de aminoécidols de raton, por
ejemplo, dentro de la secuencia humana, a la inversa o aminoacidos humanos dentro de la
secuencia de raton, por ejemplo, que abrogaron o permitieron la unién de anticuerpos
dirigidos contra P-selectina humana y asi permitieron la identificacion de aminoacidos
particulares para que. la unién sea optima. |

[0139] Caracterizacion de Constructos de quimera |

[0140] Los aminoacidos de la P-selectina de ratén que han sido sustituidos dentro de
la secuencia de la P-selectina humana estan indicados en negrita en las quimeras que se
describen a continuacion. Los aminoacidos de la P-selectina humana ‘que han sido
sustituidos dentro de la secuencia de raton estan indicados en negritaly cursiva. La
sustitucion de glutamina por histidina esta indicada en negrita subrayada. \

[0141] Constructos de proteina nativa ‘

[0142] SEQ ID NO:1 |

[0143] Dominios de lectina, EGF, CR1, CR2 de la P-selectina humana T

1 WTYHYSTKAYSWNISRKYCQNRYTDLVAIQNKNEIDYLNKVLPYYSSYYWICTIRKNNKTVV
61 '
TWVGTKKALTNEAENWADNEPNNKRNNEDCVEIYIKSPSAPGKWNDEHCLK}LKHALCYTA
121 |
SCQDMSCSKQGECLETIGNYTCSCYPGFYGPECEYVRECGELELPQHVLMN(‘JSHPLGNFS
181 _
FNSQCSFHCTDGYQVNGPSKLECLASGIWTNKPPQCl__AAQCPPLKIPERGNM;TCLHSAKA
241 FQHQSSCSFSCEEGFALVGPEVVQCTASGVWTAPAPVCK--- i

[0144]  SEQIDNO:2 '

[0145] Dominios de lectina, EGF, CR1, CR2 de la P-selectina de ratén - Las
diferencias con los aminoacidos humanos aparecen en negrita. i

42 WTYNYSTKAYSWNNSRVFCRRHFTDLVAlQNKNEIAHLNDVIPFFNSYYWIpIRKINNKW
102 :
TWVGTNKTLTEEAENWADNEPNNKKNNQDCVE!YIKSNSAPGKWNDEPCFKFiKRALCYTA
162 |
SCQDMSCSNQGECIETIGSYTCSCYPGFYGPECEYVKECGKVNIPQHVLMNCSHPLGEFS
222 |
FNSQCTFSCAEGYELDGPGELQCLASGIWTNNPPKCDAVQCQSLEAPPHGTMACMHPIAA
282 FAYDSSCKFECQPGYRARGSNTLHCTGSGQWSEPLPTCEAIA 1

[0146] Constructos de quimera Humano/Raton

[
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[0147] SEQ ID NO:3

[0148] Quimera-1 |

[0149] (sustituciones de raton en humano en el cimulo A - NyN1,V17F 15R20R21H22F 23)
1 WTYNYSTKAYSWNNSRVFCRRHFTDLVAIQNKNEIDYLNKVLPYYSSYYWIGIRKNNKTW
61
TWVGTKKALTNEAENWADNEPNNKRNNEDCVEIYIKSPSAPGKWNDEHCLKKKHALCYTA
121 »
SCQDMSCSKQGECLETIGNYTCSCYPGFYGPECEYVRECGELELPQHVLMNCSHPLGNFS
181 \
FNSQCSFHCTDGYQVNGPSKLECLASGIWTNKPPQCLAAQCPPLKIPERGNMTCLHSAKA
241 FQHQSSCSFSCEEGFALVGPEVVQCTASGVWTAPAPVCK--- |

[0150] SEQ ID NO:4

[0151] Quimera-2

[0152] (cumulo A humano a |35 — ratén en lo sucesivo) _

1 WTYHYSTKAYSWNISRKYCQNRYTDLVAIQNKNEIAHLNDVIPFFNSYYWIGI‘RKINNKW
61
TWVGTNKTLTEEAENWADNEPNNKKNNQDCVEIYIKSNSAPGKWNDEPCFKRKRALCYTA
121
SCQDMSCSNQGECIETIGSYTCSCYPGFYGPECEYVKECGKVNIPQHVLMNCSHPLGEFS
181
FNSQCTFSCAEGYELDGPGELQCLASGIWTNNPPKCDAVQCQSLEAPPHGTMACMHPIAA
241 FAYDSSCKFECQPGYRARGSNTLHCTGSGQWSEPLPTCEAIA |

[0153] SEQ ID NO:5 | |

[0154]  Quimera-3

[0155] (sustituciones en cumulo A humano — a raton N4N1.V17F 5) |
1 WTYNYSTKAYSWNNSRVFCQNRYTDLVAIQNKNEIDYLNKVLPYYSSYYWIGIRKNNKTW
61 | '
TWVGTKKALTNEAENWADNEPNNKRNNEDCVEIYIKSPSAPGKWNDEHCLKKKHALCYTA
121 :
SCQDMSCSKQGECLETIGNYTCSCYPGFYGPECEYVRECGELELPQHVLMN&SHPLGNFS
181 ‘
FNSQCSFHCTDGYQVNGPSKLECLASGIWTNKPPQCLAAQCPPLKIPERGNM+CLHSAKA
241 FQHQSSCSFSCEEGFALVGPEVVQCTASGVWTAPAPVCK---

[0156] SEQ ID NO:6 ,

[0157] Quimera-4 ,

[0158] (sustituciones en cumulo A humano — a ratdn RyRz1H2oF 23) l

1 WTYHYSTKAYSWNISRKYCRRHFTDLVAIQNKNEIDYLNKVLPYYSSYYWIGIRKNNKTW
61 |
TWVGTKKALTNEAENWADNEPNNKRNNEDCVEIYIKSPSAPGKWNDEHCLKKKHALCYTA

|
|
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121 ,
SCQDMSCSKQGECLETIGNYTCSCYPGFYGPECEYVRECGELELPQHVLMNCSHPLGNFS
181 ' ’
FNSQCSFHCTDGYQVNGPSKLECLASGIWTNKPPQCLAAQCPPLKIPERGNMTCLHSAKA
241 FQHQSSCSFSCEEGFALVGPEVVQCTASGVWTAPAPVCK--- !

[0159] SEQ ID NO:7

[0160] Quimera-5

[0161] (cambio de aminoacido unico —H, de hurﬁano por N4 de ratén)

1 WTYNYSTKAYSWNISRKYCQNRYTDLVAIQNKNEIDYLNKVLPYYSSYYWIGIRKNNKTW
61 | |
TWVGTKKALTNEAENWADNEPNNKRNNEDCVEIYIKSPSAPGKWNDEHCLKKKHALCYTA
121 |
SCQDMSCSKQGECLETIGNYTCSCYPGFYGPECEYVRECGELELPQHV;LMNCSHPLGNFS
181
FNSQCSFHCTDGYQVNGPSKLECLASGIWTNKPPQCLAAQCPPLKIPERGNMTCLHSAKA
241 FQHQSSCSFSCEEGFALVGPEVVQCTASGVWTAPAPVCK--- |

[0162] SEQ ID NO:8

[0163] Quimera-5Q

[0164] (sustituciéon de Q por H, en el cumulo A — elimina sitio putativo de

!

f

glucosilacion)

1 WTYQYSTKAYSWNISRKYCQNRYTDLVAIQNKNEIDYLNKVLPYYSS\:(YWIGIRKNNKTVV
61 |
TWVGTKKALTNEAENWADNEPNNKRNNEDCVEIYIKSPSAPGKWNDEHCLKKKHALCYTA
121 .'
SCQDMSCSKQGECLETIGNYTCSCYPGFYGPECEYVRECGELELPQH;\/LMNCSHPLGNFS
181 |
FNSQCSFHCTDGYQVNGPSKLECLASGIWTNKPPQCLAAQCPPLKIPERGNMTCLHSAKA
241 FQHQSSCSFSCEEGFALVGPEVVQCTASGVWTAPAPVCK---
[0165] SEQ ID NO:9

[0166] Quimera-6

[0167] (secuencia humana a EGF - S,,; -EGF, CR1 y CR2 de ratén)

1 WTYHYSTKAYSWNISRKYCQNRY TDLVAIQNKNEIDYLNKVLPYYSSYYWIGIRKNNKTW
61 |
TWVGTKKALTNEAENWADNEPNNKRNNEDCVEIYIKSPSAPGKWNDEHCLKKKHALCYTA
121
SCQDMSCSNQGECIETIGSYTCSCYPGFYGPECEYVKECGKVNIPQHVLMNCSHPLGEFS
181 |
FNSQCTFSCAEGYELDGPGELQCLASGIWTNNPPKCDAVQCQSLEAPPHGTMACMHPIAA
241 FAYDSSCKFECQPGYRARGSNTLHCTGSGQWSEPLPTCEAIA

[0168] SEQ ID NO:10
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[0169] Quimera-7 ;

[0170] (secuencia humana a G;,7 — ratén en lo sucesivo) i

1 WTYHYSTKAYSWNISRKYCQNRYTDLVAIQNKNEIDYLNKVLPYYSSYYWIGIRKNNKTW
61 |
TWVGTKKALTNEAENWADNEPNNKRNNEDCVEIYIKSPSAPGKWNDEHCLKKKHALCYTA
121
SCQDMSCSKQGECLETIGNYTCSCYPGFYGPECEYVRECGELELPQHVLMNCSHPLGEFS
181 |
FNSQCTFSCAEGYELDGPGELQCLASGIWTNNPPKCDAVQCQSLEAIPPHGTMACMHPIAA
241 FAYDSSCKFECQPGYRARGSNTLHCTGSGQWSEPLPTCEAIA |

[0171] SEQ ID NO:11

[0172] Quimera-7B _

[0173] (secuencia humana a final de EGF — V56 — ratén en lo éucesivo)

1 WTYHYSTKAYSWNISRKYCQNRYTDLVAIQNKNEIDYLNKVLPYYSSYYWIGIRKNNKTW
61 |
TWVGTKKALTNEAENWADNEPNNKRNNEDCVEIYIKSPSAPGKWNDEHCLKKKHALCYTA
121 |
SCQDMSCSKQGECLETIGNYTCSCYPGFYGPECEYVKECGKVNIPQHVLMNCSHPLGEFS
181
FNSQCTFSCAEGYELDGPGELQCLASGIWTNNPPKCDAVQCQSLEAPPHGTMACMHPIAA
241 FAYDSSCKFECQPGYRARGSNTLHCTGSGQWSEPLPTCEAIA

[0174]  SEQIDNO:12 |

[0175] Quimera-8

[0176] (cambio de aminoécido unico —l,4 de humano por Ny, de ratén)

1 WTYNYSTKAYSWNNSRKYCQNRY TDLVAIQNKNEIDYLNKVLPYYSSYYWIGIRKNNKTW
61
TWVGTKKALTNEAENWADNEPNNKRNNEDCVEIYIKSPSAPGKWNDEHCLKKKHALCYTA
121
SCQDMSCSKQGECLETIGNYTCSCYPGFYGPECEYVRECGELELPQHVLMNCSHPLGNFS
181
FNSQCSFHCTDGYQVNGPSKLECLASGIWTNKPPQCLAAQCPPLKIPERGNMTCLHSAKA
241 FQHQSSCSFSCEEGFALVGPEVVQCTASGVWTAPAPVCK---

[0177] SEQ ID NO:13

[0178] Quimera-9

[0179] (cambio de aminoacido unico - K7 de humano por V1,‘7 de raton)

1 WTYHYSTKAYSWNISRVYCQNRYTDLVAIQNKNEIDYLNKVLPYYSSYYWIGIRKNNKTW
61 ,
TWVGTKKALTNEAENWADNEPNNKRNNEDCVEIYIKSPSAPGKWNDEHCLKKKHALCYTA
121 |
SCQDMSCSKQGECLETIGNYTCSCYPGFYGPECEYVRECGELELPQHVLMNCSHPLGNFS

!



