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ANTICUERPOS ANTI-PSGL-1 Y USOS DE LOS MISMOS

1. Solicitudes relacionadas

La presente solicitud reivindica el beneficio de ]

fecha de presentacién de la solicitud
61/496.249, presentada el 13 de du
"Anticuerpos ANTI-PSGL-1 y usos de
ensefianzas 1'% el contenido de la mencionada 5

provisional se incorporan en esta memoria descriptis

iva por
referencia.
2. CAMPO DE LA INVENCION
En la presente memoria descriptiva se proveen
nticuerpcs que se unen especificamente al ligande-1 de

los vectores

de expresidén que comprenden tales polinucleébtides, 1las
huésped que comprenden tales vectores de expresid
composiciones relacionadas. También se pr

para el tratamiento de un trastorno ¢ un t

=

asterno causado por,
0 asociado con, una mayor proliferacién y/o ntmerc de células T

activadas, tal como scriasis, por medio del uso de anticuerpos

anti—-FSGL-1.

3. ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Las respuestas inflamatcrias a una infeccidn o lesiones
son iniciadas por la adherencia de leucocitos a la pared
vascular (McEver et al., 1997, J. Clin. Invest., 100 (3): 485-

1 una familia de glicoproteina:s
= i

i



gque median las primeras interacciones entre células
endoteliales - leucocito y plaguetas - leucocitos, durante la
inflamacién. La familia de las selectinas, gque consta de L-
selectina, E-selectina y P-selectina, comprende un dominio
lectina NH:;-terminal, sequido por un dominic similar a EGF, una
serie de repeticiones de consenso, un dominic de transmembrana
y una corta cola citoplasmica. Los dominios de lectina de las
selectinas interactian con ligandos glicoconjugados especificos
con el fin de facilitar la adhesién celular. La L-selectina,
expresada en la mayoria de los leucocitos, se une a ligandos en
algunas células endoteliales y otros leucocitss. La E-
selectina, expresada en las células endoteliales activadas por
citoquina, se une a ligandos en la mayoria de los leucocitos.
La P-selectina, expresada en las plaguetas activadas y células
endoteliales, también se une a ligandos en la mayoria de los
leucocitos.

El ligande-1 de glicoproteina FP-selectina ("PSGL-1")

también conccide como SELPLG o CDL162 (grupo de diferenciacién
= P

s

162) es un ligando de glicoproteina tipo mucina humana para las

tres selectinas (Constantin, Gabriela, 2004, Drugs News
Perspect; 17(9): 579-585; McEver et al.; 1997, J. Clin.
Invest., 100 (3): 485-4G62) El PSGL-1 es un homodimerc unido

por disulfuro, con dos subunidades de 120 kD y se expresa en la
superficie de 1los menccitos, Ilinfocitos, granulocitos y en
algunas ceélulas madre CD34°. Es ©probable gque el PSGL-1
contribuya al reclutamiento de leucociteos patolégicos en muchos
desérdenes inflamatorios, ya que facilita las interacciones
adhesivas de las selectinas, lo gue sugiere que los inhibidores
de PSGL-1, tal ceme anticuerpos a PBSGL-1, son medicamentos

antiinflamatoriocs potencialmente Gtiles.



S8e han desarrcllade wvarios anticuerpes anti-PSGL-1
(véase, por ejemple, la publicacidn de solicitud internacicnal
No. WO 2005/110475, publicada el Z4 de noviembre de 2005; 1la
publicacién de solicitud internacieonal No. WO 2003/013603,
publicada el 20 de febrerc de 2003; Constantin, Gabriela, 2004,

Drugs News Perspect, 17(9): 579-385).

4. DESCRIPCION DE LA INVENCION

En un aspecto, aqui se proveen anticuerpos y fragmentos
de wunidén a antigenc derivados de anticuerpo gue se unen
especificamente a P3GL-1. En una modalidad, agui se provee un
anticuerpo monoclonal gue se une de manera inmuncespecifica a

\

PSGL-1 de humano, gque comprende: (i) una regién variable de

ad]

ecuencia de aminséacido

o

cadena liwviana (“WL”) que comprende 1
de la SEQ ID NO: 3; (ii) una cadena pesada que comprende una
region variable de cadena pesada (“WH”) que comprende la
secuencia de amincadcido de la SEQ ID NO: 4; y (iii}) una regidn
constante de IgG4 humana gque contiene una sustitucidén de Serina
per Prolina en el aminoacido 228 de la cadena pesada enumerada
de acuerds al indice EU (inmunoglobulina gama-G1l) (Véase,
Edelman et agl., 1969, Proc. Natl. Acad. Sci. USAE, 63(1): 78-

85) . En una modalidad especifica, aqul se provee u
e '
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moneclonal gque se une de manera inmuncespecifica a PSGL-1 de
humane gque ccomprende: (1) una cadena liviana que comprende la

secuencia de aminodcido de la SEQ ID NO: 1; vy (ii) una cadena

P

pesada gue comprende la secuencia de aminoacide de la SEQ ID

[&

NO: Z2.En otra modalidad especifica, agul se provee un
anticuerpc mencoclonal que se une de manera inmuncespecifica a

PSGL-1 de humano dgque comprende:

d

una cadena pesada que

consiste de la SEQ ID NO: 2; ¥y (ii)una cadena liviana que



consiste de la SEQ ID NO: 1l.En otra modalidad especifica, aqui

2,

se provee un anticuerpc menoclonal gue se une e manera
inmunoespecifica a PSGL-1 de humanoc gue comprende una cadena
pesada gue comprende la secuencia de amincadcidc de la SEQ ID
NO: 2, vy una cadena liviana complementaria. En una modalidad
especifica, cualguiera de los anticuerpes monoclonales antes
indicades esta purificado.

En otro aspecto, aqul se provee una composicion
farmacéutica que comprende cualquiera de los anticuerpos
monoclonales y un vehiculeo farmacéuticamente aceptakle. En una
modalidad especifica, la composicidn farmacéutica comprende un
anticuerpo meonoclonal gue esta purificada.

En  una modalidad, agul se ©provee una preparacibn
farmacéutica gque comprende cualquiera de 1los anticuerpos
monoclonales antericres en una solucién acuosa gue comprende
citrato de sodio, clorure de sodig, y édcide citrige
monohidrato. En wuna modalidad especifica la preparacioén

At

farmacéutica es una solucidén acuosa gque comprende 9,1 mM
citrato de scdio dihidrato, 150 mM de clorurc de sodio, y 0,8
mM de Aacido citrico. En otra modalidad especifica, el
anticuerpe meonoclonal estd presente a una concentracién de
0,267 mM en la preparacidén farmacéutica. En una modalidad
especifica, la preparacién farmacéutica es una solucidén acucsa
que comprende 2,676 ¢g/L de sodic, 8,766 ¢/L de clorurc de
sagdio; 0,2 g/L de polisorbatc 80, v 0,189 g/L de &dcide citrico.
En otra modalidad especifica, el anticuerpo nmonoclonal esta

presente a una concentracion de 40 g/L en la preparacion

farmaceutica. En una modalidad especifica, todas las soclucicnes

acuosas antes indicadas se encuentran a pH 6,0.



En otro aspecto, aqui se proporcionan pelinucledtidos
que codifican un anticuerpo descrite agui o un fragmento de
unién a antigeno del mismc. En una modalidad especifica, aqui
se proporciona un peolinucledtido aislad gue codifica una
cadena pesada de anticuerpo gue comprende la SEQ ID NO: 2. En

una modalidad, un vector de expresion comprende al

ie]

olinucledtido aislado antes indicado. En ciertas modaligd aes,
el vector de expresidén ademéds comprende un peolinucleédtido aue
codificd una cadena liviana de anticuerpo gue comprende la SEQ
ID NO: 1. En una modalidad especifica, el vector de expresibén
es un vector de expresidon de mamifero. En otro aspecto, agqui se
proporciona una célula huésped que comprende al vector de
expresidn antes indicado. En una modalidad especifica, la
célula huésped comprende (a) un primer A&cide nucleico que
codifica la SEQ ID N@: 2, funcionalmente unido a un premotor
funcional en dicha célula huésped; y (b) un segunde acido

nucleico que codifica la SEQ ID NO: 1 funcionalmente unido a un

2

promotor funcional en dicha célula huésped. En otra modalidad

L

¥

especifica, el primer y segundo &cidos nucleicos de la célula

i

huesped se encuentran en el mismo vector de expresicén o en

vectores de expresidn diferentes.

m-

En otre aspects, aqul se proporciona un método para
producir cualguiera de los nticuerpos rmonoclonales arriba
indicades gque comprende cultivar a cualquiera de las células
huésped arriba indicadas de tal mods que dichoes primers vy

segundo acidos nucleicos se expresan en dicha célula, y dichas

cadenas liviana y pesada se ensamblan juntas para formar dicho

En otro aspecto, agui se provee una cadena pesada de

anticuerpo gque comprende la SEQ ID NO: 2 & un fragmento de



cadena pesada de anticuerpo que comprende los aminodcidos 1 a
228 de la SEQ ID NO: 2. En una modalidad especifica, agul se
provee una cadena pesada de anticuerpo gue comprende la SEQ ID
NO: 2. En otra modalidad especifica, agui se provee un
fragmente de cadena pesada de anticuerpo que comprende 1os

aminoacidos 1 a 228 de la SEQ ID NO: 2. También se provee agui

s

el método para producir la cadena pesada antes indicada que

comprende cultivar a cualguiera de las o

(B

lulas huésped arriba
indicadas de tal modo que dicha cadena resada es expresada por
la ceélula, y aislar dicha cadena pesada. En una modalidad
especifica, un método para producir cualquiera de los
anticuerpos arriba indicados comprende producir la cadena
pesada de acuerdo al método arriba indicade para producir la
cadena pesada, aislar dicha cadena pesada, y formar un compleijo
con dicha cadena pesada con una cadena liviana de anticuerpo
gue cemprende la SEQ ID NO:1.

En otro aspecto, agui se proporciona un kit gque
comprende un primer embase de cualgquiera de los anticuerpos
monoclenales arriba indicade. En una modalidad especifica, el
primer embase es un frasco gue contiene a dicho anticuerpo
monoclonal come un cuerpo estéril licfilizado bajo vacio, y el
kit, ademds comprende un segundo embase gque comprende un fluide
farmacéuticamente aceptable. Agui también se properciona  un
dispositivo para inyeceidén que contiene a cualquiera de los
anticuerpos monoclonales antes indicados. En una modalidad
especifica, el dispositivo para inyeccién es una jeringa.

En otro aspecto, aqui se proporcionan métodos para
prevenir y/o tratar una enfermedad o desorden ascociade con o
provecado por (totalmente o en parte) un aumenta y/o cantidades

de células T activadas respecto de los individucs sanos o de



los individuos que no tiene la enfermedad o <desorden
particular. En una modalidad especifica, agui se proporciona un
método para tratar un desorden inflamatoric, gque ccmprende
administrar a un individuo gque lo necesita una cantidad
terapéuticamente eficaz de ualguiera de les anticuerpcs
monoclonales antes indicados. En otra medalidad especifica, un

método para tratar un desorden inflamatorio, comprende

ita una cantidad

tn

administrar a un individuo gque lo nece
terapéuticamente eficaz de cualgquiera de las composicicnes
farmacéuticas antes indicadas. En una modalidad especifica, el

desorden inflamatorio es una enfermedad auteoinmune. En otra

{131
53|
3

modalidad especifica, el descrden inflamatorio es soriasi
otra medalidad especifica, el descrden inflamatorioc es soriasis
de placa. En otra modalidad especifica, la soriasis de placa es
moderada a severa, En otra modalidad especifica, el desorden
inflamatorio es soriasls eritreodérmica. En otra modalicad

especifica, el desorden inflamatoric es artritis soriatica. En

otra modalidad especifica, el desorden inflamatorio es artritis

reumatoidea. En otra modalidad especifica, el desorden
inflamatoric es enfermedad de Crochn. En otra modalidad
especifica, el desorden inflamateric es espondilitis
anguilosante. En otra modalidad wespecifica, el desorden

inflamatoric es diaketes.

5. BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Fig. 1 presenta la electroforesis capilar en gel no reductora
(CGE) para hlbA7 y 15A7H. La flecha indica el pico pars

media molécula de anticuerpo.



Fig. 2 presenta la unién del anticuerpc 15A7H v el control a

Fig.
Fig. 4
Fag. b
Fig.

celulas TCD4+ humanas activadas. Los valores de EC50
(nM}) se derivaron utilizande un modele de ajuste de 4
parametros de un sitio graficando la intensidad de
fluorescencia media (MFI) wversus la concentracién de
anticuerpo.
3 presenta la respuesta a la dosis combinada del
anticuerpo 13A7H en DTH trans-vive en PBMC de 4
donantes. La media * SEM combinada de los 4 donantes
después del tratamiento cen C,03, 0,1, 0,3, 1 y 10 mg/kg
de anticuerpo; o vehiculo. pbmc: solo PBMC, V: vehiculo,
0,03, 0,1, 0,3, 1 y 10 mg/kg de anticuerpec 15A7H. Las
inhibiciones porcentuales del grosor de la planta del
pie en respuesta al tratamiento con 0,03, 0;1, 0,3 L; vy
10 mg/kg de anticuerpc 152
presenta las concentraciones plasmaticas de 24 horas del
anticuerpc 15A7H en ratones C57BL/6 luego de una Unica

inyeccion intraperitoneal. Los niveles plasmaticos

=)

combinados de los dos anticuerpeos {media * SEM, n=4) en
raza animales ‘experimentales se grafican contra su
porcentaje de inhibicién del grosor de la planta del pie

4l

en el ensayec DTH trans-vivo.

.

or

(

2senta las concentraciones plasmaticas de 13A7H versus
el tiempo en ratones C57BL/6. Be dosificd 4 ratones
satelites por via intraperitoneal con 0,03, 0,1, 0,3, I,
v 10 mg/kg del anticuerpe 13B7H. Se recolectaron las
muestras sangulneas a las 1, 3, 5 v 24 hrs.

6 presenta la actividad de los anticuerpos 15A7H vy

contrel, que fuercn probados a distintas concentraciones

(5, 0,5, 0,05, 0,005 v 00,0005 pg/mi).

i



Fig. 7A presenta la secuencia de aminocacido de la cadena pesada
del anticuerpo 15A7H (SEQ ID NO: 2). La regidn wvariable
de la cadena pesada (SEQ ID NO: 4) se encuentra en letra
negrita. Las CDR (CDR1 {(SEQ ID NO: 8), €CDR2 (SEQ ID NO:
89), y CDR3 (SEQ ID NO: 10)) se encuentran enmarcadas en
cuadrado. Las regiones de marco (FR1 (SEQ ID NO: 17},
FR2 (SEQ ID NO: 18), FR3 (SEQ ID N©: 19), y FR4 (SEQ ID
NO: 20)) también se encuentran indicadas. Se encuentra
indicada la regidén constante. La secuencia de amincécido
de la regién de bisagra (SEQ ID NO: 12) se encuentra
enmarcada. La prolina substituida en la posicién de
aminoacide 228 en la regién de bisagra se encuentra en
letra cursiva.

Fig. 7B presenta la secuencia de aminocidcids de la cadena
liviana del anticuerpo 15A7H (SEQ ID NO: 1). La regién
variable de cadena liviana (SEQ ID NC: 3) esta en letra
negrita. Las CDR (CDR1 (SEQ ID NO: 5), CDR2 (SEC ID NO:

6}, ¥ CDR2 (SEQ ID NQ: 7)) se encuentran enmarcadas. Lz

o
w0

regiones de marco (FR1 (SEQ ID NO: 13), FR2 |

-
=

0

EQ TID

'1
(@8}

14), FR3 (SEQ ID NO: 15), v FR4 (SEQ ID NO: 16)) también
se encuentran indicadas. Se encuentra indicada la regién

constante.

Tabla 1: Lista de SEQ ID NO y sus secuencias correspondientes

SEQ ID NO. Secuencia Correspondiente

de amincdcido de la Cadena

15387

aminodcide de la

&

pesada de 13ATH

SEQ ID NG: 3 secuencia de aminodcido 1z Regian
Variable de Cadens liviana (VL) de
15A7H

SEQ ID K@: 4 zecuencla de aminoacide de 1
‘ariable de Cadenz pesada
15A7H




SEQ IB Noz= 5

SEQ ID NC: & ga amino&cido e la CDRZ VL
SEQ IO NO: 7 de amingdcide de la CDOR3 VL
SEQ 1D KOC: 8 de amincdcido de la CDRL VH

SEQ ID NC L de amingdciac de la CDR 'H
SEQ ID No: 11 secuencia de amincacide de  lzrgo

comgpleto da

humanao

SEG ID MOy 12 de aminoacidg de la raglén

ie
SEQ 13 FR1
SEQ 14 FR2 O
SEC £eS 3
SEQ 16
SEQ TR
SEQ 18 .2
SED ID NO: 1%
SEQ ID NO: 2! 4
SEQ ID NG: 21 secuencia de aminodcide de la regidn

lr.‘ira- bilsagra de IgG4 tipeo =ilvestre

6. DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

Agqui se proveen anticuerpo

iy

gue se unen especificamente
a PSGL-1. También se proveen A4cidos nucleicos aislados gque
codifican a dichos anticuerpos. Ademids se proveen vectores vy
células huésped que comprenden acidos nucleicos gque codifican a
tales anticuerpos o a los fragmentos de unién antigenocs de lo
mismos. También se proveen métodos para preparar a estos
anticuerpos, células, por ejemplo células CHO, los anticuerpos
producidos por estas células y la purificacién de los
anticuerpcos producides. También se proporciona agui un métods
para tratar y/o prevenir un desorden o enfermedad descrito aqui
(por ejemplo, una condicidn inflamatoria) que comprende
administrar un anticuerpo ¢ um fragmento de unién a antigeno
derivado de anticuerpo descriteo agqui, gque se une de manera

inmunoespecifica a PSGL-1l. En una modalidad especifica, el

il



anticuerpe es el anticuerpe moncclonal IgG4 15ATH descrito en

los Ejemplos 1-4; infra.

6.1 Anticuerpos

Aqui se proveen anticuerpos moneclonales, gque se unen
de manera inmunocespecifica ligando uno de la glicoproteina P-
selectina humana (“PSGL-1"). En una modalidad especifica, aqui

se proporciona un anticuerpe monoclonal gue se une de manera

inmunoespecifica a PSGL-1 de humano gue comprende: (i) una
regién wvariable de cadena liviana (“WL") gue comprende la
secuencia de aminocacido de la 3EQ ID NO: 3; (1i) una cadena
pesada gue comprende la regidén variable de cadena pesada (“WH")

que comprende la secuencia de aminocacido de la SEQ ID NO: 4; y
(iii) una regidén constante de IgG4 humana gque contiene una

sustituciéon de amincdcido Serina por Preolina en el amincacido

"

228 de la cadena pesada enumerado de acuerdo al indiece EU.

N

Ejemples no limitantes de regicnes constantes humanas se
describen en el arte, por ejemplo, véase Kabat et al. (1%81)

Sequences of Proteins of Immunological Interest, Fifth Edition,

U.S. Department of Health and Human Services, NIH Publication

No. 91-

Lad

242, Preferentemente, el anticuerpé se une a PBSGL-1 e
’ I

induce de manera selectiva la apoptosis de células T activadas

0]

{respecto de las otras células gue expresan PSGL-1}). En una
modalidad especifica, la unidén del anticuerpe a PSGL-1 no
interfiere con la interaccidn de P-selectina con PSGL-1, una
funcién ascciada con PSGL-1 y un requisito para la localizacién

eficaz de células T activadas y neutrofiles en los tejido

tn

obhjetivos.

<1 -



En una modalidad especifica, un anticuerpc gue se une
inmunogespecificamente a PSGL-1 es una inmunogleocbulina de clase
4 de largo completo (IgG4), vy preferentemente comprende una
secuencia de cadena pesada de la SEQ ID NO: 2, e 1inclusoc mas
preferentemente comprende una secuencia de cadena pesada de la
SEQ ID NC: 2 y una secuencia de cadena liviara la SEQ ID NO: 1
(siendo esto ultimo el anticuerpc moncclcnal 15A7TH) .

También se proporciona agul los fragmentos de unién a

antigeno de un anticuerpo, gue comprende las secuencia de

iy

regidn wvariable de la SEQ ID NO: 3 y SEQ ID NO: 4 y al menos
una percién de una regién constante de cadena pesada de humano
gue contiene & la regidén de bisagra de IgG4 de humano a lo
largo e incluyende una sustitucidn de Serina por Prolina en el
aminoacido 228 de 1la cadena pesada de humano enumeradoc de
acuerde al indice EU. En una modalidad especifica, un fragmento

de unién a antigeno derivado de anticuerpo aqul es un fragmento

I'xj

[ab") 2+

Un anticuerpo o un fragmento de unidén a antigeno
derivado de anticuerpo descrito aqui preferentemente estan
aislados, mucho mas preferentemente purificado.

Como se utiliza agul y a menos gue se especifique de

otra forma, los términos “se une Iinmunoespecificamente”,
“reconoce  Inmuncespecificamente”, "une especificamente” vy

“reconoce especificamente” son términos anédlogos en el contexto
de los anticuerpos vy los fragmentos de unién a anticeno
derivados de anticuerpo y se utilizan de manera intercambiable
aqul, y se refieren a la unidn de un anticuerpo ¢ fragmentc de
unién a antigeno derivado de anticuerpoc a través del sitic de
combinacidn del antigeno con su epitope, como se entendera por

una persona experta en el arte. En una medalidad especifica, un



anticuerpo o fragmento de unién a antigeno derivado de
anticuerpo que se une especificamente a un antigeno también se
puede unir a otros péptidos o polipéptidos, aunque generalmente
con una menor afinidad como se determina, por ejemplo, mediante
inmunoensayo, Blacore™, instrumento XinEx2 3000 (Sapidyne
Instruments, Beoise, ID), u otros ensayos c¢onocidos en el arte,
En una modalidad especifica, un anticuerpo o un fragmento de
unién a antigeno derivado de anticuerpo que se une de manera
inmuncespecifica a un antigeno se une al antigenoc con una K,
que es al menes 2 logs, 2,5 legs, 3 logs, 4 logs o mayor que la
K. cuando el anticuerpec o el fragmento de unién a antigeno
derivado ‘de anticuerpo se une a otro antigeno. En otra
modalidad especifica, un anticuerpo o un fragmento de uridn a
antigenc derivado de anticuerpo gque se une de manera
inmunoespecifica a un antigeno no reacciona de manera cruzada
uniéndose con otras proteinas. En modalidades especificas, un
anticuerpo © un fragmento de unidén a antigeno derivado de

anticuerpo descrito aqui especificamente se une a una isoforma

il

nativa © a una variante nativa de PSGL-1 (que e&s una i:

44}
(8l

forma
que existe de manera natural o una wvariante de PSGL-1 en un
animal gue se puede aislar a partir de un animal,
preferentemente un humanc). En modalidades particulares, un
anticuerpc o© un fragmento de unidén a antigeno derivads de
anticuerpo descrito agui se une inmuncespecificamente a PSGL-1
de humano ¢ a un fragmento del misme. En modalidades
especificas, un anticuerpc o un fragmento de unién a antigeno
derivade de anticuerpo descrito agui se une especificamente a
PSGL-1 de humano y/o a PSGL-1 de cinomolgo © a un fragmento de

lo mismo.

.



La secuencia de aminocdcido de la SEQ ID NO: 11 presenta
a la PSGL-1 humana de largo completo, c¢on numero de acceso en
GenBank™ AAAT4577.1, GI: 902797. En modalidades especificas, un
anticuerpo descrito aqui se une de manera inmunoespecifica a
PSGL-1 tal como se determina; por ejemplo, mediante ELISA o
mediante otro ensayo de unidén de antigeno conocido en el arte,
o descrito agui.

En aspectos especificos; agquli se proporciona  un
anticuerpo que se une especificamente a PSGL-1 de humano y/o
cinomolgo y que es una inmuncglobulina G (gue tiene una regién
pesada-gama) de clase 4 (una IgG4) cue es un tetramero de dos
dimercs idéntices wunidos por disulfuro, donde cada uno
comprende una cadena pesada y una cadena liviana. El anticuerpo
preferentemente cemprende una cadena pesada de la SEQ ID NO:2.
Mas preferentemente, el anticuerpo comprende una cadena pesada
de la SEQ ID NO:2 y una cadena liviana de la SEQ ID NO:1. Con

respecto a la cadena liviana, en una modalidad especifica, la

es una cadena

A

cadena liviana de un anticuerpo descrito aqu
liviana kappa.

