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ANEXOS

Comprobante de pago de la tasa de presentacién de la solicitud.

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

Poderes, si fuere el caso.

Documento de cesién del inventor al solicitante 0 a su causante.

Declaraciones. Bajo fa Regla 4.17 (ii) del PCT.

Copia de la solicitud internacional. (Resumen, descripcion, reivindicaciones, dibujos).

Traduccién de la solicitud internacional al castellano. (Resumen, descripcion, reivindicaciones,
dibujos). :

Copia del examen preliminar internacional efectuado por la Autoridad Internacional de Examen
Preliminar (IPEA).

Traduccion del examen preliminar internacional efectuado por la IPEA.
De ser el caso, copia del contrato de acceso.

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

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

Arte final 12 x 12.

De ser el caso, informacién sobre otras solicitudes de patente o titulos obtenidos en el extranjero
por el mismo titular o su causante, relacionadas parcial o totalmente con la invencién de esta

solicitud.

De ser el caso, modificaciones efectuadas a la solicitud internacional. PCT/IB306.

Otros. Busqueda Internacional.
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ANEXOS

Comprobante de pago de la tasa de presentacién de la solicitud.

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

Poderes, si fuere el caso.

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

Declaraciones. Bajo la Regla 4.17 (ii) del PCT.

Copia de la solicitud internacional. (Resumen, descripcion, reivindicaciones, dibujos).

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

Copia del examen preliminar internacional efectuado por la Autoridad Internacional de Examen
Preliminar (IPEA).

Traduccion del examen preliminar internacional efectuado por la IPEA.
De ser el caso, copia del contrato de acceso.

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

De ser el caso, certificado de depdsito del material bioldgico.

Arte final 12 x 12.

De ser el caso, informacion sobre otras solicitudes de patente o titulos obtenidos en el extranjero
por el mismo titular o su causante, relacionadas parcial o totalmente con la invencién de esta

solicitud.

De ser el caso, modificaciones efectuadas a la solicitud internacional. PCT/IB306.

Otros. Busqueda Internacional.
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FOLIO 283.- PRIMERA COMU‘RA JMERO: SETENTA Y

CINCO.- SUSTITUCION PARCIAL DE PODER: MES RER, Dagmar a favor

de OLARTE, Carlos Reinaldo y otro del Poder otorgado por BAYER
INTELLECTUAL PROPERTY GmbH.- - - - - -« - o oo e oo oo e e o ee e
En la Ciudad Auténoma de Buenos Aires, Capital de la Republica Argentina, el dia
VEINTICUATRO de MAYO del afio DOS MIL DOCE, ante mi, Maria Silvina
Lasarte, Escribana Autorizante, titular del Registro Notarial Numero 1.788,
COMPARECE: Dagmar MESSERER, argentina, nacida el 28 de mayo de 1.968,
hija de Walter Messerer y Elsa Onelia Romanelli, soltera, titular del Documento
Nacional de Identidad Numero 20.383.892, con domicilio en la Avenida Del
Libertador 5.954, Piso 7°, de esta Ciudad de Buenos Aires.- La compareciente es
mayor de edad.- INTERVIENE: por su propio derecho.- Y la compareciente

EXPRESA: PRIMERO: Que la Sociedad “BAYER INTELLECTUAL

sy NCo | S}

PROPERTY GmbH?”, con domicilio en Alfred-Nobel-Strasse 10, 40789 Monheim,

Alemania, le confirid, con fecha 25 de Abril de 2.012, en dicho pafs, un Poder, el cual
mediante escritura mimero 72, del dia de la fecha, otorgada ante mi, al folio 274,
protocolo corriente, de este Registro Notarial Numero 1788, a mi cargo, fue

incorporado y transcripto al mismo, cuya primera copia tengo para este acto a la vista

y en lo pertinente transcribiré en la presente.- SEGUNDO: Manifiesta bajo juramento

que el referido poder invocado se encuentra plenamente vigente en virtud de no
haberle sido revocado, suspendido ni limitado en ninguna de sus partes.- TERCERO:

En consecuencia, DICE: Que en uso de la facultad conferida SUSTITUYE

PARCIALMENTE el poder mencionado a favor de Carlos Reinaldo Olarte y/o

Juan Guillermo Moure Pérez, al solo y unico objeto de que en nombre y

representacién de la Sociedad “BAYER INTELLECTUAL PROPERTY GmbH”, .
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¥ y actuando en forma individual, indistinta y/o alternadamente, se presenten

.. exclusivamente ante las autoridades de COLOMBIA, que correspondan y realicen

- los actos enumerados en el citado poder y con las facultades que surgen del mismo, el

que transcripto en lo pertinente dice: “FOLIO 274.- PRIMERA COPIA.-

- ESCRITURA NUMERO: SETENTA Y DOS.- ...- En la Ciudad Auténoma de

 Buenos Aires, ..., el dia VEINTICUATRO de MAYO del afio DOS MIL DOCE, ante

“mi ..., COMPARECE: Dagmar MESSERER, argentina, nacida el 28 de mayo de

- 1.968, hija de Walter Messerer y Elsa Onelia Romanelli, soltera, titular del

' Documento Nacional de Identidad Niimero 20.383.892, con domicilio en la Avenida

| " Del Libertador 5.954, Piso 7°, de esta Ciudad de Buenos Aires.- La compareciente es

. ' mayor de edad.- INTERVIENE: por su propio derecho.- Y la compareciente

EXPRESA: Que a los efectos que hubiere lugar, solicita de mi, la Autorizante, LA

: INCORPORACION y TRANSCRIPCION en este protocolo del PODER que fuera

|

. conferido en Leverkusen, Alemania, el dia 25 de Abril de 2.012, por la Sociedad

. “BAYER INTELLECTUAL PROPERTY GmbH”, con domicilio Alfred-Nobel-

. Strasse 10, 40789 Monheim, Alemania, a favor de Gerardo Messerer y/o Dagmar

"

Messerer y/o Karen Messerer y/o Moeller & CO. S.A., indistintamente, sobre cuya

; plena vigencia responde la requirente bajo juramento.- Yo, la Autorizante, hago

o

. constar: a) Que el instrumento de poder cuya incorporacién y transcripcion a este

. protocolo solicita la compareciente, se encuentra extendido en idioma castellano,

.

. certificadas las firmas por notario en idiomas inglés y alem4n, debidamente legalizado

. en idioma alemén (Sello de Apostilla de la Convencion de La Haya del S de octubre

. de 1961) y traducido en lo pertinente al idioma nacional por la Traductora Publica

. Laura Thieberger.- b) Que la compareciente en virtud de lo manifestado tiene interés

legitimo en su requerimiento.- En consecuencia, me hace entrega en este acto del

26

27

28

29

30

31

32

33

34

35

36

37

38

39

40

41

42

43

44

45

46

47

48

49

50



10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

BUEN
REPUBLY

original del instrumento de poder relacionado con su respectiv uccién al idioma
nacional, el que agrego a la presente y transcripto dice: “POPER Los abajo firmante/s
Bayer Intellectual Property GmbH domiciliados en Alfred-Nobel-Strasse 10 40789
Monheim, Alemania declaran por el presente otorgar a Gerardo MESSERER y/o
Dagmar MESSERER y/o Karen MESSERER y/o MOELLER & CO. S.A.
indistintamente poder general amplio y suficiente para recabar de las autoridades ...,
sud y centroamericanas ... que correspondan, la obtenci6n de patentes de invencién,
el registro y la renovacién de marcas y modelos y/o derechos de propiedad intelectual
y/o nombres de dominio, a cuyo efecto los faculta/n para llevar a cabo ante dichas
autoridades todas las gestiones necesarias al objeto indicado, presentar solicitudes,
formular descripciones, oposiciones, protestos, declaraciones, apelaciones y reclamos,
oblar impuestos, justificar explotaciones, solicitar testimonios, aceptar transferencias,
recibir documentos y valores, percibir y hacer cuanto fuere necesario ante las
autoridades administrativas de cualquier orden. Por otra parte, les confieren mandato
para que en su nombre y representacion puedan iniciar y proseguir cualquier juicio
que actualmente los que suscriben tengan o en el futuro tuvieran ..., en Sudamérica,
Centroamérica ..., con motivo de su nombre, marcas de fabrica o de comercio,
patentes de invencién y modelos y/o de sus derechos de propiedad intelectual que
actualmente posean o adquieran en lo sucesivo, promover juicios de cualquier
jurisdiccién, criminales, correccionales, civiles o comerciales, contra los
falsificadores, usurpadores o imitadores y contra los tenedores de articulos que
infrinjan su nombre, marcas o patentes de invencion, seguir los juicios por oposicién u |
otros en que fueran parte como actores o demandados, defender el nombre, las
marcas, patentes y modelos y/o de derechos de propiedad intelectual y/o nombres de i

dominio, haciendo las protestas del caso o diciendo de nulidad. Al efecto, podran -
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presentarse con escritos, querellas, pedidos, y lo que fuere necesario ante cualquier“

. autoridad judicial, presentar testigos, documentos y deméas justificativos, rendir

| pruebas de cualquier especie, pedir nombramientos de peritos, pedir y absolver

. posiciones, asistir a juicios verbales, declinar y prorrogar de jurisdiccién, tachar,

" recusar, apelar, transar, someter a arbitraje o mediacion, hacer renuncias, exigir y dar

- cauciones, pedir embargos preventivos, definitivos o inhibiciones y su levamamiento,

pedir la venta de los bienes de los deudores, solicitar y obtener el cumplimiento de

. . sentencias, prestar juramentos, decir de nulidad, desistir, percibir, otorgar recibos y en

' general practicar todos los actos y diligencias que sean precisos al desempefio de este

mandato. Podran asimismo sustituir el presente poder en todo o en parte. ... Dado y

.. firmado en - Sigue una firma ilegible (Aclarado:) Dr. J. Thomaier, ppa. - Sigue una

5 ' firma ilegible (Aclarado:) C. Linder”.- ES COPIA FIEL, doy fe.- En hoja adjunta

i ' consta: a) La certificacion notarial de las firmas obrantes en el poder en idioma inglés

L y aleman, efectuada por el Escribano Piablico de Leverkusen, Alemania, Klaus

Striewski; y b) La respectiva legalizacion de la firma y sello del nombrado Notario

* (Sello de Apostilla de la Convencién de La Haya del 5 de octubre de 1961), en idioma

: aleman, efectuada por el Vicepresidente del Tribunal Regional de Colonia, Alemania,

+ Doctor Dumke.- En hoja adjunta sigue Ia referida traduccion al idioma nacional la que

transcripta textualmente, dice: “TRADUCCION PUBLICA (A continuacién de un

. PODER otorgado en idioma nacional por la Sociedad “Bayer Intellectual Property
+ GmbH”, con sede en Alfred-Nobel-Strasse 10 - 40789 Monheim, Alemania, figuran

. los siguientes textos, que traducidos dicen:) ... Acta N° 656/2012 — 1. Certifico que

las personas llamadas: - Dr. J6rg Thomaier, domicilio comercial: D-40789 Monheim,

. Alfred-Nobel-Strasse 10, Alemania, - Sra. Claudia Linder, domicilio comercial: 51368

- . Leverkusen, Chempark, Alemania, comparecieron ante mi y otorgaron el siguiente

26

27

28

29

30

31

32

33

34

35

36

37

38

39

40

41

42

43

44

45

46

47

48

49

50




10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

N 015080569

documento firmandolo personalmente — todas personas de mi conocimiento —
Confirmo que el Dr. Jorg Thomaier y la Sra. Claudia Linder estan autorizados como
representantes de “Bayer Intellectual Property GmbH”, de Monheim, habiendo tenido
a la vista electronicamente en el dia de la fecha ¢l Registro de Comercio del Tribunal
Regional de Diisseldorf constatando que los mismos, segim el capitulo B 67604 son
representantes autorizados.- 2. (Siguen los textos en aleméan de su original en inglés) —
Leverkusen, 25 de abril de 2012 - (Hay un sello en oblea adherido sobre precinto:
Klaus Striewski - Escribano de Leverkusen - Firma (Firmado y aclarado:) Klaus
Striewski — Escribano de Leverkusen.- APOSTILLA — (Convencién de La Haya del S
octubre de 1961) — Pafs: Repiblica Federal de Alemania - Este instrumento publico
fue firmado por Klaus Striewski en su cardcter de Escribano, estando provisto del
sello del Escribano Klaus Striewski de Leverkusen.- Certificado en Colonia, el
03.05.2012 por el Vicepresidente del Tribunal Regional con el N° 1880/2012 — Sello
(Hay un sello:) Presidente del Tribunal Regional de Colonia — 2 - Firma (Firmado y
aclarado:) Doctor Dumke.- ... - ES TRADUCCION FIEL de las partes pertinentes del
documento de referencia que en los idiomas aleman e inglés he tenido a la vista y he
vertido al idioma nacional, en Buenos Aires, el 21 de mayo de 2012. Hay una firma '
ilegible. Hay un sello que dice: “Laura Thieberger-Matricula de Traductores Aleman-
Francés-Tomo II Folio 254 (Cap.) Tomo III 98- (La Plata)- Inglés-Tomo II: Folio 14
(Cap.)- Tomo III Folio 329 (La Plata)- Colegio de Traductores Publicos N° 173”.- ES
COPIA FIEL, doy fe.- A continuacién hay un sello que dice: “Colegio de Traductores
Publicos de la Ciudad de Buenos Aires Corresponde a la Legalizacién N° 29177/12. |
Sigue una firma ilegible. Mayra Fiorella Pugliese”.- ..- A continuacién sigue la

legalizacion de la firma de la nombrada traductora .- Constancias Notariales:

Identidad de la compareciente (Articulo 1.002 del Cédigo Civil): Se justifica la misma
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por conocimiento de la Autorizante.- ...- LEO esta escritura a la compareciente, quien

. asi la otorga y en prueba de conformidad, la firma ante mi, doy fe.- Dagmar

- MESSERER. Ante mi: MARIA SILVINA LASARTE. Escribana. Esta mi sello.-”.-

" ES COPIA FIEL, de las partes pertinentes de la escritura de referencia, doy fe.-

' CUARTO: Finalmente la compareciente expresa: a) Que el presente otorgamiento no

~ significa renunciar al ejercicio de las facultades sustituidas; b) Que los nombrados
- apoderados sustitutos no podrén sustituir el presente poder en ninguna de sus partes; y

. ¢) Que el presente instrumento no se encuentra alcanzado por el Impuesto de Sellos,

- en virtud de no revestir el caricter de oneroso.- Constancias Notariales: Identidad

' de la Compareciente (Articulo 1.002 del Cédigo Civil): Se justifica la misma por

- ' conocimiento de la Autorizante.- Informo a la compareciente respecto de los alcances

| * de las clausulas contenidas en la presente escritura y del derecho de leer por si este

' instrumento.- LEO esta escritura a la compareciente, quien asi la otorga y en prueba

; de conformidad la firma ante mi, doy fe.- Dagmar MESSERER. Ante mi: MARIA

: SILVINA LASARTE. Escribana. Estd mi sello. CONCUERDA con su escritura

" matriz que pasé ante mi, al folio 283 del Registro Notarial niimero 1788, a mi cargo.

. PARA LA PODERDANTE expido la presente PRIMERA COPIA en tres (3) sellos

2 de actuaciéon notarial numerados correlativamente desde el nimero N 015080567 al

presente inclusive, que sello y firmo en la fecha y lugar de su otorgamiento, doy fe.-
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EL COLEGIO DE ESCRIBANOS de la Ciudad de Buenos Aires, Capital Federal de la Republica v

Argentina, en virtud de las facultades que le confiere la ley organica vigente, LEGALIZA la firma | 0

y sello del escribano MARIASILVINA LASARTE -

obrantes en el documento anexo, presentado en el dia de la fecha bajo ‘4

o N 120528252762/0 -

el contenido y forma del documento.

Buenos Aires, -unes28 de. Mayo de
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Neutralizing prolactin receptor antibody Mat3 and its therapeutic use

The present invention is directed towards the prolactin receptor antibody Mat3 and
provides recombinant antigen-binding regions of the antibody Mat3 and functional
fragments containing such antigen-binding regions, that specifically bind and neutralize
the prolactin receptor, nucleic acid sequences encoding the foregoing antibody, vectors
containing the same, pharmaceutical compositions containing them and their use in the
treatment or prevention of endometriosis and other diseases which benefit from

inhibition of prolactin receptor mediated signalling.

Prolactin (PRL) is a polypeptide hormone composed of 199 amino acids. PRL belongs
to the growth hormone (GH), placental lactogen (PL) family of polypeptide hormones
and is synthesized in lactotroph cells of the pituitary and in several extrapituitary tissues
such as lymphocytes, mammary epithelial celis, the myometrium, and the prostate. Two
different promoters regulate pituitary and exirapituitary PRL synthesis (BioEssays
28:1051-1055, 2006).

PRL binds to the PRL receptor (PRLR), a single transmembrane receptor belonging to
the class 1 cytokine receptor superfamily (Endocrine Reviews 19:225-268, 1998). The
PRLR exists in three different isoforms, the short, the long, and the intermediate form
that can be distinguished by the length of their cytoplasmic tails. Upon ligand binding, a
sequential process leads to PRLR activation. PRL interacts via its binding site 1 with
one PRLR molecule and then attracts via its binding site 2 a second receptor molecule
leading to an active dimer of PRLRs. PRLR dimerization leads to the predominant
activation of the JAK/STAT (Janus Kinase/Signal transducers and activators of
transcription) pathway. Upon receptor dimerization, JAKs (predominantly JAK2)
associated with the receptor, transphosphorylate and activate each other. In addition
the PRLR is also phosphorylated and can bind to SH2-domain containing proteins such
as STATs. Receptor bound STATs are subsequently phosphorylated, dissociate from
the receptor and translocate to the nucleus where they stimulate transcription of target
genes. In addition, activation of the Ras-Raf-MAPK pathway and activation of the
cytoplasmic src kinase by PRLRs have been described (for review Endocrine Reviews
19: 225-268, 1998).

PRLR-mediated signalling plays a role in a variety of processes such as mammary

gland development, lactation, reproduction, mammary and prostate tumor growth,
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autoimmune diseases, general growth and metabolism, and immunomodulation
(Endocrine Reviews 19:; 225-268, 1998; Annu. Rev. Physiol. 64: 47-67, 2002).

Currently, there is no medication available that enables complete interference with
PRLR-mediated signalling beside the inhibition of pituitary PRL secretion by use of
bromocriptine and other dopamine receptor 2 agonists (Nature Clinical Practice
Endocrinology and Metabolism 2(10): 571-581, 2006). These agents, however, do not
suppress extrapituitary PRL synthesis that can compensate successfully for the
inhibition of pituitary PRL synthesis leading to aimost unimpaired PRLR-mediated
signalling (Endocrine Reviews 19:225-268, 1998). Therefore it is not surprising that
dopamine type 2 receptor agonists were not beneficial in patients suffering from breast
cancer or autoimmune diseases such as systemic lupus or rheumatoid arthritis (Breast
Cancer Res. Treat. 14:289-29, 1989; Lupus 7:414-419, 1998) although prolactin has
been implicated in these diseases. Local prolactin synthesis in breast cancer cells or
lymphocytes which plays a pivotal role in mammary carcinoma or aufoimmune

diseases, respectively, was not biocked by dopamine receptor agonists.

Antibodies binding to PRLR for breast cancer diagnosis were described in
WO02003/004989 (Millenium Pharmaceuticals) for the first time. In said W0O03/004989
numerous genes and corresponding proteins including PRLR being overexpressed in
several breast tumor tissues were regarded as suitable markers for early detection of
malignancy. In WQQ03/008583, focussing on lymphoma and leukemia, carcinoma-

associated genes and proteins are described including PRLR.

Furthermore, in W02006/110585 (Novartis) PRLR over-expression as a cancer marker
and the use of PRLR-specific antibodies for diagnosis and treatment of breast cancer
and other cancer types (lung, prostate and skin cancer) were described. This time,
monoclonal antibodies with antagonistic activity were claimed based on two
experimental evidences: a) blocking of the PRLR expression by PRLR-specific siRNA in
breast cancer MCF7 cells led to inhibition of proliferation of these cells and b} prolactin
induces STATS and MAPK phosphorylation in breast cancer cells such as T47D.
However, neither any evidence was provided that a monoclonal antibody indeed
inhibited proliferation of breast cancer cell lines nor any concrete antibody was
disclosed.

The first in vivo proof of concept that PRLR antagonists successfully interfere with

breast cancer development has been published in 1988. In the DMBA mouse breast
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tumor model, a monoclonal PRLR antibody led to reduced incidence of mammary
tumors (Am J Pathol 133:589-595,1988).

First PRLR antibodies, claimed for the prevention and treatment of breast cancer, were
described in US 2007/0269438 (Biogen). The expression products {antibodies) from five
hybridoma cell lines were described by their ability to tightly bind breast cancer cell lines
T47D and MCF7 and to block PRL-mediated signalling (STAT5-, MAPK-, AKT-
phosphorylation). However, no in vivo proof of concept has been disclosed. Moreover,
no evidence beyond the state-of-the-art knowledge has been provided for the statement
that especially after the patient’'s cancer become antiestrogen-independent, the anti-

PRLR antibody may be administered to the patient.

A second set of monoclonal PRLR-specific antibodies together with disclosed primary
sequences was described in WO 2008/022295 (Novartis). Although these antibodies
were claimed as therapeutic agents for breast, lung and prostate cancer, a lymphoma

model served to show the antiproliferative effect of these agents in vivo.

On the other hand, peptidergic PRLR antagonists that are derived from prolactin and
that carry an N-terminal deletion and a point mutation (e.g. delta1-9G129R prolactin)
also behave as antagonists of the PRLR, however they suffer from reduced half-life
time (15-20 min) and low potency if compared to prolactin (Pituitary 6:89-95,2003).
Therefore, neutralising PRLR antibodies are superior especially with regard to the
inhibition of enhanced autocrine prolactin signalling that plays a role in breast cancer

and prostate cancer.

The role of PRLR-mediated signalling was also investigated in the context of the benign
disease endometriosis. In one study the expression pattern of the PRLR in
endometriotic samples and eutopic endometrium from endometriosis patients was
analysed (Acta Obstet Gynecol Scand 81:5-10, 2002} during the mid-late proliferative
phase of the menstrual cycle. It was demonstrated that the PRLR mRNA was present in
the eutopic endometrium in 79% of the analysed endometriosis patients, whereas it was
absent in the endometriotic lesions in 86% of the endometriosis patients. These data
suggested a possible differential regulation of PRLR expression between normal and
endometriotic tissue. However, from these expression data it cannot be concluded that

inhibition of the PRLR might represent a suitable endometriosis therapy — especially
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since the PRLR was not found to be expressed in the endometriotic lesions (Acta
Obstet Gynecol Scand 81:5-10, 2002).

In conclusion, although PRLR-mediated signalling plays a role in a variety of cellular
processes, very few and partially contradictory results have been disclosed
demonstrating the therapeutic value of PRLR antagonism for most of the benign

diseases including endometriosis.

Many data have been published indicating that PRLR might play a causative role in
breast cancer. And conceptually, potent PRLR antagonists might be appropriate agents
to demonstrate the therapeutic value of PRLR inhibition for breast cancer.
Nevertheless, no in vivo proof of concept has been provided up to now that PRLR
blockade indeed leads to inhibition of tumor growth (except lymphoma treatment and
inhibition of breast cancer development) and moreover that antagonistic PRLR
antibodies can be used for the treatment of benign diseases which benefit from
blockade of PRLR signalling. Therefore, the antibodies currently available cannot be

used in predictive models which allow pre-clinical proof-of-concept studies.

There is a need for antibodies which bind with high affinity to the PRLR in human,
monkey and mouse without binding competitively to PRL and this way neutralize the
PRLR-mediated signalling in all three species, and which allow to perform pre-clinical

proof-of-concept studies in mouse as well as - at reasonable doses - also in monkey.

Therefore the underlying problem of the present invention lies in the provision of new
PRLR antibodies which can be used in predictive models which allow pre-clinical proof
of concept studies and which can be used for treatment of diseases which benefit from

blockade of prolaction receptor signalling.

The problem is solved by the provision of the new antibody Mat3.

It has now been found that said antibody is surprisingly specific to and has a high
affinity for PRLR in human, monkey and mouse in biochemical as well as cellular
binding studies without binding competitively to PRL and this way neutralizes the PRLR-
mediated signalling in all three species, in contrast to those antibodies as disclosed in
WO 2008/022295, which bind non-competitively to PRL such as HE06642. This way,
said antibody enables to perform pre-clinical proof-of-concept studies in mouse as well

as - at reasonable doses - also in monkey. Moreover, it has now been found that said
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antibody can deliver a therapeutic benefit to the subject by being more potent and more
closely related to human germline sequences and thus offers the opportunity of an
improved side-effect profile, i.e. reduced risk of immunogenicity due to reduced dosage
and increased similarity to human germline sequences, compared to those antibodies
as disclosed in WO 2008/022295, which bind non-competitively to PRL such as
HE(06642.

The novel Mat3 antibody is preferably cross-reactive to PRLR from different species
such as Macaca mulatta (rhesus monkey) and Macaca fascicularis (cynomolgus), Mus
musculus (mouse) and Homo sapiens (human). Cross-reactivity here means that the
affinities (Kp values) and cell-binding ECsy values of said antibody to human, monkey
and mouse PRLR are below 10 x 10° M (see Table 1, examples 9, 10, 13 and 14) and
proliferation inhibiton ICso values are below 20 x 10° M (see examples 1 to 3). The
present invention is based on the discovery of the novel antibody Mat3 which can
deliver a therapeutic benefit to the subject (segences of the novel antibody are as in
SEQ ID NO: 1-10). The antibody of the invention, which may be most preferably fully
human with very close relationship to human germline sequences or which may be
humanized or chimeric or human engineered variants thereof carrying the CDRs of the
fully human version, can be used in many contexts which are more fully described

herein.

To show superiority in potency and human-monkey-mouse cross-reactivity of said
antibody over the most deeply characterized known antibody from WO 2008/022285
binding non-competitively to PRL, in in vifro proliferation studies the said antibody has
been compared with HE06642 from WO 2008/022295 (Example 1-3). The here
mentioned HE06642 or HE06.642 or 06.642 contains the variable domains SEQ ID
NOs: 14 and 15, which are identical to the sequences of he06.642-2 in WO
2008/022295.

The antibody Mat3 was characterized in several cellular systems to determine its
species specificity and its potency as well as efficacy in different readout paradigms
addressing the inactivation of PRLR-mediated signalling and proliferation. Proliferation
assays were performed in Ba/F cell lines either stably transfected with the human PRLR
(Example 1), the murine PRLR (Example 2) or the rhesus PRLR (Example 3). Antibody
Mat3 completely inhibited proliferation of cells carrying the human, the murine, and the
rhesus PRLR (Example 1-3). Antibody HE0B642 (WO 2008/022295) was inactive at the
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cells carrying the murine PRLR and showed strongly reduced activity at the rhesus
PRLR-cells if compared with Mat3. Antibody Mat3 was also more potent at the human
PRLR than antibody HE06.642. There is also evidence that Mat3 inhibits rat NB2
lymphomy cell proliferation with higher potency than HE06422. in addition to cellular
proliferation assays, luciferase reporter assays were performed using HEK293 cell lines
stably transfected with either the human or murine PRLR (Example 12) and transiently
transfected with a luciferase reporter gene under the control of LHRE's (lactogenic
hormone response elements). Using these systems, it could be confirmed that a
promoter dependent on PRLR-mediated signalling is switched off in the presence of
Mat3. The inability of the antibody HE06.642 to efficiently block murine PRLR-mediated
signalling became evident again.

In conclusion, antibody Mat3 is therefore suitable for testing the inhibition of PRLR-

mediated signalling in murine and monkey models.

The antibody contains variable domains being more similar to translated human
germline V-genes than HE06642. Figure 6 shows that the VH and VL domain are each
90% identical to the translated human germline heavy chain V and lambda light chain V
genes [VBASEZ2 database; Retter |, Althaus HH, Minch R, Miller W: VBASEZ2, an
integrative V gene database. Nucleic Acids Res. 2005 Jan 1,33 (Database issue):D671-
4]. HE06642 exhibits 89% identity to the most similar translated VH germline sequence
and only 80% identity to the most similar translated germline kappa light chain V
sequence found in VBASE2. This finding offers the opportunity of having a lower

immunogenicity risk when treating patients with Mat3.

Binding studies of Mat3 and HE06642 with the extracellular domains of human, monkey
and mouse PRLR indicate that both antibodies interact with these purified domains (see
below, Example 10 and Table 1). However, when these domains are exposed on cell
surfaces more pronounced differences between Mat3 and HE06642 can be observed.
Most strikingly, HE06642 does not bind murine PRLR when Ba/F cells express this
receptor, while Mat3 does (Table 2, and Figure 5, and Example 9). This finding is
consistent with the observation that Mat3 blocks murine PRLR-mediated signalling and
proliferation in contrast to HE06642. A peptide scan with the extracellular domain of the
human PRLR, which is bound by Mat3 and HE06642 when purified as well as when
exposed on cell surfaces, reavealed that Mat3 binds to the subdomain S2 (Example 11)
such as HE06642 as reported previously (WO 2008/022295). This scan additionally

showed that there are differences in binding to the S2 domains between Mat3 and
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HEO6642 (Figure 8). Recently, it was published that different binding of antibodies
observed by such a peptide scan enabled to explain differences of the antibodies’
properties (Niederfeliner et al.,, Blood. 2011, Mar 28. doi:10.1182/blood-2010-09-
305847). In conclusion, the peptide scan resuits indicate why the antibody Mat3 shows

a different species-specificity and potency compared to HE06642.

Provided is a human monoclonal antibody Mat3 according to table 5 (SEQ ID NO. 1-10)
or antigen-binding fragments thereof which antagonize prolactin receptor-mediated
signalling. The antibody specifically binds to the extracellular domain (ECD) of PRLR
(SEQ ID NO: 12) or human polymorphic variants of SEQ ID No: 12 such as the 1146L
and 176V variants being described in PNAS 105 (38), 14533, 2008, and J. Clin.
Endocrinol. Metab. 95 (1), 271, 2010. Moreover, the antibody specifically binds to the
extracellular domain (ECD) of rhesus and cynomulgus monkey PRLR (SEQ ID NO: 11)
as well as murine PRLR (SEQ ID NO: 13).

In one embodiment human antibody Mat3, or humanized, human-engineered or
chimeric antibody or antigen-binding fragment thereof are disclosed whereby the
antibody comprises a variable heavy region corresponding with a nucleic acid sequence
according to SEQ ID NO: 3, and an amino acid sequence according to SEQ ID NO: 1,
and a variable light region with a nucleic acid sequence according to SEQ ID NO: 4,
and an amino acid sequence according to SEQ ID NO: 2 which antagonize prolactin

receptor-mediated signalling.

In one embodiment an antibody or antigen-binding fragment comprising the CDRs of
the antibody as described above, whereby
the variable heavy chain contains the CDR sequences corresponding to
SEQ ID NO: 5, 6, and 7 and the variable light chain contains the CDR
sequences corresponding to SEQ ID NO: 8, 9, and 10.

In another embodiment of the present invention the antibody Mat3 consists of an
antigen-binding region that binds specifically to one or more regions of the extracellular
domain of PRLR from human, monkey and mouse, and whereby the amino acid
sequences of the human PRLR are depicted by the amino acid sequences from position
1 to 210 of SEQ ID NO: 12 and human polymorphic variants of SEQ ID NO: 12, by the
amino acid sequences from position 1 to 210 of the monkey PRLR according to SEQ ID
NG: 11 and of the mouse PRLR according to SEQ ID NO: 13.
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In another embodiment of the present invention the Mat3 consists of an antigen-binding
region whereby the affinity to the extracellular domain of PRLR from human, monkey
and mouse is at least 100 nM, preferably less than about 100 nM, more preferably less

than about 30 nM, even more preferred less than about 10 nM.

In another embodiment the antibody Mat3 consists of an antigen-binding region that
binds specifically to one or more regions of the exiracellular domain of human PRLR

and whereby the affinity is at least 10 nM, more preferable less than about 1nM.

Also object of the present invention is the aforementioned Mat3, wherein the heavy

chain constant domains determine a modified or unmodified 1gG1, 1gG2, 1gG3 or 1gG4.

Table 1 provides a summary of dissociation constants (affinities) and dissociation rates
of the antibody Mat3 of the invention, as determined by surface plasmon resonance
(Biacore) with monomeric extracellular domains (amino acid 1- to 210) of human PRLR
(SEQ ID NO: 12), rhesus and cynomolgus PRLR (SEQ ID NO: 11, whereby the Fc-His
fusion has been removed by proteolytic Factor Xa digestion) and murine PRLR (SEQ ID
NO: 13) on the directly immobilized antibody (Example 10).

Table 1: Monovalent dissociation constants and dissociation rates of the
extracellular domain of human, rhesus/cynomolgus monkey and mouse PRLR
expressed in HEK293 cells determined for Mat3 as human lgG molecule by

surface plasmon resonance (see Example 10)

Human PRLR Rhesus/Cynomolgus | Mouse PRLR
PRLR
Ko [M] 0.9x10° 7.1x10° 0.4x10°
Kd [1/s] 4.4x10+4 1.1x103 2.1x10+

The affinities disclosed for HE06642 in WO 2008/022295 are 2.6 x 10° M on the
extracellular domain of human PRLR, 38.9 x 10° M on the corresponding domain of

cynomolgus PRLR and 2.7 x 10° M on the corresponding domain of murine PRLR.

The cell-based affinity of the antibody Mat3 was determined by fluorescence-activated

cell sorting (FACS) combined with Scatchard analysis (Example 9).




WO 2012/163932 PCT/EP2012/060078

10

15

20

25

Table 2 denotes the binding strength of Mat3 as human IgG2 molecule on the HEK293

cell line stably transfected with human and rhesus monkey PRLR, respectively.

Table 2: Cell-based binding potency of anti-PRLR antibody Mat3 in IgG2 format
determined by FACS on the HEK293 cell line stably transfected with human and
Rhesus monkey PRLR, respectively (see Example 9)

Antibody ECso [M]
HEK293 expressing BalF expressing
human PRLR rhesus monkey
PRLR
Mat3 0.53x10° 2.94 x 10°

ANTIBODY GENERATION

To isolate a panel of antibodies able to functionally block the human and murine PRLR,

two formats of the synthetic human antibody phage display library called n-CoDeR®
from Bioinvent (Séderlind et al. 2000, Nature BioTechnology. 18, 852-856.), expressing
scFv and Fab fragments, respectively, were investigated in parallel. The targets used
for scFv or Fab selection were the soluble ECD of human PRLR (amino acid positions 1
to 210 of SEQ ID NO. 12) and mouse PRLR (amino acid positions 1 to 210 of SEQ ID
NO: 13), applied as biotinylated (NHS-LC biotin, Pierce) and as non-biotinylated variant
as well as the human breast cancer cell line T47D expressing PRLR.

A combination of various approaches in phage-display technology (PDT) was used to
isolate high affinity, PRLR-specific, human monoclonal antibodies, by a combination of
protein and whole cell pannings and through the development of specific tools. The
panning tools and screening methods include the ECD of the human and mouse PRLR
recombinantly expressed in fusion with an Fc domain (R&D Systems, catalogue no.
1167-PR and 1309-PR, respectively; pos. 1-216 of SEQ ID NO: 12 and 13, respectively,
each fused to the human IgG1 Fc domain, pos. 100 to 330 of human IgG1), the
extracellular domain of the human PRLR recombinantly expressed in fusion with a six-
histidine tag (SEQ ID NO: 12), the HEK293 and the murine lymphoma cell line Ba/F
each stably transfected with human and murine PRLR, respectively, and the breast
cancer cell line T47D and the rat lymphoma cell Nb2 each naturally expressing PRLR

as well as the development of panning procedures and screening assays capable of
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identifying neutralizing antibodies that preferentially bind to PRLR displayed on the cell
surface and that are cross-reactive to PRLR from mouse.

Screening was performed by first identifying binders for human PRLR and eventually
mouse PRLR in ELISA tests using recombinantly expressed antigens. The combination
of these specific methods allowed the isolation of — amongst others - the antibody “005-
co4”.

By affinity maturation of “005-C04” on the extracellular domains of human PRLR and
murine PRLR, beneficial substitutions were identified according to the procedure
described in Example 8. Finally, individual substitutions beneficial for improved affinity
were evaluated regarding their influence on thermostability of the antibody. Especially,
cooperative unfolding of the Fab domain during denaturation of the matured antibodies
(e. g. by termperature elevation) shouid have been ensured (reference regarding
cooperative unfolding: Roethlisberger, D. et al., J. Mol. Biol. 2005: 347, 773-789). The
antibody Mat3 resulted from the above described antibody discovery and maturation

approach.

PEPTIDE VARIANTS

Antibodies of the invention are not limited to the specific pepitide sequences provided
herein. Rather, the invention also embodies variants of these polypeptides. With
reference to the instant disclosure and conventionally available technologies and
references, the skilled worker will be able to prepare, test and utilize functional variants
of the antibodies disclosed herein, while appreciating that variants having the ability to

bind und to functionally block PRLR fall within the scope of the present invention.

A variant can include, for example, an antibody that has at least one altered
complementarity determining region (CDR) (hyper-variable) and/or framework (FR)
(variable) domain/position, vis-a-vis a peptide sequence disclosed herein. To better

ilustrate this concept, a brief description of antibody structure follows.

An antibody is composed of two peptide chains, each containing one (light chain) or
three (heavy chain) constant domains and a variable region (VL, VH), the latter of which
is in each case made up of four FR regions (VH: HFR1, HFR2, HFR3, HFR4; VL: LFR1,
LFR2, LFR3, LFR4) and three interspaced CDRs (VL: LCDR1, LCDR2, LCDR3; VH:
HCDR1, HCDR2, HCDR3). The antigen-binding site is formed by one or more CDRs,
yet the FR regions provide the structural framework for the CDRs and, hence, play an
important role in antigen binding. By altering one or more amino acid residues in a

CDR or FR region, the skilled worker routinely can generate mutated or diversified
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antibody sequences, which can be screened against the antigen, for new or improved

properties, for example.

Figure 4 provides the schemes for numbering each amino acid position in the variable
domains VL and VH. Tables 3 (VH) and 4 (VL) delineate the CDR regions for antibody
Mat3 of the invention and compare amino acids at a given position to a corresponding
consensus or “master gene” sequence, in which the CDR regions are marked with X"
Table 5 and 6 help to assign the SEQ ID Numbers to the antibodies, antibody fragments

and PRLR variants provided in this invention.
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Table 3: VH Sequence of antibody Mat3 including CDR annotation

Mat3 wH
Consensus

Mats wH
COonsensus

Mat3i wvH
COnsensus

EVQLLESGGG LWOPGGSLRL
EViQLLESGGG LWOPGGESLRL

————HCDRZ-————————— |
DIARL. SS¥T NYADSVKGRF

GLDA. ..., R RMDwWiEQETL
R R e e S R NG E T L

| —HCDRL—-|
SCAASSFTFS S, YWMHWVRD APGKGLEWYS
SCAASSETIO MOOOOOOVRD APGKELEWYH

TISRDMSKNT LYLOMMSLRA EDTAMYYCAR
TISRDMSKENT LYLOMMSLRA EDTAWY YR

WTWSS
VWTWSS

Table 4: VL Sequence of antibody Mat3 including CDR annotation

Mati v
COnsensus

mMati wL
ZOnsensus

Mat3d vL
Consensus

QSVLTORPPSA SGTPGORWTI
QSWVLTOPPSA SETPGORWTI

| LCoR2 |
YRMMORPSGEY PDRFSGSKSGE
YRR EY PDRFSGSKSGE

WLFGQGEGTRLT WLGD
HHFGGEETRLT VLG

| -—-LCDR1———-- |
SCTESSSHNIG AGYVWHWYOD LPGTAPKLLI
SO0 OO0 LPGTAPKLLI

| -——-LCDR3--
TSASLAISGEL RSEDEADYYC AAWDDSLMG.
TSASLAISEL RSEDEADYYX OO0
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The skilled worker can use the data in Tables 3, 4 and 5 to design peptide variants that
are within the scope of the present invention. It is preferred that variants are constructed
by changing amino acids within one or more CDR regions; a variant might also have
one or more altered framework regions (FR). For example, a peptide FR domain might

be altered where there is a deviation in a residue compared to a germline sequence.

Furthermore, variants may be obtained by maturation, i. e. by using one antibody as
starting point for optimization by diversifying one or more amino acid residues in the
antibody, preferably amino acid residues in one or more CDRs, and by screening the
resulting collection of antibody variants for variants with improved properties.
Particularly preferred is diversification of one or more amino acid residues in LCDR3 of
VL, HCDRS3 of VH, LCDR1 of VL and/or HCDR2 of VH. Diversification can be done by
synthesizing a collection of DNA molecules using trinucleotide mutagenesis (TRIM)
technology [Virnekas, B., Ge, L., Pliickthun, A., Schneider, K.C., Wellinhofer, G., and
Moroney S.E. (1994) Trinucleotide phosphoramidites: ideal reagents for the synthesis of
mixed oligonucleotides for random mutagenesis. Nucl. Acids Res. 22, 5600; see also

Example 8].

Conservative Amino Acid Variants

Polypeptide variants may be made that conserve the overall molecular structure of an
antibody peptide sequence described herein. Given the properties of the individual
amino acids, some rational substitutions will be recognized by the skilled worker.
Amino acid substitutions, i.e., "conservative substitutions,” may be made, for instance,
on the basis of similarity in polarity, charge, solubility, hydrophobicity, hydrophilicity,
and/or the amphipathic nature of the residues involved.

For example, (a)nonpolar (hydrophobic) amino acids include alanine, leucine,
isoleucine, valine, proline, phenylalanine, tryptophan, and methionine; (b} polar neutral
amino acids include glycine, serine, threonine, cysteine, tyrosine, asparagine, and
glutamine; (c) positively charged (basic) amino acids include arginine, lysine, and
histidine; and (d) negatively charged (acidic) amino acids include aspartic acid and
glutamic acid. Substitutions typically may be made within groups (a)-(d). In addition,
glycine and proline may be substituted for one another based on their ability to disrupt
a-helices. Similarly, certain amino acids, such as alanine, cysteine, leucine,
methionine, glutamic acid, glutamine, histidine and lysine are more commonly found in
o-helices, while valine, isoleucine, phenylalanine, tyrosine, tryptophan and threonine

are more commonly found in B-pleated sheets. Glycine, serine, aspartic acid,
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asparagine, and proline are commonly found in turns. Some preferred substitutions
may be made among the following groups: (i) S and T; (ii) P and G; and (iii} A, V, L and
I. Given the known genetic code, and recombinant and synthetic DNA technigues, the
skilled scientist readily can construct DNAs encoding the conservative amino acid

variants.

As used herein, "sequence identity” between two polypeptide sequences, indicates the
percentage of amino acids that are identical between the sequences. “"Sequence
homology" indicates the percentage of amino acids that either are identical or that
represent conservative amino acid substitutions. Preferred polypeptide sequences of
the invention contain amino acid sequences, whereby
a. the amino acid sequence of the HCDR1 is identical to SEQ ID NO: 5 in
at least 7 of 8 amino acids, and
b. the amino acid sequence of the HCDRZ is identical to SEQ ID NO: 6 in
at least 14 of 19, more preferred 15 of 19, more preferred 16 of 19, more
preferred 17 of 19, or even more preferred 18 of 19 amino acids, and
c. the amino acid sequence of the HCDR3 is identical to SEQ ID NO: 7 in
at least 8 of 11, more preferred 9 of 11, or even more preferred 10 of 11
amino acids, and
d. the amino acid sequence of the LCDR1 is identical to SEQ ID NO: 8 in at
least 12 of 14, or more preferred 13 of 14 amino acids, and
e. the amino acid sequence of the LCDR2 is identical to SEQ ID NO: S in at
least 4 of 7, more preferred 5 of 7, or even more preferred 6 of 7 amino
acids, and
f. the amino acid sequence of the LCR3 is identical to SEQ ID NO: 10 in at

least 11 of 12 amino acids.

DNA molecules of the invention

The present invention also relates to the DNA molecules that encode an antibody of the
invention. These sequences include, but are not limited to, those DNA molecules set
forth in SEQ ID NOs 3 and 4.

DNA molecules of the invention are not limited to the sequences disclosed herein, but
also include variants thereof. DNA variants within the invention may be described by
reference to their physical properties in hybridization. The skilled worker will recognize
that DNA can be used to identify its complement and, since DNA is double stranded, its
equivalent or homolog, using nucleic acid hybridization techniques. It also will be

recognized that hybridization can occur with less than 100% complementarity.
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However, given appropriate choice of conditions, hybridization techniques can be used
to differentiate among DNA sequences based on their structural relatedness to a
particular probe. For guidance regarding such conditions see, Sambrook et al., 1989
[Sambrook, J., Fritsch, E. F. and Maniatis, T. (1989) Molecular Cloning: A laboratory
manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, USA)] and Ausubel
et al., 1995 [Ausubel, F. M., Brent, R,, Kingston, R. E., Moore, D. D., Sedman, J. G,,
Smith, J. A., & Struhl, K. eds. (1995). Current Protocols in Molecular Biology. New York:
John Wiley and Sons].

Structural similarity between two polynucleotide sequences can be expressed as a
function of "stringency” of the conditions under which the two sequences will hybridize
with one another. As used herein, the term "stringency” refers to the extent that the
conditions disfavor hybridization. Stringent conditions strongly disfavor hybridization,
and only the most structurally related molecules will hybridize to one another under
such conditions. Conversely, non-stringent conditions favor hybridization of molecules
displaying a lesser degree of structural relatedness. Hybridization stringency, therefore,
directly correlates with the structural relationships of two nucleic acid sequences. The
following relationships are useful in correlating hybridization and relatedness (where T,

is the melting temperature of a nucleic acid duplex):

a.  Twm=69.3+0.41(G+C)%

b. The Tn of a duplex DNA decreases by 1°C with every increase of

1% in the number of mismatched base pairs.

C. (Tm)uz- (Tm) pt = 18.5 Iog1op2/p1

where p1 and p2 are the ionic strengths of two solutions.

Hybridization stringency is a function of many factors, including overali DNA
concentration, ionic strength, temperature, probe size and the presence of agents which
disrupt hydrogen bonding. Factors promoting hybridization include high DNA
concentrations, high ionic strengths, low temperatures, longer probe size and the
absence of agents that disrupt hydrogen bonding. Hybridization typically is performed

in two phases: the “binding” phase and the “washing” phase.

First, in the binding phase, the probe is bound to the target under conditions favoring
hybridization. Stringency is usually controlled at this stage by altering the temperature.

For high stringency, the temperature is usually between 65°C and 70°C, unless short (<
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20 nt) oligonucleotide probes are used. A representative hybridization solution
comprises 6x SSC, 0.5% SDS, 5x Denhardt's solution and 100 ug of nonspecific carrier
DNA [see Ausubel ef al.,, section 2.9, supplement 27 (1994)]. Of course, many different,
yet functionally equivalent, buffer conditions are known. Where the degree of
relatedness is lower, a lower temperature may be chosen. Low siringency binding
temperatures are between about 25°C and 40°C. Medium stringency is between at

least about 40°C to less than about 65°C. High stringency is at least about 65°C.

Second, the excess probe is removed by washing. It is at this phase that more
stringent conditions usually are applied. Hence, it is this "washing" stage that is most
important in determining relatedness via hybridization. Washing solutions typically
contain lower salt concentrations. One exemplary medium stringency solution contains
2x SSC and 0.1% SDS. A high stringency wash solution contains the equivalent (in
ionic strength) of less than about 0.2x SSC, with a preferred stringent solution
containing about 0.1x SSC. The temperatures associated with various stringencies are
the same as discussed above for "binding." The washing solution also typically is
replaced a number of times during washing. For example, typical high stringency
washing conditions comprise washing twice for 30 minutes at 55° C and three times for
15 minutes at 60° C.

Accordingly, subject of the present invention is an isolated nucleic acid sequence that

encodes the antibody and antigen-binding fragments of the present invention.

Another embodiment of the present invention is the aforementioned isolated nucleic
acid sequence, which encodes the antibodies of the present invention, whereby the

nucleic acid sequences are as given in table 5.

Accordingly, the present invention includes nucleic acid molecules that hybridize to the
molecules of set forth in Table 5 under high stringency binding and washing conditions,
where such nucleic molecules encode an antibody or functional fragment thereof having
properties as described herein. Preferred molecules (from an mRNA perspective) are
those that have at least 75% or 80% (preferably at least 85%, more preferably at least
90% and most preferably at least 95%) sequence identity with one of the DNA
molecules described herein. The molecules block prolactin receptor mediated

signalling.
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Functionally Equivalent Variants

Yet another class of DNA variants within the scope of the invention may be described
with reference to the product they encode. These functionally equivalent genes are
characterized by the fact that they encode the same peptide sequences found in SEQ

ID No: 1 and 2 due to the degeneracy of the genetic code.

It is recognized that variants of DNA molecules provided herein can be constructed in
several different ways. For example, they may be constructed as completely synthetic
DNAs. Methods of efficiently synthesizing oligonucleotides in the range of 20 to about
150 nucleotides are widely available. See Ausubel ef al., section 2.11, Supplement 21
(1993). Overlapping oligonucleotides may be synthesized and assembled in a fashion
first reported by Khorana et al., J. Mol. Biol. 72:209-217 (1971); see also Ausubel et al.,
supra, Section 8.2. Synthetic DNAs preferably are designed with convenient restriction
sites engineered at the 5 and 3' ends of the gene to facilitate cloning into an

appropriate vector.

As indicated, a method of generating variants is to start with one of the DNAs disclosed
herein and then to conduct site-directed mutagenesis. See Ausubel et al., supra,
chapter 8, Supplement 37 (1997). In a typical method, a target DNA is cloned into a
single-stranded DNA bacteriophage vehicle. Single-stranded DNA is isolated and
hybridized with an oligonucleoctide containing the desired nucleotide alteration(s). The
complementary strand is synthesized and the double stranded phage is introduced into
a host. Some of the resulting progeny will contain the desired mutant, which can be
confirmed using DNA sequencing. In addition, various methods are available that
increase the probability that the progeny phage will be the desired mutant. These
methods are well known to those in the field and kits are commercially available for

generating such mutants.