181
FNSQCSFHCTDGYQVNGPSKLECLASGIWTNKPPQCLAAQCPPLKIPERGNMTCLHSAKA

241 FQHQSSCSFSCEEGFALVGPEVVQCTASGVWTAPAPVCK---
[0180] SEQ ID NO:14
[0181] Quimera-10

[0182] (cambio de aminoacido Unico —Y g de humano por F4g de raton)
1 WTYHYSTKAYSWNISRKFCQNRYTDLVAIQNKNEIDYLNKVLPYYSSYYWIGIRKNNKTW
61 '

TWVGTKKALTNEAENWADNEPNNKRNNEDCVE!IYIKSPSAPGKWNDEHCLKKKHALCYTA
121
SCQDMSCSKQGECLETIGNYTCSCYPGFYGPECEYVRECGELELPQHVLMNCSHPLGNFS
181
FNSQCSFHCTDGYQVNGPSKLECLASGIWTNKPPQCLAAQCPPLKIPERGNMTCLHSAKA
241 FQHQSSCSFSCEEGFALVGPEVVQCTASGVWTAPAPVCK---

[0183] SEQ ID NO:15

[0184] Quimera-11

[0185] (cambio de aminoacido unico —Q,, de humano por Ry de ratédn)
1 WTYHYSTKAYSWNISRKYCRNRYTDLVAIQNKNEIDYLNKVLPYYSSYYWIGIRKNNKTW
61

TWVGTKKALTNEAENWADNEPNNKRNNEDCVEIYIKSPSAPGKWNDEHCLKKKHALCYTA
121 ,
SCQODMSCSKQGECLETIGNYTCSCYPGFYGPECEYVRECGELELPQHVLMNCSHPLGNFS
181 '
FNSQCSFHCTDGYQVNGPSKLECLASGIWTNKPPQCLAAQCPPLKIPERGNMTCLHSAKA
241 FQHQSSCSFSCEEGFALVGPEVVQCTASGVWTAPAPVCK--- )
[0186] SEQ ID NO:16

[0187] Quimera-12

[0188] (cambio de aminoacido unico —N,; de humano por Ry, de.ratén)

1T WTYHYSTKAYSWNISRKYCQRRYTDLVAIQNKNEIDYLNKVLPYYSSYYWIGIRKNNKTW
61 v
TWVGTKKALTNEAENWADNEPNNKRNNEDCVEIYIKSPSAPGKWNDEHCLKKKHALCYTA
121
SCQDMSCSKQGECLETIGNYTCSCYPGFYGPECEYVRECGELELPQHVLMNCSHPLGNFS
181 _ o
FNSQCSFHCTDGYQVNGPSKLECLASGIWTNKPPQCLAAQCPPLKIPERGNMTCLHSAKA
241 FQHQSSCSFSCEEGFALVGPEVVQCTASGVWTAPAPVCK-—-

[0189] SEQ ID NO:17

[0190] Quimera-13

[0191] (cambio de aminoacido unico —R;, de humano por H,, de raton)

1 WTYHYSTKAYSWNISRKYCQNHYTDLVAIQNKNEIDYLNKVLPYYSSYYWIGIRKNNKTW
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61 ]

TWVGTKKALTNEAENWADNEPNNKRNNEDCVEIYIKSPSAPGKWNDEHCLKKKHALCYTA

121

SCQDMSCSKQGECLETIGNYTCSCYPGFYGPECEYVRECGELELPQHVLMNCSHPLGNFS

181 |

FNSQCSFHCTDGYQVNGPSKLECLASGIWTNKPPQCLAAQCPPLKIPERGNMTCLHSAKA

241 FQHQSSCSFSCEEGFALVGPEVVQCTASGVWTAPAPVCK--- 1

[0192] SEQ ID NO:18

[0193] Quimera-14

[0194] (cambio de aminoacido Unico —Y; de humano por F,; de ratdn)

1 WTYHYSTKAYSWNISRKYCQNRFTDLVAIQNKNEIDYLNKVLPYYSSYYWIGIRKNNKTW

61 | |

TWVGTKKALTNEAENWADNEPNNKRNNEDCVEIYIKSPSAPGKWNDEHCLKKKHALCYTA

121 | |

SCQDMSCSKQGECLETIGNYTCSCYPGFYGPECEYVRECGELELPQHVLMNCSHPLGNFS

181 |

FNSQCSFHCTDGYQVNGPSKLECLASGIWTNKPPQCLAAQCPPLKIPERGNMTCLHSAKA

241 FQHQSSCSFSCEEGFALVGPEVVQCTASGVWTAPAPVCK---

[0195] SEQ ID NO:19

[0196] Quimera-15 |

[0197] (secuencia humana a cumulo C2 — Sg;—ratén en lo sucesivc'p)

1 WTYHYSTKAYSWNISRKYCQNRYTDLVAIQNKNEIDYLNKVLPYYSSYYWIGIRKNNKTW

61 | |

TWVGTKKALTNEAENWADNEPNNKRNNEDCVEIYIKSNSAPGKWNDEPdFKRKRALCYTA

121 |
SCQDMSCSNQGECIETIGSYTCSCYPGFYGPECEYVKECGKVNIPQHVLMNCSH

PLGEFS |

181 | |

FNSQCTFSCAEGYELDGPGELQCLASGHNTNNPPKCDAVQCQSLEAPPW

241 FAYDSSCKFECQPGYRARGSNTLHCTGSGQWSEPLPTCEAIA

[0198] SEQ ID NO:20 ‘

[0199]  Quimera-16 1

[0200] (sustitucion de Hyl4K7N21R,,; de humano dentro de Cumulo /?\ de ratén)

1 WTYHYSTKAYSWNISRKFCRNRFTDLVAIQNKNEIAHLNDVIPFENSY YWIGIRKINNKW

61 -

TWVGTNKTLTEEAENWADNEPNNKKNNQDCVEIYIKSNSAPGKWNDEPCFKRKRALCYTA

121 [

SCQDMSCSNQGECETKK%WCSCYPGFYGPECEYVKECGKVMPQHVLMNCSHPLGEFS

181 |

FNSQCTFSCAEGYELDGPGELQCLASGHNTNNPPKCDAVQCQSLEAPPHGTMACMHPMA

242 FAYDSSCKFECQPGYRARGSNTLHCTGSGQWSEPLPTCEAIA

GTMACMHPIAA
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[0201] SEQ ID NO:21
[0202] Quimera-17
[0203] (secuencia humana a Camulo B a Iss =Cumulo B de ratén a l,, — humanos a
CR1 a E454 —CR1, CR2 de raton)
1 WTYHYSTKAYSWNISRKYCQNRYTDLVAIQNKNEIAHLNDVIPYYSSY;YWIGIRKNNKTW
61
TWVGTKKALTNEAENWADNEPNNKRNNEDCVEIYIKSPSAPGKWNDEHCLKKKH
ALCYTA
121 |
SCQDMSCSKQGECLETIGNYTCSCYPGFYGPECEYVKECGKVNIPQHVLMNCSHPLGEFS
181
FNSQCTFSCAEGYELDGPGELQCLASGIWTNNPPKCDAVQCQSLEAPPHGTMAC
MHPIAA !
242 FAYDSSCKFECQPGYRARGSNTLHCTGSGQWSEPLPTCEAIA
[0204] SEQ ID NO:22
[0205] Quimera-17B |
[0206] (secuencia humana a Cumulo B a I35 —Cumulo B de rat()rw\1 a lsy,— humano en lo
sucesivo)
1 WTYHYSTKAYSWNISRKYCQNRYTDLVAIQNKNEIAHLNDVIPYYSSYYWIGIRKNNKTW
61 | '
TWVGTKKALTNEAENWADNEPNNKRNNEDCVEIYIKSPSAPGKWNDEHCLKKKH
ALCYTA
121 .
SCQDMSCSKQGECLETIGNYTCSCYPGFYGPECEYVRECGELELPQHVLMNCSH
PLGNFS |
181
FNSQCSFHCTDGYQVNGPSKLECLASGIWTNKPPQCLAAQCPPLKIPERGNMTCL
HSAKA |
242 FQHQSSCSFSCEEGFALVGPEWQCTASGVWTAPAPVCK---‘
[0207] SEQ ID NO:23
[0208] Quimera-18
[0209] (secuencia humana con cumulo C de ratén (C1, C2, C3) ’y CR1, CR2 de ratén)
1 WTYHYSTKAYSWNISRKYCQNRYTDLVAIQNKNEIDYLNKVLPFFNSYYWIGIRKNNKTW
61
TWVGTKKALTNEAENWADNEPNNKRNNEDCVEIYIKSNSAPGKWNDEHCLKKKR
ALCYTA |
121
SCQODMSCSKQGECLETIGNYTCSCYPGFYGPECEYVKECGKVNIPQHVLMNCSH
PLGEFS
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181

FNSQCTFSCAEGYELDGPGELQCLASGIWTNNPPKCDAVQCQSLEAPPHGTMAC
MHPIAA
242 FAYDSSCKFECQPGYRARGSNTLHCTGSGQWSEPLPTCEAIA
[0210] SEQ ID NO:24 _ ;
[0211]  Quimera-188 {
[0212] (secuencia humana con cumulo C de ratén (C1, C2, CB)
1 WTYHYSTKAYSWNISRKYCQNRYTDLVAIQNKNEIDYLNKVLPFFNSYYW|G|RKNNKTVV
61

TWVGTKKALTNEAENWADNEPNNKRNNEDCVEIYIKSNSAPGKWNDEHCLKKKR
ALCYTA

121

SCQDMSCSKQGECLETIGNYTCSCYPGFYGPECEYVRE?GELELPQHVLMNCSH
PLGNFS ' |
181 | | |

FNSQCSFHCTDGYQVNGPSKLECLASGIWTNKPPQCLAAQCPPLKIPERGNMTCL
HSAKA
242 FQHQSSCSFSCEEGFALVGPEVVQCTASGVWTAPAPVCK:---

[0213] SEQ ID NO:25

[0214] Quimera-19

[0215] (secuencia humana con Cumulo D de ratén y CR1, CR2 de raton)

1 WTYHYSTKAYSWNISRKYCQNRYTDLVAIQNKNEIDYLNKVLPYY‘;SSYYWIGIRKINNKW
61 “

TWVGTNKTLTEEAENWADNEPNNKRNNEDCVEIYIKSPSAPGKWNDEHCLKKKH
ALCYTA
121 _

SCQDMSCSKQGECLETIGNYTCSCYPGFYGPECEYVKECGKVNIPQHVLMNCSH
PLGEFS : '

181 :

FNSQCTFSCAEGYELDGPGELQCLASGIWTNNPPKCDAVQCQSLEAPPHGTMAC
MHPIAA ‘

242 FAYDSSCKFECQPGYRARGSNTLHCTGSGQWSEPLPTCEAIA

[0216] SEQ ID NO:26

[0217] Quimera-19B

[0218] (secuencia humana con Cumulo D de raton)

1 WTYHYSTKAYSWNISRKYCQNRYTDLVAIQNKNEIDYLNKVLPYYSSYYWIGIRKINNKW
61

TVVVGTNKTLTEEAENWADNEPNNKRNNEDCVEIYIKSPSiAPGKWNDEHCLKKKH
ALCYTA
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121 |
SCQDMSCSKQGECLETIGNYTCSCYPGFYGPECEYVRECGELELPQHVLMNCSH

PLGNFS \

181 |
FNSQCSFHCTDGYQVNGPSKLECLASGIWTNKPPQCLAAQCPPLKIPERGNMTCL

HSAKA |

242 FQHQSSCSFSCEEGFALVGPEWQCTASGVWTAPAPVCK---

[0219] SEQ ID NO:27

[0220] Quimera-20

[0221] (secuencia humana con Cimulo E de ratén y CR1, CR2 de raton)

1 WTYHYSTKAYSWNISRKYCQNRYTDLVAIQNKNEIDYLNKVLPYYSSY YWIGIRKNNKTW

61 |
TWVGTKKALTNEAENWADNEPNNKRNNEDCVEIYIKSPSAPGKWNDEPCFKRKH

ALCYTA

121 |
SCQDMSCSKQGECLET|GNYTCSCYPGFYGPECEYVKECGKVNII?QHVLMNCSH

PLGEFS

181
FNSQCTFSCAEGYELDGPGELQCLASGIWTNNPPKCDAVQCQSLEAPPHGTMAC

MHPIAA 1

242 FAYDSSCKFECQPGYRARGSNTLHCTGSGQWSEPLPTCEAIA

[0222] SEQ ID NO:28
[0223] Quimera-20B
[0224] (secuencia humana con Cumulo E de ratén)

1 WTYHYSTKAYSWNISRKYCQNRYTDLVAIQNKNEIDYLNKVLPYYSSYYWIGIRKNNKTW
61
TWVGTKKALTNEAENWADNEPNNKRNNEDCVEIYIKSPSAPGKWNDEPCFKRKH
ALCYTA
121 ,
SCQDMSCSKQGECLETIGNYTCSCYPGFYGPECEYVRECGELELPQHVLMNCSH
PLGNFS 1

181 : |

FNSQCSFHCTDGYQVNGPSKLECLASGIWTNKPPQCLAAQCPPLKIPERGNMTCL
HSAKA
242 FQHQSSCSFSCEEGFALVGPEVVQCTASGVWTAPAPVCK---
[0225] SEQ ID NO:;29
[0226] Quimera-21
[0227] (secuencia humana con Cumulo F de raton) |
1 WTYHYSTKAYSWNISRKYCQNRYTDLVAIQNKNEIDYLNKVLPYYSSYYWIG!RKNNKTVV

|
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61 | ,
TWVGTKKALTNEAENWADNEPNNKRNNEDCVEIYIKSPSAPGKWNDEHCLKKKH
ALCYTA
121

SCQDMSCSNQGECIETIGSYTCSCYPGFYGPECEYVRECGELELPQHVLMNCSH
PLGNFS
181

FNSQCSFHCTDGYQVUNGPSKLECLASGIWTNKPPQCLAAQCPPLKIPERGNMTCL
HSAKA |
242 FQHQSSCSFSCEEGFALVGPEVVQCTASGVWTAPAPVCK-- |

[0228] Anélisis FACS de anticuerpos anti-P selectina contra quimeras h‘_umano/rato’n

[0229] La union del anticuerpo a quimeras humano/raton de P-selectina se analizé
usando analisis FACS en un sistema como BD BIOSCIENCES FACS ARIA CELL SORTER
para medir la union de los anticuerpos anti-P selectina a quimeras huméno/ratén que
estaban acopladas a perlas recubiertas con un anticuerpo Fc de cabra anti-humano. Esas
perlas recubiertas con quimeras se incubaron con anticuerpos de prueba anti—P‘seIectina que
luego se detectaron con anti-Fc de ratén o anticuerpos especificos de isotipo rotulados con
reportadores, como FITC, adecuados para ser detectados por el sistema FACS.