En modalidades especificas; un anticuerpo descrito agui
comprende una cadena pesada qué comprende o gue consiste de la
secuencia de aminocacide de la SEQ ID NO:2. En madalidades
especificas; un anticuerpo descrito aqui comprende una cadena

Liw

1

na gque comprende o© gue consiste de la secuencia de
aminodcido de la SEQ ID NO:1, y gue comprende una cadena pesada
que comprende o que consiste de la secuencia de aminodcido de
la SEQ ID NO:2. En modalidades especificas, un anticuerpo
descrito agul comprende una cadena liviana que comprende o que
consiste de la secuencia de aminocacide de la SEQ ID NO:1. En

modalidades especificas; un anticuerpo descritec agui comprende

- 14 .-



una cadena pesada gue comprende © que consiste de la sescuencia
de aminoacido de la SEQ ID NO:2.
En una modalidad especifica, los anticuerpoes

proporcionades agul son anticuerpos monocleonales IgGd que se

unen especificamente a PSGL-1. Se sabe gue 1o

w
&
pa
)
3
=
1]
i)
8]
Q
wn
—
[Le]
9]
o

sufren un procesc llamade intercambioc de brazo Fab, también
cnocido como recambico de IgG4, en donde la susceptibilidad

aumentada de los enlaces de disulfuro de la bisagra de IgG4

o

nativa a la reduccidon permiten que las cadenas pesadas se

separen y se reasoclen al azar para producir una poblacidén de

{8

514

moléculas IgG4 mixta con pares de cadenas pesadas y cadenas
livianas randomizadas (Ralberse et al., 199%9. Int Arch Allergy

Immunel 118:187-189; Labrijn, et al., 2009, Nat Biotechnol
27:767-771; Schuurman et al., 2001. Mol Immunol 38:1-8; wvan der
Neut Kelfschoten et al.; 2007. Science 317:1554-1557),

Se ha demostrado due una mutacién de Serina per Prelina

en la posicidén 241 utilizando numeracidn de Kabat [(Kabat et al.

1881, Segquences of Proteins of Immunelogical TInterest, Fifth

Edition, U.S. Department of Health and Human Services, NIH

Publication Neo. 81-3242) o en la posicidn 228 utilizande el
indice EU (Edelman et al., 1969, Prec. HNatl. Acad. Sci. USA,
63(1): 78-85) en la regidn de bisagra de la IgG4 de humanc

resulta en una reducclidén considerable de la formacidén de

-

enlaces de disulfuro intracadena; resuliando en la reduccidén de

las moléculas “medio-anticuerpo” de IgG4 ¥ con una

i

heterogeneicidad/recambic reducido de las moléculas de TIgG4

(Bloom et al. 19287, Protein Stci, 6:407-413; Angal et al., 1993,
Molegular Immunclegy, 30(1): 105-108)). También hay informes

publicados de que esta mutacién en la bisagra puede disminuir

el recambic de IgG4 y aumentar la vida media de las meoléculas

1€



de IgG4 en vive (Labrijn, et al., 2009%, Nat Bictechnol 27:767-

771; Stubenrauch, et al., 2010, Drug Metab Dispos 3B:84-91). El
r r =

autor Van der Neut Kolfschoten et al.., informdé que 2] dominio

Cy;3 de IgG4 y no la bisagra del nuclec esta predominantemente

involucrado de la reaccidén del intercambic del brazo Fab (vease
Van der Neut Kolfschoten et al, 2007, Science, 217:1554-1557
("Wan der Neut Kolfschoten”) at page 1555, col. 2). El autor

van der Neut Kolfschaten informé gue intercambiando el deominio
C:2 de IgGl por el dominio C:3 de IgG4 activaba el intercambio
del braze Fab para la IgGl, mientras que intercambiando el
dominio C;3 de IgG4 anulaba el Intercambic del braze Fab para
la IgG4 (Véase, p. 1555 y Figura 2D).

En una modalidad especifica, agul se provee anticuerpos
IgG4 o fragmentos de unidén a antigenc del mismo, gue se unen

especificamente a PSGL-1,

e

gque contienen una © més
sustituciones de amincécidocs en la regidn de bisagra de 1gG4,
donde diche anticuerpo o fragmento de unién a antigenc d
mismg retiene la unidn especifica a dicho PSGL-1 y donde el
recambio de 1IgG4 es reducide respecto de un anticuerpo gue
comprende una regidn de bisagra de IgG4 gue no comprende a
dicha una mas sustituciones de aminoacidos. En una modalidad
especifica, la regién de bisagra de IgG4 solamente comprende
una Unica sustitucién de amincacide. Un ejemplo de una “regién
de bisagra de IgG4 humana’”, es la regién ern la cadena pesada de
un anticuerpo IgG4 entre los dominios C:1 v C:2 que consisten
de la secuencia de amincadcido de la SEQ ID NO:12, tal como se

define en Bngal et al., 1993, Molecular Immunoclogy, 30(1): 105-

En una modalidad especifica, una reduccidén en el

recampio de IgG4 se determina detectando una menor cantidad de

A4



medias moléculas de anticuerpo o del intercambio de brazo
producide a partir de un anticuerpo aqul descrito gue contiene
una o més sustituciones de amincacidos en la region de bisagra,
comparade con la cantidad de medias moléculas de anticuerpo o
del intercambic de brazo producido a partir de una molécila de

I1gG4 que contiene una regidon de bisagra de IgG4 qgue no

comprende a dicha una o mas sustituciones de amincdcidos. Se

9]

s

uede usar cualquier ensayc bien conocideo en el arte para

20

o

detectar la produccién de medio anticuerpoe y moléculas
biespecificas de anticuerpo. Véase, por ejemplo, Van der Neut
Kolfschoten et al, 2007, Science, 217:1554-1557, para ejemplos
de ensayos para detectar la produccidén de anticuerpos
biespecificos.

En una modalidad especifica, agui se proves anticuerpss

meonoclonales IgG4 que se unen especif

[

camente a PSGL-1, gue
comprenden una sustitucién de aminocacide Serina por Prolina en
la posicién de amincacido 228 de la cadena pesada enumerado de
acuerde al indice EU.

En una modalidad especifica, un anticuerps descrito
agui comprende un cadena liviana que tiene la secuencia de
aminoacido de la SEQ ID NO:1 y una cadena pesada gue comprende
una Prolina en la posicién 228 de la cadena pesada enumerado de
acuerdo al indice EU.

En una modalidad especifica, un anticuerpo monoclonal,

que se une de manera inmuncespecifica a PSGL-1 de humano

L

comprende: (i) una cadena liviana que tiene la secuencia de
amincdcido de la SEQ ID NO:1; y (ii) una cadena pesada gque

comprende una regidn constante de IgG4 humana que contiene una
0 mis sustituciones de amincdcidos en la regitn de bisagra

IgG4, donde dicho anticuerpo retiene la unién especifica

;.



dicho PSGL-1 y donde el recambio de IgG4 se reduce respecto de
un anticuerpec gue ceomprende una regién de bisagra de IgG4 gue
no comprende a dicha una o mds sustitucicnes de amincéacidos.

En una modalidad especifica, un anticuerpe monoclonal,

iy

que se une de manera inmunoespecifica a PSGL- de humang
comprende (1) una cadena liviana que tiene la secuencia de
amingacide de la SEQ ID NO:1; y (ii) una cadena pesada gue
comprende una regidén constante de IgG4 humana que comprende una
sustitucién de aminoacido Serina por Frolina en la posicién de
amincacide 228 de la cadena pesada enumerado de acuerdc al

indice EU o la posiciédn 241 de acuerds al sistema de numeracldn

de Kabat (Kabat et al. 19%91, Sequences of Proteins of

Immunological Interest, Fifth PFdition, #.8. Department of

Health nd Human Services, NIH Publication No. 91-3242; vy
Edelman et al., 19692, Proc. Natl. RBead. Sci. USA, B63(1): 78-
B5) .

En una modalidad especifica, un anticuerpo monoclonal,
que se une de manera inmuncespecifica & PSGL-1 de humano
comprende: (i) una region VL de cadena gque comprende la
secuencia de aminodcide de la SEQ ID NO:3; (ii) una regidén VH
de cadena que comprende la secuencia de aminodcido de la SEQ ID
NO:4; vy (iii) una regidn constante de IgG4 humana gque ceontiene
una region de bisagra de IgG4 gue comprende una o 2 mas

sustituciones de amincadcidos en la regidn de bisagra, donde

o
i

dicho anticuerpo retiene la unidn especific PSGL—1 y dende
el recambio de IgG4 se reduce respecto de un anticuerpo gue
comprende una regidén de bisagra de IgG4 gue no comprende &
dicha una o més sustituclones de amincdacidos.

En una modalidad especifica, un anticuerpo monoclonal

que

77}

e une de manera inmunocespecifica a PSGL-1 de humano

218 -



comprende: (i) una cadena pesada que comprende una regién VH de

cadena que comprende la secuencia de amincécido de la SEQ 1D

n

NO:4, y (ii) una regién constante de cadena pesada de a IgG4
humana gque comprende una sustitucién de aminodcido Serina por
Prolina en la posicién de aminocdcide 228 de la cadena pesada
enumeradc de acuerdo al indice EU.

En una mcdalidad especifica, un anti

o
3
o
m
4

el
o]
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b |
)
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gue se une de manera inmuncespecifica & P3SGEL-1 de humano
comprende: (1) una regidn VL de cadena gque comprende la
segcuencia de aminodcido de la SEQ ID NO:3; (ii) uma cadena
pesada gue comprende una regién VH de cadena que comprende la
secuencia de amincacide de la SEQ ID NO:4; v (iii) una regién
constante de cadena pesada de a IgG4 humana que comprende una
sustitucidn de amineacido Serina por Prolina en la posicidn de
aminodcido 228 de la cadena pesada enumerado de acuerdo al
indiece EU.

En ciertas modalidades, un anticuerpc monoclonal IgG4
como se describe aquli comprende los CDRE VH gque tienen la
secuencia de aminoadcidos aqui descrita (per ejemplo, véase la
Tabla 3) y les CDR VL gue tienen la secuencia de aminocacidos
descrita aqui (por ejemplo, véase la Tabla 2), donde el
anticuerpo se une de manera inmuncespecifica a P3GL-1 y que
tiene una mutacidén en la regién de bisagra gque reduce el
recambio de IgG4 (por ejemplo, una sustitucidén de amincacid
Serina por Prolina en el amincacidec 228 de la cadena pesada
enumerade de acuerdsc al 1indice EU). Fn una modalidad
especifica, el anticuerpo monoclenzl IgGd se ure de manera

inmunoespecifica & PSGL-1 y comprende una cadena pesada gque

31

comprende (a) una regién de cadena VH gue comprende las SEQ ID

NO: 8, 9 y 1l0; y (b) una regidn constante de cadena pesada de

-19-



IgG4 humana que centiene una sustitucidén de

por Prolina en el aminocédcido 228 de la cadena pesad

M

de acuerde al indice EU. Mas pre

m

eraenter

aminoacidao

ademas comprende una cadena liviana gue comp

cadena VL gue comprende las SEQ ID No: 5,

o

La tabla 2, a continuacién presents,

particular, CDR1 VL, CDR2 VL, y CDR3 VL)

de la secusncia

=]

de erina

gnumerado

las CCR

‘\JI- IJ

aminoédcido de 15A7H. La tabla 3, a continuacién presenta,

CDR VH (en particular, CDR1 VH, CDR2 V

secuencia de amincécide de 15AT7H. En modalidade

un anticuerpo agui descrito que

inmunoespecifica a PSGL-1 de humanc (SED
las secuencias CDR VL de la tabla
especificas, un anticuerpo aqui descrito

inmuncespecifica a PSGL-1 de humano (8EQ

H,

se

gue se une
I Ne: 139,
las de la

las secuencias CDR VH seleccionadas de aguel

Tabla 2: Secuencia de aminoacidos VL CDR

Y

une

CDR3

11}

VH)

de

e

{en

de

las

la

5 gspecificas,

marnera

comprende

Tabla 3: Secuencia de aminocacidos VH CDR

Ab VH CDR1 VH CDRZ2

15A7H YINGGSSTIEYANAVEG (SEQ

ID NO: %)

descrito gue se une de manera inmunoespecifi

v

Yy que compre

("WL") gue comprende una CDR1 VL, CDRZ VL,

un

1ide: (1) una reglén variable

__X,

la secuencia de amincacides de la SEC ID NO:

de

cadena

anticuerpo

aguil

humane

CDR3 VL que tienen

Ln

2

EQ ID

N

M.
LT

531



7, respectivamente; (ii) una regién variable de cadera pesada
("WH"} que comprende una CDR1 VH, CDR2 VH, y CDR3 VH que tiene
la secuencia de amincdcidos de la SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: S5 o
SEQ ID NO: 10, respectivamente; y (iii) una regidn constante de
cadena pesada de IgG4 gue contiene una regidn de bisagra de Igi
que comprende una © mas sustitucicnes de amincacidos en la
region de bisagra, donde diche anticuerpo retiene la unién
especifica a dicho PSGL-1 y donde el recambio IgG4 es reducido
respecto de una anticuerpe que comprende una regisn de bisagra
de IgG4 que no comprende a dichas una © mas sustituciones de
amincdcido.

En una modalidad especifica, un anticuerpo aguil
descrito gque se une de manera inmunoespecifica a PSGL-1 humano
y que comprende: (i) una regién de cadena VL que comprende la
secuencia de aminocdcido de la SEQ ID NO: 3; (ii) una regién de
cadena VH que comprende una CDR1 VH, CDR2 VH, v CDR2 VH gue
tiene la secuencia de amincécidos de la 3EQ ID NO: 8 SEQ IP
NC: &, y SEQ ID NO: 10, respectivamente; y (iii) una region
constante de cadena pesada de IgG4 humana que contiene una

region de bisagra de IgG4 que comprende una o mas sustituciones

de amincacido en la regién de bisagra, donde dicho anticuerpo

(S

retiene la unidén especifica a dicho PSGL-1 vy donde el recambic
de IgG4 se reduce respecto de un anticuerpo gue comprende una
region de bisagra de IgG4 que no comprende a dichas una o mas
sustituciones de aminodcido.

En  una modalidad especifica, un anticuerpo aguil
descrito que se une de manera inmuncoespecifica a PSGL-1 humano
Y que comprende: (i) una regidén de cadena VL que comprende la

secuencia de aminoacido de la SEQ ID NO: 3; {

una cadena

-

(=8

pesada que comprende regién VH de cadena gque comprende una CDRI

o



VH, CDR2Z VH, y CDR3 VH que tiene la secuencia de amincdcidos de
la SEQ ID NO: 8 SEQ ID NO: Sy y SEQ ID NO: 10,
respectivamente; y (i1ii) una regidén constante de cadena pesada
de una IgG4 humana que comprende una sustitucién deé aminocacido
Serina por Prolina en la posicién de amincacide 228 de 1la

cadena pesada enumeradc de acuerdo al indice EU

woe

-

En una modalidad especifica, un  anticuerpo aqui
descrito gque se une de manera inmuncespecifica a PSGL-1 de
humano y que comprende: (i) una regién VL de cadena gue

comprende una CDRl VL, CDR2 VL,

“‘w

{7
]
e
LS ]
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E in ]

que tiene la
secuencia de amincacidos de la SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: Br ¥
SEQ ID NO: 7, respectivamente; (ii) una regidén VH de cadena gue

comprende la secuencia de aminpcacide de la SEQ ID NO: 4; v
{1ii) una regién constante de cadena pesada de IgG4 humana gue
contlene una region de bisagra de IgG4 que comprende una ¢ mas
sustitucicnes de aminocécido en 1la regidén de bisagra donde
dicho anticuerpsc retiene la unidn especifica a dicho PSGL-1 vy
dende el recambio IgG4 es reducido respecte de un anticuerpo
que comprende una regidén de bisagra de IgG4 gue no comprende a
dichas una o mds sustituciones de aminoacido.

En una modalidad especifica, un anticuerpo aqui

descrito que se une de manera inmunoespecifica a PSGL-1 humano

y que comprende: (i) una regién de cadena VL que comprende una

CDR1 VL, C€DR2 VL, y CDR3 VL gque tiene la secuencia de
amincacidos de la SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6, y SEQ ID NO: 7,
respectivamente; (ii) wuna cadena pesada que comprende una

regidn de cadena VH que comprende la secuencia de aminocicids de
la SEQ ID NO: 4; vy (iii) una regién constante de cadena pesada

de una IgG4 humana que comprende una sustitucidén de aminocacido

W



¥,
~a
(&)

erina por Prolina en la posicién de amineacide 2 de la
cadena pesada enumerade de acuerdoe al indice EU.

En modalidades especificas, wun anticuerpo descrito
agui, es el gue se une inmunoespecificamente a PS8SGL-1, por

a3 A

ejemplo, a un polipéptido PSGL-1 humano de la SE

(@]
—
=
=

— =

s marcge del

T

que comprende regiones marco (por ejemplo, region
dominio VL y del <dominieo VE). Ejemplos no limitantes de
regiones marco de humano se describen en el arte, por ejemplo,

véase Kabat et al. (1991) Seguences of Proteins of

Immunological Interest, Fifth Edition, U.S. Department of

Health and Human Services; NIH Publication No. 851-3242).,
La tabla 4, a continuacioén, presenta la secuencia de

aminoacidos del marce VL (FR) {en particular,

ot

ds Secuenclias

FRL VL, FR2 VL, FR3 VL, ¥

ij

R4 VL) del anticuerps 15RATH. La
tabla 5, & continuacién, presenta la secuencia de amincicidos
FR VH (en particular, las secuenclas FR1 VH, FR2 VH, FR3 VH, vy
FR4 VH) del anticuerpo 15A7H.

Tabla 4: Secuencia de aminoacidos VL FR

Ab VL FR1 'VL FR2 [VL FR3 VL FR4
15A7H |DIQMTQSPSSLSASVGDR |WYQUKPGKAPKLLIY |GVPSRFSSEE

TI (8EQ ID NO: 14)\PE3FRT??:

(2 [18) 183

Tabla 5: Secuencia de aminocacidos VH FR

Ab VH FR1 TVH FR2

1587H SVOLVESGGGLVOPGEGESE | WYROAPGECLEWVA
LRLECAASCGFTFS (GEG IO NO:18)
{SEQ ID NO: 17}

En ciertas meodalidades, los anticuerpos 1IgG4 arriba
descritos que tienen una mutacién en la region de bisagra gque

reduce el recambio de IgG4 comprende las

rif

R VL qgue tienen la
secuencia de aminocdcido descrita agui (véase tabla 4). En

modalidades especificas, un anticuerpe descrito aqui comprende



una regién de cadena VL gue comprende FR1, CDR1, FRZ, CDR2,
FR3; CDR3, y FR4 de las tablas 1 v 3.

En ciertas modalidades, los anticuerpos IgG4 arriba
descritos que tienen una mutacién en la regidén de bisagra gque
reduce el recambic IgG4 comprenden a las FR VH gue tienen la
secuencia de aminocacido agqui descrita (véase tabla 5). En
medalidades especificas, un anticuerpce comprende una regién de
cadena VH que comprende FR1, CDR1, FRZ, CDRZ, FR3, CDR3, y FR4
de las tablas 2 vy 4.

En otra modalidad especifica, un anticuerpc monoclonal
IgG4 aqul descrito comprende (i) une regidén de cadena VL cgue
comprende FR1 VL, FR2 VL, FR3 VL, v FR4 VYL que tiene la
secuencia de amincédcidds de la SEQ IB NC: 13, 14, 15, v 18,
respectivamente; y (ii) una regidén VH de cadena que comprende
FR1 VH, FR2 VH, FR3 VH, y FR4 VH que tiene la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO: 17, 18, 19, v 20, respectivamente,
y que tiene una mutacidén en la regidén de bisagra gue reduce el
recambic IgG4. En una modalidad especifica, un anticuerpo aqui
descrito comprende una regién VL de cadena que comprende FR1
VL, FR2 VL, FR3 VL, y FR4 VL gue tiene la secuencia de
aminoacidos de las SEQ ID NO: 13 1, 15y ' 1%&;
respectivamente, En otra meodalidad especifica, un anticuerpo
aqui descrito comprende una regidn de cadena VH gque comprende
FR1 VH, FR2 VH, FR3 VH, y FR4 VH gue tiene la secuencia de
amincacidos de las SEQ 1D No: 1%, 18, 19, Vi 20,
respectivament

En modalidades particulares, la glicosilacién de la
regién constante de los anticuerpos aqui descrita se puede
modificar. Por ejemplo, una regién constante aglicosilada de

una anticuerpo puede ser preparada (es decir, en la regién



constante de anticuerpoc carece de glicosilacién) ¢ se puede
preparar una regibn constante de un anticuerpo gque comprende
una mutacidén o una sustitucidén en uno o més sitios de
glicosilacién para eliminar la glicosilacién en el unc o mas
sitios de glicosilacidn.

La glicosilacién puede ocurrir a través de una
glicosilacién unida a N o una glicosilacién unida a © (o unida
a asparragina). La glicosilacién unida a N invelucra la
modificacién del carbohidrato en el grupoc NH, de la cadena
lateral de un aminoédcido de asparragina en un pelipéptido. La
glicosilacién wunida a ©Q inveolucre una modificacién de
carbohidrato en el grupo hidroxile en la cadena lateral de un
aminecacido serina, treoniha, o hidroxilisina.

En ciertas modalidades, los anticuerpos aglicosilados
pueden ser producidos en células bacterianas gque carecen de la
magquinaria de gliceosilacidén necesaria. Las células gue tienen
una maguinaria de glicosilacién alterada han sido descritas en
el arte y pueden ser utilizadas como células huésped en las
cuales se expresen anticuerpos recombinantes aqui descritos
para producir de este modo un anticuerpe con una glicosilacié
alterada. Véase, por ejemplo, Shields, R.L. et al. (2002)
Biol. Chem. 277:26733-26740; Umana et al. (1399) Nat. Biotech.
17:196-1; asi como, Patente Europea No: ER 1, 176.3195;
Publicaciones PCT WO 03/035835; WO 99/54342,

En ciertas modalidades, una o mas modificaciones can
pueden ser realizadas a la regidén Fc de un anticuerpo aqui
descrito, generalmente, para alterar una o mas propiledades

funcionales del anticuerpe, tales como vida media sérica,

fijacidén de complemento, unién del  receptor @ Fc, v/
citotoxicidad celular dependiente de antigenn. Estas



modificaciones son conocidas en la técnica, y se describen por
ejemplo, en la ©Publicacién de la Sclicitud de Patente
Internacicnal WO No. 2008/153%26 BA2. Ejemplos de tales
modificaciones incluyen, perc no estén limitadas a: 1) alterar
el numero de residuocs de cisteina en la regién de bisagra para
facilitar el ensamblaje de las cadenas liviana y pesada o para
aumentar ¢ disminuir la estabilidad del anticuerpo; 2) mutar
uno © mas aminoacidos en el dominiec CH2-CH3 de la regidn de
interface del fragmento Fc-bisagra e un anticuerpo para
disminuir la vida media bioldgica del anticuerpo; 3) reemplazar
uno © mas amincdcidos seleccionados de los residuos de
aminodcido 234, 235, 236, 237, 297, 318, 320 y 322 de acuerdo
al indice EU de Kabat con un residuc de aminoacido diferente de
tal modo gque el anticuerpo tenga una afinidad alterada por un

ligando efector pero mantenga la capacidad de unirse a antigeno

del anticuerpo parental; y/c 4) modificar une o méds aminoacidaos

en las siguientes posiciones: 238, 239, 248, 2438, 252, 254,
255; 256; 258; 26b5; 287, 268; 269, 270, 272, 276, 278, 280,
283, 285, 286, 289, 2%0, 292, 293, 294, 295, P96, 293, 301,
303; 3@5, 307; 309, 312, 318, 320, 322, 324, 326, 327, 329,
839, 331; 333, 334, 385, 9TV, IFQ, WG, IsL. IFY, TG, YR

382, 388, 389, 398, 414, 416, 419,

1
{2
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-
s,

434, 435, 437; 438 @
439 de acuerdo al indice EU de Kabat para aumentar la capacidad
del anticuerpe para mediar la citotoxicidad celular dependiente
de anticuerpo (ADRCC) y/o para aumentar la afinidad del
anticuerpo por un receptor Fcy. Agui se proveen anticuerpos y
fragmentos de unidén a antigenc derivados de anticuerpo que se
unen de manera inmunoespecifica a PSGL-1 y gque pueden modular
la actividad PSGL-1. En ciertas modalidades, un anticuerpo y un

fragmentoc de unién a antigenc derivade de anticuerpo



proporcionade agul se unen inmunoespecificamente a 2SGL-1 sin
inhibir la unién de PSGL-1 a P-selectina, e induce la apoptosis
de ceélulas T activadas. La actividad PSGL-1 puede relacionarse
cen cualguier actividad de PSGL-1 conocida o descrita en el
arte, por ejempleo, activacidén de células T durante una
respuesta inflamatoria. La actividad PSGL-1 ¢ a funcién PSGL-1
se utiliza de manera intercambiable aqui. En cilertos aspectos,
la actividad PSGL-1 inducida por el ligando PSGL-1 (por
ejemplo, P-selectina) gue se une a PSGL-1.