Recombinant DNA constructs and expression

The present invention further provides recombinant DNA constructs comprising one or
more of the nucleotide sequences of the present invention. The recombinant constructs
of the present invention are used in connection with a vector, such as a plasmid,
phagemid, phage or viral vector, into which a DNA molecule encoding an antibody of

the invention is inserted.
The encoded gene may be produced by techniques described in Sambrook ef al., 1989,

and Ausubel et al, 1989. Alternatively, the DNA sequences may be chemically

synthesized using, for example, synthesizers. See, for example, the techniques



WO 2012/163932 PCT/EP2012/060078

10

15

20

25

30

35

19

described in OLIGONUCLEOTIDE SYNTHESIS (1984, Gait, ed., IRL Press, Oxford), which is
incorporated by reference herein in its entirety. The expert in the field is able to fuse
DNA encoding the variable domains with gene fragments encoding constant regions of
various human IgG isotypes or derivatives thereof, either mutated or non-mutated. He is
able to apply recombinant DNA technology in order to fuse both variable domains in a
single chain format using linkers such as a fifteen-amino acid stretch containing three
times glycine-glycine-glycine-glycine-serine. Recombinant constructs of the invention
are comprised with expression vectors that are capable of expressing the RNA and/or
protein products of the encoded DNA(s). The vector may further comprise regulatory
sequences, including a promoter operably linked to the open reading frame (ORF). The
vector may further comprise a selectable marker sequence. Specific initiation and
bacterial secretory signals also may be required for efficient translation of inserted

target gene coding sequences.

The present invention further provides host cells containing at least one of the DNAs of
the present invention. The host cell can be virtually any cell for which expression
vectors are available. It may be, for example, a higher eukaryotic host cell, such as a
mammalian cell, a lower eukaryotic host cell, such as a yeast cell, and may be a
prokaryotic cell, such as a bacterial cell. Introduction of the recombinant construct into
the host cell can be effected by calcium phosphate transfection, DEAE, dextran

mediated transfection, electroporation or phage infection.

Bacterial Expression

Useful expression vectors for bacterial use are constructed by inserting a structural
DNA sequence encoding a desired protein together with suitable translation initiation
and termination signals in operable reading phase with a functional promoter. The
vector will comprise one or more phenotypic selectable markers and an origin of
replication to ensure maintenance of the vector and, if desirable, to provide amplification
within the host. Suitable prokaryotic hosts for transformation include E. coli, Bacillus
subtilis, Salmonella typhimurium and various species within the genera Pseudomonas,

Streptomyces, and Staphylococcus.

Bacterial vectors may be, for example, bacteriophage-, plasmid- or phagemid-based.
These vectors can contain a selectable marker and bacterial origin of replication derived
from commercially available plasmids typically containing elements of the well known
cloning vector pBR322 (ATCC 37017). Following transformation of a suitable host
strain and growth of the host strain to an appropriate cell density, the selected promoter

is de-repressed/induced by appropriate means (e.g., temperature shift or chemical
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induction) and cells are cultured for an additional period. Cells are typically harvested
by centrifugation, disrupted by physical or chemical means, and the resulting crude

extract retained for further purification.

In bacterial systems, a number of expression vectors may be advantageously selected
depending upon the use intended for the protein being expressed. For example, when
a large quantity of such a protein is to be produced, for the generation of antibodies or
to screen peptide libraries, for example, vectors which direct the expression of high

levels of fusion protein products that are readily purified may be desirable.

Therefore an object of the present invention is an expression vector comprising a

nucleic acid sequence encoding for the novel antibodies of the present invention.

Mammalian Expression & Purification

Preferred regulatory sequences for mammalian host cell expression include viral
elements that direct high levels of protein expression in mammalian cells, such as
promoters and/or enhancers derived from cytomegalovirus (CMV) (such as the CMV
promoter/enhancer), Simian Virus 40 (SV40) (such as the SV40 promoter/enhancer),
adenovirus, (e.g., the adenovirus major late promoter (AdMLP)) and polyoma. For
further description of viral regulatory elements, and sequences thereof, see e.g., U.S.
5,168,062 by Stinski, U.S. 4,510,245 by Bell et al. and U.S. 4,968,615 by Schaffner et
al. The recombinant expression vectors can also include origins of replication and
selectable markers (see e.g., U.S. 4,399,216, 4,634,665 and U.5. 5,179,017, by Axel et
al.}. Suitable selectable markers include genes that confer resistance to drugs such as
G418, hygromycin or methotrexate, on a host cell into which the vector has been
introduced. For example, the dihydrofolate reductase (DHFR) gene confers resistance

to methotrexate and the neo gene confers resistance to G418.

Transfection of the expression vector into a host cell can be carried out using standard
techniques such as electroporation, calcium-phosphate precipitation, and DEAE-

dextran transfection.

Suitable mammalian host cells for expressing the antibodies, antigen binding portions,
or derivatives thereof provided herein include Chinese Hamster Ovary (CHO cells)
[including dhfr- CHO cells, described in Urlaub and Chasin, (1980) Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 77:4216-4220, used with a DHFR selectable marker, e.g., as described in R.
J. Kaufman and P. A. Sharp (1982) Mol. Biol. 159:601-621]], NSO myeloma cells, COS
cells and SP2 cells. In some embodiments, the expression vector is designed such that

the expressed protein is secreted into the culture medium in which the host cells are
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grown. The antibodies, antigen binding portions, or derivatives thereof can be recovered

from the culture medium using standard protein purification methods.

Antibodies of the invention or an antigen-binding fragment thereof can be recovered
and purified from recombinant cell cultures by well-known methods including, but not
limited to ammonium sulfate or ethanol precipitation, acid extraction, Protein A
chromatography, Protein G chromatography, anion or cation exchange
chromatography, phospho-cellulose chromatography, hydrophobic interaction
chromatography, affinity chromatography, hydroxylapatite chromatography and lectin
chromatography. High performance liquid chromatography (*“HPLC”) can also be
employed for purification. See, e.g., Colligan, Current Protocols in Immunology, or
Current Protocols in Protein Science, John Wiley & Sons, NY, N.Y., (1997-2001), e.qg.,
Chapters 1, 4, 6, 8, 9, 10, each entirely incorporated herein by reference.

Antibodies of the present invention or antigen-binding fragment thereof include naturally
purified products, products of chemical synthetic procedures, and products produced by
recombinant techniques from a eukaryotic host, including, for example, yeast, higher
plant, insect and mammalian cells. Depending upon the host employed in a
recombinant production procedure, the antibody of the present invention can be
glycosylated or can be non-glycosylated. Such methods are described in many
standard laboratory manuals, such as Sambrook, supra, Sections 17.37-17.42;
Ausubel, supra, Chapters 10, 12, 13, 16, 18 and 20.

Therefore an object of the present invention are also host cells comprising the vector or
a nucleic acid molecule, whereby the host cell can be a higher eukaryotic host cell, such
as a mammalian cell, a lower eukaryotic host cell, such as a yeast cell, and may be a

prokaryotic cell, such as a bacterial cell.

Another object of the present invention is a method of using the host cell to produce an
antibody and antigen binding fragments, comprising culturing the host cell under
suitable conditions and recovering said antibody.

Therefore another object of the present invention is the antibody as described in the
present invention produced with the host celis of the present invention and purified to at

least 95% homogeneity by weight.
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Endometriosis and adenomyosis (endometriosis interna)

Endometriosis is a benign, estrogen-dependent, gynecological disorder that is
characterized by the presence of endometrial tissue (glands and stroma) outside the
uterine cavity. Endometriotic lesions are mainly found on the pelvic peritoneum, in the
ovaries and the rectovaginal septum (Obstet. Gynecol. Clin. North. Am. 24:235-238,
1997). Endometriosis is often associated with infertility and pain symptoms such as
dysmenorrhoea. In addition, many patients suffer from autoimmune diseases (Hum.
Reprod. 17(19):2715-2724, 2002). Adenomyosis uteri also known as endometriosis
interna describes a subform of endometriosis which is restricted to the uterus. In case of
adenomyosis uteri, endometrial glands invade the myometrium and the uterine wall.

According to the ftransplantation theory, endometrial fragments are flushed by
retrograde menstruation into the peritoneal cavity in both, patients and healthy women
(Obstet. Gynecol. 64:151-154, 1984). Four main factors seem to be critically involved in
the successful establishment of endometriotic lesions in the pelvic cavity of patients:

a) In the late secretory phase of the menstrual cycle, endometrial cells in healthy
women become apoptotic. In patients, the extent of apoptosis in endometrial
cells is clearly reduced (Fertil. Steril. 69:1042-1047,1998). Therefore, in patients
there is a higher probability than in healthy women, that endometrial fragments
that have been flushed into the peritoneal cavity by retrograde menstruation do
not die and implant successfully.

b) For successful implantation in the peritoneum and long-term survival of the
ectopic endometrial fragments, new blood vessels have to form (British Journal
of Pharmacology, 149:133-135, 2006).

¢) Many patients suffer from autoimmune disease and thus have a compromised
immune system (Hum. Reprod. 17(19): 2002, 2715-2724, 2002). This may lead
to the conclusion that an intact immune response — as it is present in healthy
women — may play a role for the prevention of the establishment of
endometriotic lesions.

d) Lesions have to grow and thus depend on the presence of mitogenic stimuli and

growth factors.

For the treatment of endometriosis, the following approaches exist currently:
a) Gonadotropin-releasing hormone (GnRH) analogues: lead to suppression of
ovarian estradiol synthesis and induce atrophy of ectopic endometriotic implants

that depend critically on the presence of estradiol for growth.
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b) Aromatase inhibitors: inhibit the local production of estradiol by endometriotic
implants, induce apoptosis and inhibit proliferation of ectopic endometriotic
fragments.

c} Selective estrogen receptor modulators: have estrogen receptor antagonistic
activity in normal endometrial and ectopic implants and thus lead to atrophy of
implanted ectopic endometriotic tissue.

d) Progesterone receptor agonists: inhibit proliferation of normal and ectopic
endometrial cells, induce differentiation and apoptosis.

e) Combined oral contraceptives: maintain the status quo, prevent progression of
the disease, and induce atrophy of the ectopic and eutopic endometrium.

f) Surgical excision of lesions.

GnRH analogues, SERMs, and aromatase inhibitors have severe side effects and lead
to hot flushes and bone loss in young women suffering from endometriosis. Treatment
with progesterone receptor agonists leads to ovulation inhibition, irregular menstrual
bleeding followed by amenorrhoea, body weight gain and depression. Due to increased
risk for venous thrombembolism, combined oral contraceptives are not indicated in
women older than 35 years, smokers and individuals suffering from overweight.

Surgical excision of lesions is prone to high recurrence rates.

The antibody of the present invention interferes with PRLR-mediated signalling
stimulated by pituitary- and locally-produced prolactin or due to activating PRLR
mutations and are therefore more effective than dopamine-2- receptor agonists which
interfere only with pituitary prolactin secretion.

Therefore an object of the present invention is the antibody or antigen-binding

fragments as described in the present invention as a medicament.

PRL and the PRLR are expressed in the uterus and play a role in normal uterine
physioclogy; PRL can act as a potent mitogen and has an immunomodulatory role. In the
present invention it is shown that alterations in the PRL/PRLR system play a role in
human endometriosis. An analysis of the expression of PRL and the PRLR in
endometrium of healthy women and in endometrium and lesions of patients (see
Example 4) by quantitative Tagman PCR is shown in Figures 1 and 2.

As demonstrated in Figure 1 (PRL expression) and Figure 2 (PRLR expression), both
PRL and its receptor are strongly upregulated in endometriotic lesions. These findings

are surprising and in sharp contrast to a previously published study (Acta Obstet
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Gynecol Scand 81:5-10, 2002) which describe almost complete absence of PRLR
expression in human endometriotic lesions.

The findings of the present invention generate for the first time experimental evidence
that autocrine PRL signalling plays a fundamental role in the establishment, growth, and
maintenance of endometriotic lesions.

The PRLR antibody Mat3 was successfully tested in an animal model of endometriosis
interna, i.e. adenomyosis uteri in mice (see Example 5). Adenomyosis is characterized
by infiltrative growth of endometrial glands in the myometrial layer of the endometrium.
It resembles an endometriosis form restricted to the uterus - the only form of

endometriosis non-menstruating species can develop.

Danazol which is effective in the clinical treatment of patients suffering from
endometriosis is also effective in the treatment of adenomyosis uteri (Life Sciences
51:1119-1125, 1992). However danazol is an androgenic progestin and leads to severe

androgenic side-effects in young women, which limits its use.

The antibody of the present invention solves the problem for providing new treatments
or prevention for endometriosis and exhibit lesser side effects than current standard
therapies.

Anocther aspect of the present invention is the use of the antibody Mat3 and antigen
binding fragments as described in the present invention for the treatment or prevention

of endometriosis and adenomyosis (endometriosis interna).
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Benign breast disease and mastalgia

Benign breast disease encompasses a variety of symptoms, such as fibrocystic breast
disease, fibroadenoma, mastalgia, and macrocysts. 30 — 50% of premenopausal
women suffer from fibrocystic breast disease (Epidemiol Rev 19:310-327, 1997).
Depending on the women’s age, benign breast disease can present with distinct
phenotypes (J Mammary Gland Biol Neoplasia 10: 325-335, 2005): during the early
reproductive phases (15 - 25 years) when lobular development in the normal breast
takes place, benign breast disease results in fibroadenomas. Single giant
fibroadenomas as well as multiple adenomas are observed. These fibroadenomas are
composed of stromal as well as epithelial cells and arise from lobules. In the mature
reproductive phase (25 — 40 years) the breast is subject to cyclical changes during each
menstrual cycle. Diseased women present with cyclical mastalgia and several nodules
in their breast. Later (35 - 55 years of age), the normal breast involutes whereas in the
diseased breast macrocysts and epithelial hyperplasia with and without atypia can be
observed. Those forms of benign breast disease that are accompanied by enhanced
epithelial cell proliferation have a higher risk for developing mammary carcinomas. This
risk can be up to 11% if cellular atypias are present in the proliferating cell fraction
(Zentralbl Gynakol 119: 54-58, 1997). 25 % of women aged 60 — 80 years also suffer
from benign breast disease, often estrogen replacement therapy or adiposity are the
reasons for persisting benign breast disease after menopause (Am J Obstet Gynecol
154: 161-179, 1986).

The pathophysiology of fibrocystic breast disease is determined by estrogen
predominance and progesterone deficiency that results in hyperproliferation of
connective tissues (fibrosis) which is followed by facultative epithelial cell proliferation.
As already mentioned, the risk of breast cancer is elevated in patients exhibiting
enhanced epithelial cell proliferation within the fibrocystic foci. Clinically fibrocystic
breast disease presents with breast pain and breast tenderness. 70 % of the patients
with fibrocystic breast disease suffer from either corpus luteum insufficiency or
anovulation (Am J Obstet 154: 161-179, 1986). Corpus luteum insufficiency results in
reduced progesterone levels and estrogen predominance.

Mastalgia (breast pain) affects about 70 % of women at some time in their reproductive
lifespan. Breast pain may or may not be associated with other criteria of the

premenstrual syndrome. It has been demonstrated that women suffering from mastalgia
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respond with an excess prolactin release after stimulation of the hypothalamic pituitary
axis (Clin Endocrinol 23: 699-704, 1985).

Standard therapies of benign breast disease and mastalgia are:

1) Bromocriptine

Bromocriptine as a dopamin agonist blocks only pituitary prolactin synthesis, but not
local synthesis of prolactin in the mammary epithelial cells. It is therefore only effective
in those forms of mastalgia and benign breast disease that rely on elevated systemic
prolactin levels. Major side effects of bromocriptine are:

Nausea, vomiting, edema, hypotension, dizziness, hair loss, headache, and

halluzinations

2) Danazol

Danazol is an androgenic progestin that via its antigonadotrophic activity counteracts
the estrogen predominance observed in benign breast disease. Major side effects are:
Menstrual irregularities, depression, acne, hirsutism, voice deepening, and hot flushes

as well as weight gain.

3) Tamoxifen

Tamoxifen is a selective estrogen receptor modulator with antiestrogenic activity in the
breast and estrogenic activity in the uterus. Major side effects are:

postmenopausal symptoms such as bone loss and hot flushes, ovarial cysts, and

endometrial carcinoma.

4) Progestins
Progestins inhibit benign breast disease via suppression of the pituitary gonadal axis,
ovulation inhibition and estrogen depletion. Estrogen depletion leads to menopausal

symptoms such as bone loss and hot flushes.

5) Low dose combined oral contraceptives
This treatment is not indicated in women older than 35 years of age, smoking as well as

diabetic and overweight patients.

In general, prolactin levels have been found to be increased in one third of women with
benign breast disease. Since estrogens enhance pituitary prolactin secretion, the

increase in serum prolactin levels has been thought to be a consequence of the
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predominance of estrogens in this disease. It has been reported that an activating
PRLR mutation is often present in women suffering from multiple breast adenomas —
resembling a subtype of fibrocystic breast disease (Paul Kelly, Breast Congress Turin,
2007 and Proc Natl Acad Sci 105; 14533-14538; 2008).
Benign breast disease, mastalgia and premenstrual breast tension rely on one common
pathophysiological mechanism: enhanced prolactin signalling. Elevated prolactin
signalling can be the consequence of:
= systemic hyperprolactinemia (due to pituitary adenoma)
= local hyperprolactinemia (due to prolactin synthesis in proliferating mammary
gland epithelial cells). Local hyperprolactinemia does not translate into elevated
prolactin levels in the blood.
= constitutively active PRLR signalling in the presence of normal prolactin levels

(due to an activating PRLR mutation).

Given that certain forms of benign breast disease can give rise to breast cancer there is

a medical need for the treatment of this disease.

To demonstrate the efficacy of neutralizing PRLR antibody Mat3 in a preclinical model
of benign breast disease, a mouse model based on systemic hyperprolactinemia was
employed. Adult Balb/c mice were transplanted with pituitary isografts under the kidney
capsule as described in Example 6 (In: Methods in Mammary gland Biology and Breast
Cancer Research, 101-107, 2000). In the mouse model of the present invention for
benign breast disease, a carcinogen such as DMBA has not been used; the mice were
only grafted with pituitary glands in order to study the consequence of Mat3 antibody
application on enhanced benign epithelial cell proliferation. In a former study the
pituitary-isografted animals were treated in addition with the carcinogen DMBA and the
effects of a different monoclonal PRLR antibody on breast cancer development (Am J
Pathol 133:589-595,1988) were analysed. These antibodies were effective in treating
breast cancer, the effects on benign breast disease however were not analysed (Am J
Pathol 133:589-505,1988).

In the model of the present invention, systemic hyperprolactinemia caused enhanced
epithelial cell proliferation in the mammary gland, and stimulated sidebranching and
lobuloalveolar development in comparison to untreated virgin control mice. As
described in Example 6, the neutralizing PRLR antibody Mat3 was tested in this Balb/c

mouse model in comparison to an unspecific antibody with regard to its ability to:
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= block sidebranching and lobuloalveolar development
= inhibit mammary epithelial cell proliferation

= inhibit expression of the prolactin target gene elf

5 The neutralizing PRLR antibody Mat3 inhibited sidebranching (Figure 3A) and
expression of the prolactin target gene elf5 (Figure 3B).
Another aspect of the present invention is the use of the antibody Mat3 and antigen
binding fragments as described in the present invention for treatment of benign breast

disease and mastalgia in pre- and postmenopausal women.
10
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Other indications which benefit from the blockade of PRLR-mediated signalling by the
antibody Mat3:

Non-hormonal female contraception;

Current approaches for female contraception are the following:

a) Combined oral contraceptives containing estrogens and progestins.
The progestogenic component mediates the contraceptive effect via negative
feedback on the hypothalamic-pituitary-gonadal axis. The estrogenic component
guarantees a good bleeding control and potentiates the gestagenic action via
induction of the progesterone receptor in target cells.

b) Intrauterine devices containing progestins only.

The locally released progestin renders the endometrium in an implantation-
resistant state. In addition, the cervical mucos becomes almost impermeable for
sperm cells.

c) Progestin only pills and implants.

The progestin inhibits ovulation via negative feedback on the hypothalamic-
pituitary-gonadal axis. In addition the permeability of the cervical mucus for
sperm cells is reduced.

d) Vaginal rings containing ethinylestradiol plus progestins

The main side-effect of combined oral contraceptives is the elevated risk for venous
thromboembolism (VTE). Moreover, overweight or smoking women, as well as women
suffering from autoimmune diseases such as lupus and women older than 35 years
cannot use oral combined contraceptives.

Intrauterine devices and implants containing progestins only can lead to dysfunctional
uterine bleeding.

Progestin only pills can cause irregular bleeding patterns, spotting, amenorrhea. The
risk for ectopic pregnancies increases. Weight gain and reductions in bone mass
density are further side effects.

Vaginal rings can lead to vaginitis, leukorrhea or expulsion.

PRLR-deficient mice have been generated a few years ago (Genes Dev 11:167-178,
1997). Interestingly, PRLR-deficient females, but not male mice, are completely sterile.
PRLR" females exhibited an arrest of egg development immediately after fertilization,
i.e. they showed an arrest of preimplantation development whereas ovulation was

normal. Only very few oocytes reached the blastocyst stage and were unable to implant
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in mutant females but developed to normal embryos in wildtype foster mothers after
transplantation. The infertility phenotype of PRLR-deficient mice could be rescued until
midterm pregnancy by progesterone supplementation. Obviously, PRLR-mediated
signalling plays an important role in the maintenance and function of the corpus luteum
producing progesterone that is necessary to allow and maintain pregnancy. In addition
PRLR-deficient females, but not males, exhibited a reduction in body weight associated
with a reduction in abdominal fat mass and leptin levels.

So far, no inactivating human PRLR mutation is known, therefore the precise role of
PRLR-mediated signaliing in human fertility is still unknown. However, there is
increasing evidence that also in humans; a minimal prolactin level is required to allow
for successful pregnancy. Patients suffering from primary infertility due to
hyperprolactinemic corpus luteum insufficiency were treated with bromocriptin. In some
cases, prolactin levels were oversuppressed and shortened iuteal phases reappeared
again (Bohnet HG et al. in Lisuride and other dopamine agonists edited by D.B. Caine
et al, Raven Press, New York, 1983). From these data it was concluded that hyper- and
hypoprolactinemic states interfere negatively with female fertility. This can be explained
by the interaction of PRL with its receptor. In case of low prolactin levels, there is no
sufficient receptor activation, whereas in case of hyperprolactinemia, there is also no
sufficient receptor activation, since all receptors are blocked by one prolactin molecule
and cannot dimerize anymore. In other words, the dose response for prolactin is bell-
shaped and optimal receptor activation is achieved only in a certain concentration
range. There is evidence from a second study that lack of endometrial prolactin
expression in patients leads to early implantation failure (Human Reprod. 19:1911-
1916, 2004). Moreover, it has been shown that ex vivo, prolactin can prevent apoptosis
of cultured human granulosa cells and thus maintains early corpus luteum function as it
has been demonstrated in PRLR-deficient mice (Human Reprod. 18:2672-2677,2003).

Compared to the aforementioned standard approaches, female contraception with
neutralizing PRLR antibodies has several advantages:
¢ the antibodies can be used in smoking, overweight, and older women as well as
in women suffering from lupus erythematodes (PRLR antibodies might even be
beneficial for the treatment of lupus and the reduction of abdominal fat, i.e.
PRLR-deficient mice had less abdominal fat).
e the PRLR antibodies do not elevate the VTE (venous thrombembolic) risk
e in contrast to estrogens and progestins used in combined oral coniraception,

neutralization of PRLR-mediated signalling leads to inhibition of breast epithelial
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proliferation and in contrast to hormonal approaches for fertility control might

even protect users from breast cancer.

Another object of the present invention is the use of the antibody Mat3 for female

contraception with reduced side effects compared to standard treatments.

Lactation inhibition

Prolactin is the main hormone involved in lactation after child birth. This is evidenced by
the phenotype of PRLR-deficient mice. Even heterozygous mice have severe lactational
problems and are completely unable 1o nurse their offspring (Frontiers in
Neuroendocrinology 22:140-145, 2001).

For many reasons, women have to stop breast feeding, i.e. maternal intake of drugs
potentially dangerous to the infant, serious infections (mastitis, nephritis), profuse
postpartum hemorrhage, and severe maternal diseases such as diabetes, carcinoma,
and debility or diseases of the newborn. Currently, dopamine receptor agonists such as
bromocriptine and lisuride are used to inhibit lactation after child birth. However, these
compounds can provoke severe side effects such as nausea, vomiting, edema,
hypotension, dizziness, hair loss, headache, and halluzinations. In addition dopamine
receptor agonists are not indicated in women suffering from cardiovascular disease and
hypertension. A further disadvantage of bromocriptine is its short half life time requiring
drug intake 4-6 times daily over a period of 14 days.

Therefore, we expect that neutralising PRLR antibodies are suitable for lactation
inhibition. In a former publication an antiserum generated against partly purified PRLR
was given to lactating rats. it was speculated that the antiserum led to lactation
inhibition since there was a small decrease in litter weight (Endocrinology 102:1657-
1661,1978). However the authors were not able to exclude that even other mechanisms
might have led to the slight reduction in litter weight. In addition they observed that the
antiserum caused an increase in corpora lutea in treated rats ((Endocrinology
102:1657-1661,1978). This observation is in clear contrast to the phenotype of PRLR-
deficient mice ((Genes Dev 11:167-178, 1997} in which ovulation was unimpaired and
in which no increase in corpora lutea was observed. Most likely the employed antiserum

blocked some additional unknown molecules.

Another object of the present invention is the use of the antibody Mat3 for inhibition of

lactation.
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Benign prostate hyperplasia

Benign prostate hyperplasia (BPH) is the fourth most prevalent healthcare condition in
older men. Prostate enlargement is an age-dependent progressive condition that affects
more than 50% of men aged = 50 years of age. BPH is characterized by hyperplasia of
prostatic stromal and epithelial cells, resulting in the formation of large discrete nodules
in the periurethral region of the prostate which compresses the urethral canal. Thus,

impairment of urine flow is one major consequence of BPH.

Standard therapies for BPH encompass:

a) al-adrenergic receptor antagonists (e.g. tamsulosin, alfuzosin, terazosin,
doxazosin) relief the BPH symptoms in the lower urinary tract. They decrease
bladder outlet obstruction by blocking alpha-receptor-mediated stimulation of
prostate smooth muscle. Major side-effects are vasodilatory adverse events,
dizziness and ejaculation failure.

b) bSoa—reductase inhibitors (e.g. finasteride)
b5a-reductase inhibitors prevent the formation of dihydrotestosterone, the active
form of testosterone in the prostate, which is responsible for the enlargement of
the prostate. Major side-effects are sexual dysfunction, such as erectile
disorders and decreased libido.

c) Transurethral resection of the prostate (TURP)

This surgical treatment is associated with high morbidity. Side-effects are
bleeding, incontinence, stricture formation, loss of ejaculation, and bladder
perforation.

d) Prostate stenting
A stent is inserted into the prostatic part of the urethra to guarantee proper urine
flow. Major side-effects are encrustation, urinary tract infection, and migration of
the stent. Moreover, stents have to be removed before any transurethral

manipulation.

As described for the mammary gland, PRL and the PRLR act in an autocrine/paracrine
way (J. Clin. Invest. 99:618 pp,1997) within the prostate.

Clinical studies indicate that hyperprolactinemia (and agromegaly) is associated with
prostatic enlargement and stromal accumulation of inflammatory cells. Human growth
hormone can bind to the human PRLR in the presence of zinc which might explain why
acromegaly can lead to benign prostate hyperplasia. PRL serum levels are often

elevated in patients with BPH.
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Transgenic animals overexpressing the PRL gene ubiquitously, develop severe stromal
prostate hyperplasia, indicating PRL as an important pathophysiological factor for the
development of prostate hyperplasia (Endocrinology 138:4410 pp,1997). Furthermore,
local overexpression of PRL in transgenic mice under the prostate specific probasin
promoter results in stromal expansion, accumulation of inflammatory cells and focal
epithelial dysplasia which are basic characteristics of human BPH (Endocrinology
144:2269 pp,2003).

Another aspect of the present invention is the use of the antibody Mat3 or antigen-
binding fragments as described in the present invention for treatment of benign prostate

hyperplasia.

Combined hormone therapy

For the treatment of hot flushes in postmenopausal women still having a uterus,
combinations of estrogen (estradiol, or conjugated equine estrogens = CEE) and
progestins (for example medroxyprogesterone acetate (MPA), progesterone,
drospirenone, levonorgestrel) were used. Progestins have to be added to inhibit
estradiol-activated uterine epithelial cell proliferation. However, addition of progestins
increases mammary epithelial cell proliferation. Since both, normal as well as
cancerous mammary epithelial cells respond with proliferation towards combined
estrogen plus progestin treatment, the relative risk of breast cancer was found 1o be
increased after CEE plus MPA treatment (JAMA 233:321-333;2002).

The antibody of the present invention solves the problem for treating enhanced breast
epithelial cell proliferation observed under combined hormone therapy.

Anocther object of the present invention is the use of neutralizing PRLR antibody Mat3 or
antigen-binding fragments in combined hormone therapy (i.e. estrogen + progestin

therapy) to inhibit mammary epithelial cell proliferation.

Hair loss

Treatment of hair loss is still an unmet need. Scalp hair growth in cycles: the anagen
phase is characterized by active hair growth; the catagen phase shows involution and is
followed by the telogen phase (resting). The exogen phase (the release of the dead
hair) coincides with the end of the telogen phase. Hair loss can be the consequence of
disturbed hair growth in any phase.

Telogen hair loss can have many triggers (physiological and emotional stress, medical

conditions, iron and zinc deficiency), importantly androgenic alopecia in its early stages
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shows telogen hair shedding (Cleveland clinic journal of medicine 2009;76:361-367).
Anagen hair loss is often the consequence of radiation or chemotherapy.

Minoxidil and Finasteride are used for the treatment of androgenetic hair loss, whereas
glucocorticoids are used for alopecia areata. In general, all of these treatments have
side-effects (finasteride: libido loss and impotence in men, glucocorticoids: diabetes,
weight gain, osteoporosis), and the problem of treating hair loss has not been
completely solved.

In rodents, shaving experiments in adult animals were used to analyze the effect of
compounds on hair loss by using hair regrowth in the shaved area as readout paradigm
(British Journal of dermatology 2008;159:300-305). Shaving of adult animals (hair
mostly in telogen phase) induces the anagen phase that is charactzerized by hair
growth.

Prolactin and the PRLR have been found to be expressed in hair follicles. From the
expression data it was suggested that interference with PRLR-mediated signalling might
be useful against hair loss, but no functional data were shown to prove this hypothesis
(Aktuelle Dermatologie 31:109-116,2005).

The antibody of the present invention solves the problem for providing new treatments
for hyper- and normoprolactinemic hair loss in women and men.

Therefore a further aspect of the present invention is to employ the antibody Mat3 or
antigen-binding fragments for the treatment or prevention of hyper- and

normoprolactinemic hair loss.

Treatment and prevention of antiestrogen-resistant breast cancer

It has been suggested that the PRLR is overexpressed in human breast cancer (J Clin
Endocrinol Metab 83:667-674,1998) and that negative interference with the PRL-PRLR
interaction might have positive impact on breast cancer treatment (Int. J. Cancer: 55(5):
712-721, 1993). There is evidence, that in general, plasma prolactin levels correlate
with breast cancer risk (Cancer Lett 243:160-169,2006). In patients with tamoxifen-
resistant breast cancer, the development of progressive disease correlates with
prolactin plasma levels (Eur J Surg Oncol 20:118-121,1994). Transgenic mice
overexpressing prolactin are more prone to the development of breast cancer (J Clin
Invest 100:2744-2751,1997).

Another aspect of the present invention is the use of the antibody Mat3 or antigen-
binding fragments as described in the present invention for treatment or prevention of

antiestrogen-resistant breast cancer.
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DEFINITIONS

The target antigen human "PRLR" as used herein refers to a human polypeptide having
substantially the same amino acid sequence in its extracellular domain as the amino
acid positions 1 to 210 of SEQ ID NO. 12 and naturally occurring allelic and/or splice
variants thereof. "ECD of PRLR" as used herein refers to the extracellular portion of
PRLR represented by the aforementioned amino acids. In addition the target human
PRLR also encompasses mutated versions of the receptor, such as the activating
mutation 1146L described by Paul Kelly (Proc Natl Acad Sci U § A.105 (38): 14533-
14538, 2008; and oral communication Turin, 2007).

The target antigen monkey "PRLR" as used herein refers to a rhesus as well as
cynomolgus polypeptide having substantially the same amino acid sequence in its
extracellular domain as the amino acid positions 1 to 210 of SEQ ID NO. 11 and
naturally occurring allelic and/or splice variants thereof. "ECD of PRLR” as used herein
refers to the extracellular portion of PRLR represented by the aforementioned amino
acids.

The target antigen murine or mouse "PRLR" as used herein refers to a murine
polypeptide having substantially the same amino acid sequence in its extracellular
domain as the amino acid positions 1 to 210 of SEQ ID NO. 13 and naturally occurring
allelic and/or splice variants thereof. "ECD of PRLR" as used herein refers to the

extracellular portion of PRLR represented by the aforementioned amino acids.

As used herein, the phrase "therapeutically effective amount” is meant to refer to an
amount of therapeutic or prophylactic antibody that would be appropriate to elicit the
desired therapeutic or prophylactic effect or response, including alleviating some or all
of such symptoms of disease or reducing the predisposition to the disease, when

administered in accordance with the desired treatment regimen.

As used herein, an antibody “binds specifically to,” is “specific to/for” or “specifically
recognizes” an antigen (here, PRLR) if such an antibody is able to discriminate between
such antigen and one or more reference antigen(s), since binding specificity is not an
absolute, but a relative property. In its most general form (and when no defined
reference is mentioned), “specific binding” is referring to the ability of the antibody to
discriminate between the antigen of interest and an unrelated antigen, as determined,
for example, in accordance with one of the following methods. Such methods comprise,
but are not limited to Western blots, ELISA-, RIA-, ECL-, IRMA-tests and peptide scans.
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For example, a standard ELISA assay can be carried out. The scoring may be carried
out by standard color development (e.g. secondary antibody with horseradish peroxide
and tetramethyl benzidine with hydrogenperoxide). The reaction in certain wells is
scored by the optical density, for example, at 450 nm. Typical background (=negative
reaction) may be 0.1 OD; typical positive reaction may be 1 OD. This means the
difference positive/negative can be more than 10-fold. Typically, determination of
binding specificity is performed by using not a single reference antigen, but a set of
about three to five unrelated antigens, such as milk powder, BSA, transferrin or the like.
However, “specific binding” also may refer to the ability of an antibody to discriminate
between the target antigen and one or more closely related antigen(s), which are used
as reference points. Additionally, “specific binding” may relate to the ability of an
antibody to discriminate between different parts of its target antigen, e.g. different
domains, subdomains or regions of PRLR, such as epitopes in the N-terminal or in the
C-terminal region of the ECD of PRLR, or between one or more key amino acid

residues or stretches of amino acid residues of the ECD of PRLR.

"Affinity" or "binding affinity” Kp are often determined by measurement of the equilibrium
association constant (ka) and equilibrium dissociation constant (kd) and calculating the
quotient of kd to ka (Kp = kd/ka). The term "immunospecific" or "specifically binding”
means, that the antibody binds to PRLR or its ECD with an affinity Kp of lower than or
equal to 10°M (monovalent affinity). The term “high affinity” means, that the antibody
binds to PRLR or its ECD with an affinity (Kp) of lower than or equal to 10°M
(monovalent affinity). The antibody may have substantially greater affinity for the target
antigen compared to other unrelated molecules. The antibody may also have
substantially greater affinity for the target antigen compared to homologs, e.g. at least
1.5-fold, 2-fold, 5-fold 10-fold, 100-fold, 10-%-fold, 10-*-fold, 10-5-fold, 10-5-fold or greater
relative affinity for the target antigen. Such affinities may be readily determined using
conventional techniques, such as by equilibrium dialysis; by using the BlAcore 2000
instrument, wusing general procedures outlined by the manufacturer; by
radioimmunoassay using radiolabeled target antigen; or by another method known to
the skilled artisan. The affinity data may be analyzed, for example, by the method of
Scatchard et al.,, Ann N.Y. Acad. ScL, 51: 660 (1949).

As used herein the phrase “antibodies antagonize prolactin mediated signalling” is

meant to refer to a blockade of prolactin receptor activation by the antibodies of the
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present invention which leads to a complete inhibition of prolactin receptor mediated

signalling.

As used herein the phrase “antibodies compete for binding” is meant to refer to a
competition between one antibody and a second ligand for binding to the prolactin

receptor.

The term "antibody" is used in the broadest sense and includes fully assembled
antibodies, monoclonal antibodies, polyclonal antibodies, multispecific antibodies (e.g.,
bispecific antibodies), antibody fragments that can bind the antigen ( e.g., Fab’, F'(ab)2,
Fv, single chain antibodies, diabodies), camel bodies and recombinant peptides
comprising the forgoing as long as they exhibit the desired biclogical activity. Antibodies
may carry different constant domains (Fc domains) on their heavy chain preferably
derived from lgG1, 1gG2, or 1gG4 isotypes (see below). Mutations for modification of
effector functions may be introduced. Amino acid residues in the Fc-domain that play a
dominant role in the interactions with the complement protein C1q and the Fc receptors
have been identified and mutations influencing effector functions have been described
(for a review see Labrijn et al.,, Current opinion in Immunology 20: 479-485, 2008).
Particularly, aglycosylation of lgG1 may be achieved by mutating asparagine to alanine
or asparagine to glutamine at amino acid position 297, which has been reported to
abolish antibody-derived cell-mediated cytotoxicity (ADCC) (Sazinsky et al., Proc. Nat.
Acad. Sci. 105 (51): 20168, 2008; Simmons et al., J. of Immunological Methods 263:
133-147, 2002). Replacement of lysine by alanine at position 322 leads to reduction of
ADCC and removal of complement-derived cytotoxicity (CDC), while simultaneocus
replacement of the two leucines at position 234 and 235 by alanines leads to avoidance
of ADCC and CDC [Hezareh et al., J. of Virology, 75 (24): 12161-12168, 2001]. In order
to apply IgG4 isotypes as bivalent therapeutics in vivo which retain avidity, a
modification such as the serine-to-proline exchange in the ‘core hinge region’
(Schuurman, J. et al. Immunology 97: 693-698, 1999) may be introduced. The
tendency of human 1gG2 molecules to form heterogeneous covalent dimers may be
circumvented by exchanging one of the cysteines at position 127, 232 and 233 to serine
(Allen et al., Biochemistry, 2009, 48 (17), pp 3755-3766). An alternative format with
reduced effector function may be the 1gG2m4 format, derived from 1gG2 carrying four
lgG4-specific amino acid residue changes (An et al., mAbs 1(6), 2009). Antibody
fragments may be produced by recombinant DNA techniques or by enzymatic or

chemical cleavage of intact antibodies and are described further below. Nonlimiting
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examples of monoclonal antibodies include murine, chimeric, humanized, human, and
Human Engineered™ immunoglobulins, antibodies, chimeric fusion proteins having
sequences derived from immunoglobulins, or muteins or derivatives thereof, each
described further below. Multimers or aggregates of intact molecules and/or fragments,

including chemically derivatized antibodies, are contemplated.

The term "monoclonal antibody” as used herein refers to an antibody obtained from a
population of substantially homogeneous antibodies, i.e., the individual antibodies
comprising the population are identical except for possible naturally occurring mutations
that may be present in minor amounts. Monoclonal antibodies are highly specific, being
directed against a single antigenic site. Furthermore, in contrast to conventional
(polyclonal) antibody preparations that typically include different antibodies directed
against different determinants (epitopes), each monoclonal antibody is directed against
a single determinant on the antigen. In addition to their specificity, the monocional
antibodies are advantageous in that they are synthesized by the homogeneous culture,
uncontaminated by other immunoglobulins with different specificities and

characteristics.

The modifier "monoclonal® indicates the character of the antibody as being obtained
from a substantially homogeneous population of antibodies, and is not to be construed
as requiring production of the antibody by any particular method. For example, the
monoclonal antibodies to be used may be made by the hybridoma method first
described by Kohler et al., Nature, 256: 495 [1975, or may be made by recombinant
DNA methods (see, e.g., U.S. Patent No. 4,816,567). The "monocional antibodies” may
also be recombinant, chimeric, humanized, human, Human Engineered™, or antibody

fragments, for example.

An "immunoglobulin® or "native antibody” is a tetrameric glycoprotein. In a naturally-
occurring immunoglobulin, each tetramer is composed of two identical pairs of
polypeptide chains, each pair having one "light" (about 25 kDa) and one “"heavy” chain
(about 50-70 kDa). The amino-terminal portion of each chain includes a "variable"
region of about 100 to 110 or more amino acids primarily responsible for antigen
recognition. The carboxy- terminal portion of each chain defines a constant region
primarily responsible for effector function. Immunoglobulins can be assigned to different
classes depending on the amino acid sequence of the constant domain of their heavy

chains. Heavy chains are classified as mu (), delta (A), gamma (y), alpha (a), and
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epsilon (g), and define the antibody's isotype as IgM, IgD, 1gG, IgA, and IgE,
respectively. Several of these may be further divided into subclasses or isotypes, e.g.
lgG1, 1gG2, IgG3, 1gG4, IgAl and IgA2. Different isotypes have different effector
functions; for example, IgG1 and IgG3 isotypes often have ADCC activity. Human light
chains are classified as kappa (K) and lambda (A) light chains. Within light and heavy
chains, the variable and constant regions are joined by a "J" region of about 12 or more
amino acids, with the heavy chain also including a "D" region of about 10 more amino
acids. See generally, Fundamental Immunology, Ch. 7 (Paul, W., ed., 2nd ed. Raven
Press, N.Y. (1989)).

A “functional fragment” or “anfigen-binding antibody fragment” of an
antibody/immunoglobulin  hereby is defined as a fragment of an
antibody/immunoglobulin (e.g., a variable region of an IgG) that retains the antigen-
binding region. An “antigen-binding region” of an antibody typically is found in one or
more hypervariable region(s) of an antibody, ie., the CDR-1, -2, and/or -3 regions;
however, the variable “framework” regions can also play an important role in antigen
binding, such as by providing a scaffold for the CDRs. Preferably, the “antigen-binding
region” comprises at least amino acid residues 4 to 103 of the variable light (VL) chain
and 5 to 109 of the variable heavy (VH) chain, more preferably amino acid residues 3 to
107 of VL and 4 to 111 of VH, and particularly preferred are the complete VL and VH
chains [amino acid positions 1 to 109 of VL and 1 to 113 of VH, while numbering of
amino acid positions occurs according to the Kabat database (Johnson and Wu, Nucleic
Acids Res., 2000, 28, 214-218)]. A preferred class of immunoglobulins for use in the

present invention is IgG.

The term “hypervariable" region refers to the amino acid residues of the variable
domains VH and VL of an antibody or functional fragment which are responsible for
antigen-binding. The hypervariable region comprises amino acid residues from a
"complementarity determining region” or CDR [i.e., residues 24-34 (LCDR1), 50 - 56
(LCDR2) and 88 - 97 (LCDRS3) in the light chain variable domain and 29 - 36 (HCDR1),
48 - 66 (HCDR2) and 93 - 102 (HCDR3) in the heavy chain variable domain as
described in Fig. 12] and/or those residues from a hypervariable loop [i.e., residues 26 -
32 (within LCDR1), 50 - 52 (within LCDR2) and 91 - 96 (within LCDR3) in the light chain
variable domain and 26 - 32 (within HCDR1), 53 - 55 (within HCDR2) and 96 - 101
(within HCDR3) in the heavy chain variable domain as described by Chothia et al., J.
Mol.Biol. 196: 901-917 (1987)].
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Nonlimiting examples of antibody fragments include Fab, Fab', F(ab')2, Fv, domain
antibody (dAb), complementarity determining region (CDR) fragments, single-chain
antibodies (scFv), single chain antibody fragments, diabodies, triabodies, tetrabodies,
minibodies, linear antibodies (Zapata et al., Protein Eng.,8 (10): 1057-1062 (1995));
chelating recombinant antibodies, tribodies or bibodies, intrabodies, nanobodies, small
modular immunopharmaceuticals (SMIPs), an antigen-binding-domain immunoglobulin
fusion protein, a camelized antibody, a VHH containing antibody, or muteins or
derivatives thereof, and polypeptides that contain at least a portion of an
immunoglobulin that is sufficient to confer specific antigen binding to the polypeptide,
such as a CDR sequence, as long as the antibody retains the desired biological activity;
and multispecific antibodies formed from antibody fragments (C. A. K Borrebaeck, editor
(1995) Antibody Engineering (Breakthroughs in Molecular Biology), Oxford University
Press; R. Kontermann & S. Duebel, editors (2001) Antibody Engineering (Springer
Laboratory Manual), Springer Verlag). An antibody other than a "bispecific® or
"bifunctional” antibody is understood to have each of its binding sites identical. The
F(ab’). or Fab may be engineered to minimize or completely remove the intermolecular
disulphide interactions that occur between the Cyy and C,. domains. Papain digestion of
antibodies produces two identical antigen-binding fragments, called "Fab" fragments,
each with a single antigen-binding site, and a residual "Fc¢" fragment, whose name
reflects its ability to crystallize readily. Pepsin treatment vields an F(ab')2 fragment that
has two "Fv" fragments. An "Fv" fragment is the minimum antibody fragment that
contains a complete antigen recognition and binding site. This region consists of a
dimer of one heavy- and one light-chain variable domain in tight, non-covalent
association. It is in this configuration that the three CDRs of each variable domain
interact to define an antigen binding site on the surface of the VH-VL dimer.
Collectively, the six CDRs confer antigen-binding specificity to the antibody. However,
even a single variable domain (or half of an Fv comprising only three CDRs specific for

an antigen) has the ability to recognize and bind antigen.

"Single-chain Fv" or "sFv" or "scFv" antibody fragments comprise the VH and VL

domains of antibody, wherein these domains are present in a single polypeptide chain.

Preferably, the Fv polypeptide further comprises a polypeptide linker between the VH
and VL domains that enables the Fv to form the desired structure for antigen binding.
For a review of sFv see Pluckthun in The Pharmacology of Monoclonal Antibodies, vol.
113, Rosenburg and Moore eds., Springer-Verlag, New York, pp. 269-315 (1994).
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The Fab fragment also contains the constant domain of the light chain and the first
constant domain (CH1) of the heavy chain. Fab fragments differ from Fab' fragments by
the addition of a few residues at the carboxy terminus of the heavy chain CH1 domain
including one or more cysteines from the antibody hinge region. Fab-SH is the
designation herein for Fab' in which the cysteine residue(s) of the constant domains
bear a free thiol group. F(ab"')2 antibody fragments originally were produced as pairs of

Fab' fragments which have hinge cysteines between them.

“Framework” or FR residues are those variable domain residues other than the

hypervariable region residues.

The phrase "constant region” refers to the portion of the antibody molecule that confers

effector functions.

The term "mutein” or "variant” can be used interchangeably and refers to the
polypeptide sequence of an antibody that contains at least one amino acid substitution,
deletion, or insertion in the variable region or the portion equivalent to the variable
region, provided that the mutein or variant retains the desired binding affinity or

biological activity.

Muteins may be substantially homologous or substantially identical to the parent

antibody.

The term "derivative" refers to antibodies covalently modified by such techniques as
ubiquitination, conjugation to therapeutic or diagnostic agents, labeling (e.g., with
radionuclides or various enzymes), covalent polymer attachment such as pegylation
(derivatization with polyethylene glycol) and insertion or substitution by chemical

synthesis of non-natural amino acids.

A *human” antibody or functional human antibody fragment is hereby defined as one
that is not chimeric or “humanized” and not from (either in whole or in part) a non-
human species. A human antibody or functional antibody fragment can be derived from
a human or can be a synthetic human antibody. A “synthetic human antibody” is
defined herein as an antibody having a sequence derived, in whole or in part, in silico

from synthetic sequences that are based on the analysis of known human antibody
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sequences. In sifico design of a human antibody sequence or fragment thereof can be
achieved, for example, by analyzing a database of human antibody or antibody
fragment sequences and devising a polypeptide sequence utilizing the data obtained
therefrom. Another example of a human antibody or functional antibody fragment is
one that is encoded by a nucleic acid isolated from a library of antibody sequences of
human origin (i.e., such library being based on antibodies taken from a human natural
source). Examples of human antibodies include n-CoDeR-based antibodies as
described by Carlsson and Séderlind Exp. Rev. Mol. Diagn. 1 (1), 102-108 (2001),
Sdderlin et al. Nat. Biotech. 18, 852-856 (2000) and U.S. Patent No. 6,989,250.

A *humanized antibody” or functional humanized antibody fragment is defined herein as
one that is (i) derived from a non-human source (e.g., a transgenic mouse which bears
a heterologous immune system), which antibody is based on a human germiine
sequence; or (i) CDR-grafted, wherein the CDRs of the variable domain are from a
non-human origin, while one or more frameworks of the variable domain are of human

origin and the constant domain (if any) is of human origin.

The phrase “"chimeric antibody,” as used herein, refers to an antibody containing
sequence derived from two different antibodies (see, e.g., U.S. Patent No. 4,816,567)
which typically originate from different species. Most typically, chimeric antibodies
comprise human and murine antibody fragments, generally human constant and mouse

variable regions.

“Human Engineered™” antibodies generated by altering the parent sequence according
to the methods set forth in Studnicka et al., U.S. Patent No. 5,766,886 such as the
antibody represented by SEQ ID NOs 14 and 15 and described in patent application
W008/022295.

An antibody of the invention may be derived from a recombinant antibody gene library.
The development of technologies for making repertoires of recombinant human
antibody genes, and the display of the encoded antibody fragments on the surface of
filamentous bacteriophage, has provided a recombinant means for directly making and
selecting human antibodies, which also can be applied to humanized, chimeric, murine
or mutein antibodies. The antibodies produced by phage technology are produced as
antigen binding fragments - usually Fv or Fab fragments - in bacteria and thus lack

effector functions. Effector functions can be introduced by one of two strategies: The
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fragments can be engineered either into complete antibodies for expression in
mammalian cells, or into bispecific antibody fragments with a second binding site
capable of triggering an effector function. Typically, the Fd fragment (VH-CH1) and light
chain (VL-CL) of antibodies are separately cloned by PCR and recombined randomly in
combinatorial phage display libraries, which can then be selected for binding to a
particular antigen. The Fab fragments are expressed on the phage surface, ie.,
physically linked to the genes that encode them. Thus, selection of Fab by antigen
binding co-selects for the Fab encoding sequences, which can be amplified
subsequently. By several rounds of antigen binding and re-amplification, a procedure

termed panning, Fab specific for the antigen are enriched and finally isolated.

