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P

Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

DU AL U KRET ARy
, No. 13-299760- -00000-0000
Fecha: 2013-12-24 14:02:117  Dep. 2020 DIR.NUEVASCREACK

Tra. 11 PATENTEIYH Eve: 378 FASENACIONALI
Act. 411 PRESENTACION Folios:

2L
DIRECCION DE NUEVAS CREAClONES
SOLICITUD FASE NACIONAL -PCT
Patente de invencién Patente de Modelo de Utilidad

! | TIPODE SoLiciTub Capitulo | % Capitulo li
2 | DATOS SOLICITUD INTERNACIONAL PCT (86)

Solicitud Internacional No. PCT/ US2012/044703 Fecha 28/06/2012

Publicacién Internacional No.  \WQ 2013/003625 A2 Fecha 03/01/2013

3 TiTU LO DE LA INVENCK’)N (200 caracteres o espacios maximos)

ANTICUERPOS

et

Para datos adicionales utilizar hoja de informacion complementaria

APELLIDOS NOMBRES NACIONALIDAD

1. ROHLFF CHRISTIAN REINO UNIDO DE LA GRAN BRETANA
2. TERRETT JONATHAN, ALEXANDER REINO UNIDO DE LA GRAN BRETANA
3
4
5
DIRECCION DE CORREO ELECTRONICO:
8 | DATOS INVENTOR (ES)

PAIS RESIDENCIA DEPARTAMENTO/ESTADO CIUDAD DIRECCION
1. REINO UNIDO DE LA GRAN BRETANA OXON ABINGDON 94A MILTON PARK, ABINGDON, OXON OX14 4RY (GB)
» ESTADOS UNIDOS DE AMERICA CALIFORNIA SAN JOSE 5941 OPTICAL COURT, SAN JOSE, CA 95138 (US)
3

oY

5

OTRO(S) SOLICITANTE(S) Y/O (OTRO(S)) INVENTOR(ES)

L—_l Los demas solicitantes y/o (demas) inventores se indican en una hoja a continuacion.

9 I D REPRESENTANTE LEGAL APODERADO

APELLIDOS NOMBRES IDENTIFICACION
URIBE RESTREPO JUAN CARLOS C.C.79.159.313 T.P. 54493
DIRECCION CALLE 93B No. 12-48, Piso 40. BOGOTA, D.C., COLOMBIA No. TELEFONO 6019660

CIUDAD BOGOTA. D.C. COLOMBIA

pais COLOMBIA

CORREQ
ELECTRONICO

No. RADICACION DE
PROTOCOLO DE
PODER GENERAL

tum@tumnet.com

P102-FO6 vr4 {2012-04-19)



10

DECLARACIONES DE PRIORIDAD [ SI [JNO

1. ESTADOS UNIDOS DE AMERICA USA 61/502,167 28/06/2011
i ESTADOS UNIDOS DE AMERICA USA PCT/US2012/044451 27106/2012

(33) PAIS DE ORIGEN CODIGO PAIS (31) NUMERO (32) FECHA (AAAA/MM/DD)

11

[ DECLARACION SOBRE USO DE RECURSOS GENETICOS O BIOLOGICOS

Declaro que el objeto de la presente solicitud de patente fue obtenido a partir de recursos genéticos o biolégicos de los que
cualquiera de los paises miembros de la Comunidad Andina es pais de origen.

sl [¥INO

Nota: En caso afirmativo debera anexar copia del contrato de acceso de recursos genéticos o productos derivados, o
certificado o nimero de registro, expedido por la Autoridad competente.

12

| DECLARACION SOBRE USO DE CONOCIMIENTOS TRADICIONALES

Declaro que el objeto de la presente solicitud de patente fue obtenido a partir de conocimientos tradicionales de comunidades
indigenas, afroamericanas o0 locales de paises miembros de la Comunidad Andina.

st “INO

Nota: En caso afirmativo debera anexar la licencia o autorizacion de uso de conocimiento tradicional, o certificado, o
numero de registro expedido por la Autoridad competente.

13

| REDUCCION DE TASAS

Declaro que carezco de medios econémicos para presentar la solicitud de patente.

st [¥INO

Nota: En caso de ser persona natural y carecer de medios econémicos, y por lo tanto, aplique la reduccion de tasas a
que se refiere la resolucion vigente en tarifas, debe firmar la presente solicitud bajo la gravedad de juramento.