[0230] Resonancia de plasmones de superficie en un paso (BIACORE)

[0231] En un aspecto de los conceptos inventivos que aqui se revelaén, se usaron
chips BIACORE para capturar un anticuerpo anti-P-selectina de prueba. Las quimeras de P-
selectina humana/murina aqui descritas se dispusieron sobre el chip y se a‘ﬁadieron los
anticuerpos de prueba al chip preligado. La unién de las quimeras a los anticuerpos de
prueba se midié por unidades de respuesta de resonancia.

[0232] Analisis de resonancia de plasmones de superficie en dos pasos (BIACORE)
[0233] En otro aspecto de los conceptos inventivos que aqui se revelalgﬁ, un chip de
captura, como un chip BIACORE fue provisto de un anticuerpos policlonales de cabra Fc
anti-lgG humana enlazados covalentemente a su superficie. Los constructos q‘uiméricos de
P-selectina humana/murina del dominio de lectina, EGF, CR1 y CR2 sobre un IgG Fc
humana se inyectaron sobre el chip y se capturaron a concentraciones que alcanzan un nivel
estandarizado de recubrimiento de superficie medido por la respuesta de resonancia. El nivel
de respuesta de resonancia alcanzado después de cargar cada constructo de qhimera de P-
selectina se designd como un nuevo nivel “basal secundario”. Los anticuerpos de prueba
anti-P selectina (p.ej., anticuerpos monoclonales murinos o humanizados antii—P selectina,
incluidos G1, G3, G4, G5 y hSel001) se inyectaron entonces sobre el chip BIACORE y se
incubaron para lograr la unién al constructo de quimera de P-selectina ya capturado sobre la
superficie. El método se podia modificar para probar anticuerpos humanizadosi mediante la
creacion de constructos de P-selectina sobre IgG Fc de ratén y capturandolos con
anticuerpos policlonales de cabra anti-lgG Fc de raton y luego examinandolos con
anticuerpos humanizados anti-P selectina de prueba. Los anticuerpos que s‘fe unen a la

constructos de P-selectina causan un aumento del nivel de respuesta de resonancia a partir
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del basal secundario. EI aumento resultante en la respuesta de resonancia se puede medir
como “unidades de resonancia sumadas (RUs)” y asi indicar el nivel de union al constructo
de P-selectina previamente recubierto sobre el chip de ‘captura del anticuerpo de prueba.
Usando estos métodos, los requisitos 6ptimos para la uni(%m de anticuerpos anti-P selectina a
quimeras de P-selectina se cartografiaron con precision a epitopes conformacionales
particulares. ! |
[0234] Identificacién de anticuerpos de doble funcion anti-P selectina (anticuerpos
que tanto bloquean como disocian la unién de la P-selectina a PSGL-1)

[0235] " El analisis BIACORE también se usé para descubrir la doble funcionalidad de
anticuerpos especificos anti-P selectina, es decir, como se discutié arriba, pueden tanto
bloquear como disociar (revertir) las interacciones de unién entre P-selectina y PSGL-1. En
este método, PSGL-1 o miméticos de molécula pequeﬁa‘ del epitope de union de PSGL-1
. como un mimético glucosulfopéptido biotinilado (p.ej., G$P-6) o proteinas quiméricas que
contienen el N-terminal de PSGL-1, se capturan sobre un chip BIACORE, como un chip de
estreptavidina, usando métodos conocidos de las personas medianamente versadas en la
técnica (GSP-6 es un péptido mimético glucosilado, sulfatado de 18 aminoacidos 42-60 del
N-terminal expuesto de PSGL-1 descrito en detalle en| la patente estadounidense No.
6.593.459, por ejemplo). Primero, para demostrar la capaéidad de “bloqueo de funcién”, en
una modalidad, un anticuerpo anti-P-selectina se mezcla préviamente con P-selectina soluble
y se incuba un tiempo para permitir la formacion del co}nplejo P-selectina/anticuerpo. El
complejo resultante anticuerpo anti-P-selectina/P-seIecfina se introduce sobre el chip u otro
sustrato que porta el PSGL-1 (o mimético de PSGL-1) y sle mide la union al PSGL-1 o su
mimético. Los anticuerpos anti-P selectina, que previenen Iall union de la P-selectina al PSGL-
1 0 mimético de PSGL-1 sobre el chip, se designan aqui como anticuerpos de bloqueo de
funcién. ‘

[0236] Segundo, los anticuerpos anti-P selectina que han demo4strado (por el método

cion (es decir, que bloquean la

anterior u otro similar) ser anticuerpos de bloqueo de fun
unién PSGL-1/P-selectina), se pueden examinar para detel‘rminar una funcién adicional, es
decir, que tienen la capacidad de disociar (revertir) la uniélln entre complejo preformado P-
;
selectina/PSGL-1. Estos anticuerpos se pueden examinar Para definir sus propiedades de
“doble funcién” usando el método de analisis BIACORE aqui discutido. En una modalidad,
para demostrar |la propiedad de doble funcién, el PSGL-1 9 un mimético del mismo como
GSP-6, se acopla a un chip BIACORE. Entonces se dispone la P-selectina sobre el chip y se
permite su unién al PSGL-1 o mimético. Después de la unionide equilibrio de la P-selectina al
PSGL-1 o al mimético, indicada por el sensograma, se introducen los anticuerpos de bloqueo
de funcion anti-P selectina y la disociacion de unién de la P-selectina al PSGL-1 0 mimético
se mide por cualquier método adecuado. Esos anticuerpos éque se demuestra que disocian
(es decir, revierten), la unidon P-selectina/PSGL-1 se l;designan como “anticuerpos
disociadores” y se caracterizan como anticuerpos de dolBle funcion, es decir, poseen
propiedades tanto de bloqueo de funciéon como de disociacién;1 para interrumpir la unién de la

P-selectina al PSGL-1. Esos anticuerpos de doble funcic’iin constituyen una modalidad
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particularmente preferida de la invencién porque son especialmente adecuados para
aplicacion terapéutica como tratamientos de enferme;dades inflamatorias y trombdticas
agudas y cronicas como se describe en otra parte de este documento.

[0237] Descubrimiento de epitopes conformacionales

[0238] La estructura tridimensional (3-D) de las proteinas maduras de la P-selectina
humana y murina se analiz6 y comparé con respecto a las diferencias de aminoacidos en los
dominios de lectina y EGF. Se identificaron seis cumulos de diferencias conformacionales en
aminoacidos sobre las superficies expuestas de las p!rotel'nas. Se designaron como los
cumulos A, B, C, D, Ey F (Fig. 1). Los N-terminales de las P-selectinas humanas y murinas
que abarcan los residuos 1-35 contienen 8 diferencias de aminoacidos. El cumulo A se
definié arbitrariamente por la unién de la primera diferencia de aminoacido (H,) y la ultima
diferencia de aminoacido (Y23). El Camulo A contiene 20 aminodacidos y forma una hélice alfa
rigida con un enlace de cisteina cerca del N-terminal d,el la proteina (Ver la regién “1” en la
Fig. 5). El Cumulo B (Fig. 1) es un epitope conformacional que abarca los residuos de
aminoacidos 36-42 y contiene 4 diferencias en aminoacidos entre la P-selectina humana y la
murina. Cuando se usa aqui, el término “epitope conformacional’ tiene por objeto referirse a
un epitope que no es reconocido en condiciones reductoras. Los Cumulos C y E (Fig. 1) son
conformacionales y discontinuos y son llevados a la proximidad por el pliegue de la proteina
P-selectina nativa. EI Cumulo C tiene tres regiones cqnformacionales (C1, C2, C3) que
contienen 5 diferencias de aminoacidos entre la P-selectina humana y la murina. El Cumulo
C1 esta separado de C2 por 51 aminoacidos y el cumulo C2 esta separado de C3 por 15
aminoacidos. De manera parecida, el camulo E tiene dos epitopes conformacionales (E1,
E2) que contienen cinco diferencias de aminoacidos entr:e la P-selectina humana y la murina
en donde el cimulo E1 esta separado de E2 por 19 amiriioécidos. Los Cumulos A, B, C,Dy
E caen dentro del dominio de consenso de la lectina de la P-selectina (Fig. 1). El Camulo F
reside en el dominio EGF y tiene 3 diferencias de aminoacidos de un total de 11
aminoacidos. Los Cumulos C1, E1, C2, E2 y C3 abarcan residuos clave de contacto los
cuales previamente se habian identificado por la interadcién de la P-selectina con su ligando
fisiologico PSGL-1 (Somers et al). Los Cumulos A y B tson distales a (corriente arriba) de
estos residuos de contacto.

[0239] Los marcos de lectura abiertos de ADNc%s para la P-selectina humana y la
murina se analizaron para identificar sitios comunes de restriccion que podrian usarse para
ensamblar quimeras que abarcan los cumulos. La sintesis' de ADN por PCR y quimica se uso
para generar ADNcs que codifican proteinas o constructos especificos de quimera como
SEQ ID NO: 1-29 (se describio arriba y en el listado| de secuencias). La clonacion de
restriccion se usd para construir plasmidos que codifican las quimeras humano/ratdon. Las
quimeras se expresaron transitoriamente en células COS~;7 y se usaron para analisis FACS y
BIACORE. Las quimeras de P-selectina se examinaron para determinar su funcién de union
usando BIACORE analizando su union a GSP-6 ligado aiun chip BIACORE. Como se anoto6
arriba, GSP-6 es una molécula pequefia que simula el N-terminal del PSGL-1 humano.
Todas las quimeras examinadas se ligaron al GSP-Gisobre el chip, aunque en grado
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variable, porque la P-selectina de ratén tiene menor éfinidad de unién al PSGL-1 humano
que la P-selectina humana. Esto indicé que las quiniperas habian conservado su funcién
después de la expresidn y purificacién. \

[0240] Anélisis FACS

[0241] Los resultados del analisis FACS de los ‘ianticuerpos anti-P selectina, usando
los constructos o quimeras correspondientes a SEQ ID [\105.11-29 se resumen en la Tabla 1.
Cuatro anticuerpos anti-P-selectina de prueba (G1, b3, G4 y Gb5) fueron aislados de
hibridomas generados por inmunizacién de ratonc‘-;s con una P-selectina humana
recombinante que contiene los dominios de lectina y EGF (90 y datos sin publicar). Estos
estudios habian mostrado que estos anticuerpos fueron éspecificos a la P-selectina humana
y que G1, G3 y G4 son anticuerpos de bloqueo de funcié‘{n en tanto que G5 es de no bloqueo
(90 y datos sin publicar). G1, G3 y G5 se analizaron mediante analisis FACS. Usando este
método, G1, G3 y G5 todos se ligaron a la P-selectina hiumana (SEQ ID NO:1) pero no a la
P-selectina de raton (SEQ ID NO:2). Cuando los corréspondientes ocho aminoacidos de
ratén fueron sustituidos en el cimulo A de la secuencia humana (Quimera 1, SEQ 1D NO:3),
la unién por G1 pero no G3 o G5 se abolié, lo cual indica hue por o menos uno o0 mas de las
correspondientes ocho posiciones de aminoacido en el cumulo A fueron esenciales para la
union de G1 a la P-selectina y que la sustitucién con los éminoécidos de “ratdn” en esas una
0 mas posiciones abolieron la unién. Para confirmar la i\mportancia de estos residuos, los
ocho diferentes aminoacidos humanos en las posiciones 1-:23 fueron sustituidos en el cimulo
A de la secuencia de ratén (SEQ ID NO:4, quimera-2).'E§tas sustituciones confirieron a G1
unién a la proteina de raton. Las quimeras que contienén el dominio de lectina de la P-
selectina humana con sustituciones con aminoacidos de ratén en los dominios EGF, CR1y
CR2 (SEQ ID NO:9, quimera-6) y la secuencia humana all traves del dominio EGF y dentro
del dominio CR1 con secuencia de raton en el resto del dominio CR1 y todo el dominio CR2
(SEQ ID NO:10, quimera-7), fueron ligados por G1 y G3 lo cual indica que los epitopes
primarios de uniéon permanecieron intactos después de la \ksustitucién de estos aminoacidos
de ratéon y que la conformacion de los epitopes de L‘imién del anticuerpo no resulté

adversamente afectada. Estos datos confirmaron que los epitopes de union para G1 y G3
i

H
1

residian en el dominio de la lectina.
[0242] Usando el método FACS, se demostré que el\‘anticuerpo de prueba G3 se une
a la P-selectina humana pero no a la P-selectina de ratén y en contraposicion con G1, ligado
a la SEQ ID NO:3 (quimera-1), lo cual indica que G3 se une‘la un epitope distinto del epitope
ligado por G1. Los detalles especificos de la cartografia del epitope G3 se muestran en la
Tabla 1. ! ‘1

[0243] El anticuerpo de prueba G5, del cual previam‘\ente se habia demostrado que
no era bloqueador, también se analizé usando este método! También se demostrd que G5
se une a la P-selectina humana pero no a la P-selectina de rl'zatén. El G5 se liga a la SEQ ID
NO:3 y la SEQ ID NO:10 que abarca el dominio EGF e incll‘uye la primera parte de CR1 a
Ni7s, pero G5 no se ligd a la SEQ ID NO:9 que abarca un S;j. Estos resultados indican que

el anticuerpo G5 se une a la primera parte del CR1y requierelI por lo menos los aminoacidos
|
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[0244]

!
hSel001) a la P-selectina humana y murina y constructos de quimera de los mismos.