A variety of procedures have been described for deriving human antibodies from phage-
display libraries. Such libraries may be built on a single master framework, into which
diverse in vivo-formed (i. e. human-derived) CDRs are allowed to recombine as
described by Carlsson and Séderlind Exp. Rev. Mol. Diagn. 1 (1), 102-108 (2001),
Sdderlin et al. Nat. Biotech. 18, 852-856 (2000) and U.S. Patent No. 6,989,250.
Alternatively, such an antibody library may be based on amino acid sequences that
have been designed in sifico and encoded by nucleic acids that are synthetically
created. In silico design of an antibody sequence is achieved, for example, by analyzing
a database of human sequences and devising a polypeptide sequence utilizing the data
obtained therefrom. Methods for designing and obtaining in silico-created sequences
are described, for example, in Knappik ef a/., J. Mol. Biol. (2000) 296:57; Krebs et &/, J.
Immunol. Methods. (2001} 254:67; and U.S. Patent No. 6,300,064. For a review of
phage display techniques, see W008/022295 (Novartis).

Alternatively, an antibody of this invention may come from animals. Such an antibody
may be humanized or Human Engineered summarized in WO0O08/022295 (Novartis);
such an antibody may come from transgenic animals [see also WO0O08/022295
(Novartis)].

As used herein, different forms’ of antigen, e.g. PRLR, are hereby defined as different
protein  molecules resulting from different translational and posttransiational
modifications, such as, but not limited to, differences in splicing of the primary prolactin
receptor transcript, differences in glycosylation, and differences in posttranslational

proteolytic cleavage.



WO 2012/163932 PCT/EP2012/060078

10

15

20

25

30

35

44

As used herein, the term ‘epitope’ includes any protein determinant capable of specific
binding to an immunoglobulin or T-cell receptor. Epitopic determinants usually consist of
chemically active surface groupings of molecules such as amino acids or sugar side
chains and usually have specific three dimensional structural characteristics, as well as
specific charge characteristics. Two antibodies are said to ‘bind the same epitope’ if one
antibody is shown to compete with the second antibody in a competitive binding assay,
by any of the methods well known to those of skill in the art, and all amino acids of the

epitope are bound by the two antibodies.

The term ‘maturated antibodies’ or ‘maturated antigen-binding fragments’ such as
maturated Fab variants includes derivatives of an antibody or antibody fragment
exhibiting stronger binding - i. e. binding with increased affinity - to a given antigen such

as the extraceliular domain of the PRLR. Maturation is the process of identifying a small

number of mutations within the six CDRs of an antibody or antibody fragment leading to
this affinity increase. The maturation process is the combination of molecular biology
methods for introduction of mutations into the antibody and screening for identifying the

improved binders.

Therapeutic Methods

Therapeutic methods involve administering to a subject in need of treatment a
therapeutically effective amount of an antibody contemplated by the invention. A
"therapeutically effective” amount hereby is defined as the amount of an antibody that is
of sufficient quantity to block proliferation of PRLR-positive cells in a treated area of a
subject either as a single dose or according to a multiple dose regimen, alone or in
combination with other agenis, which leads to the alleviation of an adverse condition,
yet which amount is toxicologically tolerable. The subject may be a human or non-

human animal (e.g., rabbit, rat, mouse, monkey or other lower-order primate).

An antibody of the invention might be co-administered with known medicaments, and in
some instances the antibody might itself be modified. For example, an antibody could

be conjugated to an immunotoxin or radicisotope to potentially further increase efficacy.
The inventive antibodies can be used as a therapeutic or a diagnostic tool in a variety of

situations where PRLR is undesirably highly expressed. Disorders and conditions

particularly suitable for treatment with an antibody of the inventions are endometriosis,
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adenomyosis, non-hormonal female fertility contraception, benign breast disease and
mastalgia, lactation inhibition, benign prostate hyperplasia, fibroids, hyper- and
normoprolactinemic hair loss, and cotreatment in combined hormone therapy to inhibit

mammary epithelial cell proliferation.

To treat any of the foregoing disorders, pharmaceutical compositions for use in
accordance with the present invention may be formulated in a conventional manner
using one or more physiologically acceptable carriers or excipients. An antibody of the
invention can be administered by any suitable means, which can vary, depending on
the type of disorder being treated. Possible administration routes include parenteral
(e.g., intramuscular, intravenous, intraarterial, intraperitoneal, or subcutaneous),
intrapulmonary and intranasal, and, if desired for local immunosuppressive treatment,
intralesional administration. In addition, an antibody of the invention might be
administered by pulse infusion, with, e.g., declining doses of the antibody. Preferably,
the dosing is given by injections, most preferably intravenous or subcutaneous
injections, depending in part on whether the administration is brief or chronic. The
amount to be administered will depend on a variety of factors such as the clinical
symptoms, weight of the individual, whether other drugs are administered. The skilled
artisan will recognize that the route of administration will vary depending on the disorder

or condition to be treated.

Determining a therapeutically effective amount of the novel polypeptide, according to
this invention, largely will depend on particular patient characteristics, route of
administration, and the nature of the disorder being treated. General guidance can be
found, for example, in the publications of the International Conference on
Harmonisation and in REMINGTON'S PHARMACEUTICAL SCIENCES, chapters 27 and 28,
pp. 484-528 (18th ed., Alfonso R. Gennaro, Ed., Easton, Pa.: Mack Pub. Co., 1990).
More specifically, determining a therapeutically effective amount will depend on such
factors as toxicity and efficacy of the medicament. Toxicity may be determined using
methods well known in the art and found in the foregoing references. Efficacy may be
determined utilizing the same guidance in conjunction with the methods described

below in the Examples.
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Pharmaceutical Compositions and Administration

The present invention also relates to pharmaceutical compositions which may comprise
PRLR antibodies, alone or in combination with at least one other agent, such as
stabilizing compound, which may be administered in any sterile, biocompatible
pharmaceutical carrier, including, but not limited to, saline, buffered saline, dextrose,
and water. Any of these molecules can be administered to a patient alone, or in
combination with other agents, drugs or hormones, in pharmaceutical compositions
where it is mixed with excipient(s) or pharmaceutically acceptable carriers. In one
embodiment of the present invention, the pharmaceutically acceptable carrier is

pharmaceutically inert.

The present invention also relates to the administration of pharmaceutical compositions.
Such administration is accomplished parenterally. Methods of parenteral delivery
include topical, intra-arterial (directly to the tumor), intramuscular, subcutaneous,
intramedullary, intrathecal, intraventricular, intravenous, intraperitoneal, intrauterine or
intranasal administration. In addition to the active ingredients, these pharmaceutical
compositions may contain suitable pharmaceutically acceptable carriers comprising
excipients and auxilliaries which facilitate processing of the active compounds into
preparations which can be used pharmaceutically. Further details on techniques for
formulation and administration may be found in the latest edition of Remington's

Pharmaceutical Sciences (Ed. Maack Publishing Co, Easton, Pa.).

Pharmaceutical formulations for parenteral administration include aqueous solutions of
active compounds. For injection, the pharmaceutical compositions of the invention may
be formulated in aqueous solutions, preferably in physiologically compatible buffers
such as Hank's solution, Ringer's solution, or physiologically buffered saline. Aqueous
injection suspensions may contain substances that increase viscosity of the
suspension, such as sodium carboxymethyl cellulose, sorbitol, or dextran. Additionally,
suspensions of the active compounds may be prepared as appropriate oily injection
suspensions. Suitable lipophilic solvents or vehicles include fatty oils such as sesame
oil, or synthetic fatty acid esters, such as ethyl oleate or triglycerides, or liposomes.
Optionally, the suspension may also contain suitable stabilizers or agents which
increase the solubility of the compounds to allow for the preparation of highly

concentrated solutions.
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For topical or nasal administration, penetrants appropriate to the particular barrier to be

permeated are used in the formulation. Such penetrants are generally known in the art.

The parenteral administration also comprises methods of parenteral delivery which also
include intra-arterial, intramuscular, subcutaneous, intramedullary, intrathecal, and
infraventricular, intravenous, intraperitoneal, intrauterine, vaginal, or intranasal

administration.

Kits

The invention further relates to pharmaceutical packs and kits comprising one or more
containers filled with one or more of the ingredients of the aforementioned compositions
of the invention. Associated with such container(s) can be a notice in the form
prescribed by a governmental agency regulating the manufacture, use or sale of
pharmaceuticals or biological products, reflecting approval by the agency of the

manufacture, use or sale of the product for human administration.

In another embodiment, the kits may contain DNA sequences encoding the antibodies
of the invention. Preferably the DNA sequences encoding these antibodies are provided
in a plasmid suitable for transfection into and expression by a host cell. The plasmid
may contain a promoter (often an inducible promoter) to regulate expression of the DNA
in the host cell. The plasmid may also contain appropriate restriction sites to facilitate
the insertion of other DNA sequences into the plasmid to produce various antibodies.
The plasmids may also contain numerous other elements to facilitate cloning and
expression of the encoded proteins. Such elements are well known to those of skill in
the art and inciude, for example, selectable markers, initiation codons, termination

codons, and the like.

Manufacture and Storage

The pharmaceutical compositions of the present invention may be manufactured in a
manner that is known in the art, e.g., by means of conventional mixing, dissolving,
granulating, dragee-making, levigating, emulsifying, encapsulating, entrapping or

Iyophilizing processes.
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The pharmaceutical composition may be provided as a lyophilized powder in 1 mM-50
mM histidine, 0.1% - 2% sucrose, 2% - 7% mannitol at a pH range of 4.5 to 5.5 that is

combined with buffer prior to use.

After pharmaceutical compositions comprising a compound of the invention formulated
in an acceptable carrier have been prepared, they can be placed in an appropriate
container and labeled for treatment of an indicated condition. For administration of
PRLR antibodies, such labeling would include amount, frequency and method of

administration.

Therapeutically Effective Dose

Pharmaceutical compositions suitable for use in the present invention include
compositions wherein the active ingredients are contained in an effective amount to
achieve the intended purpose, i.e. tfreatment of a particular disease state characterized
by PRLR expression. The determination of an effective dose is well within the capability

of those skilled in the art.

For any compound, the therapeutically effective dose can be estimated initially either in
cell culture assays, e.g., lymphoma cells, or in animal models, usually mice, rats,
rabbits, dogs, pigs or monkeys. The animal model is also used to achieve a desirable
concentration range and route of administration. Such information can then be used to

determine useful doses and routes for administration in humans.

A therapeutically effective dose refers to that amount of protein or its antibodies,
antagonists, or inhibitors that ameliorate the symptoms or condition. Therapeutic
efficacy and toxicity of such compounds can be determined by standard pharmaceutical
procedures in cell cultures or experimental animals, e.qg., EDso (the dose therapeutically
effective in 50% of the population) and LDso (the dose lethal to 50% of the population).
The dose ratio between therapeutic and toxic effects is the therapeutic index, and it can
be expressed as the ratio, EDso/LDso. Pharmaceutical compositions that exhibit large
therapeutic indices are preferred. The data obtained from cell culture assays and animal
studies are used in formulating a range of dosage for human use. The dosage of such

compounds lies preferably within a range of circulating concentrations what include the
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EDso with little or no toxicity. The dosage varies within this range depending upon the

dosage form employed, sensitivity of the patient, and the route of administration.

The exact dosage is chosen by the individual physician in view of the patient to be
treated. Dosage and administration are adjusted to provide sufficient levels of the active
moiety or to maintain the desired effect. Additional factors that may be taken into
account include the severity of the disease state, eg, size and location of endometriotic
lesions; age, weight and gender of the patient; diet, time and frequency of
administration, drug combination(s), reaction sensitivities, and tolerance/response (o
therapy. Long acting pharmaceutical compositions might be administered every 3 to 4
days, every week, or once every two weeks, or once within a month depending on half-

life and clearance rate of the particular formulation.

Normal dosage amounts may vary from 0.1 to 100,000 micrograms, up to a total dose
of about 2 g, depending upon the route of administration. Guidance as to particular
dosages and methods of delivery is provided in the literature. See US. 4,657,760; US
5,206,344; or US 5,225,212, Those skilled in the art will employ different formulations
for polynucleotides than for proteins or their inhibitors. Similarly, delivery of
polynucleotides or polypeptides will be specific to particular cells, conditions, locations,
etc. Preferred specific activities for for a radiclabeled antibody may range from 0.1 to 10
mCi/mg of protein (Riva et al., Clin. Cancer Res. 5: 3275s-3280s, 1999; Wong et al,,
Clin. Cancer Res. 6: 3855-3863, 2000; Wagner et al., J. Nuclear Med. 43: 267-272,
2002).

The present invention is further described by the following examples. The examples are
provided solely to illustrate the invention by reference to specific embodiments. These
exemplifications, while illustrating certain specific aspects of the invention, do not

portray the limitations or circumscribe the scope of the disclosed invention.

All examples were carried out using standard techniques, which are well known and
routine to those of skill in the art, except where otherwise described in detail. Routine
molecular biology techniques of the following examples can be carried out as described
in standard laboratory manuals, such as Sambrook et al., Molecular Cloning: A
Laboratory Manual, 2nd Ed.; Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor,
N.Y., 1989.
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DESCRIPTION OF THE FIGURES

Figure 1: Expression of prolactin-mRNA (PRL-mRNA) (analyzed by real —time TagMan
PCR analysis) in human endometrium and lesions (ectopic tissue) from healthy women

and women suffering from endometriosis.

Figure 2: Expression of prolactin receptor-mRNA (PRLR-mRNA) (analyzed by real-time
TagMan PCR analysis) in human endometrium and lesions (ectopic tissue) from healthy

women and women suffering from endometriosis.

Figure 3A: Neutralizing prolactin receptor antibody Mat3 inhibited sidebranching in
mammary glands of mice which have been employed in a hyperprolactinemic surrogate
model of benign breast disease. The unspecific antibody had no effect. Healthy
normoprolactinemic mice (no pituitary) showed reduced sidebranching, whereas
pituitary  transplantation  (hyperprolactinemia) enhanced sidebranching and
lobuloalveolar development. The specific antibody Mat3 antagonized the effects of

hyperprolactinemia.

Figure 3B: The neutralizing prolactin receptor antibody Mat3 inhibited the induction of
the prolactin target gene elf5 in mammary glands of mice in a hyperprolactinemic
surrogate model of benign breast disease. The unspecific antibody had no effect.
Healthy, normoprolactinemic mice (no pituitary) showed reduced elf 5 expression in the
mammary gland, whereas pituitary transplantation (hyperprolactinemia) strongly
stimulated elf 5 gene expression. The specific antibody Mat3 but not the unspecific

control antibody antagonized the effects of hyperprolactinemia.

Figure 4: Kabat Numbering of framework amino acid positions according to Johnson
and Wu (Nucleic Acids Res. 2000, 28, 214-218).

Figure 5A: FACS analysis results with the anti-PRLR antibody HE06642. Binding of the
antibody was determined at a fixed concentration on HEK293 cells expressing the
human and mouse PRLR in comparison to the parental cell line not expressing PRLR.
Y-axis: #, Median Fluorescence Intensity at 0.37 yg/ml HE06642 as IgG1 molecule. *, 1
= HEK293 with human PRLR; 2 = HEK293 with murine PRLR; 3 = HEK293 without
PRLR.
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Figure 5B: FACS analysis results with the anti-PRLR antibody Mat3. Binding of the
antibody was determined at a series of different concentrations on HEK293 cells
expressing the human PRLR and Ba/F cells expressing the rhesus PRLR in comparison
to a cell line (HEK293) not expressing PRLR. Maximal signal intensities at highest
antibody concentrations depend on the number of PRLRs expressed on the cell
surfaces, i.e. HEK293 and Ba/F cells do not carry the same number of PRLRs on their
surface. Y-axis: #, Median Fluorescence Intensity; X-axis: °, different concentrations in
pg/ml of the antibody Mat3 as 1gG2 molecule; *, 1 (circles) = HEK293 with human
PRLR,; 2 {triangles) = Ba/F with rhesus monkey PRLR; 3 (squares) = HEK293 without
PRLR.

Figure B6A: Alignment of the sequence region of the Mat3-VL domain with the most
similar human V segment identified in VBASEZ2 (Mat3-VL is 90% identical to germline
sequence humIGLV056).

Figure 6B: Alignment of the sequence region of the Mat3-VH domain with the most
similar human V segment identified in VBASEZ (Mat3-VH is 90% identical to germline
sequence humIGHV313).

Figure 6C: Alignment of the sequence region of the HE06642-VL domain with the most
similar human V segment identified in VBASEZ2 (HE06642-VL is 80% identical to
germline sequence humlIGKV083).

Figure 6D: Alignment of the sequence region of the HE06642-VH domain with the most
similar human V segment identified in VBASEZ2 (HE06642-VH is 89% identical to
germline sequence humlGHV313).

Figure 7: ELISA-based binding tests of a maturated Fab variant:

Fab-containing E coli supernatants were tested for binding to the immobilized
extracellular domain of the human PRLR. The figure illustrates the binding of the Fab
variants as a bar diagram. The signal intensities (extinction) are given on the y-axes (#),
the names of the Fab variants (*) on the x-axes. Elevated signal intensity of the
maturated Fab variant 005-C04-20-2 compared to the non-maturated Fab of the
parental antibody 005-C04 demonstrate better PRLR-binding of 005-C04-20-2

compared to 005-C04. The “variant” pET28 represents a supernatant of an E. coli strain
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carrying the Fab-expression plasmid pET28a (Novagen, EMD Chemicals Group, Merck,

Darmstadt, Germany) which does not express any Fab.

Figure 8: Barplot representation of Pepscan ELISA results.

Each plotted value represents the average value obtained for 54 peptides with S.E.M
(standard error of mean). The black bars represent the relative binding strength of
antibody HE06642. The white bars represent the relative binding strength of antibody
Mat3. The data was normalized to average over the entire 2916 peptide dataset and

corrected for background signal.

Figure 8A shows the ELISA results for a subset of peptides ranging from amino acids
103-PDPPLELAVEVKQPE-117 indicated as ‘1177 on the X-axis to 127-
WSPPTLIDLKTGWFT-141 (indicated as ‘1471’). I. e. these peptides, which were shifted
by three amino acids along the ECD amino acid sequence, cover the region from amino
acid position 103 to 141 of the ECD of human PRLR. The strongest differences
observed within this dataset are for peptide 109-LAVEVKQPEDRKPYL-123 (indicated
as ‘123) with a significance p-value of 4x10'?, and for peptide 121-
PYLWIKWSPPTLIDL-135 (indicated as ‘135’) with a significance p-value of 7x10-°.

Figure 8B shows the ELISA results for a subset of peptides ranging from 139-
WFTLLYEIRLKPEKA-153  (indicated as ‘153 on the X-axis) to 163-
QQTEFKILSLHPGQK-177 (indicated as “177°). |. e. these peptides, which were shifted
by three amino acids along the ECD amino acid sequence, cover the region from amino
acid position 139 to 177 of the ECD of human PRLR. The strongest differences
observed within this dataset are for peptide 148-LKPEKAAEWEIHFAG-162 (indicated
as ‘162") with a significance p-value of 6x102%%, and for peptide 160-
FAGQQTEFKILSLHP-174 (indicated as '174’) with a significance p-value of 8x10%.

These data demonstrate that both antibodies bind to the S2 subdomain of the ECD of
human PRLR (amino acid 101 to 210) and therefore are non-competitive to the natural
ligand PRL which mainly binds to the S1 domain. However, this peptide scan showed
that there are differences in binding to the S2 domains between Mat3 and HE06642.
This finding indicates why the antibody Mat3 shows a different species-specificity and

potency compared to HE06642.
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Figure 9: Inhibition of prolactin-induced proliferation of BaF3 cells (monoclonal cells

stably transfected with human prolactin receptor) by neutralizing prolactin _receptor

antibodies and unspecific control antibodies. The 1Cs values were determined for the

following antibodies in IgG1 format: Mat3 (closed circles), {Csg= 0.7 nM [100% inhibition
at 1 pg/mi (= 6.7 nM)]; HE06.642 (open squares), ICso = 4.2 nM [81% inhibition at 1

pug/mi (= 6.7 nM)]; unspecific control antibody (open triangles): no inhibitory effect.

Figure 10: Inhibition of prolactin-induced proliferation of BaF3 cells (monoclonal cells

stably transfected with the murine prolactin receptor) by neutralizing prolactin receptor

antibodies and unspecific control antibodies. The ICsg values were determined for the
following antibodies in IgG1 format: Mat3 (closed circles), ICso = 3.0 nM [97.4%

inhibition at 1 pg/ml (= 6.7 nM)]; HE06.642 (open squares), no inhibitory effect;

unspecific control antibody (open triangles): no inhibitory effect.

Figure 11A and B: Inhibition of prolactin-induced proliferation of BaF3 cells (monoclonal

cells stably transfected with the rhesus prolactin receptor) by neutralizing prolactin

receptor antibodies and unspecific contro| antibodies. The ICsg values were determined

for the following antibodies in IgG1 format: Mat3 (closed circles), 1Cse = 4.6 nM [99.1%
inhibition at 1 yg/ml (= 6.7 nM)] (see Figure 11A); HE06.642 (open squares), ICso = 206
nM [92.4% inhibition at 240 pg/ml (= 1600 nM)] (see Figure 11A and B); unspecific

control antibody (open triangles): no inhibitory effect (see Figure 11A and B).

Figure 12: Treatment of adenomyosis uteri (= endometriosis interna) in SHN mice with

neutralizing PRLR antibody Mat3. The results are depicted on the y-axis as disease

scores (adenomyosis scores) as described in Example 5. The median disease score for
each experimental group is indicated as a horizontal bar. The experimental groups are
the following ones: group 1, no pituitary isograft (normoprolactinemic mice develop
endometriosis interna to some degree, median disease score = 1); group 2, with
pituitary isograft (hyperprolactinemia due to pituitary isografting enhances the disease
score, median disease score = 3); group 3, with pituitary isograft treated with unspecific
murine IgG2a isotype control antibody once weekly at a dose of 30 mg/kg (median
disease score = 3); group 4, with pituitary isograft treated with antibody Mat3 in the
murine 1gG2a format (Mat3-mlgG2a) once weekly at a dose of 30 mg/kg (Mat3
completely cured the animals. The disease score after 30 mg/kg Mat3 given once
weekly was even lower (median disease score = 0} than the disease score of

normoprolactinemic mice (median disease score = 1); group 5, with pituitary isograft
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treated with antibody Mat3-migG2a once weekly at a dose of 10 mg/kg {median disease
score = 2); group 6, with pituitary isograft treated with antibody Mat3-mlgG2a once
weekly at a dose of 3 mg/kg (median disease score = 2.5); group 7, with pituitary
isograft treated with antibody Mat3-mlgG2a once weekly at a dose of 1 mg/kg (median
disease score = 2.5). Treatment with antibody Mat3 shows a dose-dependent decrease
in the median disease score. Mat3 is therefore suitable to treat endometriosis interna (=

adenomyosis uteri) and endometriosis externa in women.

Figure 13A and B: Inhibition of luciferase reporter gene activity in HEK293 cells stably
transfected with the human and murine PRLR. In Figure 13A the human PRLR-

dependent activity is plotted against the antibody concentrations, while Figure 13B

shows the murine PRLR-dependent activity. The luciferase activity is given as

percentage of the maximal luciferase activity obtained without addition of any antibody.

The 1Cs values were determined for the following antibodies in 1gG1 format: Mat3
(closed circles), 1Cso = 0.5 nM (Fig. 13A, hPRLR) and 1.3 nM (Fig. 13B, mPRLR);
HEO06.642 (open squares), ICso = 4.6 nM (Fig. 13A, hPRLR) and >>1333 nM (= 20
pg/mly (Fig. 13B, mPRLR); unspecific isotype control antibody (open triangles): no
inhibitory effect (see Figure 13A and B). These data show the improved activity of Mat3
on hPRLR compared to HE06.642 and demonstrate the activity of Mat3 on mPRLR
whereas HE06.642 does not inhibit mPRLR-dependent luciferase activity.

Figure 14: Cell binding of neutralizing PRLR antibodies on cells expressing PRLR from
human, mouse and monkey using flow cytometry. The median fluorescent signal

intensity is plotted against the antibody concentration. The following IgG1 antibodies

were applied: Mat3 (closed circles), HE06.642 (open squares), unspecific isotype
control antibody (open triangles). Different cell lines were tested: A) HEK293 cell line
stably transfected with human PRLR, B) HEK293 cell line stably transfected with murine
PRLR, C) HEK293 cell line not transfected with any PRLR gene (negative control cell
line), D) human breast cancer cell line T47D, E) BaF3 cell line stably transfected with
rhesus monkey PRLR, F) BaF3 cell line stably transfected with human PRLR, G) BaF3
cell line stably transfected with murine PRLR. The cell line binding potency of the
antibodies on the different cell lines have been deduced from the dose-response curves
as ECso values (see Table 8). The dose-response plots indicate the superior cell binding

properties of Mat3 compared to HE06.642.
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Seq ID NO:1 represents amino acid sequence of VH, Mat3

Seq ID NO:2 represents amino acid sequence of VL, Mat3

Seq ID NO:3 represents nucleic acid sequence VH, Mat3

Seq ID NO:4 represents nucleic acid sequence VL, Mat3

Seq ID NO:5 represents amino acid sequence of HCDR1, Mat3

Seq ID NO:6, represents nucleic acid sequence HCDR2, Mat3

Seq ID NO:7 represents nucleic acid sequence HCDR3, Mat3

Seq ID NO:8 represents nucleic acid sequence LCDR1, Mat3

Seq ID NO:9 represents nucleic acid sequence LCDR2, Mat3

Seq ID NO:10 represents nucleic acid sequence LCDR3, Mat3

Seq ID NO:11 represents amino acid sequence of extracellular domain of cynomolgus
and rhesus monkey PRLR fused to Fc-His

Seq ID NO:12 represents human ECD_PRLR, amino acid position 1 — 210, $1 domain
1-100 (S1 domain construct 1-102),52 domain 101-210

Seq ID NO:13 represents murine ECD_PRLR, amino acid position 1 - 210

Seq ID NO:14 represents amino acid sequence of VH, HE06642, Novartis
(W0O2008/22295)

Seq ID NO:15 represents amino acid sequence of VL, HE06642, Novartis
(W0O2008/22295)

Seq ID NO:16 represents nucleic acid sequence VH, HE06642, Novartis
(WO2008/22295)

Seq ID NO:17 represents nucleic acid sequence VL, HE06642, Novartis
(WO2008/22295)
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EXAMPLES

Example 1

Inhibition _of prolactin-induced proliferation of BaF3 cells (monoclonal cells stably

transfected with human prolactin receptor) by neutralizing prolactin receptor antibodies

and unspecific control antibodies.

To analyze the in vitro efficacy of the neutralizing PRLR antibodies, the inhibition of
prolactin-activated cellular proliferation of BaF3 cells was used. The cells were stably
transfected with human PRLR and were routinely cultured in RPMI containing 2 mM
glutamine in the presence of 10% FCS and 10 ng/ml of human prolactin. After six hours
of starvation in prolactin-free medium containing 1% FCS, cells were seeded into 96-
well plates at a density of 25000 cells per well. Cells were stimulated with 35 ng/ml
prolactin and coincubated with increasing doses of neutralizing PRLR antibodies for two
days. Cellular proliferation was analyzed using a CellTiter-Glo Luminescent Cell
Viability Assay (Promega). Dose-response curves for the inhibition of prolactin-
stimulated cellular growth were generated and ICs, values caiculated. As negative
control, stimulation with an unspecific control antibody was used. Antibody Mat3 was

tested in comparison to antibody HE 06.642 (both were in the IgG1 format) (Figure 9).

Example 2

Inhibition of prolactin-induced proliferation of BaF3 cells (monoclonal cells stably

transfected with the murine prolactin _receptor) by neutralizing prolactin_receptor

antibodies and unspecific control antibodies.

To analyze the in vifro efficacy of the neutralizing PRLR antibodies, the inhibition of
prolactin-activated cellular proliferation of Ba/F3 cells was used. The cells were stably
transfected with the murine PRLR and were routinely cultured in RPMI containing 2 mM
glutamine in the presence of 10% FCS and 10 ng/ml of human prolactin. After six hours
of starvation in prolactin-free medium containing 1% FCS, cells were seeded into 96-
well plates at a density of 20000 cells per well. Cells were stimulated with 50 ng/ml
prolactin and coincubated with increasing doses of neutralizing PRLR antibodies for
three days. Cellular proliferation was analyzed using a CellTiter-Glo Luminescent Cell
Viability Assay (Promega). Dose-response curves for the inhibition of prolactin-
stimulated cellular growth were generated and 1Cs values calculated. As negative
control, stimulation with an unspecific control antibody was used. Antibody Mat3 was

tested in comparison to antibody HE 06.642 (both were in the IgG1 format) (Figure 10).
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Example 3

Inhibition _of prolactin-induced proliferation of BaF3 cells (monoclonal cells stably

transfected with the rhesus prolactin _receptor} by neutralizing prolactin_receptor

antibodies and unspecific control antibodies.

To analyze the in vitro efficacy of the neutralizing PRLR antibodies, the inhibition of
prolactin-activated cellular proliferation of Ba/F3 cells was used. The cells were stably
transfected with the rhesus PRLR and were routinely cultured in RPMI containing 2 mM
glutamine in the presence of 10% FCS and 10 ng/ml of human prolactin. After six hours
of starvation in prolactin-free medium containing 1% FCS, cells were seeded into 96-
well plates at a density of 25000 cells per well. Cells were stimulated with 100 ng/mi
prolactin and coincubated with increasing doses of neutralizing PRLR antibodies for two
days. Cellular proliferation was analyzed using a CellTiter-Glo Luminescent Cell
Viability Assay (Promega). Dose-response curves for the inhibition of prolactin-
stimulated cellular growth were generated and 1Cs values calculated. As negative
control, stimulation with an unspecific control antibody was used. Antibody Mat3 was

tested in comparison to antibody HE 06.642 (both were in the IgG1 format) (Figure 11).

Example 4

Quantitative analysis of prolactin and prolactin receptor gene expression by real-time

TagMan PCR analysis in eu- and ectopic endometrium and endometriotic lesions from

patients and healthy controls.

Real-timeTagman PCR analysis was performed using the ABI Prism 7700 Sequence
Detector System according to the manufacturer’s instructions (PE Applied Biosystems)
and as described Endocrinolgy 2008, 149 (8): 3952-3959) and known by the expert in
the field. Relative expression levels of PRL and the PRLR were normalized to the
expression of cyclophyllin. We analyzed the expression of PRL and the PRLR in the
endometrium from healthy women and in endometrium and endometriotic lesions from
patients by using quantitative real-time Tagman PCR analysis. The expression of
prolactin and its receptor was clearly upregulated in endometriotic lesions compared to
healthy endometrium or endometrium derived from patients.

Results are shown in Figure 1 and 2.

These findings imply that autocrine prolactin signalling plays a role in the development
and maintenance of endometriosis and adenomyosis uteri (endometriosis interna, a

form of endometriosis restricted to the uterus.
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Example 5
Treatment of adenomyosis uteri (= endometriosis interna) in SHN mice with neutralizing
PRLR antibody Mat3.

To test the efficacy of neutralizing PRLR antibodies in endometriosis, the adenomyosis

uteri model in SHN mice relying on systemic hyperprolactinemia was employed (Acta
anat. 116:46-54,1983). Hyperprolactinemia in SHN mice was induced by pituitary
isografting under the kidney capsule of 7 weeks old female mice (Acta anat. 116:46-
54,1983). Neutralizing PRLR antibody Mat3 (30 mg/kg; 10 mg/kg, 3 mg/kg, 1 mg/kg) or
unspecific antibody (30 mg/kg) were administered subcutaneously starting two weeks
after pituitary isografting. Animals were treated once weekly with the antibodies for
seven weeks. The infiltration of the uterine muscular layer by glandular tissue was
assessed as described previously (Laboratory Animal Science 1998,48:64-68). At
autopsy (day 66 after pituitary transplantation), uteri were fixed overnight in buffered 4%
formalin and embedded in paraffin. The degree of adenomyosis (=endometriosis

interna) was assessed as follows:

Grade 0 = no adenomyosis

Grade 1 = the inner layer of the myometrium looses its concentric orientation

Grade 2 = endometrial glands invading the inner layer of the myometrium

Grade 3 = endometrial glands between the inner and outer layer of the uterine
myometrium

Grade 4 = endometrial glands invading the outer layer of the uterine myometrium

Grade 5 = endometrial glands outside of the outer layer of the uterine myometrium

The experiment comprised the following experimental groups:

1. Animals without pituitary transplantation, i.e. normoprolactinemic mice
Animals with pituitary transplantation, i.e. hyperprolactinemic mice
Animals with pituitary transplantation, treated with unspecific control antibody
once weekly at a dose of 30 mg/kg

4, Animals with pituitary transplantation, treated with the neutralizing prolactin
receptor antibody Mat3 in the murine IgG2a format once weekly at a dose of
30 mg/kg

5. Animals with pituitary transplantation, treated with the neutralizing prolactin
receptor antibody Mat3 in the murine 1gG2a format once weekly at a dose of

10 mg/kg
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6. Animals with pituitary transplantation, treated with the neutralizing prolactin
receptor antibody Mat3 in the murine IgG2a format once weekly at a dose of
3 mg/kg

7. Animals with pituitary transplantation, treated with the neutralizing prolactin
receptor antibody Mat3 in the murine IgG2a format once weekly at a dose of

1 mg/kg

The neutralizing PRLR antibody Mat3 inhibited endometriosis interna (=adenomyosis)
(Figure 12). The neutralising PRLR antibody Mat3 is therefore suitable to treat

endometriosis interna (= adenomyosis uteri) and endometriosis externa in women.

Example 6

Neutralizing PRLR antibody Mat3 is suitable for the treatment of benign breast disease.

An activating PRLR mutation or local or systemic hyperprolactinemia can provoke
benign breast disease. Therefore, a hyperprolactinemic mouse model with enhanced
proliferation in the mammary gland (halimark of the most severe forms of benign breast
disease) was employed. 12 weeks old female Balb/c mice received a pituitary isograft
under the kidney capsule or remained unoperated. Pituitary isografted mice remained
untreated or were treated subcutaneously once weekly with neutralizing PRLR antibody
Mat3 in the IgG2 format (= IgG2 Mat3) or unspecific control antibody in IgG2 format on
day 15, 22, 29, and 36 after pituitary transplantation. Antibody doses were 30 mg/kg.
Experimental group size was 8 animals.

The experiment comprised the following experimental groups:

1. Animals without pituitary transplantation, i.e. normoprolactinemic mice
Animals with pituitary transplantation, i.e. hyperprolactinemic mice
Animals with pituitary transplantation, treated with unspecific control antibody
once weekly at a dose of 30 mg/kg

4, Animals with pituitary transplantation, treated with the neutralizing prolactin

receptor antibody Mat3 once weekly at a dose of 30 mg/kg

On day 38 after pituitary transplantation mice were sacrificed. Two hours before death,
animals received an intraperitoneal injection of BrdU to monitor epithelial cell
proliferation. The left inguinal mammary gland was fixed in Carnoy’s solution and
mammary gland whole mounts were prepared and stained with Carmine alaune. Side-

branching was evaluated in the mammary gland whole mounts. Results are depicted in
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Figure 3A. Antibody Mat3 inhibited sidebranching in the mammary gland, unspecific
control antibody was without effect (Figure 3A).

Afterwards the mammary gland whole mounts were embedded in paraffin and BrdU
immunostainings were performed as described previously (Endocrinology 149 (8):
3952-3959; 2009). Epithelial cell proliferation was analysed in 4 histological mammary
gland slices per animal.

The lateral one third of the right inguinal mammary gland without the lymph node was
frozen in liquid nitrogen and processed for RNA preparation. After reverse transcription,
real-time Tagman PCR analysis was performed using the AB! Prism 7700 Sequence
Detector System according to the manufacturer’s instructions (PE Applied Biosystems).
Expression of the prolactin target gene elf5 was assessed and normalized to
cytokeratin18 expression. Relative mRNA levels were calculated by the comparative
ACT-method. Pituitary isografting, i.e. hyperprolactinemia enhanced expression of the
prolactin target gene elf5 (Figure 3B). Specific antibody Mat3, but not the unspecific
control antibody inhibited elf5 gene expression indicating successful blockade of the
prolactin receptor (Figure 3B).

Antibody Mat3 is therefore suitable to treat benign breast disease.

Example 7

Isolation of target-specific antibodies from human antibody phage display libraries

To isolate a panel of antibodies able to neutralize the activity of human PRLR, three
human antibody phage display libraries, expressing Fab and scFv fragments, were
investigated in parallel. The target used for the library panning was the soluble
extracellular domain (ECD) of the human and mouse prolactin receptor, respectively,
represented by the amino acids 1-210, of SEQ ID NOs. 12 and 13. .Alternative targets
were the ECD of PRLR C-terminally linked to six histidines or to a human lgG1-Fc
domain via the linker with the amino acid sequence “isoleucine-glutamate-glycine-

arginine-methionine-aspartate”.

Selection of target-specific antibodies from phage display was carried out according to
methods described by Marks et al. (Methods Mol Biol. 248:161-76, 2004). The phage
display library was incubated with 50 pmols of the biotinylated ECD at room
temperature for 1 hr and the complex formed was then captured using 100 pl of
Streptavidin beads suspension (Dynabeads ® M-280 Streptavidin, Invitrogen). Non
specific phages were removed by washing the beads with wash buffer (PBS + 5%
Milk,). Bound phages were eluted with 0.5 ml of 100 nM Triethylamine (TEA,) and
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immediately neutralized by addition of an equal volume of IM TRIS-CI pH 7.4. Eluted
phage pool was used to infect TG1 E coli cells growing in logarithmic phase, and
phagemid was rescued as described (Methods Mol Biol. 248:161-76, 2004),. Selection
was repeated for a total of three rounds. Single colonies obtained from TG1 cells
infected with eluted phage from the third round of panning were screened for binding
activity in an ELISA assay. Briefly, single colonies obtained from the TG1 cell infected

with eluted phage were used to inoculate media in 96-well plates.

Microcultures were grown to an ODeg0o=0.6 at which point expression of soluble
antibody fragment was induced by addition of 1 mM IPTG following overnight culture in
a shaker incubator at 30°C. Bacteria were spun down and periplasmic extract was
prepared and used to detect antibody binding activity to ECD immobilized on 96-well
microplates (96-well flat bottom Immunosorb plates, Nunc) following standard ELISA

protocol provided by the microplate manufacturer.

The affinities of the anti-Prolactin Receptor (PRLR) antibodies for binding to the
recombinant extracellular domain (ECD) were estimated using the Biacore® 2000 and

used for affinity ranking of antibodies.

Example 8

Maturation of antibody variants:

Antibody affinity maturation is a two step process where saturation mutagenesis and
well-based high throughput screening are combined to identify a small number of
mutations resulting in affinity increases. In the first round of affinity maturation positional
diversification of wild-type antibody is introduced by site-directed mutagenesis using
NNK-trinucleotide cassettes (whereby N represents a 25% mix each of adenine,
thymine, guanine, and cytosine nucleotides and K represents a 50% mix each of
thymine and guanine nucleotides) according to BMC Biotechnology 7: 65, 2007. This
way, all 20 amino acids are introduced at an individual amino acid position. This
positional randomization is restricted to the six complementarity determining regions
(CDRs). In the second round of affinity maturation beneficial substitutions were

recombined and screened for further improvements.

Screening of maturated “005-C04” Fab variants by ELISA tests:

96 well microtiter plates were coated with 1 ug per milliliter of human PRLR. Plates

were incubated over night at 4°C. After blocking with PBS buffer containing 3% bovine
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serum albumin, normalized E.coli-derived supernatants containing the Fab variants
were added. Detection of formed complexes occurred via the addition of an anti-flag
antibody (Sigma, A8592) labeled with horseradish peroxidase.

Amplex Red as fluorogenic substrate for horseradish peroxidase was added and
incubated for 30 minutes at room temperature. Absorption at 570 nm and extinction at
585 nm was measured using the Tecan Infinite F500 reader. The obtained results the
screening hit “005-C04-20-2” are shown in Figure 7. Individual substitutions in the
screening hit “005-C04-20-2" (Figure 7) beneficial for affinity improvement were
evaluated regarding their influence on thermostability of the antibody, in order to ensure
cooperative unfolding of the Fab domain during denaturation by temperature elevation.
The antibody Mat3 was a derivative of “005-C04-20-27, in which the thermo-

destabilizing substitutions have been reversed to the parental antibody “005-C04”.

Example 9

Cross-reactivity of antibodies on mouse and human PRLR expressed on cell surfaces

a) In order to understand the missing antiproliferative activity of antibody HE06642 on
cells carrying the murine PRLR, the binding characteristics of HE06642 on mouse and
human PRLR expressed on cells was determined by flow cytometry on HEK293 celis
stably expressing the human and murine PRLR, respectively. The cells as well as the
parental HEK293 cell line without PRLR were harvested, centrifuged and resuspended
at approximately 5x10° cells/ml in 1xPBS containing 2% FBS and 0.1 % sodium azide
(FACS buffer). The antibody HE06642 was diluted to 2-fold final concentration in FACS
buffer and added to appropriate sample wells (50 pl / well). For secondary antibody and
autofluorescence controls, 50 ul FACS buffer was added to appropriate wells. 50 pl of
cell suspension was added to each sample well. Samples were incubated at 4°C for
one hour, washed twice with cold FACS buffer and resuspended in FACS buffer
containing PE-conjugated goat anti-human lgG at a 1:100 dilution. Following a 30 min
incubation at 4°C, cells were washed twice with cold FACS buffer, resuspended in
FACS buffer containing 1 mg/ml propidium iodide (Invitrogen, San Diego, CA) and
analyzed by flow cytometry. As shown in Figure 5A, the antibody HE06.642 only binds
to the human PRLR and not to the murine PRLR. This observation is consistent with the
finding reported in Example 2 and 12 about the missing activity of HE(06.642 in the

murine PRLR-dependent proliferation and luciferase reporter gene assays.

b) In order to demonstrate cell binding of antibody Mat3 on cells carrying the human

and the rhesus monkey PRLR, of which the amino acid sequence of the extracellular
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domain is identical to the one of cynomolgus monkey, the binding characteristics of
Mat3 on human and monkey PRLR expressed on cells was determined by flow
cytometry on HEK293 cells stably expressing the human and monkey PRLR,
respectively. The cells were harvested, centrifuged and resuspended at approximately
2x108 cells/ml in 1xPBS containing 3% FBS and 0.05 % sodium azide (FACS buffer).
The antibody Mat3 was diluted to 2-fold final concentration in FACS buffer and added to
appropriate sample wells (50 pl / well). For secondary antibody and autofluorescence
controls, 50 ul FACS buffer was added to appropriate wells. 50 ul of cell suspension
was added to each sample well. Samples were incubated at 4°C for one hour, washed
twice with cold FACS buffer and resuspended in FACS buffer containing PE-conjugated
goat anti-human IgG at a 1:100 dilution. Following a 30 min incubation at 4°C, cells
were washed twice with cold FACS buffer, resuspended in FACS buffer containing 1
mg/ml propidium iodide (Invitrogen, San Diego, CA) and analyzed by flow cytometry. As
shown in Figure 5B, the antibody Mat3 binds to the human PRLR as well as to the
monkey PRLR. Maximal signal intensities at highest antibody concentrations depend on
the number of PRLR expressed on the cell surfaces, i.e. HEK293 and Ba/F cells do not
carry the same number of PRLRs on their surface. The EC50 values were calculated
based on the dose response curves illustrated in Figure 5B, in order to derive a
measurement value for binding strength of Mat3 on cells (Table 2). The cell-based
binding potency of Mat3 was 0.53 nM on HEK293 celis with human PRLR and 2.94 nM
on Ba/F cells with monkey PRLR. These data support the finding that Mat3 is not only a
very potent human-specific agent, but also at reasonable doses active on monkey

PRLR in the low nanomolar range.

Example 10

Binding studies with purified extracellular PRLR domains using surface plasmon

resonance analysis

Binding affinities of antibody Mat3 were determined by surface plasmon resonance
analysis on a Biacore T100 instrument (GE Healthcare Biacore, Inc.). Antibodies were
immobilized onto a CMb5 sensor chip through an indirect capturing reagent, anti-human
lgG Fc. Reagents from the “Human Antibody Capture Kit” (BR-1008-39, GE Healthcare
Biacore, Inc.) were used as described by the manufacturer. Approximately 5000 RU
monoclonal mouse anti-human 1gG (Fc¢) antibody were immobilized per cell. Antibody
Mat3 was injected at a concentration of bug/ml at 10ul/min for 10 sec to reach a
capturing level of approximately 200 to 600 RU. Various concentrations (400 nM, 200
nM, 100 nM, 50 nM, 25 nM, 12.5 nM, 6.25 nM, and 3.12 nM) in HEPES-EP buffer (GE
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Healthcare Biacore, Inc.) of the ECD of human, monkey or murine PRLR were injected
over immobilized Mat3 antibody at a flow rate of 60 pl/min for 3 minutes and the
dissociation was allowed for 10 minutes. The ECDs of the human PRLR (SEQ ID NO:
12), of the monkey PRLR (SEQ ID NO: 11, after proteolytic removal of the Fc-His-tag
via Factor Xa digestion) and of the murine PRLR (SEQ ID NO: 13) represented
monovalent analytes. Sensograms were generated after in-line reference cell correction
followed by buffer sample subtraction. The dissociation equilibrium constant (Kp) was
calculated based on the ratio of association (kon) and dissociation rated (koff = kd)
constants, obtained by fitting sensograms with a first order 1:1 binding model using
BiaEvaluation Software. The monovalent dissociation constants (Kp, affinity) and

dissociation rates (kd = koff) values are shown in Table 1.

Example 11
Peptide scan

a) Peptide synthesis:

To reconstruct discontinuous epitopes of the target molecule SEQ ID NO. 12 from
amino acid position 1 to 210, the ECD of the human PRLR, a library of structured
peptides was synthesized. This was done using Pepscan’s proprietary Chemically
Linked Peptides on Scaffolds (CLIPS) technology (Timmerman et al., 2007, J. Mol.
Recognit. 20:283-99; Pepscan Therapeutics, Lelystad, Netherlands). CLIPS technology
allows to structure peptides into single loops, double-loops, triple loops, sheet-like folds,
helix-like folds and combinations thereof. CLIPS templates were coupled to cysteine
residues. The side-chains of multiple cysteines in the peptides were coupled to one or
two CLIPS templates. For example, a 0.5 mM solution of the T2 CLIPS template 1,3-bis
(bromomethyl) benzene was dissolved in ammonium bicarbonate (20 mM, pH
7.9)/acetonitrile (1:1(v/v}. This solution was added onto the peptide arrays. The CLIPS
template bound to side-chains of two cysteines as present in the solid-phase bound
peptides of the peptide-arrays (455 wells plate with 3 ul welis). The peptide arrays were
gently shaken in the solution for 30 to 60 minutes while completely covered in solution.
Finally, the peptide arrays were washed extensively with excess of H.O and sonicated
in disrupt-buffer containing 1 percent SDS/0.1 percent beta-mercaptoethanol in PBS
(pH 7.2) at 70°C for 30 minutes, followed by sonication in H20 for another 45 minutes.
The T3 CLIPS carrying peptides were made in a similar way but now with three

cysteines.
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b) Pepscan ELISA:

The binding of antibody Mat3 and of antibody HE06642 to each peptide was tested in a
PEPSCAN-based ELISA (Slootstra et al., 1996, Molecular Diversity 1: 87-96). The
peptide arrays were pre-incubated with 5% to 100%-binding buffer (1 hr, 20°C). The
binding buffer was composed of 1% Tween-80, 4% horse-serum, 5% Ovalbumin (w/v)
and was diluted with PBS. After washing the peptide arrays were incubated with primary
antibody solution (1 to 5 ug/ml) in PBS containing 1% Tween-80 (overnight at 4°C).
After washing, the peptide arrays were incubated with a 1/1000 dilution in 100% binding
buffer of an antibody peroxidase conjugate for one hour at 25°C (anti-human, humpo).
After washing, the peroxidase substrate 2,2’-azino-di-3-ethylbenzthiazoline sulfonate
(ABTS) and 2 microliters/milliliter of 3 percent H:O, were added. After one hour, the
color development was measured. The color development was quantified with a charge

coupled device (CCD) - camera and an image processing system.

¢) Data processing:

The raw data were optical values obtained by a CCD-camera. The values ranged from
0 to 3000 mAU, similar to a standard 96-well plate ELISA-reader. The results were
quantified and stored into the Peplab database. The binding values were extracted for
analysis. Occasionally a well contained an air-bubble resulting in a false-positive value,
the cards were manually inspected and any values caused by an air-bubble were

scored as 0.

d) Data analysis and representation:

A heat map is a graphical representation of data where the empirical values from
experimental data are organized in a two-dimensional map, and are then represented
as colors (Brinton, 1914, Graphic Methods for Presenting Facts, New York: The
Engineering Magazine Company; Gower and Digby, 1981, ), “Expressing complex
relationships in two dimensions” in Interpreting Multivariate Data, ed. Barnett, V.,
Chichester, UK: John Wiley & Sons, pp. 83-118.). For double-looped CLIPS peptides,
such a two-dimensional map could be derived from the independent sequences of the

first loop and the second loop.

For the target protein (ECD of human PRLR), the 29816 CLIPS peptides had sequences
that were effectively permutations of 54 unique sub-sequences, combined in two

sequential CLIPS loops. Thus, the observed Pepscan ELISA data could be plotted in a
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54x54 matrix, where each X coordinate was the amino acid sequence of the first loop,
and each Y coordinate was the amino acid sequence of the second loop. For each XY
coordinate in the matrix, the Pepscan ELISA value was placed that is derived from the
peptide with sequence X+Y. To further facilitate the visualization, Pepscan ELISA
values were replaced with colors from a continuous gradient. In this case, extremely low
values were colored green, extremely high values were colored red, and average
values were colored black. When this color map was applied to the described data
matrix, a color heat map resulted. The peptides revealing the most striking differences
in the ELISA results between the antibodies Mat3 and HE(06642 were selected based
on these heat map representation. For these peptides, each ELISA signal value was
processed for representation in a bar plot (Figure 8A and 8B). Each plotted value
represented the average value obtained for 54 peptides with S.E.M (standard error of
mean). The data was normalized to average over the entire 2016 peptide dataset and

corrected for background signal.