Debe aportar los documentos que se indican en el numeral 17 de anexos

Micro, pequefias y medianas empresas [ |
Universidades publicas o privadas ]

Entidades sin animo de lucro |:]

14

AUTORIZACION DE NOTIFICACION EN LINEA [] SI NO

Manifiesto que he leido y entendido perfectamente los términos y condiciones de uso de medios electrénicos para las
notificaciones en linea a través de Internet de los actos administrativos proferidos por la Superintendencia de Industria y
Comercio que deben ser notificados personalmente y, en consecuencia, autorizo el servicio de notificacion a través de
internet.

e

17

| ANEXOS
Documentacion Técnica Documentacion Juridica
Solicitud Internacional en castellano 9. Poderes, si fuera el caso.
10. [J Documento que legalmente pruebe la cesién del inventor al
1. Descripcion N° de folios: sohc_:ltante 0 a su causante. )
R 0 [y i 4t s R 11. [J Copia del contrato de acceso de recursos genéticos o productos
§' gilv!ndlc7c?ne3 Z ;?e.lvu?dlcac:ones. 31 derivados, certificado o numero de registro, si fuera el caso.
. 1oujos yro figuras olios: 12. [ Copia de la licencia o autorizacion de Conocimientos
4. Resumen. Tradicionales, certificado o nimero de registro, si fuera el caso.
5. [ Certificado de depésito de material biolgico si 13. Reduccion de tasas
fuera el caso. Micro, pequeiias 0 medinas empresas :
6. [ Listado de secuencias de nucleotidos ylo ] Copia simple de la declaracién de renta del afio inmediatamente

o s ) anterior, o en su defecto prueba documental idénea.
amlnoaCI_dos en forma digital si fuera el caso. [ Documento de constancia de cumplimiento con lo establecido en
O Arte final 12 x 12. Ia ley 905 de 2004.
{J Anexo formato digital. Universidades publicas o privadas
[ Copia acto de reconocimiento institucional emitido por el
Ministerio de Educacion
Entidades sin animo de lucro
[ Copia de registro vigente en Camara de comercio.
] Hoja de informacién complementaria.
3 Otros, especificar
14. Comprobante de pago de la tasa de presentacién de la solicitud.
15. [J Comprobante de pago por reivindicacion de prioridad.

P102-F06 vr4 {2012-04-19)

Vs



16. [J Comprobante de pago de la tasa por concepto de excedente
de palabras en la publicacion.
17. Comprobante de pago por reivindicacion adicional a 10.

P102-FO6 vra (2012-04-19)




REPRESENTATION AND
POWER OF ATTORNEY

I (we), the undersigned
Christian ROHLFF

in representatlon of
Oxford Bletherapeutlcs Lid.

' 94a iMilton Park

Abingdon,
Oxon
0X14 4RY
GB

in due compliance with the terms of paragraph
1st. of article 543 of the Commercial Code, do
hereby appoint FERNANDO TRIANA, tpa. No.
45265 cc. No. 79.154.036; LAURA
MICHELSEN, tpa. No. 67.897 cc. No.
39.783.287; JUAN CARLOS URIBE, tpa. No.
54.493 c.c. No. 79.159.313 and JUAN PABLO
TRIANA, tpa. 63.077 c.c. No. 79.487.222;
domiciled at Calle 93 B No. 12-48 P. 4, Bogot4,
D.C., Colombia, the first as principal and the
others as alternates, in the order of their
appointment, as our representatives for all
industrial property and intellectual matters with
- faculty to receive notifications and to appoint
attorneys in and out of Court. The first alternate
shall replace the principal in case of his absence
or of temporal or definitive impediment. The
same rule will apply when the second or third
alternate representative is to replace the first or
second one, or when the second or third is to
replace the principal one. In such cases, the
principal representative, shall state his intention
not to act as representatives through a declaration
given before a Notary Public in Colombia,

domiciled in

~én representaclon de

TRIANA, URIBE & MICHELSEN

Y

REPRESENTACION Y
PODER

Yo (nosotros), abajo suscrito(s)

CapisTiad  LOWFF

Qx¥oep Botregspeuncs LD

B .domlcnhado(s) en A MHJON’PAW

Ae\AGDON , Oxon |, OX14 40‘[
Do RaetanA

por el presente nombro (nombramos) a
FERNANDO TRIANA, tpa. No. 45.265 c.c. No.
79.154.036; LAURA MICHELSEN, tpa. No.
67.897 c.c. No. 39.783.287, JUAN CARLOS
URIBE, tpa. No. 54.493 c.c. No. 79.159.313 y

JUAN PABLO TRIANA, tpa. 63.077 c.c. No.:

79.487.222; domiciliados en la Calle 93 B No.
12-48 P. 4, Bogota, D.C, Colombia, .en
obedecimiento a lo dispuesto en el paragrafo 1ro.
del Articulo 543 del Cddigo de Comercio, el
pnmero como prigcipal y los demds como
suplentes, en su orden, como mis (nuestros)
representantes en todos los asuntos de propiedad
industrial con facultad para recibir notificaciones
y  nombrar  apoderados
extrajudiciales. El primer representante suplente
reemplazara al principal en caso de ausencia o
impedimento temporal o definitivo de aquel. La
misma regla se aplicard cuando el segundo y
tercer representantes suplentes hayan de
reemplazar al primero, al segundo o al principal.
En tales casos, el representante principal, o el
primero, o segundo suplente, o tercer suplente en
su caso, o todos ellos, declararan su intencion de
no ejercer la representacion mediante declaracion
autenticada por Notario Ptiblico en Colombia,

judiciales o

1650t o
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or before a Notary or another Public Official or a
Colombian Consul abroad; and in ceases of
impediment, the appropriate certificate shall
suffice. If any of the appointees were to be
definitely absent, the following alternate shall

‘take his place. When the absence or impediment

of the principal representative, or of the first or
second or third alternate in their turn cases, the
representation can be taken again in their
sequence, by the principal, the first or second or
third alternate depending on case, and the mere
fact or its exercise will suffice. The exercise of
the representation by the first or second or third
alternates in their turn shall end at such time.

In addition, I (we) grant a Power of Attorney in
favor of the above named attorneys-at-law so that
they may obtain the protection of my (our)
intellectual property and against the unfair
competition, for which purpose I (we) authorize
the said attomeys to represent me (us) before any
authorities or persons, with or without
jurisdiction, specially those administrative,
administrative contentious and judicial, as well as
before national and/or international arbitration
tribunals in all matters concerning the following:

- a) Obtainment of patents, layout-designs of

integrated circuits, utility models and industrial

designs; the registration of marks and trade?

slogans; the deposit of commercial names and
trade emblems; the obtainment of the declaration
and authorization of denominations of origin;
renewal, payment of the annuity fees, assignment,
license, change of name or domicile, voluntary
cancellation; and  the  registration of
commercialization agreements and licenses of use
of the above rights; b) Protection of trade secrets;
c) Obtainment of plant variety protection; d)
Obtainment of functioning licenses, health
registrations and sale licenses and any other
petition before the sanitary or administrative
authorities; €) Protection to the consumers and
actions against restrictive commercial practices
and competence promotion;

TRIANA, URIBE & MICHELSEN

o por Notario u otro Funcionario Publico, o
Cénsul de Colombia, en el extranjero; y si se
tratare de impedimento, con -l certificado
respectivo. Si alguno de los nombrados faltare
definitivamente, el siguiente tomard su lugar.
Cuando cesare la ausencia o impedimento del
representante principal, o de su primero o
segundo o tercer suplente, en su caso, podran
ejercer la representacion, en su orden, uno u otros
segin el caso, asumiéndola por el solo hecho de
ejercerla, cesando en ese momento el ejercicio de
la representacién por el primero o segundo o
tercer suplente en su caso.

Ademas, confiero (conferimos) poder a los
abogados arriba nombrados, para obtener la
proteccion de mi (nuestra) propiedad intelectual y
contra la competencia desleal, a cuyo efecto
autorizo(amos) a los dichos apoderados para que
me (nos) representen ante cualesquiera entidades
o personas, ejerzan o no jurisdiccion,
especialmente ante las del orden administrativo,
contencioso-administrativo y judicial, asi como
los tribunales de arbitramento nacionales y/o
internacionales en todo lo concerniente a los
siguientes asuntos: a) Obtencién de patentes de
invenciéon, de los esquemas de trazado de
circuitos integgados, modelos de utilidad y
disefios industriales; el registro de marcas y de
lemas comerciales; el depdsito de nombres.
comerciales y ensefias; la obtencién de la
declaracion 'y de la  autorizacion de
denominaciones de origen; su renovacion, pago
de anualidades de mantenimiento, traspaso,
licencia, cambio de nombre o domicilio,
cancelacién voluntaria; y el registro de acuerdos
de comercializacién y de licencias de uso de esos
derechos; b) Proteccion de secretos empresariales
¢) Obtencién de la proteccién para variedades
vegetales; d) Obtenci6n y tramitacion de todo lo
relacionado con licencias de funcionamiento, -
registros sanitarios, licencias de venta y cualquier
otra peticién ante las autoridades sanitarias o
administrativas; €) Proteccién del consumidor y



f) Obtainment of copyright registrations for any
type of artistic, literary, scientific, musical, video,
films, video games, choreography works,
software or any other production in the artistic,
scientific or literary fields capable of being
reproduced or expressed by any means known
now or in the future; Registration of agreements
related with the execution or transfer of
intellectual property rights; Obtention of reduced
postal tariff; g) Registration of domain names;
their renewal, assignment, change of name,
change of domicile, cancellation and any other
acts related with their management. h) Actions of
repossession, of opposition, cancellation, nullity,
infringement of rights, custom procedures, writ of
mandamus, unfair competition, granting of
licenses; and_ in general the civil, constitutional,
criminal and administrative suits relating to all
those rights; actions and suits instituted by me
(us) or against me (us). And that in all the above
matters they may substitute this Power of
Attorney,  compromise,  execute license
agrecments, assignment  agreements, file
extraordinary remedies such as nullification
and/or revision and/or supplication of court
decisions, conciliate, admit the facts of the case,
desist, cancel, assign, receive, resign, and ratify
acts done by representatives without a Power ofy
Attomey.