"Por FACS, ?Por BIACORE 1 paso, *Por BIACORE 2 pasos, “'Union débil

Tabla 1. Resultados de la union de varios anticuerpos (G1, G3, G4, G5,

Quimeras humana/raton _
SeqliD ; Dominios Humano Ratén G1 G3 G5 G4 hSel001
de raton
Insertados : ;
enla P- \f
selectina
humana [
1 Ninguno 1-279 0 L i B + +
2 todos 0 1-282 123 J2s 13 = 2
3 A4,14’17‘18’20’ 1-3, 24-279 4-23 123 +1'3l +1 3
21,2223 .
4 B,C,D.EF 1-35 36-282 +123 2 +°
5 A4 141718 19-279 1-18 - |
6 Ago2s 1-19, 24-279 20-23 -~
7 A, 1-3, 5-279 4 23w + +%
‘ 8 ninguno 1-3, 5-279 0 +2° + +
- 9 F, CR1, 1-128 129-282 +123 +3 13 +3
CR2
10 | CR1, CR2 1-177 178-282 +123 +13 +13 +°
11 | CR1, CR2 1-156 157-282 +2 +2 =
12 A 1-13, 15-279 14 s
13 Ay 1-16, 18-279 17 -
14 Ass 1-17, 19-279 18 +2
15 Ao 1-19, 21-279 20 +2
16 A 1-20, 22-279 21 +2
17 Ay 1-21, 23-279 22 2
18 Ass 1-22, 24-270 23 +2 ;
19 | C2,E2,C3, 1-97 98-282 +23 B +3
F,CR1,CR
2 J
20 | BCDEF 1-35 H/IM 36-282 +23 23 +3 +
hibrido ,
21 B,CR1,CR | 1-35,43-156 36-42, 157- +3 +3 2
!’ 2 282 _
) 22 B 1-35, 43-279 36-42 +3 +3
23 | C1,C2,C3, | 1-43,47-97, 99- | 44-46, 98, +3 3 3
CR1,CR2 | 113,115-156 | 114, 157-282 ;
24 C1,C2,C3 | 1-43, 47-97, 99- | 44-46, 98, - +2
113, 115-279 114
25 | D,CR1,CR|. 1-55,72-156 56-71, 157- +3 +3
2 282
26 D 1-55, 72-279 56-71 + +3
27 E1,E2,CR | 1-84, 89-107, 85-88, 108- +3 +3
1,CR2 113-156 112, 157-282
28 E1,E2 1-84, 89-107, 85-88, 108- +3 +3
113-279 112 ’
29 F 1-128, 140-279 129-139 + +° ,
Posiciones A C | Primer A A
criticas de (4,14,17 a (4,14, | (4,14 17
aminoacido: 21,22) | parte | 17,21, | ,21,22)
de 22)
CR1
(157-
164)
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[0245] Resonancia de plasmones de superficie de un paso (BIACORE)[

[0246] Para investigar mas a fondo la importancia del dominio del cumulo A (aminoacidos 4-
23) a la union del anticuerpo G1 a la P-selectina, se hicieron varios constru&;tos quiméricos en los
cuales aminoacidos de ratén Unicos o multiples se insertaron dentro de la secuencia de la P-selectina
humana y la uniéon se analizé usando los métodos de resonancia de plasmones de superficie
(BIACORE de “un paso”) aqui revelados. Los resultados de la unién BIACORE de un paso se
presentan en la Tabla 1. El anticuerpo G1 de prueba se capturd en un chip BIACORE y la unién de
varias quimeras se midié como unidades de respuesta. Un sensograma représentativo que muestra
la unién de G1 a los constructos de P-selectina humana (SEQ ID NO:1), P-selectina de ratén con
cumulo A humano (SEQ ID NO:4) y P-selectina de ratéon (SEQ ID NO:2) se muestra en la Figura 2.
Usando este método, se demostrd que G1 se ligé a la P-selectina humana y ala SEQ ID NO:4 (en Ia
cual los aminoacidos humanos fueron sustituidos en el camulo A de la P-selectina de ratén), pero no
se ligd a la P-selectina de raton (SEQ ID NO:2). Estos resultados demuestran que este método
concuerda con los resultados FACS.

[0247]  La P-selectina de raton (SEQ ID NO:2) tiene un sitio putativo dé glucosilacion (N) en la
posicion 4 en tanto que la P-selectina humana (SEQ ID NO:1) no lo tiene. Para examinar la
importancia de esta diferencia, la posicion 4 de la P-selectina humana SEQ'ID NO:1 fue sustituida
con un N (formando la SEQ ID NO:7) o un Q (formando la SEQ ID NO:8) y se midié el efecto dé
estas sustituciones sobre la union a G1 del anticuerpo. La insercion de asparagina (N) dentro de la P-
selectina humana en la posiciéon 4 disminuye la uniéon del G1 Ib cual sugiere que la glucosilacion en

este sitio de la P-selectina humana interferiria con la union del anticuerpo. La sustitucion de la
i

i

glutamina (Q) en esta posicion no evité la unién al G1. !
[0248] Para identifica todavia mas las posiciones amino en el ctimulo A que son éptima's o]
esenciales para la union a G1 del anticuerpo, se hicieron sustituciones !de aminoacidos de la
secuencia de aminoacidos de ratén dentro de la P-selectina humana (SEQ ID NO:1) y la union de las
quimeras resultantes a G1 se midio usando el método BIACORE de un paso aqui revelado (Tabla 1).
Las quimeras examinadas (con las sustituciones especificas indicadas entre paréntesis) fueron: SEQ
ID NO:7 (H4N); SEQ ID NO:12 (I44N); SEQ ID NO:13 (K17V);' SEQ ID NO:14 (YF); SEQ ID NO:15
(QR); SEQ ID NO:16 (N4R); SEQ ID NO:17 (R.H); y SEQ ID NO:18 (Y23IE). El anticuerpo G1 se
ligé a la SEQ ID NO:14, 15y 18, pero no a la SEQ ID NO:12, 13 y 17 y solo débilmente a la SEQ ID
NO:7 y la SEQ ID NO:16. Este resultado indico que cada una de las posicionés de aminoacido 4, 14,
17, 21 y 22 son posiciones individualmente requeridas para la uniéon G1. En u{na modalidad preferida,
estos aminoacidos son Hy, |14, K47, N2y y Ry, respectivamente. |
[0249] Para confirmar que la forma humanizada de G1 (hSel001) mantenia la especificidad
idéntica del epitope del anticuerpo parental, la union de hSel001 a la SeqlD:1, 2 y 20 se examind
usando este método. El patron de union de hSel001 fue idéntico al de G1 TIo cual confirma que la
especificidad del epitope se mantuvo durante el proceso de humanizacion.

[0250] Resonancia de plasmones de superficie de dos pasos (BIACORE)

[0251] Para valorar la union de G1, G3, G4 y G5 (G5 es no bloqueador) a quimeras
adicionales se usoé el ensayo de resonancia de plasmones de superficie de dos pasos (BIACORE “de
dos pasos”) aqui descrito. Los resultados de los ensayos de “dos pasos” para los anticuerpos de
prueba se presentan en la Tabla 1y en la Fig. 2. Usando este método, ninguno de los anticuerpos de
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prueba investigados se ligd a la P-selectina de ratén y todos se ligaron a la P-selectina humana, lo
cual demuestra su especificidad por la P-selectina humana. Todos los anticuérpos de prueba G1, G3,
G4 y G5 se ligaron a la SEQ_ ID NO:10, lo cual indica todos se unen a una’regi()n que abarca el N-
terminal a través de los dominios de lectina y EGF de la P-selectina humana. El anticuerpo no
bloqueador G5 no se unié a la SEQ ID NO:9, pero si a la SEQ ID NO:10 lo cual confirma que G5 se
une al dominio CR1. |

[0252] El analisis ulterior con el uso de este método mostré que G3 no se lig6 a la SEQ ID
NO:23, la cual tiene aminoacidos de ratén insertados en los cumulos C1,. C2, C3, CR1y CR2, y
tampoco se ligd a la SEQ ID NO:24, la cual tiene aminoacidos de ratén en 61, C2y C3. G3 tampoco
se ligd a otras quimeras que tenian secuencia de ratdén en el cumulo C, es decir, SEQ ID NO:19 y
SEQ ID NO:20, Estos resultados indican que el anticuerpo bloqueador G3 requiere el cimulo C para
la unién y demuestra el novedoso hallazgo de que los cimulos de aminoacidos conformacionales
puestos en proximidad por el plegamiento de la proteina pueden servir como dominios de unién
(epitopes conformacionales) para anticuerpos anti-P selectina. El método fambién confirmd que G3
puede bloquear la union de PSGL-1 y P-selectina y por ende tiene propiedades de bloqueo de
funcién (Fig. 3). Con todo, el método también mostré que G3 no se ligd a ni disocid (revirtio) la unién
del complejo P-selectina/PSGL-1 (Fig. 4) y por ello no tiene las propiedades de doble funcion de los
anticuerpos preferidos de los conceptos inventivos que aqui se revelan.

[0253] Las posiciones de aminoacido que contribuyen a la unién de’G1 y G4 a la P-selectina
se identificaron mediante la generacion de un hibrido humano/ratén en el cumulo A. La quimera
hibrida del camulo A (SEQ ID NO:20) contiene aminoacidos de P-selectina humana en las posiciones
4,14, 17, 21y 22 (H, |, K, N y R, respectivamente) y aminoacidos de P-selectina de raton en las
posiciones 18, 20 y 23 (Y, Q y Y, respectivamente). Como se indica en la Tabla 1, tanto G1 como G4

. !
se unieron a la SEQ ID NO:20, Este resultado, cuando se toma en conjunto con los datos anteriores,

indica que las posiciones de aminoacido 4, 14, 17, 21 y 22 comprenden posiciones cada una de las.

cuales se requieren son para que sea optima la unién de G1, G4 y la forma humanizada de G1
(hSel001) a la P-selectina. Estos resultados comprenden un novedoso hallazgo de que un grupo de
anticuerpos incluidos G1, G4 y hSel001 se unen al mismo epitope o uno similar y que este epitope se
encuentra en la estructura helicoidal del cimulo A que es distal a los residués de contacto de la unién
lectina-dominio ligando previamente identificados para la P-selectina ‘(71). En una modalidad
preferida los aminoacidos en las posiciones 4, 14, 17, 21y 22 son H, |, K, N y R, respectivamente. El
analisis tridimensional de este epitope reveld6 una estructura helicoidal rigida en la cual los
aminoacidos requeridbs ocupan sitios en la misma cara de la hélice; asi pues, el cumulo A se
designa como que comprende un epitope conformacional (Fig. 5). El analisis BIACORE que se
muestra en las Figs. 3 y 4 confirmd que G1, G4 y hSel001 'pueden bloqt;Jear y también disociar la
union de la P-selectina y PSGL-1 y por ende gue la unién del epitope aqui descrito por este grupo de
anticuerpos tiene las propiedades de doble funciéon de las modalidades preferidas de los conceptos
inventivos que aqui se revelan. '

[0254] Estos resultados indican que los anticuerpos que se unen a un epitope conformacional
situado dentro de los aminoacidos 1-35 y mas en particular dentro de Io§ aminoacidos 4-23, de la
SEQ ID NO:1, la cual es distal a la union dominio lectina-ligando en la P-selectina humana, tendran

singulares propiedades de doble funcién. Sin atarse a la teoria, se contempla que los anticuerpos que
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se unen a este epitope actian aportando fuerzas alostéricas que ejercen sobre Ia,’[ interfaz de unién
lectina-ligando que inducen un cambio conformacional que disocia la union de la P-selectina a PSGL-
1. Asi pues, G1 es capaz de ligar el epitope distal al cumulo A y bloquear y disociar el complejo al
unirse e interrumpir las interacciones moleculares en el lugar de unién lectina-ligando en la P-
selectina. En contraposicién, anticuerpos como el G3, que se unen a un epitope en la dominio de
union lectina-ligando de la P-selectina pueden bloquear la unién de la P-selecﬁina a PSGL-1 por
entorpecimiento alostérico, pero no pueden causar la disociacion del complejo P-selectina/PSGL—1
porque el anticuerpo no se puede unir al epitope conformacional del Cumulo C cuando este esta
ocupado por el ligando. Se demostré que el anticuerpo de prueba G5 se ligd al cimulo CR1 de la P-
selectina y era no bloqueador (Fig. 3). f

[0255] En resumen, los anticuerpos que se unen a la P-selectina han "sido caracterizados
como dotados de tres posibles actividades en lo que respecta a la interaccion de la P-selectina y su
ligando, PSGL-1. “

[0256] Primero, los anticuerpos contra P-selectina se pueden unir a la'P-selectina pero no

t

interferir con la unién de PSGL-1 a la P-selectina (“no bloqueadores”). Por ejemplo, como se
demuestra aqui, el anticuerpo G5 se une a los aminoéacidos 157-164 y requiere Rys7, Eqs1, L1s2, E1ea ¥
Li¢s de CR1 para la unién pero esta unién no bloquea la unién de la P-selectina a PSGL-1.