Figure 8A shows the ELISA results for a subset of peptides ranging from amino acids
103-PDPPLELAVEVKQPE-117 indicated as ‘1177 on the X-axis to 127-
WSPPTLIDLKTGWFT-141 (indicated as ‘1471’). I. e. these peptides, which were shifted
by three amino acids along the ECD amino acid sequence, cover the region from amino
acid position 103 to 141 of the ECD of human PRLR. The strongest differences
observed within this dataset are for peptide 109-LAVEVKQPEDRKPYL-123 (indicated
as '123) with a significance p-value of 4x10'2, and for peptide 121-
PYLWIKWSPPTLIDL-135 (indicated as ‘135’) with a significance p-value of 7x104°,

Figure 8B shows the ELISA results for a subset of peptides ranging from 139-
WFTLLYEIRLKPEKA-153 (indicated as ‘153 on the X-axis) to 163-
QQTEFKILSLHPGQK-177 (indicated as “177’). |. e. these peptides, which were shifted
by three amino acids along the ECD amino acid sequence, cover the region from amino
acid position 139 to 177 of the ECD of human PRLR. The strongest differences
observed within this dataset are for peptide 148-LKPEKAAEWEIHFAG-162 (indicated
as '162") with a significance p-value of 6x10%%, and for peptide 160-
FAGQQTEFKILSLHP-174 (indicated as ‘174’) with a significance p-value of 8x10.

These data demonstrate that both antibodies bind to the S2 subdomain of the ECD of
human PRLR (amino acid 101 to 210) and therefore are non-competitive to the natural
ligand PRL which mainly binds to the S1 domain. However, this peptide scan showed
that there are differences in binding to the S2 domains between Mat3 and HE06642.
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This finding indicates why the antibody Mat3 shows a different species-specificity and

potency compared to HE06642.

Example 12

Inhibition of luciferase reporter gene activity in HEK293 cells stably transfected with the

human and murine PRLR

To further analyze the jn vitro activity of the neutralizing PRLR antibody Mat3 on the
human and the murine PRLR, a reporter gene assay was used. HEK293 cells stably
transfected with the murine PRLR were transiently transfected with a luciferase reporter
gene under the control of LHRESs (lactogenic hormone response elements) . Afterwards,
cells were seeded at a density of 20000 cells per well (80 ul) on a 96-well plate in
DMEM High Glucose medium with 4,5g/L glucose, 2mM Glutamax, 0.5% FCS, and 1%
Penicillin/Streptomycin. The next day 200 ng/m! human prolactin (10 pl) with and
without increasing doses of test antibodies (10 ul) were added. Twenty-four hours later,
luciferase activity was determined. For comparison, the antibody HE06642 and a non-
specific antibody targeting choleratoxin called CTX were also tested. All antibodies were

tested as IgG1 molecules (Figure 13A and 13B).

Example 13

Binding studies with purified extracellular PRLR domains using surface plasmon

resonance analysis

Binding affinities of antibodies Mat3 and HE06642 were determined by surface plasmon
resonance analysis on a Biacore T100 instrument (GE Healthcare Biacore, Inc.) in
paraliel. Antibodies were immobilized onto a CM5 sensor chip through an indirect
capturing reagent, anti-human IgG Fc. Reagents from the “Human Antibody Capture
Kit" (BR-1008-39, GE Healthcare Biacore, Inc.) were used as described by the
manufacturer. Approximately 5000 RU monoclonal mouse anti-human IgG (Fc)
antibody were immobilized per cell. Each test antibody was injected at a concentration
of 5ug/ml at 10pl/min for 10 sec to reach a capturing level of approximately 200 to 600
RU. Various concentrations (400 nM, 200 nM, 100 nM, 50 nM, 25 nM, 12.5 nM, 6.25
nM, and 3.12 nM) in HEPES-EP buffer (GE Healthcare Biacore, Inc.) of the ECD of
human, monkey or murine PRLR were injected over the immobilized test antibody at a
flow rate of 60 pl/min for 3 minutes and the dissociation was allowed for 10 minutes.
The ECDs of the human PRLR (SEQ ID NO: 12), of the monkey PRLR (SEQ ID NO:

11, after proteolytic removal of the Fc-His-tag via Factor Xa digestion) and of the murine
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PRLR (SEQ ID NO: 13) represented monovalent analytes. Sensograms were generated
after in-line reference cell correction followed by buffer sample subtraction. The
dissociation equilibrium constant (KD) was calculated based on the ratio of association
(kon) and dissociation rated (koff = kd) constants, obtained by fitting sensograms with a

first order 1:1 binding model using BiaEvaluation Software (see Table 7).

Table 7: Monovalent dissociation constants and dissociation rates of purified
extracellular domains of human, monkey and murine PRLR (expressed in HEK293
cells) determined for Mat3 and HE06.642 by surface plasmon resonance

Human PRLR Monkey PRLR Murine PRLR

Ko [M] Kd [1/s] Ko [M] Kd [1/s] Ko [M] Kd [1/s]
Mat3 1.3x109 | 4.14x10* | 9.6 x10° 1.02x10% | 0.4x10° | 1.64x104
HEO06.642# | 0.8x10° | 5.33x104 | 17 x10° 5.79x10% | 15.0x10° | 9.10x103

#The affinities disclosed for HE06642 in W02008/022295 are Kp (human PRLR) =
2.6x10° M, Kp (monkey PRLR) =38.9 x 10° M, and Kp (murine PRLR) = 2.7 x 10° M.

As shown in Table 7, Mat3 exhibits improved affinities to monkey and murine PRLR
compared to HE06.642. The improved cell binding and antiproliferative activity of Mat3
on human PRLR is not reflected by improved affinity to hPRLR compared to HE(06.642.
Despite binding to the purified ECD of murine PRLR, HE06.642 does not bind celis or
inhibits proliferation of cells expressing the murine PRLR (Figure 10 and 14, Table 8). In
contrast, Mat3 blocks cell proliferation in nanomolar to subnanomolar scale in all three

species.

Additionally, the soluble ECD-PRLR (SEQ ID NO: 12) was captured on the surface via
the immobilized test antibodies Mat3 and HE06642, therefore, the epitope of the
capture antibody was blocked for all bound ECD-PRLR molecules. Human PRL was
immediately passed over the surface to bind to the immobilized ECD-PRLR. This way, it
could be measured whether PRL bound the ECD-PRLR, although the ECD is captured
by the test antibody.

It could be observed that PRL binds the ECD-PRLR independently from binding to Mat3

and HEO06.642. Thus, both antibodies do not compete with the natural ligand PRL on
ECD-PRLR..
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Example 14
Cell-binding studies of antibodies on various cell lines expressing human, mouse and

monkey PRLR
A cell binding study was performed with antibody Mat3 and HE(06642 as well as a

choleratoxin-specific isotype control, all being in IgG1 format. The tested cell lines were
HEK293 cells stably expressing human and mouse PRLR, respectively, the human
breast cancer cell line T47D as well as the Ba/F cell lines expressing human, mouse
and rhesus monkey PRLR. The cell binding was determined by flow cytometry on the
above mentioned cells. The cells were harvested, centrifuged and resuspended at
approximately 2x108 cells/ml in 1xPBS containing 3% FBS and 0.05 % sodium azide
(FACS buffer). Each test antibody was diluted to 2-fold final concentration in FACS
buffer and added to appropriate sample wells (50 pl / well). For secondary antibody and
autofluorescence controls, 50 ul FACS buffer was added to appropriate wells. 50 pl of
cell suspension was added to each sample well. Samples were incubated at 4°C for
one hour, washed twice with cold FACS buffer and resuspended in FACS buffer
containing PE-conjugated goat anti-human 1gG at a 1:100 dilution. Following a 30 min
incubation at 4°C, cells were washed twice with cold FACS buffer, resuspended in
FACS buffer containing 1 mg/ml propidium iodide (invitrogen, San Diego, CA) and

analyzed by flow cytometry.

The obtained data are shown as dose-response curves in Figure 14. From these curves
EC50 values were deduced indicating the cell binding potencies (Table 8). In
conclusion, the data indicate the superior cell binding properties of Mat3 compared to

HEQ06.642 across the different PRLR-expressing cell lines.
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Table 8: Cell binding potency of neutralizing PRLR antibodies Mat3 and He06.642
in lgG1 format on cells expressing PRLR from human, mouse and monkey
deduced from flow cytometry

# Cell line Cell binding (ECso [M])
Mat3 HE06.642

A HEK293-human PRLR 0.8x10° 1.6 x 10°

B HEK293-murine PRLR 0.1x10° =¥

c HEK293 w/o PRLR -+ -*

D Human T47D 0.4x10° 0.8x10°

E BaF3-rhesus PRLR 1.2x10° 3.2x10°

F BaF3-human PRLR 0.1x10°9 0.2x10°9

G BaF3-mouse PRLR 0.2x10° -+

“no significant binding; # dose-response diagrams in Figure 14
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Claims:

1.

4.

5.

Antibody Mat3 or antigen-binding fragments thereof which antagonize prolactin
receptor-mediated signalling, whereby the antibody comprises a variable heavy
region corresponding with a nucleic acid sequence according to SEQ ID NO: 3,
and an amino acid sequence according to SEQ ID NO: 1, and a variable light
region with a nucleic acid sequence according to SEQ ID NO: 4, and an amino

acid sequence according to SEQ 1D NO: 2.

Antibody Mat3 or antigen-binding fragment thereof according to claim 1
comprising the CDRs of the antibody of claim 1, whereby
the variable heavy chain contains the CDR sequences corresponding to
SEQ ID NO: 5, 6 and 7 and the variable light chain contains the CDR
sequences corresponding to SEQ ID NO: 8, 9, and 10.

Antibody according to claim 1 to 2, whereby the antibody consists of an antigen-
binding region that binds specifically to one or more regions of the extracellular
domain of PRLR from human, monkey and mouse, and whereby the amino acid
sequences of the human PRLR are depicted by the amino acid sequences from
position 1 to 210 of SEQ ID NO: 12 and human polymorphic variants of SEQ ID
NO: 12, by the amino acid sequences from position 1 to 210 of the monkey
PRLR according to SEQ ID NO: 11 and of the mouse PRLR according to SEQ
ID NO: 13.

Antibody according to claim 3, whereby the affinity to the extracellular domain of
PRLR from human, monkey and mouse is at least 100 nM, preferably less than
about 100 nM, more preferably less than about 30 nM, even more preferred with

an affinity of less than about 10 nM.

Antibody according to claim 1 to 2, whereby the antibody consists of an antigen-
binding region that binds specifically to one or more regions of the extracellular
domain of human PRLR and whereby the affinity is at least 10 nM, more

preferable less than about 1nM.



WO 2012/163932 PCT/EP2012/060078

10

15

20

25

30

35

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

72

Antibody of claim 1 to 5 wherein the heavy chain constant domains determine a
modified or unmodified IgG1, 1gG2, 1gG3 or IgG4.

An isolated nucleic acid sequence encoding an antibody or antigen-binding

fragment according to any of the claims 1 to 6.

An isolated nucleic acid sequence according to claim 7, whereby the nucleic

acid sequences are corresponding to Seq ID NO: 3and 4. .

Expression vector comprising a nucleic acid sequence of claim 7 or 8.

Host cell comprising the vector of claim 9 or a nucleic acid molecule of claim 7
or 8, whereby the host cell can be a higher eukaryotic host cell, such as a
mammalian cell, a lower eukaryotic host cell, such as a yeast cell, and may be a

prokaryotic cell, such as a bacterial cell.

A method of using the host cell of claim 10 to produce an antibody or antigen-
binding fragment, comprising culturing the host cell of claim 10 under suitable

conditions and recovering said antibody.

An antibody or antigen-binding fragment produced by the method of claim 11.

An antibody or antigen-binding fragment of any of claims 1 to 6 that is purified to

at least 95% homogeneity by weight.

An antibody or antigen-binding fragment according to claims 1 to 6 as a

medicament.

A pharmaceutical composition comprising the antibody or antigen-binding
fragment according to claim 1 to 6 and a pharmaceutically acceptable carrier

comprising excipients and auxiliaries.

Kits comprising an antibody of claim 1 to 6 comprising a therapeutically effective
amount of antibody Mat3, packaged in a container, said kit optionally containing

a second therapeutic agent, and further comprising a label attached to or
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17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

73

packaged with the container, the label describing the contents of the container
and providing indications and/or instructions regarding the use of the contents of
the container to treat endometriosis, adenomyosis, benign breast disease and
mastalgia, lactation inhibition, hyper- and normoprolactinemic hair loss, benign
prostate hyperplasia, fibroids or for use in non-hormonal female contraception or
to treat women under combined hormone therapy (i.e. estrogen plus progestin
therapy) to inhibit mammary epithelial cell proliferation or for treatment and

prevention of antiestrogen-resistant breast cancer.

Antibody or antigen-binding fragment according to claim 1 to 6 for use in a
method of treatment and/or prevention of endometriosis and adenomyosis

(endometriosis interna).

Use of an antibody or antigen-binding fragment according to any of claims 1 to 6

for manufacture of a medicament for female contraception.

Antibody or antigen-binding fragment according to claim 1 to 6 for use in a

method of treatment of benign breast disease and mastalgia.

Antibody or antigen-binding fragment according to claim 1 to 6 for manufacture

of a medicament for lactation inhibition.

Antibody or antigen-binding fragment according to claim 1 to 6 for use in a

method of treatment of benign prostate hyperplasia.

Antibody or antigen-binding fragment according to claim 1 to 6 for use in a

method of treatment of hyper- and normoprolactinemic hair loss.

Use of an antibody or antigen-binding fragment according to any of claims 1to 6
for manufacture of a medicament for treatment of women receiving combined

hormone therapy.

Use according to claim 23, whereby the combined hormone therapy is an

estrogen plus progestin therapy.
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25. Antibody or antigen-binding fragment according to claim 1 to 6 for use in a

method of treatment or prevention of antiestrogen-resistant breast cancer.

5 26. Pharmaceutical composition accords to claim 15 comprising PRLR antibodies or
antigen-binding fragment according to claim 1 to 6, in combination with at least

one other agent.

10
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FIGURES

Figure 1: Expression of prolactin in eutopic endometrium from patients and healthy

controls and in endometriotic lesions
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Figure 2: Expression of the prolactin receptor in eutopic endometrium from patients and

healthy controls and in endometriotic lesions
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Figure 3: Effect of neutralizing PRLR antibody Mat3 in a hyperprolactinemic mouse
model of benign breast disease
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Figure 3: Effect of neutralising PRLR antibody Mat3 in a hyperprolactinemic mouse
model of benign breast disease
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Figure 4: Kabat Numbering of framework amino acid positions according to Johnson
and Wu (Nucleic Acids Res. 2000, 28, 214-218)
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Figure 5A
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Figure 6A
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El anticuerpo neutralizador del receptor de prolactina Mat3
y su uso terapéutico

La presente invencidn se relaciona con el anticuerpo contra
el receptor de prolactina Mat3. En ella, se proveen regio-
nes de unidén al antigeno del anticuerpo Mat3 y fragmentos
funcionales recombinantes que contienen regiones de unidn
al antigeno como las mencionadas, que pueden unirse especi-
ficamente al receptor de prolactina y neutralizarlo. En la
presente también se proveen secuencias de 4cidos uncleicos
que codifican anticuerpos como los que se describieron con
anterioridad, vectores que los comprenden, composiciones
farmacéuticas que los contienen y su uso en el tratamiento
o la prevencidén de la endometriosis o de otras enfermedades
que podrian beneficiarse a través de la inhibicidén de 1la
seflalizacidén que es mediada por el receptor de prolactina.
La prolactina (PRL) es una hormona polipeptidica que esté
compuesta por 199 aminodcidos. La PRL pertenece a la fami-
lia de los polipéptidos gue actuan como hormonas del creci-
miento (GH) o como lactdégenos placentarios (PL). Es sinte-
tizada en las células lactotrdficas de la pituitaria y en
diversos tejidos extrapituitarios, tales como los linfoci-
tos, las células del epitelio mamario, el miometrio y la
prostata. Dos promotores diferentes regulan la sintesis de
PRL en la pituitaria y fuera de ella (BioEssays 28:1051-
1055, 2006).

La PRL puede unirse al receptor de la PRL (PRLR), gque es un
receptor transmembrana individual que pertenece a la super-—
familia de los receptores de citoguinas de la clase 1 (En-

docrine Reviews 19:225-268, 1998). El1l PRLR puede existir



como tres isoformas diferentes, la isoforma corta, la iso-
forma larga y la isoforma intermedia, que pueden distin-
guirse sobre la base de la longitud de sus colas citoplas-
maticas. Cuando tiene lugar la unién al ligando, se desen-
cadena un proceso que da como resultado la activacién del
PRLR. La PRL interactta con una molécula del PRLR a través
del sitio de unidén 1, después de lo cual se une a una se-
gunda molécula receptora a través del sitio de unidén 2, con
lo que se obtiene un dimero activo de PRLR. La dimerizacidn
del PRLR da como resultado una activacidén notable de la via
JAK/STAT (es decir, la via de las qguinasas, los transducto-
res de sefales y los activadores de la transcripcidn
Janus). Una vez que el receptor se dimeriza, las JAK (pre-
dominantemente JAK2) que estan asociadas al receptor, se
transfosforilan y se activan mutuamente. A su vez, el PRLR
también se fosforila y puede unirse a las proteinas dque
contienen el dominio SH2, como es el caso de los STAT. Pos-
teriormente, los STAT que estdn unidos a los receptores se
fosforilan, lo que da como resultado su separacién de di-
chos receptores y su translocacidén hacia el nucleo, en el
cual estimulan la transcripcidén de diversos genes blanco.
También se ha informado que los PRLR inducen la activacién
de la via Ras—-Raf-MAPK y la activacidén de la gquinasa cito-
plasmatica src (para hallar una revisidn, véase Endocrine
Reviews 19: 225-268, 1998).

La sefializacidén que es mediada por el PRLR ocurre en diver-
sos procesos, tales como el desarrollo de las glandulas ma-
marias, la lactancia, la reproduccidn, el desarrollo de los

tumores en las mamas y en la proéstata, las enfermedades au-



toinmunes, el crecimiento y el metabolismo en general y la
modulacién inmune (Endocrine Reviews 19: 225-268, 1998; An-
nu. Rev. Physiol. 64: 47-67, 2002).

En la actualidad, no hay medicaciones disponibles con las
que pueda producirse una interferencia completa en la seha-
lizacién que es mediada por el PRLR, aparte de la inhibi-
cién de la secrecidén de la PRL en la pituitaria, para 1lo
cual puede emplearse bromocriptina y otros agonistas del
receptor de dopamina del tipo 2 (Nature Clinical Practice
Endocrinology and Metabolism 2(10): 571-581, 2006). Sin em-—
bargo, estos agentes no suprimen la sintesis de la PRL fue-
ra de la pituitaria, que en efecto puede servir para com-—
pensar la inhibicién de la sintesis de la PRL en la pitui-
taria y puede anular practicamente cualgquier interrupcidn
en la seflalizacidédn que es mediada por el PRLR (Endocrine
Reviews 19:225-268, 1998). Por lo tanto, no resulta sor-
prendente que los agonistas del receptor de dopamina del
tipo 2 no hayan producido beneficios en aquellos pacientes
que padecian canceres de mama o enfermedades autoinmunes en
las cuales se ha indicado que participa la prolactina, ta-
les como el lupus sistémico o la artritis reumdtica (Breast
Cancer Res. Treat. 14:289-29, 1989; Lupus 7:414-419, 1998).
La sintesis de prolactina a nivel local, es decir, en las
células de las mamas o en los linfocitos, cumple una fun-
cidén fundamental en los carcinomas en las mamas O en las
enfermedades autoinmunes, respectivamente, y no puede ser
blogqueada por medio de agonistas de los receptores de dopa-
mina.

En WO2003/004989 (de Millenium Pharmaceuticals) se descri-



bieron por primera vez anticuerpos gque podian unirse al
PRLR para diagnosticar el cancer de mama, asi como nume-—
rosos genes y proteinas que podian inducir la sobre-
expresidén del PRLR en diversos tejidos tumorales en las ma-
mas. Méas aun, se indicdé que estos anticuerpos podrian ser-
vir como marcadores apropiados para detectar los desarro-
1llos malignos.

En WO03/008583 se describen genes y proteinas, que incluyen
el PRLR, que estdn asociados a diversos carcinomas, parti-
cularmente a diversos linfomas y a diversas leucemias.
Ademas, en W0O2006/110585 (de Novartis) se indica que la so-
breexpresién del PRLR puede utilizarse como indicador del
cancer, y que los anticuerpos especificos contra el PRLR
pueden ser utiles en el contexto del diagndéstico y el tra-
tamiento del cdncer de mama y de otros cdnceres (tales como
el cdncer de pulmdn, el céncer de préstata y el cdancer de
piel). Se reivindican anticuerpos monoclonales gque presen-—
tan una actividad antagdénica, ya gue pueden bloquear la ex-—
presidén del PRLR en las células de cancer de mama MCF7 y
pueden inducir la fosforilacidén de STATS5 y de la MAPK en
diversas lineas de células de cadncer de mama, tales como
T47D. Sin embargo, no se proveen evidencias de que estos
anticuerpos monoclonales puedan inhibir la proliferacidn de
las células cancerosas en las mamas ni se describen anti-
cuerpos concretos.

La primera evidencia in vivo del concepto de que los anta-
gonistas del PRLR pueden interferir con éxito en el desa-
rrollo del cancer de mama fue publicada en 1988. En un mo-

delo de tumores de mama DMBA en ratones, con un anticuerpo



monoclonal contra el PRLR fue posible reducir la incidencia
de tumores en las mamas (Am. J. Pathol. 133:589-595,1988).
En 2007/0269438 (de Biogen) se describieron por primera vez
anticuerpos contra el PRLR que podrian usarse para prevenir
o tratar el cdncer de mama. Se indicd que los productos de
la expresidén en cinco lineas de hibridomas (que eran anti-
cuerpos) podian unirse con gran afinidad a las lineas de
células cancerosas de las mamas T47D y MCF7, y que de esta
manera podian bloquear la seflalizacidén que es mediada por
la PRL (es decir, la fosforilacién de STATS5, de la MAPK y
de la AKT). Sin embargo, no se proveen evidencias in vivo
de este concepto. Tampoco se proveen evidencias mas deta-
lladas, particularmente en el contexto de los cdnceres dgue
se tornan independientes de los agentes antiestrogénicos.
En WO 2008/022295 (de Novartis) se describe un segundo con-
junto de anticuerpos monoclonales especificos contra el
PRLR, asi como sus secuencias primarias. Aunque se indica
que estos anticuerpos pueden ser usados como agentes tera-
péuticos para tratar el cancer de mama, el cancer de pulmdn
y el cancer de prdstata, tan solo se emplea un modelo basa-
do en un linfoma para comprobar el efecto antiproliferativo
de estos agentes in vivo.

Por otro lado, los antagonistas peptidérgicos del PRLR que
derivan de la prolactina y gque presentan una supresidén en
el extremo N y una mutacidén puntual (p.ej., la prolactina
deltal-9G129R) también se comportan como antagonistas del
PRLR. Sin embargo, estos antagonistas presentan una vida
media breve (de 15-20 minutos) y una potencia baja en com-

paracidén con la prolactina (Pituitary 6:89-95,2003). Sobre



la base de esto, puede concluirse que los anticuerpos neu-
tralizadores del PRLR son superiores, especialmente en el
contexto de la inhibicidén de la seflalizacidén autocrina in-
crementada de la prolactina, qgque cumple una funcidén impor-
tante en el cédncer de mama y en el céancer de prdstata.
También se analizdé la participacidén de la sehalizacidén me-
diada por el PRLR en el contexto de la endometriosis benig-
na. En un estudio en el que se analizdé el patrdén de expre-
sién del PRLR en muestras de endometrio y de endometrio eu-
tdépico obtenidas de pacientes que padecian endometriosis
(Acta Obstet. Gynecol. Scand. 81:5-10, 2002) durante la fa-
se proliferativa media/tardia del ciclo menstrual, se com-
probdé que el ARNm del PRLR estaba presente en el endometrio
eutdépico de 79% de los pacientes, y también se demostrd que
dicho ARNm estaba ausente en las lesiones en el endometrio
de 86% de los pacientes. Sobre la base de estos datos, pue-
de concluirse que es posible que en el tejido afectado por
la endometriosis haya una regulacidén de la expresién del
PRLR diferente de la que se observa en el tejido normal.
Sin embargo, sobre la base de los datos relacionados con la
expresidén, no puede concluirse que la inhibicién del PRLR
represente una terapia apropiada para la endometriosis, es-—
pecialmente debido a que no fue posible detectar la expre-
sién del PRLR en las lesiones provocadas por la endometrio-
sis (Acta Obstet. Gynecol. Scand. 81:5-10, 2002).

En conclusidén, aungque se ha demostrado que la seflalizacién
que es mediada por el PRLR cumple una funcién determinante
en diversos procesos en las células, hay pocos resultados,

mads bien contradictorios, con relacidédn al valor terapéutico



del antagonismo del PRLR en el contexto del tratamiento de
la mayor parte de las enfermedades benignas, incluyendo la
endometriosis.

En diversos trabajos, se ha sugerido la posibilidad de que
el PRLR cumpla una funcidén importante en el desarrollo del
cancer de mama, por lo que, en principio, los antagonistas
potentes del PRLR podrian ser agentes apropiados para de-
mostrar el valor terapéutico de la inhibicidén del PRLR en
el contexto del tratamiento del cdncer de mama. Aun asi, no
se han descripto demostraciones in vivo de que el bloqgueo
del PRLR efectivamente dé como resultado la inhibicidén del
crecimiento de los tumores (excepto en el contexto del tra-
tamiento de los linfomas y de la inhibicidén del desarrollo
del céancer de mama) ni de la posibilidad de usar los anti-
cuerpos que antagonizan el PRLR en el tratamiento de las
enfermedades benignas que podrian beneficiarse a través del
blogqueo de dicha sefalizacidén que es mediada por el PRLR.
Por lo tanto, los anticuerpos disponibles en la actualidad
no pueden usarse en modelos predictivos en los cuales pue-—
dan basarse los estudios conceptuales.

En este contexto, existe la necesidad de anticuerpos dque
puedan unirse con una afinidad elevada al PRLR humano, de
mono o de ratdén, sin que compitan con la PRL, de manera tal
que puedan neutralizar la seflalizacidén mediada por el PRLR
en estos tres grupos de especies. De disponerse de estos
anticuerpos, seria posible llevar a cabo estudios concep-
tuales en ratones y en monos, mediante el uso de dosis ra-
zonables.

Por consiguiente, el objetivo de la presente invencidn era



proveer nuevos anticuerpos contra el PRLR que pudieran
usarse en modelos predictivos en los cuales pudieran basar-
se los estudios conceptuales. En este contexto, los anti-
cuerpos también tendrian gque poder usarse para tratar aque-
llas enfermedades benignas que pudieran beneficiarse a tra-
vés del bloqueo de dicha sefalizacidén que es mediada por el
PRLR.

Este objetivo se cumple con el nuevo anticuerpo Mat3.
Recientemente, a través de diversos andlisis basados en la
unidén en células y sobre la base de diversos estudios bio-
quimicos, ha sido posible comprobar que este anticuerpo
presenta una especificidad y una afinidad sorprendentes por
el PRLR humano y que no compite con la PRL, por lo que sir-
ve para neutralizar la sefalizacidén mediada por el PRLR en
los tres grupos de especies, en contraste con los anticuer-
pos que se describen en WO 2008/022295, tales como HE06642,
que tampoco compiten con la PRL. De esta manera, este anti-
cuerpo puede ser de utilidad para poner en practica estu-
dios conceptuales preclinicos en ratones o en monos, me-—
diante el uso de dosis razonables. Mas aun, se ha demostra-
do que con este anticuerpo puede obtenerse un beneficio te-
rapéutico en los sujetos, ya que se trata de un anticuerpo
mas potente, gque se encuentra relacionado mas estrechamente
con las secuencias de la linea germinal humana, por lo que
presenta un mejor perfil de efectos colaterales y un menor
riesgo de desencadenar una reaccidén inmune, particularmente
en comparacién con los anticuerpos que se describen en WO
2008/022295, tales como HE06642, que tampoco compiten con

la PRL.



El anticuerpo novedoso Mat3 reacciona con los PRLR de di-
versas especies, tales como Macaca mulatta (el macaco),
Macaca fascicularis (el mono cangrejero), Mus musculus (el
ratén) y Homo sapiens (el ser humano). Esto denota que la
afinidad (el valor de la Kp) y el valor de la ECsp de dicho
anticuerpo sobre el PRLR humano, de mono y de ratdn es me-
nor que 10 x 107? M (véanse la tabla 1 y los ejemplos 9, 10,
13 yv 14), y que el valor de la ICsp en el contexto de la in-
hibicién de la proliferacidén es inferior a 20 x 102 M
(véanse los ejemplos 1 a 3). La presente invencidn se basa
en el descubrimiento de que el anticuerpo novedoso Mat3
puede servir para obtener un beneficio terapéutico en 1los
sujetos (la secuencia del anticuerpo novedoso se describe
en SEQ ID N° 1-10). El anticuerpo de la invencidn, que mas
preferiblemente es un anticuerpo humano completo, cuya se-—
cuencia es muy cercana a la de la linea germinal humana,
pero que también puede ser un anticuerpo humanizado, un an-
ticuerpo quimérico o una variante modificada merced a la
intervencidén humana que comprende las CDR de la versidén hu-
mana completa, puede usarse en diversos contextos, los cua-
les se describirdn con mayor detalle mas adelante.

Para demostrar la superioridad que presenta dicho anticuer-
po en el contexto de la potencia y la reactividad en el ser
humano, en el mono y en el ratdén, en comparacidén con el an-
ticuerpo humano bien caracterizado que se describe en WO
2008/022295, HE06642, se llevaron acabo estudios basados en
la proliferacién (ejemplos 1-3). Los anticuerpos de los an-
tecedentes técnicos que se describen en la presente,

HEO6642, HE06.642 y 06.642, contienen dominios wvariables
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gque tienen las secuencias de SEQ ID N° 14 y 15, que son
idénticas a la secuencia de he06.642-2, gque se describe en
WO 2008/022295.

El anticuerpo Mat3 fue caracterizado en diversos sistemas
celulares para determinar su especificidad y su potencia en
numerosas especies, asi como su eficacia en distintos para-
digmas de analisis, en el contexto de la inactivacidén de 1la
seflalizacién y la proliferacidédn gque son mediadas por el
PRLR. Los andlisis de la proliferacidén se llevaron a cabo
en lineas de células Ba/F que habian sido transfectadas de
manera estable con un PRLR humano (véase el ejemplo 1), con
un PRLR murino (véase el ejemplo 2) o con un PRLR de macaco
(véase el ejemplo 3). El1 anticuerpo Mat3 inhibidé por com-
pleto la proliferacidn de las células en las que se expre-
saba el PRLR humano, murino o de macaco (ejemplos 1-3). E1
anticuerpo HE06642 (WO 2008/022295) no presentd actividad
sobre las células en las que se expresaba el PRLR murino.
En comparacién con el anticuerpo Mat3, el anticuerpo
HE06642 presentd una actividad muy reducida sobre las célu-
las en las que se expresaba el PRLR de macaco. El anticuer-
po Mat3 también presentd una potencia superior sobre el
PRLR humano que el anticuerpo humano HE06.642. También hay
evidencias de que Mat3 inhibe la proliferacidn de las célu-
las de 1linfoma de rata NB2Z2 con una potencia mayor gue
HE06422. Ademéds de los andlisis basados en la proliferacidn
celular, se pusieron en practica ensayos en los que se usd
una enzima luciferasa como indicador y una linea de células
HEK293 que habian sido transfectadas de manera estable con

un PRLR humano o murino (véase el ejemplo 12) y que habian
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sido transfectadas de manera transitoria con un gen indica-
dor que codificaba la luciferasa, bajo el control de 1los
LHRE (los elementos que participan en la respuesta a las
hormonas lactogénicas). Mediante el uso de estos sistemas,
fue posible confirmar que hay un elemento promotor que de-
pende de la seflalizacién que es mediada por el PRLR que se
desactiva en presencia del anticuerpo Mat3. De esta manera,
se comprobd una vez mas la incapacidad del anticuerpo
HE06.642 de Dbloquear de manera eficiente la seflalizacidn
mediada por el PRLR en ratones.

Sobre la base de lo anterior, puede concluirse que el anti-
cuerpo Mat3 es apropiado para analizar la inhibicién de 1la
sefializacidén que es mediada por el PRLR en modelos basados
en ratones O en monos.

El anticuerpo de acuerdo con la presente invencidn contiene
dominios variables que son mds similares a los que estan
codificados por los genes de la linea germinal humana, en
comparacién con el anticuerpo HE06642. En la figura 6 se
ilustra que los dominios VH y VL del anticuerpo de acuerdo
con la presente invencidén son 90% idénticos a los que codi-
fican los genes de las cadenas respectivas de la linea ger-
minal humana (véase Retter, I., Althaus, H. H., Munich, R.,
Miller, W.: VBASE2, an integrative V gene database. Nucleic
Acids Res. 1° de Enero de 2005; 33:D671-4). HE06642 presen-
ta una identidad de 89% con las secuencias de la linea ger-—
minal del dominio VH, pero su identidad con VBASE2 es de
apenas 80%. Sobre la base de este descubrimiento, puede
concluirse que el anticuerpo de acuerdo con la presente in-

vencidn, Mat3, es mas apropiado para aplicarlo en el trata-
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miento de los pacientes, ya que resulta menos inmunogénico.
A través de los estudios basados en la unién de Mat3 y de
HEO6642 a los dominios extracelulares de los PRLR humano,
de mono y de ratdén, se demostrd que los dos anticuerpos
pueden interactuar con estos dominios en formas purificadas
(véanse el ejemplo 10 y la tabla 1 mds adelante). Sin em-
bargo, cuando estos dominios fueron expuestos en la super-—
ficie de las células, se determindé que habia diferencias
mas pronunciadas entre el anticuerpo Mat3 y el anticuerpo
HEO6642. Vale destacar que HE06642 no se unié al PRLR mu-
rino expresado en las células Ba/F, en contraste con el an-
ti-cuerpo Mat3 (véanse la tabla 2, la figura 5 y el ejemplo
9). Este descubrimiento es consistente con la observacién
de gque el anticuerpo Mat3 bloquea la sefializacidén y la pro-
liferacidén que son mediadas por el PRLR en los ratones, en
contraste con el anticuerpo HE06642. Mediante un andlisis
que se llevd a cabo con el dominio extracelular del PRLR
humano en una forma purificada o expresado en la superficie
de las células, fue posible demostrar que el anticuerpo
Mat3 puede unirse al subdominio S2 (véase el ejemplo 11),
al igual que el anticuerpo HE06642 (véase la descripcién
precedente en WO 2008/022295). Con este andlisis, también
se demostrdé que habia diferencias en la unidén a los domi-
nios S2 entre los anticuerpos Mat3 y HE06642 (figura 8).
Recientemente se informdé que las diferencias en la unién
que habian presentado estos anticuerpos podian usarse como
un fundamento para explicar las diferencias que habia entre
sus propiedades (Niederfellner et al., Blood., 28 de Marzo

de 2011: 10.1182/blood-2010-09-305847). A partir de estos
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andlisis, fue posible elucidar las causas de las diferen-
cias que hay en la especificidad y en la potencia entre el
anticuerpo Mat3 y el anticuerpo HE06642.

Se provee el anticuerpo monoclonal humano Mat3, de acuerdo
con la tabla 5 (SEQ ID N° 1-10), o un fragmento de unidn al
antigeno de éste, gue antagoniza la sehalizacidén que es me-
diada por el receptor de prolactina. El anticuerpo puede
unirse especificamente al dominio extracelular (ECD) del
PRLR (SEQ ID N° 12) o a las variantes polimérficas humanas
de SEQ ID N° 12, tales como las variantes I146L e 176V, que
se describen en PNAS 105 (38), 14533, 2008, y en J. Clin.
Endocrinol. Metab. 95 (1), 271, 2010. Mas aun, el anticuer-
po puede unirse especificamente al dominio extracelular
(ECD) del PRLR de macaco y de mono cangrejero (SEQ ID N°
11) yv al PRLR murino (SEQ ID N° 13).

En una forma de realizacidén, se describe el anticuerpo hu-
mano Mat3, una variante humanizada, modificada merced a la
intervencidén humana o quimérica de éste o un fragmento de
unidén al antigeno de éste, donde el anticuerpo comprende
una regidén variable de la cadena pesada que tiene una se-
cuencia de &cido nucleico de acuerdo con SEQ ID N° 3 y una
secuencia de aminodcidos de acuerdo con SEQ ID N° 1, asi
como una regidén variable de la cadena liviana que tiene una
secuencia de 4dcido nucleico de acuerdo con SEQ ID N° 4 vy
una secuencia de aminodcidos de acuerdo con SEQ ID N° 2,
que antagoniza la sefializacidén que es mediada por el recep-
tor de prolactina.

En una forma de realizacidén, se describe un anticuerpo o un

fragmento de unidén al antigeno que comprenden las CDR que
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se describieron en el parrafo anterior, donde la regidén va-
riable de la cadena pesada contiene CDR gue comprenden se-—
cuencias de acuerdo con SEQ ID N° 5, 6 y 7 y la regidn va-
riable de la cadena liviana contiene CDR que comprenden se-—
cuencias de acuerdo con SEQ ID N° 8, 9 y 10.

En otra forma de realizacidén de la presente invencidn, el
anticuerpo Mat3 consiste en una regidén de unidén al antigeno
que puede unirse especificamente a una o mas regiones del
dominio extracelular del PRLR humano, de mono o de ratédn,
donde las secuencias de aminoadcidos del PRLR humano abarcan
las posiciones 1 a 210 de SEQ ID N° 12 y las variantes po-
limérficas humanas de SEQ ID N° 12, las secuencias de ami-
nodcidos del PRLR de mono abarcan las posiciones 1 a 210 de
SEQ ID N° 11 y las secuencias de aminodcidos del PRLR de
ratén abarcan SEQ ID N° 13.

En otra forma de realizacidén de la presente invencidn, el
anticuerpo Mat3 consiste en una regidén de unidén al antigeno
cuya afinidad por el dominio extracelular del PRLR humano,
de mono o de ratdén es de al menos 100 nM, preferiblemente
es menor que aproximadamente 100 nM, més preferiblemente es
menor que aproximadamente 30 nM, y aun mas preferiblemente
es menor que aproximadamente 10 nM.

En otra forma de realizacidén, el anticuerpo Mat3 con-siste
en una regidén de unidén al antigeno gque puede unirse especi-
ficamente a una o mads regiones del dominio extracelu-lar
del PRLR humano con una afinidad de al menos 10 nM, mas
preferiblemente con una afinidad menor que aproximadamente
1 nM.

En la presente invencidn también se provee un anticuerpo
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Mat3 como el que se describidé con anterioridad, donde 1los
dominios constantes de la cadena pesada constituyen una
IgGl, una IgG2, una IgG3 o una IgG4 modificada o no modifi-
cada.

En la tabla 1 se provee un resumen de las constantes de di-
sociacién (que representan la afinidad) y las velocidades
de disociacidén del anticuerpo Mat3 de acuerdo con la pre-
sente invencidén, que pueden determinarse sobre la base de
una resonancia de plasmén superficial (Biacore) con domi-
nios extracelulares monoméricos (que abarcan los aminodci-
dos 1 a 210) del PRLR humano (SEQ ID N° 12), del PRLR de
macaco y de mono cangrejero PRLR (SEQ ID N° 11, donde la
fusidén con la regidén Fc-His ha sido eliminada por medio de
una digestién con el factor proteolitico Xa), o del PRLR
murino (SEQ ID N° 13), sobre el anticuerpo inmovilizado de
manera directa (ejemplo 10).

Tabla 1. Constantes de disociacién monovalentes y velocida-
des de disociacién determinadas con dominios extracelulares
purificados del PRLR humano, de macaco/mono cangrejero o de
ratén expresados en células HEK293, sobre la base de una
resonancia de plasmén superficial, con el anticuerpo Mat3

en forma de una molécula de IgG humana (véase el ejemplo

10)
PRLR humano PRLR de maca- |PRLR de ratén
co/mono cangre-—
jero
Kp [M] 0,9 x 10°° 7,1 x 10° 0,4 x 10°
Kd [1/s] 4,4 x 104 1,1 x 103 2,1 x 10°4

En WO 2008/022295, se indica que la afinidad de HE06642 so-
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bre el dominio extracelular del PRLR humano es de 2,6 x 10-°
M, que es de 38,9 x 10° M sobre el dominio extracelular del
PRLR de mono cangrejero, y que es de 2,7 x 1072 M sobre el
dominio extracelular del PRLR murino.

La afinidad del anticuerpo Mat3 en las células se determind
sobre la base de una clasificacién de las células activadas
por fluorescencia (FACS), en combinacidédn con un andlisis de
Scatchard (ejemplo 9).

En la tabla 2 se detalla la fuerza de la unidén gque presenta
el anticuerpo Mat3, en forma de una molécula de IgG2 huma-
na, en una linea de células HEK293 que han sido transfecta-
das de manera estable con un PRLR humano o de macaco.

Tabla 2. Potencia de 1la unién del anticuerpo anti-PRLR
Mat3, en forma de una molécula de IgG2 humana, en una linea
de células HEK293 que han sido transfectadas de manera es-
table con un PRLR humano o de macaco, determinada por medio

de una FACS (véase el ejemplo 9)

Anticuerpo ECso [M]

HEK293 con el | Ba/F con el PRLR

PRLR humano de macaco

Mat3 0,53 x 10°° 2,94 x 10°°

Generacidén de los anticuerpos

Para aislar un panel de anticuerpos con capacidad de blo-
gquear de manera funcional el PRLR humano y murino, se in-
vestigaron en paralelo dos formatos de la biblioteca de
presentacién de anticuerpos humanos sintéticos en fagos de-
nominada n-CoDeR®, de Bioinvent (S&derlind et al. 2000, Na-
ture BioTechnology. 18, 852-856), donde se expresaban frag-

mentos scFv y Fab, respectivamente. Los blancos usados para
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la seleccidén de los fragmentos scFv o Fab fueron el ECD so-
luble del PRLR humano (los aminodcidos entre las posiciones
1 yv 210 de SEQ ID N° 12) y del PRLR de ratén (los ami-
nodcidos entre las posiciones 1 y 210 de SEQ ID N° 13), que
se aplicaron como variantes biotiniladas (con biotina NHS-
LC, Pierce) y no biotiniladas, asi como la linea de células
de cancer de mama humano T47D, donde se expresaba el PRLR.

Se usdé una combinacidén de diversos abordajes con una tecno-
logia de presentacidén en fagos (PDT) para aislar anti-
cuerpos monoclonales con especificidad y una gran afinidad
por el PRLR. Se traté de una combinacién de andlisis de
proteinas y ensayos en células completas que comprendid el
desarrollo de herramientas especificas. Las herramientas vy
los métodos usados para el andlisis incluyen el ECD del
PRLR humano y de ratdn expresados de manera recombinante en
una fusidén con un dominio Fc¢ (R&D Systems, catdlogo N°
1167-PR y 1309-PR, respectivamente, posiciones 1-216 de SEQ
ID N° 12 y 13, respectivamente, cada uno fusionado al domi-
nio Fc de la IgGl humana, posiciones 100-330 de la IgGl hu-
mana), el dominio extracelular del PRLR humano expresado de
manera recombinante en una fusidén con una marca de seis
histidinas (SEQ ID N° 12), la linea de células HEK293 y la
linea de células de linfoma murino Ba/F, cada una transfec-
tada de manera estable con el PRLR humano y murino, respec-—
tivamente, asi como la linea de células de cancer de mama
T47D y la linea de células de linfoma de rata Nb2, en cada
una de las cuales se expresaba de manera natural el PRLR.
También abarcaron el desarrollo de procedi-mientos y ensa-

yos de busqueda con los que pudieran identificarse los an-—
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ticuerpos neutralizadores con capacidad de unirse de manera
preferencial al PRLR en la superficie de las células, y que
también pudieran reaccionar con los PRLR de ratédn.

El andlisis comprendidé primero identificar los componentes
que se unieran al PRLR humano y eventualmente al PRLR de
ratén en pruebas de ELISA, mediante el uso de antigenos ex-
presados de manera recombinante. La combinacidén de estos
métodos especificos permitidé el aislamiento - entre otros -
del anticuerpo “005-C04".

Por maduracién de afinidad de “005-C04"” en los dominios ex-—
tracelulares del PRLR humano y PRLR murino, se identifica-
ron sustituciones beneficiosas de acuerdo al procedimiento
descripto en el ejemplo 8. Finalmente, las sustituciones
individuales beneficiosas para una afinidad mejorada se
evaluaron de acuerdo a su influencia en la termoestabilidad
del anticuerpo. Especialmente, el despliegue cooperativo
del dominio Fab durante la desnaturalizacidédn de los anti-
cuerpos maduros (por ejemplo por elevacidén de la temperatu-
ra) deberia haber sido asegurado (referencia respecto al
despliegue cooperativo: Roethlisberger, D. et al., J. Mol.
Biol. 2005: 347, 773-789). El anticuerpo Mat3 surgid del
descubrimiento del anticuerpo descripto anteriormente y es-—
trategia de maduracidn.

Variantes de los péptidos

Los anticuerpos de la invencidén no se limitan a las secuen-—
cias peptidicas especificas que se proveen en la presente.
Por el contrario, la invencidén también abarca variantes de
estos polipéptidos. Con relacidén a la presente invencidn y

a la tecnologia y las referencias disponibles en la actua-
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lidad, aquellos versados en la técnica han de poder prepa-
rar, evaluar y utilizar variantes funcionales de los anti-
cuerpos que se describen en la presente, pero también han
de apreciar que las variantes que puedan unirse al PRLR vy
lo blogueen de manera funcional quedardn dentro del alcance
de la presente invencién.

Una variante puede incluir, p.ej., un anticuerpo que tiene
al menos una regidén de determinacidén de la complemen-—
tariedad (CDR) (hipervariable) y/o un dominio/una posiciédn
del marco (FR) (variable) alterados respecto de la secuen-—
cia peptidica que se describe en la presente. Para ilustran
con mayor detalle este concepto, a continuacidén se proveerad
una descripcidén breve de la estructura de los anticuerpos.
Un anticuerpo estda compuesto por dos cadenas peptidicas,
cada una de las cuales contiene un dominio constante de la
cadena liviana o tres dominios constantes de la cadena pe-
sada y una regidén variable (VL, VH). En cada caso, esta ul-
tima estd compuesta por cuatro regiones FR (VH: HFR1, HFR2,
HFR3, HFR4; VL: LFR1l, LFR2, LFR3, LFR4) y tres CDR separa-—
das (VL: LCDR1, LCDR2, LCDR3; VH: HCDR1l, HCDR2, HCDR3). El
sitio de unidén al antigeno estda formado por una o mas CDR,
pero son las regiones FR las que proveen el marco estructu-
ral para las CDR, por lo gque tienen una funcién importante
en la unidén al antigeno. Por medio de la alteracién de uno
0 mas residuos de aminodcidos en una regidén CDR o FR, aque-
llos versados en la técnica han de poder generar o di-
versificar de manera convencional las secuencias de los an-—
ticuerpos. Estas secuencias pueden analizarse contra el an-—

tigeno, p.ej., para establecer si presentan propiedades no-
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vedosas o mejoradas.

En la figura 4 se proveen esquemas de la numeracidén de la
posicidén de cada aminodcido en los dominios variables VL y
VH. En las tablas 3 (VH) y 4 (VL) se detallan las regiones
de las CDR del anticuerpo Mat3 de la invencidén y se compa-
ran los aminodcidos en una posicién dada. También se los
compara con una secuencia de consenso correspondiente o con
un “gen maestro’”, en cuyo caso las regiones de las CDR es-—
tdn marcadas con una “X”. En las tablas 5 y 6 se detallan
las asignaciones de los numeros de los identificadores de
secuencias para los anticuerpos, los fragmentos de anti-
cuerpos y las variantes del PRLR gque se proveen en esta in-
vencidn.

Tabla 3. Secuencia VH del anticuerpo Mat3 que incluye ano-

tacién de CDR

| -HCDR1-- |
Mat3VH EVQLLESGGG LVQPGGSLRL SCAASGFTFS S.YWMHWVRQ APGKGLEWVS
Consenso EVQLLESGGG LVQPGGSLRL SCAASGFTXX XOOOOXVRQ APGKGLEWVX

—===HCDR2======mmmu ] | -
Mat3VH DIARL.SSYT NYADSVKGRF TISRDNSKNT LYLQMNSLRA EDTAVYYCAR
Consenso  MXOOOOOONN MOOOOOOOXF TISRDNSKNT LYLQMNSLRA EDTAVYYCXX

Mat3 VH GLDA.....R RMDYWGQGTL VTVSS
Consenso  XOOOOOOOOK XOOOMWGEQGTL VTVSS

Tabla 4. Secuencia VL del anticuerpo Mat3 que incluye ano-

tacidédn de CDR

[« I |
Mat3 VL QSVLTQPPSA SGTPGQRVTI SCTGSSSNIG AGYVVHWYQQ LPGTAPKLLI
Consenso  QSVLTQPPSA SGTPGQRVTI SCOOOOOOK XOOOOKWYQQ LPGTAPKLLI

|LCDR2 | | ~———-LCDR3--
Mat3VL  YRNNQRPSGV PDRFSGSKSG TSASLAISGL RSEDEADYYC AAWDDSLNG.
Consenso  YXO000XGY PDRFSGSKSG TSASLAISGL RSEDEADYYX X000

-|
Mat3 VL WLFGGGTKLT VLGQ
Consenso XXFGGGTKLT VLGQ
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Tabla 5. Secuencias de los anticuerpos

Anticuerpo | HCDR1 | HCDR2 | HCDR3 |LCDR1 |LCDR2 |LCDR3 |Proteina VH | Proteina VL | Nucledétido VH | Nucl
SEQ ID  SEQ ID | SEQ ID | SEQ ID | SEQ ID|SEQ ID | SEQ ID SEQ ID SEQ ID SEQ

Mat3 5 6 7 8 9 10 1 2 3 4

HE06.642 - - - - - - 14 15 16 17

Tabla 6. Secuencias de los

dominios extracelulares de PRLR de humano,

mono y ratén

Anticuerpo SEQ ID
ECD PRLR humano (Proteina) 12
ECD PRLR murino (Proteina) 13
ECD PRLR de macaco y mono cangrejero (Proteina) 11




22

Aquellos versados en la técnica han de poder usar los datos
en las tablas 3, 4 y 5 para diseflar variantes de los pépti-
dos que se hallen dentro del alcance de la presente inven-—
cidén. Es preferible que las variantes se construyan cam-
biando los aminocdcidos dentro de una o mads regiones CDR.
Una variante también puede presentar una o mas regiones del
marco (FR) alteradas. Por ejemplo, puede alterarse un pép-
tido en el dominio de la FR para obtener una desviacién
respecto de la secuencia de la linea germinal.