En

(5]

iertas modalidades, un anticuerpo anti-FSGL-1 o un
fragmento de unidén a antigenoc derivado de anticuerpo descrito
agui no bloquea o inhibe la unidén de B-selectina a PSGL-1.

En una modalidad especifica, un anticuerpo o un

fragmente de unidén a antigeno derivado de anticuerpo descrito

1)

agui reduce el reclutamiento de leucocitos durante un
respuesta inflamatoria.

En cilertos aspectos, un anticuerpc ¢ un fragmente de
unién a antigeno derivade de anticuerpo descrito aqui reduce o
inhibe la sobrevida de células que expresan PSGL-1 y responde a
la sefializacidn de actividad PSGL-1 (por ejemplo, células que
proliferan en respuesta a la estimulacién de liganda PSGL-1,
seflalizacidn PSGL-1 © unidén a selectina), por ejemplo, induce
la apoptosis en células T activadas. Ensaycs de sobrevida
celular se describen en el arte y se pueden realizar facilmente
por un experto en el arte. Por ejemplo, se puede evaluar la
viabilidad celular usando tincién de azul tripan v otros
marcadores de muerte o de viabilidad celular conocidos en el
arte (por ejemplo, Anexina-1, yodo propidioc (PI) o 7-AARD, wvéase
Gerber A, Bohne M, Rasch J, Struy H, Ansorge S, Gollnick H.,

2000. Investigation of annexin V binding teo lymphocytes after

s



extracorporeal photoimmunotherapy as an early marker of
apoptosis. Dermatology. 2000;201(2):111-7, Coder, D. M. 2001.
Assessment of Cell Viability. Current Protocols in Cytometry.
89.2.1-9.2.14, y Muppidi, J., Porter, M. and Siegel, R. M. 2004,
Measurement of Apoptesis and Other Forms of Cell Death. Current
Protocels in Immunology. 58:3.17.1-3.17.36.).

En modalidades especificas, los anticuerpos aguil
descritos se unen especificamente a PSGL-1 e inhiben (por
ejemplo, inhiben parcialmente ¢ completamente) la sobrevida de
células T activadas ensayadas a través de métodos descritos
aquli o conocidas por un expertc en el arte (por ejemplo, ensayo
de exclusion de azul de tripan, veéase Coder, D. M. 2001.
Assessment of Cell Viability. Current Protocols in Cytometry.
9.2.1-9.2.14). En algunas modalidades, el término "inhibe" o
"inhibicién" representa la reduccién o prevencién de la
sobrevida de células T activadas. La scbrevida de células T

activadas se puede reducir en alrededor de 10%, alrededor de

b
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e

3, alrededor de 30%, alrededor de 40%, alrededor de 50%,
alrededor de 60%, alrededor de 70%, alrededor de 20%, alrededor
de 90%, alrededor de 100%, alrededor de 125%, alrededor de 150%
© mas comparades con un control (por ejemple, sobrevida de
células T en ausencia de los anticuerpos descrites aqui o en
presencia de un anticuerpo no especifice).

En ciertos aspectos, un anticuerpe anti-PSGL~1 descrito
aqui es capaz de inducir la apoptosis {es decir, muerte celular
programada) de células T activadas gue expresan PSGL-1. Los
ensayos de apoptosis se describen en el arte y se pueden

realizar fécilmente pPor un experto en &l arte (Véase, por

s

ejemplo, Muppidi, J., Porter, M. nd 8
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egel, R.

Measurement of Apoptosis and Other Forms of Cell Death. Current

s Pl



Protocols in  Immunclogy. B3 17 1=-3517:36) . El término
"induce” o “que induce” representa el inicio de o un aumento de
la apoptosis por sobre un nivel contral. La apoptosis de

células T activadas puede ser inducido en alrededor de 10%,

alrededor de 20%, alrededor de 30%, alrededor de 40%, alrededor
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0%, alrededor de €0%, alrededor de 70%, alrededor de 8032
alrededeor de 90%, alrededcr de 100%, alrededor de 125% .,
alrededor de 150% o mds comparado con un control (por ejemplo
apoptosis de células T activadas en ausencia de anticuerpos
aqui descritos o en presencia de un anticuerpo no especifico).
Las ceéelulas T y las 1lineas de células T que son
adecuadas para ser usadas en los ensaycs descritos aqui gue se
refieren a la actividad de PSGL-1 estan facilmente disponibles
(por ejemplo, ARR, DU.528, Jurkat, H-SB2, RPMI 8402, CML-T1,
Rarpas 435, KE-37/SKW-3, sSUP-T1, SUP-T3, MOLT 3/4, Pl2-Ichikawa,
PE-382; CCRE-CEM; HPB-ALL, K-Tl; TALIL-1, MOLT 16/17, TALL-104,
DND-41, Loucy, MOLT 13, Peer/Bel3; HUT 78/HS, HUT 102; ™MT-1,
DEL, JB&; Karpas 299, SU-DHL1, 1285, 30054 .8, BT
8D0O51.15, o 3D018.3) o pueden ser ficilmente identificadas
utilizando métodgs conocidos en el arte (Véase, por ejemplo,
Thornton, A. M. 2003. Fractionation of T and B Cells Using
Magnetic Beads. Current Protocols in Immunology. 55:3.5A.1-
3.58.11., Hathcock, K. 2001. T Cell Enrichment by Cytotoxic
Elimination of B Cells and Accessory Cells. Current Protoccls
in Immunolegy. 00:3.3.1-3.3.5.; Hergan; XK., Shaw, 8. and
Boirivant, M. 2009. Immunomagnetic Purification of T GCell

Subpopulations. Current Protocols in Immunology. 85:7.4.1-

7.4.9., and Kanof, M. E. ZER0T Purification f T
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Subpopulations. Current Protocols in Immunclogy. 00:7.
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7.3.5). En modalidades particulares, las células o lineas de



células para ser usadas en ensayos de proliferacién celular
pueden expresar P5GL-1, va se4d enddgenamente o}
recombinantemente. Las células o lineas celulares para ser
usadas en los ensayos de viabilidad celular pueden exXpresar
PSGL-1, enddgenamente o recombinantemente, y ejercer cambios en
la wviabilidad celular en respuesta al ligando P3GL-1 o a la
unidén de anticuerpo anti-PSGL-1. Las células ¢ lineas celulares
para ser usadas en los ensayos de apoptosis pueden expresar
PSGL-1, ya sea enddgenamente o recombinantemente, Yy ejercer
cambios en la apoptosis en respuesta a la unién del ligando
PSGL-1 o del anticuerpo anti-PSGL-1. Preferentemente las
celulas o lineas celulares son de humano (por ejemplo ARR

DU.528; Jurkat, H-SB2, RPMI 8402, CML-T1, Karpa
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3, S8UP-T1, SUP-T3, MOLT 3/4, Pl2-Ichikawa, PF-382, CCRF-CEM,
HPB-ALL, K-Tl, TALL-1, MOLT 16/17, TARLL-104, CND-41, Loucy,
MOLT 13, Peer/Bel3, HUT 78/H9, HUT 102, MT-1, DEL, JBE, Harpas
299, © SU-DHLI).

Los metodos para determinar la unidén inmuncespecifica
de un anticuerpoc a su antigeno objetive estidn facilmente
disponibles y descritos en el estado del arte. Por e
afinidades y las propiedades de un anticuerpo por su antigeno
objetivo, pueden ser determinadas por una diversidad de métodos

de ensayo in witre (ensayos basados en bioguimica o

J

inmunologia) conocidos en el arte tales como métodos de
equilibrio (por ejemplo, ensayo inmunc-absorvente de enzima
unida (ELISA), o radioimmunoensaye (RIA)), o cinética (por
ejemplo, analisis Biacore™), y otros métodos tales coms ENnsayos
de unidén indirecta, ensaycs de unidén competitiva, transferencia
de energia de resonancia de flucrescencia {(FRET] ;

inmuneprecipitacién, inmunoforesis en gel y cromatografia (por



*1
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ejemplo, filtracién en gel). tes y otros métodos pueden

utilizar un marcador en unc o més de los componentes gue se

D

stédn examinando y/o utilizar una variedad de métodos de
deteccion que incluye pero nc estéan limitados & marcas cromo
génicas, fluorescentes, luminiscentes, o© isotdpicas. En clertas
modalidades, el uso de marcas no es necesaric, por ejemplo, los
sistemas Biacore™ utilizan el fendmeneo natural de rescnancia de
plasma de superficie (SPR) para entregar datos en tiempo real,
sin el uso de marcadores.

—

En una modalidad especifica, lg anticuerpos agqui

3

descritos estan aislades. En una modalidad especifica, los
anticuerpos aqul descritos estan purificados. En una modalidad
particular, un anticuerpo descrito aqui es un anticuerpo
monoclonal recombinante.
En una modalidad particular, aqul se proves un
nticuerpo o fragmento de wunién a antigeno derivado de

anticuerpo gue ha sido modificado de una manera adecuada para

o}

fabricacién a gran escala. Estc puede invelucrar clonar
secuencias de poli nucledtido gue <codifican los dominios
necesarios de un anticuerpo anti-PSGL-1, de tal modo gque unc o
mas CDR o FR, en un vector de expresién adecuadc que también
contiene las secuencias de poli nucledtido, que codifican
regiones constantes adecuadas, de modo gque se produce un
anticuerpo completo. La secuencia de poli nucledtide
proporcionada por los vectores de expresién son secuencias de
nucledtido gque pueden ser optimizadas para maximizar el
rendimiento del anticuerpe vy 1la estabilidad para las
condiciones de fabricacién en el cultivo celular y para los

procescs de purificacién.



6.2 Polinucledtidos

En ciertos aspectos, aqui se proveen polinucledtidos

gue comprenden una Secuencia de nucled
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anticuerpe © un fragmento de unién a antigenc derivade de
anticuerpo agui descrito que se une de manera inmuncespecifica
@ un antigenc PSGL-1, y los vectores gue comprenden a estos
polinucledtidos recombinantes para las células huesped (por
ejemplo, ocrganismos microbianos, tales como E. coli y células
de mamifero, tales como c¢élulas de hibridoma murine, células

CHO, y fibroblastos 3T3). Aqui se proveen polinucleédtidos que

comprenden secuencias de nucleétido que codifican a cualguier

ot}

de los anticuerpos o fragmento de unién a antigeno derivado de
anticuerpo de los mismos que se proporcicnan agui, asi como
vectores gue comprenden a tales secuencias de poli nucleétido
por ejemplo, vectores de expresién para su expresién eficiente
en células huésped, por ejemplo, rcélulas de mamifero. En una
modalidad especifica, el peli nucledtido que comprende
secuencias de nucledtido gue codifican a cualguiera
anticuerpos o fragmentos de unién a antigeno derivados de
anticuerpo descritos aqui se aislan ¢ se purifican.

En aspectos particulares, proporcionades aqui

{n
)

encuentran los polinucledtidos gue comprenden secuencias de
nucledtido gue codifican anticuerpes o fragmentos de unién a
antligenc derivados de anticuerpo, que se unen de manera
inmuncespecifica a PSGL-1 y gque comprendern una secuencia de
amincacido como agui se ha descrito.

En modalidades especificas, un poli nucledtido descrito
aguil codifica para una cadena pesada que tiene la secuencia de

L1

amincacido de la SEQ ID NO: 2.



Los polinucledtidos pueden comprender secuencias de
nucleétide que codifican una cadena pesada que comprende a los
FR VH y & los CDR de los anticuerpos agul descriteos (Véase; por
ejemplo, tablas 2 y 4) y ademas comprende una mutacién en la
regidén de bisagra que reduce el recambio de IgGA4.

También se proporcionan aqui polinucleédtidos que
codifican una cadena pesada de anticuerpc gque comprende la SEQ
ID NO: 2, que se han optimizado, por ejemplo, mediante
optimizacid de coddén/ARN, reemplazc con secuencia sedal
heterdlogas, v eliminacién de elemertos de inestabilidad de
ARNm. También se provee aqui polinucleétidos que codifican una
cadena liviana de anticuerpo gue comprende la SEQ ID NO: 1, el
cual esta optimizado, por ejemplo, mediante optimizacién de
cedon/ARN, reemplazo con  secuencia sefial  heterélogas ¥
eliminacién de los elementos de ARNm de inestabilidad. Os
metodos para generar &cidos nucleicos optimizados que codifican
un anticuerpo o un fragmento de unién a antigenc derivade de
anticuerpo para la expresién recombinante introduciendo los
cambios de codén y/c eliminandec las regiones inhibidoras en el
ARNm  pueden ser realizadas adaptando los metodos de
optimizacién descritos en, por ejemple, Las patentes U.S. Nos.
S8 2 ST o 6.174.666; 6.291.664; 6.414.132; y  6.794.498

cansecuentemente. Por ejemplo, los sitiocs de

2

orte petenciale

gy
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y los elementos de inestabilidad (por ejemplo, eélementos rico

63}

en A/T o A/U) dentro del ARN se pueden mutar sin alterar los
amincacidos codificados por la secuencia de nucleétidos para
aumentar la estabilidad del ARN para la expresidn recombinante.
Las alteraciones utilizan la degeneracién del cédigo genético,

por ejemple, usando un codén alternativo para un aminodcids

idéntice. En algunas modalidades, puede ser deseaple alterar



uno © mas codones para codificar una mutacicén conservadora, por
ejemplo, un aminodcido similar con una estructura guimica

similar y propiedades y/o funciones similares respecto del

ju

aminoacido original. Estos métodecs pueden aumentar la exXpresion
de un anticuerpc anti-PSGL-1 o de un fragmento de unidn a
antigeno del mismo respecto de la expresidén de un anticuerpo
anti-PSGL-1 codificado por los polinucleétidos que no han sid
optimizados. Ademés, la secuencia de poli nucleétido pueden ser
disefladas para coincidir con el usoc del codén preferido en la
célula huésped, por ejemploc uso de codén en E. coli o uso de
coddén en CHO.

Una secuencia de polinucledtido optimizada que codifica
un anticuerpc o de un fragmento de unién a antigenc derivade de
anticuerpc descrita aqui puede hibridarse con una secuencia de
polinucleétido no optimizada que codifica un anticuerpo o un
fragmento de unidén a antigeno derivade de anticuerpo descrito
agqul. En modalidades especificas, una secuencia de nucleétido
optimizada gue codifica un anticuerpo o un fragmento de unién a
antigeno derivado de anticuerpo descrita agui hibridiza bajo
condiciones de alta rigurcsidad «con una secuencia de
polinucledtide no optimizada gue codifica un anticuerpc © un
fragmento de unién a antigeno derivade de antlicuerpo descrita
aqul. En una modalidad especifica, una secuencia de nucleétido

3

cptimizada que codifica un anticuerpo o un fragmente de unién a

antigeno derivado de anticuerpo hibridiza bajo condiciones de
hibridacién de alta rigurosidad, de rigurosidad intermedia o
baja con una secuencia de nucledtido no optimizada gue codifica
un anticuerpo ¢ un fragmento de unién a antigeno derivado de

anticuerpe descrita aqui. La informacién respecte a condiciones

de hibridacidén ha side descrita, véase, por ejemplo,

)



publicacidén de la solicitud de patente US No. 2005/004854% (por
ejemplo, parrafos 72-73), la cual se incorpora agul como
referencia en su totalidad.

Los pelinucledtidos se pueden obtener, y la secuencia
de nucledtido de los polinucledtidos puede ser determinada, por
cualquier métodoc conccido en el arte. Las secuencias de
nucledtido que cedifican anticuerpos o fragmentos de unién a
antigeno derivados de anticuerpo descrites aqui, v las
versiones meodificadas de estos anticuerpos o fragmentos de
unién a antigenoc derivados de anticuerpo pueden ser
determinadas usando métodos bien <conocides en el arte, es

decir, codones de nucleétidos que

4]

e sabe que codifican
aminodcidos particulares son ensamblados de tal meodo que
generen un acido nucleico gue codifigue al anticuerpo o el
fragmento de wunién a antigeno derivade de anticuerpc. Un
polinucleétido come este que codifica el anticuerpo pugde ser
ensamblado a partiy de oligonucledtidoes quimicamente
sintetizados (por ejemplo, como se describe en Kutmeier et al.
1894, BioTechniques 17:242), lo cual, por ejemplo, inveolucra la
sintesis de oligonucledtidos que se sobreponen, los que
contienen porciones de la secuencia gue codifica el anticuerpc
¢ el fragmento de unién a antigeno derivado de anticuerpo, que
se hibrida y liga a aquellos oligonucledtidos, y luego la
amplificacion de los oligonucledtidos ligados a través de PCR.
Diversos métodos para generar genes sintéticos a partir de
oligonucledtidos son conocidos en el estado del arte.
Alternativamente, un polinucledtide gue codifica un
anticuerpo ¢ un fragmento de unién a antigeno derivade de
anticuerpo descrito agul puede ser generado a partir del acid

nucleicc proveniente de una fuente adecuada (por ejemplo, un



hibridema) usando métodos bien conocides en el arte {por

ejemplo, por métodos como PCR y otros métodos de clonamiento

molecular). Por ejemplo, la amplificacién por PCR que usa
partidores sintéticos hibridizables a los extremos 3' y 5' de

una secuencia conocida pueden ser llevados a cabo utilizando
ADN genomico obtenido de células que producen el anticuerpc de
interés, por ejemplo células de hibridoma. Dichos métodos de
amplificacién por PCR pueden ser utilizades para obtener écidos
nucleicos gque comprenden la secuencia que cocdifica la cadena
liviana y/o cadena pesada de un anticuerpoc. Dichos métodos de
amplificacién por PCR se pueden usar para obtener 4&cidos
nucleicos que comprenden la secuencia que codifica la regidn
variable de cadena 1liviana y/o la regién wariabl

ol

de cadena

[

esada de un anticuerpo. Los Acidos nucleicos amplificados se
P

|

pueden clonar en vectores para la expre

1

i6n en células huésped
y para un clonamiento posterior, por ejemplo, para generar
anticuerpes quimérices y humanizados. La cadena constante
generalmente es kappa o lambda para la cadena liviana del
anticuerpo, para la cadena pesada de anticuerpo esta puede ser,

sin limitacidn, de cualquier isctipo de IgG (por ejemplo Ig

73]
o

IgGZ2, 1IgG3 o IgG4 humanas) o de otras inmunoglobulinas,
incluyendo variantes alélicas.

Si no se encuentra disponible un clon que contenga un
acido nucleice que codifique un anticuerpo particular, perc sea
conocida la secuencia de la molécula de anticuerpo, entonces se
puede sintetizar por wia quimica un 4czide nucleics que
codifique a la inmuncglobulina y clonarlec en vectores de
clonamiente replicables utilizande un métodeo bien conocido en

el arte.
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E1 ADN que codifica anticuerpos o fragmentes de unién a
antigenc derivades de eanticuerpo descritos aqui puede ser
facilmente aislade y secuenciladoc utilizande procedimientos
convencionales (por ejemple, utilizando scndas de
oligonucledtido que sean capaces de unirse especificamente a
dcideos nucleicos que codifican las cadenas liviana y pesada de
los anticuerpos). Una wvez aislade, el BND se puede colocar en
vectores de expresién, los cuales luege son transfectados a
células huésped procariotas o sucariotas tales como células de
E. coli, de levadura (Pichia, Saccharomyces) células CO0S de
simio, células de covario de hémster chino (CHO), células de
mieloma (NSQ), células de insecto o vegetales que de otra forma

no producen la proteina de inmunoglobulina, para obtener la

]

sintesis de anticuerpos o fragmentos de unidén a antigeno
derivades de anticuerpo en las células huésped recombinantes.

6.3 Celulas huésped y expresién recombinante de los

anticuerpos

En ciertos aspectos, agui se proporcionan células

huesped que expresan de manera recombinante los anticuerpos o
fragmentos de wunién a antigeno derivades de anticuerpo
descritos aqul y los vectores de expresidn relacionados. Aqui
f proporcionan vectores de expresioén que comprenden
olinucledtidos que comprenden secuencias de nucleétidos que

codifican anticuerpos o fragmentos de unién a antigeno
derivados de anticuerpo descritos aqui para la expresibdn
recombinante en células huésped procarictas vy eucariotas,
preferentemente en células de mamiferc. También se proporcicna

agqui las células huésped que comprenden a tales vectores de



expresion para expresar de manera reccombinante los anticuerpos
¢ fragmentos de unién a antigeno derivados de anticuerpe
descritos aqui. En un aspecto particular, agul se proporcionan
metodos para producir un anticuerpc o un fragmente de unién a
antigeno derivado de anticuerpc descrito agui, gue comprende
expresar dicho anticuerpo o fragmento de union = antigenc
derivado de anticuerpo a partir de una célula huésped.

La expresidn recombinante de un anticuerpo o© un
fragmento de unién a antigeno derivado de anticuerpo descrito
aqui que se une de manera inmunoespecifica a un antigeno PSGL-1
invelucra la construccién de un vwvector de expresién gue
centiene un polinucledtide que codifica el anticuerpe o el
fragmentoe de unién a antigeno derivado de anticuerpc. Una vez
que el polinucledtido que codifica un anticuerpo o un fragmento
de unidén a antigeno derivade de anticuerpo descrito aqui ha
sido obtenido, el vector para la produccién del anticuerpo del
fragmento de unién a antigeno derivade de anticuerpo puede ser
producide mediante tecnclcgia de ADN recombinante utilizando
técnicas bien conocidas en el arte. Por lo cual, los métodos
para preparar un anticuerpc o un fragmentc de unién a antigeno
derivade de anticuerpo expresandc un polinucleétido gue
contiene un anticuerpo o un fragmento de unidén a antigeno

derivado de anticuerpo que codifica lal(s) secuencia(s) de
nucleotido se describen aqui. Se pueden utilizar métodes que

son bien conocidos por aguelles expertos en el arte para

construir vectores de expresidén gque conti

ot
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sgcuencias gue
codifican al anticuerpo o secuencias que codifican al fragmento
de uniodn a antigenc derivado de anticuerpo y sefiales de control
transcripcional ¥  traduccicnal adecuadas. Estes métodos

incluyen, por ejemplo, técnicas de AND recombinante in vitro
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técnicas sintéticas, y recombinacién genética in vivo. También
se Dproporcionan vectores replicables gque comprenden una
secuencia de nucleotido gque codifica un anticuerpo descrite
agui, una cadena pesada o liviana de un anticuerpec, un dominio
variable de cadena pesada o© liviana de un anticuerpe, © un
fragmento de unién antigenc derivado del anticuerpo,
funcieonalmente unide a un promotor, en particular, a un
promotor gue proporciona expresidn en una célula de mamifero.
Estos vectores pueden incluir la secusncia de nucledtide que

codifica la regidén constante de la molécula de anticuerpo

(Véase, por ejemple, Publicacicnes internacionales Nos. WO
86/056807 v WO B89/01036; y patente US No. 5.122.464) y dominio

variable del anticuerpo se puede clonar en este vector para la
expresidén de la cadena pesada completa, la cadena liviana
completa, o ambas cadenas liviana y pesada ccmpletas . Los
vectores de expresidn incluyen plasmidios, retrovirus,
cHdsmidos, episemas derivadeos de EBV, cromosomas artificiales y

similares. El vector de expresidén y las secuencias de control

de expresién se seleccionan para ser compatibles con la célula

(i)

huésped. E1l wvector de expresidn recombinante también pued
codificar un péptide seflal que facilita la secrecidén de las
cadenas de anticuerpo & partir de wuna célula huésped. [l
péptido sefial puede ser un péptido seflal de inmunoglopulina, un
péptido heterdlogo proveniente de una proteina gue no es
inmunogleobulina ¢ un péptido artificial.