[0257] Segundo, los anticuerpos contra la P-selectina se pueden un“‘ir a la P-selectina e
interferir con la union de PSGL-1 a P-selectina (“bloqueo de funcién”), pero no ;ﬁnirse a o disociar un
complejo preformado P-selectina/PSGL-1. Por ejemplo, los resultados aqui descritos muestran que el
anticuerpo G3 se une a cumulos conformacionales en una -parte diferente _Eie la P-selectina que
abarca el dominio de union lectina-ligando. G3 se une al cumulo C y requiere I;CJs aminoacidos de C1
Yaa, Yas, Sss ¥ €l aminodcido de C2 Pgg y el aminoacido de C3 Hyy4 y por ende requiere un epitope
conformacional. Este anticuerpo bloquea la interaccién entre P-selectina y PSGL-1 pero no se puede
unir a o disociar complejos preformados P-selectina/PSGL-1. :

[0258] Tercero, hemos descubierto anticuerpos contra P-selectif’na con especificidad
especifica que se pueden unir a la P-selectina y no solo bloquear la uniéon de PSGL-1 a P-selectina
(anticuerpo de bloqueo de funcion) sino que también pueaen causar la reversion de complejos
preformados de unién P-selectina/PSGL-1 (unién disociativa). Esos anticuerpos se denominan aqui
anticuerpos de “doble funcién”. Los resultados aqui revelados demuestran, por ejemplo, que G1 se
une al epitope conformacional en el cimulo A y que esta unién tenia un requisito absoluto para un
epitope conformacional que comprende las posiciones de aminoacido 4, 14, 17, 21 y 22, que de
preferencia se caracteriza porque esos aminoacidos son H, |, K, N y R, reépectivamente.' Como se
discute en otra parte de este documento, la sustitucién del aminoacido “hurhano” (H, I, K, Ny R) en
cualquiera de estas posiciones, respectivamente, por el correspondiente aminoacido de “raton” (N, N,
V, Ry H) dara lugar a la anulacion de la union por los anticuerpos de doble funcion aqui descritos.
[0259] En otra modalidad de los conceptos inventivos que aqui se revelan, un clon
previamente no caracterizado de anticuerpo monoclonal anti-P-selectina de raton designado G4,
generado usando meétodos estandar de hibridoma, se examind para determinar su union al epitope
conformacional del cumulo A y para definir sus capacidades de doble funcion usando los métodos
aqui descritos. G4 se examind para verificar la unién a las SEQ ID NQs.:1—4, 7-10, 19 y 20 de

quimeras humano/ratén. Se demostré que G4 se unié a la SEQ ID NO:20 y tuvo una especificidad de
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unién similar a la descrita para G1 (Ver la Tabla 1). Entoncés se demostré que G4 bloquea la union
de la P-selectina a PSGL-1 (Fig. 3) y también a causa la disociacion d%e complejos preformados P-
selectina/PSGL-1 (Fig. 4), lo cual caracteriza a G4 como un anticuerpo anti-P-selectina de doble
funcion que se une al epitope (en el cimulo A) que es distal al dominio de unién lectina-ligando de la
P-selectina y bloquea y disocia la union de P-selectina a PSGL-1. Asi las cosas, los anticuerpos G1'y
G4 se ligaron ambos a un epitope en el cumulo A 'y ampos demostraron propiedades de doble
funcién. Este resultado también demuestra el uso del cimulo A o posiciones especificas de union o
aminoacidos de las mismas como un epitope que se puede usar para tamizar anticuerpos anti-P
selectina para verificar sus capacidades de doble funcion. Estos anticuerpos de doble funcion poseen
propiedades singulares para aplicaciones terapéuticas en las cuales se puede tratar la iniciacion de la
adhesion mediada por P-selectina y/o la adhesién continuada mediada por P-selectina en escenarios
agudos o crénicos. Con los métodos aqui descritos se pueden identificar} otros anticuerpos que tienen
propiedades de doble funcién usando el método de tamizaje que emplea el epitope del cimulo A o
posiciones especificas 0 aminoacidos del mismo.

[0260] El anticuerpo 1gG2 anti-P-selectina humanizado que carece de funcion efectora
flamado hSel001 (anticuerpo humanizado de unién a la P-selectina que comprende CDRs de
anticuerpo G1 de raton injertadas dentro de regiones marco humanas como previamente se
caracterizé en la Publicacién No. WO 2008/069999) también se tamizé con el método de tamizaje
aqui descrito. Un resumen de los datos (Tabla 1) muestra que el anticuerpo hSel001 se ligd a las
mismas quimeras (SEQ ID NO:1 y 20) que el anticuerpo G1. La unién d;el hSel001 fue especifica del

epitope conformacional aqui descrito situado dentro del cumulo A. Los|resultados mostraron que el

anticuerpo hSel001 posee propiedades de doble funcién que le permiten} tanto bloquear la union de la
P-selectina a PSGL-1 (Fig. 3) como disociar complejos preformados P—s[electina/PSGL-1 (Fig. 4). Por
tal razén, hSel001 es otro anticuerpo opcionalmente abarcad por los cénceptos inventivos que aqui
se revelan y se puede usar para el tratamiento de las enfermedades inflamatorias y tromboéticas aqui
descritas y que se caracterizan porque se bloquea la unién de la P-selectina a PSGL-1 y se
promueve la disociacion del complejo preformado P-selectina/PSGL-1.

[0261] Ensayos de rodamiento in vitro basados en células bajo flujo con neutrofilos humanos
[0262] Para evaluar mas a fondo las propiedades bloqueadoras y disociativas de los
anticuerpos G1, G4 y hSel001, se llevaron a cabo ensayos de rodamiento in vitro basados en células
con neutréfilos humanos recién aislados que se introdujeron bajo un lﬂujo de 1,0 dyn/cm? en una
camara de flujo recubierta con niveles bajos y altos de P-selectina de membrana. La P-selectina de
baja densidad se recubrié a 0,25Cig/mL y la P-selectina de alta densidad se recubrié a 20g/mL. Las

1'? para ser 50 sitios/mm? (baja)

densidades del sitio se determinaron usando mAb G1 marcados con
y 380 sitios/mm? (alta). Sobre la P-selectina de baja densidad los neutrofilos rodaron a una velocidad
promedio bien sea de 500m/s 0 6,50m/s. Sobre la P-selectina de alta densidad los neutroéfilos rodaron
a una velocidad promedio de 10m/s. Los neutréfilos se introducen en amortiguador bajo flujo y se les
permite comenzar a rodar y atarse. Una vez equilibrados, los anticuerpos de prueba (G1, G3, G4 y
hSel001) se introdujeron en amortiguador libre de células bajo flujo. Existe un volumen muerto de
cerca de un intervalo de 1 minuto antes de que el anticuerpo alcance la camara. A intervalos de 1
minuto en lo sucesivo, las células que permanecian ligadas se contaron y expresaron como % de

células ligadas. Los resultados se registraron en video microscopia durante aproximadamente 0-20
i .

i
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minutos y los datos se analizaron después de la corrida.
[0263] Los resultados en los paneles (A) y (C) de la Figura 6 muestran que los I'neutr<'>fi|os
rodaron a velocidad mas alta sobre la P-selectina de baja densidad. Asi como el cqmplejo P-
selectina/PSGL-1 se liberd debido a cinética normal encendido/apagado de la unién Iectiha/ligando,
los neutréfilos recorrieron mayores distancias a mas alta velocidad hasta la siguiente sitio de union de
la P-selectina. A medida que el complejo se libera, la P-selectina previamente ocupada se torna
disponible para la union por anticuerpos anti-P selectina. Asi pues, los cuatro anticuerpds, G1, G3,
G4 y hSel001, mostraron funcionalidad equivalente de blogueo en el curso de 1-4 minutos.
[0264] Los resultados de los paneles (B) y (D) de la Figura 6 sobre la P-selectina de alta
densidad mostraron que los neutréfilos ruedan mucho mas despacio (10m/s) porquef un mayor
numero de sitios de union de la P-selectina esta disponible. Muchos neutrofilos llegan a.detener su
rodamiento sobre la P-selectina a esta densidad. En estas condiciones los anticuerpos mﬂlrinos Gly
G4 y el anticuerpo humanizado hSel001 fueron capaces de liberar neutréfilos rodantes y atados al
disociar el complejo P-selectina/PSGL-1 inmediatamente y en el curso de 1-8 mf!inutos. En
contraposicion, el anticuerpo G3 anti-P-selectina requirid hasta 16-20 minutos para Floquear el
rodamiento de los neutréfilos. Esto indicé que el anticuerpo G3 solo fue capaz de ligar sitios no
ocupados dé P-selectina y asi bloquear complejos P-selectina/PSGL-1, pero no fue capafz de ligary
disociar el complejo preformado. Estos ensayos de union celular bajo flujo confirman los resultados
de BIACORE previamente informados aqui que demuestran que los anticuerpos murinosjr GlyG4y
el anticuerpo humanizado hSel001 tienen propiedades de doble funcion que causan tanto el bloqueo
como a disociacion de los complejos preformados P-selectina/PSGL-1.
[0265] hSel001 tiene una intensificacion de la union frente al anticuerpo G1 de ratcgﬁn
[0266] Las afinidades de unién a la P-selectina de G1 y hSel001 se analizaron m vitro y se
compararon usando resonancia de plasmones de superficie (Biacore). La P-selectina hum‘ana soluble
se enlazd de forma covalente a un chip Biacore CM5 y el anticuerpo G1 de ratén y el anticuerpo

humanizado hSel001 se examinaron independientemente mediante introduccién al chip.

[0267] Con el fin de valorar mas a fondo la interaccién de los anticuerpos anti-P sfelectina con

la P-selectina (antigeno) se llevo a cabo un analisis cinético usando resonancia de plgsmones de
superficie (SensiQ). El anticuerpo monoclonal de raton anti-P-selectina G1 vy el? anticuerpo
humanizado hSel001 se analizaron por resonancia de plasmones de superficie sobre SensiQ. Para
analizar la cinética de union de estos dos anticuerpos, el chip sensor se funcionalizé eﬁlazando de
forma covalente ia proteina recombinante G. El anticuerpo G1 de ratén se introdujo y capturc’) sobre el
chip inyectando una solucién 20nM durante 1 minuto. El anticuerpo humanizado hSel001. se introdujo
y capturé sobre un canal separado funcionalizado de forma similar inyectando una so(;uci()n 10nM
durante 1 minuto. Se introdujeron concentraciones de P-selectina humana soluble (100nM-1,56nM) y
la unién se midié como unidades de respuesta (RU). Los datos de unién de cada uno sg analizaron
usando software de analisis Qdat. l
[0268] La Figura 7 muestra los fesultados de unién de ambos anticuerpos a una Unica
concentracion de P—selectina.
[0269] Con base en estos resultados se midié la Ky (constante de disociacidon) dehSel001 en
5,89nM comparada con una Ky de 8,94nM para el anticuerpo G1 de ratén (Tabla 2). Esto representa
una mejora de 34% en la afinidad de union del anticuerpo humanizado anti~P-seIectinal hSel001 en
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comparacién con el anticuerpo monoclonal de ratén anti-P-selectina G1. Ademas la K, (conltante de
asociacion) para hSel001 fue mas alta en 64,7% que para G1, lo cual significa que hSel001 se une
mas rapido a la P-selectina. Estos resultados indican que el anticuerpo humanizado hSel001 tiene

una mejora de la K, (afinidad) y la K, (velocidad de union inicial) frente a G1. ;

|

Table 2 — Kinetic Constants para P-Selectina

Antibody |ka (x10°M's") | kd (x10Z%s") | KD (nM) | Res. SD (RU)

G1 6.3+2 5.612 8.94+3 3.39
hSel001 2.22+1 1.30616 5.89+2 4.48
[0270] Los anticuerpos de los conceptos inventivos que aqui se revelan proporcioni;ados por

cualquiera de los métodos arriba descritos se usan de preferencia en la manufactura] de una
composicion farmacéutica para usar en el tratamiento de una patologia, que se caracteriz‘a porque
dicho tratamiento comprende administrar la composicion farmacéutica para mitigar, revertir. o inhibir
una respuesta inflamatoria o trombosis u otra patologia.

[0271] Un importante objetivo de los conceptos inventivos que aqui se revelan es usar los
anticuerpos o fragmentos o variantes funcionalmente activos de los anticuerpos mencionados para la
manufactura de una composicion farmacéutica y su uso en la prevencion y/o tratarqiento de
respuestas inflamatorias o enfermedades o trombosis como, pero sin limitaciones, las aqui d;escritas.