Ademads, las variantes pueden obtenerse por maduracidn, es
decir, wusando un anticuerpo como punto de partida para la
optimizacidén, mediante la diversificacidén de uno o mas re-
siduos de aminodcidos en el anticuerpo, preferiblemente los
residuos de aminocdcidos en una o mds CDR, a lo que sigue el
andlisis la coleccidén resultante de variantes del anticuer-
po, con el objeto de hallar variantes con propiedades mejo-—
radas. En particular, se prefiere la diversificacidén de uno
0 mads residuos de aminodcidos en la LCDR3 de la VL, en la
HCDR3 de la VH, en la LCDRl de la VL y/o en la HCDR2 de la
VH. La diversificacién puede efectuarse sintetizando una
coleccidén de moléculas de ADN con la tecnologia de mutagé-
nesis de trinucledétidos (TRIM) [Virnekas, B., Ge, L.,
Pliickthun, A., Schneider, K.C., Wellnhofer, G., y Moroney
S.E. (1994) Trinucleotide phosphoramidites: ideal reacants
for the synthesis of mixed oligonucleotides for random mu-
tagenesis. Nucl. Acids Res. 22, 5600]. Véase ademas el

ejemplo 8.
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Variantes de aminodcidos conservativas

Pueden prepararse variantes de los polipéptidos gque conser-—
van la estructura molecular general de un anticuerpo con
una secuencia peptidica como las que se describen en 1la
presente. Cuando se analizan las propiedades de los amino-
dcidos individuales, es posible reconocer algunas sustitu-
ciones racionales. Las sustituciones de aminodcidos, es de-
cir, las *sustituciones conservativas”, pueden realizarse,
p.ej., sobre la base de la similitud en la polaridad, la
carga, la solubilidad, la hidrofobicidad, la hidrofilicidad
y/o la naturaleza antipdtica de los residuos en cuestidn.

Por ejemplo, (a) los aminoadcidos no polares (hidrofdbicos)
incluyen la alanina, la leucina, la isoleucina, la valina,
la prolina, la fenilalanina, el triptofano y la metionina;
(b) los aminodcidos polares neutros incluyen la glicina, la
serina, la treonina, la cisteina, la tirosina, la asparagi-
na y la glutamina; (c) los aminodcidos con carga positiva
(bdsicos) incluyen la arginina, la lisina y la histidina; vy
(d) los aminodcidos con carga negativa (acidos) incluyen el
acido aspartico y el acido glutédmico. Las sustituciones ti-
picamente pueden efectuarse dentro de los grupos (a)-(d).
Ademds, es posible reemplazar glicina por prolina, o vice-
versa, sobre la base de su capacidad de interrumpir las hé-
lices o. De manera similar, determinados aminodcidos, tales
como la alanina, la cisteina, la leucina, la metionina, el
acido glutamico, la glutamina, la histidina y la lisina,

pueden hallarse con mayor frecuencia en las hélices «,
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mientras que la valina, la isoleucina, la fenilalanina, la
tirosina, el triptofano y la treonina pueden hallarse con
mayor frecuencia en las laminas plegadas B. La glicina, la
serina, el acido aspdrtico, la asparagina y la prolina pue-
den hallarse con frecuencia en los giros. A continuacidn se
detallan grupos de sus-titucidén preferidos: (i) S y T; (ii)
P vy G; y (iii) A, VvV, L y I. Al tomar en consideracidén el
cédigo genético conocido y las técnicas de ADN recombinante
y sintético, aquellos versados en la técnica han de poder
construir con facilidad ADN que codifican las variantes de
aminodcidos conservativas.
Como se la usa en la presente, la *“identidad de secuencia"
entre dos secuencias de polipéptidos hace referencia al
porcentaje de aminodcidos que son idénticos entre las se-—
cuencias. La "homologia de secuencia" hace referencia al
porcentaje de aminodcidos que son idénticos o que represen-—
tan sustituciones de aminodcidos conservativas. Las secuen-
cias preferidas de polipéptidos de la invencidén contienen
secuencias de aminodcidos, en donde
a. la secuencia de aminodcidos de la HCDR1 es idén-
tica a SEQ ID NO: 5 en al menos 7 de 8 aminodci-
dos, y
b. la secuencia de aminodcidos de la HCDR2 es idén-—

tica a SEQ ID NO: 6 en al menos 14 de 19, méas

preferido 15 de 19, mads preferido 16 de 19, mas

preferido 17 de 19, o incluso mds preferido 18 de

19 aminodcidos, y
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c. la secuencia de aminodcidos de la HCDR3 es idén-
tica a SEQ ID NO: 7 en al menos 8 of 11, mads pre-
ferido 9 de 11, o incluso més preferido 10 de 11
aminoédcidos, vy

d. la secuencia de aminodcidos de la LCDR1 es idén-
tica a SEQ ID NO: 8 en al menos 12 de 14, o méas
preferido 13 de 14 aminodcidos, y

e. la secuencia de aminodcidos de la LCDR2 es idén-
tica a SEQ ID NO: 9 en al menos 4 de 7, mads pre-
ferido 5 de 7, o incluso mas preferido 6 de 7
aminoédcidos, vy

f. la secuencia de aminoacidos de la LCR3 es idénti-
ca a SEQ ID NO: 10 en al menos 11 de 12 aminoaci-
dos.

Moléculas de ADN de la invencién

La presente invencidén también se relaciona con moléculas de
ADN que codifican los anticuerpos de la invencidédn. Estas
secuencias incluyen, sin limitaciones, las moléculas de ADN
que se detallan en SEQ ID N° 3 y 4.

Las moléculas de ADN de la invencidén no se limitan a las
secuencias que se describen en la presente, sino que tam-
bién incluyen variantes de éstas. Las variantes de ADN en
el contexto de la invencidén pueden describirse en referen-
cia a sus propiedades fisicas en la hibridacién. Aquellos
versados en la técnica han de reconocer gque el ADN puede
usarse para identificar su complemento, y como el ADN tiene

dos cadenas, sus equivalentes u homdélogos, por medio de
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procedimientos de hibridacién de &cidos nucleicos. También
ha de reconocerse que la hibridacidén puede ocurrir con una
complementariedad menor que 100%. Sin embargo, si se selec-
cionan las condiciones apropiadas, los procedimientos de
hibridacidén pueden usarse para distinguir las secuencias de
ADN sobre la base de sus relaciones estructurales con una
sonda particular. Para hallar lineamientos sobre estas con-
diciones, véanse Sambrook et al., 1989 [Sambrook, J.,
Fritsch, E. F. y Maniatis, T. (1989) Molecular Cloning: A
laboratory manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press,
Cold Spring Harbor, EE.UU.)] y Ausubel et al., 1995 [Ausu-
bel, F. M., Brent, R., Kingston, R. E., Moore, D. D., Sed-
man, J. G., Smith, J. A., y Struhl, K., editores (1995).
Current Protocols in Molecular Biology. Nueva York: John
Wiley and Sons].

La similitud estructural entre las secuencias de los dos
polinucledétidos puede expresarse en funcidén de la “severi-
dad” de las condiciones bajo las que las dos secuencias hi-
bridan una con otra. Como se lo usa en la presente, el tér-
mino “severidad" hace referencia a la medida en que las
condiciones desfavorecen la hibridacién. Las condiciones
severas desfavorecen fuertemente la hibridacidén, de modo
que, bajo estas condiciones, solamente podran hibridar las
moléculas muy relacionadas desde el punto de vista estruc-
tural. Por otro lado, las condiciones no severas favorecen
la hibridacién de agquellas moléculas gque presentan un menor

grado de relacidn estructural. Por consiguiente, la severi-
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dad de la hibridacidén estd correlacionada directamente con
las relaciones estructurales entre las dos secuencias de
dcidos nucleicos. Las siguientes ecuaciones son utiles para
correlacionar la hibridacidén y las relaciones entre las se-
cuencias (donde Tm es la temperatura de fusidn de una dupla
de &cidos nucleicos):

a. Tw = 69,3 + 0,41 (G+C)%

b. La Tw de una dupla de ADN disminuye 1°C al incremen-—
tarse 1% la cantidad de pares de bases no coincidentes.

C. (Tm)pz — (Tm) w1 = 18,5 logiou2/ul,

donde ul y p2 son las fuerzas idénicas de las dos solucio-
nes.

La severidad de la hibridacién es una funcién de diversos
factores, incluyendo la concentracidén general del ADN, la
fuerza idénica, la temperatura, el tamaho de la sonda y la
presencia de agentes que alteran los enlaces de hidrdégeno.
Los factores que promueven la hibridacidén incluyen las con-
centraciones elevadas de ADN, las fuerzas idnicas elevadas,
las temperaturas reducidas, las sondas de gran tamaho y la
ausencia de agentes que destruyen los enlaces de hidrdégeno.
La hibridacidén tipicamente se lleva a cabo en dos fases: la
fase de “unién” y la fase de “lavado”.

Primero, en la fase de unidén, la sonda se une al blanco ba-
jo condiciones que favorecen la hibridacidén. En esta etapa,
la severidad usualmente se controla alterando la temperatu-
ra. Para obtener una severidad elevada, la temperatura

usualmente se fija entre 65°C y 70°C, a menos gque se usen



28

oligonucledétidos cortos (de menos de 20 nucledtidos). Una
solucidén de hibridacién representativa comprende SSC 6%,
0,5% de SDS, solucidén de Denhardt 5x y 100 pg de ADN de
transporte no especifico [véase Ausubel et al., seccidn
2.9, suplemento 27 (1994)]. Evidentemente, se conocen con-
diciones de amortiguacidén muy diferentes gque pueden ser
equivalentes desde el punto de vista funcional. Cuando el
grado de relacidén es menor, puede seleccionarse una menor
temperatura. Las temperaturas de unidn propias de las seve-
ridades menores son de aproximadamente entre 25°C y 40°C.
La severidad media tiene lugar entre al menos aproximada-
mente 40°C y menos de aproximadamente 65°C. La severidad
elevada ocurre a al menos aproximadamente 65°C.

En segundo lugar, se retira la sonda en exceso por lavado.
En esta fase, usualmente se aplican condiciones mas seve-
ras. Por lo tanto, la etapa de “lavado” es la mas importan-
te para determinar la relacidén por hibridacidén. Las solu-
ciones de lavado tipicamente contienen menores concentra-
ciones de sal. Un ejemplo de una solucidén de lavado de se-
veridad mediana contiene SSC 2x y 0,1% de SDS. Una solucidn
de lavado de severidad alta contiene el equivalente (en
términos de la fuerza idénica) de SSC menos de aproximada-
mente 0,2x, y una solucidén de lavado severa preferida con-
tiene SSC aproximadamente 0,1x. Las temperaturas asociadas
a los diversos grados de severidad en el lavado son idénti-
cas a las que se describieron con anterioridad para la

“unién”. La solucidén de lavado tipicamente también es reem-
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plazada una cantidad de veces durante el lavado. Por ejem-—
plo, las condiciones de lavado de gran severidad tipicas
comprenden dos lavados de 30 minutos a 55°C y tres lavados
de 15 minutos a 60°C.

Por consiguiente, un sujeto de la presente invencidén es una
secuencia de &cido nucleico aislada que codifica el anti-
cuerpo y los fragmentos de unidén al antigeno de la presente
invencién.

Otra forma de realizacidén de la presente invencidn es la
secuencia de &cido nucleico aislada mencionada con anterio-
ridad, que codifica los anticuerpos de la presente inven-
cidén, donde las secuencias de acidos nucleicos son como las
que se detallan en la tabla 5.

Por consiguiente, la presente invencidén abarca agquellas mo-
léculas de acidos nucleicos que hibridan con las moléculas
que se detallan en la Tabla 5 bajo condiciones de unidén y
lavado de gran severidad, donde estas moléculas de 4&cidos
nucleicos codifican un anticuerpo o un fragmento funcional
de éste, que tienen propiedades como las que se describen
en la presente. Las moléculas preferidas (desde la perspec-
tiva del ARNm) son aquellas que tienen al menos 75% u 80%
(preferiblemente al menos 85%, méds preferiblemente al menos
90% y méds preferiblemente al menos 95%) de identidad de se-
cuencia con una de las moléculas de ADN que se describen en
la presente. Las moléculas blogquean la seflalizacidén mediada

por el receptor de prolactina.
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Variantes equivalentes desde el punto de vista funcional

Aun otra clase de variantes de ADN que se hallan dentro del
alcance de la invencidén puede describirse en referencia al
producto que codifican. Estos genes equivalentes desde el
punto de vista funcional se caracterizan porgque codifican
las mismas secuencias peptidicas que se proveen en SEQ ID
N° 1 vy 2, debido a la degeneracidén del cdéddigo genético.

Se reconoce que las variantes de las moléculas de ADN que
se proveen en la presente pueden construirse de diversas
maneras. Por ejemplo, es posible construirlas como ADN com-
pletamente sintético. Los métodos para sintetizar de manera
eficiente oligonucledtidos con tamafios en el rango de entre
20 y aproximadamente 150 nucledétidos estdn ampliamente dis-
ponibles. Véase Ausubel et al., seccidén 2.11, suplemento 21
(1993). Los oligonucledtidos superpuestos pueden sinteti-
zarse y ensamblarse de una manera dgque fue descripta por
primera vez por Khorana et al., J. Mol. Biol. 72:209-217
(1971); véase también Ausubel et al., supra, seccidén 8.2.
E1 ADN sintético preferiblemente se sintetiza con la inser-—
cidén de sitios de restriccidén convenientes en los extremos
5" yv 3’ del gen, con el propdsito de facilitar la clonacidn
en un vector apropiado.

Como se indicd, un método para generar las variantes com-
prende comenzar con los ADN que se describen en la presente
y luego llevar a cabo una mutagénesis dirigida a un sitio.
Véase Ausubel et al., supra, capitulo 8, suplemento 37

(1997). En un método tipico, se clona un ADN blanco en un
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vehiculo basado en un bacteridéfago con ADN de cadena sim-
ple. El1 ADN de cadena simple se aisla y se hace hibridar
con un oligonucledétido que contiene una o mas alteraciones
deseadas a nivel de los nucledtidos. Se sintetiza la cadena
complementaria y se introduce el fago de cadena doble en un
huésped. Parte de la progenie resultante contendra la muta-
cién deseada, lo cual podra confirmarse por medio de una
secuenciacidén del ADN. Ademéds, hay diversos métodos dispo-
nibles que permiten incrementar la probabilidad de que 1la
mutacidén deseada se halle en los fagos de la progenie. Es-
tos métodos son bien conocidos por aquellos versados en la
técnica, y hay conjuntos de elementos disponibles comer-—
cialmente para generar estas mutaciones.

Construcciones de ADN recombinante y su expresién

En la presente invencidén también se proveen construcciones
de ADN recombinantes que comprenden una o mas de las se-
cuencias de nucledtidos de la presente invencidén. Las cons-—
trucciones recombinantes de la presente invencidén se usan
en conexidén con un vector, tal como un plasmido, un fago o
un vector viral, en el cual se inserta una molécula de ADN
que codifica un anticuerpo de la invencién.

El gen codificado puede producirse con las técnicas que se
describen en Sambrook et al., 1989, y Ausubel et al., 1989.
Como alternativa, las secuencias de ADN pueden sintetizarse
por medios quimicos, usando, por ejemplo, sintetizadores.
Véanse, por ejemplo, las técnicas que se describen en 0li-

gonucleotide Synthesis (1984, Gait, editor, IRL Press, Ox-
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ford), que se incorpora en la presente a modo de referencia
en su totalidad. Aquellos versados en la técnica han de ser
capaces de fusionar el ADN que codifica los dominios varia-
bles con fragmentos de genes que codifican regiones cons-—
tantes de diversos isotipos humanos de IgG o derivados de
éstos, tanto en formas mutadas como en formas no mutadas.
La tecnologia de ADN recombinante puede aplicarse para fu-
sionar ambos dominios variables en un formato de una sola
cadena, mediante el uso de conectores, p.ej., extensiones
de quince aminodcidos que contienen tres motivos de glici-
na-glicina—-glicina—-glicina-serina. Las construcciones re-
combinantes de la invencidén estan compuestas por vectores
de expresién a partir de los cuales puede expresarse el ARN
y/0o los productos proteicos codificados por el ADN. El vec-
tor también puede comprender secuencias de regulacidn, in-—
cluyendo un promotor unido operativamente al marco abierto
de lectura (ORF). El1l vector también puede comprender una
secuencia marcadora de seleccidén. También pueden ser nece-
sarias seflales de inicio y secrecidén especificas para bac-
terias para que tenga lugar una traduccién eficiente de las
secuencias insertadas que codifican los genes deseados.

En la presente invencidén también se proveen células huésped
que contienen al menos un ADN de la presente invencidén. La
célula huésped podrd ser virtualmente cualquier célula para
la gue haya disponibles vectores de expresién. Por ejemplo,
podrd tratarse de una célula huésped eucariota superior,

tal como una célula de mamifero, o una célula huésped euca-
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riota inferior, tal como una célula de levadura, y también
puede ser una célula procariota, tal como una célula bacte-
riana. La construccidén recombinante podrd introdu-cirse en
la célula huésped por medio de una transfeccidén mediada por
fosfato de calcio o DEAE, a través de una transfeccidén me-
diada por dextrano, por electroporacidén o por medio de una
infeccidén con un fago.

Expresién en bacterias

Los vectores de expresidén uUtiles para usar en bacterias se
construyen insertando una secuencia de ADN estructural que
codifica la proteina deseada, en combinacidédn con seflales
apropiadas para el inicio y la terminacidén de la traduc-
cidén, en un marco de lectura operativo con un promotor fun-
cional. El1 vector comprendera uno o mas marcadores de se-
leccidn fenotipica, un origen de replicacidn para asegurar
el mantenimiento del vector, y de resultar deseable, para
proveer la amplificacidén en el huésped. Los huéspedes pro-
cariotas apropiados para la transformacidén incluyen E. co-
1i, Bacillus subtilis, Salmonella typhimurium y diversas
especies dentro de los géneros Pseudomonas, Streptomyces y
Staphylococcus.

Los vectores bacterianos pueden estar basados, por ejemplo,
en bacteridéfagos, en pldsmidos o en fagémidos. Estos vecto-
res pueden contener un marcador de seleccidén y un origen de
replicacién para bacterias derivado de plasmidos disponi-
bles comercialmente, gque tipicamente contienen elementos

del vector de clonacidén bien conocido pBR322 (ATCC 37017).
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Una vez realizada la transformacién de la cepa huésped
apropiada y de cultivarla hasta alcanzar la densidad celu-
lar apropiada, se desreprime/induce el promotor selecciona-
do por medios apropiados (p.ej., variaciones en la tempera-
tura o induccidén quimica) y se cultivan las células durante
un periodo adicional. Las células tipicamente se cosechan
por centrifugacidén y se destruyen por medios fisicos o qui-
micos, y el extracto en bruto resultante se retiene para
continuar con la purificacién.

En los sistemas bacterianos, pueden seleccionarse numerosos
vectores de expresidén en funcidén del uso que se desee darle
a la proteina expresada. Por ejemplo, cuando se desee pro-
ducir una gran cantidad de esta proteina para generar anti-
cuerpos o analizar bibliotecas de péptidos, por ejemplo,
resultardn deseables aquellos vectores que dirijan la ex-
presidén de productos de fusidén de proteinas que puedan ser
purificados con facilidad en niveles elevados.

Entonces, un objeto de la presente invencidén es un vector
de expresidén que comprende una secuencia de acido nucleico
que codifica los anticuerpos novedosos de la presente in-
vencidn.

Expresién en mamiferos y purificacién

Las secuencias de regulacidén preferidas para la expresidn
en células huésped de mamiferos incluyen los elementos vi-
rales que dirigen la expresidén de proteinas en niveles ele-
vados en las células de mamiferos, tales como los promoto-—

res vy/o los potenciadores derivados de citomegalovirus
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(CMV) (tales como el promotor/potenciador del CMV), del vi-
rus del simio 40 (SV40) (tales como el promotor/potenciador
de SV40), de adenovirus, (por ejemplo, el promotor tardio
mayor del adenovirus (AdMLP)) y de poliomas. Para hallar
una descripcidén mds detallada de los elementos de regula-
cidén virales y de las secuencias que los codifican, véanse,
por ejemplo, U.S. 5168062, de Stinski, U.S. 4510245, de
Bell et al., y U.S. 4968615, de Schaffner et al. Los vecto-
res de expresidén recombinantes también pueden incluir ori-
genes de replicacién y marcadores de seleccidn (véanse, por
ejemplo, U.S. 4399216, 4634665 y U.S. 5179017, de Axel et
al.). Los marcadores de seleccidn apropiados incluyen genes
que le confieren resistencia a drogas, tales como el G418,
la higromicina o el metotrexato, a la célula huésped en la
que se introduce el vector. Por ejemplo, el gen de la dihi-
drofolato reductasa (DHFR) confiere resistencia al me-
totrexato y el gen neo confiere resistencia al G418.

La transfeccidén del vector de expresidén a una célula hués-
ped puede realizarse de acuerdo con procedimientos conven-
cionales, tales como la electroporacidn, la precipitacidn
con fosfato de calcio y la transfeccidédn mediada por DEAE-
dextrano.

Las células huésped de mamiferos apropiadas para expresar
los anticuerpos, las porciones de unidén al antigeno o los
derivados de éstos que se proveen en la presente incluyen
las células de ovario de hdmster chino (células CHO) [in-

cluyendo las células CHO dhfr-, descriptas por Urlaub vy
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Chasin, (1980) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77:4216-4220, que
se usan con un marcador de seleccién DHFR, por ejemplo, co-
mo se describe en R. J. Kaufman y P. A. Sharp (1982) Mol.
Biol. 159:601-621]], las células de mieloma NSO, las célu-
las COS y 1las células SP2. En algunas formas de realiza-
cidén, el vector de expresidén estd disefiado de manera tal
que la proteina expresada es secretada hacia el medio de
cultivo en el que se desarrollan las células huésped. Los
anticuerpos, las porciones de unidén al antigeno o los deri-
vados de éstos pueden recuperarse del medio de cultivo
usando métodos de purificacién de proteinas convencionales.
Los anticuerpos de la invencidén o los fragmentos de unidn
al antigeno de éstos pueden recuperarse y purificarse a
partir de cultivos recombinantes de acuerdo con métodos
bien conocidos, incluyendo, sin limitaciones, la precipi-
tacién con sulfato de amonio o con etanol, la extraccidn
con 4acido, la cromatografia con la proteina A, la croma-
tografia con la proteina G, la cromatografia de intercambio
aniénico o catidénico, la cromatografia con fosfo-celulosa,
la cromatografia de interaccidén hidrofdbica, la cromato-
grafia por afinidad, la cromatografia con hidroxilapatita y
la cromatografia con lectina. Para la purificacidén, también
puede emplearse una cromatografia liquida de alto desempeio
(“HPLC"”). Véanse, por ejemplo, Colligan, Current Protocols
in Immunology, o Current Protocols in Protein Science, John
Wiley & Sons, NY, N.Y., (1997-2001), p.ej., los capitulos

1, 4, 6, 8, 9, 10, cada uno de los cuales se incorpora en
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la presente a modo de referencia en su totalidad.

Los anticuerpos de la presente invencidén o los fragmentos
de unidén al antigeno de éstos incluyen los productos puri-
ficados por medios naturales, los productos de procedimien-
tos de sintesis quimica y los productos que se obtienen me-
diante técnicas recombinantes a partir de un huésped em-
brionario, incluyendo, por ejemplo, una levadura, una plan-
ta superior, un insecto o una célula de mamifero. Depen-
diendo del huésped empleado en un procedimiento de produc-—
cidén recombinante, el anticuerpo de la presente invencidn
puede estar glicosilado o no glicosilado. Estos métodos se
describen en muchos manuales de laboratorio, tales como
Sambrook, supra, en las secciones 17,37-17,42, o Ausubel,
supra, en los capitulos 10, 12, 13, 16, 18 y 20.

Entonces, un objeto de la presente invencidén también son
las células huésped que comprenden un vector o una molécula
de é&cido nucleico, donde la célula huésped puede ser una
célula huésped eucariota superior, tal como una célula de
mamifero, o una célula huésped eucariota inferior, tal como
una célula de levadura, y también puede ser una célula pro-
cariota, tal como una célula bacteriana.

Otro objeto de la presente invencidn es un método para usar
la célula huésped para producir un anticuerpo o un fragmen-
to de unidén al antigeno, que comprende cultivar la célula
huésped bajo condiciones apropiadas y recuperar dicho anti-
cuerpo.

Entonces, otro objeto de la presente invencidn es el anti-
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cuerpo descripto en la presente invencidén, que es producido
por las células huésped de la presente invencidén y es puri-
ficado hasta alcanzar una homogeneidad de al menos 95% en
peso.

Endometriosis y adenomiosis (endometriosis interna)

La endometriosis es un trastorno ginecoldgico benigno de-
pendiente del estrdégeno que se caracteriza por la presencia
de tejido endometrial (glandulas y estroma) fuera de la ca-
vidad uterina. Las lesiones en el endometrio se ha-1llan
principalmente en el peritoneo pélvico, en los ovarios y en
el septo rectovaginal (Obstet. Gynecol. Clin. North. Am.
24:235-238, 1997). La endometriosis frecuentemente esta
asociada a la infertilidad y a sintomas dolorosos como la
dismenorrea. Ademads, muchos pacientes sufren enfermedades
autoinmunes (Hum. Reprod. 17(19):2715-2724, 2002). La ade-
nomiosis uteri, también conocida como endometriosis inter-—
na, es una subforma de la endometriosis que estd restringi-
da al utero. En el caso de la adenomiosis uteri, las glan-
dulas endometriales invaden el miometrio y la pared del
Utero.

De acuerdo con la teoria del trasplante, los fragmentos del
endometrio son transportados por la menstruacidn retrdgrada
hacia la cavidad peritoneal en los pacientes y en las muje-—
res saludables (Obstet. Gynecol. 64:151-154, 1984). A con-
tinuacidén se detallan los cuatro factores principales gque
parecen tener una participacidén critica en el estableci-

miento exitoso de las lesiones endometriales en la cavidad
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pélvica de los pacientes.

a) En el caso de la fase de secrecidén del ciclo mens-—
trual, las células endometriales en las mujeres salu-
dables se tornan apoptdéticas. En los pacientes, la ex-—
tensién de la apoptosis en las células endometriales
se reduce claramente (Fertil. Steril. 69:1042-
1047,1998). Entonces, en los pacientes hay una mayor
probabilidad que en las mujeres saludables de que los
fragmentos del endometrio que hayan sido transportados
a la cavidad peritoneal por medio de la menstruacidn
retrdégrada no mueran y se implanten con éxito.

b) Para que tenga lugar un implante exitoso en el perito-
neo y para que los fragmentos del endometrio ectdpicos
presenten una supervivencia a largo plazo, es necesa-
rio que se formen nuevos vasos sanguineos (British
Journal of Pharmacology, 149:133-135, 2006).

c) Muchos pacientes sufren enfermedades autoinmunes, por
lo que presentan un sistema inmune comprometido (Hum.
Reprod. 17(19): 2002, 2715-2724, 2002). A partir de
esto, puede concluirse gque una respuesta inmune intac-
ta, como la gque ocurre en las mujeres saludables, pue-
de ser fundamental para la prevencidén del estableci-
miento de las lesiones endometriales.

d) Es necesario que las lesiones se desarrollen, para 1lo
cual dependen de la presencia de estimulos mitogénicos
y factores de crecimiento.

A continuacidén se detallan los abordajes disponibles ac-
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tualmente para el tratamiento de la endometriosis.

a)

f)

Los andlogos de la hormona liberadora de gonadotrofina
(GnRH) dan como resultado la supresidén de la sintesis
de estradiol en el ovario e inducen la atrofia de los
implantes endometriales ectdpicos que dependen de ma-
nera critica de la presencia de estradiol para su cre-
cimiento.

Los inhibidores de la aromatasa inhiben la produccién
local de estradiol por los implantes endometriales,
inducen la apoptosis e inhiben la proliferacidén de los
fragmentos ectdpicos del endometrio.

Los moduladores selectivos del receptor de estrdgeno
presentan una actividad antagdénica sobre el receptor
de estrdégeno en los implantes endometriales normales vy
ectépicos, lo que resulta en la atrofia del tejido en-
dometrial ectdépico implantado.

Los agonistas del receptor de progesterona inhiben 1la
proliferacidén de las células endometriales normales vy
ectépicas e inducen la diferenciacidén y la apoptosis.
Los anticonceptivos orales combinados mantienen el
status quo, previenen el progreso de la enfermedad e
inducen la atrofia del endometrio ectdpico y eutdpico.

La extraccidén quirurgica de las lesiones.

Los andlogos de la GnRH, los SERM y los inhibidores de 1la

aromatasa tienen efectos colaterales severos y dan como re-

sultado calores y pérdida de hueso en las mujeres jévenes

que sufren endometriosis. El tratamiento con agonistas del
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receptor de progesterona da como resultado la inhibicidén de
la ovulacidén, una hemorragia menstrual irregular seguida
por amenorrea, ganancia de peso corporal y depresidn. Debi-
do al riesgo incrementado de tromboembolia venosa, los an-—
ticonceptivos orales combinados no estdn indicados para mu-—
jeres con edades mayores que 35 ahos, para las personas que
fuman y para los individuos que sufren exceso de peso. La
extraccidén quirurgica de las lesiones es susceptible a ta-
sas de recurrencia elevadas.

El anticuerpo de la presente invencidn interfiere con la
seflalizacién mediada por el PRLR, que es estimulada por la
prolactina producida en la pituitaria y de manera local, o
que también puede deberse a mutaciones de activacidén del
PRLR, por lo que son mas efectivos que los agonistas del
receptor de dopamina 2, qgque solamente interfieren con la
secrecidén de prolactina en la pituitaria.

Por lo tanto un objetivo de la presente invencidn es el an-—
ticuerpo o fragmentos de unidén a antigeno como se describe
en la presente invencidén como un medicamento.

La PRL y el PRLR se expresan en el UGtero y participan en la
fisiologia normal del utero. La PRL puede actuar como un
mitdédgeno potente y cumple una funcidén de inmunomodulacidn.
En la presente invencién, se demuestra que las alteraciones
en el sistema de la PRL/el PRLR es importante en la endome-
triosis humana. En las figuras 1 y 2 se ilustra un andlisis
de PCR cuantitativa Tagman de la expresién de la PRL y el

PRLR en endometrio de mujeres saludables y en endometrio y
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lesiones de pacientes (véase el ejemplo 4).

Como se demuestra en la figura 1 (expresién de la PRL) y en
la figura 2 (expresidén del PRLR), tanto la PRL y como su
receptor estdn regulados de una manera notablemente positi-
va en las lesiones del endometrio. Estos hallazgos son sor-
prendentes y en contraste con un estudio publicado previa-
mente (Acta Obstet Gynecol Scand 81:5-10, 2002) que descri-
be una ausencia casi completa de la expresién de PRLR en
lesiones endometridsicas humanas.

Los descubrimientos de la presente invencidn generan por
primera vez evidencias experimentales de que la sefaliza-
cidén autocrina de la PRL cumple una funcién fundamental en
el establecimiento, el crecimiento y el mantenimiento de
las lesiones del endometrio.

El anticuerpo Mat3 contra el PRLR fue evaluado con éxito en
un modelo de endometriosis interna en animales, es decir,
la adenomiosis uteri en ratones (véase el ejemplo 5). La
adenomiosis se caracteriza por el crecimiento infiltrativo
de las glandulas endometriales en la capa del miometrio del
endometrio. Se asemeja a una forma de la endometriosis res-
tringida al utero, la uUnica forma de endometriosis que pue-
de desarrollarse en los individuos sin menstruacién.

E1l danazol, que es efectivo en el tratamiento clinico de
los pacientes que sufren endometriosis, también es efectivo
en el tratamiento de 1la adenomiosis uteri (Life Sciences
51:1119-1125, 1992). Sin embargo, el danazol es una proges-

tina androgénica y da como resultado efectos colaterales
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androgénicos severos en las mujeres jdévenes, lo que limita
su uso.

El anticuerpo de la presente invencidén soluciona este pro-
blema, ya que constituye nuevos agentes para el tratamiento
o la prevencidén de la endometriosis y presentan menos efec-
tos colaterales que las terapias convencionales que se usan
en la actualidad.

Otro aspecto de la presente invencidén es el uso del anti-
cuerpo Mat3 y los fragmentos de unidén al antigeno que se
describen en la presente invencidén para el tratamiento o la
prevencidédn de la endometriosis y la adenomiosis (endome-
triosis interna).

Enfermedad mamaria benigna y mastalgia

La enfermedad mamaria benigna abarca una variedad de sinto-
mas, tales como la enfermedad fibroquistica mamaria, el fi-
broadenoma, la mastalgia y los macroguistes. Entre el 30 y
50% de las mujeres premenopdusicas sufren la enfermedad fi-
broquistica mamaria (Epidemiol. Rev. 19:310-327, 1997). De-
pendiendo de la edad de la mujer, la enfermedad mamaria be-
nigna puede presentar fenotipos diferentes (J. Mammal Gland
Biol. Neoplasia 10:325-335, 2005): durante las prime-ras
fases de la reproduccidén (entre los 15 afos y los 25 anos),
cuando ocurre el desarrollo lobular en la mama nor-mal, la
enfermedad mamaria benigna da como resultado fibro-
adenomas. Se observan fibroadenomas gigantes individuales y
también adenomas multiples. Estos fibroadenomas estan com-—

puestos por células del estroma y del epitelio y surgen de
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los 1lébulos. En la fase reproductiva madura (entre los 25
afos y los 40 afos), la mama pasa por cambios ciclicos du-
rante cada ciclo menstrual. Las mujeres enfermas se carac-—
terizan por una mastalgia ciclica y por diversos ndédulos en
sus mamas. Mas tarde (entre los 35 afiocs y los 55 afos de
edad), la mama normal involuciona, pero en la mama enferma
se observan macroquistes e hiperplasia epitelial, con ati-
pia o sin ella. Las formas de la enfermedad mamaria benigna
que estadn acompafiadas por una proliferacidén incrementada de
las células epiteliales se caracterizan por un mayor riesgo
de desarrollar carcinomas mamarios. Este riesgo puede ser
de hasta 11% si hay atipias celulares presentes en la frac-
cién de las células en proliferacidn (Zentralbl Gyndkol
119:54-58,1997). 25% de 1las mujeres con edades de 60-80
afos también sufren la enfermedad mamaria benigna. Frecuen-
temente, la terapia de reemplazo del estrdgeno o la adipo-
sidad son las razones de la persistencia de la enfermedad
mamaria benigna después de la menopausia (Am. J. Obstet.
Gynecol. 154:161-179, 1986).

La patofisiologia de la enfermedad fibroquistica ma-maria
estd determinada por la predominancia del estrdégeno y la
deficiencia de progesterona, lo que da como resultado una
hiperproliferacién en los tejidos conectivos (una fibro-
sis), a lo que sigue una proliferacién facultativa de las
células epiteliales. Como vya se menciond, el riesgo de
desarrollar un cancer de mama es elevado en los pacientes

que presentan una proliferacidén incrementada de las células
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epiteliales en los focos fibroquisticos. La enfermedad fi-
broquistica mamaria se caracteriza por dolor y sensibilidad
en las mamas. 70% de los pacientes que sufren la enfermedad
fibroquistica mamaria también sufren insuficiencias en el
cuerpo luteo o anovulacidn (Am. J. Obstet. 154:161-
179,1986). Las insuficiencias en el cuerpo luteo dan como
resultado los niveles reducidos de progesterona y la predo-
minancia del estrdgeno.

La mastalgia (el dolor en las mamas) afecta a aproxi-
madamente 70% de las mujeres en algun momento de su vida
reproductiva. El dolor en las mamas puede estar asociado o
no a otros criterios del sindrome premenstrual. Se ha de-
mostrado que las mujeres que sufren mastalgia responden con
una liberacidén excesiva de prolactina después de la estimu-
lacién del eje del hipotdlamo y la pituitaria (Clin. Endo-
crinol. 23:699-704,1985).

A continuacidén se detallan las terapias convencionales para
la enfermedad mamaria benigna y la mastalgia.

1) Bromocriptina

Como agonista de la dopamina, la bromocriptina solamente
blogquea la sintesis de prolactina en la pituitaria, pero no
la sintesis local de prolactina en las células del epitelio
mamario. Por lo tanto, solamente es efectiva en aquellas
formas de la mastalgia y la enfermedad mamaria benigna que
se deben a niveles elevados de prolactina a nivel sistémi-
co. Los efectos colaterales mas importantes de la bromo-

criptina son las nduseas, los vdémitos, el edema, la hipo-
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tensién, los mareos, la pérdida de cabello, las cefaleas vy
las alucinaciones.

2) Danazol

El danazol es una progestina androgénica que, a través de
su actividad antigonadotrdéfica, contrarresta la predominan-—
cia del estrdégeno que se observa en la enfermedad mamaria
benigna. Sus efectos colaterales méds importantes son las
irregularidades menstruales, la depresidén, el acné, el hir-
sutismo, la adgquisicidén de un tono grave en la voz y los
calores, asi como la ganancia de peso.

3) Tamoxifeno

El tamoxifeno es un modulador selectivo del receptor de es-
trégeno gque presenta actividad antiestrogénica en las mamas
y actividad estrogénica en el uUtero. Sus efectos colatera-
les mds importantes incluyen sintomas posmenopdusicos como
la pérdida de hueso y los calores, los quistes ovaricos vy
el carcinoma endometrial.

4) Progestinas

Las progestinas inhiben 1la enfermedad mamaria benigna a
través de la supresién del eje de la pituitaria y las goé-
nadas, la inhibicidén de la ovulacidén y la eliminacidén del
estrdégeno. La eliminacidén del estrdédgeno da como resultado
sintomas menopdusicos como la pérdida de hueso y los calo-
res.

5) Dosis reducidas de anticonceptivos orales combinados
Este tratamiento no estd indicado para las mujeres con eda-

des superiores a 35 aflos, para las mujeres fumadoras o para
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los pacientes diabéticos y con sobrepeso.

En general, se ha descubierto que los niveles de prolactina
estdn incrementados en un tercio de las mujeres que sufren
la enfermedad mamaria benigna. Como los estrdgenos incre-
mentan la secrecidn de prolactina en la pituitaria, se cree
que el incremento en los niveles de prolactina en el suero
es una consecuencia de la predominancia de los estrdgenos
en esta enfermedad. Se ha informado que frecuentemente hay
una mutacidén de activacidén del PRLR en las mujeres gue su-—
fren multiples adenomas de mama, lo que es similar a un
subtipo de la enfermedad fibroquistica mamaria (Paul Kelly,
Breast Congress, Turin, 2007, vy Proc. Natl. Acad. Sci.
105:14533-14538;2008) .

La enfermedad mamaria benigna, la mastalgia y la tensién
mamaria premenstrual tienen un mecanismo patofisioldgico en
comin: la sefalizacién incrementada de la prolactina. La
seflalizacidén incrementada de la prolactina puede ser una
consecuencia de los siguientes factores:

" una hiperprolactinemia sistémica (debida a un adenoma
en la pituitaria),

" una hiperprolactinemia local (debida a la sintesis de
prolactina en las células en proliferacidén en el epi-
telio de la gléndula mamaria), gque no se traduce en
niveles elevados de prolactina en la sangre,

" una seflalizacidén constitutivamente activa del PRLR en
presencia de niveles normales de prolactina (debida a

una mutacidén de activacidédn del PRLR).



48

Como determinadas formas de la enfermedad mamaria benigna
pueden dar lugar a un cancer de mama, hay una necesidad mé-
dica relacionada con el tratamiento de esta enfermedad.
Para demostrar la eficacia del anticuerpo Mat3 neutraliza-
dor contra el PRLR en un modelo preclinico de la enfermedad
mamaria benigna, se empled un modelo de la hiperprolacti-
nemia sistémica basado en ratones. Se sometieron ratones
Balb/c adultos a isoinjertos de pituitaria bajo la capsula
del rindén como se describe en el ejemplo 16 (véase Methods
in Mammal Gland Biology and Breast Cancer Research, 101-
107,2000). En el modelo ratdn de la presente invencidn para
la enfermedad de mama benigna, no se ha usado un carcind-
geno tal como DMBA; los ratones sdélo fueron trasplantados
con glandulas pituitarias con el objetivo de estudiar las
consecuencias de la aplicacidén de anticuerpo Mat3 en la
proliferacidén mejorada de células epiteliales benignas. En
un estudio previo los animales isoinjertados de pituitaria
se trataron ademds con el carcindégeno DMBA y se analizaron
los efectos de un anticuerpo monoclonal diferente contra
PRLR anticuerpo en el desarrollo de cancer de mama (Am J
Pathol 133:589-595,1988). Estos anticuerpos fueron eficaces
para tratar el cédncer de mama, sin embargo no se analizaron
los efectos en la enfermedad de mama benigna (Am J Pathol
133:589-595,1988) .

En el modelo de 1la presente invencidén, la hiperprolac-
tinemia sistémica provocd una proliferacidn aumentada de

las células en la glédndula mamaria, y desarrollo estimulado
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de ramificacidén lateral y ldébuloalveolar en comparacidn con
ratones control virgenes no tratados. Como se describe en
el ejemplo 6, el anticuerpo neutralizador Mat3 contra PRLR
se ensaydb en este modelo de ratdén Balb/c en comparacidn con
un anticuerpo inespecifico respecto a su habilidad para:

" blogquear el desarrollo de ramificacidén lateral y 1ldbu-

loalveolar
" inhibir la proliferacidén de células epiteliales mama-—
rias

" inhibir la expresidén del gen blando de prolactina elf5
El anticuerpo neutralizador Mat3 contra PRLR inhibidé la ra-
mificacidén lateral (Figura 3A) y la expresidén del gen blan-
co de prolactina elf5 (Figura 3B).
Otro aspecto de la presente invencidén es el uso del anti-
cuerpo Mat3 y fragmentos de unidén a antigeno como se des-
cribe en la presente invencidn para el tratamiento de en-
fermedad de mama benigno y mastalgia en mujeres pre y post-
menopdusicas.
Otras indicaciones que se benefician del bloqueo de la se-
Nalizacién mediada por PRLR por el anticuerpo Mat3:

Anticonceptivos femeninos no hormonales:

Las estrategias actuales para la anticoncepcidén femenina
son las siguientes:
a) Anticonceptivos orales combinados que contienen estrd-
genos y progestinas.
Los componentes progestogénicos median los efectos anticon-

ceptivos por medio de una retroalimentacidn negativa en el



50

eje hipotaldmico-pituitario-gonadal. El componente estrogé-—
nico asegura un buen control del sangrado y potencia la ac-—
cidén gestagénica por medio de la induccidén del receptor de
progesterona en células blanco.

b) Dispositivos intrauterinos que contienen progestinas

solamente.

La progestina liberada localmente pone al endometrio en un
estado resistente a la implantacidén. Adicionalmente, el mo-
co cervical se vuelve casi impermeable a las células esper-
maticas.

c) Pildoras sdélo de progestina e implantes.
La progestina inhibe la ovulacién por medio de una retro-
alimentacidén negativa en el eje hipotaldmico-pituitario-
gonadal. Adicionalmente la permeabilidad del moco cervical
a células espermdticas estd reducida.

d) Anillos vaginales que contienen etinilestradiol méas

progestinas.

El efecto secundario principal de anticonceptivos orales
combinados es el riesgo elevado de tromboembolismos venoso
(VTE) . Adicionalmente, las mujeres con sobrepeso o que fu-
man, asi como mujeres que padecen de enfermedades autoinmu-
nes tal como lupus y mujeres mayores de 35 anos no pueden
usar anticonceptivos combinados orales.
Los dispositivos intrauterinos e implantes que contienen
progestinas sélo pueden llevar a un sangrado uterino dis-
funcional.

Las pildoras de progestina sola pueden provocar patrones
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irregulares de sangrado, manchas de sangre, amenorrea. Rkl
riesgo de embarazos ectdpicos aumenta. El aumento y reduc-—
cidén de peso en la densidad de masa dsea son efectos secun-
darios adicionales.

Los anillos vaginales pueden llevar a vaginitis, leucorrea
o expulsién.

Los ratones deficientes de PRLR han sido generados unos
aflos atrds (Genes Dev 11:167-178, 1997). Interesantemente,
los ratones hembras deficientes de PRLR, pero no los ma-
chos, son completamente estériles. Las hembras PRLR/- mues-
tran una detencidén del desarrollo del huevo inmediatamente
luego de la fertilizacidén, es decir gque muestran una deten-
cién del desarrollo preimplantacién si bien la ovulacidn
fue normal. Sélo unos pocos ovocitos alcanzaron el estadio
de blastocisto y no tuvieron la capacidad de implantarse en
hembras mutantes pero se desarrollaron a embriones normales
en madres adoptivas de tipo salvaje luego de la implanta-
cién. E1 fenotipo de infertilidad de los ratones deficien-
tes de PRLR pudo ser rescatado hasta la prefiez a medio tér-
mino por suplemento de progesterona. Obviamente, la sehali-
zacidén mediada por PRLR tiene un rol importante en el man-—
tenimiento y funcidén del cuerpo luteo que produce progeste-—
rona gque es necesaria para permitir y mantener la preflez.
Adicionalmente las hembras deficientes de PRLR, pero no los
machos, mostraron una reduccidén en el peso corporal asocia-
do con una reduccidén en la masa de grasa abdominal y nive-

les de leptina.
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Hasta la fecha, no se conoce ninguna mutacién de PRLR huma-
na inactivante, por lo tanto el rol preciso de la sehaliza-
cidén mediada por PRLR en la fertilidad humana aun es desco-
nocida. Sin embargo, hay evidencia en aumento que en 1los
humanos también se requiere un nivel de prolactina minimo
para permitir el embarazo exitoso. Los pacientes que pade-
cen de infertilidad primaria debido a insuficiencia del
cuerpo luteo hiperprolactinémica fueron tratados con bromo-
criptina. En algunos cosas, los niveles de prolactina fue-
ron disminuidos y las fases luteales acortadas reaparecie-
ron nuevamente (Bohnet HG et al. in Lisuride and other do-
pamine agonists aditado por D.B. Calne et al, Raven Press,
Nueva York, 1983). A partir de estos datos se concluyd que
los estados de hiper e hipoprolactinemia interfieren nega-
tivamente con la fertilidad femenina. Esto puede ser expli-
cado por la interaccidén de PRL con su receptor. En el caso
de niveles bajos de prolactina, no hay activacidén suficien-
te del receptor, mientras que en el caso de la hiperprolac-
tinemia, tampoco hay activacidén suficiente del receptor, va
que todos los receptores estdan bloqueados por una molécula
de prolactina y no se pueden dimerizar mds. En otras pala-
bras, la respuesta a dosis para prolactina tiene forma de
campana y la activacién oéptima del receptor se logra sélo
en un cierto rango de concentracién. Hay evidencia de un
segundo estudio que la carencia de expresién de prolactina
endometrial en pacientes lleva a una falla de implantacidn

temprana (Human Reprod. 19:1911-1916, 2004). Sin embargo,
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se ha mostrado que la prolactina ex vivo puede prevenir la
apoptosis de células granulosas humanas cultivadas y por 1lo
tanto mantiene la funcidn temprana del cuerpo luteo como ha
sido demostrado en ratones deficientes de PRLR (Human Re-
prod. 18:2672-2677,2003) .
En comparacién con las estrategias mencionadas anteriormen-—
te, la anticoncepcidén femenina con anticuerpos neutraliza-
dores de PRLR tiene varias ventajas:
® 1os anticuerpos pueden ser usados en mujeres fumadoras,
con sobrepeso, y mayores asi como en mujeres que pade-
cen de lupus eritematoso (los anticuerpos contra PRLR
pueden incluso ser beneficioso para el tratamiento del
lupus y la reduccidén de grasa abdominal, es decir que
los ratones deficientes de PRLR tuvieron menos grasa
abdominal) .
® 1os anticuerpos contra PRLR no elevaron el riesgo de
VTE (tromboembolismo venoso).
® 31 contrario de los estrdgenos y progestinas usadas en
la anticoncepcidédn oral combinada, la neutralizacidén de
la sefializacidén mediada por PRLR lleva a la inhibicién
de la proliferacidén del epitelio mamario y al contra-
rio de las estrategias hormonales para el control de
la fertilidad podria incluso proteger a los usuarios
del cancer de mama.
Otro objeto de la presente invencidén es el uso del anti-
cuerpo Mat3 para la anticoncepcidén femenina con efectos se-

cundarios reducidos en comparacidén con los tratamientos es-
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tandares.

Inhibicidén de la lactancia

La prolactina es la hormona principal relacionada con 1la
lactancia después del nacimiento del nifio. Esto se ve re-
flejado en el fenotipo de los ratones con deficiencias en
el PRLR. Incluso los ratones heterocigotas presentan pro-
blemas severos en la lactancia, por lo gque son completamen-—
te 1incapaces de amamantar su descendencia (Frontiers in
Neuroendocrinology 22:140-145, 2001).

Las mujeres pueden verse obligadas a interrumpir la lactan-
cia debido a muchas razones. Algunas de ellas incluyen los
regimenes con drogas que podrian ser potencialmente peli-
grosas para el lactante, las infecciones serias (la masti-
tis, la nefritis), las hemorragias posparto profusas y las
enfermedades maternas severas, p.ej., la diabetes, los car-
cinomas y la debilidad, o las enfermedades de los neonatos.
En la actualidad, se usan agonistas del receptor de dopami-
na como la bromocriptina y el lisuride para inhibir la lac-
tancia después del nacimiento. Sin embargo, estos compues-—
tos pueden provocar efectos colaterales severos, tales como
nduseas, vdémitos, edema, hipotensidén, mareos, pérdida de
cabello, cefaleas y alucinaciones. Ademas, los agonistas
del receptor de dopamina no estdn indicados para las muje-
res que sufren enfermedades cardiovas-culares o hiperten-
sién. Otra desventaja de la bromocriptina es su vida media
breve, por lo cual es necesario ingerirla 4-6 veces al dia

durante un periodo de 14 dias.