El wvector de expresidén es trarnsferido a una célula
huésped a través de técnicas convencionales conocidas en el
arte (por ejemploc transfeccion mediada por liposoma,
transfeccién mediada por policatién, fusidn de protoplasto,

microinyecciones, nrecipitacion Eoi fosfate cle caléio,



electroporacién, transferencia por vectores virales) y luego se
cultivan las células transfectadas a través de tecnicas

convencionales para producir un anticuerpo ¢ un fragmento de

9
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unidén a antigeno derivade de anticuerpo descrito agui. Por
cual, aqui se proveen células huésped gue contienen un
polinucledtide que codifica un anticuerpe ¢ un fragmento de
unién a antigene derivade de anticuerpo descrito aguil,
funcionalmente unido a un prometor heterélogo, En ciertas
modalidades para la expresidon of anticuerpos de doble cadensz,
se pueden co-expresar los vectores gque codifican a ambas las
cadenas liviana y pesada en la célula huésped para la expresién
de la molécula de inmunoglobulina completa, comc se detalla mas
adelante. En c¢iertas medalidades, una célula huésped contiene
un vector que comprende un polinucledtido que codifica a ambas
la cadena pesada y la cadena liviana de un anticuerpe descrito
agqui, o un fragmente de wunién a antigeno del mismo. En
modalidades especificas, una célula huésped contiene dos
vectores diferentes, un  primer wvector gue comprende un
pelinucledtido que codifica una cadena pesada de un anticuerpo
descrito agui, o un fragmento del misme (per ejemplo, un
fragmente de unidén a antigenc del mismo), y un segundo vector
gque comprende un pclinucleétido gue codifica una cadena liviana
de un anticuerpo descrito aguil, o un fragmento del mismo (por
ejemplo, un fragmento de unidén a antigeno del mismo). En otras
modalidades, una primera celula huésped comprende un primer
vector gue comprende un pelinucledtide gue codifica una cadena
pesada de un anticuerpo descrito aqui, o un fragmento del
mismo, y una segunda célula huésped comprende un segundo vector
que comprende un pelinucledtido que codifica una cadena liviana

de un anticuerpo descrito aqui.

T
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pueden utilizar una variedad de sistemas de
expresion huésped -~ vector para expresar moléculas de
anticuerpo o fragmentos de unién a antigeno derivados de
anticuerpo descritos aqul (Véase, por ejemplo, la patente US
No. 5.807.715 y la patente US No. 7.604.800). Tales huésped-
sistemas de expresidn representan vehiculos mediante los cuales
se pueden producir las secuencias codificantes de interés y ser
posteriormente purificadas, pero también representa las células
que pueden; cuando son transformadas o transfectadas con las
secuencias de nucledtido codificante adecuadas, expresar in
situ una melécula de anticuerps o un fragmento de unién a
antigeno derivadoe de anticuerpo descrito aqui. Estos incluyen

pero no estan limitados a microorganismos tales como bacteria

by

(por ejemplo, E., coli y B. subtilis) transformados con ADN
recombinante de bacteriéfago, ADN plasmidial o ADN cosmidial
vectores de expresidn que contienen secuencias de anticuerpo
codificantes o secuencias codificantes de fragmento de unién a
antigenc derivado de anticuerpo; levadura (por ejemplo,
Saccharomyces, Pichia) transformada con vectores de expresién
recombinantes de levadura que contienen secusncilas de

anticuerpo codificantes o secuencias codificantes de fragmento

de unidn a antigenc derivado de anticuerpo; sistemas d

m

calula
de 1insecto infectadas con wvectores de expresién de wvirus
recombinantes {por ejemplo, baculovirus) quea contiene
secuencias de anticuerpo codificantes o secuencias codificantes
de fragmentc de unién a antigeno derivado de anticuerpo;
sistemas de célula vegetal (por ejemplo, de alga verde tal como
Chlamydomonas reinhardtii) infectadas con vectores de expresiodn
recombinantes de virus (per ejemplo, virus del mosaico de la

colifler; CaMv; virus del mosaice del tabacog, TMV) o

T =



transformados con vectores de expresidn plasmidio recombinantes
(por ejemplo, plasmidio Ti) gue contiene secuenc.as de
anticuerpo codificantes o secuencias codificantes de fragmento
de unién a antigeno derivade de anticuerpo; ¢ sistemas de
celula de mamiferos (por ejemplo, células CGS, CHO, BHK, MDCK,
HEK 293, N50, PER.C6, VERO, CRL7030, HsS578Bst, Hela, y NIH 3T3)

ue ortan construcciones de expresidén recombinantes ue
g L d

contienen promotores y/o mejoradores derivados del gencma de

(D

células de mamiferos (por ejemplo

= 15 ’

promoter de metaloticneina,
promotor de inmunoglcobulina, promocter de actina) o de virus de
mamiferos (por ejemple, el premoter tardio de adenovirus; el
promotor de 7.3K del wvirus vaccinia, CMV, Virus Simic 40).
Ctros elementos reguladores para la expresidén en células
eucaridticas son las seflales de poliadenilacién tales comc BGH
polyA, 8V40 tardio © temprano poliA. Alternativamente, se
pueden usar seriales de poliadenilacién de inmunoglobulina u
otros genes., En otra modalidad especifica, las células
eucarioticas, especialmente para la expresién de un anticuerpo
monoclonal IgG4 descrito aqui, se usan para la expresién de un
anticuerpc descrito aqui o fragmento de unién a antigeno del
misme. Por ejemplc, células de mamifero tales como células d
ovario de hamster Chine (CHO), en conjunto con un vectsr tal
como el principal elemento promotor del gen intermedic temprano
de citomegalovirus humanc es un Sistema de expresién eficaz
para anticuerpos (Foecking et al., 1986, Gene 45:101: and
Cockett et al., 1990, Bio/Technology 8:2). En cilertas
modalidades, los anticuerpos descritos agqui son producidos por
células CHO o células NS0. En una modalidad especifica, la
expresién de las secuencias de nucledtido gque codifican

anticuerpos o fragmentos de unién a antigeno derivados de

4%



anticuerpo descritos aqui que $e unen inmuncespecificamente a
un antigeno PSGL-1 es regulada por un promotor constitutivo, un
promotor inducible o un promotor especifico de tejido.

En sistemas bacteriancs, un numero de vectores de
expresion se pueden seleccionar de manera ventajosa dependiendo
del uso que se pretende dar a la molécula de anticuerpo gue
esta siendo expresada. Por ejemplo, cuando se ha de producir
una gran cantidad de dicho anticuerpo o fragmento de unién a
antigeno derivado de anticuerpo, para la generacién de
composiciones farmacéuticas de una molécula de anticuerpc o de
un fragmento de unién a antigeno derivado de anticuerpo, pueden
ser deseables wvectores que dirigen la expresién de altos
niveles de productos de proteina de fusién que son ficilmente
purificados.

Ademéas, una cepa de celula huésped puede
seleccionada, la cual modula la expresién de las secuencias
insertadas, o modifica y procesa el producto del gen en la
forma especifica deseada. Tales modificaciones (por ejemp
glicosilacion) y el procesamiento de los productos de proteina
puede ser importante para la funcidén de la proteina. Células

huésped diferentes poseen caracteristicas Y mecarn

-

SMCS
especificos para el procesamiento post-traduccional vy la
modificacidén de proteinas y de productos génicos. Las lineas
celulares © células huésped adecuadas se pueden elegir para

=

asegurar la correcta modificacidén y procesamiento o que la
proteina externa sea expresada. Para este propdsito, se pueden
usar células huésped eucaridéticas que poseen la maquinaria
celular para el ©procesamiento adecuadc del Eranstripte

primaric, la glicosilacién, y la fosforilacién del preoducto

génico. Tales células huésped de mamifero incluyen perao no



estdn limitadas a células CHO, VERO, BHEK, Hela; COS, MDCK, HEK
293, NIH 3T3, W138, BT483, HsL78T, HTBZ, BTZ20 y T47D, N30 (una

1

o

nea celular de mieloma murinc gue no produce alguna cadena de
inmunoglobulina de manera enddgena), CRL7030 y HsS78Bst. En
ciertas modalidades, anticuerpos o fragmentes de unidn a
antigeno derivados de anticuerpo descritos agul se producen en
células de mamifero, tales como células CHO.

A largc plazo, se preéfiere la expresidn estable en la
produccién de alto rendimiento de anticuerpcs o ZIragmentos de
unién a antigenc derivados de anticuerpo recombinantes. Por
ejemplo, es posible modificar por ingenieria genética lineas
celulares de mamifero gue expresan de maneta estable la
molécula de anticuerpe o el fragmento de unién a antigeno
derivado de anticuerpo. En lugar de usar vectores de expresion
gue contienen origenes de replicacién viral, es posible
transformar células huésped con ADN controlado con elementos de
contrel de expresidén adecuados (por ejemplo, secuencias de
promotor, de mejoradores, terminadores de la transcripciédn,
sitios de peliadenilacidn, etc.), y un marcadeor seleccionable.
Luege de la introduceidén del ADN extrano, es posible permitir
que las células modificadas se cultiven por 1 a 2 dias en medio
no selectiveo, ¥y luege cambiarlas a un medio selectivo. EI
marcador seleccionable en el plasmidic reccmbinante confiere
Resistencia a la seleccidén y permite que las células integren
de manera estable el plasmidic en sus cromosomas. Después del
clonamiento de célula Unica, se expanden las células a lineas
de produccién celular. Este método se puede usar ventajosamente
para modificar las lineas celulares gue expresan la molécula de
anticuerpo o el fragmentoc de unién a antigeno derivado de

anticuerpo. Dichas lineas celulares modificadas pueden ser

il



particularmente utiles en la seleccidén y la evaluacion de
composiciones que interacttan directa o indirectamente con la
molecula de anticuerpo.

Se pueden usar un nimero de sistemas de selecciodn,
incluyendo perc no limitado a, timidina quinasa de wvirus herpes

simplex (Wigler et al., 1877, Cell 11:223), hipocxantinaguanina

g

fosforibosiltransferasa (Szybalska & Szybalski, 1992, roc,
Natl. Acad. Sci. USA 48:202), y adenina fosforibosiltransferasa
(Lowy et al., 1980, Cell 22:8-17) genes gue se pueden usar en
células tk-, hgprt- o aprt-, respectivamente. Tamkién es
posible usar Resistencia antimetabolito come la base de
seleccidébn para los siguientes genes: dhfr, gque confiere
resistencia a metotrexato (Wigler et al., 1880, Natl. Acad.
Sei. USA 77i357r @"Hare ‘et al.; 1981; Proe. Natl. Acad: Sci.
USAE 7Bz1527)% gpt, que confiere resistencia a acido
micofenélice (Mulligan & Berg, 1981, Proc. Natl. Acad. Sci. USA
7€:2072); neo, que confiere resistencia al aminoglicosido G-418
(Wo and Wu, 1991, Biotherapy 3:87-953; Tolsteshev, 1993, Ann.
Rev. Pharmacol. Teoxiecol. 32:573-596; Mulligan, 19%3, Science
260:926-932; y Morgan and Anderscn, 1893, Ann. Rev. Biochem.
62:191-217; Maye, 1993, TIB TECH 11(5):155-2 15); & hygrs, gue
confiere resistencia a higromicina (Santerre et al., 1984, Gene
30:147). Se pueden aplicar de manera rutinaria métodos de
tecnologia de ADN recombinante gue son cominmente conocidos en
el arte para seleccionar el clon recombinante deseado, vy tales
métodos se describen, por ejemplo, en 2Ausubel et al. (eds.),
Current Protecels in Molecular Biolegy, John Wiley & Sons, NY
(1993): Kriegler, Gene Transfer and Expression, A Laboratory

Manual, Stockton Press, NY (1%90); vy en los capitules 12 y 13,

Dracopeoll et al. (eds.), Current Protocecls in Human Genetics,

]
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John Wiley & Sons, NY (1994); Colberre-Garapin et al., 1981, J.
Mol. Bicl. 130:1, los cuales se incorporan come referencia aqui
en su totalidad.

Los niveles de expresién de una molécula de anticuerpo
o un fragmento de unién a antigeno derivade de anticuerpo se
pueden aumentar por medio de amplificacidén por vector (para una
revisién, véase Bebbington and Hentschel, The use of vectors

based on gene amplification para la expresion of

h
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I
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in mammal cells in DNA cloning, Vol. 3 (Bcademic Press, New
York, 1987)). Cuande un marcador en el sistema del vector que
expresa el anticuerpo o fragmento de unidén a antigeno derivado
de anticuerpo es amplificable, el aumento en el nivel de
inhibidor presente en el cultive de la célula huésped aumentaré
el numero de copilas del gen marcador. Debido a que la regién
amplificada estd asociada con el gen del anticuerpo o fragmento
de union a antigeno derivado de anticuerpo, también aumentari
la produccién del anticuerpo o del fragmentc de unidén a
antigenc derivade de anticuerpo (Crouse et al 1983

» £
sy ] Mol.

Cell. Biml. 3:237).

La célula huésped puede ser co-transfectada con dos o
mas vectores de expresidn descritos aqui, el primer vector gue
codifica un peolipéptido derivado de cadena pesada y el segundo

vector codifica un polipéptido derivade de cadena livian Los

[at]

dos vectores pueden contener marcadores de seleccidn
seleccionables idénticos o diferentes los cuales permiten la
expresion suficiente de polipéptideos de cadena pesada v de
cadena liviana. Las células huésped pueden ser co-transfectadas
con  cantidades diferentes de los dos © més vectores de

expresidn.
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Alternativamente, se puede usar un unico vector el cual
cedifica, y es capaz de expresar, ambos polipéptidecs de cadena

-

pesada v de cadena liviana. Las secuencias codifi

0

antes para
las cadenas liviana y pesada puede comprender BADNc o ADN
genomico. El1 wvector de expresidén puede ser moneocistrénico o
multicistrénice. Por ejemplo una construccidn de acido nucleico
bicistrénica puede comprender en el siguiente order un

promotor, la cadena pesada de un anticuerpo des

@]

rite agui), and
una cadena liviana de un anticuerpo descrito aqul. En un vector
de expresidn come tal, la transcripcién de ambas cadenas puede
ser dirigida por el promotor, mientras que la traduccidén del
ARNm desde la cadena pesada puede currir a través dea un
mecanismo de barrido dependiente de “eap” y la traduccién del
ARNm desde la cadena liviana puede ser a travées de un mecanismo
de barride independiente de “cap’, por ejemplo, a través de
IRES.

En algunas modalidades, las moléculas de anticuerpo o

fragmentos de unidén a antigenc derivados de anticuerpo son

s

roducidas cultivande las celulas huésped por un periodg de
tiempo suficiente para permitir la alta expresidén de las
moléculas en las c¢élulas huésped. En algunas modalidades las
moléculas son expresadas en células de mamifera, por ejemplo en
células CHO en medio libre de sueroc o en un medio definido del
punta de wvista guimico. En algunas modalidades, las moléculas
de anticuerpo o fragmentos de unidn a antigeno derivados de
anticuerpo son recuperados desde el medio de cultivo como un

pelipéptide secretado o puede ser recuperado desde lisados de

1)

e

la célula huésped si por ejemplo se expresa sin una senal

secretora.
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Una wvez gque una molécula de anticuerpo o fragmento de
unidon a antigenc derivado de anticuerpo descrito aqui se ha
producido por medic de expresién recombinante, se puede
purificar por cualquier métode conocideo en el arte para la
purificacién de una molécula de inmuncglobulina, por ejemplo,
por medio de cromatografia (por ejemplo, de intercambio idnico,
de afinidad, particularmente de afinidad peor el antigeno
especifico luego de Proteina A, y por medio de gromatografia en
columna de exclusién de tamanao) , por centrifugacidn,
sclubilidad diferencial, precipitacién, filtracién, HPLC de

fase reversa, o por cualguier otra técnica estandar para la

s}

urificacidn de las proteinas para cobtener preparaciones de las
moleculas sustancialmente homogéneas y biolégicamente activas.
Ademas, los anticuerpocs o fragmenteos de unid a antigena
derivados de anticuerpo descritos aqui se pueden fusionar a
secuencias de polipéptide heterdleogas para facilitar 1la
purificacion.

En modalidades especificeas, un anticuerpe o un
fragmento de unidén a antigeno derivade de anticuerpo descrito
agui es aislade o purificade. Por ejemplo, en una modalidad
particular, una preparacién de un anticuerpoc o un fragmentc de
unién a antigeno derivado de anticuerpe descrito aqui se
encuentra sustancialmente libre de material celular
componentes del medic y/o precursores quimicos. La expresién
“sustancialmente libre de material celular! incluye
preparaciones de un anticuerpo o© un fragmento de unién a
antigeno derivado de anticuerpo en el cual el anticuerpse o e
fragmento de unidén a antigenc derivado de anticuerpc es

separado de los componentes celulares de las células de las

cualesz =

W

aislado o producido de manera recombinante. Cuando el

-48 -



anticuerpo o fragmente de wunién a antigeno derivade de
anticuerpo es producido de manera recombinante, este también
por lo general se encuentra sustancialmente libre de medioc de
cultivo, es decir, el medic de cultive representa menos de
alrededor de 20%, 10%, 2%, 1%, 0.5%, ¢ 0,1% del wvolumen de la
preparacién de proteina. Cuando se produce el anticuerpo ¢ el
fragmento de unién a antigeno derivado de anticuerpo por medio
de sintesis quimica, por lo general estd sustancialmente libre
de precursores dguimicos © de otros productos quimicos, es
decir; es separado de los precursores gquimices o de otcos
productos quimicos que estén involucrados en la sintesis de la

proteina. Por consiguiente, tales preparaci

o
3
]
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anticuerpo
o del fragmento de unién a antigeno derivadeo de anticuerpo
peoseen menos de alrededor de 30%, 20%, 10%
de precursores quimicos o de compuestos diferentes del

anticuerpo de interés o del fragmentoc de unién a antigeno

derivado del anticuerpo de interés.

6.4 Composiciones farmaceéuticas

En la presente descripcidén se proveen composiciones,
composiciones farmacéuticas que comprenden un anticuerpo o un
fragmentc de unién a antigeno derivado de anticuerpo, tal come
se describe en la presente memoria descriptiva. En aspectos

particulares, las composiciones que aqui se describen se pueden
aplicar en uses in vitro, in vive o ex vivo. En modalidades

especificas, en la presente descripcidén se provee una

composicién farmacéutica que comprende un anticuerpo o

o

fragmento de unidn a antigeno derivade de anticuerpo. Tal coms
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que agui se describen, Y un vehiculo o} excipiente
farmacéuticamente aceptable.

Las composiciones terapéuticas que contienen un anticuerpo
o un fragmento de unién a anticeno derivado de anticuerpo, gue
agqul se proveen, se pueden preparar para su almacenamiento, al

mezclar el anticuerpo, gque tiene el grado de pureza deseado,

cen vehiculos, exclplentes ¢ estabilizantes opcionales,
fisiolégicamente aceptables {Remington’s Pharmaceutical
Sciences (19°20) Mack Publishing C¢., Easton, PA; Remington: The
Science y Practice of Pharmacy, 2lst ed. (2006} Lippincott
Williams & Wilkins, Baltimore, MC) , en la forma de

formulaciones o scluciones acuosas liofilizadas. Los vehiculos,
excipientes o estabilizantes aceptables nc son téxicos para los
receptores, a las dosis y las concentraciones utilizadas, e
incluyen tampones, tales como fosfate, citrata, citrate de
sodio dihidrato y de otros acidos organicos; y/o surfactantes
no idénicos, tales como TWEEN™, PLURONICS™ o pelietilenglicol
(PEG)

Las compesiciones, tal como aquéllas que se describen en
la presente memoria descriptiva, también pueden contener mas de
un compuesto activo (por ejemplo, moléculas, come ejemplo,
anticuerpo o anticuerpos, tal como se describe en la presente
memoria descriptiva) necesarios para la indicacién partieular
que se estd tratando. En ciertas modalidades, las formulaciones
comprenden un anticuerpc © un fragmento de unién a antigeno

derivado de anticuerpo, tal cenm

]
W
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provee agqui, ¥ unc o mas
compuestos actives con actividades complementarias, gque no se
ven adversamente afectadeos entre si. Tales moléculas se

encuentran apropiadamente presentes en combinacidn, en

cantidades gue son eficaces para el cbjetivo perseguido. Por
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ejemplo, un anticuerpo o fragmento de unién a antigeno derivado
de anticuerpo, tal como agqui se describe, se puede combinar con
uno © mas agentes terapéuticos. Dicha terapia combinada se
puede administrar al paciente en serie o simultanea o
secuencialmente,

Las composiciones que se utilizan en la
administracién in wvive pueden ser estériles. Esto se lleva a

cabo facilmente mediante filtracién a través de, por ejemplo,
membranas estériles de filtracidn.

En aspectos especi fices; las composiciones
farmaceuticas que aqui se proveen contienen una cantidad
terapéuticamente eficaz de un anticuerpo o© un fragmento de

unién a antigeno derivado de anticuerpo, tal como agqui se

proporcionan, y, opcionalmente, unc o mas age

e

ntes terapéuticos

o profilacticos adicionales, en un vehiculc farma

2l
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éuticamente
aceptable. Tales composicicnes farmacéuticas son utiles en la

prevencidon y/o el tratamientc de un trastorno o enfermedad, tal

come se describe en la presente memoria descriptiva, tal como

soriasis, o uno o mds de sus sintomas. El término "cantidad
terapeuticamente eficaz" se refiere a la cantidad que es segura

y suficiente para prevenir o tratar una enfermedad. Tal como se

i

utiliza en la presente descri cidny el termine “tratarx”
& r

“tratado;” “tratando” o “tratamiento” se utiliza en la presente

descripcién para referirse a la provisién de un resultado
clinico benéfico o deseado, én un paciente con una enfermedad.
Les resultados clinicos benéficos o deseados incluyen, pero no
se limitan a, el alivio de sintomas; disminucién del alcance de

la enfermedad, estabilizar (es decir, no empecrar; el estadeo de

la enfermedad, retrasar o desacelerar la progresion de la

enfermedad, mejora o paliacién del estade de 1la enfermedad, v

LY



remisién (ya sea parcial o total), ya sea detectable o
indetectable. "Tratamientc" también puede significar prolongar
la sobrevida en comparacidn con la scbrevida esperada si no se
recibe tratamiento.

Los vehicules farmacéuticos adecuados  para la
administracién de un anticuerpe © un fragmento de unién a
antigenc derivado de anticuerpo, tal como se provee agqui,
incluyen cualguier vehiculo conocido por aguellos expertas en
el arte, por ser adecuade para la forma de administracién
particular. En una modalidad, un anticuerpo o un fragmento de
unién a antigeno derivado de anticuerpc sge formula en
preparacicones farmacéuticas adecuadas, tal come soluciones o©
suspensiones estériles para administracién parenteral.

Ademas, un anticuwerpc © un fragmento de unidén a
antigeno derivadeo de anticuerpo, gue agul se describe, puede
estar formulade como el dnico ingrediente farmacéuticamente
active en la compesicién o se puede combinar con otros
ingredientes activos (tal comc uno o mas agentes terapéuticos o
profilacticads).

En las compesiciones, un anticuerpo o un fragmento de
unidén a antigeno derivado de anticuerpo, tal como se provee
aquli se mezcla con un vehicule o portader farmacéutico
adecuade. Las concentracicnes del anticuerpo o fragmento de
unién a antigeno derivado de anticuerpo en las composiciones
puede, por ejemplo, ser eflcaz para el suministro de una
cantidad, después de su administracidn, que previene y/c trata
un trastornc o enfermedad, tal como las gue aqui se describen
(por ejemplo, un desorden inflamatorio} o su sintoma.

En una modalidad, las composiciones estan formuladas

para administracién de dosis Gnica. Para formular una
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composicién, la fraccidén en peso del compuesto se disuslve,
suspende, dispersa © se mezcla de otro modo, en un vehiculo
seleccionado, & una concentracién eficaz, de tal manera gque el
trastorno se alivia, se trata o unc o mas sintomas se mejoran.
En ciertos aspectos, un anticuerpe ¢ un fragmento de
unién a antigeno derivade de anticuerpo, tal como se provee en
la presente descripcion, esta incluido en el vehiculo
farmacéuticamente aceptable, eh una cantidad eficaz, suficiente
para generar un efecto terapéuticamente util en la ausencia de,
o con minimos o© insignificantes efectos secundarios en el
paciente tratado. Una concentracidn terapéuticamente eficaz se
puede determinar emplricamente al probar los compuestos en

sistemas in vitro e in vivo, por medioc del usce de métodss

3,
@

rutina y luego extrapoclar las dosis en humanos a partir de
ellos.

La concentracién del anticuerpo o fragmentoc de unidn
a antigeno derivadoe de anticuerpc en la compeosicién
farmacéutica dependerd, por ejemplo, de las caracteristicas
fisicoguimicas del anticuerpo ¢ el fragmento de unién a
antigeno derivado de anticuerpo, el horario de las dosis vy la
cantidad administrada, asi como de otros facteres conocidos por
aquellos expertos en el arte.