[0272] Por ejemplo, los conceptos inventivos que aqui se revelan en particular estén? dirigidos
a, pero sin limitaciones, usar tales anticuerpos de doble funhcion anti-P selectina o fragmentos de
anticuerpo tal como estan descritos e identificados aqui en el tratamiento de patologias o trastornos
inflamatorios, trombéticos u otros en primates (incluidos los seres humanos) los cuales involucran la
adhesion de plaquetas, eritrocitos falciformes, leucocitos, linfocitos y/o células endotelialeé, que se
caracteriza porque la patologia o trastorno comprende o esta asociada con (pero sin Iimitaéiones) al
menos uno de entre crisis de dolor vasooclusivo por células falciformes, enfermedad !intestinal
inflamatoria (p.ej., enfermedad de Crohn, colitis ulcerativa, enteritis), artritis (p.ej., artritis redmatoide,
osteoartritis, artritis psoriasica), rechazo de injerto, enfermedad injerto contra huésped, asma,
enfermedad pulmonar obstructiva cronica, psoriasis, dermatitis, sepsis, nefritis, lupus eritematoso,
escleroderma, rinitis, anafilaxia, diabetes,- esclerosis multiple, aterosclerosis, trombosis, metastasis
tumorales, reacciones alérgicas, tiroiditis, lesion isquémica por reperfusion (p.ej., debida a i;nfarto de
miocardio, ACV o trasplante de 6érganos) y pétologias asociadas con traumatismos extensos o
inflamacién crénica, como por ejemplo, hipersensibilidad retardada de tipo IV, asociada poEr ejemplo
con infeccion por bacilos tuberculosos o sindrome de respuesta inflamatoria sistémica o falla
multisistémica. El término “primate” tal como se usa en este contexto se refiere a seres humanos,
monos, incluidos babuinos y monos cangrejeros y simios, estos ultimos incluidos chimpancés,
gorilas, gibones y orangutanes, por ejemplo. Otras patologias no enumeradas aqui peré que se
relacionan con problemas inflamatorios o trombéticos o revelaciones también se pueden tratar
usando los anticuerpos y composiciones aqui descritos. _

[0273] En la composicion farmacéutica de un medicamento de acuerdo con los conceptos
inventivos que aqui se revelan, los anticuerpos se pueden formular por cualquiera de los métodos

establecidos de formulacion de composiciones farmacéuticas como, p.ej., los descritos en la Gltima
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edicion de Pharmaceutical Sciences de Remington o los descritos en otra parte de este documento.
La composicion tipicamente puede estar en una forma adecuada para inyeccién o infusion local o
sistémica y puede, en este sentido, formularse con agua estéril 0 una solucion isoténica salina o de
glucosa. Las composiciones se pueden esterilizar por técnicas convencionales de esterilizacion, bien
conocidas del estado de la técnica. Las soluciones acuosas resultantes pueden ser empacadas para
usar o filtradas en condiciones asépticas y liofilizadas, combinando la preparacion liofilizada con la
solucién acuosa estéril antes de su administracion. La composicion pueden contener sustancias
auxiliares farmacéuticamente aceptables segin sea necesario para aproximarse a las condiciones
fisioldégicas, como agentes amortiguadores, agentes de ajuste de tonicidad y similare§ como, por
ejemplo acetato de sodio, lactato de sodio, cloruro de sodio, cloruro de potasio, cloruro dé calcio, etc.
La concentracidén de proteinas puede variar ampliamente como, por ejemplo, de menos ide cerca de
0,01% hasta tanto como 15-20% o mas por peso. Una unidad de dosificacion de la éomposicién
puede contener por ejemplo de cerca de 1 g a cerca de 1000 mg de un anticuerpo o fragmento de
anticuerpo.

[0274] Los anticuerpos o fragmentos de anticuerpo de los conceptos inventivos que aqui se
revelan se pueden administrar tdpicamente o en inyeccion. Las dosificaciones son prescritas por el
médico de acuerdo con la patologia particular y el individuo particular que se va a tratar. Las
dosificaciones y la frecuencia se adaptan y ajustan con cuidado de acuerdo con parametros
determinados por el médico a cargo. Las vias preferidas de administracion pueden ser oral, inhalada,

subcutanea, intravenosa, intramuscular, intratraqueal, intravesical o intraperitoneal y se pueden dar

N

durante 24 a 48 horas o por semana, cada 14 dias, cada 4 semanas por ejemplo en el :intervalo de

0,01-1000 mg, especiaimente 0,1 mg a 100 mg, en particular 1-10 mg por kg de peso corporal. Las
dosis se pueden administrar de forma continua a través de un catéter o en bolos 'indiividuales. El
anticuerpo de la invencion se puede administrar en una cantidad eficaz como, pero sin Iimitacibnes,
los intervalos entre 1 ng/kg a 1 pg/kg, 0,01 pg/kg a 50 ug/kg, 0,1 pg/kg a 1 ug/kg, 1 ug/kg a 5 ug/kg, 5
pg/kg a 10 pg/kg, 10 pg/kg a 50 pg/kg, 50 pg/kg a 100 ug/kg, 100 mg/kg a 1 mg/kg, 1 mg/kg a 10
mg/kg o 10 mg/kg a 100 mg/kg de peso corporal.

[0275] Las composiciones farmacéuticas que es usaln en los conceptos inventivos quevaqui
se revelan que comprenden los anticuerpos aqui descritos ademas se pueden complementar con
otros compuestos terapéuticos habitualmente prescritos por el médico de acuerdo con la patologia en
particular y el individuo en particular que se van a tratar como un medicamento antiinflamatorio, que
se caracteriza porque esos medicamentos son prescritos por el médico de acuerdo con Ila patologia
en particular y el individuo en particular que se van a tratar. \

[0276] Como se anot6 en otra parte de este documento, el fenomeno de la union P-
selectina/PSGL-1 tiene importancia funcional en las interacciones de los eritrocitos falciformes,
células endoteliales, leucocitos y plaquetas, y/o adhesion de microvesiculas, rodamiento,
reclutamiento, agregacioén de los leucocitos; secrecion de citocinas por los leucocitos; promocién de
la coagulacion; y otros aspectos de inflamacion, trombosis, coagulacién, respuesta inmunitaria y
transduccion de sefiales incluidas, pero sin limitaciones, crisis de dolor vasooclusivo por células
falciformes, enfermedad intestinal inflamatoria (p.ej., enfermedad de Crohn, colitis ulcerativa,
enteritis), artritis (p.ej., artritis reumatoide, osteoartritis, artritis psoridsica), rechazo de injerto,

enfermedad injerto contra huésped, asma, enfermedad pulmonar obstructiva cronica, psoriasis,
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dermatitis, sepsis, nefritis, lupus eritematoso, escleroderma, rinitis, anafilax’ia, diabet%:s, esclerosis
multiple, aterosclerosis, trombosis, metastasis tumorales, reacciones alérgicas, tiroiditis, lesion
isquémica por reperfusion (p.ej., debida a infarto de miocardio, ACV o trasplante de 6rganos) y
patologias asociadas con traumatismos extensos o inflamacién cronica, como por ejemplo,
hipersensibilidad retardada de tipo 1V, asociada por ejemplo con infeccidn por bacilos tuberculosos o
sindrome de respuesta inflamatoria sistémica o falla multisistémica. Un anticuerpo neLthralizador (o
fragmento de los mismos) contra la P-selectina como el aqui descrito inhibira una o mas de estas
actividades en un paciente como mediada a través de la union P-selectina/receptor PSGL-1 (o en el
caso de los eritrocitos falciformes, unidn P-selectina/receptor similar al PSGL-1), in vivo o in vitro, por
ejemplo. Asi, la inhibicidn de la union P-selectina/PSGL-1 por un anticuerpo neutralizador (o
fragmento de los mismos) aqui descrito es util en el tratamiento de un paciente que pé\wdece varias
condiciones y trastornos que incluyen, pero sin limitaciones, los aqui descritos. 1 |
[0277] Los anticuerpos especificos contra P-selectina o fragmentos de unién aqui descritos
vincularse a otra molécula. Por ejemplo, los 'anticuerpos se pueden vincular a otro péptido o proteina,
toxina, radioisotopo, agentes citotoxicos o citostaticos. Los anticuerpos pueden vinéularse con
enlaces covalentes o por enlaces cruzados quimicos o por métodos recombinantes. Los ianticuerpos
también pueden vincularse a uno de entre una variedad de polimeros no proteinélceos, p.ej.,
polietilenglicol, polipropilenglicol o polioxialquilenos, en la forma estipulada en Ias patentes
estadounidenses Nos. 4.640.835; 4.496.689; 4.301.144; 4.670.417; 4.791.192; o 4.179.337. Los
anticuerpos pueden modificarse quimicamente por conjugaciQn covalente a un polimero, por ejemplo,
para aumentar su estabilidad o vida media. Los polimeros y métodos ejemplares para fijarl”os también
se muestran en las patentes estadounidenses Nos. 4.766.106; 4.179.337, 4.495.285; y 4.6:09.546.
[0278] Los anticuerpos (o fragmentos de los mismos) también pueden ser etiquetados con un
rotulo detectable. Un rétulo detectable es una molécula que, por su naturaleza quimica, proporciona
una sefial analiticamente identificable que permite la deteccién de una interaccion molecular. Una
proteina, incluido un anticuerpo, tiene un rétulo detectable si esta ligada de forma cova‘!ente 0 no
covalente ligado a una molécula que puede ser detectada directamente (p.ej., por me:dio de un
croméforo, fluoréforo o radioisétopo) o indirectamente (p.gj., catalizando una reaccion quef arroja un
producto coloreado, luminescente o fluorescente). Los rétulos detectables incluyen un radiomarcador
como *'l o0 *T¢, un metal pesado o un sustrato fluorescente, como Europio, por ejemplo, los cuales
también se pueden fijar a los anticuerpos usando quimica convencional. Los rétulos detectables
también incluyen rétulos enzimaticos como peroxidasa de rabano o fosfatasa alcalina. Llps rétulos
detectables ademas incluyen grupos funcionales quimicos como la biotina, los cuales pd}eden ser
detectados mediante la uniéon a un grupo funcional cognato especifico detectable, p.ej'g,' avidina
marcada. | |
[0279] Los conceptos inventivos que aqui se revelan también van dirigidos a un método de
tamizaje para anticuerpos anti-P selectina y fragmentos de union de los mismos los cuales rbloquean
tanto la unién P-selectina/PSGL-1 y/o los cuales causan disociacion de los complejos prefompados P-
selectina/PSGL-1. 1
[0280] Como se anotd arriba, los conceptos inventivos que aqui se revelan estan dirigidos a
anticuerpos contra P-selectina, células huésped que producen tales anticuerpos anti-P s'electina,

vectores que contienen ADN que codifica la expresion de ese anticuerpo anti-P-selectina y :rnétodos
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de tamizaje para identificar anticuerpos anti-P selectina los cuales bloquean la unién P-

selectina/PSGL-1 y en otra modalidad has una “doble funcién” de causar también la disociacion del

complejo preformado P-selectina/PSGL-1. Asi las cosas, en una modalidad los conceptos inventivos ;

que aqui se revelan estan dirigidos a un método para identificar anticuerpos anti-P selectina que :
especificamente se unen a un epitope conformacional en los aminoacidos 1-35 y mas de preferencia ’
en los aminoacidos 4-23 de la P-selectina humana (SEQ ID NO:1) (como el epitope conformacional
aqui descrito) y los cualés bloquean PSGL-1 o miméticos de los mismos, de la unién a la P-selectina
y que pueden revertir dicha union, mostrando asi una doble funcién en el bloqueo de la adhesion:
mediada por la selectina debida a la unién P-selectina/PSGL-1 y en la disociaciéon de los complejos;I
preformados P-selectina/PSGL-1. ;
[0281] El método de tamizaje en las modalidades preferidas comprende ensayos in vitroj

basados en fluido y/o basados en sustrato que se pueden usar para identificar anticuerpos anti-P,

selectina o fragmentos de los mismos que inhiben o anulan la uniéon P-selectina/PSGL-1 y de:

preferencia también causan la disociacion de los complejos preformados P-selectina/PSGL-1. Los

anticuerpos de prueba se pueden tamizar para verificar si tienen la capacidad de doble funcion corj

una serie de ensayos como, pero sin limitaciones, los aqui descritos que identificaran aquellos

anticuerpos que se unen a un epitope conformacional dentro de los aminoacidos 1-35 y mas er,'1

particular dentro de los aminoacidos 4-23 de la P-selectina y que bloquean la unién del ligando

PSGL-1 a la P-selectina y que de preferencia causan la disociacion de los complejos preformados P-

selectina/PSGL-1. Hasta el presente no se habia demostrado que los anticuerpos anti-P selectina

tuvieran la capacidad tanto de bloquear la unién de PSGL-1 a P-selectina como de causar l‘ra

disociacion de os complejos preformados P-selectina/PSGL-1. Cuando se usa aqui, el término

“anticuerpo de prueba” se refiere a anticuerpos completos o fragmentos de anticuerpos. El anticueréo

de prueba puede ser un miembro de una biblioteca (p.€j. fago, levadura o bacteria) o un fragmento de

anticuerpo en una biblioteca. La biblioteca podria sustraerse eliminando todos los miembros que Iigén

epitopes no deseados.

[0282] En una primera etapa del método de tamizaje, por ejemplo, los anticuerpos de prueba

generados contra la P-selectina se examinan para determina'r su capacidad de bloquear la unién de

PSGL-1 a P-selectina. Los anticuerpos de prueba que bloquean la unién de PSGL-1 a P-selectina r'se

tamizan para determinar su capacidad de causar la disociacion de los complejos preformados 'P-

selectina/PSGL-1. Los anticuerpos de prueba identificados como dotados de doble funcion .de

bloqueo tanto de la unién de PSGL-1 a P-selectina como de disociacion del complejo 'P-

‘selectina/PSGL-1 comprenden en particular modalidades preferidas de los conceptos inventivos qiue

aqui se revelan y se pueden usar en los métodos de los conceptos inventivos que aqui se revelan.