55

Por lo tanto, los inventores esperan que los anticuerpos
neutralizadores de PRLR sean adecuados para la inhibicidn
de la lactancia. En una publicacidén anterior un antisuero
generado contra PRLR parcialmente purificado se dio a ratas
lactantes. Se especuld que el antisuero llevara a la inhi-
bicidén de la lactancia ya gque hubo una disminucidén pequeiia
en el peso de las lechigadas (Endocrinology 102:1657-
1661,1978). Sin embargo los autores no pudieron excluir que
incluso otros mecanismos podrian haber llevado a una reduc-—
cidén leve en el peso de la lechigada. Adicionalmente obser-
varon que el antisuero provocdé un aumento en el cuerpo 1u-
teo de las ratas tratadas (Endocrinology 102:1657-
1661,1978). Esta observacidén estd en claro con-traste con
el fenotipo de ratones deficientes de PRLR (Genes Dev
11:167-178, 1997) en los cuales la ovulacidén no se alterd y
en los cuales no se observd aumento en el cuerpo luteo.
Probablemente el antisuero empleado bloqued algunas molécu-—
las desconocidas adicionales.

Otro objeto de la presente invencidén es el uso del anti-
cuerpo Mat3 para la inhibicién de la lactancia.

Hiperplasia prostatica benigna

La hiperplasia prostdtica benigna (BPH) es la cuarta afec-
cidén de la salud mds prevalente en los hombres de edad. El1
agrandamiento de la prdstata es una afeccidn progresiva que
afecta a mas de 50% de los hombres con edades superiores a
50 anos. La BPH se caracteriza por la hiperplasia del es-

troma y las células epiteliales de la prdstata, lo que re-
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sulta en la formacién de grandes ndédulos discretos en la
regidén periuretral de la préstata, gque comprime el canal
uretral. Por consiguiente, la interrupcidén del flujo de
orina es una consecuencia importante de la BPH.

A continuacidén se detallan las terapias convencionales para
la BPH.

a) Los antagonistas del receptor adrenérgico [l (por
ejemplo la tamsulosina, la alfuzosina, la terazosina,
la doxazosina) alivian los sintomas de la BPH en el
tracto urinario inferior. Disminuyen las obstrucciones
a la salida de la vejiga al blogquear la estimulacidn
del musculo liso de la préstata mediada por los recep-
tores alfa. Los efectos colaterales mas importantes
incluyen efectos adversos relacionados con la vasodi-
latacidén, mareos e insuficiencias en la eyaculacidn.

b) Los inhibidores de la b5ll-reductasa (p.ej., el finaste-
ride) previenen la formacién de dihidrotestosterona,
la forma activa de la testosterona en la préstata, gue
es responsable del agrandamiento de la prdstata. Los
efectos colaterales mas importantes incluyen las dis-
funciones sexuales, tales como los trastornos erécti-
les y la libido disminuida.

c) La reseccidén transuretral de la prdstata (TURP) es un
tratamiento quirUrgico que estd asociado a una morbi-
lidad elevada. Los efectos colaterales incluyen las
hemorragias, 1la incontinencia, la formacién de obs-

trucciones, la pérdida de eyaculacidén y las perfora-
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ciones en la vejiga.

d) La colocacidén de stents en la prdstata. Se inserta un
stent en la parte prostdtica de la uretra para garan-
tizar un flujo apropiado de orina. Los efectos cola-
terales més importantes incluyen las incrustaciones,
las infecciones en el tracto urinario y la migracién
del stent. Mas aun, es necesario retirar los stents
antes de realizar cualquier manipulacidén transuretral.

Como se describidé para la glandula mamaria, la PRL y el
PRLR actuyan en una via autocrina/paracrina (J. Clin. In-
vest. 99:618 pp. 1997) en la prodstata.

En estudios clinicos, se ha demostrado que la hiperpro-
lactinemia (y la acromegalia) esta asociada al agrandamien-
to de la préstata y a la acumulacidédn de células inflamadas
en el estroma. La hormona de crecimiento humana puede unir-
se al PRLR humano en presencia de cinc, con lo que podria
explicarse por qué la acromegalia puede dar como resultado
una hiperplasia prostdtica benigna. Los niveles de PRL en
el suero frecuentemente son elevados en los pacientes con
BPH.

Los animales transgénicos donde se sobreexpresa el gen de
la PRL de manera ubicua desarrollan una hiperplasia severa
en el estroma de la préstata, lo que refleja que la PRL es
un factor patofisioldgico importante para el desarrollo de
la hiperplasia prostatica (Endocrinology 138:4410 pp.
1997). Ademds, la sobreexpresién local de la prolactina en

los ratones transgénicos bajo el control del promotor de la
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probasina especifico de la préstata da como resultado una
expansién del estroma, una acumulacidén de células inflama-
torias y una displasia epitelial focal, que son las carac-—
teristicas bdsicas de la BPH en los seres humanos (Endocri-
nology 144:2269 pp. 2003).

Otro aspecto de la presente invencidén es el uso del anti-
cuerpo Mat3 o fragmentos de unidén a antigeno como se des-
cribe en la presente invencidén para el tratamiento de hi-
perplasia prostdtica benigna.

Terapia hormonal combinada

Para el tratamiento de sofocos en mujeres postmenopdusicas
gue aun tienen uUtero, se usaron combinaciones de estrdgeno
(estradiol, o estrdégeno equino conjugado = CEE) y progesti-
nas (p.ej. acetato de medroxiprogesterona (MPA), progeste-—
rona, drospirenona, levonorgestrel). Las progestinas tienen
que ser agregadas para inhibir la proliferacidén de células
epiteliales uterinas activadas por estradiol. Sin embargo,
el agregado de progestinas aumenta la proliferacién de cé-
lulas epiteliales mamarias. Debido a que ambas, células
normales asi como células cancerosas de epitelio mamario
responden con proliferacidén al tratamiento combinado de es-—
trégeno més progestina, se encontrd aumentado el riesgo re-
lativo de céncer de mama luego del tratamiento con CEE mas
MPA (JAMA 233:321-333;2002).

El anticuerpo de la presente invencidén resuelve el problema
para tratar la proliferacién potenciada de células epite-

liales de mama observada durante la terapia combinada de
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hormonas.

Otro objeto de la presente invencidén es el uso del anti-
cuerpo neutralizador Mat3 contra PRLR o fragmentos de unidn
a antigeno en terapia combinada de hormonas (es decir tera-
pia de estrdégeno + progestina) para inhibir la prolifera-
cidén de células de epitelio mamario.

Pérdida de cabello

El tratamiento para la pérdida de cabello atin es una nece-
sidad no satisfecha. Crecimiento del cabello en el cuero
cabelludo en ciclos: la fase andgena se caracteriza por
crecimiento activo del cabello; la fase catdgena muestra
involucidén y es seguida por la fase teldgena (reposo). La
fase exdégena (la liberacidn del cabello muerto) coincide
con el fin de la fase teldgena. La pérdida de cabello puede
ser la consecuencia de un crecimiento alterado del cabello
en cualquier fase.

La pérdida de cabello telogénica puede tener diversos des-—
encadenantes (el estrés fisioldgico y emocional, las afec-
ciones médicas, las deficiencias de hierro y de cinc). Vale
destacar que, en sus primeras etapas, la alopecia androgé-
nica se caracteriza por una pérdida de cabello telogénica
(Cleveland clinic journal of medicine 2009; 76:361-367). La
pérdida de cabello anagénica frecuentemente es la conse-
cuencia de la radiacién o de la gquimioterapia.

Para el tratamiento de la pérdida de cabello androgénica,
suele usarse minoxidil vy finasteride. Para la alopecia

areata, suelen usarse glucocorticoides. En general, todos
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estos tratamientos tienen efectos colaterales (finasteride:
pérdida de libido e impotencia en los hombres, glucocorti-
coides: diabetes, ganancia de peso, osteoporosis), por 1o
que todavia no ha sido posible solucionar completamente el
problema de la pérdida de cabello.

Se han realizado experimentos de afeitado en roedores adul-
tos para analizar el efecto de los compuestos sobre la pér-
dida de cabello, mediante el uso del crecimiento de nuevo
cabello en el area afeitada como paradigma de lectura (Bri-
tish Journal of dermatology 2008; 159:300-305). E1 afeitado
de los animales adultos (cuyo cabello suele hallarse en la
fase telogénica) induce la fase anagénica, gque se caracte-
riza por el crecimiento del cabello.

Se ha encontrado que la prolactina y el PRLR se expresan en
los foliculos pilosos. De los datos de expresidn se sugiriéd
que la interferencia con la sehalizacidédn mediada por PRLR
podria ser util contra la pérdida de cabello, pero no mos-—
traron datos funcionales para probar esta hipdtesis (Aktue-
lle Dermatologie 31:109-116,2005).

El anticuerpo de la presente invencidén resuelve el problema
de proveer nuevos tratamientos para la pérdida de cabello
hiper y normoprolactinémica en mujeres y hombres.

Por lo tanto otro aspecto de la presente invencidn es em-—
plear el anticuerpo Mat3 o fragmentos de unidén a antigeno
para el tratamiento o prevencidédn de pérdida de cabello hi-

per y normoprolactinémica.
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Tratamiento y prevenciédn del cancer de mama resistente a

antiestrdégenos

Se ha sugerido que el PRLR se sobreexpresa en cancer de ma-
ma en humanos (J Clin Endocrinol Metab 83:667-674,1998) vy
que la interferencia negativa con la interaccién PRL-PRLR
podria tener un impacto positivo en el tratamiento de can-
cer de mama (Int. J. Cancer: 55(5): 712-721, 1993). Existe
evidencia, gque en general, los niveles de prolactina en
plasma se correlacionan con el riesgo de céncer de mama
(Cancer Lett 243:160-169,2006). En pacientes con céancer de
mama resistente a tamoxifeno, el desarrollo de la enferme-
dad progresiva se correlaciona con los niveles prolactina
en plasma (Eur J Surg Oncol 20:118-121,1994). Los ratones
transgénicos que sobreexpresan prolactina son mds propensos
al desarrollo de cancer de mama (J Clin Invest 100:2744-
2751,1997) .

Otro aspecto de la presente invencidn es el uso del anti-
cuerpo Mat3 o fragmentos de unidén a antigeno como se des-
cribe en la presente invencidén para el tratamiento o pre-
vencidén de cancer de mama resistente a antiestrdgenos.

Definiciones

El antigeno blanco, el “PRLR" humano, como se lo usa en la
presente, hace referencia a un polipéptido humano que tiene
sustancialmente la misma secuencia de aminodcidos en su do-
minio extracelular que los aminodcidos entre las posiciones
1 yv 210 de SEQ ID N° 12 y las variantes alélicas y/o de se-

paracidén naturales de ésta. E1 “ECD del PRLR", como se 1lo
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usa en la presente, hace referencia a la porcidén extracelu-
lar del de PRLR que estad representada por los ami-noacidos
mencionados con anterioridad. Ademds, el PRLR humano blanco
también abarca las versiones mutadas del receptor, tales
como la mutacién de activacién I146L, descripta por Paul
Kelly (Proc Natl Acad Sci USA, 105(38):14533-14538,2008; vy
una comunicacidén oral, Turin, 2007).

El antigeno blanco, "PRLR" de mono, como se usa en la pre-
sente hace referencia a un polipéptido de macaco asi como
de mono cangrejero que tiene sustancialmente la misma se-
cuencia de aminoadcidos en su dominio extracelular que las
posiciones de aminodcidos entre 1 y 210 de SEQ ID NO. 11 vy
las variantes alélicas y/o de corte y empalme de origen na-
tural de las mismas. El "ECD de PRLR" como se usa en la
presente hace referencia a la porcidén extracelular de PRLR
representado por los aminocdcidos mencionados anteriormente.
El antigeno blanco murino o de ratdén "PRLR" como se usa en
la presente hace referencia a un polipéptido murino que
tiene sustancialmente la misma secuencia de aminodcidos en
su dominio extracelular que las posiciones de aminodcidos
entre 1 y 210 de SEQ ID NO. 13 y las variantes alélicas y/o
de corte y empalme de origen natural de las mismas. E1 "ECD
de PRLR" como se usa en la presente hace referencia a la
porcidn extracelular de PRLR representado por los aminodci-
dos mencionados anteriormente.

Como se la usa en la presente, la frase “cantidad eficaz

para el uso terapéutico" hace referencia a una cantidad de
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un anticuerpo terapéutico o profildctico que seria apropia-
da para provocar el efecto o la respuesta terapéutica o
profildctica deseada, lo que incluye el alivio de algunos o
la totalidad de los sintomas de la enfermedad o la reduc-
cidén de la predisposicidén a la enfermedad, cuando se la ad-
ministra de acuerdo con el régimen de tratamiento deseado.

Como se lo usa en la presente, se dice que un anticuerpo
“se une especificamente” a un antigeno (en este caso, el
PRLR), que “presenta especificidad” por él1 o que lo “reco-
noce especificamente” cuando dicho anticuerpo es capaz de
discriminar entre dicho antigeno y uno o mads antigenos de
referencia, ya que la especificidad de la unidén no es una
propiedad absoluta, sino relativa. En su forma mas general
(y cuando no se menciona una referencia definida), la
“unidén especifica” hace referencia a la capacidad del anti-
cuerpo de discriminar entre el antigeno de interés y un an-
tigeno no relacionado, lo cual puede determinarse, p.ej.,
de acuerdo con uno de los métodos que se describen a conti-
nuacién. Los métodos comprenden, sin limitaciones, las
transferencias Western, las pruebas de ELISA, RIA, ECL e
IRMA y los andlisis de péptidos. Por ejemplo, puede reali-
zarse un ensayo de ELISA convencional. La calificacién pue-
de llevarse a cabo mediante el desarrollo de color (p.ej.,
con un anticuerpo secundario con peroxidasa de rdbano con
picante y tetrametil benzidina con perdéxido de hidrdgeno).
La reaccién en determinadas cavidades se califica en fun-

cidén de la densidad éptica, p.ej., a 450 nm. E1 valor de
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fondo tipico (gque equivale a la reaccidén negativa) puede
ser de 0,1 OD. Una reaccién positiva tipica puede ser de 1
OD. Esto implica que la diferencia entre el positivo y el
negativo puede ser de mads de 10 veces. Tipicamente, la de-
terminacidén de la especificidad de la unidn se efectla
usando no solamente un antigeno de referencia, sino mas
bien un conjunto de aproximadamente tres a cinco antigenos
no relacionados, tales como la leche en polvo, la BSA, la
transferrina o semejantes.

Sin embargo, la “unidén especifica” también puede hacer re-
ferencia a la capacidad de un anticuerpo de discriminar en-
tre el antigeno blanco y uno o mas antigenos relacionados
estrechamente, los cuales se usan como puntos de referen-
cia. Adicionalmente, la “unidén especifica” puede estar re-
lacionada con la capacidad de un anticuerpo de discriminar
entre distintas partes de su antigeno blanco, por ejemplo,
distintos dominios, subdominios o regiones del PRLR, tales
como los epitopes en la regidén del extremo N o el extremo C
del ECD del PRLR, o entre uno o mas residuos de aminodacidos
o extensiones de residuos de aminodcidos fundamentales del
ECD del PRLR.

La Kp de la *"afinidad" o de la *“afinidad de unién" fre-
cuentemente se determina midiendo la constante de asocia-
cién en equilibrio (ka) y la constante de disociacidén en
equilibrio (kd) y calculando el cociente entre la kd y la
ka (Kp = kd/ka). Los términos *“inmunoespecifico" y *“carac-

terizado por una unidn especifica" denotan que el anticuer-—
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po se une al PRLR o a su ECD con una Kp de afinidad menor o
igual que 10 M (una afinidad monovalente). El1 término
“afinidad elevada” denota que la Kp de afinidad con la que
se une el anticuerpo al PRLR o a su ECD con es menor o
igual que 107 M (una afinidad monovalente). El anticuerpo
puede presentar una afinidad sustancialmente mayor por el
antigeno blanco que por otras moléculas no relacionadas. El
anticuerpo también puede presentar una afinidad sustancial-
mente mayor por el antigeno blanco que por sus homdélogos,
por ejemplo, una afinidad relativa al menos 1,5 veces, 2
veces, 5 veces 10 veces, 100 veces, 103 veces, 104 veces,
105 veces, 10% veces mayor por el antigeno blanco, o incluso
mayor. Estas afinidades pueden ser determinadas con facili-
dad usando técnicas convencionales, tales como la didlisis
en equilibrio, con el instrumento BIAcore 2000, de acuerdo
con los procedimientos generales provistos por el fabrican-
te, con un radioinmunoensayo, usando un antigeno blanco ra-
diomarcado, o con otro método conocido por aquellos versa-—
dos en la técnica. Los datos de la afinidad pueden anali-
zarse, por ejemplo, con el método de Scatchard et al., Ann
N.Y. Acad. Sci., 51:660 (1949).

Como se la usa en la presente, la frase *“los anticuerpos
antagonizan la sefalizacidén mediada por la prolactina” hace
referencia a un bloqueo de la activacién del receptor de
prolactina por los anticuerpos de la presente invencidn, 1lo
que da como resultado una inhibicidén completa de la sefiali-

zacién mediada por el receptor de prolactina.
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Como se la usa en la presente, la frase “los anticuerpos
compiten por la unidén” hace referencia a una competicidén de
un anticuerpo con un segundo ligando por la unidén al recep-
tor de prolactina.

El término “anticuerpo" se usa en su sentido mds amplio e
incluye los anticuerpos completamente ensamblados, los an-
ticuerpos monoclonales, los anticuerpos policlonales, 1los
anticuerpos multiespecificos (por ejemplo, los anticuerpos
biespecificos), 1los fragmentos de anticuerpos dgque pueden
unirse al antigeno (por ejemplo, los fragmentos Fab',
F'(ab)2 o Fv, los anticuerpos de cadena simple, los dia-
cuerpos), los cuerpos de camello y los péptidos recombinan-
tes que abarcan los anteriores, con la condicidén de que
presenten la actividad bioldégica deseada. Los anticuerpos
pueden presentan distintos dominios constantes (dominios
Fc) en su cadena pesada, que preferiblemente derivan de 1los
isotipos IgGl, IgG2 o IgG4 (véase la descripcidén mas ade-
lante). Pueden introducirse mutaciones para modificar las
funciones efectoras. Se han identificado residuos de ami-
nodcidos en el dominio Fc que cumplen una funcidén dominante
en las interacciones entre la proteina complementaria Clg y
los receptores Fc, y se han descripto mutaciones que influ-
yen en las funciones efectoras (para hallar una revisidn,
véase Labrijn et al., Current opinion in Immunology 20:479-
485, 2008). En particular, es posible realizar la agli-
coilacién de IgGl por medio de una mutacidén de asparagina

en alanina o de asparagina en glutamina en el aminodcido en
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la posicidén 297. Se ha informado gque esta mutacién anula la
citotoxicidad mediada por células (ADCC) derivada del anti-
cuerpo (Sazinsky et al., Proc. Nat. Acad. Sci. 105 (51):
20169, 2008; Simmons et al., J. of Immunological Methods
263:133-147, 2002). El1 reemplazo de lisina por alanina en
la posicidén 322 da como resultado una reduccidén en la ADCC
y la remocién de la citotoxicidad derivada del complemento
(CDC), mientras que el reemplazo simultdneo de dos leucinas
en las posiciones 234 y 235 por alaninas permite evitar 1la
ADCC vy la CDC [Hezareh et al., J. of Virology, 75
(24):12161-12168, 2001]. Con el objeto de aplicar isotipos
IgG4 como agentes terapéuticos bivalentes in vivo que re-
tengan la avidez, podrd introducirse una modificacidén en
forma de un intercambio de serina por prolina en la “regidn
de la bisagra principal” (Schuurman, J. et al. Immunology
97:693-698, 1999). La tendencia de las moléculas de IgG2
humanas a formar dimeros covalentes heterogéneos puede evi-
tarse cambiando una de las cisteinas en las posiciones 127,
232 y 233 por serina (Allen et al., Biochemistry, 2009, 48
(17), pp. 3755-3766). Un formato alternativo con una fun-
cidén efectora reducida puede ser el formato IgG2m4, que de-
riva de una IgG2 gque contiene cuatro cambios por residuos
de aminodcidos especificos de la IgG4 (An et al., mAbs
1(6), 2009). Es posible producir fragmentos de anticuerpos
con técnicas de ADN recombinante o mediante la escisidn en-
zimdtica o quimica de los anticuerpos intactos, lo cual se

describird con mayor detalle méds adelante. Los ejemplos no
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limitativos de anticuerpos monoclonales incluyen los anti-
cuerpos murinos, quiméricos, humanizados y humanos, asi co-
mo las inmunoglobulinas humanas modificadas, las proteinas
de fusidén quiméricas que tienen secuencias derivadas de in-
munoglobulinas, las muteinas o los derivados de éstas, cada
uno de los cuales se describird con mayor detalle mas ade-
lante. También se contemplan los multimeros o los agregados
de moléculas intactas y de fragmentos de éstas, incluyendo
los anticuerpos modificados por medios quimicos.

El término “anticuerpo monoclonal", como se lo usa en la
presente, hace referencia a un anticuerpo gque se obtiene de
una poblacidén de anticuerpos sustancialmente homogéneos, es
decir, una poblacidén de anticuerpos individuales gque son
idénticos, excepto por las posibles mutaciones naturales
que pudiera haber presentes en cantidades menores. Los an-—
ticuerpos monoclonales son altamente especificos y estéan
dirigidos contra un solo sitio antigénico. Ademds, en con-—
traste con las preparaciones de anticuerpos convencionales
(policlonales), que tipicamente incluyen distintos anti-
cuerpos dirigidos contra determinantes (epitopes) diferen-
tes, cada anticuerpo monoclonal estd dirigido contra un so-
lo determinante en el antigeno. Ademds de su especificidad,
los anticuerpos monoclonales son ventajosos porgue son sin-
tetizados en un cultivo homogéneo, es decir, no estdn con-
taminados con otras inmunoglobulinas, que podrian tener es-—
pecificidades y caracteristicas diferentes.

El adjetivo “monoclonal" indica el cardcter del anticuerpo:
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se lo ha obtenido de una poblacidén de anticuerpos sustan-
cialmente homogéneos. No restringe la produccién del anti-
cuerpo a un método particular. Por ejemplo, los anticuerpos
monoclonales que pueden usarse pueden elaborarse con el mé-
todo de los hibridomas, que fue descripto por primera vez
por Kohler et al., Nature, 256:495, 1975, o pueden elabo-
rarse con métodos de ADN recombinante (véase, p.ej., la Pa-
tente de los EE.UU. N° 4816567). Los "anticuerpos monoclo-
nales" también pueden ser, por ejemplo, anticuerpos recom-—
binantes, quiméricos, humanizados o humanos modificados,
asi como fragmentos de anticuerpos.

Una “inmunoglobulina" o un *“anticuerpo nativo" hacen refe-
rencia a una glicoproteina tetramérica. En una inmunoglobu-
lina natural, cada tetramero estda compuesto por dos pares
idénticos de cadenas polipeptidicas, donde cada par tiene
una cadena “liviana" (de aproximadamente 25 kDa) y una ca-
dena “pesada" (de aproximadamente 50-70 kDa). La porcidn
del extremo amino de cada cadena incluye una regién *“varia-
ble" de aproximadamente entre 100 y 110 aminodcidos, o mas,
que es la responsable primaria del reconocimiento del anti-
geno. La porcidén del extremo carboxilo de cada cadena defi-
ne una regidén constante que es la responsable primaria de
la funcidén efectora. Las inmunoglobulinas pueden separarse
en distintas clases en funcidén de la secuencia de aminoéaci-
dos del dominio constante de sus cadenas pesadas. Las cade-
nas pesadas se clasifican como mu (p), delta (A), gamma

(v), alfa (o) y épsilon (g) y definen el isotipo del anti-
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cuerpo como IgM, IgD, IgG, IgA e Igk, respectivamente. Ade-
mas, varias de éstas pueden ser divididas en subclases o
isotipos, por ejemplo, IgGl, IgG2, IgG3, IgG4, IgAl e IgA2.
Los distintos isotipos pueden tener funciones efectoras di-
ferentes; por ejemplo, los isotipos IgGl e IgG3 frecuente-
mente presentan actividad de ADCC. Las cadenas livianas hu-
manas se clasifican como cadenas livianas kappa (K) y lamb-
da (A). Dentro de las cadenas livianas y pesadas, las re-—
giones variables y constantes estdn unidas por una regidn
“J", de aproximadamente 12 aminodcidos o mas, donde la ca-
dena pesada también incluye una regidén “D" de aproximada-
mente 10 aminocdcidos o mas. Véase en general Fundamental
Immunology, capitulo 7 (Paul, W., editor, 22 edicidn, Raven
Press, N.Y. (1989)).

Un “fragmento funcional” o un “fragmento de unidén al anti-
geno” de un anticuerpo/una inmunoglobulina se definen en la
presente como un fragmento de anticuerpo/inmunoglobulina
(p.ej., una regidén variable de una IgG) que retiene la re-
gién de unidén al antigeno. La “regidén de unidn al antigeno”
de un anticuerpo tipicamente se halla en una o mas de las
regiones hipervariables del anticuerpo, es decir, las re-
giones CDR 1, 2 y/o 3. Sin embargo, las regiones variables
“del marco” también pueden cumplir una funcidén importante
en la unién al antigeno, p.ej., al proveer un andamiaje pa-
ra las CDR. Preferiblemente, la “regién de unién al anti-
geno” comprende al menos los residuos de aminodcidos 4 a

103 de la cadena liviana variable (VL) y los residuos de
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aminodcidos 5 a 109 de la cadena pesada variable (VH), mas
preferiblemente los residuos de aminoadcidos 3 a 107 de 1la
VL y los residuos de aminodcidos 4 a 111 de la VH, y en
particular, particularmente las cadenas VL y VH completas
[los aminodcidos en las posiciones 1-109 de la VL y en las
posiciones 1-113 de la VH; la numeracidén de las posiciones
de los aminodcidos se realiza de acuerdo con la base de da-
tos de Kabat (Johnson y Wu, Nucleic Acids Res., 2000, 28,
214-218)]. Una clase preferida de inmunoglobulinas que pue-
den usarse en la presente invencidén es la de la IgG.

El término “regidén hipervariable" hace referencia a los re-
siduos de aminoadcidos de los dominios wvariables VH y VL de
un anticuerpo o de un fragmento funcional de un anticuerpo
que son responsables de la unidén al antigeno. La regidén hi-
pervariable comprende los residuos de aminodcidos de 1la
“regidn de determinacidén de la complementariedad" o CDR [es
decir, los residuos 24-34 (LCDR1), 50- 56 (LCDR2) y 88-97
(LCDR3) en el dominio variable de la cadena liviana y 1los
residuos 29-36 (HCDR1l), 48-66 (HCDR2) y 93-102 (HCDR3) en
el dominio variable de la cadena pesada, como se ilustra en
la figura 12] y/o los residuos de un rizo hipervariable [es
decir, los residuos 26-32 (dentro de LCDR1l), 50-52 (dentro
de LCDR2) y 91-96 (dentro de LCDR3) en el dominio variable
de la cadena 1liviana y los residuos 26-32 (dentro de
HCDR1), 53- 55 (dentro de HCDR2) y 96-101 (dentro de HCDR3)
en el dominio variable de la cadena pesada, como se descri-

be en Chotia et al., J. Mol. Biol. 196:901-917 (1987)1].
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Los ejemplos no limitativos de fragmentos de anticuerpos
incluyen los fragmentos Fab, Fab', F(ab')2 y Fv, los domi-
nios de anticuerpos (dAb), los fragmentos de las regiones
de determinacién de la complementariedad (CDR), los anti-
cuerpos de cadena simple (scFv), los fragmentos de anti-
cuerpos de cadena simple, los diacuerpos, los triacuerpos,
los tetracuerpos, los minicuerpos, los anticuerpos lineales
(Zapata et al., Protein Eng.,8(10):1057-1062 (1995)), 1los
anticuerpos recombinantes quelantes, 1los tricuerpos, 1los
bicuerpos, los intracuerpos, los nanocuerpos, los inmuno-—
farmacos modulares pequefios (SMIP), las proteinas de fusidn
de dominios de unidén al antigeno con inmunoglobulinas, los
anticuerpos camelizados, los anticuerpos que contienen VHH,
las muteinas o los derivados de éstas y los polipéptidos
que contienen al menos una porcidédn de una inmunoglobulina
que es suficiente para conferirle al polipéptido la capaci-
dad de unirse de manera especifica al antigeno, tal como
una secuencia de la CDR, con la condicién de que el anti-
cuerpo retenga la actividad bioldégica deseada, asi como los
anticuerpos multiespecificos gque pueden formarse a partir
de fragmentos de anticuerpos (C. A. K Borrebaeck, editor
(1995), Antibody Engineering (Breakthroughs in Molecular
Biology), Oxford University Press; R. Kontermann & S. Due-
bel, editores (2001), Antibody Engineering (Springer Labo-
ratory Manual), Springer Verlag). Ha de interpretarse que
un anticuerpo que no es un anticuerpo “biespecifico" o “bi-

funcional" tiene todos los sitios de unidén idénticos. Po-
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drian diseflarse fragmentos F(ab’), o Fab para minimizar o
eliminar por completo las interacciones intermoleculares
mediadas por los enlaces disulfuro que pudieran aparecer
entre los dominios Cu1 y CL. Mediante la digestidén de 1los
anticuerpos con papaina, se producen dos fragmentos de
unién al antigeno idénticos, que se denominan fragmentos
“Fab", cada uno de los cuales tiene un solo sitio de unidn
al antigeno, y un fragmento residual “Fc", cuyo nombre re-—
fleja su capacidad de cristalizarse con facilidad. E1 tra-
tamiento con pepsina da como resultado un fragmento F(ab')2
que tiene dos fragmentos “Fv". Un fragmento “Fv" es el
fragmento minimo de un anticuerpo gque contiene un sitio
completo para reconocer al antigeno y unirse a él. Esta re-
gidén consiste en un dimero de un dominio variable de la ca-
dena pesada y uno de la cadena liviana, asociados estrecha-
mente a través de enlaces no covalentes. En esta configura-
cidén, las tres CDR de cada dominio variable interactiéan pa-
ra definir un sitio de unién al antigeno en la superficie
del dimero VH-VL. En conjunto, las seis CDR 1le confieren
especificidad a la unidén al antigeno del anticuerpo. Sin
embargo, incluso un solo dominio variable (o la mitad de un
fragmento Fv que comprenda tan solo tres CDR especificas
para un antigeno) tendrad la capacidad de reconocer el anti-
geno y unirse a él.

4

Los fragmentos de anticuerpos *“Fv de cadena simple", skFv"
o “scFv" comprenden los dominios de la VH y la VL del anti-

cuerpo, donde estos dominios estdn presentes en una sola
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cadena polipeptidica.

Preferiblemente, el polipéptido Fv también comprende un co-
nector polipeptidico entre los dominios de la VH y la VL,
que permite que el fragmento Fv forme la estructura deseada
para la unidén al antigeno. Para hallar una revisién de los
fragmentos sFv, véase Pluckthun en The Pharmacology of Mo-
noclonal Antibodies, wvol. 113, Rosenburg y Moore, editores,
Springer-Verlag, Nueva York, pp. 269-315 (1994).

El fragmento Fab también contiene el dominio constante de
la cadena liviana y el primer dominio constante (CH1l) de la
cadena pesada. Los fragmentos Fab difieren de los fragmen-
tos Fab' por la adicidén de unos pocos residuos en el extre-
mo carboxilo del dominio CH1 de la cadena pesada, incluyen-
do una o mads cisteinas de la regidén de la bisagra del anti-
cuerpo. Fab'-SH es la designacidén que se le da en la pre-
sente a aquellos fragmentos Fab' donde uno o méds residuos
de cisteina de los dominios constantes contienen un grupo
tiol libre. Los fragmentos de los anticuerpos F(ab')2 fue-
ron producidos originalmente como pares de fragmentos Fab'
que tenian cisteinas entre ellos.

Los residuos “del marco" o FR son aquellos residuos del do-
minio variable que no son los residuos de la regidén hiper-
variable.

La frase "regidén constante" hace referencia a la porcidn de
la molécula del anticuerpo que confiere las funciones efec-
toras.

Los términos “muteina" y “variante" pueden usarse indistin-
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tamente y hacen referencia a la secuencia polipeptidica un
anticuerpo que contiene al menos una sustitucidn, supresidn
0 insercidén de aminodcidos en la regidén variable o en una
porcidén equivalente a la regidén variable, con la condicidn
de que la muteina o la variante retengan la afinidad de
unidé o la actividad bioldégica deseada.

Las muteina pueden ser sustancialmente homdélogas o sustan-—
cialmente idénticas al anticuerpo progenitor.

El término “derivados" hace referencia a aquellos anticuer-—
pos que han sido modificados por medios covalentes, p.ej.,
con procedimientos como la ubiquitinacién, la conjugacidn
con agentes terapéuticos o de diagndstico, el marcado
(p.ej., con radionucleidos o con diversas enzimas), la
unidén covalente de polimeros, tal como el tratamiento con
PEG (la derivatizacidén con polietilenglicol), y la inser-—
cién o la sustitucidén de aminodcidos nativos por aminodci-
dos no naturales por medio de una sintesis quimica.

Un anticuerpo “humano” o un fragmento funcional de un anti-
cuerpo humano se definen en la presente como un anticuerpo
gque no es quimérico o *“humanizado” y gque no proviene (por
completo o en parte) de una especie no humana. Un anticuer-
po humano o un fragmento funcional de un anticuerpo humano
pueden derivar de un anticuerpo humano o pueden ser anti-
cuerpos humanos sintéticos. Un “anticuerpo humano sintéti-
co” se define en la presente como un anticuerpo que tiene
una secuencia que deriva por completo o en parte de secuen-—

cias sintéticas a través de procedimientos in silico, que
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se basan en el andlisis de secuencias de anticuerpos huma-
nos conocidos. El diseno in silico de la secuencia de un
anticuerpo humano o de un fragmento de éste puede efectuar-
se, p.ej., analizando una base de datos de secuencias de
anticuerpos humanos o de fragmentos de éstos y concibiendo
una secuencia polipeptidica mediante el uso de los datos
obtenidos. Otro ejemplo de un anticuerpo humano o de un
fragmento funcional de un anticuerpo humano es uno que es
codificado por un acido nucleico que ha sido aislado de una
biblioteca de secuencias de anticuerpos de origen humano
(es decir, una biblioteca basada en anticuerpos tomados de
una fuente humana natural). Los ejemplos de anticuerpos hu-
manos incluyen los anticuerpos basados en n-CoDeR, que fue-
ron descriptos por Carlsson y Sdéderlind, Exp. Rev. Mol.
Diagn. 1 (1), 102-108 (2001), y por Sdéderlin et al. Nat.
Biotech. 18, 852-856 (2000), asi como en la Patente de los
EE.UU. N° 6989250.

Un “anticuerpo humanizado” o un fragmento funcional de un
anticuerpo humanizado se definen en la presente como un an-
ticuerpo (i) que deriva de una fuente no humana (por ejem-
plo, un ratdén transgénico que tiene un sistema inmune hete-
rélogo), donde el anticuerpo estd basado en la linea germi-
nal humana, o (ii) qgque tiene CDR injertadas, donde las CDR
del dominio wvariable son de origen no humano, mientras que
uno o mas de los marcos del dominio variable son de origen
humano, asi como el dominio constante (de haberlo).

La frase “anticuerpo gquimérico”, como se la usa en la pre-
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sente, hace referencia a un anticuerpo gque contiene una se-
cuencia que deriva de dos anticuerpos diferentes (véase,
por ejemplo, la Patente de los EE.UU. N° 4816567), que ti-
picamente se origina en distintas especies. Mas tipi-
camente, los anticuerpos quiméricos comprenden fragmentos
de anticuerpos humanos y murinos, generalmente regiones
constantes humanas y regiones variables de ratédn.

Los anticuerpos “humanos modificados” se generan alterando
la secuencia progenitora de acuerdo con los métodos que se
detallan en Studnicka et al., Patente de los EE.UU. N°
5766886, por ejemplo, como en los anticuerpos que se repre-
sentan en SEQ ID N° 14 y 15 y los que se describen en la
solicitud de patente W0O08/022295.

Un anticuerpo de la invencidén puede derivar de una biblio-
teca de genes de anticuerpos recombinantes. El desarrollo
de tecnologias para preparar repertorios de genes de anti-
cuerpos humanos recombinantes y para presentar los fragmen-
tos de anticuerpos codificados en la superficie de bacte-
riéfagos filamentosos ha permitido elaborar y seleccionar
directamente anticuerpos humanos, 1lo cual también puede
aplicarse a los anticuerpos humanizados, quiméricos o muri-
nos o a las muteinas. Los anticuerpos que se elaboran con
esta tecnologia basada en fagos se producen como fragmentos
de unidén al antigeno, usualmente fragmentos Fv o Fab, en
bacterias, por lo que carecen de funciones efectoras. Las
funciones efectoras pueden introducirse con una de dos es-

trategias. Los fragmentos pueden modificarse para obtener
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anticuerpos completos, dgue pueden expresarse en células de
mamiferos, o para obtener fragmentos de anticuerpos biespe-
cificos, que contienen un segundo sitio de unidén para des-
encadenar una funcidén efectora. Tipicamente, el fragmento
Fd (VH-CHl1) y la cadena liviana (VL-CL) de los anticuerpos
son clonados por separado por PCR y son recombinados de ma-
nera aleatoria en bibliotecas de combinacién presentadas en
fagos, en las que posteriormente puede realizarse la selec-
cidén en funcidén de la unidn a un antigeno particular. Los
fragmentos Fab se expresan en la superficie del fago, es
decir, se unen fisicamente a los genes que los codifican.
Por consiguiente, la seleccidén de los fragmentos Fab a tra-
vés de la unidén a los antigenos también permite seleccionar
las secuencias que codifican los fragmentos Fab, que luego
pueden amplificarse. Al realizarse diversos procedimientos
de unidén al antigeno y amplificacidn recurrente, un proce-
dimiento que se conoce como andlisis, se incrementa el ni-
vel de los fragmentos Fab con especificidad por el anti-
geno, y finalmente se los aisla.

Se ha desarrollado una variedad de procedimientos para ob-
tener anticuerpos humanos de bibliotecas de presentacidén en
fagos. Estas bibliotecas pueden construirse en un solo mar-—
co maestro, en el cual pueden recombinarse diversas CDR
formadas in vivo (es decir, no derivadas del ser humano),
como se describe en Carlsson y Soéderlind, Exp. Rev. Mol.
Diagn. 1 (1), 102-108 (2001), Soderlin et al. Nat. Biotech.

18, 852-856 (2000), y la Patente de los EE.UU. N° 6989250.
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Como alternativa, esta biblioteca de anticuerpos podrd ba-
sarse en secuencias de aminodcidos que hayan sido disefiadas
in silico y dque estén codificadas por d&cidos nucleicos
creados por medios sintéticos. El1l disefio in silico de 1la
secuencia de un anticuerpo se efectta, por ejemplo, anali-
zando una base de datos de secuencias humanas y concibiendo
una secuencia polipeptidica mediante el uso de los datos
obtenidos. Se describen métodos para diseflar u obtener se-
cuencias creadas in silico, p.ej., en Knappik et al., J.
Mol. Biol. (2000) 296:57, Krebs et al., J. Immunol. Methods
(2001) 254:67, y la Patente de los EE.UU. N° 6300064. Para
hallar una revisidén de las técnicas de presentacidén en fa-
gos, véase W008/022295 (Novartis).

Como alternativa, un anticuerpo de esta invencidén puede
provenir de animales. Este anticuerpo puede ser un anti-
cuerpo humanizado o un anticuerpo human modificado, como se
resume en WO08/022295 (Novartis). El anticuerpo puede pro-
venir de animales transgénicos [véase también WO08/022295
(Novartis)].

Como se las usa en la presente, las distintas “formas” de
un antigeno, por ejemplo, el PRLR, se definen en la presen-—
te como las distintas moléculas proteicas que son el resul-
tado de distintas modificaciones gque ocurren durante la
traduccién y después de la traduccidn, tales como, sin 1i-
mitaciones, las diferencias en la separacidén del transcrip-
to primario del receptor de prolactina, las diferencias en

la glicosilacién y las diferencias en la escisidén proteoli-
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tica posterior a la traduccidn.

Como se lo usa en la presente, el término “epitope” incluye
cualgquier determinante proteico capaz de unirse de manera
especifica a una inmunoglobulina o a un receptor en una cé-
lula T. Los determinantes epitdépicos usualmente consisten
en agrupamientos que presentan actividad gquimica superfi-
cial, tales como aminodcidos o cadenas laterales de azuca-
res, y frecuentemente tienen caracteristicas especificas en
su estructura tridimensional, asi como caracteristicas de
carga especificas. Se dice que dos anticuerpos “se unen al
mismo epitope” cuando se demuestra que un anticuerpo compi-
te con el segundo anticuerpo en un ensayo de unién competi-
tiva, que puede llevarse a cabo de acuerdo con cualquiera
de los métodos gque son bien conocidos en la técnica, vy
cuando los dos anticuerpos se unen a la totalidad de los
aminodcidos del epitope.

Los términos “anticuerpos maduros” y “fragmentos de unidn
al antigeno maduros”, por ejemplo, las variantes de 1los
fragmentos Fab maduros, incluyen los derivados de un anti-
cuerpo o de un fragmento de anticuerpo gque presentan una
unién mas fuerte a un antigeno dado, tal como el dominio
extracelular del PRLR, es decir, que se unen a él con una
mayor afinidad. La maduracidén es el proceso en el gque se
identifica una pequefa cantidad de mutaciones dentro de las
seis CDR de un anticuerpo o de un fragmento de anticuerpo
que dan como resultado este incremento en la afinidad. El

proceso de maduracidn es la combinacién de métodos de bio-
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logia molecular gue permiten introducir mutaciones en el
anticuerpo y analizar e identificar los miembros de unidn
mejorados.

Métodos terapéuticos

Los métodos terapéuticos comprenden administrarle al sujeto
que necesita el tratamiento una cantidad eficaz para el uso
terapéutico de un anticuerpo contemplado en la invencién.
En la presente, una “cantidad eficaz para el uso terapéuti-

44

co” se define como una cantidad de un anticuerpo que es su-
ficiente para bloquear la proliferacidén de las células po-
sitivas para el PRLR en el 4rea tratada del sujeto, gque
puede administrarse como una sola dosis o de acuerdo con un
régimen de multiples dosis, por si sola o en combinacidn
con otros agentes. Esto puede dar como resultado el alivio
de una condicién adversa, pero la cantidad debe ser tolera-
ble desde el punto de vista toxicoldgico. El1 sujeto puede
ser un ser humano o un animal no humano (por ejemplo, un
conejo, una rata, un ratdén, un mono u otro primate de un
orden inferior).

Es posible administrar un anticuerpo de la invencidén de ma-
nera concurrente con medicamentos conocidos, y en algunos
casos, es posible modificar el propio anticuerpo. Por ejem-
plo, seria posible conjugar el anticuerpo con una inmunoto-—
xXina o un radioisdétopo para potencialmente incrementar aun
mds la eficacia.

Los anticuerpos de la invencidén pueden usarse como herra-

mienta terapéutica o de diagndéstico en una variedad de si-
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tuaciones donde el PRLR se exprese en un nivel indeseable-
mente elevado. Los trastornos y las afecciones que son par-
ticularmente susceptibles al tratamiento con los anti-
cuerpos de la invencidén son la endometriosis, la adeno-
miosis, la anticoncepcidén de la fertilidad femenina no hor-
monal, la enfermedad mamaria benigna y la mastalgia, la in-
hibicidén de la lactancia, la hiperplasia prostatica benig-
na, los fibroides, la pérdida de cabello hiper y normopro-
lactinémica. También se incluye el tratamiento concurrente
en una terapia hormonal combinada, con el fin de inhibir 1la
proliferacidn de las células del epitelio mamario.

Para tratar cualquiera de los trastornos precedentes, las
composiciones farmacéuticas que han de usarse de acuerdo
con la presente invencidén pueden formularse de manera con-
vencional, mediante el uso de uno o mds vehiculos o exci-
pientes aceptables para aplicaciones fisioldgicas. Un anti-
cuerpo de la invencidn puede administrarse por cualquier
medio apropiado, gque puede variar en funcién del tipo de
trastorno que se desea tratar. Las rutas de administracién
posibles incluyen las vias parenteral (por ejemplo, intra-
muscular, intravenosa, intraarterial, intraperitoneal o
subcutdnea), intrapulmonar e intranasal, y si resulta
deseable para un tratamiento de inmunosupresidén local, la
administracidén intralesional. Ademds, un anticuerpo de la
invencién puede administrarse a través de una infusidén en
pulsos, por ejemplo, con dosis decrecientes del anticuerpo.

Preferiblemente, la dosis se administra por inyeccidn, mas
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preferiblemente por inyeccidén intravenosa o subcutdnea, de-
pendiendo en parte del cardacter breve o crédénico de la admi-
nistracién. La cantidad que ha de administrarse depende de
una variedad de factores, tales como los sintomas clinicos,
el peso del individuo y la administracidén concurrente de
otras drogas. Aquellos versados en la técnica han de reco-
nocer que la ruta de administracidén variard en funcidn del
trastorno o la afeccidén gque se desee tratar.

La determinacién de una cantidad eficaz para el uso tera-
péutico del polipéptido novedoso de acuerdo con esta inven-—
cidén dependerd en gran medida de las caracteristicas del
paciente particular, de la ruta de administracidén y de la
naturaleza del trastorno que se desee tratar. Pueden ha-
llarse lineamientos generales, p.ej., en las publicaciones
de la Conferencia Internacional para la Armonizacidén y en
Remington’s Pharmaceutical Sciences, capitulos 27 y 28, pp.
484-528 (182 edicidén, Alfonso R. Gennaro, editor, Easton,
Pa.: Mack Pub. Co., 1990). Mas especificamente, la determi-
nacién de la cantidad eficaz para el uso terapéutico depen-—
dera de factores como la toxicidad y la eficacia del medi-
camento. La toxicidad puede determinarse con métodos bien
conocidos en la técnica, gque pueden hallarse en las refe-
rencias precedentes. La eficacia puede determinarse em-—
pleando los mismos lineamientos, en conexidén con los méto-
dos que se describirdn en los ejemplos mas adelante.

Composiciones farmacéuticas y administracién

La presente invencién también se relaciona con compo-
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siciones farmacéuticas gque pueden comprender anticuerpos
contra el PRLR solos o en combinacidén con al menos un agen-
te adicional, tal como un compuesto estabilizador, que pue-
den administrarse en cualquier vehiculo farmacéutico esté-
ril biocompatible, incluyendo, sin limitaciones, la solu-
cién salina, la dextrosa y el agua. Cualquiera de estas mo-
léculas podra administrdrsele a un paciente por si sola o
en combinacidén con otros agentes, drogas u hormonas, en
composiciones farmacéuticas donde se la mezcle con uno o
mas excipientes o vehiculos farmacéuticamente aceptables.
En una forma de realizacidén de la presente invencién, el
vehiculo farmacéuticamente aceptable es inerte desde el
punto de vista farmacéutico.

La presente invencidén también se relaciona con la adminis-
tracién de las composiciones farmacéuticas. Esta adminis-—
tracién se efectlla por via parenteral. Los métodos para
efectuar la administracidén parenteral incluyen la adminis-
tracién tépica, intraarterial (directamente en el tumor),
intramuscular, subcutdnea, intramedular, intratecal, intra-
ventricular, intravenosa, intraperitoneal, intrauterina o
intranasal. Ademéds de los ingredientes activos, estas com-
posiciones farmacéuticas podradn contener vehiculos farma-
céuticamente aceptables que comprendan excipientes y auxi-
liares que faciliten el procesamiento de los compuestos ac-
tivos, con el fin de obtener preparaciones que puedan usar-—
se en aplicaciones farmacéuticas. Pueden hallarse detalles

adicionales sobre la formulacidén y la administracién en la
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ultima edicién de Remington’s Pharmaceutical Sciences (edi-
tado por Maack Publishing Co., Easton, Pa.).

Las formulaciones farmacéuticas para la administracidén pa-
renteral incluyen las soluciones acuosas de los compuestos
activos. Para la inyeccidén, las composiciones farmacéuticas
de la invencidén pueden formularse en soluciones acuosas,
preferiblemente en amortiguadores compatibles con aplica-
ciones fisioldgicas, tales como la solucidén de Hank, la so-
lucidén de Ringer o la solucidén salina amortiguada de uso
fisioldégico. Las suspensiones acuosas inyectables podréan
contener sustancias que incrementen la viscosidad de 1la
suspensidén, tales como la carboximetil celulosa de sodio,
el sorbitol o el dextrano. Adicionalmente, las suspensiones
de los compuestos activos pueden prepararse como suspensio-—
nes oleosas inyectables apropiadas. Los solventes o 1los
vehiculos lipofilicos apropiados incluyen los aceites gra-
sos, tales como el aceite de sésamo, los ésteres de &cidos
grasos sintéticos, tales como el oleato de etilo o los tri-
glicéridos, o los liposomas. Opcionalmente, la suspensidn
también puede contener estabilizadores o agentes apropiados
para incrementar la solubilidad de los compuestos, con el
objeto de facilitar la preparacién de soluciones altamente
concentradas.

Para la administracién tdépica o nasal, en la formulacidn se
usan penetrantes apropiados para la barrera particular que
se desea atravesar. Estos penetrantes generalmente son co-

nocidos en la técnica.
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La administracidén parenteral también comprende métodos de
administracidén parenteral gque también incluyen la adminis-
tracidén intraarterial, intramuscular, subcutdnea, intrame-—
dular, intratecal, intraventricular, intravenosa, intrape-
ritoneal, intrauterina, vaginal o intranasal.

Conjuntos de elementos

La invencidén también se relaciona con lotes farmacéuticos y
conjuntos de elementos comprenden uno o mas recipientes re-
llenos con uno o mas de los ingredientes de las composicio-
nes de la invencidén gque se mencionaron con anterioridad. En
estos recipientes podrd haber una indicacién donde se sefia-
le la aprobacién de la manufactura, el uso y la comerciali-
zacidén del producto para la administracién a los seres hu-
manos por la agencia gubernamental correspondiente, respon-
sable de la regulacidén de la manufactura, el uso y la co-
mercializacidén de farmacos o productos bioldgicos.