Las compesiciones farmacéuticas, en otra modalidad,
proveen una dosis de alrededor de 0,00l mg a alrededor de 100
mg de anticuerpe ¢ fragmento de unidn a antigeno derivade de
anticuerpo, por kilo de pesc corporal, diariamente. Las formas
de «desis wunitarias farmacéuticas se pueden preparar para
proporciconar de alrededor de 0,001 mg a alrededor de 100 mg y/o

una combinacién de otros ingredientes esenciales opcicnales,

por forma de dosis unitaria. En una modalidad especifica, el



anticuerpo o fragmente de wunién a antigene derivado de
anticuerpo se formula con una concentracidén de 40 mg/mL.

El anticuerpe o el fragmento de unidn a antigeno
derivado de anticuerpo se puede administrar de una sola vez o
se puede dividir en un nuimero de dosis mas peguefias, para ser
administradas a intervalcs de tiempo. Se entiende que la dosis
precisa y la duracién del tratamiente es una funcién de la
enfermedad o el trastorno que se tratan y que aqui se describen
¥y Se pueden determinar empiricamente, por medic del usoc de
protecolos de prueba conocides o por extrapolacidén de los datos
de los ensayos in vivo o in vitro. Cabe seflalar gue los wvalores
de las concentraciones y las dosis también pueden variar con la

severidad de la enfermedad o el trastorng a aliviar. Ha de

entenderse, ademas, gque para cualquier sujet
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los regimenes de dosis especificas se pueden ajustar en el
tiempo; segin la necesidad individual y el Juicio profesional
de la persona que administra o supervisa la administracién de
las composiciones.

Las composiciones farmacéuticas se proveen para su
administracién a humanos vy animales, en formas de dosis
unitarias, tal como solucicnes o suspensioneés parenterales
esterlles que contienen cantidades adecuadas de un anticuerpo o
un fragmento de unién a antigeno derivado de anticuerpo, tal
como se describe en este documente. EI anticuerpec o el
fragmento de unién a antigenc derivado de anticuerpo, en una
modalidad, se formula y administra en formas de dosis unitaria
c formas de dosis maltiples. Las formas de dosis unitaria, tal
como se utiliza en la presente descripcién, se refiere a

unidades fisicamente discretas, adecuadas para pacientes

animales y humanos, y envasados individualmente, comoc se concce



en el arte. Cada dosis wunitaria contiene una cantidad
predeterminada del anticuerpe o del fragmento de unién a
antigenc derivado del anticuerpo, suficiente para producir el
efecto terapéutico deseads, junto con el vehiculo, portador o
diluyente farmacéuticc regueride. Ejemplos de formas de dosis
unitaria incluye ampollas y jeringas. Las formas de dosis
unitaria se pueden administrar en fracciones o varias de ellas.

Una forma de dosis multiples es una pluralidad de formas de

dosis wunitaria, envasadas en un solo recipiente, para ser

administradas en forma de dosis unitaria segregada. Ejemplos de
formas de dosis multiples incluyen frascos, o botellas de medio

litre o de galeones. Por lo tante, la forma de dosis maltiples
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dosis unitarias gue no estan

segregadas en el envase

En ciertas mecdalidades, un anticuerpe ¢ un fragmento
de unién a antigeno derivado de anticuerpo que agul se describe
se encuentra en una composicién farmacéutica liguida. Las
composiciones liquidas farmacéuticamente administrables pueden,
por ejemplo, prepararse disolviendo, dispersando o, de otro
mode, mezclando un anticuerpo que agui se describe en un

portador o vehiculo, tal como por ejemple, agua, una solucidn

salina, dextrosa acuosa, glicerol, glicoles,

etancl, v

similares, para formar de esta manera una Solucidn o ina

suspension. Si se desea, la composicién farmacéutica gque se

jal]

dministrard también puede contener cantidades menores de
sustancias auxiliares no toxricas, tales como agentes
humectantes, agentes emulsionantes, agentes solubilizantes,
agentes amortiguadores de pH y similares.

Métodos actuales de preparacién de tales formas de

r

dosis son conocidos ¢ serdn evidentes para los expertos en este
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arte; por gjemplo; véase, por ejemplo, Remingteon's
Pharmaceutical Sciences (1990) Mack Publishing Co., Easton, PA;
Remington: The Science y Practice of Pharmacy, 2lst ed. (2006)
Lippincott Williams & Wilkins, Baltimore, MD.

Se pueden preparar formas de dosis o composiciones
gue contengan un anticuerpo en el rango de 0,005% a 89,9%,
donde el resto es un vehiculo no tdxico. Métcdos para la
preparacidén de estas Composiciones son conocidos para los
Expertos ef €l drte.

La administracién parenteral, en una modalidad, se
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caracteriza por la inyeccidn, wvya
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p
intramuscular o intravenosa, gue también se contempla en la
presente descripcién. Los inyectables se pueden preparar en
formas convencionales, ya sea comp scluciones © suspensiones
liquidas, formas sélidas adecuadas para soluciones o suspensién
en liquido, antes de 1la inyeccidén, o como emulsiones. Las
oluciones y emulsiones inyectables también contienen unc o mas
excipientes. Los excipientes adecuados son, por ejemplo, agua,
una seolucidén salina, dextresa, glicerocl o etanol. Ademas, si se
desea, las composiciones farmacéuticas a administrar también
pueden contener cantidades mencores de sustancias auxiliares no
toxicas, tales come agentes humectantes o emulsionantes,
agentes taponamiento de una solucidén de pH, estabilizantes,
agentes potenciadores de la solubilidad y otros agentes
similares. Otras wvias de administracién pueden incluir la
administracidén entérica, la administracidn intracerebral, la
administraciés nasal, la administracion intrarterial;
administracion intracardiaca, infusién intradsea,
administracién intratecal, infusidén intravenosa, implantacién

subcutdnea o inyeccioén, la administraciodn intramuscular,



administracidn intrarrectal administracidn intravaginal,
administracién intragastrica, administracién intratraqueal,
administracidn intraperitoneal v la administracién
intrapulmonar.

Las preparaciones para la administracién parenteral

incluyen soluciones estériles listas para inyeccién, productos

4

t

sclubles estériles y secos, tal como polvos liofilizados,
listos para combinarse con un sclventse, justo antes de su uso,
y emulsiones estériles. las soluciones pueden ser acuosas

¢ no

acuoesas.

Si se administra por wvia intravencsa, los wvehiculos

adecuados incluyen una solucién salina fisiclégica o tampbdn
fosfato salino (PBS), agua y solucicnes gue contienen agentes
espesantes y scolubilizantes, tal como glucosa,
polietilenglicol, polipropilénglicol y sus mezclas.

Los vehiculos farmacéuticamente aceptables utilizados

en preparaciones parenterales incluyen vehiculos acuosos,

vehiculos no acuesos, agentes antimicrobianos, agentes
isotdénicos, soluciones tampén, anticxidantes, anestésicos
locales, agentes de suspensidn v dispersicn, agentes

emulsionantes, agentes secuestrantes o quelantes y otras
sustancias farmaceuticamente aceptakles. Los vehiculos
farmaceéuticos también incluyen alcchol etilice, propilénglicel
de polietilenglico para vehiculos miscipbles en agua; e
hidréxido de sodio, é&cide clorhidrico, &cido citrieco o Aacido
lactico para ajustar el pH.

De ferma ilustrativa, la infusidén intravencsa o
intraarterial de una solucién acuosa estéril que contiene un
anticuerpo es una forma eficaz de administracién. Otra

modalidad es una solucidn o suspensidén acuoso u cleosa estér
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que contiene un material activo inyectado, en caso necesario,
para producir el efecto farmacoldgico deseado,

En una modalidad especifica; una preparaciodn
farmacéutica comprende c¢itrate de scdio, clorurc de sodio,
dcido «c¢itrico, ©polisorbate 80 y agua. En una modaiidad
especifica, una preparacién farmacéutica comprende citrats> de
sodieo, clorurc de scodio, y acide citrice. En una modalidad
especifica, una preparacién farmacéutica comprende 9,1 mM de
citrato de sodio; 150 mM de cloruro de sodic y 0,2 mM de Acido
citrieco. En una modalidad &especifica, una  preparacién
farmaceutica comprende un anticuerpo o conjugade, gue aqui se
describen, c¢on una concentracidén de 0,267 mM. En una modalidad
especifica, una preparacién farmacéutica comprende 2,676 g/L de
citrato de sodio, 8,766 g/L de cloruro de sodio, 0,2 g/L de
polisorbate 80 y 0,189 g/L de &acido citrico. En una modalidad
especifica, una preparacion farmacéutica comprende an
anticuerpc o un fragmento de unién & antigenc derivado de
anticuerpo que aqgul se describe con una concentracién de 40
g/L. Preferentemente, las anteriocres preparaciones
farmacéuticas tienen un pH de 5.0.

En otras modalidades, las composiciones farmacéuticas
son polves liofilizados, gque se pueden reconstituir para su
administracién come soluciones, emulsiones y otras mezclas.
Tambien pueden ser reconstituideos y formulados como sélides o
geles,

El polvoe 1liofilizado se prepara al disolver un
anticuerpo, tal como el gue se provee aqui, en un solvente
adecuado. En algunas modalidades, el polve liofilizado es
estéril. El solvente puede contener un excipiente, gue mejora

-

la estabilidad, u otro componente farmacologico del polve o de
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la solucidn reconstituida, gue se prepara a partir del polvo.
Los excipientes que se pueden utilizar incluyen, perc no se
limitan a, dextrosa, sorbital, fructosa, Jarabe de maiz,
®ilitol, glicerina, glucosa, sacarpsa u otro agente adecuado.
El sclvente también puede contener una solucidén tampén, tal

como citrato, fesfate de sodic o pot o u otras solucidn

o
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tampon, conocida por aquellos expertos en el arte, donde en una
modalidad, se encuentra a alrededor de un ©»H neutre. La
posterior filtracién estéril de las soluciones, seguida de la
liofilizacidén bajo condiciones estandares, conacidas por

aquellos expertos en el arte, propercicna la formulacién

=

deseada. En una modalidad, las solucieones resultantes se
repartiran en frascos para licfilizacién. Cada frasco contendra

una scla dosis o dosis maltiples del compuesto. El polvo

A}

iofilizado puede almacenarse en condiciones apropiadas, como
de alrededor de 4°C a temperatura ambiente.

La reconstitucidn de este polvo liofilizade con agua
para inyeccidr proporciona una formulacién para usc en
administracién parenteral. Para la reconstitucién, se afade el

polve liofilizado a agua estéril u otre wvehiliculo adecuado. La
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cantidad ©precisa depende del compuesto seleccicnads.

{

cantidad puede determinarse empiricamente.

6.5 Métodos terapéuticos

W

Los anticuerpos y fragmentos de unidn a antigeno
derivados de anticuerpc gue agul se describen son utiles para
tratar trasteornos y enfermedades ascciados con, o causados por
(total o parcialmente) la mayor proliferacidn y/oc numeroc de
células T activadas, en relacidén con la preoliferacién y/o el

namero de células T activadas gque se encuentran en individuos



sanos o individuos gque no padecen trastorno o enfermedad en
particular. Tales enfermedades y trastornes son conocidos para
un experto en el arte o pueden ser determinados por un técnico
en el arte. En una modalidad especifica, los anticuerpos vy
fragmentos de unidén a antigenc derivados de anticuerpo que aqui
se describen son dtiles para tratar una enfermedad ¢ trastorno
inflamatorico. En una modalidad, la enfermedad inflamatoria es
una enfermedad autoinmune. En una meodalidad especifica, la

enfermedad o trastorne inflamatorio es s soridasis en
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placas, artritis soriatica, artritis reumatcidea, enfermedad de
Crohn y espondilitis anquilosante.

Ejemplas o limitantes o no FESEFLEEINGS de
trastornos y enfermedades que se pueden tratar por medio del
uso de 1los anticuerpos y fragmentos de unién a antigeno
derivades de anticuerpo, que agui se describen incluyen
soriasis, enfermedad de Crohn; espondilitis anquilosante |,

artritis (incluyende artritis reumatoidea, artritis reumatoidea

juvenil, ostecartritis v artritis sordidtiea), diabetes
mellitus, esclerosis mialtiple; encefalomielitis, miastenia
gravis, lupus eritematoso sistémico, tiroiditis autoinmune,
dermatitis (incluyendo dermatitis atépica Y dermatitis
eczematosa), sindrome de Sjogren, ulcera aftosa, 1iritis,
conjuntivitis, queratocenjuntivitis, diabetes tipo E;

enfermedades inflamatcrias del intestino, colitis wuleerocsa,
asma, asma alérgica, lupus eritematosc cutaneo, esclerodermia,
vaginitis, proctitis, erupciones por medicamentos, reacciones
de reversién de lepra, eritema nodoso leproso, uveitis
autoinmune, encefalomielitis alérgics, encefalopatia
hemorrégica necrotizante aguda, pérdida de audicidén bilateral

idiopatica progresiva neurosensorial, anemia aplasica, anemia
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pura de glébulos rojos, trombocitopenia idiopéatica,

poelicondritis, granulomatosis de Wegener, hepatitis activa

crénica, sindrome de Stevens -Johnson, esprue idigpatico,
ligquen plano, enfermedad de Graves, sarcolidosis, ‘clrragsis
biliar primaria, uveltis posterier, fibresis pulmonar
ffittersticial, alergids, tal «como alergia atépica, SIDA,

necplasias de células T, como leucemias o linfomas.

Ademas, los anticuerpos vy fragmentes de unidén a
antigenoc derivados de anticuerpo son Gtiles para prevenir y/o
tratar clertos trastornos vy enfermedades ascciados con, ©
causades por (total o parcialmente) per la mayor preliferacidn
y/0 numerc de células T activadas, en relacién con la
proliferacidén y/o el numero de células T activadas gue se
encuentran en individuos sanos o individucs que no padecen
trastorne ¢ enfermedad en particular. Ejemplos no restrictivos
de trastornos y enfermedades gue se pueden prevenir y/o tratar
por medio del uso de los anticuerpcs y fragmentos de unidn a
antigeno derivados de anticuerpo que agui se describe incluyen

casos de enfermedad del huésped contra el injerte
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rechazo a trasplante (incluyendoc rechazo de trasplantes

utilizando tejidos alogénicos o ¥enogénicos) tal coms
trasplante de médula o6sea, trasplante de higado, trasplante de
rifién o trasplante de cualquier érganc o tejido.

En ‘consecuencia, en la presente descripcidn se

proveen métodos para prevenir y tratar enfermedades vy

rastorncs, por medico del uso de un anticuerpo o fragmente de
unién a antigeno derivado de anticuerpo, tal como se describe
en la presente memoria descriptiva. En una modalidad
especifica, tales métodos ceomprenden la administracién a un

paciente gque lo necesite, de una cantidad terapéuticamente
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unién a antigenc

eficaz de un anticuerpo
anticuerpo tal en la presente
el anticuerpo

En modalidades

memecria descriptiva.
un trastorio o

derivadec de
especificas,
gue aqul se

enfermedad,

administrado para tratar
describe, es 1547H.
una modalidad, “tratamientoe” ¢ “tratando” un
se refiere & de una

trastornos
al mencs de unos de

sus sintomas

trastorng e}
trastornos, o©
“tratamiento” © Mtratandoe” se

aenfermedad o
modalidad,
un parametro fisico medikle,

En otra

visibles,
refiere a una mejora de al mencs
asoclade cor una enfermedad o trasterno, 0o onecesariamente
discernible por el sujetc. En aun ctra modalidad, "tratamiento"
de la progresidn de

ejemp._o,

refiere a una inhibicién
por

"tratando" se
sea fisicamente,

va

o
enfermedad o trastorno,
discernible,

fisiologicamente,

una
fisico; o por

estabilizacidén de un sintoma
por estabilizacion de un parametroc

por ejemplo,
ambos.

especificas, el métode de tratamiente
La

la reduccidn o mejora de

3

En modalidade
=nfermedad
En

gue agui se describe sé encarga de

severidad y/o duracién de un trastorno o
descriptiva.

progresién,

como se describe en la presente memcria
modalidades especificas, el método de tratamiento que
se describe reduce uno o mas sinteomas de
describe

o

tal
un trastorno

otras

aqui
enfermedad, tal como se en la presente memecria
un método para tratar un

descriptiva,
presente

En una modalidad particular,
trastornoe o enfermedad, tal como s5e describe en la
memoria descriptiva, puede lograr al mencs uno, dos, Lres,
cuatre o més de los siguientes efectos, debido a le&
cantidad terapéuticamente eficaz de un

administracién de una
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anticuerpo o un fragmento de unién a antigeno derivade de
anticuerpo, tal como se describe en la presente memoria
descriptiva: (i) la reduccién o mejora de la severidad dsl
trastorno o enfermedad y/c uno o mas sintomas asociados; (ii)

!

una reduccidén en la duracién de uno o mas sintomas asocliados

€Y

on el trastornoc o nfermedad; (iii) la prevencién de 1la
recurrencia del trastorno o enfermedad; (iv) la regresién del
trastorno ¢ enfermedad y/o uno o mas sintomas asociados; (v)
una reduccién en la hospitalizacién de un paciente; (vi) la
reduccién en la duracién de la hospitalizacidn; (vii) el
aumento en la scbrevida de un pacilente; (viii) la inhibicién de
la progresién del trastorno o enfermedad y/¢ uno o mds sintomas
asociados; {ix) el aumento o la mejora del efecto terapéutico

il

] (#x) una reduccidén ¢ la eliminacidén del

[

de otra terapi
trastorno o enfermedad; (xi) una reduccién en la nortalidad;
{(x11) una reduccidén en la tasa de hospitalizacién: (xiii) la

prevencién del desarrollo o inicio de uno o més 'sin
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asoclades con el trastorne o enfermedad.

En una modalidad, “prevencién” o “Mprevenir?” un
trastorno o enfermedad se refiere al término o parcial
inhibicién del <comienze o desarrollc del trastorne o
enfermedad.

En una modalidad especifica, 1la nfermedad o el
trastorng tratado de acuerdeo con los métodos gue agul se
describen es soriasis. Generalmente, se acepta gque 1los
linfoecitos T juegan un papel trascendental en la patogénesis de
la soriasis. En una modalidad especifica, un métodc para tratar
la scriasis comprende la administracién a un paciente que lo
necesite, de una cantidad terapéuticamente eficaz de un

anticuerpo o un fragmente de unidén a antigenc derivado de



anticuerpo, tal come se describe en la resente memoria

s}

descriptiva. En otra modalidad especifica, un métode para
mejorar o prevenir uno o més sintomas de soriasis comprende la
administracién a un paciente que lo necesite, de una cantidad
terapéuticamente eficaz de un anticuerpo o un fragmentoc de
unién a antigeno derivado de anticuerpeo, tal como se describe
en la presente memoria descriptiva. Los sintomas de soriasis
incluyen, pero no se limitan a, manchas rojas de la pilel
cubiertas de escamas plateadas, manchas levantadas de piel,
manchas de peguefia escala en la piel, piel seca, pilel
agrietada, incluyendo pustulas y ©picazén en la piel;
engreosamiento de ufias, ufas estriadas ¢ con cavidades y rigidez
e inflamacidén en las articulaciones.

En otra modalidad, la enfermedad o el trastorno
tratado de acuerdo con los métodos gue agul se describen es la
seriasis en placas. lLa soriasis en placas o soriasis vulgar es
la forma mas comun de soriasis y se caracteriza por placas
cuténeas eritematosas levantadas, fuertemente demarcadas,
cubiertas por escamas plateadas. Existe una predileccion de las
lesiones por involucrar las superficies extensoras de las
extremidades, la =zona lumbosacra y el cuero cabelluds. Los
correspondientes hallazgos histopatologiceos incluyen
infiltracién celular inflamatoria significativa de la dermis vy
epldermis, aumento del numero de vasgs dilatadeos, y un
engrosamientc sustancial de la epidermis con la diferenciacidn
trastornada de gueratinocites <] hipergqueratosis.
Aproximadamente un tercic de los pacientes con soriasis en
placas se clasifican como que padecen una enfermedad moderada o
grave y son, por consigulente, candidatcs para terapia, mas

alld de tratamiento topico.
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En una modalidad especifica, un métode para tratar
soriasis en placas comprende la administracién a un paciente
que lo necesite, de una cantidad terapeuticamente eficaz de un
anticuerpe o un fragmente de unidn a antigeno derivado de
anticuerpo tal como sSe describe en 1la presente memoria
descriptiva. En otra modalidad especifica, un métodeo para
mejorar ¢ prevenir uno o mas sintomas de soriasis en placas
comprende la administracién a un paciente gue lo necesite, de
una cantidad terapéuticamente eficaz de un anticuerpo o© un
fragmento de unidén a antigeno derivade de anticuerpsc tal como
se describe en la presente memoria descriptiva. lLos sintomas de
soriasis en placas incluyen, per¢o nc se limitan a, manchas
rojas de la piel cubiertas de wescamas plateadas, manchas
levantadas de piel, manchas de pequefia escala en la piel, piel
seca, pilel agrietada, incluyendo plUstulas y picazdén en la piel;
engrosamiento de ufias, ufias estriadas o con cavidades y rigidez

e inflamacidén en las articulacicnes.

En otra mecdalidad, el trastorno tratado de acuerdo
cen les métodos que agui se describen es soriasis crénica en
placas. En una modalidad especifica, un métode para tratar
soriasis crénica en placas comprende la administracién a un
paciente gque lo necesite, de une cantidad terapéuticamente
eficaz de un anticuerpo ¢ un fragmento de unidén a antigene
derivado de anticuerpo tal como se describe en la presente
memoria descriptiva. En otra modalidad especifica, un método,
gue aqul se describe, es para mejcrar o prevenir ung © mas
sintomas de la soriasis crdénica en placas comprende la
administracion a un paclente gue lo necesite, de una cantidad

terapéuticamente eficaz de un anticuerpo o un fragmento de



unién a antigeno derivado de anticuerpo, tal como se describe
en la presente memoria descriptiva. Los sintomas de soriasis
cronica en placas incluyen, pero no se limitan a, manchas rocjas
levantadas en la piel, simples o multiples, gue van desde el
tamafioc de una moneda a un mayor tamafio, en cualquier parte del
cuerpo, incluyendo, perc ne limitade a, rodillas, codos,
regiones lumbosacra, cuero cabelludo y ufias.

En otra modalidad, el trastornc tratado de acuerdo
con los métodos que aqui se describen es soriasis guttata. En
otra modalidad especifica, un métode para tratar soriasis
guttata comprende la administracién a un paciente gque lo
necesite, de una cantidad terapéuticaemente eficaz de un
anticuerpo ¢ un fragmento de unién a antigenc derivado de

anticuerpo, tal como se describe en 1la p

1]

esente memoria
descriptiva. En otra modalidad especifica, un método para
revenir o mejorar uno © mas sintomas de soriasis guttata
comprende la administracién a un paciente que lo necesite, de
una cantidad terapéuticamente eficaz de un anticuerpe o u
fragmento de unidén a antigeno derivado de anticuerpo, tal csmo
se describe en la presente memoriz descriptiva. Los sintomas de
soriasis guttata incluyen, pero no se limitan a, erupciones en
forma de gota de agua de placas escamosas en la piel, seguidos
de una infeccién, tal como una infeccién de garganta por
estreptococos.