Algunos ejemplos de modalidades de los ensayos basadas en fluidos incluyen, pero sin Iimitacioﬁes,

(1) ensayos FACS basados en células con leucocitos o HL60/plaquetas activadas que miden

agregados celulares que han o no han sido expuestos a un anticuerpo capaz de ligar una P-seleciina

(p.€j., hSel001) o a un anticuerpo de prueba para demostrar la disociacion del complejo PSGL-1/P-

selectina, (2) un ensayo a base de liquido con base en un complejo P-selectina/GSfF’-6-

estreptavidina-biotina que ha sido 0 no expuesto a un anticuerpo capaz de ligar una P-selectina (p.ej.,

hSel001) o a un anticuerpo de prueba y medido con SEC (cromatografia de exclusion de tamaﬁo) y

(3) uso de una perla AlphaLisa como sustrato pero usada en un ensayo a base de liquido.
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[0283] En una modalidad del método, los anticuerpos de prueba que bloquean la unic'?’n de
PSGL-1 a P-selectina se identifican primero usando un ensayo de tamizaje. Por ejemplo, eﬁ una
modalidad preferida del ensayo de tamizaje, se proporciona el PSGL-1 o un mimético sintéti"’co de
PSGL-1 como GSP-6 o una porcion epitope terminal de PSGL-1 capaz de ligar una P-selectina
(opcionalmente ligado a un sustrato de soporte como un chip BIACORE), en un método conocido de
las personas medianamente versadas en el estado de la técnjca. El PSGL-1 (o el mimético de PSGL-
1) (los cuales pueden estar ligados al sustrato) se expone entonces a un complejo anticuerpo fanti-P-
selectina de prueba/P-selectina. Entonces se evalla el grado de union del complejo al s,fustrato
PSGL-1. Si el complejo anticuerpo de prueba/P-selectina no se liga al PSGL-1, el anticuérpo de
prueba se identifica como un anticuerpo de “bloqueo de funcion”. EI GSP-6 o mimetico de I‘%‘SGL-1,
en una modalidad, esta ligado a biotina. El complejo GSP-6/mimético-biotina mismo pue¢|e estar

ligado a un recubrimiento de estreptavidina sobre el sustrato, por ejemplo. b
[0284] En otra modalidad del ensayo de tamizaje se proporciona una P-selectin,ﬁ’a 0 una
porcion de la misma que mantiene la integridad del epitope conformacional e, igual'qq‘e arriba,
opcionalmente esta ligada al sustrato de soporte. Por ejemplo, una porciéon de P-sele¢tina que
mantiene el epitope conformacional incluye, pero sin limitaciones, la secuencia que comp(‘rende los
dominios de unién de lectina y EGF de la P-selectina (p.ej., aminoacidos 1-153 de la SEQ‘JID NO:1).
En esta modalidad, la P-selectina o porcidén de la misma con el epitope conformacional sefexpone al
anticuerpo de prueba, el cual se une para formar el complejo P-selectina-anticuerpo. Eﬁtonces un
PSGL-1 o un mimético del mismo de alto peso molecular como un complejo GSP- 6/b|ot|na/awd|na
se expone al complejo P-selectina/anticuerpo de prueba y se evalua el grado de union aI mismo del
PSGL-1 (o el mimético). Un anticuerpo que previene o inhibe la union de PSGL-1 al complejo P-
selectina/anticuerpo se identifica como un anticuerpo de “bloqueo de funcion”. :
[0285] En otra modalidad del ensayo de tamizaje, bien sea PSGL-1 0 un mimético del mismo
es ligado, como se describié arriba, a un sustrato de soporte (como una peria o chip‘{‘ BIACORE).
Entonces se aplica la P-selectina al PSGL-1/sustrato para formar el complejo P-selectin,'a/PSGL-1 (o
mimético). Entonces sé aplica el anticuerpo de prueba y se mide la disociacion del co;'mplejo como
una reduccion de la masa o como Unidades de respuesta (RU) dado que la P-selectina se esta
disociando. Un anticuerpo de bloqueo de funcién anti-P-selectina, que induce la disociacion del
complejo P-selectina/PSGL-1, se designa como una anticuerpo anti-P-selectina de doblgé funcién.
[0286] En una modalidad alterna de este ensayo de tamizaje, la P-selectina o una porcion de
P-selectina que comprende un epitope conformacional se puede ligar a un sustrato de soporte en vez
de al PSGL-1. El PSGL-1 o un mimético de alto peso molecular del mismo como un éomplejo GSP-
6/biotina/avidina se expone entonces a la P-selectina sobre el sustrato de soporte y se le permite
formar un complejo PSGL-1/P-selectina. El complejo PSGL-1/P-selectina se exponef entonces a un
anticuerpo de bloqueo de funcién anti-P-selectina y la disociacion del complejo 'se evalia, por
ejemplo usando un método BIACORE como el descrito en otra parte de este documeﬁto.
[0287] Todavia en otra modalidad del ensayo, el anticuerpo anti-P-selectina mismo esta
ligado al sustrato de soporte y un complejo P-selectina/PSGL-1 se expone a él y | disociacion se mide
como se explicd arriba. ‘
[0288] Aunque los conceptos inventivos que aqui se revelan y las ventajas dé los mismos han
sido descritos en detalle, debe entenderse que se pueden hacer varios cambio$, sustituciones y
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alteraciones sin apartarse del espiritu y el alcance de los conceptos inventivosfque aqui se revelan.
Mas aun, el alcance de la presente solicitud no tiene por objeto limitarseé a las modalidades
particulares del proceso, articulos de manufactura, composiciones de materié, medios, métodos y
etapas descritos en la especificacién. Como lo apreciarélfécilmente la persona medianamente
versadas en la técnica a partir de la presente revelacion, los procesos, aﬂi@ulos de manufactura,
composiciones de matera, medios, métodos o etapas, que existen en el presente o que se
desarrollen en el futuro que cumplan sustancialmente la misma funciéon o alcq"ncen sustancialmente
el mismo resultado que las modalidades correspondientes aqui descritas se pueden utilizar de
acuerdo con los conceptos inventivos que aqui se revelan. Segun esto, la invenciéon aqui descrita
tiene por objeto incluir dentro de su alcance esos procesos, articulos de manufactura, composiciones
de materia, medios, métodos o etapas. '

[0289] Cada una de las referencias, patentes o publicaciones que a:qui se citan, incluidos,
pero sin limitaciones, los Nos. de serie estadounidenses 12/974.539; 12/974.739; 12/516.987; y

WO 2008/069999, se incorporan expresamente a la presente mediante referencia en su integridad.
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Lo que se reivindica es: |

1.

10.

11.

12.
13.
14.

15.

Un anticuerpo aislado o fragmento de unién del mismo el cual espécificamente se une a un
epitope conformacional de la P-selectina, que se caracteriza porque el epitope
conformacional esta dentro de las posiciones de aminoacido 1-35 della SEQ ID NO:1.
El anticuerpo o fragmento de unién aislado de la reivindicacion 1, que se caracteriza porque €l
epitope conformacional esta dentro de los aminoacidos 4-23 de la SEQ ID NO:1.
El anticuerpo o fragmento de unién aislado de la reivindicacion 2 que se caracteriza porque eI
epitope conformacional comprende las posiciones de aminoacido 4,14, 17, 21y 22 de la SEQ
ID NO:1.
El anticuerpo o fragmento de union aislado de la reivindicaciéon 3 que se caracteriza porque
los aminoacidos en las posiciones de aminoacido 4, 14, 17, 21y 22 son H, I, K, Ny R,
respectivamente.
El anticuerpo o fragmento de unién aislado de la reivindicacion 4 que se caracteriza porque la
union se anula cuando una o mas cualesquiera de las posiciones de aminoacido 4, 14, 17, 21
0 22 es sustituida con N, N, V, R o H, respectivamente. |
El anticuerpo o fragmento de union aislado de la reivindicacién 1, que comprende la
capacidad de bloguear la union del ligando 1 de la glucoproteina P-selectina (PSGL-1) a la P-
selectina. :
El anticuerpo o fragmento de union aislado de la reivindicacion 1, que ademas comprende la
capacidad de causar la disociacion de un complejo preformado P-selectina-PSGL-1.
El anticuerpo o fragmento de union aislado de la reivindicaqién 1, que comprende la
capacidad de bloquear la funcion de P-selectina inhibiendo la union de células endoteliales
activadas a leucocitos, linfocitos, eritrocitos falciformes, y/o plaque’%as.
El anticuerpo o fragmento de unién aislado de la reivindicat’ﬁién 1, que comprende la
capacidad de bloquear la funcion de la P-selectina inhibiendo‘ la union de las plaquetas
activadas a leucocitos, linfocitos, eritrocitos falciformes, y/o pIaquétas.
El anticuerpo o fragmento de union aislado de la reivindica_é:ién 1, que comprende Ila
capacidad de causar la disociacion de la unidén célula-célula er‘[1tre las células endoteliales
activadas y leucocitos, linfocitos, eritrocitos falciformes, y/o plaquetas
El anticuerpo o fragmento de unién aislado de la relvmdlcamon 1, que comprende la
capacidad de causar la disociacion de la uniéon célula-célula entre las plaquetas activadas y
leucocitos, linfocitos, eritrocitos falciformes, y/o plaquetas. |
El anticuerpo o fragmento de unién aislado de la reivindicacion 1,¥que se caracteriza porque el
anticuerpo o fragmento del mismo es monocional. |
El anticuerpo o fragmento de unién aislado de la reivindicacion 1,'que se caracteriza porque el
anticuerpo o fragmento del mismo es quimérico, humano o humahizado.
El anticuerpo o fragmento de unién aislado de la reivindicacion 1, que comprende una
inmunoglobulina seleccionada de entre la clase compuesta por IgA, IgD, IgE, 1gG e IgM.
El anticuerpo o fragmento de unién aislado de la reivindicacion 14 que se caracteriza porque
el anticuerpo o fragmento de unién aislado del mismo es una IgG seleccionada de entre un
isotipo compuesto por IgG1, 1gG2, IgG3, 1gG4 o una quimera 19G2/G4.
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16.

17.

18.

19.

20.
21.

22.
23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

El fragmento de unién de la reivindicacién 1, que comprende por lo lmenos uno de entre un
fragmento Fab, Fab', F(ab)2 o scFv. |

El anticuerpo o fragmento de unién aislado de la reivindicacion 1, e! cual se une al epitope
conformacional con una Ky < 1000 nM, una K4 < 500 nM, una K4 < 100 nM, una K4 < 50 nM,
una Ky 25 nM, una Ky < 10 nM, una K4 < 5 nM, una K; <1 nM o una Kq<0,1 nM.

El anticuerpo aislado de la reivindicacion 1, el cual es designado como el anticuerpo
monoclonal derivado del hibridoma que tiene Designacion ATCC No. PTA 12154 o un
anticuerpo humanizado que comprende las CDRs del mencionado aniicuerpo monoclonal.
Una composicion que comprende el anticuerpo o fragmento de union aislado de la
reivindicacion 1, dispuesto dentro de un transportador, vehiculo o diluyente
farmacéuticamente aceptable. ' -

Una linea celular que expresa el anticuerpo o fragmen'to de unién de la reivindicacion 1.

La linea celular de la reivindicacién 20 que comprende el hibridoma que tiene Designacion
ATCC No. PTA 12154, |

Un anticuerpo monoclonal aislado producido por el hibridoma de la reivindicacion 21. |

El anticuerpo monoclonal aislado de la reivindicacién 22 que se caracteriza porque el
anticuerpo monoclonal se designa como G4. |

Un anticuerpo humanizado aislado que comprende las CDRs dél anticuerpo monoclonal
producido por el hibridoma de la reivindicacion 21.

Un método para tratar o inhibir una patologia o trastorno inflamétorio 0 trombotico en un
sujeto que tiene necesidad de dicha terapia, que comprende: Administrar al sujeto una
cantidad terapéuticamente efectiva de un anticuerpo o fragmento dg union del mismo el cual
especificamente se une a un epitope conformacional de laP-selectina el cual se encuentra
dentro de las posiciones de aminoacido 1-35 de la SEQ ID NO:1. '

El método de la reivindicacion 25 que se caracteriza porque el epitope conformacional esta
dentro de las posiciones de aminoacido 4-23 de la SEQ ID NO:1.

El método de la reivindicacion 25 que se caracteriza porque el epitope conformacional
comprende las posiciones de aminodacido 4, 14, 17, 21y 22 de la SEQ ID NO:1.

El método de la reivindicacion 27 que se caracteriza porque los aminoacidos en las
posiciones de aminoacido 4, 14, 17,21y 22sonH, |, K, Ny R, respectivamente.

El método de la reivindicacion 28 que se caracteriza porque la unidn se anula cuando una o
mas cualesquiera de posiciones de aminoacido 4, 14, 17, 21 0 22 es sustituida con N, N, V, R
o H, respectivamente. |

El método de la reivindicacién 25 que se caracteriza porque el anticuerpo o fragmento de
union del mismo comprende la capacidad de bloquear la unién del ligando 1 de la
glucoproteina P-selectina (PSGL-1) a la P-selectina. |

El método de la reivindicacion 25 que se caracteriza porque el anticuerpo o.fragmento de
union del mismo ademas comprende la capacidad de causar la disociacion de un complejo
preformado P-selectina-PSGL-1. |

El método de la reivindicacion 25 que se caracteriza porque el anticuerpo o fragmento de
unién de la reivindicacién 1, comprende la capacidad de causar la disociacion de la unién

célula-célula entre células endoteliales activadas y leucocitos, linfocitos, eritrocitos falciformes,
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33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

y/o plaguetas. .