En otra forma de realizacidén, los conjuntos de elementos
pueden contener secuencias de ADN que codifican los anti-
cuerpos de la invencidén. Preferiblemente, las secuencias de
ADN que codifican estos anticuerpos se proveen en un plas-
mido apropiado para transfectar y expresar en una célula
huésped. El plasmido puede contener un promotor (frecuente-
mente un promotor inducible) para regular la expresidén del
ADN en la célula huésped. El plasmido también puede conte-
ner sitios de restriccidén para facilitar la insercidén de
otras secuencias de ADN en el plasmido, con el propdsito de

producir diversos anticuerpos. Los pldsmidos también pueden
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contener otros elementos para facilitar la clonacidén y la
expresidén de las proteinas codificadas. Estos elementos son
bien conocidos por aquellos versados en la técnica e inclu-
yen, por ejemplo, marcadores de seleccidn, codones de ter-—
minacidén y semejantes.

Manufactura y almacenamiento

Las composiciones farmacéuticas de la presente invencidn
podran manufacturarse de una manera que sea conocida en la
técnica, p.ej., con procedimientos convencionales de mez-
cla, disolucidén, granulacidn, elaboracidén de grageas, levi-
gacidén, emulsidn, encapsulacidn, captura o liofilizacidn.

La composicién farmacéutica puede proveerse como un polvo

[o)

liofilizado en histidina 1 mM-50 mM, con 0,1%-2% de sacaro-
sa y 2%-7% de manitol, con un pH en el rango de entre 4,5 y
5,5, que puede combinarse con un amortiguador antes de
usarlo.

Una vez completa la elaboracién de las composiciones farma-
céuticas que comprenden un compuesto de la invencidén formu-
lado en un vehiculo aceptable, es posible colocarlas en un
recipiente apropiado, con instrucciones para el tratamiento
de una afeccidén indicada. Para administrar los anticuerpos
contra el PRLR, en estas instrucciones puede detallarse la

cantidad, la frecuencia y el método de administracidn.

Dosis con eficacia terapéutica

Las composiciones farmacéuticas gque son apropiadas para
usar en la presente invencidén incluyen aquellas composicio-

nes donde los ingredientes activos estdn presentes en una
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cantidad eficaz para el propdsito deseado, es decir, el
tratamiento de un estado de enfermedad particular caracte-
rizado por la expresidén del PRLR. La determinacidén de una
dosis eficaz estd dentro del alcance de aquellos versados
en la técnica.

Para cualquier compuesto, la dosis con eficacia terapéutica
puede estimarse inicialmente en ensayos en cultivos celula-
res, por ejemplo, en células de linfoma, o en modelos en
animales, usualmente ratones, ratas, conejos, perros, cer-
dos o simios. También puede usarse un modelo en un animal
para determinar el rango de concentracidén y la ruta de ad-
ministracidén deseados. Posteriormente, esta i1nformacidn
puede usarse para determinar las dosis y las rutas utiles
para la administracidén en seres humanos.

La dosis con eficacia terapéutica hace referencia a la can-
tidad de una proteina, de un anticuerpo contra ella o de un
antagonista o un inhibidor de dicha proteina que permite
mejorar los sintomas o la afeccidén. La eficacia terapéutica
y la toxicidad de estos compuestos pueden determinarse de
acuerdo con procedimientos farmacéuticos convencionales, en
cultivos celulares o en animales experimentales, por ejem-
plo, a través de la EDso (la dosis con eficacia terapéutica
en 50% de la poblacidén) y la LDsg (la dosis letal para 50%
de la poblacidén). La proporcidn entre las dosis correspon-—
dientes a los efectos terapéuticos y tdéxicos es el indice
terapéutico, que puede expresarse como la proporcidn

EDso/LDso. Se prefieren las composiciones farmacéuticas que
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presentan indices terapéuticos elevados. Los datos obteni-
dos en los ensayos en cultivos celulares y en los estudios
en animales se usan para formular un rango de dosificacién
para el uso en los seres humanos. La dosis de estos com-
puestos preferiblemente se halla en un rango de concentra-
ciones en la circulacidén que incluyen la EDsg, y Se caracte-
riza por una toxicidad escasa o nula. Dentro de este rango,
la dosis puede variar dependiendo de la forma de dosifica-
cidén empleada, de la sensibilidad del paciente y de la ruta
de administracidn.

La dosis exacta es seleccionada por el médico individual,
en funcién del paciente gue desea tratar. La dosis y la ad-
ministracidén se ajustan para proveer niveles de la unidad
activa que son suficientes para mantener el efecto deseado.
Otros factores que pueden tenerse en cuenta incluyen la se-
veridad del estado de enfermedad, por ejemplo, el tamafo y
la localizacidén de las lesiones en el endometrio, la edad,
el peso y el género del paciente, la dieta, la duracidén vy
la frecuencia de la administracidén, las combinaciones de
drogas, la sensibilidad a 1la reaccidén y la y toleran-
cia/respuesta a la terapia. Las composiciones farmacéuticas
de accidén prolongada pueden administrarse con una frecuen-—
cia de 3 6 4 dias, una vez por semana, una vez POr quincena
O una vez por mes, dependiendo de la vida media y la tasa
de eliminacidén de la formulacidn particular.

Las dosis normales pueden variar entre 0,1 y 100000 micro-

gramos, hasta la dosis total, de aproximadamente 2 g, de-
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pendiendo de la ruta de administracién. En la literatura
pueden hallarse lineamientos relacionados con las dosis y
los métodos de administracién particulares. Véanse US.
4657760, US 5206344 o US 5225212. Aquellos versados en la
técnica han de poder emplear distintas formulaciones para
los polinucledétidos y para las proteinas o sus inhibidores.
De manera similar, la administracién de los polinucledtidos
o los polipéptidos serd especifica para las células, las
afecciones, las 1localizaciones u otros factores particu-
lares. Las actividades preferidas para un anticuerpo radio-
marcado pueden variar entre 0,1 y 10 mCi/mg de proteinas
(Riva et al., Clin. Cancer Res. 5:3275s5-3280s, 1999; Wong
et al., Clin. Cancer Res. 6:3855-3863, 2000; Wagner et al.,
J. Nuclear Med. 43:267-272, 2002).

La presente invencidén se describird con mayor detalle en
los ejemplos més adelante. Los ejemplos se proveen exclusi-
vamente para ilustrar la invencidn en referencia a formas
de realizacidén especificas. Si bien en estos ejemplos se
ilustran determinados aspectos especificos de la invencién,
los ejemplos no han de constituir limitaciones para el al-
cance de la presente invencidn.

Todos los ejemplos fueron puestos en practica de acuerdo
con procedimientos convencionales, que han de ser bien co-
nocidos y de uso convencional para aquellos versados en la
técnica, excepto donde se indique lo contrario y se provea
una descripcién detallada. Los procedimientos convenciona-

les de biologia molecular que se describirdn en los ejem-
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plos mas adelante pueden ponerse en prdactica como se des-
cribe en los manuales de laboratorio convencionales, tales
como Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory Ma-
nual, 22 edicidén; Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold
Spring Harbor, N.Y., 1989.

Descripcidén de las figuras

Figura 1. Expresidén del ARNm de la prolactina (PRL-ARNm)
(determinada con un andlisis de PCR en tiempo real de Ta-
gMan) en endometrio humano y en lesiones (tejido ectdpico)
de mujeres saludables y de mujeres que sufren endometrio-
sis.

Figura 2. Expresién del ARNm del receptor de prolactina
(PRLR-ARNm) (determinada con un analisis de PCR en tiempo
real de TagMan) en endometrio humano y en lesiones (tejido
ectépico) de mujeres saludables y de mujeres que sufren en-—
dometriosis.

Figura 3A: El anticuerpo Mat3 neutralizador del receptor de
prolactina inhibié la ramificacidén lateral en glandulas ma-
marias de ratones que han sido empleados en un modelo de
reemplazo hiperprolactinémico de enfermedad mamaria benig-
na. El anticuerpo inespecifico no tuvo efecto. Los ratones
normoprolactinémicos sanos (sin pituitaria) mostraron rami-
ficacidén lateral reducida, mientras que el trasplante de
pituitaria (hiperprolactinemia) mejoré la ramificacidén la-
teral y el desarrollo ldébulocalveolar. El1 anticuerpo Mat3
especifico actud como antagonista de los efectos de la hi-

perprolactinemia.
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Figura 3B: El anticuerpo Mat3 neutralizador del receptor de
prolactina inhibidé la induccidén del gen blanco de prolacti-
na elf5 en glédndulas mamarias de ratones en un modelo de
reemplazo hiperprolactinémico de enfermedad mamaria benig-
na. El anticuerpo inespecifico no tuvo efecto. Los ratones
normoprolactinémicos sanos (sin pituitaria) mostraron una
expresién reducida de elf5 en la glandula mamaria, mientras
que el trasplante de pituitaria (hiperprolactinemia) esti-
muldé fuertemente la expresidén del gen elfb5. E1 anticuerpo
Mat3 especifico actud como antagonista de los efectos de 1la
hiperprolactinemia pero no el anticuerpo control inespeci-
fico.

Figura 4: Numeracidén de Kabat de las posiciones de aminoéa-
cidos del marco de trabajo de acuerdo a Johnson y Wu (Nu-
cleic Acids Res. 2000, 28, 214-218).

Figura b5A: Resultados del andlisis por FACS con el anti-
cuerpo anti-PRLR HE06642. La unidén del anticuerpo se deter-
mindé a una concentracién fija en células HEK293 gque expre-
san el PRLR humano y de ratdén en comparacidén con la linea
celular parental gue no expresa PRLR. Eje Y: #, mediana de
la intensidad de la fluorescencia a 0,37 pg/ml HE06642 como
molécula IgGl. *, 1 = HEK293 con PRLR humano; 2 = HEK293
con PRLR murino; 3 = HEK293 sin PRLR.

Figura 5B: Resultados del analisis por FACS con el anti-
cuerpo anti-PRLR Mat3. La unidén del anticuerpo se determind
a una serie de concentraciones diferentes en células HEK293

que expresan el PRLR humano y células Ba/F que expresan el
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PRLR de macaco en comparacién con una linea celular
(HEK293) gque no expresa PRLR. Las intensidades de sefial ma-
ximas a las mayores concentraciones de anticuerpo dependen
del numero de PRLR expresados en las superficies celulares,
es decir las células HEK293 y Ba/F no tienen el mismo nume-
ro de PRLR en sus superficies. Eje Y: #, mediana de la in-
tensidad de la fluorescencia; eje X: °, diferentes concen-
traciones en upg/ml del anticuerpo Mat3 como molécula IgG2;
*, 1 (circulos) = HEK293 con PRLR humano; 2 (tridngulos) =
Ba/F con PRLR de macaco; 3 (cuadrados) = HEK293 sin PRLR.
Figura 6A: Alineamiento de la regidén de secuencia del domi-
nio Mat3-VL con el segmento V humano méds similar identifi-
cado en VBASE2 (Mat3-VL es 90% idéntico a la secuencia de
la linea germinal humIGLV056) .

Figura 6B: Alineamiento de la regidén de secuencia del domi-
nio Mat3-VH con el segmento V humano méds similar identifi-
cado en VBASE2 (Mat3-VH es 90% idéntico a la secuencia de
la linea germinal humIGHV313).

Figura 6C: Alineamiento de la regidén de secuencia del domi-
nio HE06642-VL con el segmento V humano mds similar identi-
ficado en VBASE2 (HE06642-VL es 80% idéntico a la secuencia
de la linea germinal humIGKV083).

Figura 6D: Alineamiento de la regidén de secuencia del domi-
nio HE06642-VH con el segmento V humano mds similar identi-
ficado en VBASE2 (HE06642-VH es 89% idéntico a la secuencia
de la linea germinal humIGHV313).

Figura 7: Ensayos de unidén basados en ELISA de una variante
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de Fab madurado:

Se ensayaron los sobrenadantes de FE. coli conteniendo Fab
para la unidén del dominio extracelular inmovilizado del
PRLR humano. La figura ilustra la unién de las variantes de
Fab como un diagrama de barras. Las intensidades de la se-
fal (extincidén) se dan en los ejes y (#), los nombres de
las variantes de Fab (*) en los ejes x. La intensidad de
senal elevada de las variantes de Fab madurado 005-C04-20-2
en comparacidén con el Fab no madurado del anticuerpo paren-—
tal 005-C04 demuestra una mejor unidén a PRLR de 005-C04-20-
2 en comparacidén con 005-C04. La *“variante” pET28 represen-—
ta un sobrenadante de una cepa de E. coli que porta el
plasmido de expresidén de Fab pET28a (Novagen, EMD Chemicals
Group, Merck, Darmstadt, Alemania) gque no expresa ningun
Fab.

Figura 8: Representacidén de grafico de barras de resultados
de ELISA Pepscan.

Cada valor graficado representa el valor promedio obtenido
para 54 péptidos con S.E.M (error estdndar de la media).
Las barras negras representan la potencia de unidén relativa
del anticuerpo HE06642. Las barras blancas representan la
potencia de unidén relativa del anticuerpo Mat3. Los datos
se normalizaron al promedio para todo el conjunto de datos
de 2916 péptidos y se corrigid para la sehal de fondo.

La figura 8A muestra los resultados de ELISA para un sub-
conjunto de péptidos que varian entre los aminodcidos 103-

PDPPLELAVEVKQPE-117 indicado como ‘117’ en el eje X y 127-
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WSPPTLIDLKTGWFT-141 (indicado como ‘141’). Es decir que es-
tos péptidos, que fueron desplazados por tres aminocacidos a
lo largo de la secuencia de aminodcidos de ECD, cubren la
regién entre la posicidén del aminocdcido 103 y 141 del ECD
del PRLR humano. Las diferencias mds fuertes observadas en
este conjunto de datos son para el péptido 109-
LAVEVKQPEDRKPYL-123 (indicado como ‘123’) con un valor p de
significancia de 4x10-12, y para el péptido 121-
PYLWIKWSPPTLIDL-135 (indicado como “‘135’) con un valor p de
significancia de 7x10740,

La figura 8B muestra los resultados de ELISA para un sub-
conjunto de péptidos gque varian en un rango entre 139-
WETLLYEIRLKPEKA-153 (indicado como ‘153’ en el eje X) vy
163-QQTEFKILSLHPGQK-177 (indicado como “177’). Es decir que
estos péptidos, que fueron desplazados por tres aminodcidos
a lo largo de la secuencia de aminodcidos de ECD, cubren la
regién entre la posicidén del aminocdcido 139 y 177 del ECD
del PRLR humano. Las diferencias mas fuertes observadas en
este conjunto de datos son para el péptido 148-
LKPEKAAEWETIHFAG-162 (indicado como ‘162’) con un valor p de
significancia de 6x10-26, y para el péptido 160-
FAGQQTEFKILSLHP-174 (indicado como ‘174’) con un valor p de
significancia de 8x10-8.

Estos datos demuestran que ambos anticuerpos se unen al
subdominio S2 del ECD del PRLR humano (aminodcidos entre
101 y 210) y por lo tanto no son competitivos con el ligan-

do natural PRL que principalmente se une al dominio S1. Sin
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embargo, este barrido de péptidos mostrdé gque hay diferen-
cias en la unién a los dominios S2 entre Mat3 y HE06642.
Este hallazgo indica por qué el anticuerpo Mat3 muestra una
especificidad de especie y potencia diferentes en compara-
cién con HE06642.

Figura 9: inhibicién de la proliferacién inducida por pro-

lactina de células BaF3 (células monoclonales transfectadas

establemente con el receptor humano de prolactina) por an-—

ticuerpos neutralizadores del receptor de prolactina y an-—

ticuerpos inespecificos control. Los valores de ICsp se de-—

terminaron para los siguientes anticuerpos en formato IgGl:
Mat3 (circulos cerrados), ICso = 0,7 nM [100% de inhibicién
a 1 pg/ml (= 6,7 nM)]; HE06.642 (cuadrados abiertos), ICso =
4,2 nM [81% de inhibicidén a 1 pg/ml (= 6,7 nM)]; anticuerpo
inespecifico control (tridngulos abiertos): sin efecto in-
hibitorio.

Figura 10: inhibicidén de la proliferacidén inducida por pro-—

lactina de células BaF3 (células monoclonales transfectadas

establemente con el receptor murino de prolactina) por an-—

ticuerpos neutralizadores del receptor de prolactina y an-—

ticuerpos inespecificos control. Los valores de ICsp se de-—

terminaron para los siguientes anticuerpos en formato IgGl:
Mat3 (circulos cerrados), ICso= 3,0 nM [97,4% de inhibicidn
a 1 png/ml (= 6,7 nM)]; HE06.642 (cuadrados abiertos), sin
efecto inhibitorio; anticuerpo inespecifico control (tridn-
gulos abiertos): sin efecto inhibitorio.

Figura 11A y B: inhibicién de la proliferacién inducida por
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prolactina de células BaF3 (células monoclonales transfec-

tadas establemente con el receptor de macaco de prolactina)

por anticuerpos neutralizadores del receptor de prolactina

y anticuerpos inespecificos control. Los valores de ICsg se

determinaron para los siguientes anticuerpos en formato
IgGl: Mat3 (circulos cerrados), ICsp = 4,6 nM [99,1% de in-
hibicién a 1 pg/ml (= 6,7 nM)] (véase la figura 11A4);
HE06.642 (cuadrados abiertos), ICso = 206 nM [92,4% de inhi-
bicidén a 240 pg/ml (= 1600 nM)] (véase la figura 11A y B);
anticuerpo inespecifico control (tridngulos abiertos): sin
efecto inhibitorio (véase la figura 11A y B).

Figura 12: Tratamiento de uUtero con adenomiosis (= endome-—

triosis interna) en ratones SHN con anticuerpo Mat3 neutra-

lizador de PRLR. Los resultados se describen en el eje Y

como puntuacidén de la enfermedad (puntuacidn de la adeno-
miosis) como se describe en el ejemplo 5. La mediana de la
puntuacidén de la enfermedad para cada grupo experimental se
indica como una barra horizontal. Los grupos experimentales
son los siguientes: grupo 1, sin injerto de pituitaria (ra-
tdén normoprolactinémico que desarrolla endometriosis inter-—
na en algun grado, mediana de la puntuacién de la enferme-
dad = 1); grupo 2, con isoinjerto de pituitaria (la hiper-
prolactinemia debido al isoinjerto de pituitaria potencia
la puntuacién de la enfermedad, mediana de la puntuacidén de
la enfermedad = 3); grupo 3, con isoinjerto de pituitaria
tratado con anticuerpo inespecifico murino control de iso-

tipo IgG2a una vez por semana a una dosis de 30 mg/kg (me-



98

diana de la puntuacién de la enfermedad = 3); grupo 4, con
isoinjerto de pituitaria tratado con anticuerpo Mat3 en el
formato IgG2a murina (Mat3-mIgG2a) una vez pPOr semana a una
dosis de 30 mg/kg (Mat3 curd completamente los animales. La
puntuacidén de la enfermedad luego de 30 mg/kg Mat3 dado una
vez por semana fue incluso menor (mediana de la puntuacidn
de la enfermedad = 0) que la puntuacidén de enfermedad de
los ratones normoprolactinémicos (mediana de la puntuacidn
de la enfermedad = 1); grupo 5, con isoinjerto de pituita-
ria tratado con anticuerpo Mat3-mIgG2a una vez por semana a
una dosis de 10 mg/kg (mediana de la puntuacidén de la en-
fermedad = 2); grupo 6, con isoinjerto de pituitaria trata-
do con anticuerpo Mat3-mIgG2a una vez por semana a una do-—
sis de 3 mg/kg (mediana de la puntuacidén de la enfermedad =
2,5); grupo 7, con isoinjerto de pituitaria tratado con el
anticuerpo Mat3-mIgG2a una vez por semana a una dosis de 1
mg/kg (mediana de la puntuacién de la enfermedad = 2.5). E1
tratamiento con el anticuerpo Mat3 muestra una disminucién
dependiente de la dosis en la mediana de la puntuacidén de
la enfermedad. Por lo tanto Mat3 es adecuado para tratar
endometriosis interna (= Utero con adenomiosis) y endome-—
triosis externa en mujeres.

Figura 13A y B: inhibicién de la actividad del gen reporte-—

ro de luciferasa en células HEK293 transfectadas estable-

mente con el PRLR humano y murino. En la figura 13A la ac-

tividad dependiente del PRLR humano se grafica contra las

concentraciones de anticuerpo, mientras que en la figura
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13B se muestra la actividad dependiente del PRLR murino. La

actividad de luciferasa se da como porcentaje de la activi-

dad luciferasa méxima obtenida sin el agregado de ningun

anticuerpo. Los valores de ICso se determinaron para los si-

guientes anticuerpos en formato IgGl: Mat3 (circulos cerra-
dos), ICsp = 0,5 nM (fig. 13A, hPRLR) vy 1,3 nM (fig. 13B,
mPRLR); HE06.642 (cuadrados abiertos), ICso = 4,6 nM (fig.
13A, hPRLR) y >>1333 nM (= 20 npg/ml) (fig. 13B, mPRLR); an-
ticuerpo inespecifico control de isotipo (tridngulos abier-
tos): sin efecto inhibitorio (véase figura 13A y B). Estos
datos muestran la actividad mejorada de Mat3 sobre hPRLR en
comparacidén con HE06.642 y demuestran la actividad de Mat3
sobre mPRLR mientras que HE06.642 no inhibe 1la actividad
luciferasa dependiente de mPRLR.

Figura 14: Unidén a células de los anticuerpos neutralizado-
res de PRLR en células que expresan PRLR de humano, ratdén y
mono usando citometria de flujo. La mediana de la intensi-
dad de sefal fluorescente se grafica contra la concentra-

cién de anticuerpo. Se aplicaron los siguientes anticuerpos

IgGl: Mat3 (circulos cerrados), HE06.642 (cuadrados abier-
tos), anticuerpo inespecifico control de isotipo (tridngu-
los abiertos). Se ensayaron diferentes lineas celulares: A)
linea celular HEK293 transfectada establemente con PRLR hu-
mano, B) linea celular HEK293 transfectada establemente con
PRLR murino, C) 1linea celular HEK293 no transfectada con
ninguin gen de PRLR (linea celular control negativo), D) 1i-

nea de células d cancer de mama humano T47D, E) linea celu-
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lar BaF3 transfectada establemente con PRLR de macaco, F)
linea celular BaF3 transfectada establemente con PRLR hu-
mano, G) linea celular BaF3 transfectada establemente con
PRLR murino. La potencia de unidén a la linea celular de los
anticuerpos en las diferentes lineas celulares ha sido de-
ducida a partir de las curvas dosis-respuesta como valores
ECso (véase la tabla 8). Los graficos de dosis-respuesta in-
dican las superiores propiedades de unidén a células de Mat3
en comparacién con HE06.642.

SEQ ID N° 1 representa la secuencia de aminocdcidos de la
regidén variable de la cadena pesada de Mat3.

SEQ ID N° 2 representa la secuencia de aminodcidos de 1la
regién variable de la cadena liviana de Mat3.

SEQ ID N° 3 representa la secuencia del &acido nucleico que
codifica la regidn variable de la cadena pesada de Mat3.
SEQ ID N° 4 representa la secuencia del acido nucleico que
codifica la regidn variable de la cadena liviana de Mat3.
SEQ ID N° 5 representa la secuencia de aminocdcidos de 1la
regién HCDR1 de Mat3.

SEQ ID N° 6, representa la secuencia del &dcido nucleico que
codifica la regidén HCDR2 de Mat3.

SEQ ID N° 7 representa la secuencia del &acido nucleico que
codifica la HCDR3 de Mat3.

SEQ ID N° 8 representa la secuencia del acido nucleico que
codifica la regidén LCDR1 de Mat3.

SEQ ID N° 9 representa la secuencia del acido nucleico que

codifica la regidén LCDR2 de Mat3.
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SEQ ID N° 10 representa la secuencia del &dcido nucleico que
codifica la regidén LCDR3 de Mat3.

SEQ ID N° 11 representa la secuencia de aminodcidos del do-
minio extracelular del PRLR de macaco y de mono cangrejero
fusionado a una regidén Fc-His.

SEQ ID N° 12 representa las posiciones 1 a 210, las posi-
ciones 1 a 100 del dominio S1 (la construccidédn gque compren-
de las posiciones 1 a 102 del dominio S1) y las posiciones
101 a 210 de la secuencia de aminodcidos del dominio S2 del
ECD_PRLR humano.

SEQ ID N° 13 representa las posiciones 1 a 210 de la se-
cuencia de aminodcidos del ECD_PRLR murino.

SEQ ID N° 14 representa la secuencia de aminodcidos de 1la
regién variable de la cadena pesada de HE06642, de Novartis
(W02008/22295) .

SEQ ID N° 15 representa la secuencia de aminodcidos de la
regidén variable de la cadena liviana de HE(06642, de Novar-—
tis (W02008/22295).

SEQ ID N° 16 representa la secuencia del &dcido nucleico que
codifica la regidén variable de la cadena pesada de HE06642,
de Novartis (W02008/22295).

SEQ ID N° 17 representa la secuencia del &dcido nucleico que
codifica la regidén variable de la cadena liviana de
HE06642, de Novartis (W02008/22295).

EJEMPLOS

Ejemplo 1. Inhibicién de la proliferacién inducida por la

prolactina de 1las células BaF3 (que habian sido trans-
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fectadas de manera estable con un receptor de prolactina

humano) con anticuerpos neutralizadores del receptor de

prolactina y con anticuerpos no especificos de control

Para analizar la eficacia in vitro de los anticuerpos neu-
tralizadores del PRLR, se determiné la inhibicidén de 1la
proliferacidén de las células BaF3 inducida por la prolacti-
na. Las células fueron transfectadas de manera estable con
un PRLR humano y fueron sometidas a un cultivo de rutina en
un medio RPMI que contenia glutamina 2 mM, en presencia de
10% de FCS y 10 ng/ml de prolactina humana. Después de man-
tenerlas sin nutrientes en un medio libre de prolactina que
contenia 1% de FCS, las células se sembraron en placas de
96 cavidades en una densidad de 25000 células por cavidad.
Las células fueron estimuladas con 35 ng/ml de prolactina y
fueron incubadas con dosis crecientes de los anticuerpos
neutralizadores del PRLR durante dos dias. La proliferacién
de las células se analizd usando un ensayo para determinar
la viabilidad de las células sobre la base de la luminis-
cencia CellTiter-Glo (de Promega). Para determinar la inhi-
bicidén de la proliferacidén de las células, se representaron
curvas de la respuesta a la dosis y se calculd el valor de
la ICsp. Como control negativo, se aplicd una estimulacidn
con un anticuerpo no especifico. En este estudio, se compa-
ré la actividad del anticuerpo Mat3 con la actividad del
anticuerpo HE 06.642 (ambos en forma de moléculas de IgGl;

véase la figura 9).
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Ejemplo 2. Inhibicién de la proliferacién inducida por la

prolactina de las células BaF3 (que habian sido trans-

fectadas de manera estable con un receptor de prolactina

murino) con anticuerpos neutralizadores del receptor de

prolactina y con anticuerpos no especificos de control

Para analizar la eficacia in wvitro de los anticuerpos neu-
tralizadores del PRLR, se determindé la inhibicidén de 1la
proliferacidén de las células BaF3 inducida por la prolacti-
na. Las células fueron transfectadas de manera estable con
un PRLR murino y fueron sometidas a un cultivo de rutina en

un medio RPMI que contenia glutamina 2 mM, en presencia de

\

10% de FCS y 10 ng/ml de prolactina humana. Después de man-
tenerlas sin nutrientes en un medio libre de prolactina que
contenia 1% de FCS, las células se sembraron en placas de
96 cavidades en una densidad de 20000 células por cavidad.
Las células fueron estimuladas con 50 ng/ml de prolactina y
fueron incubadas con dosis crecientes de los anticuerpos
neutralizadores del PRLR durante dos dias. La proliferacidn
de las células se analizd usando un ensayo para determinar
la viabilidad de las células sobre la base de la luminis-
cencia CellTiter-Glo (de Promega). Para determinar la inhi-
bicidén de la proliferacidén de las células, se representaron
curvas de la respuesta a la dosis y se calculd el valor de
la ICsp. Como control negativo, se aplicd una estimulacidn
con un anticuerpo no especifico. En este estudio, se compa-
ré la actividad del anticuerpo Mat3 con la actividad del

anticuerpo HE 06.642 (ambos en forma de moléculas de IgGl;
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véase la figura 10).

Ejemplo 3. Inhibicién de la proliferacién inducida por la

prolactina de 1las células BaF3 (que habian sido trans-

fectadas de manera estable con un receptor de prolactina de

macaco) con anticuerpos neutralizadores del receptor de

prolactina y con anticuerpos no especificos de control

Para analizar la eficacia in wvitro de los anticuerpos neu-
tralizadores del PRLR, se determindé la inhibicidén de 1la
proliferacidn de las células BaF3 inducida por la prolacti-
na. Las células fueron transfectadas de manera estable con
un PRLR de macaco y fueron sometidas a un cultivo de rutina
en un medio RPMI que contenia glutamina 2 mM, en presencia
de 10% de FCS y 10 ng/ml de prolactina humana. Después de
mantenerlas sin nutrientes en un medio libre de prolactina
que contenia 1% de FCS, las células se sembraron en placas
de 96 cavidades en una densidad de 25000 células por cavi-
dad. Las células fueron estimuladas con 100 ng/ml de pro-
lactina y fueron incubadas con dosis crecientes de los an-
ticuerpos neutralizadores del PRLR durante dos dias. La
proliferacidén de las células se analizd usando un ensayo
para determinar la viabilidad de las células sobre la base
de la luminiscencia CellTiter-Glo (de Promega). Para deter-—
minar la inhibicién de la proliferacidn de las células, se
representaron curvas de la respuesta a la dosis y se calcu-
16 el valor de la ICsg. Como control negativo, se aplicd una
estimulacién con un anticuerpo no especifico. En este estu-

dio, se compard la actividad del anticuerpo Mat3 con la ac-—
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tividad del anticuerpo HE 06.642 (ambos en forma de molécu-
las de IgGl; véase la figura 11).

Ejemplo 4. Andlisis cuantitativo de la prolactina y de ex-—

presién del gen del receptor de prolactina basado en una

PCR TagMan en tiempo real en muestras de endometrio eutdpi-

co y ectdpico y en muestras de lesiones provocadas por la

endometriosis

Se llevdé a cabo un andlisis basado en una PCR TaQman en
tiempo real usando el sistema detector de secuencias ABI
Prism 7700, de acuerdo con las instrucciones del fabricante
(PE Applied Biosystems) y con la descripcidén que se provee
en Endocrinolgy 2008, 149 (8): 3952-3959, condiciones que
han de resultar conocidas para aquellos versados en la téc-
nica. La concentracién de la PRL y el nivel de expresiédn
del PRLR fueron normalizados sobre la base de la expresiédn
de la ciclofilina. En particular, con el andlisis basado en
la PCR TaQman en tiempo real se analizdé la concentracidn de
la PRL y el nivel de expresidén del PRLR en muestras de en-
dometrio que habian sido obtenidas de mujeres saludables vy
en muestras de lesiones de diversa indole que habian sido
provocadas por la endometriosis. La concentracién de la
prolactina y la expresidn de su receptor fueron claramente
superiores en las muestras de lesiones provocadas por la
endometriosis, en comparacidén con las muestras de endome-
trios saludables. Los resultados se ilustran en las figuras
ly 2.

Sobre la base de los resultados obtenidos, puede inferirse
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que la seflalizacidén autocrina de la prolactina cumple una
funcidén importante en el desarrollo y el mantenimiento de
la endometriosis y de la adenomiosis en el uUtero (es decir,
la endometriosis interna, que es una forma de la endome-
triosis que estd restringida al utero).

Ejemplo 5. Tratamiento de la adenomiosis en el utero (es

decir, de la endometriosis interna) en ratones SHN con el

anticuerpo neutralizador del PRLR Mat3

Para analizar la eficacia de los anticuerpos neutralizado-
res del PRLR sobre la endometriosis, se usd un modelo de la
adenomiosis en el Utero basado en ratones SHN que padecian
una hiperprolactinemia sistémica (véase Acta anat. 116:46-
54,1983). La hiperprolactinemia se indujo llevando a cabo
un isocinjeto de pituitaria debajo la capsula renal de rato-
nes SHN hembra de 7 semanas de edad (Acta anat. 116:46-
54,1983). Se administrdé el anticuerpo neutralizador del
PRLR Mat3 (en una concentracién de 30 mg/kg, 10 mg/kg, 3
mg/kg o 1 mg/kg) o un anticuerpo no especifico (en una con-
centracidén de 30 mg/kg) por via subcutdnea. La administra-
cidén comenzdé dos semanas después del injerto de pituitaria.
Los animales fueron sometidos a un tratamiento semanal con
los anticuerpos, durante un periodo total de siete semanas.
Se analizé la infiltracidén del tejido glandular en la capa
muscular del uUtero como se describe en Laboratory Animal
Science 1998,48:64-68. 66 dias después del transplante de
pituitaria, se sacrificaron los animales, se los sometid a

una autopsia, se fijaron los uUteros en formalina amortigua-
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da al 4% durante la noche y se los embebidé en parafina. La
severidad de la adenomiosis (es decir, de la endometriosis

interna) se calificdé como se indica a continuacidn.

Grado 0 = ausencia de adenomiosis

Grado 1 = pérdida de la orientacidén concéntrica en la capa
interna del miometrio

Grado 2 = invasidén de la capa interna del miometrio por las
gléandulas del endometrio

Grado 3 = presencia de gléandulas endometriales entre la ca-
pa interna y la capa externa del miometrio del utero

Grado 4 = invasidn de la capa externa del miometrio por las
glédndulas del endometrio

Grado 5 = presencia de glandulas endometriales en el exte-
rior de la capa externa del miometrio del utero

A continuacidén se detallan los grupos que fueron analizados
en este experimento.

1. Animales que no fueron sometidos a un transplante de
pituitaria, es decir, ratones normoprolactinémicos.

2. Animales que fueron sometidos a un transplante de pi-
tuitaria, es decir, ratones hiperprolactinémicos.

3. Animales que fueron sometidos a un transplante de pi-
tuitaria y que fueron sometidos a un tratamiento semanal
con un anticuerpo no especifico de control en una concen-
tracién de 30 mg/kg.

4. Animales que fueron sometidos a un transplante de pi-
tuitaria y que fueron sometidos a un tratamiento semanal

con el anticuerpo neutralizador del receptor de prolactina
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Mat3, en forma de una molécula de IgG2a murina, en una con-
centracién de 30 mg/kg.

5. Animales que fueron sometidos a un transplante de pi-
tuitaria y que fueron sometidos a un tratamiento semanal
con el anticuerpo neutralizador del receptor de prolactina
Mat3, en forma de una molécula de IgG2a murina, en una con-
centracién de 10 mg/kg.

6. Animales que fueron sometidos a un transplante de pi-
tuitaria y que fueron sometidos a un tratamiento semanal
con el anticuerpo neutralizador del receptor de prolactina
Mat3, en forma de una molécula de IgG2a murina, en una con-
centracién de 3 mg/kg.

7. Animales que fueron sometidos a un transplante de pi-
tuitaria y que fueron sometidos a un tratamiento semanal
con el anticuerpo neutralizador del receptor de prolactina
Mat3, en forma de una molécula de IgG2a murina, en una con-
centracién de 1 mg/kg.

E1l anticuerpo neutralizador del PRLR Mat3 inhibidé la endo-
metriosis interna (es decir, la adenomiosis; véase la figu-
ra 12). Sobre la base de esto, puede concluirse que el an-
ticuerpo neutralizador del PRLR Mat3 es apropiado para tra-
tar la endometriosis interna (es decir, la adenomiosis en
el Utero) y la endometriosis externa en las mujeres.

Ejemplo 6. El1 anticuerpo neutralizador del PRLR Mat3 es

apropiado para tratar las enfermedades benignas de las ma-

mas

Una mutacién local que da como resultado la activacidén del
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PRLR o una hiperprolactinemia local o sistémica pueden pro-
vocar enfermedades benignas en las mamas. Por lo tanto, se
recurridé a un modelo basado en ratones hiperprolactinémicos
que presentaban una proliferacién incrementada en las glan-—
dulas mamarias (que es una caracteristica de las enfermeda-
des benignas mads severas en las mamas). En el contexto de
este experimento, se usaron ratones Balb/c hembra de 12 se-
manas de edad en los que se habia llevado a cabo un isoin-
jerto de pituitaria debajo de la cépsula renal, asi como
ratones no operados. Algunos de los ratones en los que se
habia llevado a cabo el isoinjerto de pituitaria no fueron
tratados, mientras que otros fueron sometidos a un trata-
miento subcutdneo semanal con el anticuerpo neutralizador
del PRLR Mat3, en forma de una molécula de IgG2, o con un
anticuerpo no especifico de control, también en forma de
una molécula de IgG2, los dias 15, 22, 29 y 36 después del
transplante de pituitaria. La concentracidén del anticuerpo
fue de 30 mg/kg. Cada grupo experimental comprendid 8 ani-
males.

A continuacidén se detallan los grupos que fueron analizados
en este experimento.

1. Animales que no fueron sometidos a un transplante de
pituitaria, es decir, ratones normoprolactinémicos.

2. Animales que fueron sometidos a un transplante de pi-
tuitaria, es decir, ratones hiperprolactinémicos.

3. Animales que fueron sometidos a un transplante de pi-

tuitaria y que fueron sometidos a un tratamiento semanal
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con un anticuerpo no especifico de control en una concen-
tracién de 30 mg/kg.

4. Animales que fueron sometidos a un transplante de pi-
tuitaria y que fueron sometidos a un tratamiento semanal
con el anticuerpo neutralizador del receptor de prolactina
Mat3 en una concentracidén de 30 mg/kg.

Los ratones fueron sacrificados el dia 38 después del
transplante de pituitaria. Dos horas ante de la muerte, a
los animales se les aplicd una inyeccidén intraperitoneal de
BrdU para monitorear la proliferacidén de las células epite-
liales. La gldndula mamaria inguinal izquierda fue fijada
en una solucidén de Carnoy. Se prepararon montajes de las
glandulas mamarias completas y se los colored con un colo-
rante carmin. En estos montajes, se analizdé la ramificacién
lateral de las gléandulas. Los resultados se ilustran en la
figura 3A. El anticuerpo Mat3 inhibié la ramificacién late-
ral de las gléndulas mamarias, mientras que el anticuerpo
no especifico de control carecidé de efecto (figura 3A).
Posteriormente, se embebieron los montajes de las glandulas
mamarias completas en parafina y se aplicaron inmunocolora-
ciones basadas en BrdU como se ha descripto con anteriori-
dad (Endocrinology 149 (8): 3952-3959; 2009). La prolifera-
cidén de las células epiteliales se analizdé en 4 cortes his-
toldégicos de las glandulas mamarias de cada animal.

Se congeld en nitrdégeno liguido el tercio lateral de 1la
glédndula mamaria inguinal derecha, sin el nodo linféatico, vy

se lo procesd para obtener el ARN. Después de llevar a cabo
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una transcripcidédn inversa, Se puso en practica un analisis
basado en una PCR en tiempo real con el sistema detector de
secuencias ABI Prism 7700, de acuerdo con las instrucciones
del fabricante (PE Applied Biosystems). Se determind la ex-—
presidén del gen que codifica la prolactina, elf5, y se la
normalizé sobre la base de la expresidén de la citoqueratina
18. E1 nivel relativo del ARNm se calculd con un método
comparativo basado en ACT. El insoinjerto de pituitaria dio
como resultado una hiperprolactinemia, es decir, una con-
centracién mds elevada de la prolactina, a causa de una ex-
presidén mayor del gen elgb (figura 3B). En contraste con el
anticuerpo no especifico de control, el anticuerpo especi-
fico Mat3 inhibidé la expresidén del gen elf5, por lo que
sirvidé para bloquear con éxito el receptor de prolactina
(figura 3B).

Sobre la base de lo anterior, puede concluirse que el anti-
cuerpo Mat3 es apropiado para tratar las enfermedades be-
nignas de las mamas.

Ejemplo 7. Aislamiento de anticuerpos que presentan especi-

ficidad por los blancos a partir de bibliotecas de expre-

sién de anticuerpos humanos en fagos

Para aislar un panel de anticuerpos que pudieran neutrali-
zar la actividad del PRLR humano, se analizaron simultdnea-
mente tres bibliotecas de expresién de anticuerpos humanos
en fagos, que en particular comprendian fragmentos Fab vy
scFv. El1 blanco que se usd en el andlisis de las bibliote-

cas fue el dominio extracelular (ECD) soluble de diversos
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receptores de prolactina humanos y de ratdén, gue compren-—
dian los aminodcidos 1-210 de SEQ ID N° 12 y 13, respecti-
vamente. Otros Dblancos abarcaron un ECD del PRLR humano
unido en el extremo C a una marca que comprendia seis resi-
duos de histidina, asi como un ECD del PRLR humano unido a
un dominio IgGl-Fc humano a través de un conector que com-—
prendia los aminoacidos isoleucina, glutamato, glicina, ar-
ginina, metionina y aspartato.

La seleccidén de los anticuerpos con especificidad por 1los
blancos sobre basada en la expresidn en los fagos se llevd
a cabo de acuerdo con los métodos que se describen en Marks
et al. (Methods Mol. Biol. 248:161-76, 2004). La biblioteca
de expresidén en los fagos se incubd con 50 pmol del ECD
biotinilado, a temperatura ambiente durante 1 hora. El com-—
plejo formado se capturdé usando 100 pl de una suspensidén de
esferas (Dynabeads® M-280, de Invitrogen) con estreptavidi-
na. Los fagos no especificos se eliminaron lavando las es-—
feras con un amortiguador apropiado (que comprendidé PBS vy
5% de leche). Los fagos unidos se eluyeron con 0,5 ml de
trietilamina (TEA) 100 nM, inmediatamente después de 1lo
cual se los neutralizdé agregando un volumen idéntico de
TRIS-HC1 1 M con un pH de 7,4. El1 conjunto de fagos eluidos
se usd para infectar células de E. coli TGl que se estaban
desarrollando en una fase logaritmica. Los fagémidos se
rescataron como se describié con anterioridad (Methods Mol.
Biol. 248:161-76, 2004). La seleccidén se repitid durante un

total de tres ciclos. Se estudidé la actividad de unidén a
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través de un ensayo de ELISA en el que se emplearon colo-
nias Unicas provenientes de células TGl gque habian sido in-
fectadas con los fagos que habian sido eluidos durante el
tercer ciclo del andlisis. En resumen, se emplearon colo-
nias Unicas que se habian formado a partir de las células
TGl que habian sido infectadas con las fagos eluidos para
inocular placas de 96 cavidades.

Los microcultivos se desarrollaron hasta alcanzar una ODsoo
de 0,6, momento en el cual se indujo la expresidén del frag-
mento del anticuerpo soluble agregando de IPTG 1 mM y rea-
lizando un cultivo durante la noche en una incubadora a
30°C, con agitacién. Se centrifugaron las bacterias, se
prepard un extracto periplasmico y se lo usd para detectar
la actividad de unidén del anticuerpo al ECD inmovilizado en
las microplacas de 96 cavidades (gque eran placas Immunosorb
de 96 cavidades de fondo plano, de Nunc). Posteriormente,
se puso en practica un protocolo de ELISA convencional, so-
bre la base de las instrucciones del fabricante de las mi-
croplacas.

Las afinidades de unién por el dominio extracelular (ECD)
recombinante que presentaron los anticuerpos contra el re-
ceptor de prolactina (PRLR) se estimaron usando Biacore®
2000 y se usaron para clasificar los anticuerpos sobre la
base de su afinidad.

Ejemplo 8. Maduracién de las variantes de los anticuerpos

La maduracién de los anticuerpos basada en la afinidad es

un proceso que comprende dos pasos, en el que se combina
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una mutagénesis hasta la saturacidén y un andlisis de alto
desempefilo en multiples cavidades para identificar una pe-
quefla cantidad de mutaciones que dan como resultado sendos
incrementos en la afinidad. En la primera etapa del proceso
de maduracidén basado en la afinidad, se introduce una va-
riacién en los anticuerpos salvajes basada en la posicién
por medio de una mutagénesis dirigida a sitios especificos,
mediante el uso de casetes con tres nucledétidos NNK (donde
N representa una mezcla que comprende 25% de adenina, 25%
de timina, 25% de guanina y 25% de citosina y K representa
una mezcla que comprende 50% de timina y 50% de guanina),
de acuerdo con BMC Biotechnology 7: 65, 2007. De esta mane-—
ra, pueden introducirse los 20 aminocdcidos en sendas posi-
ciones. Esta introduccidén al azar estd restringida a las
seis regiones de determinacién de la complementariedad
(CDR). En la segunda etapa del proceso de maduracidédn basado
en la afinidad, se combinan las variaciones beneficiosas vy
se analizan los resultados para determinar si se han obte-
nido beneficios adicionales.

Para analizar las variantes de los fragmentos Fab maduros
del anticuerpo “005-C04”, en este experimento se llevaron a
cabo diversos andlisis ELISA. En este contexto, se recu-
brieron placas de microtitulacidén de 96 cavidades con 1 ug
por mililitro del PRLR humano. Las placas fueron incubadas
a 4°C durante la noche. Después de aplicar un blogqueo con
un amortiguador gue comprendia PBS y 3% de albUmina de sue-

ro bovino, se agregaron sobrenadantes de E. coli normaliza-
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dos que contenian las variantes de los fragmentos Fab. Los
complejos formados se detectaron agregando un anticuerpo
especifico contra la marca (A8592, de Sigma) que habia sido
marcado con peroxidasa de rdbano picante.

Se usdé un colorante rojo de Amplex como sustrato fluorogé-
nico para la peroxidasa de rabano picante, que se incubd a
temperatura ambiente durante 30 minutos. Se mididé la absor-
cién a 570 nm y la extincidén a 585 nm usando un lector Te-
can Infinite F500. Los resultados que se obtuvieron con el
anticuerpo “005-C04-20-2" se ilustran en la figura 7. Las
modificaciones en el anticuerpo *“005-C04-20-2" (figura 7)
que resultaron beneficiosas para la afinidad se analizaron
sobre la base de la estabilidad térmica y la idoneidad para
el plegamiento del fragmento Fab del anticuerpo. El1 anti-
cuerpo Mat3 fue un derivado del anticuerpo *“005-C04-20-2"
que comprendid caracteristicas del anticuerpo progenitor
“005-C04", qgque estaban ausentes en el anticuerpo “005-C04-
20-2", que fueron mas apropiadas en el contexto de la esta-
bilidad térmica.

Ejemplo 9. Reactividad transversal de los anticuerpos sobre

el PRLR de ratén y el PRLR humano expresados en la superfi-

cie de las células

Con el objeto de comprender la pérdida de la actividad an-
tiproliferativa del anticuerpo HE06642 gque se observd en
las células en las gue se expresaba el PRLR murino, se ana-
lizaron las caracteristicas de la unién del anticuerpo

HEO06642 sobre el PRLR de ratdédn y el PRLR humano expresados
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en células HEK293 que habian sido transfectadas de manera
estable con los PRLR mencionados, por medio de una citome-
tria de flujo. Se cosecharon las células que se describie-
ron con anterioridad, asi como una linea de células HEK293
en las que no se expresaba PRLR alguno, y se las suspendid
nuevamente hasta alcanzar una concentracién de 5 x 100 cé-
lulas/ml, en PBS 1x que contenia 2% de FBS y 0,1% de azida
de sodio (que fue el amortiguador que se usd en la FACS).
El anticuerpo HE06642 se sometid a una dilucidén al medio en
el amortiguador para la FACS hasta alcanzar la concentra-
cién final deseada (50 pl en cada cavidad de la placa). Al
anticuerpo secundario y a los controles autofluorescentes
se les agregaron 50 pl del amortiguador para la FACS. En
cada cavidad, se colocaron 50 pl de la suspensidén de célu-
las. Las muestras se incubaron a 4°C durante una hora. Se
realizaron dos lavados con el amortiguador para la FACS vy
se suspendieron nuevamente las muestras en una mezcla Jque
comprendia el amortiguador para la FACS y una IgG de cabra
anti-humano conjugada con PE en una dilucidén de 1:100. Des-
pués de incubar durante 30 minutos 4°C, las células fueron
sometidas a dos lavados con el amortiguador para la FACS
frio, fueron suspendidas nuevamente en una mezcla que con-
tenia el amortiguador para la FACS con 1 mg/ml de ioduro de
propidio (de Invitrogen, San Diego, CA) y fueron sometidas
a un andlisis de citometria de flujo. En la figura 5A puede
observarse que el anticuerpo HE06.642 solamente se unid al

PRLR humano, y no al PRLR murino. Esta observacidn es con-
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sistente con el descubrimiento que se describe en los ejem-—
plos 2 y 12, que estd relacionado con la pérdida de la ac-
tividad del anticuerpo HE06.642 que se determiné en un ana-
lisis de la proliferacidén dependiente del PRLR y en un ana-
lisis con un gen de luciferasa como indicador.

Con el propdsito de demostrar la unidén del anticuerpo Mat3
a las células en las que se expresaba un PRLR humano o un
PRLR de macaco, cuyos dominios extracelulares comprenden
secuencias de aminodcidos idénticas a las del dominio ex-
tracelular del PRLR de mono cangrejero, se determinaron las
caracteristicas de unién del anticuerpo Mat3 sobre el PRLR
humano y el PRLR de macaco expresados en células HEK293 que
habian sido transfectadas de manera estable con los PRLR
mencionados, por medio de una citometria de flujo. Se cose-
charon las células que se describieron con anterioridad, se
las centrifugd y se las suspendid nuevamente hasta alcanzar
una concentracidén de aproximadamente 2 x 106 células/ml en
PBS 1x que contenia 3% de FBS y 0,05% de azida de sodio
(que fue el amortiguador que se usdé en la FACS). El anti-
cuerpo Mat3 se sometid a una dilucidén al medio en el amor-
tiguador para la FACS hasta alcanzar la concentracidén final
deseada (50 pl en cada cavidad de la placa). Al anticuerpo
secundario y a los controles autofluorescentes se les agre-
garon 50 pl del amortiguador para la FACS. En cada cavidad,
se colocaron 50 pl de la suspensidén de células. Las mues-
tras se incubaron a 4°C durante una hora. Se realizaron dos

lavados con el amortiguador para la FACS y se suspendieron
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nuevamente las muestras en una mezcla que comprendia el
amortiguador para la FACS y una IgG de cabra anti-humano
conjugada con PE en una dilucidén de 1:100. Después de incu-
bar durante 30 minutos 4°C, las células fueron sometidas a
dos lavados con el amortiguador para la FACS frio, fueron
suspendidas nuevamente en una mezcla gque contenia el amor-
tiguador para la FACS con 1 mg/ml de ioduro de propidio (de
Invitrogen, San Diego, CA) y fueron sometidas a un andlisis
de citometria de flujo. En la figura 5B puede observarse
que el anticuerpo Mat3 se unidé al PRLR humano y al PRLR de
macaco. Se determind que la intensidad méxima de la sefal
que se obtuvo con la concentracidén mds alta del anticuerpo
dependidé de la cantidad de moléculas del PRLR que se expre-—
saron en la superficie de las células (ya que las células
HEK293 y Ba/F no presentan la misma cantidad de moléculas
del PRLR en su superficie). El wvalor de la EC50 se calculd
sobre la base de las curvas de la respuesta a la dosis que
se ilustran en la figura 5B, y sirvidé para representar la
fuerza de la unidén entre el anticuerpo Mat3 y las células
(tabla 2). La potencia de la unidén entre el anticuerpo Mat3
y el PRLR humano en las células HEK293 fue de 0,53 nM. La
potencia de la unidén entre el anticuerpo Mat3 y el PRLR de
macaco en las células Ba/F fue de 2,94 nM. Sobre la base de
estos datos, puede concluirse que el Mat3 no solamente es
un agente muy potente que presenta especificidad por el ser
humano, sino gque también presenta actividad sobre los PRLR

de diversos monos en dosis razonables, que en particular se
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encuentran en el rango nanomolar inferior.