En otra modalidad, 1la enfermedad ¢ el trastorno
tratado de acuerdo con los métodos que agui se describen es
soriasis inversa. En una modalidad especifica, un método para
tratar soriasis inversa (también llamada scriasis
intertriginosa y soriasis flexural) comprende la administracién

a un paciente que lo necesite, de una cantidad terapéuticamente
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eficaz de un anticuerpo o un fragmento de unidén a antigenc
derivade de anticuerpc, tal como se describe en la presente
memoria descriptiva. En otra modalidad especifica, un método
para prevenir o mejorar uno o més sintomas de soriasis inversa
coemprende la administracién a un paciente que lo necesite, de
una cantidad terapeuticamente eficaz de un anticuerpo o un
fragmento de unidén a antigenc derivadc de anticuerpo, tal como
se describe en la presente memoria descriptiva. Los sintomas de

spriasis inversa incluyen, pero no se limitan a, Aareas 13

Ve
422
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o

normalmente humedas de la piel gque son de celor -
inflamadas, a diferencia de las escamas ascociadas & la soriasis
en placas, en una ¢ mas de las siguientes partes del cusrpo:
axilas, ingle; debajo de los sencs y en otros pliegues de la
piel alrededor de los genitales y nals

En otra modalidad, la enfermedad o© el +trastorno

tratado de acuerdo con los métodos cue aqul se describen e

9]
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soriasis pustulosa. En una modalidad especifica, un método para
tratar soriasis pustulosa comprende la administracién a un
paciente gque le necesite, de una cantidad terapéuticamente
eficaz de un anticuerpc o un fragmento de unién a antigerno
derivado de anticuerpo, tal como se describe en la presente
emoria descriptiva. En otra meodalidad especifica, un métoedo
gue aqul se describe para prevenlr ¢ mejcorar une o mas sintomas

de soriasis pustulosa comprende la admini
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un paciliente

que lo necesite, de una cantidad terapéuti eficaz de un
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anticuerpo o un fragmento de unidén a antigens derivado de
anticuerpo, tal como se describe en la presente memoria
descriptiva. Leos sintomas de soriasis pustulosa incluyen, pero
no se limitan a, ampollas llenas de pus, que varian en tamafio y

ubicacién, pero sobre todc en las manos y los pies.
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En otra modalidad, la enfermedad o el trastornoe
tratado de acuerdoc con los métodos gque agui se describen es
scriasis eritrodermica. En una meodalidad especifica, un método
para tratar soriasis eritrodérmica comprende la administracién
a un paciente que lo necesite, de una cantidad terapéuticamente
eficaz de un anticuerpo o un fragmento de unién a antigeno
derivado de anticuerpo, tal como se describe en la presente
memcria descriptiva. En otra modalidad especifica, un método
gue agui se describe para prevenir o mejorar uno o mas sintomas
de soriasis eritredérmica comprende la administracién a un
paciente que lo necesite, de una cantidad terapéuticamente
eficaz de un anticuerpoc ¢ un fragmento de unién a antigenc
derivado de anticuerpo, tal como se describe en la presente
memoria descriptiva. Los sintomas de soriasis eritrodérmica

incluyen, perc no se limitan a, enrojecimients agresivo de la

piel, peridédice y generalizado y el desprendimiento de las
escamas en hojas, en lugar de escamas peguenas. El
enrojecimiento vy desprendimient de la piel a menudo se

acompafia de dolor intensc y picazdn, aumento de la frecuencia
cardiaca y fluctuacién de la temperatura corporal.

En otra modalidad, la enfermedad ¢ el +trastornc
tratado de acuerdo con los métodos que agui se describen es
soriasis reumatoidea. En una modalidad especifica, un méteodo
para tratar soriasis reumatoidea comprende la administracisn a

un paciente que lo necesite, de una cantidad terapéuticamente

eficaz de un anticuerpo o un fragmente de unidn & antigeno

[£2
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vado de anticuerpo, tal comoc se describe

m
5

la presente
memoria descriptiva. En ctra modalidad especifica, un método
que aqui se describe es para prevenir o tratar unc o mAS

sintomas de soriasis reumatoidea comprende la administracién a

BB



un paciente gue lo necesite, de una cantidad terapéuticamente
eficaz de un anticuerpe o un fragmento de unidén a antigeno
derivado de anticuerpo, tal como se describe en la presente
memoria descriptiva. Los sintomas de soriasis reumatocidea,
incluyen, pero nc se limitan a, £fatiga, pérdida de apetite,
fiebre bkaja, inflamacidén de los gangliecs, debilidad, dolor en
las articulaciocnes de las mufiecas, codos, hombros, caderas,
rodillas, tobillos, dedos de leos pies, mandibula, manos, pies,
dedos y/o cuello, rigidez matutina, dolor en el peche cuandec se
respira (pleuresia), quemazén en el ojo, picazén, secrecién y
nodules debajo de la piel, entumecimiento, hormiguec ¢ ardor en
las manos y pies.

En otra modalidad, 1la enfermedad o el trastorno
tratade de acuerdo con los métodos gue aguil se describen es la
enfermedad de Creohn. En una modalidad especifica, un método
para tratar la enfermedad de Crohn comprende la administracién
d un paciente que lo necesite, de una cantidad terapéuticamerte
eficaz de un anticuerpe o un fragmento de unién a antigeno
derivado de anticuerpo, tal como se describe en la presente
memoria descriptiva. En otra modalidad especifica, un método
que aqui se describe es para prevenir © mejorar uno o mas
sintomas de la enfermedad de Crohn, comprende la administracién
a un paciente que lo necesite, de una cantidad terapéuticamente
eficaz de un anticuerpo o un fragmento de unién a antigenoc
derivade de anticuerpo, tal como se describe en la presente
memoria descriptiva. Los sintomas de la enfermedad de Crohn
sgn, pero ne se limitan a, dolor abdominal tipe cédlico (area
del wvientre),; <fiebre, fatiga, pérdida de apetito, dolor al
pasar las heces (tenesmo) agua y diarrea persistente, pérdida

de peso involuntaria, estrefiimiento, inflamacién de los odjos,
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fistulas (generalmente alrededor del 4rea rectal gque pueden
causar drenaje de pus, meco o heces), dolor en las
articulaciones;, inflamacién del higado, tlceras en la boca,
sangrado rectal y heces con sangre, protuberancias en la piel o
llagas (ulceras) e inflamacién de las encias.

En otra modalidad, la enfermedad o el trastorno
tratado de acuerdo cen los métodos que aqui se describen es
espondilitis anqguilosante. En una modalidad especifica, un
metodo para tratar la espondilitis anquilosante comprende la
administracidén a un paciente gue lo necesite, de una cantidad
terapeuticamente eficaz de un anticuerpe © un fragmento de
unién a antigenc derivade de anticuerpo, tal come se describe
en la presente memoria descriptiva. En etra modalidad
especifica, un método para mejorar o prevenir une © mas
sintomas de la espondilitis anguilosante comprende la
administracién a un paciente gue lo necesite, de una cantidad
terapeuticamente eficaz de un anticuerpo o un fragmentc de
unisén a antigenc derivado de anticuerpo, tal comc se describe
en la presente memoria descriptiva. Los sintomas de la
espondilitis anquilosante incluyen, pere no se limitan a, doleor
frecuente y rigidez en espalda baja y nalgas, columna vertebral
y/o cuellc; dolor y sensibilidad gue se extiende a gostillas,
oméplatos, caderas, muslos y talones; inflamacion del aj0
(lridociclitis y uveitis), causandc enrojecimiento, dolor de
cjos, peérdida de wvisién, flotadores y fotofobia, fatiga v

nauseas.

En otra modalidad, la enfermedad o

[
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traskorng
tratado de acuerdo con los métodos que aqui se describen es la
diabetes mellitus. En una modalidad especifica, un método para

tratar la diabetes mellitus comprende la administracién a un
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paciente gque lo necesite, de una cantidad terapeuticamente
eficaz de un anticuerpo o un fragmento de unidén a antigeno
derivado de anticuerpo, tal como se describe en la presente
memoria descriptiva. En otra modalidad especifica, un método

para mejorar o prevenir unc o mas sintomas de la diabete

S
mellitus comprende la administracidén a un paciente gue lo
necesite, de una cantidad terapéuticamente eficaz de un

anticuerpe o un fragmente de unién a antigenc derivads de
anticuerpo, tal come se describe en la presente memoria
descriptiva. Los sintomas de la diabetes mellitus incluyen,
perc ne se limitan a, pérdida de pese, poliuria (orinar
frecuentemente), polidipsia (aumento de la sed), polifagia
{aumento del apetito), enfermedad cardisvescular, retinopatia
diabética, neuropatia diabética, eztado hiperosmglar no
cetdnico v cetoacidosis diabética.

En modalidades particulares, un anticuerpe o un
fragmento de unidén a antigeno derivado de anticuerpo, que aqui
se describe, se administra a un paciente gque previamente ha
recibide © se encuentra actualmente recibiendo una © mas
terapias.

En modalidades particulares, un anticuerpc o un
fragmento de unidén a antigene derivado de anticuerpo, que aqui
se describe, se administra a un paciente que previamente ha
recibido © se encuentra actualmente recibiende una o mas
terapias. En otras modalidades particulares, un anticuerpg o un
fragmento de unién a antigeno derivado de anticuerpo, gue aqui
se describe, se administra a un paciente gue es, o se sospecha
que pueda ser resistente o refractaric a una terapla anti-

inflamatoria.
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En ciertos aspectos, se proveen agul métodes para
aniquilar las células T en un individuo gue asi lo necesite,
donde dicho métode comprende la administracién a dicho
individuo de wuna cantidad eficaz de un anticuerpo o© un
fragmento de unién a antigenc derivadoc de anticuerpo, tal como
se describe en la presente memoria descriptiva. En cilertos
aspectos, se provee agul métodos para inducir la apoptosis de
las células T activadas, en un individuc gque asi lo necesite,
donde dicho métode comprende la administracién a dicho
individue de wuna cantidad eficaz de wun anticuerpe o© un

fragmento de unidén a antigeno derivado de anticuerpc, tal como

tn

e describe en la presente memoria descriptiva.

En cilertas modalidades, un anticuerpo o un fragmento
de unidn a antigenc derivade de anticuerpo gue aguli se describe
0 una composicidén farmacéutica del misme se puede administrar
mediante cualgquier método adecuado a un paciente gque asi lo
necesite. Ejemplos no limitantes de métodos de administraciédn
incluyen infusidn intravencsa, inyeccidn ¢ implante subcutaneo,
por via intramuscular, intratecal; intraperitoneal,
intrarrectal, intravaginal, intranasal, intragéastrica, por via
intratraqueal, o entrega intrapulmonar /o cualguier otro
método de entrega o suministro fisico, gque agqui se describe o
cenccide en el arte. En una modalidad, un anticuerpo © un
fragmento de unién a antigenc derivado de anticuerpc o una
composicién farmacéutica del mismo se administra sistémicamente
(per ejemplo, parenteralmente) a un paciente gque asi lo
necesite. En otra modalidad, un anticuerpc o una composicidn
farmacéutica del mismo se administra localmente (por ejemplo,
intratumoralmente) a un paciente gue asl le necesite. Cada

dosis puede o no ser administrada por una via de administracicn

<P
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idéntica. En algunas modalidades, un anticuerpoc o un fragmento
de unién a antigeno derivade de anticuerpo, que agui se

describe, s

m

puede administrar por miltiples wias de
administracidén, simultaneamente © secuencialmente, con otras
dosis del mismo (u otro) anticuerpo, tal como se describe en la
presente memoria descriptiva.

Cuande wuna enfermedad ¢ uno de sus sSintomas esta
siende tratado, la administracidn del anticuerpo c el fragmento
de unidn a antigena derivado de anticuerpo tipicamente se lleva
a cabo después de la aparicidén de la enfermedad o sus sintomas.
Cuande un sintoma de una enfermedad estd siends prevenide, la
administracién del anticuerpe o el fragmento de unidén a
antigeno derivado de anticuerps, tipicamente se lleva a cabo
antes de la aparicion de los sintomas.

La dosis y frecuencia de la administracién de un
anticuerpe ¢ un fragmento de unién a antigeno derivadg de
anticuerpo, que agui se describe, o} una composicidon
farmaceutica del misme se administra de acuerdo con los métodos
para prevenir y/o tratar, mientras se reducen al minime 1los
efectos secundarios. La dosis exacta de un anticuerpc o un
fragmento de unién a antigeno derivade de anticuerpe, que agul
se describe, gue se debe administrar a un sujetc en particular
¢ una composicién farmacéutica del misme se puede determinar
por parte de un medico, a la luz de los factores relacianados
con el sujete gue requlere tratamiento. Los factores gue se

depben considerar incluyen la severidad del estade de 1la

enfermedad, la salud general del sujetoc, edad y peso del
sujetao, dieta, tiempo % frecuencia de administracion,
combinacidén{es) con otros agentes terapéuticeos © drogas,

sensibilidades de reaccidn y tolerancia/respuesta
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La dosis v frecuencia de la administracién de un anticuerpa o
un fragmento de unidén a antigenc derivado de anticuerpo, gue
agui se describe, o una composicién farmacéutica del mismo se
puede ajustar a lo largo del tiempe, para proveer niveles
suficientes del anticuerpoc o un fragmento de unidén a antigeno
derivade de anticuerpo, ¢ para mantener el efecto deseado.

Lz deosis precisa a wutilizarse en la formulacidn
también dependeréd de la via de administracién y la seriedad de
un deserden inflamateorioc o enfermedad y se debe decidir de

cuerdo al juico del médico y a las circunstancilas de cada
paciente.

Las dosis eficaces se pueden extrapclar de las curvas
de respuesta-dosis, derivadas de los sistemas de ensayc en
modelos animales o in vitro.

En una modalidad, 1la dosis de un anticuerpe o un
fragmento de unién a antigeno derivado de anticuerpo, que agui
se describe, que se administra a un paclente para prevenir y/o
tratar una enfermedad o trastorno es tipicamente de 0,001 mg/kg
a 100 mg/kg del pesc corperal de un paciente. En otra
modalidad, una dosis adecuada de un anticuerpo o fragmenta de
unidn a antigenoc derivado de anticuerpo, gue es
terapéuticamente eficaz para la prevencion y/o el tratamiento
de una enfermedad ¢ trastornoc, gque aqul se describen, se
encuentra en el rango de 0,01 mg/kg a 100 mg/kg del gpeso
corporal de un paciente.

En modalidades especificas, una “cantidad eficaz’” de
un anticuerpo o un fragmento de unidén a antigenoc derivado de

anticuerpo, gque aqui se describe, se refiere a una cantidad de

h

un anticuerpe ¢ un fragmento de unidén a antigenc derivadeo de

anticuerpc que es suficiente para lograr al menos uno, dos,
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tres, cuatrc o mds de los siguientes efectos: (i) la reduccidn
o mejora de la severidad de una enfermedad o trastorno gque acul
se describen y/o uno o mas sintomas asociadecs; (ii) la
reduccién en la duracidn de ung o mas sintomas asoclades con
trastorne © enfermedad, tal como se describe en la presente
memoria descriptiva; (iii) la prevencidén €n la recurrencia de
una enfermedad o trastorno; (iv) la regresidén de una enfermedad

o trastorno y/o uno ¢ mas sintomas ascciades; (v) la reduccidn

en la hospitalizacidén de un paciente; (vi) la reduccién en la
permanencia en el hepspital; (vii) el aumento en la scbhbrevida de
un paciente; (viii) la inhibicién de la progresion de una
enfermedad o trastorno y/¢ uno ¢ més sintomas asociados; (ix)
el aumentoc o mejora del efecto terapsutico de otra terapia; (%)
una reduccién o eliminacidén de la enfermedad o el trastorno;
(xi) una reduccidén en la mortalidad; (xii) una reduccidén en la
tasa de hospitalizacién; (xil:) la prevencidn del desarrcllo o
aparicidén de uno o més sintomas ascciados cecn una enfermedad o
trastorno; y (#iv) la mejora en la calidad de vida, tal como se
evalua mediante metcdos ampliamente coneocidos en el arte, por
ejemplo, cuesticnarios. En algunas medalidades, una “cantidad
eficaz”, tal como se utiliza en la presente descripcién; se
refiere a la cantidad de un anticuerps gue agul se describe,
para lograr un resultado especifico, descrito en la Seccidn 6.
infra. En ciertas modalidades, una cantidad eficaz de un
anticuerpo o un fragmentoc de unidon a antigenc derivado de
anticuerpo es de alrededor de 0,01l mg a alrededoer de 1,000 mg.
En algunas modalidades, una desis 1Unica de un
anticuerpo ¢ un fragmento de unidén a antigeno derivadoc de
anticuerpo, gque agul se describen, se administra una o mas

veces a un pacilente, para prevenir y/o tratar un trastorno o
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enfermedad, tal comoc se describe en la presente memoria
descriptiva.

En modalidades particulares, un anticuerpe o un
fragmente de unidn a antigeno derivado de anticuerpo o una
composicién farmacéutica del mismo se administra a un paciente

de acuerdo con los métedos para prevenir y/o tratar un

M
'_l

trastorno o enfermedad que se presenta en c¢iclos, donde

anticuerpo o el fragmento de unidén a antigenc derivado d

™

anticuerpe o la composicidn farmacéutica se administra poer un
periodo de tiempo, seguide por un pericdo de descansc (es
decir, el anticuerpo o el fragmento de unidén a antligeno
derivado de anticuerpo o la compesicién farmacéutica ne se
administra por un periocdo de tiempo).

Un anticuerpo o© un fragmenteo de unidén a antigeno
derivade de anticuerpo, tal como s& provee agui, se puede
administrar antes de, simultaneamente ¢ después de la
administracién de una o més terapias adicionales (por ejemplo,
agentes) para Ssu us¢ para prevenir y/o tratar el trastorno o
enfermedad, tal comoc se describe en la opresente memoria
descriptiva. El uso del términc “en combinacidn” no restringe
el orden en el cual un anticuerpo o un fragmente de union a
antigeno derivadeo de anticuerpo y una o mas terapias
adicionales se administran a un paciente. En modalidades
especificas, las terapias se pueden administrar en serie o
secuencialment

En otra modalidad especific

41

/ U antitierpoe @ ud
fragmente de unidn a antigeno derivado de anticuerpe, gue agui
se describe, se utiliza en combinacidn con una cantidad de otra
terapia (tal come, por ejemplo, un agente antiinflamatorio)

para prevenir y/o tratar una enfermedad o trastorno, tal come
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se describe en la presente memoria descriptiva. En una
medalidad especifica; dicha combinacidén de teraplas posee
efecto sinérgico. En otras modalidades, tal combinacién tiene
un efecteo acumulativo.

En una modalidad especifica, el anticuerpo o el
fragmentc de unién a antigenc derivado de anticuerpo y la

terapla adicional permite el usc de dosis mas bajas (por
ejemplo, dosis bajo el punts oOptime) del anticuerpe o el
fragmente de unién a antigeno derivade de anticuerpoc y/o la

terapla adicional y/o la administracién menos frecuente del

anticuerpo o el fragmento de unién a antigeno derivade de

anticuerpo, que agui se describe, o la terapia adicional a un
paciente. En ciertas modalidades, la capacidad de utilizar
dosis mas bajas de un anticuerpe o un fragmento de unién a
antigeno derivado de anticuerpo, tal como aqui se describe, y/o
de una terapia adicicnal y/o de administrar un anticuerpo o un
fragmento de unidén a antigeno derivade de anticuerpo, © dicha
terapia adicional reduce, menos frecuentemente, la toxicidad
asociada con la administracidén de un anticuerpo ¢ un fragmento
de unién a antigenoc derivado de anticuerpo, o de dicha terapia
adicional, respectivamente, a un paciente, sin reducir 1la
eficacia de wun anticuerpo o de dicha terapia adicional,
respectivamente, en la prevencidn y/o el tratamiento de un
trastorno o enfermedad tal como se describe en la presente
memoria descriptiva. En algunas modalidades, la administracién
de un anticuerpo ¢ un fragmento de unidén a antigeno derivado de
anticuerpo, gque agui se describe, en combinacién con una
terapia adicional da como resultado una mejor eficacia del

anticuerpoc o un fragmento de wunién a antigenc derivado de

S §

anticuerpo, que aqui se describe, y/o de dicha terapia

ST



adicional, en prevenir y/o tratar un trastorno & enfermedad,
tal como se describe en la presente memoria descriptiva. En

Ly

algunas modalidades, la administracidén de un anticuerpe ¢ un
fragmento de unidén a antigenc derivade de anticuerpo, que agui
se describe, y uno © mas terapias adicionales evitan ¢ reducen
los efectos secundariocs adversocs ¢ indeseados gue se asocian

cen el uso de cualguier terapia unica.

En una modalidad especifica, el su
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administra un anticuerpo o un fragmento de unién a antigeno
derivado de anticuerpo gue aqui se describe es un animal (por
ejempleo, un mono Cynomolgus ¢ un ser humanc). En una modalidad
preferida, el sujeto al gue se le administra un anticuerpo o un

fragmento de unidén a antigeno derivado de anticuerpo, ague agqui

se describe, es un humano. En una modalidad especifica, el

o1}

sujeto al gque se le administra un anticuerpo o fragmento de
unién a antigenoc derivade de anticuerpc exhibe uno o mas

sintomas de una enfermedad ¢ trastorne, tal como s
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la presente memoria descriptiva.

6.6 Métodos en base a celulas
En la presente descripcién se proporciconan métcdes
para 1lnducir o potenciar la apopteosis en una célula que expresa

PSGL-1, gque comprende poner en gontactec la célula con una

cantidad eficaz de un anticuerpo descrite en la npresente
memoria descriptiva. En una modalidad, la célula es una célula
inmune. En una modalidad especifica, la célula es una célula T.
En una modalidad mas especifica, la célula es una célula T
activada. Los métodos pera detectar la apoptosis se describen

en el arte y se pueden llevar a cabo féacilmente por un experto

en el arte. En modalidades especificas, un métade para inducir

< TH



SL

o potenciar la apoptosis de las celulas T activadas gue
expresan P3GL-1 comprende poner en cecntacto las células con una
cantidad eficaz de un anticuerpe, tal comoe se describe en la
presente memoria descriptiva, en donde la cantidad eficaz es
suficiente para inducir o potenciar la apoptesis, tal como se
evalia mediante métodos conocidos por un experto en el arte.

La presente memoria descriptiva proporciona métodos
para reducir ¢ inhibir la sobrevida de las células gue expresan
PSGL-1, gue comprende poner en contacte la célula con una
cantidad eficaz de un anticuerpo descritc en la presente
descripcién. En una medalidad, la célula es una célula inmune.
En una modalidad especifica, la célula es una célula T. En una
modalidad méds especifica, la célula es una célula T activada.
Ensayos de sobrevida celular se describen en el arte y se
pueden llevar a cabe facilmente por parte de un experto en el
arte. Por ejemplo, la wviabilidad celular se puede evaluarx
mediante el uso de la tincién de azul de tripan u otros
marcadeores de muerte celular (por ejemple, tincién de anexina-
§5) © marcadores de wiabilidad (por ejemplc, yodurc de propidio
o exclusién 7-RAD) conocido en el arte. En modalidades
especificas, un método para reducir o inhibir la sobrevida de
las celulas T activadas gue expresan PSGL-1 comprende poner en
contacto las células con una cantidad eficaz de un anticuerpo,
tal como se describe en la presente memcria descriptiva, en
donde la cantidad eficaz reduce o inhibe a la sobrevida de las
células, tal cemo se evalud mediante métodos conocides para un

experto en el arte (por ejempleo, ensave de exclusién con azul

L41]

de tripan o vodo propidic o exclusidn T-AAD).

6.7 Kits
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En la presente descripcién se provee un pack o kit
farmacéutico, que comprende uno © mas envases rellenos con uno
© mas de los ingredientes de las composiciones farmacéuticas,
tal como se describe en la presente memoria descriptiva, tal
come un anticuerpo o un fragmente de unidn a antigeno derivade
de anticuerpo que se proporcionan agui. Opcionalmente asociada
a dicho envase (s) se puede encontrar una nota en la forma
prescrita por una agencia gubernamental gue regula la
fabricacidn, uso o wvenhta de productes farmacéuticos o
biolégicos, que refleje la aprobacidén por parte de la agencia
de la fabricacidn, uso o venta para la administracién humana.

En una modalidad especifica, tal como se provee aqui,
se encuentra un kit gque comprende un primer recipiente o
contenedor, que incluye un anticuerpo o un fragmento de unién a
antigeng derivade de anticuerpo, tal comc se describe en la
presente memoria descriptiva. En una modalidad especifica, un
kit comprende un primer recipiente que es un frasce gue
contiene dicho anticuerpo o diche fragmentc de unién a antigeno
derivado de anticuerpo; come un pelvo estéril liofilizade con
vacle, y el kit comprende, ademds, un segundo recipiente que
comprende un fluldo farmacéuticamente aceptable.