El método de la reivindicacidn 25 que se caracteriza porque el aﬁticuerpo o fragmento de
unién de la reivindicacion 1, comprende la capacidad de causar la disociacién de la union
célula-célula entre plaquetas activadas y leucocitos, linfocitos, e‘ritrocitos falciformes, y/o
plaquetas. [

El método de la reivindicacidon 25 que se caracteriza porque el anticuerpo o fragmento de
unién del mismo comprende la capacidad de bloquear la funcion dg la P-selectina inhibiendo
la union de células endoteliales activadas a leucocitos, linfocitos, eritrocitos falciformes y/o
plaquetas. |

El método de la reivindicacion 25 que se caracteriza porque el anticuerpo o fragmento de
unién del mismo comprende la capacidad de bloquear la funcién de la P-selectina inhibiendo
la unién de las plaquetas activadas a leucocitos, linfocitos, eritrocitos falciformes y/o
plaquetas. |

El método de la reivindicacion 25 que se caracteriza porque el anticuerpo o fragmento de
union del mismo es monoclonal. i

El método de la reivindicacion 25 que se caracteriza porque el anticuerpo o fragmento del
mismo es quimérico, humano o humanizado. ;

El método de la reivindicacién 25 que se caracteriza porque el anticuerpo o fragmento de
union del mismo comprende una inmunoglobulina seleccionada de entre la clase compuesta
por IgA, IgD, IgE, 19G e IgM.

El método de la reivindicacion 38 que se caracteriza porque el anticuerpo o fragmento de
unién del mismo es una IgG1, 19G2, IgG3, IgG4 o uma quimera IgG2/G4.

El método de la reivindicacion 25 que se caracteriza porque el fragmento de unién comprende
por lo menos uno de entre un fragmento Fab, Fab’, F(ab)2 o scFv.

El método de la reivindicacién 25 que se caracteriza porque el énticuerpo o fragmento de
unién del mismo se une al epitope conformacional con una Ky < 1000 uM, una Ky < 500 nM,
una Ky £ 100 nM, una K4 £ 50 nM, una K4 £ 25 nM, una K4 = 10 nM, una K4 <5 nM, una Ky < 1
nM o una Ky < 0,1 nM. _

El método de la reivindicacidon 25 que se caracteriza porquei la patologia inflamatoria,
trombética u otro padecimiento o trastorno esta relacionada con por lo menos uno o mas de
plagueta, eritrocito falciforme, leucocito, linfocito o célula endoteli’al adhesion, vasoocculsive
célula falciforme crisis de dolor, trombosis, aterosclerosis, metéstiasis tumorales, reacciones
alérgicas, tiroiditis, psoriasis, dermatitis, nefritis, lupus eritematéso, escleroderma, sepsis,
rinitis, anafilaxia, diabetes, esclerosis multiple, rechazo de iinjerto, graft vs. huésped
enfermedad, asma, enfermedad pulmonar obstructiva créniéa, enfermedad intestinal
inflamatoria, artritis y lesion isquémica por reperfusion, Ratologias asociadas con
traumatismos extensos o inflamacion cronica, sindrome de respuesta inflamatoria sistémica y
falla multisistémica. ‘

El método de la reivindicacion 42 que se caracteriza porque la lesion isquémica por

reperfusion es causada por al menos uno de entre infarto de mioJ.cardio, ACV y trasplante de

érganos. ‘

El método de la reivindicacion 25 que se caracteriza porque el miencionado anticuerpo se le
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45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.

55.

56.

administra al sujeto por via parenteral, intramuscular, intraperitoneal, epidural u oral,
intravenosa, subcutanea o nebulizada. |

El método de la reivindicacion 25 que se caracteriza porque el mencionado anticuerpo o
fragmento de union se le administra al sujeto en cantidad de 1 ng/kg ai100 mg/kg.

El método de la reivindicaciéon 25 que se caracteriza porque el anticuerpo es un anticuerpo
monoclonal designado aqui como G1, hSel001, G4 o un anticuerpo humanizado que
comprende las CDRs del mencionado anticuerpo monoclonal.

Un método para bloquear la unién célula-célula del ligando 1 de la gl‘lucoproteina P-selectina
(PSGL-1) a la P-selectina, que comprende: Administrar a plaquetas activadas, leucocitos,
linfocitos, y/o eritrocitos falciformes un anticuerpo o fragmento de unién del mismo el cual
especificamente se une a un epitope conformacional de P-selectina q%ue se encuentra dentro
de las posiciones de aminoacido 1-35 de la SEQ ID NO:1.

El método de la reivindicacion 47 que se caracteriza porque el antiéuerpo o fragmento de
unién del mismo ademas comprende la capacidad de causar la disociacion de un complejo
preformado P-selectina-PSGL-1. | ,

El método de la reivindicacion 47 que se caracteriza porque el anticuerpo o fragmento de
unién de la reivindicacion 1, comprende la capacidad de causar la disociacion de la union
célula-célula entre células endoteliales activadas y leucocitos, linfocitos, eritrocitos falciformes,
y/o plaguetas. i
El método de la reivindicacién 47 que se caracteriza porque el anticuerpo o fragmento de
unién de la reivindicacion 1, comprende la capacidad de causar la disociacién de la union
célula-célula entre plaquetas activadas y leucocitos, linfocitos, eritr!ocitos falciformes, y/o
plaguetas. \

El método de la reivindicacion 47 que se caracteriza porque el antiéuerpo o fragmento de
union del mismo comprende la capacidad de bloquear la funcion de la P-selectina inhibiendo
la unién de las células endoteliales activadas a Ieucoc'itos, linfocitos, er‘;itrocitos falciformes y/o
plaquetas.

El método de la reivindicacion 47 que se caracteriza porque el antiéuerpo o fragmento de
unidn del mismo comprende la capacidad de bloquear la funcién de la P-selectina inhibiendo
la unién de plaquetas activadas a leucocitos, linfocitos, eritrocitos falcifqrmes y/o plaguetas.

El método de la reivindicacion 47 que se caracteriza porque el anticuerpo es un anticuerpo
monoclonal designado aqui como G1, hSel001, G4 o un anticu?rpo humanizado que
comprende las CDRs del mencionado anticuerpo monocional.

Un método de tamizaje, que comprende: Exponer un epitope conformacional de P-selectina a
un anticuerpo de prueba capaz de ligar al epitope conformaciona), formar un complejo
epitope-anticuerpo de prueba; exponer el complejo epitope-anticuerpo de prueba a un PSGL-
1 o un mimético de PSGL-1 capaz de ligar la P-selectina; y concluid que el anticuerpo de
prueba bloguea la unién de PSGL-1 a P-selectina cuando el PSGL-1 o mimético de PSGL-1
no es capaz de ligar el complejo epitope-anticuerpo de prueba. |

El método de tamiZaje de la reivindicacién 54 que se caracteriza porque el epitope
conformacional esta dentro de los aminoacidos 1-35 de la SEQ ID NO:1.

l
El método de tamizaje de la reivindicacidon 54 que se caracteriza porque el epitope
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57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

conformacional esta dentro de los aminoacidos 4-23 de la SEQ ID NO:1.

El método de tamizaje de la reivindicacion 54 que se caracteriza porque el epitope
conformacional comprende las posiciones de aminoacido 4, 14, 17, 21 y 22 de la SEQ ID
NO:1. |

El método de tamizaje de la reivindicacion 57 que se caracteriza porque el epitope
conformacional ademas comprende las posiciones de aminoacido b0 y 23 de la SEQ ID NO:1.
El método de tamizaje de la reivindicacion 57 que se caracteriza porque los aminoacidos en
las posiciones de aminoacido 4, 14, 17, 21 y 22 de la SEQ ID:NO:1 son H, |, K, Ny R,
respectivamente.

El método de tamizajé de la reivindicacién 54 que se cara;cteriza ‘porque el epitope
conformacional se proporciona como un componente de una proteina intacta de P-selectina
que esté ligado al sustrato.

El método de tamizaje de la reivindicacion 54 que se caracteriza porque el epitope
conformacional se proporciona como un componente de una porcion de la proteina de P-

|

selectina que esta ligado al sustrato. :
El método de tamizaje de la reivindicacion 54 que se carécteriza porque el epitope
conformacional esta ligado a un sustrato de soporte.

El método de tamizaje de la reivindicacion 54 que se caracteriza porque el PSGL-1 o
mimético de PSGL-1 esta ligado a un sustrato de soporte. |
Un método para caracterizar un anticuerpo anti-P-selectina, que comprende: Proporcionar un
complejo preformado P-selectina/PSGL-1 que comprende una proteina de PSGL-1 intacta, un
fragmento de PSGL-1 o un mimético de PSGL-1 que esta ligado a una proteina de P-selectina
o fragmento de la misma que comprende un epitope conformacional al cual se puede unir un
anticuerpo de bloqueo de funcion anti-P-selectina; exponer el complejo preformado P-
selectina/PSGL-1 al anticuerpo anti-P-selectina en condiciones adecuadas para permitir que
el anticuerpo anti-P-selectina se una al epitope conformacional; y caracterizar el anticuerpo
anti-P-selectina con respecto a su capacidad de causar la disociacion del complejo
preformado P-selectina/PSGL-1. |

El método de la reivindicacion 64 que se caracteriza porque el epitope conformacional esta
dentro de los aminoacidos 1-35 de la SEQ ID NO:1.

El método de la reivindicacion 64 que se caracteriza porque el epitope conformacional esta
dentro de los aminoacidos 4-23 de la SEQ ID NO:1. #

El método de la reivindicacion 64 que se caracteriza porquei el epitope conformacional
comprende las posiciones de aminoacido 4, 14, 17, 21y 22 de la SEQ ID NO:1.

El método de la reivindicacion 67 que se caracteriza porque los aminoacidos en las
posiciones de aminoacido 4, 14, 17,21y 22son H, |, KK Ny R, re?pectivamente.

El método de la reivindicacion 67 que se caracteriza porque§ el epitope conformacional
ademas comprende las posiciones de aminoacido 20 y 23 de la SEQ ID NO:1.

El método de la reivindicacion 64 que se caracteriza porque la proteina de P-selectina o
fragmento de la misma que comprende el epitope conformacional esta ligada a un sustrato de
soporte. i

El método de la reivindicacion 64 que se caracteriza porque Iafproteina PSGL-1 intacta, el
{
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72.

73.

74.

75.

76.

77.

78.

fragmento PSGL-1 de la misma o el mimético de PSGL-1 estan Iigados a un sustrato de
soporte.

i

Un sustrato de prueba que comprende un sustrato de soporte y un ¢pitope conformacional
ligado al sustrato de soporte y en el cual se puede unir el epitope conformacional al
anticuerpo de bloqueo de funcion anti-P-selectina, que se caracteﬁiza porque el epitope
conformacional esta dentro de los aminoacidos 1-35 de la SEQ ID NO:1.

El sustrato de prueba de la reivindicacion 72 que se caracteriia porque el epitope
conformacional esta dentro de los aminoacidos 4-23 de la SEQ ID NO:1. '

El sustrato de prueba de la reivindicacion 72 que se caracteriza porque el epitope

conformacional comprende las posiciones de aminoacido 4, 14, 17, 21 y 22 de la SEQ ID
NO:1. ‘

i

El sustrato de prueba de la reivindicacion 72 que se caracterizé porque el epitope
conformacional ademas comprende las posiciones de aminoacido 20 y 23 de la SEQ ID NO:1.
El sustrato de prueba de la reivindicacién 72 que se caracteriza porqul;e los aminoacidos en
las posiciones de aminoacido 4, 14, 17, 21 y 22 de la SEQ ID:NO:1: son H, |, K, Ny R,
respectivamente.

El sustrato de prueba de la reivindicacion 72 que se caracterizalg porque el epitope
conformacional se proporciona como un componente de una proteina intacta de P-selectina la
cual esta enlazada al sustrato de soporte. |

El sustrato de prueba de la reivindicacion 72 que se caracteriza porque el epitope

conformacional se proporciona como un componente de una porcion de la proteina de P-
selectina la cual esta enlazada al sustrato de soporte. l
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1. RESUMEN \

t

2. Se revelan anticuerpos que se unen especificamente a la P-selectina, bloquéan la union del PSGL-1
a la P-selectina y causan la disociacion de los complejos preformados P-selectina/PSGL-1. La
revelacion identifica un dominio de unién del anticuerpo (un epitope conformacional) de la P-selectina
hasta ahora desconocido, cercano al N-terminal, al cual se unen los anticUerpos (los cuales, por
ejemplo, pueden ser anticuerpos quiméricos, humanos o humanizados). Se r‘)‘evelan anticuerpos que
se unen al epitope conformacional de la P-selectina y que tienen una doble funcién de bloqueo de la
union de PSGL-1 a P-selectina y de disociacion de los complejos preformados P-selectina/PSGL-1.
Tales anticuerpos anti-P selectina de doble funcién y los fragmentos de unién de los mismos se
pueden usar en el tratamiento de una variedad de patologias y trastornos inflamatorios y trombéticos

agudos y cronicos. También se revelan métodos de tamizaje para identificar y caracterizar esos
anticuerpos.
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