Ejemplo 10. Estudios de la unidén basados en andlisis de re-

sonancia de plasmén superficial con dominios extracelulares

de PRILR purificados

La afinidad de unién del anticuerpo Mat3 se determind por
medio de un andlisis de resonancia de plasmén superficial,
en un instrumento Biacore T100 (de GE Healthcare Biacore,
Inc.). Los anticuerpos se inmovilizaron en un chip sensor
CM5 por medio de un reactivo de captura indirecta, que fue
una regidén Fc de una IgG anti-humano. Se usaron los reacti-
vos del conjunto de elementos para capturar anticuerpos hu-
manos BR-1008-39, de GE Healthcare Biacore, Inc., de acuer-
do con las instrucciones del fabricante. En cada cavidad,
se 1inmovilizaron aproximadamente 5000 RU de un anticuerpo
monoclonal anti-humano de ratdén, en forma de una regidn Fc
de una IgG. El anticuerpo Mat3 se inyectd en una concentra-
cién de 5 pg/ml, a una velocidad de 10 pl/minuto durante 10
segundos, de manera tal de alcanzar un nivel de captura de
aproximadamente 200-600 RU. Sobre el anticuerpo Mat3 inmo-
vilizado, se inyectaron diversas concentraciones del ECD
del PRLR humano, de mono o de ratdén (400 nM, 200 nM, 100
nM, 50 nM, 25 nM, 12,5 nM, 6,25 nM o 3,12 nM) en un amorti-
guador que estaba basado en HEPES-EP (de GE Healthcare Bia-
core, Inc.), a una velocidad de flujo de 60 pl/minuto du-
rante 3 minutos. El periodo de disociacidén fue de 10 minu-
tos. Los ECD del PRLR humano (SEQ ID N° 12), del PRLR de

mono (SEQ ID N° 11, al cual se le suprimidé la marca de his-
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tidina que estaba unida a una regidén Fc por medio de una
digestidén con el factor Xa) y del PRLR de ratdén (SEQ ID N°
13) representaron analitos monovalentes. Se generaron di-
versos sensogramas después de aplicar una correccidén en 1i-
nea basada en las cavidades de referencia y de sustraer el
resultado que se obtuvo con el amortiguador solo. La cons-—
tante de disociacidén en el equilibrio (Kp) se calculd sobre
la base de la proporcidén entre la constante de asociacidn
(kon) y la constante de disociacién (koff = kd), que a su
vez habian sido calculadas aplicando un modelo basado en
una unidén de 1:1 de primer orden a los sensogramas con el
Software BiaEvaluation. Los valores de la constante de di-
sociacién monovalente (Kp, que representa la afinidad) y de
la constante de disociacidén (kd = koff) se representan en
la tabla 1.

Ejemplo 11. Andlisis de los péptidos

a) Sintesis de los péptidos

Para reconstruir los epitopes discontinuos de la molécula
deseada, SEQ ID N° 12, que abarcaba los aminodcidos entre
las posiciones 1 y 210 del ECD del PRLR humano, se sinteti-
z6 una biblioteca de péptidos estructurados. Esto se 1llevd
a cabo usando una tecnologia basada en andamiajes de pépti-
dos unidos a través de enlaces quimicos (CLIPS), de Pepscan
(Timmerman et al., 2007, J. Mol. Recognit. 20:283-99;
Pepscan Therapeutics, Lelystad, Paises Bajos). Con la tec-
nologia CLIPS, es posible estructurar los péptidos en rizos

individuales, en rizos dobles, en rizos triples, en rizos
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en forma de ldminas, en rizos en forma de hélices o en com-
binaciones de éstos. Los moldes que se emplearian en el
procedimiento CLIPS fueron unidos a residuos de cisteina.
Las cadenas laterales de varias cisteinas en los péptidos
fueron unidas a uno o dos de los moldes que se usarian en
el procedimiento CLIPS. Por ejemplo, se mezcld una solucidn
0,5 mM del molde para CLIPS T2 en 1,3-bis (bromometil) ben-
ceno con una mezcla 1:1 (v/v) de bicarbonato de amonio 20
mM y acetonitrilo que tenia un pH de 7,9. Esta fue la solu-
cidén que se usd con el conjunto de péptidos. De esta mane-
ra, los moldes para el procedimiento CLIPS que estaban uni-
dos a los dos residuos de cisteina en una fase sélida se
unieron a los péptidos en los conjuntos (se analizdé un to-
tal de 455 cavidades de 3 pl por placa). Los conjuntos de
péptidos fueron agitados suavemente mientras estaban com-
pletamente sumergidos en la solucidén, durante un periodo de
entre 30 y 60 minutos. Finalmente, los conjuntos de pépti-
dos fueron lavados exhaustivamente con un exceso de HxO y
fueron sometidos a una sonicacidén en un amortiguador gue
contenia 1 por ciento de SDS y 0,1 por ciento de beta-
mercaptoetanol en PBS y que tenia un pH de 7,2, a una tem-
peratura de 70°C durante un periodo de 30 minutos. Poste-
riormente, se llevd a cabo una sonicacidén en H20 durante 45
minutos adicionales. Los péptidos para el procedimiento
CLIPS que comprendian el mold T3 se prepararon de manera
similar, excepto que se emplearon tres residuos de cistei-

na.
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b) ELISA basado en la tecnologia Pepscan

La unidén del anticuerpo Mat3 y del anticuerpo HE06642 a ca-
da péptido se analizdé con un ELISA que estaba basado en la
tecnologia Pepscan (Slootstra et al., 1996, Molecular Di-
versity 1l: 87-96). Los conjuntos de péptidos fueron prein-
cubados con entre 5% y 100% del amortiguador de unidén (a
20°C durante 1 hora), que estaba compuesto por 1% de Tween-
80, 4% de suero de caballo, 5% de ovoalbumina (todas las
proporciones son p/v) en PBS. Después de lavar los conjun-—
tos de péptidos, se los incubdé con la solucidén del anti-
cuerpo primario (en una concentracidén de entre 1 y 5
png/ml), en PBS que contenia 1% de Tween-80, a una tempera-
tura de 4°C durante la noche. Posteriormente, se realizd un
lavado y se incubaron los conjuntos de péptidos con una di-
lucién de 1/1000 del anticuerpo antihumano deseado conjuga-
do con peroxidasa en el amortiguador de unidén al 100%, a
35°C durante una hora. Se realizdé un lavado adicional y se
agregaron 2 microlitros/mililitro del sustrato para la pe-
roxidasa, que era sulfonato de 2,2’-azino-di-3-etil-benzo-
tiazolina (ABTS) al 3 por ciento en H202. Después de una ho-
ra, se cuantificd el desarrollo de color con un dispositivo
para analizar la carga, una camara y un sistema para proce-
sar imagenes.

c) Procesamiento de los datos

Los datos en bruto eran los valores opticos que se habian
obtenido con la cédmara. Los valores variaban entre 0 y 3000

mAU y eran similares entre las 96 cavidades de la placa que
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se usd en el ELISA. Los resultados se almacenaron en la ba-
se de datos Peplab. Sobre la base del andlisis realizado,
fue posible obtener los wvalores indicativos de la unidn.
Hubo algunas cavidades que contenian burbujas de aire, por
lo que presentaron valores falsamente positivos. Después de
realizar una inspeccidén manual de las muestras, a estos re-
sultados falsamente positivos se les asigndé un valor de 0.

d) Andlisis y representacién de los datos

Un mapa de calor es una representacidén grafica de los datos
en la que los valores que se han obtenido en los expe-
rimentos se organizan en un mapa bidimensional y se repre-
sentan en colores (Brinton, 1914, Graphic Methods for Pre-
senting Facts, Nueva York: The Engineering Magazine Com-
pany; Gower y Digby, 1981; “Expressing complex relations-
hips in two dimensions”, en Interpreting Multivariate Data,
editado por Barnett, V., Chichester, Reino Unido: John
Wiley & Sons, pp. 83-118). De esta manera, se construyd un
mapa bidimensional con la secuencia de cada rizo de los
péptidos en forma de rizos dobles gque se usaron en el pro-
cedimiento CLIPS.

La proteina que se usd como blanco (el ECD del PRLR humano)
comprendia secuencias que eran permutaciones de 54 secuen-
cias secundarias propias de los diversos rizos. Como conse-—
cuencia, los datos que se obtuvieron a través del ELISA ba-
sado en la tecnologia Pepscan se representaron en una ma-
triz de 54 x 54, donde cada coordenada en el eje x fue la

secuencia de aminodcidos del primer rizo y cada coordenada
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en el Y fue la secuencia de aminodcidos del segundo rizo.
En cada coordenada xy de la matriz se colocd un valor pro-
veniente de un péptido x+y que habia sido obtenido a través
del ELISA basado en la tecnologia Pepscan. Para facilitar
la visualizacién, los valores fueron representados con co-
lores en un gradiente continuo. En este caso, los valores
mas bajos se representaron en verde, los valores mas altos
se representaron en rojo y los valores intermedios se re-
presentaron en negro. Cuando se aplicd este mapa de color a
la matriz que comprendia los datos que se describieron con
anterioridad, se obtuvo el mapa de calor deseado. Con este
mapa de calor, se seleccionaron los péptidos gque habian
presentado las diferencias mads notables en el ELISA, en el
contexto de su reactividad con el anticuerpo Mat3 y con el
anticuerpo HE06642. La sehal de cada uno de estos péptidos
en el ELISA se representd en un grafico de barras (figuras
8A y 8B), donde cada valor representd el promedio de los 54
péptidos se usados, en combinacidén con el error estdandar de
la media. Los datos fueron normalizados sobre la base del
promedio del conjunto de 2916 péptidos gque se usaron en el
experimento. Adicionalmente, se aplicd una correccidn basa-
da en el valor de fondo.

En la figura 8A se ilustran los resultados que se obtu-
vieron en el ELISA con un subconjunto de péptidos que com-
prendian los aminodcidos 103 a 117, es decir, PDPPLELAVEV-
KQPE, que se representan como “117"” en el eje x, y con un

subconjunto de péptidos que comprendian los aminocdcidos 127
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a 141, es decir, WSPPTLIDLKTGWFT, gue se representan como
“141"”, que formaban parte de la secuencia de aminodcidos
del ECD del PRLR humano, aunque presentaban un desplaza-
miento de tres aminodcidos en el marco de lectura. En este
conjunto de datos, las diferencias mds notables se observa-
ron con relacién al péptido 109-LAVEVKQPEDRKPYL-123 (que se
representa como *“123”), con un valor de p de 4 x 10712, y
con relacidén al péptido 121-PYLWIKWSPPTLIDL-135 (que se re-—
presenta como “135”), con un valor de p de 7 x 10740,

En la figura 8A se ilustran los resultados que se obtu-
vieron en el ELISA con un subconjunto de péptidos que com-—
prendian los aminodcidos 139 a 153, es decir, WFTLL-
YEIRLKPEKA, que se representan como “153” en el eje x, vy
con un subconjunto de péptidos que comprendian los ami-
noadcidos 163 a 177, es decir, QQTEFKILSLHPGQK, que se re-
presentan como “177", que formaban parte de la secuencia de
aminodcidos del ECD del PRLR humano, aunque presentaban un
desplazamiento de tres aminocdcidos en el marco de lectura.
En este conjunto de datos, las diferencias mas notables se
observaron con relacidén al péptido 148-LKPEKAAEWEIHFAG-162
(que se representa como “162"), con un valor de p de 6 X
10726, y con relacidén al péptido 160-FAGQQTEFKILSLHP-174
(indicated as “174’), con un valor de p de 8x10-8.

Con estos datos, puede demostrarse que los dos anticuerpos
se unieron al subdominio S2 del ECD del PRLR humano (que
abarca los aminoacidos 101 a 210), por lo gque no compitie-

ron con el ligando natural del PRLR, es decir, la PRL, que
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se une al dominio S1. Sin embargo, con este andlisis de los
péptidos también se demostrdé que hay diferencias en 1la
unidén a los dominios S2 entre el anticuerpo Mat3 y el anti-
cuerpo HE06642. Sobre la base de lo anterior, pueden justi-
ficarse las diferencias que se observan en la especificidad
y en la potencia entre el anticuerpo Mat3 y el anticuerpo
HE06642.

Ejemplo 12. Inhibicién de la actividad del gen indicador de

la luciferasa en células HEK293 que fueron transfectadas de

manera estable con un PRLR humano o murino

Para analizar con mayor detalle la actividad in wvitro del
anticuerpo neutralizador del PRLR Mat3 sobre el PRLR humano
y sobre el PRLR murino, se recurrid a un andlisis basado en
un gen indicador. En él, se emplearon células HEK293 que
habian sido transfectadas de manera estable con un PRLR hu-
mano o murino y que habian sido transfectadas de manera
transitoria con un gen indicador que codificaba la lucife-
rasa, bajo el control de los LHRE (los elementos que parti-
cipan en la respuesta a las hormonas lactogénicas). Estas
células se sembraron en una densidad de 20000 células por
cavidad (80 pnl), en una placa de 96 cavidades gque compren-
dia un medio DMEM que comprendia 4,5 g/l de glucosa, Gluta-
max 2 mM, 0,5% de FCS y 1% de penicilina/estreptomicina. Al
dia siguiente, se agregaron 200 ng/ml de prolactina humana
(10 pl) en combinacidén con dosis crecientes de los anti-
cuerpos que se deseaba analizar (10 pl). Como control, se

agregd prolactina humana sin anticuerpos. Veinticuatro ho-
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ras después, se determindé la actividad de la luciferasa.
Con fines comparativos, también se analizd el anticuerpo
HEO06642 y un anticuerpo no especifico denominado CTX, que
estaba dirigido a la toxina del cdlera. Los anticuerpos
analizados tomaron la forma de moléculas de IgGl (figuras
13A y 13B).

Ejemplo 13. Estudios de la unién basados en andlisis de re-

sonancia de plasmén superficial con dominios extracelulares

de PRILR purificados

La afinidad de unién de los anticuerpos Mat3 y HE06642 se
determindé por medio de un andlisis de resonancia de plasmdén
superficial, en un instrumento Biacore T100 (de GE
Healthcare Biacore, Inc.). Los anticuerpos se inmovilizaron
en un chip sensor CM5 por medio de un reactivo de captura
indirecta, que fue una regidén Fc de una IgG anti-humano. Se
usaron los reactivos del conjunto de elementos para captu-
rar anticuerpos humanos BR-1008-39, de GE Healthcare Biaco-
re, Inc., de acuerdo con las instrucciones del fabricante.
En cada cavidad, se inmovilizaron aproximadamente 5000 RU
de un anticuerpo monoclonal anti-humano de ratdén, en forma
de una regidén Fc de una IgG. Cada uno de los anticuerpos
analizados se inyectd en una concentracidén de 5 npg/ml, a
una velocidad de 10 pl/minuto durante 10 segundos, de mane-—
ra tal de alcanzar un nivel de captura de aproximadamente
200-600 RU. Sobre el anticuerpo Mat3 inmovilizado, se in-
yectaron diversas concentraciones del ECD del PRLR humano,

de mono o de ratdén (400 nM, 200 nM, 100 nM, 50 nM, 25 nM,
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12,5 nM, 6,25 nM o 3,12 nM) en un amortiguador que estaba
basado en HEPES-EP (de GE Healthcare Biacore, Inc.), a una
velocidad de flujo de 60 pl/minuto durante 3 minutos. E1
periodo de disociacidén fue de 10 minutos. Los ECD del PRLR
humano (SEQ ID N° 12), del PRLR de mono (SEQ ID N° 11, al
cual se le suprimidé la marca de histidina que estaba unida
a una regidén Fc por medio de una digestidén con el factor
Xa) y del PRLR de ratdédn (SEQ ID N° 13) representaron anali-
tos monovalentes. Se generaron diversos sensogramas después
de aplicar una correccidén en linea basada en las cavidades
de referencia y de sustraer el resultado que se obtuvo con
el amortiguador solo. La constante de disociacién en el
equilibrio (Kp) se calculd sobre la base de la proporciédn
entre la constante de asociacién (kon) y la constante de
disociacidén (koff = kd), que a su vez habian sido calcula-
das aplicando un modelo basado en una unidén de 1:1 de pri-
mer orden a los sensogramas con el Software BiaEvaluation
(véase la tabla 7).

Tabla 7. Constantes de disociacién monovalentes y velocida-
des de disociacién determinadas con dominios extracelulares
purificados del PRLR humano, de mono o de ratén (expresados
en células HEK293), sobre la base de una resonancia de

plasmén superficial, con los anticuerpos Mat3 y HE06.642

PRLR humano PRLR de mono PRLR de ratén
Kp [M] | Kd Kp [M] Kd Kp [M] | Kd
[1/s] [1/s] [1/s]
Mat3 1,3 x|4,14 x1]9,6 x|1,02 x|0,4 x|1,64 x
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10-° 10-4 10-° 10-3 10-° 10-4
HE06.642# | 0,8 x|5,33 x|17 x|5,79 x|15,0 x|9,10 x
10-° 10-4 10-° 10-3 10-° 10-3

#En WO 2008/022295, se indica que la afinidad de HE06642
sobre el dominio extracelular del PRLR humano es de 2,6 X
102 M, que es de 38,9 x 102 M sobre el dominio extracelu-
lar del PRLR de mono cangrejero, y que es de 2,7 x 102 M
sobre el dominio extracelular del PRLR murino.

En la tabla 7 puede observarse que el anticuerpo Mat3 pre-
senta una afinidad superior a la del anticuerpo HE06.642
sobre el PRLR de mono y de ratdn, aungque no sobre el PRLR
humano. A pesar de poder unirse al ECD purificado del PRLR
de ratén, el anticuerpo HE06.642 no se puede unirse a las
células en las que se expresa el PRLR de ratdédn ni puede in-
hibir su proliferacidén (figuras 10 y 14, tabla 8). En con-
traste, el anticuerpo Mat3 puede bloquear la proliferacidn
de las células de las tres especies en una concentracidn en
el rango nanomolar/subnanomolar.

Adicionalmente, se capturdé y se bloqued una forma soluble
del ECD del PRLR (SEQ ID N° 12) en una superficie de prueba
que comprendia los anticuerpos Mat3 y HE06642 inmoviliza-
dos. Se hizo pasar PRL sobre esta superficie, y se determi-
ndé que ésta podia unirse a los ECD del PRLR inmovilizados,
incluso en presencia de los anticuerpos.

Sobre la base de la determinacidén de que la PRL puede unir-
se al ECD del PRLR independientemente de la presencia de

los anticuerpos Mat3 y HE06.642, puede concluirse que nin-




130

guno de los anticuerpos compite con el ligando natural del
ECD del PRLR, es decir, la PRL.

Ejemplo 14. Estudios de la unién de los anticuerpos en di-

versas lineas de células en las que se expresaban PRLR hu-

mano, de ratén o de mono

Se llevd a cabo un estudio de la unidén en células con 1los
anticuerpos Mat3 y HE06642 y con un anticuerpo de control
del mismo isotipo que presentaba especificidad por la toxi-
na del cdlera, todos en forma de moléculas de IgGl. Las cé-
lulas analizadas fueron células de la linea HEK293 que ha-
bian sido transfectadas de manera estable con un PRLR hu-
mano o con un PRLR de ratdn, asi como células de la linea
de cancer de mama humano T47D y células de la linea Ba/F en
las que se expresaban PLRL humanos, de ratdén o de macaco.
La unidén en las células se determind por medio de un andli-
sis de citometria de flujo. Las células se cosecharon, se
centrifugaron y se suspendieron nuevamente hasta alcanzar
una concentracién de 2 x 10% células/ml en PBS 1x que con-
tenia 3% de FBS y 0,05% de azida de sodio (que fue el amor-
tiguador que se usd en la FACS). Cada uno de los anticuer-—
pos analizados se sometidé a una dilucidén al medio en el
amortiguador para la FACS hasta alcanzar la concentracién
final deseada (50 pl en cada cavidad de la placa). Al anti-
cuerpo secundario y a los controles autofluorescentes se
les agregaron 50 pl del amortiguador para la FACS. En cada
cavidad, se colocaron 50 pl de la suspensidén de células.

Las muestras se incubaron a 4°C durante una hora. Se reali-
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zaron dos lavados con el amortiguador para la FACS y se
suspendieron nuevamente las muestras en una mezcla que com-—
prendia el amortiguador para la FACS y una IgG de cabra an-—
ti-humano conjugada con PE en una dilucién de 1:100. Des-—
pués de incubar durante 30 minutos 4°C, las células fueron
sometidas a dos lavados con el amortiguador para la FACS
frio, fueron suspendidas nuevamente en una mezcla que con-—
tenia el amortiguador para la FACS con 1 mg/ml de ioduro de
propidio (de Invitrogen, San Diego, CA) y fueron sometidas
a un andlisis de citometria de flujo.

En la figura 14 se representan los datos obtenidos en forma
de curvas de respuesta a la dosis, sobre la base de las
cuales fue posible calcular el valor de la EC50, que seria
representativo de la potencia de la unidén a las células
(tabla 8). A partir de los resultados obtenidos, puede con-
cluirse que el anticuerpo Mat3 presentd propiedades de
unidén superiores a las del anticuerpo HE06.642 en las dis-
tintas lineas de células en las que se expresaron los PRLR
que se analizaron.

Tabla 8. Potencia de la unidén de los anticuerpos neutrali-
zadores del PRLR Mat3 y He06.642, en forma de moléculas de
IgGl, en las células en las que se expresaba un PRLR hu-
mano, de mono o de ratdén, determinada sobre la base de un

andlisis de citometria de flujo

# Linea de células Unidén a las células (ECso [M])

Mat3 HEOQ06.642

A HEK293-PRLR humano 0,8 x 109 1,6 x 10°°
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B HEK293-PRLR de ratédn 0,1 x 10-° —*
Cc HEK293 sin PRLR —* _*
D T47D humano 0,4 x 10°° 0,8 x 10°?
E BaF3-PRLR de macaco 1,2 x 10°° 3,2 x 10-°
F BaF3-PRLR humano 0,1 x 10°° 0,2 x 10-°
G BaF3-PRLR de ratén 0,2 x 1079 _x

*no hubo una unidén significativa
#los diagramas de la respuesta a la dosis se ilustran en la

figura 14
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REIVINDICACIONES

1. El anticuerpo Mat3, o un fragmento de unidén al anti-
geno de éste, que antagoniza la sefalizacidn que es
mediada por el receptor de prolactina, donde el anti-
cuerpo comprende una regidén variable de la cadena pe-
sada que tiene una secuencia de acido nucleico de
acuerdo con SEQ ID N° 3 y una secuencia de aminodacidos
de acuerdo con SEQ ID N° 1, asi como una regidn varia-
ble de la cadena liviana que tiene una secuencia de
dcido nucleico de acuerdo con SEQ ID N° 4 y una se-
cuencia de aminodcidos de acuerdo con SEQ ID N° 2.

2. E1l anticuerpo Mat3 de acuerdo con la reivindi-cacidn
1, o un fragmento de unidén al antigeno de éste, gue
comprende las CDR del anticuerpo de acuerdo con la
reivindicacidén 1, donde la regidn variable de la cade-
na pesada contiene CDR qgue comprenden secuencias de
acuerdo con SEQ ID N° 5, 6 yv 7 vy la regién variable de
la cadena liviana contiene CDR que comprenden secuen-—
cias de acuerdo con SEQ ID N° 8, 9 vy 10.

3. El anticuerpo de acuerdo con la reivindicacidén 1 & 2,
que consiste en una regidén de unidén al antigeno que
puede unirse especificamente a una o méds regiones del
dominio extracelular del PRLR humano, de mono o de ra-
tén, donde las secuencias de aminodcidos del PRLR hu-
mano abarcan las posiciones 1 a 210 de SEQ ID N° 12 vy

las variantes polimérficas humanas de SEQ ID N° 12,
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las secuencias de aminodcidos del PRLR de mono abarcan
las posiciones 1 a 210 de SEQ ID N° 11 vy las secuen-
cias de aminodcidos del PRLR de ratdén abarcan SEQ ID
N° 13.

. El anticuerpo de acuerdo con la reivindicacidén 3, don-—
de la afinidad por el dominio extracelular del PRLR
humano, de mono o de ratdén es de al menos 100 nM, pre-
feriblemente es menor que aproximadamente 100 nM, mas
preferiblemente es menor que aproximadamente 30 nM, vy
aun mas preferiblemente es menor gue aproximadamente
10 nM.

. El anticuerpo de acuerdo con la reivindicacién 1 &6 2,
donde el anticuerpo consiste en una regidén de unidn al
antigeno que puede unirse especificamente a una o mas
regiones del dominio extracelular del PRLR humano con
una afinidad de al menos 10 nM, méds preferiblemente
con una afinidad menor que aproximadamente 1 nM.

. El anticuerpo de acuerdo con cualquiera de las reivin-
dicaciones 1 a 5, donde los dominios constantes de la
cadena pesada constituyen una IgGl, una IgG2, una IgG3
o una IgG4 modificada o no modificada.

. Una secuencia de é&cido nucleico aislada que codifica
un anticuerpo o un fragmento de unidén al antigeno de
acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6.

. Una secuencia de dcido nucleico aislada de acuerdo con
la reivindicacién 7, que corresponde a SEQ ID N° 3 ¢

4.
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9. Un vector de expresidén que comprende una secuencia de
dcido nucleico de acuerdo con la reivindicacidén 7 u 8.

10. Una célula huésped que comprende un vector de
acuerdo con la reivindicacidén 9 o una molécula de aci-
do nucleico de acuerdo con la reivindicacidén 7 u 8,
donde la célula huésped puede ser una célula huésped
proveniente de un eucariota superior, tal como una cé-
lula de un mamifero, una célula huésped proveniente de
un eucariota inferior, tal como una célula de levadu-
ra, o una célula huésped procariota, tal como una bac-
teria.

11. Un método para usar una célula huésped de acuerdo
con la reivindicacidén 10 en la produccidén de un anti-
cuerpo o de un fragmento de unidén al antigeno, gue
comprende cultivar una célula huésped de acuerdo con
la reivindicacidén 10 bajo condiciones apropiadas y re-—
cuperar el anticuerpo.

12. Un anticuerpo o un fragmento de unidén al antigeno
que se producen con el método de acuerdo con la
reivindicacidén 11.

13. Un anticuerpo o un fragmento de unidén al antigeno
de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a
6, gque han sido purificados hasta alcanzar una homoge-
neidad de al menos 95% en peso.

14. Un anticuerpo o un fragmento de unidén al antigeno
de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a

6, que pueden usarse como medicamentos.
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15. Una composicidén farmacéutica que comprende un an-—
ticuerpo o un fragmento de unidén al antigeno de acuer-—
do con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6 y un
vehiculo farmacéuticamente aceptable, gque también pue-
de comprender un excipiente y/o un auxiliar.

16. Un conjunto de elementos que comprende un anti-
cuerpo de acuerdo con cualquiera de las reivindicacio-
nes 1 a 6, es decir, un anticuerpo Mat3, envasado en
un recipiente en una cantidad eficaz para el uso tera-
péutico, donde dicho conjunto de elementos opcional-
mente puede contener un segundo agente terapéutico vy
un instructivo sobre el recipiente o en su interior,
en el cual pueden describirse los contenidos del con-
junto de elementos y pueden proveerse indicaciones y/o
instrucciones para usarlos en el tratamiento de la en-
dometriosis, de la adenomiosis, de las enfermedades
benignas de las mamas, de la mastalgia, de la hiper-
plasia prostatica benigna, de los fibroides o de 1la
pérdida de cabello hiperprolactinémica o normoprolac-
tinémica, en la inhibicién de la lactancia, en la an-
ticoncepcidén femenina no hormonal, en una terapia hor-
monal combinada (es decir, en una terapia con estré-
geno y progestina), en la inhibicidén de la prolifera-
cidén de las células de las mamas o0 en el tratamiento o
la prevencidén del céancer de mama resistente a los
agentes antiestrogénicos.

17. Un anticuerpo o un fragmento de unidén al antigeno
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de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a
6, que pueden usarse en un método para tratar y/o pre-
venir la endometriosis o la adenomiosis (la endome-
triosis interna).

18. El uso de un anticuerpo o un fragmento de unidn
al antigeno de acuerdo con cualquiera de las reivindi-
caciones 1 a 6 en la manufactura de un medicamento pa-
ra proveer anticoncepcidén en las mujeres.

19. Un anticuerpo o un fragmento de unidén al antigeno
de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a
6, que pueden usarse en un método para tratar las en-
fermedades benignas de las mamas o la mastalgia.

20. Un anticuerpo o un fragmento de unidén al antigeno
de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a
6, que pueden usarse en la manufactura de un medica-
mento para inhibir la lactancia.

21. Un anticuerpo o un fragmento de unidén al antigeno
de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a
6, gue pueden usarse en un método para tratar la hi-
perplasia prostatica benigna.

22. Un anticuerpo o un fragmento de unidén al antigeno
de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a
6, que pueden usarse en un método para tratar la pér-
dida de cabello hiperprolactinémica o normoprolactiné-
mica.

23. El uso de un anticuerpo o un fragmento de unidn

al antigeno de acuerdo con cualquiera de las reivindi-
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caciones 1 a 6 en la manufactura de un medicamento pa-
ra tratar las mujeres que estan siendo sometidas a una
terapia con hormonas combinadas.

24. El uso de acuerdo con la reivindicacidén 23, donde
la terapia con hormonas combinadas es una terapia en
la que se administra estrdégeno y progestina.

25. Un anticuerpo o un fragmento de unidén al antigeno
de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a
6, gue pueden usarse en un método para tratar o preve-
nir el cédncer de mama resistente a los agentes anties-
trogénicos.

26. Una composicién farmacéutica de acuerdo con la
reivindicacidén 15, que comprende un anticuerpo contra
el PRLR de acuerdo con cualquiera de las reivindica-
ciones 1 a 6, o un fragmento de unidén al antigeno de

éste, en combinacidén con al menos un agente adicional.
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El anticuerpo neutralizador del receptor de prolactina Mat3
y su uso terapéutico

RESUMEN

El anticuerpo neutralizador del receptor de prolactina
Mat3. Fragmentos de unidén al antigeno de éste. Composicio-
nes farmacéuticas que contienen dicho anticuerpo o dichos
fragmentos de unidén al antigeno. Su uso en el tratamiento o
la prevencién de las afecciones y los trastornos benignos
que son mediados por el receptor de prolactina, tales como
la endometriosis, la adenomiosis, las enfermedades benignas
de las mamas, la mastalgia, la hiperplasia prostatica be-
nigna, los fibroides o la pérdida de cabello hiperprolacti-
némica o normoprolactinémica, en la inhibicién de la lac-
tancia, en la anticoncepcién femenina no hormonal, en una
terapia hormonal combinada, en la inhibicién de la proli-
feracidén de las células de las mamas o en el tratamiento o
la prevencién del cancer de mama resistente a los agentes
antiestrogénicos. El anticuerpo de acuerdo con la invencién
bloquea la seflalizacidén gque es mediada por el receptor de

prolactina.



FIGURAS

Figura 1: Expresidédn de prolactina en endometrio eutdpicos
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Figura 2:
Expresién del receptor de prolactina en endometrios eutdpi-

cos de pacientes y controles sanos y en lesiones endome-
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Figura 3:
Efecto del anticuerpo neutralizador Mat3 contra PRLR en un
modelo de ratén hiperprolactinémico de enfermedad mamaria

benigna

A Inhibicién de ramificacién lateral en la glandula ma-

maria por el anticuerpo neutralizador Mat3 contra PRLR

Sin pituitaria Trasplante de pituitaria

Trasplante de pituitaria + Trasplante de pituitaria +
anticuerpo especifico anticuerpo Mat3
(30mg/kg) (30mg/kg)



Figura 3:

Efecto del anticuerpo neutralizador de PRLR Mat3 en un mo-
delo de ratdén hiperprolactinémico de enfermedad mamaria be-
nigna
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Figura 4:
Numeracién de Kabat de las posiciones de aminodcidos del

marco de trabajo de acuerdo a Johnson y Wu (Nucleic Acids

Res. 2000, 28, 214-218)
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Figura 6A

Seccion 1
(1) 1 10 20 30 46

Mat3-VL (1) QSVLTQPPSASGTPGQRVTISCTGSSSNIGAGYVVHWYQQLPGTAP
VBASEZ:humIGL V056 (1) QESVLTQPPSVSGAPGQRVTISCTGSISNIGAGYVVHWYQQLPGTAP
Consenso (1) QSVLTQPPS SG PGQRVTISCTGSSSNIGAGYVVHWYQQLPGTAP

Seccion 2
@47 47 B0 70 92

Mat3-VL (47) KLLIYRNNQRPSGVPDRFSGSRKSGTSASLAISGLRSEDEADYYCAA
VBASE2:humIGL V056 (47} KLLIYGNSNRPSGVPDQFSGSKIGTSASLAITGLQSEDEADYYCEKA
Consenso (47) KLLIY N RPSGVPD FSGSKSGTSASLAI GL SEDEADYYC A

Seccion 3
93) 93 97
Mat3-VL (93) WDDSL
VBASEZ2:humIGL V056 (93) WDNSL
Consenso (93) WD SL
Figura 6B
Seccioén 1
1 10 20 30 46

Mat3-VH (1) EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYWMHWVRQAPGKGLE
VBASEZ2:humIGHV313 (1) EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYAMSWVRQAPGRKGLE
Consenso (1) EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSY M WVRQAPGKGLE

Seccién 2
47) 47 60 70 80 92

Mat3-VH (47) WVSDIARLSSYTNYAD SVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTA
VBASE2:humIGHV313 (47) WV SVIYSGGSSTYYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTA
Consenso {(47) Wvs I 8 T YADSVEKGRFTISRDNSENTLYLQMNSLRAEDTA

Seccion 3

(93) 93 98

Mat3-VH (93) VYYCAR

VBASE2:humIGHV313 (93) VYYCAK
Consenso (93) VYYCA

Figura 6C
Seccion 1
w1 10 20 30 45
HE06442-VL (1) DIVLTQSPDSLAVSLGERATINCRASKIVSTSG--YTYMHWYQQK
VBASEZ2:humIGKV083 (1) DIVMTQSPDSLAVSLGERATINCKSSQSVLYSSNNRNYLAWYQQR

Consenso (1) DIV TQSPDSLAVSLGERATINCK 8 SV ] Y WYQQRK
Seccion 2
(46) 46 60 70 80 90

HE06442-VL (44) PGQPPRLLIYLASNRESGVPDRFSGSGSGTDFTLTISPVQAEDVA
VBASEZ:humIGKV083 (46) PGQPPRLLIYWASTRESGVPDRFSGSGSGTDFTLTISSLQAEDVA
Consenso (46) PGQPPRKLLIY AS RESGVPDRFSGSGSGTDFTLTIS QAEDVA

Seccion 3

91) 91 100

HE06442-VL (89) TYYCQHSGEL

VBASE2:humIGKV083 (91) vYYCQQYY ST
Consenso (91) YYCQ




Figura 6D

Seccion 1
(1) 1 10 20 30 46

HE06442-VH (1) EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAVSGFTFSSYGMSWVRQAPGRGLE
VBASEZ:humIGHV313 (1) EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYAMSWVRQAPGKEKGLE
Consenso (1) EVQL ESGGGLVQPGGSLRLSCA SGFTFSSY MSWVRQAPGKGLE

Seccion 2
47) 47 60 70 80 92

HE06442-VH (47) WVATVSSGGTYTYYPDSVKGRFTI SRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTA
VBASE2:humIGHV313 (47) WVSVIYSGGSSTYYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTA
Consenso (47) Wv 366 TYY DSVKGRFTISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTA

Seccion 3

@393 98
HE06442-VH (93) VYYCAR
VBASEZ2:humIGHV313 (93) VYYCAR
Consenso (93) VYYCA
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Figura 9
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Figura 11B
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Figura 132
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LISTADO DE SECUENCIAS

<110> Bayer Schering Pharma Aktiengesellschaft

<120> EL ANTICUERPO NEUTRALIZADOR DEL RECEPTOR DE PROLAC-

TINA MAT3 Y SU USO TERAPEUTICO

<130> BHC113039

<1l60> 17

<170> PatentIn version 3.5

<210> 1
<211> 118
<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> 005-C04-mat3-VH

<400> 1

Glu Val Gln Leu Leu Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly

Gly

1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Ser



Tyr

Trp

Val

Ser

Val

Lys
Tyr
65

80

Leu

Cys

Ala

Thr

20 25 30

Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp

35 40 45

Asp Ile Ala Arg Leu Ser Ser Tyr Thr Asn Tyr Ala Asp Ser

50 55 60

Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser Lys Asn Thr Leu

70 75

Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr

85 90 95

Arg Gly Leu Asp Ala Arg Arg Met Asp Tyr Trp Gly Gln Gly



100 105 110

Leu Val Thr Val Ser Ser

115
<210> 2
<211> 113
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> 005-C04-mat3-VL

<400> 2

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

1 5 10 15

Arg Val Thr Ile Ser Cys Thr Gly Ser Ser Ser Asn Ile Gly Ala
Gly

20 25 30



Tyr Val Val His Trp Tyr Gln Gln Leu Pro Gly Thr Ala Pro Lys
Leu

35 40 45

Leu Ile Tyr Arg Asn Asn Gln Arg Pro Ser Gly Val Pro Asp Arg
Phe

50 55 60

Ser Gly Ser Lys Ser Gly Thr Ser Ala Ser Leu Ala Ile Ser Gly
Leu
65 70 75

80

Arg Ser Glu Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys Ala Ala Trp Asp Asp
Ser

85 90 95

Leu Asn Gly Trp Leu Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Thr Val Leu
Gly

100 105 110



Gln
<210> 3
<211> 354

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> 005-

<400> 3

gaggtgcagc

tctgagactg

tcctgecgeeg

ccgacaggcc

cctggcaagg

caactac

gccgactceccg

cctgtac

ctgcagatga

gaggcctg

CO04—-mat3-VH

tgctggaatc cggcggaggc ctggtgcagc ctggcggatc

60

cctccggcett caccttctcc agctactgga tgcactgggt

120

gcctggaatg ggtgtccgat atcgcccggce tgtcctceccta cac-—

180

tgaagggccg gttcaccatc tcccgggaca actccaagaa cac-

240

actccctgcg ggccgaggac accgccgtgt actactgtgce ca-

300



gacgccagac ggatggacta ttggggccag ggcaccctgg tcaccgtcag ctca

354

<210> 4
<211> 339
<212> DNA
<213>
<220>

<223>

<400> 4
cagtccgtgce

agtgaccatc

tcctgcaccg

gtatcagcag

ctgcccggca

ctccggcegtg

cccgacagat

ctccggcectg

agatctgagg

cggctgg

005-C04-mat3-VL

tgacccagcc

60

gctcctccag

120

ccgccccecaa

180

tctcecggetce

240

300

Secuencia artificial

tccttceccecgec

caacatcggc

gctgctgatc

caagtccggce

tctggcaccc

gctggctacg

taccggaaca

acctccgcect

ctggccagag

tggtgcactg

accagcggcc

ccctggceccat

acgaggccga ctactactgc gccgcctggg acgactccct gaa-



ctgttcggcg gaggcaccaa gttaaccgtg
339

<210> 5

<211> 8

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223>

<400>

005-C04-mat3-HCDR1

Phe Ser Ser Tyr Trp Met His Trp

1

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

5

6

19

PRT

Secuencia artificial

005-C04-mat3-HCDR2

ctgggccag



Ser Asp Ile Ala Arg Leu Ser Ser Tyr Thr Asn Tyr Ala Asp Ser
Val

1 5 10 15

Lys Gly Arg

<210> 7
<211> 11
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> 005-C04-mat3-HCDR3

<400> 7

Ala Arg Gly Leu Asp Ala Arg Arg Met Asp Tyr

1 5 10
<210> 8
<211> 14

<212> PRT



<213> Secuencia artificial

<220>

<223> 005-C04-mat3-LCDR1

<400> 8

Thr Gly Ser Ser Ser Asn Ile Gly Ala Gly Tyr Val Val His

1 5 10
<210> 9
<211> 7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> 005-C04-mat3-LCDR2

<400> 9

Arg Asn Asn Gln Arg Pro Ser

1 5

<210> 10

<211> 11



10

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> 005-C04-mat3-LCDR3

<400> 10

Cys Ala Ala Trp Asp Asp Ser Leu Asn Gly Trp

1 5 10
<210> 11

<211> 453

<212> PRT

<213> Macaca fascicularis

<400> 11

Gln Leu Pro Pro Gly Lys Pro Glu Ile Phe Lys Cys Arg Ser Pro

Asn

Lys Glu Thr Phe Thr Cys Trp Trp Arg Pro Gly Thr Asp Gly Gly
Leu

20 25 30



11

Pro Thr Asn Tyr Ser Leu Thr Tyr His Arg Glu Gly Glu Thr Leu
Met

35 40 45

His Glu Cys Pro Asp Tyr Ile Thr Gly Gly Pro Asn Ser Cys His
Phe

50 55 60

Gly Lys Gln Tyr Thr Ser Met Trp Arg Thr Tyr Val Met Met Val
Asn
65 70 75

80

Ala Thr Asn Gln Met Gly Ser Ser Phe Ser Asp Glu Leu Tyr Val
Asp

85 90 95

Val Thr Tyr Ile Val Gln Pro Asp Pro Pro Leu Glu Leu Thr Val
Glu

100 105 110



12

Val Lys Gln Pro Glu Asp Arg Lys Pro Tyr Leu Trp Met Lys Trp
Ser

115 120 125

Pro Pro Thr Leu Ile Asp Leu Lys Thr Gly Trp Phe Thr Leu Leu
Tyr

130 135 140

Glu Ile Arg Leu Lys Pro Glu Lys Ala Ala Glu Trp Glu Thr His
Phe
145 150 155

160

Ala Gly Gln Gln Thr Glu Phe Lys Ile Leu Ser Leu His Pro Gly
Gln

165 170 175

Lys Tyr Leu Val Gln Val Arg Cys Lys Pro Asp His Gly Tyr Trp
Ser

180 185 190



Ala

Met

Asn

His

Thr

Val

225

240

Phe

Thr

Pro

Glu

Val

13

Trp Ser Pro Ala Thr Phe Ile Gln Ile Pro Ser Asp Phe Ile

195 200 205

Asp Ile Glu Gly Arg Met Asp Pro Lys Ser Cys Asp Lys Thr

210 215 220

Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser

230 235

Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg

245 250 255

Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro

260 265 270

Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala



14

Lys

275 280 285
Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val
Ser

290 295 300

Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr
Lys
305 310 315

320

Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr
Ile

325 330 335

Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu
Pro

340 345 350

Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys
Leu

355 360 365



15

Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser
Asn

370 375 380

Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp
Ser
385 390 395

400

Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser
Arg

405 410 415

Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala
Leu

420 425 430

His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys
His

435 440 445



16

His His His His His

450

<210>

<211>

<212>

<213>

<400>

12
222
PRT

Homo sapiens

12

Gln Leu Pro Pro Gly Lys Pro Glu Ile Phe Lys Cys Arg Ser Pro

Asn

1

Lys Glu Thr Phe Thr Cys Trp Trp Arg Pro Gly Thr Asp Gly Gly

Leu

20 25 30

Pro Thr Asn Tyr Ser Leu Thr Tyr His Arg Glu Gly Glu Thr Leu

Met

35 40 45

His Glu Cys Pro Asp Tyr Ile Thr Gly Gly Pro Asn Ser Cys His

Phe



17

50 55 60

Gly Lys Gln Tyr Thr Ser Met Trp Arg Thr Tyr Ile Met Met Val
Asn
65 70 75

80

Ala Thr Asn Gln Met Gly Ser Ser Phe Ser Asp Glu Leu Tyr Val
Asp

85 90 95

Val Thr Tyr Ile Val Gln Pro Asp Pro Pro Leu Glu Leu Ala Val
Glu

100 105 110

Val Lys Gln Pro Glu Asp Arg Lys Pro Tyr Leu Trp Ile Lys Trp
Ser

115 120 125

Pro Pro Thr Leu Ile Asp Leu Lys Thr Gly Trp Phe Thr Leu Leu
Tyr

130 135 140



18

Glu Ile Arg Leu Lys Pro Glu Lys Ala Ala Glu Trp Glu Ile His
Phe
145 150 155

160

Ala Gly Gln Gln Thr Glu Phe Lys Ile Leu Ser Leu His Pro Gly
Gln

165 170 175

Lys Tyr Leu Val Gln Val Arg Cys Lys Pro Asp His Gly Tyr Trp

Ser

180 185 190

Ala Trp Ser Pro Ala Thr Phe Ile Gln Ile Pro Ser Asp Phe Thr
Met

195 200 205
Asn Asp Ile Glu Gly Arg Met Asp His His His His His His

210 215 220

<210> 13

<211> 222



19

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 13

Gln Ser Pro Pro Gly Lys Pro Glu Ile His Lys Cys Arg Ser Pro

Asp

Lys Glu Thr Phe Thr Cys Trp Trp Asn Pro Gly Ser Asp Gly Gly
Leu

20 25 30

Pro Thr Asn Tyr Ser Leu Thr Tyr Ser Lys Glu Gly Glu Lys Asn
Thr

35 40 45

Tyr Glu Cys Pro Asp Tyr Lys Thr Ser Gly Pro Asn Ser Cys Phe
Phe

50 55 60

Ser Lys Gln Tyr Thr Ser Ile Trp Lys Ile Tyr Ile Ile Thr Val

Asn



20

65 70 75

80

Ala Thr Asn Glu Met Gly Ser Ser Thr Ser Asp Pro Leu Tyr Val
Asp

85 90 95

Val Thr Tyr Ile Val Glu Pro Glu Pro Pro Arg Asn Leu Thr Leu
Glu

100 105 110

Val Lys Gln Leu Lys Asp Lys Lys Thr Tyr Leu Trp Val Lys Trp
Leu

115 120 125

Pro Pro Thr Ile Thr Asp Val Lys Thr Gly Trp Phe Thr Met Glu
Tyr

130 135 140

Glu Ile Arg Leu Lys Ser Glu Glu Ala Asp Glu Trp Glu Ile His
Phe

145 150 155



21

160

Thr Gly His Gln Thr Gln Phe Lys Val Phe Asp Leu Tyr Pro Gly
Gln

165 170 175

Lys Tyr Leu Val Gln Thr Arg Cys Lys Pro Asp His Gly Tyr Trp
Ser

180 185 190

Arg Trp Gly Gln Glu Lys Ser Ile Glu Ile Pro Asn Asp Phe Thr
Leu

195 200 205

Lys Asp Ile Glu Gly Arg Met Asp His His His His His His

210 215 220
<210> 14
<211> 124

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>



22

<223> VH protein

<400> 14

Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly
Gly

1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Val Ser Gly Phe Thr Phe Ser Ser
Tyr

20 25 30

Gly Met Ser Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp
Val

35 40 45

Ala Thr Val Ser Ser Gly Gly Thr Tyr Thr Tyr Tyr Pro Asp Ser
Val

50 55 60

Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser Lys Asn Thr Leu
Tyr

65 70 75



23

80

Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala VvVal Tyr Tyr
Cys

85 90 95

Ala Arg His Arg Gly Asn Tyr Tyr Ala Thr Tyr Tyr Tyr Ala Met
Asp

100 105 110

Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser

115 120
<210> 15
<211> 113

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> VL protein

<400> 15



24

Asp Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Asp Ser Leu Ala Val Ser Leu

Gly

Glu Arg Ala Thr Ile Asn Cys Lys Ala Ser Lys Ser Val Ser Thr
Ser

20 25 30

Gly Tyr Thr Tyr Met His Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Pro
Pro

35 40 45

Lys Leu Leu Ile Tyr Leu Ala Ser Asn Arg Glu Ser Gly Val Pro

50 55 60

Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile

Ser

65 70 75

80

Pro Val Gln Ala Glu Asp Val Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln His Ser



Gly

25

85

90

95

Glu Leu Pro Pro Ser Phe Gly Gln Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys

Arg

Ala

<210>
<211>
<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

100 105

16

372

DNA

Secuencia artificial

VH DNA

16

gaggtgcagc tcgtggagtc tggcggcgga

cctgagactg 60

agctgcgccg tgagcggctt caccttcagc

ctggtgcagc

agctacggca

110

ctggcggcag

tgagctgggt



26

gcgccaggcet 120

cctggcaagg gactggaatg ggtggccacc gtgtccagcg gcggcaccta cac-—

ctactac 180

cccgacagcg tgaagggccg gttcaccatc agccgggaca acagcaagaa cac-—

cctgtac 240

ctgcagatga acagcctgcg ggccgaggac accgccgtgt actactgcgce ca-

gacaccgg 300

ggcaactact acgccaccta ctactatgcc atggactact ggggccaggg cac-—

cctggtg 360

accgtgagcect ca
372

<210> 17

<211> 339

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> VL DNA

<400> 17



gatatcgtgc

gcgggccacc

atcaactgca

gcactggtat

cagcagaagc

ccgggagagce

ggcgtgceccg

catcagc

cccgtgcagg

gctgcccccce

agcttcggcec

339

tgacccagag

60

aggccagcaa

120

ccggccagcec

180

240

ccgaggacgt

300

agggcaccaa

27

ccccgacagce

gtccgtgagc

ccccaagcetg

ggccacctac

ctggccgtga

accagcggct

ctgatctacc

tactgccagc

gctggaaatc

gcctgggcga

acacctacat

tggccagcaa

accggtttag cggcagcggc tccggcaccg acttcaccct gac-—

acagcggcga

aagcgggcc
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