En una modalidad especifica, tal como se provee aqui,
se encuentra un dispesitive de inyeccidn que contiene un
anticuerpc o© un fragmentoc de unién a antigenc derivade de

anticuerpo, tal como se describe en la presente memo

[at

1a
descriptiva. En una modalidad especifica se encuentra un
dispositivo de 1inyeccidén para el anticuerpo en soluciones

esteriles. En una modalidad especifica, un dispositive de

inyeccidn,; tal como el gue se provee agul, en una Jeringa.
o L i
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También se proveen kits que se pueden utilizar en los
métodos anteriores. En una medalidad, un kit comprende un
anticuerpo o un fragmentoe de unidén a antigenoe derivado de
anticuerpe, <tal como se describe en la presente memoria
descriptiva, preferentemente un anticuerpo purificado, en uno o
mas envaseés © recipientes. En una modalidad especifica, los
kits que agui se describen contienen un PSGL-1 sustancialmente
aislado, como contreol. En otra modalidad especifica, los kits
que aqui se describen comprenden ademas un anticuerpoc de
gontrol gue mno reacciona cgn  PSGL-1. En wotra modalidad
especifica, los kits que aqgul se describen contienen uno o més
elementos para detectar la unidén de un anticuerpe o un
fragmento de uridén a antigenc derivade de anticuerpo a P3GL-1
{(por ejemplo, el anticuerpo ¢ el fragmentc de unidén a antigeno
derivade de anticuerpo se pueden cohjugatr en un sustrato
detectable, tal como un compuesto fluorescente, un sustrato
enzimdtico, un radioccompuesto activado, un compuesto
luminiscente ©¢ un segundo anticuerpsg, gue reconoce al primer
anticuerpe ¢ fragmente de uniéon a2 antigenc derivado de
anticuerpo. En modalidades especificas, el kit puede incluir un
PSGL-1 producido recombinantemente o sintetizade guimicamente.
El PSGL-1 proporcionado en el kit también puede estar unido a
un scporte sélide. En una modalidad mas especifica, los medio
de deteccidn del kit descrito anteriormente incluyen un soporte
s6lido al que estd unido el PSGL-1. Dicho kit puede también
incluir wun anticuerpo anti-humanc no unido a una molécula
reportera ¢ indicadera. En esta modalidad, la unién del
anticuerpc o el fragmentoc de unién a antigenc derivade de

anticuerpo, un PSGL-1 se puede detectar mediante la unioéon de
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diche anticuerpo marcado con una melécula reportera o

indicadora.

7. EJEMPLOS

Los ejemplos en esta seccidn (es decir, seccidn &) se

ofrecen a modo de ilustracidén, y no a modo de limitacion.

7.1 Ejemplo 1: Generando los anticuerpos monoclonales anti-

PSGL-1

Las regiones variables de cadena pesada y cadena
liviana de 15A7 humanizado descrite en la Publicacién de
Solicitud Internacional WO 2005/110475, publicada el 24 de

Noviembre, de 2005, la cual se incorpora aqul como referenci

o

en su totalidad. E1 anticuerpo hl5AR7 posee un 1isotipo de
anticuerpe IgG4 con una cadena liviana tipo kappa. Se introdujo

una mutacién de Ser228 = Pro228 por medic de PCR usando

rt

partidores mutagénicos en la regidén de bisagra de h

mutante de bisagra resultante de hl5A7 se denomina agul como
15A7H. E1 resto de la secuencia de proteina de 15A7TH es
idéntica a hl527. La secuencia de amincacide de 15A7TH se
muestra en la Figura 7 A-B y se describe en las SEQ ID NO: 1 y
2. Las secuencias de genes cue codifican las cadenas liviana y
pesada del anticuerpc fueron introducidas en vectores de
expresién eucariética derivado del vector pAD-CMV1 (descrito en
la EP 3%3 438)

Se generd 15ATH usando métodos conocidos en el arte.
Brevemente, fueron co- transfectados wvectores de exXpresion
recombinante que codifican los marcadores de seleccidn

dihidrofelato reductasa (DHFR) y neomicina fosfotransferasa



ademas de la cadena liviana y la cadena pesada para 15A7TH,
respectivamente, en la suspensidn de células huésped adaptadas
CHO-DG44. La seleccidn de celulas transfectadas establemente
ocurrio dos dias despues de la transfeccidén en medic selectivo
de hipoxantina/libre de timidina y con adicién del antibiotico
G418. Una vez que las celulas se recuperarcon de la seleccidn
inicial, se indujo una amplificacidn génica basada en DHFR por
medio de la adicidén de metotrexato. Se desarrollo linea celular
de producciédn monoclonal de 15A7TH por depdsito tnico de células
usando una célula huésped CHO-DG44. Para la produccién del
anticuerpoldbA7H, se expandiercn las ceélulas para 1mnéculo para
la produccién en biorreactor. BSe realizé la produccidén en
biorreactor en un modo de lote alimentado por 8 a 14 dias. ZFara
soportar la produccidén de anticuerpo vy para prolongar el
periodoc de produccién de cultivo celular, se agregd un medio
nutriente de alimentacién durante la etapa de produccidn. Se
coseché el caldeo de cultive celular por centrifugacién v
filtracidn terminal para eliminar de manera eficiente las
celulas, prepereionandeo un fluide de cultive libre de células
(CCF) para la purificacién posteriocr del producte. Luego de
remgver las células durante la cosecha, se purificé la proteina
a través de cromatografia de afinidad con proteina A y con
cromatografia de intercambic aniénico y catiéniceo. Ademas, se
incluyeron dos etapas robustas de depuracién de wvirus, una
etapa de Iinactivacidén wiral a pH Dbajo y una etapa de
nanofiltracidon para la remccidn del virus.

Se determind la pureza de 15A7H por el métoda de
electroforesis capilar en gel. Se desnaturaron las muestras con
SDS (dodecil sulfate de sodic) y se separarcn basade en el

tamano en un capilar relleno con un tampdn gel gue actla como



un medio de tamiz. En muestras reducidas, se reducen los

enlaces de disulfuro con 2-mercaptcethanol, lc gue resulta en

[
hH

plcos separadogs para las cadenas liviana y pesada del

N

anticuerps. En muestras no reducidas, se agreqgd¢ yosdocacetamida,
un agente algquilante para evitar cualguier fragmentacion
inducida por la preparacién de la muestra vy para asegurar gue
el pico principal de IgG se mantiene intacto.

Las muestras fueron inyectadas electrocinéticamente vy
las proteinas movilizadas fueron detectadas por abscrbancia UV
a 200 nm usando un detecter UV. Para muestras reducidas, se
informaron los porcentajes de area corregida en el tiempo (TCA
%) de la suma de cadena pesada y liviana (% LC+HC). El wvalor
posible de informar para las muestras no reducidas es el TCA%
del pico principal de IgG.

Una cantidad menor de medias moléculas de anticuerpo
fue detectada por medio de electroforesis de gel en capilar no
reductora (CGE) (Figura 1) indicando gue la mutacion de Ser228
= Pro228 disminuydé de manera importante la formacién del
enlace de disulfuroc intra-cadena en la regidén de bisagra. La
cantidad de medias moléculas de anticuerpc se redujo de ~8-10%
para hlbA7 hasta mencs de 1% para 15A7H.

Una formulacidén para 15A7H se muestra en la Tabla 4.
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Tabla 6: Formulacidén de 15A7H

Concentracién | Concentracian Proposito del
Componentes
[mmol/L] [g/L] componente
Citrato de scdip dihidrato | | o Componente
2ok 2. €76

CzH:Nayl- ® 2 H.0

. s,
0,9 0,289
tampdn
Ingrediente
1587H 0,267 i ik
Active

Agua para inyeccién (WEI) ———

=
=
o]
T
o
]
t
fu

formulacién es 6,0.

7.2 Ejemplo 2: Unidén de anticuerpos 15A7H sobre células T

humanas primarias activadas

Se examind 15A7TH para 1la unién en células T CLC4
primarias humanas activadas.

7.2.1 MATERIALES Y METODOS

Cultivo celular y Activacioéon de ceélulas T Se cultivaron
células T CD4+ de sangre periférica a 27°C a 1x10& en medio
RPMI completo y se estimularon por 2 dias v se agregd 20 pg/ml
de PHA-L (Sigma, Catalogo # L276%). Se incubaron las células
por otros cuatro a cinco dias a 37°C con 20 ng/ml de IL-2 (R&D
systems, Catdalogce #RD202-IL) para producir “células T CD4+
activadas”.

Ensayo de unidén celular: Se contaron células 7 CD4+
humanas activadas vy se plaguearon a 1x10° células/100 ul en

tampén FACS en una placa de cultivo de 96 pecilles de fondo

.

20



redonde (Falecen BD, Cataloge # 353263) y se incubaron en hielo
por 30 minutos.

Se diluyeron la IgG4 <control isotips anti-lisczima,
h15a7 and 15A7H hasta 90 ug/ml en tampdn FACS en una placa de
dilucidn de fondo plano (Falcon, Catédlegoe # 353077). Se
prepararon once diluciones seriadas de tres veces de las
preparaciones de anticuerpo para cada anticuerpo a lo largo de
la placa con una concentracién de partida de 30 ug/ml.

Se peletearon y resuspendieron muestras de celulas en
duplicado en 100pl de cada dilucidn de anticuerpo para una
concentracién de partida inicial de 30 pg/ml. Se incubaron las
células en hielo por &0 minutos. Se peletearon las células y se
lavaron con el tampdn de lavado seguido de la adicicn de 100 ul
de anticuerpo secundario conjugado diluidc de F{ab)2 de
anti-Ig humanas con R-PE. El anticuerpo secundario conjugadc de
F(ab)2?2 de Cabra anti-Ig humanas con R-PE (BD Biosciences,
Catédlogo # 554655; stock a 1;05 mg/ml) fue previamente diluido
1:800 en tampén e FACS, las rcélulas fueron incubadas en hielo
por 30 minutos en oscuridad luego peleteadas y lavadas un par
de veces con el tampdtn de lavado. Se resuspendiercn las células
en 150 pl de tampdn de lavado y se fijaron con adicidn de 50 pl
de citefix BD /Tampdn de fijacidén Cyteperm (BD Bioscilences,
Catalogoft 55465%).

Se analizaron las muestras en el analizador de arreglos
BD FACS Array Bioanalyzer. Se adguirieron alrededor de 5000
eventos usande el citoémetro de flujo BD FACS Array para cada
muestra celular c¢on una puerta para “linfocite” fijada de
acuerdo a 3SC y FSC vy la fluorescencia media que fue

determinada para cada muestra.
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Analisis de los Datos: Se determinaron la afinidad de

unién del anticuerpo IgG4 anti-lisozima, hl3A7 vy 15K7TH a
élulas T CD4+ activadas graficando 1la concentracién de
anticuerpo versus el indice de fluorescencis media (MFI) para
cada muestra en duplicado usande XLfit (modelo: dosis respuesta

de un sitio, 205). Se determinaron los valcres de ECS50 para

cada curva de unidn.

7.2.2 RESULTADOS:

Unidén a células T Humanas activadas: Uszando citometria
de fluje, 5e determine la unidén de 15ATH z celulas T CD4+

humanas activadas. La Figura 2 demue SATH se une con

M
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un EC50 de 0,22 nM.
Datos de unidén de agregado desde miltiples donantes

demuestra que 15A7H se unid a células

ECH0 preovenientes
de 4 donantes fueron usados para calcular Media +/- SEM. Se
ensay® el anticuerpo hl5A7 bajo
unidé a células T CD4+ activadas con una EC50 media de 0,27 +/-

A, 03, Pax
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15r7H v hlBA7 demuestran une unién

comparable células T activadas (véase la Tabla 7).

4t]

Tabla 7: Ensayo de unioén a células T CD4+ activadas.

T3 Ejemplo 3: Actividad in-vivo de 15A7H de

hipersensibilidad tipo retardada

trans-vivo de humano en modelo de ratoén
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Se ensayd 15ATH en el modelo de hipersensibilidad tipo
retardada trans-vive (DTH) en ratones hembra C357BL/G. Se
administraron peor via i.p. las dosis de 0,03, 0,10, 0,3, 1 v 10
mg/kg de 15A7H en un tampén de formulacién. Se ensayd el

anticuerpo hl5A7 bajo las mismas condiciones.

7.3.1 MATERIALES Y METODOS

Ensayo Trans Vivo: 3Se on ratones hembras

ot

dguirie

H

C57BL/6 desde Harlan Sprague Dawley, Inec. (Indianapolis,

Indiana} de 6 a 8 semanas de edad y se usaron dentro de cuatro

ot

semanas desde su llegada. Tedos los ratones se albergaron en un
ambiente libre de patdgenos, y se tratareon de acuerde a las
directrices NIH. Todos los experimenteos en animales fuereon

revisados por vy aprobados por el Comité Instituciocnal de

Cuidado vy Usoc Animal (IACUC) v se llevarcn a cabo de
conformidad con la directriz NIH, "Guiding Principles for

Research Invelving Animais and Human Beings."

Se recplectd sangre por medic de veni-puncidn desde
donantes humanos normales gue se sabia eran buenos
respondedores al tétane. Se retiré cien ml de sangre total en
tubes CPT Vacutainer (Becton Dickinscon, Franklin Lakes, NJ) vy
se rotaron a 1800 RCF per 30 min. La capa leucocitaria que
contiene las células mononucleares 'y las plaquetas fue
separada, lavada tres veces, y resuspendida en soclucidén salina
tamponada con fosfatoc (PBS) vy contada. La contaminacién de
plagquetas fue minimizada por maltiples lavados en PBS. No se
permitié més de una razén 1:1 de plaguetas a PBMC. Las celulas

fueron inmediatamente inyectadas en las plantas de los ratones.
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Se utilizé teoxcide tetanico dsorbidc en fosfato de

o

aluminio (TT-Tetguard) a una concentracién de 0,25 Lf por sitio
de inyeccidén {(la unidad Lf es el walor de floculacidn, la
cantidad de toxoide gque cuands se mezcla con una unidad
Internacicnal de antitoxina produce una mezcla de floculacidn
dptimal .

Se inyectaron 7 a 10 X 10" PBMC mezclados con 0,25
unidades Lf de TT en un veolumen total de S50 nl, en las plantas
traseras de los ratones. El grosor de la planta se midié antes
de la inyeccién y a las 24 horas post-inyecciédn, usandc un
calibre indicador de grosor (Mituteyoe, Aurora, IL). El grosor
previe a la 1inyeccidén se restdé del grosor después de la
inyeccidén a las 24 horas para obtener el cambio en el grosor de
la pata. Todas las medicicnes se realizarcn en pulgadas.

Ensayo de 15A7TH y hl5A7: Z2e disclvieron 15A7H v h153A7
(10 mg/ml de stock) en un wvehlculo gque contiene citrato ce
sodio 25 mM y clorure de scdio 115 mM con Tween B0 0,04%, rH
5,97. S5e inyectaron los ratones i.p. con (0,2 ml de wvehiculeo o
15A7H o hl5aA7 a 0,03, 0,1, 0,3, 1, yv 10 mg/kg, una hora antes
de las invecciones en las plantas con PBMC con o sin TT. Cada
dosis de anticuerpo 15A7H y hl5A7 fue ensayade en los PBMC
provenientes de cuatro donantes diferentes y se usd un ratdn
por tratamiento por donante. Los grupos de tratamiento 15ATH y
H15A7 fueron comparados con el grupsa Lbratade con vehiculo.

Estadisticas: Todos los wvalores se informan come la
media * SEM a menos gue se indigque de otra forma. Los cambios
en el grescr de la planta en el grupo tratado con la droga fue
comparadeo con el grupe tratade con vehiculg. Se combinaron el

delta de groscres de las patas de 4 experimentos individuales

de donantes y se calculd la media = SEM. ELl porcentaje de

-89 .
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inhibicion del grosor de la pata se calculd come sigue: 100 X
{4 grosor de la pataw.s - & groscor de la patay, 4a) o (b gresor
de la pataw.. - A grosor de la patacue Se probd la

significancia de los efectos inhibidores usandc Kruskal-Wallis
un Analisis de una via de la Varianza (ANCVA) en Rangos. Se
considera gue un valer de p inferior a Oy 05 era
estadisticamente importante.

Niveles Plasmaticos de 15A7H vy hl5A7 en ratones
C57BL/6: se determinaron los niveles plasmatices de 15A7H vy

hl15A7 a 0,03, 0,

(-
~

0,3, 1, v 10 mg/kg, 24 heras despuds de la
inyeccion Intraperitoneal en ratones hembra C57BL/A. Las
muestras de plasma se recolectaron a partir de animales

experimentales trans-vivo DTH al término del ex
P

b
&
oy

i

rimento. Se

realizd el bicanalisis en todas las muestras.
Estudio farmacocinético Satelite de 15A7H: Se usaron
ratones hembra satélite C57BL/6 recibiendo dosis

intraperitoneales de 15A7H (los mismes niveles de dosis que
antes) para recolectar los datos que son mds intensos respecto
de las concentraciones en plasma de 153A7H. Estos ratones no
fueron tratades con PBMC humanos o toxoide tetanice. Los

tiempos de muestreo para estos ratones "PK" fueron Ty B S

191

24 h después de la dosificacién. Cada grupo de dosis de ratones

PK consistic de 6 ratones. Dentro de cada gru

&)

o de dosis, se
usd un subgrupoc de 3 ratonés para el muestreo a la la hora y
5 horas, y otro subgrupo de 3 ratones se usc para el muestreo a
las 3 v 24 horas.

Bioanalisis de hl5A7 y 15A7H: Se uso un ELISA sandwich
para cuantificar las concentraciones de nl3A7 o 15A7H en el
plasma de ratones. Brevemente, Se usaron placas de

microtitulacidén de 96 pocillos recubiertas con PSGL-1 para unir
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h1527 o 15A7E en la muestra de plasma diluida. Después de

-1

lavar, se detectd hl5SA o 15A7H unido con un anticuerpo
monoclonal IgG; anti-humanc marcade con bictinz vy enzima
marcada con (HRP)-estreptavidina. 8Se midid la cantidad de
producto coloreado formade durante la reaccién del sustrato
fotométricamente y esta aumenté con el aumento de la
concentracion de hl5A7 o 15A7H en la muestra. La concentracidn
de hl5A7 o 15ATH gque correspeonde a la absorkancia dptica medida
se calculé por medio de ajuste de datos de la curva estandar no
lineal. El rango de las muestras de calibracidén fue de 0,04 a
1,2 ng/mL. Las muestras se diluyeron al mencs 1:100. Por lo
cual; el limite infericr de cuantificacidén de hlBA7 o de 15R7H
en el plasma complete fue de 4 ng/mL. Usando factores de
dilucién mayores es posible aumentar el limite supericr de la
cuantificacién hasta 2,4 mg/mL (1:2000000),

Debide a las leves diferencias de la reactividad d=s1
material de referencia de hl5A7 y 15ATH en el ELISRE, se usaron
dos curvas de calibracién y dos conjuntos de controles de
calidad. Se analizaron las muestras de animales tratados con
h15A7 versus la curva de calibracién de hl5A7, y las muestres
de animales tratados con 15A7H se analizaron versus la curva de

calibracién de 15A7H.

7.3.2 RESULTADOS

TRANS VIVO DTH: La Figura 3 muestra la dosls respuesta
combinada de 15A7H anticuerpo en trans vive DTH en 4 PBMC de
deonante tal come se muestra por el porcentaje de inhibicidn de
DTH luegec del tratamiento cen 15A7H. Cuando los ratones fueror

dosificades i.p. a -1 Hora, con 0,03, 0.1, 0;3, 1, v 10 mg/kKg;

-~ f
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ambos hl5A7 y 15A7H inhibieron el trans vive DTH en una manera
dependiente de la dosis. La Tabla 8 muestra la dosis respuesta
y el porcentaje de inhibicién de 15A7H y hl3A7 en trans-vive
DTH. Una dosis tunica de 15A7H o hlSA7 a 0,3 mg/kg y superior,
mostré una inhibicién importante de trans wvive DTH. La ED:
para hl5A7 y 15ATH en este ensayo fue de 0,09 y 0,1 mg/ke

respectivamente, n = 4 donantes,

Tabla 8: Desis respuesta y % de inhibicién de DTH en trans-vivo

Delza Media [ SEM H 7
(pulyg.) [
EBMC ] 1
. Vehiculo 4
[ h15&7 X T 4
e 0,03 mpk
‘ niSAT 0,1 06,0047 4
mpk
hl5a7 0,3 0,00332 0,0006 q
juiel e ]
h15& 1 0,0014 G,00063 4
| |
h16R7 1.8 0,00089 00,0001 . 4 |
mpk ‘ \
‘ 15ATH 0,0080 | 0 cui?'_y___‘_T___q
0,03 mp | ‘
‘ 15Aa7H 0,1 70,0049 0, 000¢ | [
mpX |
1587H 0,3 0,004 i, 001 [ 1
mpk \
15ATH 80,0024 a4, 0008 | 1
mek
15A7H 10 0,001z | 10,0004 4
mek \
de T
I_ inhibilicidn | ‘
| Vehiculo 4,00 0; 00 [ 1
H15R7 33,31 l 4
Q0,03 :
05 51, 02 2,52 ‘ 1
I mpi |
[ h1547 0,3 67,583 ' 4,26 | 4
l mp K J
\ hl15A7 1 r—{E, y Fod l 4
| s | |
h1sa7 10 95, 4° 1,41 ‘ q '
wmpk . il
|
35,56 3,28 | 7|
| 5ATH 0,1 7, a5 2, 8% ___[ ] |




| mpk T ]
| 1587H 0,3 61,20 [ 5,62 4

| mpk |

- 15ATH 1 76,15 [ 5,18 1

| mp! l 1

| ISATH 10 91,32 4,54 ' 1

| p? 1|

CONCENTRACIONES PLASMATICAS DEL COMPUESTO: Las

concentraciones plasmaticas de 15A7H para ambos ratones

satélite PK y DTH se resumen en la Figura 5. La Figqura 4
_y] -

muestra las concentraciones plasméticas combinadas de 24 horas
de 15A7H graficado contra él % de inhibicién de DTH. Nétese gue
las concentraciones medias a las 24 heras después de la
dosificacién para los ratones PK y DTH para un nivel da dosis

determinado fueron muy similares. Esto sugiere que,

V]

pesar gue
los ratones PK y DTH fueron tratados de manera diferente (solo
los ratones DTH recibieron los PBMC y toxoide tetanico), las
farmacocineticas de 15A7H en los dos casos fueron muy
similares. Las concentraciones en plasma de ambos hi5A7 y 15A7H
fluctuaren solo dentro de un range bastante estrecho en el
transcurse de tiempo del estudio (mediciones de la
cencentracidén entre 1 y 24 horas después de la dosificacién).
PR-PD: La Tabla 9 y 1la Tabla 10 muestran las
concentracicnes en plasma a las veinticuatro horas (PK) de los
anticuerpos hl5A7 y 15A7H y el correspondiente porcentaie de
inhibicidén de trans- vivo DTH (PD) a las mismas dosis. La
Figura 4 compara la relacién PK-PD de 15A7H en el modelo trans-
vivo DTH. Se calcularon las ED:; para hl5A7 y 15A7H sienda de

687 v 770 ng/ml respectivamente, n = 4 donantes.

Tabla 9: Relacién PK-PD en el modelo trans- vivo DTH.

Famacocinética (PK) ng/ml

Dosis | Mean W

i}
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(B! Farmacocdiramia (PD) % de ithibicisn

Mean

0,03 33 7 4
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0,1 1 4
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0 &5 1 u

Tabla 10: Relacion PK-PD en el modelo trans- vivo DTH.

amacocinética (PK) nc/ml

Madia
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(B) Farmacodinamia (PD) &% de inhinicion

dogls 15A7H Media SEM 3!
mg/lkg; i.p«
0,02 56 3 4
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Lod
i

'
J
—| ] =
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7.3.3 CONCLUSION

Una dosis uUnica de 15R7H o hlH&7 a 0,3 mg/lkg
mostrd un porcentaje de inhibicién significative de trans vivo
DTH. La EDsy para hl5A7 y 15ATH en el ensayoe trans-vive DTH fue
de 0,0% vy 0,1 mg/kg, respectivamente. Las concentraciones
plasmaticas de ambeos hl3A7 y 1D0ATH fluctuaron sele dentro de un
rangc bastante estrecho a lo largo del transcurso de tiempo del

estudic.
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7.4 Ejemplo 4: Evaluacion de la Citotoxicidad Dependiente

de Complemento (CDC)

En un esfuerzo por determinar si 15AT7H posee actividad
CDC, se usaron ensayvos de liberacidn de lactatoc deshidrogenasa
para medir la actividad CDC a wvarias concentraciones.
e

7.4.1 MATERIALES y METODOS

Se usaron ceélulas Ramos (obtenidas de la ATCC; cat#
CRL-1596) como las células blanco y se cultivarcn en medio DMEM

complete (Invitrogen, Carlsbad, CA; Nimers de Catal

o
'_ ¥
(o]
3
{2
—t
PN
o
L2
n

con 0,5 mg/ml de Geneticins (Invitrogen, Carlsbad, CA&; Namero

7T "

de Catalogo 10131). Se usd complemento de conejo como la fuente
de proteinas del complemento (Accurate Chemical & Scientific
Corp., Westbury, NY; nimero de catalogo:; AIC4000-1). Se uso e

medic de Citotoxicidad Cedarlane como el medio de ensave

(Accurate Chemic

o

1 & Scientifiec Corp., Westbury, NY; Namero de
catalogo: CL95100).

Se determiné la actividad CDC a través de la liberacidn
de LDH desde células blance usando el kit de deteccidn de
Citotoxicidad “Cytotoxicity Detection EKit™*° (LDH)” (Roche
Applied Science, Indianapclis, IN; Namero de catédlogo: 04 744
934 001). Se usdé un anti CD20 humane de ratédn purificade del
hibridema 1F5 (ATCC), Birmingham, AL; Nimero de catidlogo: 6140-
01) para activar el complemento como un anticuerps contro
positive en el ensayo. Se usé IgG4 k¥ humana (Sigma-Aldri
Louis, MC; Numero de «catalogo: 1I463%9) como un contrel de
isetipo. Las muestras y controles se establecieron como sigue

(Todas las muestras poseen duplicados):



Muestras: 100 ul complemento estandar de conejo (diluidas
1:6 en medico de ensayo) + 50 nl células blanco (células Ramos
en medio de ensayo) + 50 pl de diluciones de anticuerpo,

Control basal: 200 pl medio de ensavoe

Control de liberacién maxima: 50 pl células blanco + 100

pl complemento estandar de conejo + 50 pl medio de ensayo

Contrecl de liberacidn esponténea: 50 ul de células klanco

+ 100 pl de estandar de complemento de conejo + 50 ul de

medio de ensayo

La placa se incubé a 37°C en una incubadera de CO»

himeda por 3 horas. Después de 30 minutcs desde el términc de
la incubacién (luego de 2,5 horas de incubacién); se agregd 10
pnl de Seolucién de Lisis (proporcicnada en el Kit de Deteccién
de Citotoxicidad) a la muestra de control de la liberacién
maxima. Al final de la incubacién, la placa se centrifugd a 200
g por 10 minutos a temperatura ambiente, y se transfirieron 100
ul de sobrenadante 1libre de «células hacia los pocillos
correspondientes de una placa de fondo plano de %€ pocilios
para la deteccidén de LDH. Se agregaren 100 ul de Mezcla de
Reaccién {proporcicnada en el K1t de Ceteccidn de
Citotoxicidad) a wcada pocille vy se incubd 1la placa a
temperatura ambiente por 15 a 30 minutos en oscuridad. Bl final
de la segunda incubacién, la reaccién se detuvo agregando 50 pl
de solucidn Stop (proporcionada en el Kit de Deteccién de
Citotoxicidad). La absorbancia fue medida a la longitud de ondsz

de 4930-49Z2 nm en el lector de place SpectraMAX Plus (Molecula:

Devices, Sunnyvale, CAR). 8e calculd CDC% usando ([liberaciér
inducida pre Anticuerpo] - [Control de liberacitén Espontéaneal)/
([Liberacidn Maxima] - [Contrecl de liberacisn Espontaneal) =
100%.
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7.4.2 RESULTADOS

Se prokd la actividad CDC de 15RA7H bajc condiciones

optimizadas para la respuesta CDC de anti-CD20 con las células

Ramcs. Como se muestra en la Figura como

Figura 6 y la Tabla 11, se probaron difere

de anticuerpos con dilucidén fija del complemento de 1:12 para

la actividad CDC. No se detectd actividad CDC para 15A7H, hl5A7

e

a p

ra el control negativo de IgG4. CD20 de ratdn anti-humano

demostro una clara dosis respuesta del anticuerpo.

Tabla 11: Porcentaje de actividad CDC de 15A7H a

diferentes concentraciones

15a7 2 anti-gn2g ks
= 1,54 ~0,8 ¢ =1
r[ ]rQI FEEl) 5 o =,
pd s ?:-q:'] _3tz¢l E'r'-’- = r_
2,005 208 3428 31,42 =1,37
00,0005 1A n & T kst

pg/ml de anticuerpo a la dilucién de complemento de 1:12 en los

@
@)
w
o
[
Q
u

reallzados en células Ramos.

7.5 Ejemplo 5: Estudio Clinico

.97 .
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Se administra 15A7H a individucs por administracién
intravenosa de dosis Unicas crecientes de 125 pg/kg, 500 ug/kg,
1000 wg/kg y 2000 wug/kg y en otros individuos a través de
administracidn subcutanea de dosis uUnicas de 500 ug/kg y 1000
Hg/kg. Se adaptdé la dosis. Se usé 15A7H resuspendido en la
formulacion descrita en la Tabla 6. Luego de la administraciédn,
se realizaron los ensayos de laboratoric clinieco (por ejemplo,
hematologia, quimica clinica y andlisis de orina), por ejemplo
en una base semanal, usando métodos conocidos en el arte.

También =

1]

determinarcon los parametros farmacocinétices, por
ejemplo en una base semanal, usande métodos conocidos en el
AT,

Todas las publicaciones, patentes, y solicitudes de
patente citadas en esta solicitud se enumeran por este medio
incorporadas por referencia en su totalidad come si  cada
publicacidn individual ¢ solicitudes de patente fuse especifica
e individualmente indicada para ser incorporada por referencia.

A pesar gque la antericr invencién se

O
(]
4]
0
1
'_n
o
(]
()
€
i
of]
t
({8
=
=

detalle a modo de ilustracién y ejemplo para propésitos de
claridad de entendimiento, serd facilmente aparente para

aguellos de experiencia normal en el arte a la luz de las
ensefianzas de esta invencidn, que giertas cambios Yy

modificaciones pueden ser realizadas a la misma sin apartarse

del espiritu o espectro de las cliusulas anexas.
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REIVINDICACIONES

1. Un anticuerpe monoclonal gue se une de manera

inmmunoespecifica a PSGL-1 de humane CARACTERIZADO porque

(1) una region variable (“"WL”) de cadena liviana que
comprende la secuencia de amincacido de la SEQ ID NO:

3;

(S8
[

una cadena pesada que comprende una regidn variable
de cadena (“WH"”) que comprende la secuencia de
amincdcide de la SEQ ID NO: 4; vy

(11ii) una regidn constante de IgG4 humana gque contiene una
sustifucidén de Serina por Prglina en el amincacido
228 de la cadena pesada enumerade de acuerdo al

indice EU.

4. Un anticuerpo monoclonal gque s une de manera

(L

inmmunoespecifica a P3GL-1 de humano CARACTERIZADO porjue
comprende:

{i) una cadena liviana que comprende la secuencia de aminoacido
de la SEQ ID NO: 1 w

(11) una cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacido

de la SEQ ID NO: 2.

fad

i

Un anticuerpo monoclonal que se une de manera

inmmunoespecifica a PSGL-1 de humanc CARACTERIZADO porguz

(1) una cadena pesada que consiste de la SEQ ID NO: 2; vy

.

(ii) una cadena liviana gue consiste de la SEQ ID NO: 1.

99

27231051
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RESUMEN

AQul se proporciona, en un aspecto, anticuerpos que se
unen  inmunoespecificamente & PSGL-1, poelinucledtidos que
comprenden secuencias de nucledtidc gue codifican a tales
anticuerpas, y los vectores de expresién y células huésped para
producir a tales anticuerpos. También se proveen aqui los kits
Y las composicliones farmacéuticas gue comprenden los
anticuerpos que se unen especificamente a PSGL-1, asi como los
métodos para tratar un desorden ¢ enfermedad causado por o
asociadoe «con la proliferacién aumentada y/o cantidades
aumentadas de celulas T activadas usando los anticuerpos aqui

descritos.
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<11e>

<120>

<130>

<1405
<141>

<150>
<151

<160>
<170>
<210>
#2113
<2125
#2485

<220>
<223>

<400>
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SEQUENCE LISTING

AbGenomics Cooperatief U.A,
BASSARAB, Stefan

ENENKEL, Barbara

GARIDEL, Patrick

SCHOTT, Heidrun

SINGH, Sanjaya
LITZENBURGER, Tobias

ANTI-PSGL-1 ANTIBODIES AND USES THEREOF
AB871.70004W000

N/A
2012-06-11

US 61/496249
2011-06-13

21

FastSEQ for Windows Version 4.0

1

219

PRT

Artificial Sequence

15A7H Light Chain amino acid sequence

1

Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser

1

5 10

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ser Ser Gln Ser

20 25

Asp Gly Asn Thr Tyr Phe Glu Trp Tyr Gln Gln Lys

35 40

Pro Lys Leu Leu Ile Tyr Lys Val Ser Asn Arg Phe

50

55 60

Ser Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr His Phe

65

70 75

Ser Ser Leu Gln Pro Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr

85 90

Ser Tyr Val Pro Leu Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys

100 185

Arg Thr Val Ala Ala Pro Ser Val Phe Ile Phe Pro

115 120

Gln Leu Lys Ser Gly Thr Ala Ser Val Val Cys Leu
130 135 140
Tyr Pro Arg Glu Ala Lys Val Gln Trp Lys Val Asp

145

150 155

Ser Gly Asn Ser Gln Glu Ser Val Thr Glu Gln Asp

165 170

Thr Tyr Ser Leu Ser Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys

Pagina 1

Ala
Ile
Pro
45

Ser
Thr
Cys
Val
Pro
125
Leu
Asn

Ser

Ala

Ser
Val
30

Gly
Gly
Leu
Phe
Glu
110
Ser
Asn
Ala

Lys

Asp

Val
5

His
Lys
Val
Thr
Gln
95

Ile
Asp
Asn
Leu
Asp

175
Tyr

Gly
Asn
Ala
Pro
Ile
80

Gly
Lys
Glu
Phe
Gln
160

Ser

Glu

A



180

185

196

Sequence Listing Colo 17516 841 002 5

Lys His Lys Val Tyr Ala Cys Glu Val Thr His Gln Gly Leu Ser Ser

195

200

Pro Val Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys

210

£218> 2
<211> 447
<212> PRT
<213> Artificial Sequence

<220>
<223> 15A7H

<400> 2

Glu
1

Ser
Gly
Ala
Lys
65

Leu
Ala
Gly
Phe
Leu
145
Trp
Leu
Ser
Pro
Pro
225
Phe
Pro
Val
Thr
Val

305
Cys

Val
Leu
Met
Tyr
50

Gly
Gln
Arg
Thr
Pro
130
Gly
Asn
Gln
Ser
Ser
210
Cys
Leu
Glu
Gln
Lys
290

Leu

Lys

Gln
Arg
His
35

Ile
Arg
Met
Tyr
Leu
115
Leu
Cys
Ser
Ser
Ser
195
Asn
Pro
Phe
Val
Phe
275
Pro

Thr

Val

Heavy Chain

Leu
Leu
20

Trp
Asn
Phe
Asn
Ala
100
Val
Ala
Leu
Gly
Ser
180
Leu
Thr
Pro
Pro
Thr
260
Asn
Arg
Val

Ser

Val
5

Ser
Val
Gly
Thr
Ser
85

Ser
Thi
Pro
val
Ala
165
Gly
Gly
Lys
Cys
Pro
245
Cys
Trp
Glu

Leu

Asn

Glu
Cys
Arg
Gly
Ile
70

Leu
Tyr
Val
Cys
Lys
150
Leu
Leu
Thr
Val
Pro
230
Lys
Val
Tyr
Glu
His

310
Lys

215

amino acid sequence

Ser
Ala
Gln
Ser
55

Ser
Arg
Gly
Ser
Ser
135
Asp
TFhir
Tyr
Lys
Asp
215
Ala
Pro
Val
Val
Gln
295
Gln

Gly

Gly
Ala
Ala
40

Ser
Arg
Ala
Gly
Ser
120
Arg
Tyr
Ser
Ser
Thr
200
Lys
Pro
Lys
Val
Asp
280
Phe
Asp

Leu

Gly
Ser
25

Pro
Thr
Asp
Glu
Gly
105
Ala
Ser
Phe
Gly
Leu
185
Tyr
Arg
Glu
Asp
Asp
265
Gly
Asn

Trp

Pro

Gly
10

Gly
Gly
Ile
Asn
Asp
90

Ala
Ser
Thr
Pro
Val
170
Ser
Thr
Val
Phe
Thr
250
Val
Val
Ser

Leu

Ser

Leu
Phe
Lys
Phe
Ala
75

Thr
Met
Thr
Ser
Glu
155
His
Ser
Cys
Glu
Leu
235
Leu
Ser
Glu
Thr
Asn

315
Ser

Val
Thr
Gly
Tyr
60

Lys
Ala
Asp
Lys
Glu
140
Pro
Thr
Val
Asn
Ser
220
Gly
Met
Gln
Val
Tyr
300
Gly

Ile

Pagina 2

205

Gln
Phe
Leu
45

Ala
Asn
Val
Tyr
Gly
125
Ser
Val
Phe
Vval
Val
205
Lys
Gly
Ile
Glu
His
285
Arg
Lys

Glu

Pro
Ser
30

Glu
Asn
Thr
Tyr
Trp
110
Pro
Thr
Thr
Pro
Thr
190
Asp
Tyr
Pro
Ser
Asp
270
Asn
Val
Glu

Lys

Gly
15

Ser
Trp
Ala
Leu
Tyr
95

Gly
Ser
Ala
Val
Ala
175
Val
His
Gly
Ser
Arg
255
Pro
Ala
Val
Tyr

Thr

Gly
Phe
Val
Val
Tyr
30

Cys
Gln
Val
Ala
Ser
160
Val
Pro
Lys
Pro
Val
249
Thr
Glu
Lys
Ser
Lys

320
Ile

165



Ser
Pro
Val
Gly
385
Asp

Trp

His

Lys
Ser
Lys
370
Gln
Gly
Gln

Asn

<210> 3
g2y 313
<2123 PRT
<213> Artificial Sequence

<220>
<223> 15A7H Variable Light Chain Region
sequence

<408> 3

Asp
o
Asp
Asp
Pro
Ser
65
Ser

Ser

Arg

Ile
Arg
Gly
Lys
5@

Arg

Ser

Tyr

<218> 4
<211> 120
<212> PRT
<213> Artificial Sequence

<220>
<223> 15A7H Variable Heavy Chain Region (VH) amino acid
sequence

<400> 4
Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly

1

Ala
Gln
355
Gly
Pro
Ser

Glu

His
435

Gln
Val
Asn
35

Leu
Phe

Leu

Val

Lys
340
Glu
Phe
Glu
Phe
Gly

420
Tyr

Met
Thr
20

Thr
Leu
Ser

Gln

Pro
100

325
Gly

Glu
Tyr
Asn
Phe
405

Asn

Thr

Thr
Ile
Tyr
ILle
Gly
Pro

85
Leu

5

Gln
Met
Pro
Asn
390
Leu

Val

Gln

Gln
Thr
Phe
Tyr
Ser
70

Glu

Thr

Sequence

Pro
Thr
Ser
375
Tyr
Tyr
Phe

Lys

Ser
Cys
Glu
Lys
55

Gly

Asp

Phe

Arg
Lys
360
Asp
Lys
Ser

Ser

Ser
440

Pro
Arg
Trp
49

Val
Ser

Phe

Gly

Listing

Glu
345
Asn
Ile
ThE
Arg
Cys

425
Leu

Ser
Ser
25

Tyr
Ser
Gly

Ala

Gln
185

330
Pro

Gln
Ala
Thr
Leu
410

Ser

Ser

Ser
10

Ser
Gln
Asn
Thr
Thr

90
Gly

10

Colo 17516 841 602 5

Gln val Tyr

Val
Val
Pro
395
Thr
Val

Leu

Ser
Glu
380
Pro
Val
Met

Ser

Leu
365
Trp
Val
Asp
His

Leu
445

Thr
350
Thr

Glu
Leu
Lys
Glu

430
Gly

(VL) amino acid

Leu
Gln
Gln
Arg
His
75

Tyr

Thr

Ser
Ser
Lys
Phe
60

Phe

Tyr

Lys

Pagina 3

Ala
Ile
Pro
45

Ser
Thr

Cys

Val

Ser
Val
30

Gly
Gly
Leu

Phe

Glu
110

335
Leu

Cys
Ser
Asp
Ser
415

Ala

Lys

Val
15

His
Lys
Val
Thr
Gln

95
Ile

15

Pro
Leu
Asn
Ser
4080
Arg

Leu

Gly
Asn
Ala
Pro
Ile
80

Gly

Lys

(b



Sequence Listing Colo 17516 841 002 5
Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Ser Phe
20 25 30
Gly Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
35 40 45
Ala Tyr Ile Asn Gly Gly Ser Ser Thr Ile Phe Tyr Ala Asn Ala Val
50 55 60
Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn Thr Leu Tyr
65 70 75 80
Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95
Ala Arg Tyr Ala Ser Tyr Gly Gly Gly Ala Met Asp Tyr Trp Gly Gln
160 105 110
Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
115 120

<218> 5

<F1A5 16

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> 15A7H VL CDR1 amino acid sequence

<490> 5
Arg Ser Ser Gln Ser Ile Val His Asn Asp Gly Asn Thr Tyr Phe Glu
1 5 10 15

<218> 6

G215

€<212> PRT

<213> Artificial Sequence

€220>
<223> 15A7H VL CDR2 amino acid sequence

<408> 6
Lys Val Ser Asn Arg Phe Ser
. 5

<218> 7

2115 9

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

228>
<223> 15A7H VL CDR3 amino acid sequence

<408> 7

Phe Gln Gly Ser Tyr Val Pro Leu Thr
3 5

<210> 8

Pagina 4



<211> 5
2125 PRI

<213> Artificial Sequence

<220>

<223> 15A7H VH CDR1 amino acid sequence

<400> 8
Ser Phe Gly
i i

<210e> 9
€211 17
<212> PRT

Met His
5

<213> Artificial Sequence

220>

<223> 15A7H VH CDR2 amino acid sequence

<400> 9

Tyr Ile Asn Gly Gly Ser Ser Thr Ile Phe Tyr Ala Asn Ala Val Lys Gly

i

<2108> 18
€211 11
<212% PRT

5

<213> Artificial Sequence

220>

10

<223> 15A7H VH CDR3 amino acid sequence

<400> 10

Tyr Ala Ser Tyr Gly Gly Gly Ala Met Asp Tyr

1

<210> 11
<211y 412
<212> PRT

5

<213> Homo sapiens

<220>

<223>» Full length human

<480> 11

Met Pro Leu
2l

Ser Leu Gln

Gly Pro Leu
35
Leu Asp Tyr
50
Asn Ser Thr
65

Gln Leu Leu
5

Leu Trp Asp

20

Leu Ala Arg

Asp Phe Leu

Asp Thr Thr
79

10

PSGL-1 amino acid sequence

Leu Leu Leu

Thr Trp Ala
25
Asp Arg Arg
40
Pro Glu Thr
55
Pro Leu Thr

Ile Leu Leu Gly
18
Asp Glu Ala Glu

Gln Ala Thr Glu
45
Glu Pro Pro Glu
60
Gly Pro Gly Thr
75

Pagina 5
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30
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15

Gly
15

Ala
Glu

Leu

Glu

Asn
Leu
Tyr
Arg

Ser
80



Sequence Listing Colo 17516 841 @82 5
Thr Thr val Glu Pro Ala Ala Arg Arg Ser Thr Gly Leu Asp Ala Gly
85 90 95
Gly Ala Val Thr Glu Leu Thr Thr Glu Leu Ala Asn Met Gly Asn Leu
100 105 110
Ser Thr Asp Ser Ala Ala Met Glu Ile Gln Thr Thr Gln Pro Ala Ala
115 120 125
Thr Glu Ala Gln Thr Thr Gln Pro Val Pro Thr Glu Ala Gln Thr Thr
130 135 140
Pro Leu Ala Ala Thr Glu Ala Gln Thr Thr Arg Leu Thr Ala Thr Glu
145 150 155 166
Ala Gln Thr Thr Pro Leu Ala Ala Thr Glu Ala Gln Thr Thr Pro Pro
165 170 175
Ala Ala Thr Glu Ala Gln Thr Thr Gln Pro Thr Gly Leu Glu Ala Gln
180 185 190
Thr Thr Ala Pro Ala Ala Met Glu Ala Gln Thr Thr Ala Pro Ala Ala
195 200 205
Met Glu Ala Gln Thr Thr Pro Pro Ala Ala Met Glu Ala Gln Thr Thr
210 215 220
Gln Thr Thr Ala Met Glu Ala Gln Thr Thr Ala Pro Glu Ala Thr Glu
225 230 235 240
Ala Gln Thr Thr Gln Pro Thr Ala Thr Glu Ala Gln Thr Thr Pro Leu
245 250 255
Ala Ala Met Glu Ala Leu Ser Thr Glu Pro Ser Ala Thr Glu Ala Leu
260 265 270
Ser Met Glu Pro Thr Thr Lys Arg Gly Leu Phe Ile Pro Phe Ser Val
275 280 285
Ser Ser Val Thr His Lys Gly Ile Pro Met Ala Ala Ser Asn Leu Ser
2590 295 300
val Asn Tyr Pro Val Gly Ala Pro Asp His Ile Ser Val Lys Gln Cys
305 31@ 31.5 320
Leu Leu Ala Ile Leu Ile Leu Ala Leu Val Ala Thr Ile Phe Phe Val
325 330 335
Cys Thr Val Vval Leu Ala Val Arg Leu Ser Arg Lys Gly His Met Tyr
340 345 350
Pro Val Arg Asn Tyr Ser Pro Thr Glu Met Val Cys Ile Ser Ser Leu
355 360 365
Leu Pro Asp Gly Gly Glu Gly Pro Ser Ala Thr Ala Asn Gly Gly Leu
370 375 380
Ser Lys Ala Lys Ser Pro Gly Leu Thr Pro Glu Pro Arg Glu Asp Arg
385 399 395 400
Glu Gly Asp Asp Leu Thr Leu His Ser Phe Leu Pro
405 410

210> 12

2115 13

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<2208>
<223> IgG4 hinge region amino acid seqguence

<408> 12
Glu Ser Lys Tyr Gly Pro Pro Cys Pro Pro Cys Pro Ala
i 5 10
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216> 13
<211> 23
<212> PRT
<213> Artificial Sequence

<220>
<223> 15A7H VL FR1

<400> 13
Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly
1 5 10 15
Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys
20

<210> 14
¢20F» 15
<212> PRT
<213> Artificial Sequence

<220>
<223> 15A7H VL FR2

<400> 14

Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu Leu Ile Tyr
i 5 10 35

<210> 15

2113 32

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> 15A7H VL FR3

<400> 15
Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr His Phe Thr
1 5 10 15
Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys
20 25 30

<21@> 16
271 11
<212> PRT
<213> Artificial Sequence

<220>
<223> 15A7H VL FR4

<4008> 16
Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys Arg
1 5 10
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<218> 17

<211> 30
<212> PRT
<213> Artificial Sequence

<220>
<223> 15A7H VH FR1

<400> 17
Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly
i 5 10 15
Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser
20 25 30

<210> 18
<211> 14
€212» PRT
<213> Artificial Sequence

<220>
<223> 15A7H VH FR2

<400> 18

Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val Ala
i 5 10

<21@> 19

<211> 32

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> 15A7H VH FR3

<400> 19
Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn Thr Leu Tyr Leu Gln
1 5 10 15
Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala Arg
20 25 30

<216> 20

£2131> 11

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> 15A7H VH FR4

<4ApB> 20

Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr val Ser Ser
1 B 10
<210> 21

Pagina 8
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<211y 13

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<220>
<223> IgG4 wild-type hinge region amino acid sequence

<400> 21
Glu Ser Lys Tyr Gly Pro Pro Cys Pro Ser Cys Pro Ala
1 5 10
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REIVINDICACIONES

1. Un kit CARACTERIZADO porque comprende un primer envase que contiene un
anticuerpo monoclonal que comprende:
(1) una region variable (VL") de cadena liviana que comprende la secuencia de
aminoacido de la SEQ ID NO: 3;
(i) una cadena pesada que comprende una region variable de cadena (‘VH") que
comprende la secuencia de aminoacido de la SEQ ID NO: 4; y
(if) una region constante de IgG4 humana que contiene una sustitucion de Serina
por Prolina en el aminoacido 228 de la cadena pesada enumerado de

acuerdo al indice EU.

2. Un kit de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde el anticuerpo monoclonal

comprende:;
(i) una cadena liviana que comprende la secuencia de aminoacido de la SEQ ID
NO: 1,y
(i) una cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacido de la SEQ ID

NO: 2.

3. Un kit de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde el anticuerpo monoclonal

comprende:
(i) una cadena pesada que consiste de la SEQ ID NO: 2; y

(i) una cadena liviana que consiste de la SEQ ID NO: 1.
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