TRIANA, URIBE & MICHELSEN

acciones por practicas comerciales restrictivas y
promocién de la competencia;

f) Obtencién del registro de derechos de autor
para cualquier tipo de obra artistica, literaria,
cientifica, musical, videogréfica, cinematografica,
coreograficas, o cualquier otra produccion, en el
campo artistico, cientifico, o literario capaz de ser

reproducido o expresado por cualquier medio -

conocido ahora o por conocer en el futuro;
Registro de contratos relacionados con la
ejecucion o  transferencia de  derechos
intelectuales; Obtenci6n de tarifa postal reducida;
g) Registro de nombres de dominio, su
renovacion, traspaso, cambio de nombre, cambio
de domicilio, cancelacién .y demés actos
relacionados con su administracién. h) Las
acciones reivindicatorias, de oposicion, de
cancelacién, de nulidad, de infraccién de

derechos, de medidas cautelares, de medidas en

frontera, de tutela, de competencia desleal, de
concesion de licencias y en general los procesos
civiles, constitucionales, penales, administrativos
o contencioso-administrativos relacionados con
todos estos derechos; acciones y procesos que
promovamos 0 Se nos promuevan; y para que en
todos los asuntos arriba determinados, puedan
sustituir esté® mandato, transigir, suscribir
contratos de licencia, contratos de cesion,
presentar recursos extraordinarios de casacién y/o
revisién y/o suplica, conciliar, admitir los hechos
del proceso, desistir, cancelar, ceder, recibir,
renunciar y ratificar los actos de agentes
oficiosos.

e ocYo nNerg 2011

Given and Signed this/Dado y firmado 3? /

infen AN in-C DoV,
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. NOTARIAL CERTIFICATION
(CORPORATION)

On this S day of

@clobr (month), 201/ ____ (year)

appeared before me
Chvibio~r o} ,

who I know personally and who signed this document

‘as representative of the corporation or company

named
eﬂ}cw %\b\bw«?..hbs |

Consequently, I certify:

1. That I have seen the following documents (with
date and origin%: .
1.1. Rav ke w ki,R‘\“‘W d C"W‘“‘"“""

}g AASL TV @elrovar 2o

2. That the above documents prove the following:
2.1. That the corporation or company

Orloa Rolbes pines M
was constituted and exists in accordance with the

s of 1, 3 ol touten

2.2.That the domicile of said corporation or company
is E h% ]w}\.ol 2

2.3. That the corporation or company is developing
its corporate or company activities and that the
purpose for which the present power of attorney is
granted is comprised within the corporation or
company purposes.

2.4, That Mr. 89 _ Chrwabien (Zc)\,\H-

is authorized to grant the present power of attorney.

City GXFoerN
State qu»cle/l&.e,
Country K qulo»oL
Notary Public

* Documents must be identified with date and origin

Signature/Firmado:

- TRIANA, URIBE & MICHELSEN

CERTIFICACION NOTARIAL
(SOCIEDAD)

Hoy, 13 (dia) de UCIUBWE

(mes) de 201 A__(afio) se hizo presente ante mi el

Sefior (\/“ g M &0\'\ VFF @

Y.

(nombre), a quien conozco personalmente y que firma
éste documento en representacion de la sociedad
denominada

Vot I OMEAPEUTICS Lo

En consecuencia certifico lo siguiénte:
1. Que he revisado los siguientes documentos (con
fecha y origen): _ (
L1 Vet DE COMPARIAS DELEEIAC
12. LuiDO DE Lk 62N BLETARA & [LANDA
13. pev ADHE, D FecHa 3/IofZ0N
2. Que estos documentos prueban: ,
2.1. Que la sociedad

worp Prhoetarerny b

(nombre) fue constituida y que existe de acuerdo con

la leyes - de
et LAIVD0 DE Uk QAN BRETRA T
LLANDA: DL ANOETE .

22. Que el domicilio de esta sociedad

s IMNOUMTLLA

2.3. Que esta compafiia desarrolla actualmente su
objeto social y que el objeto del poder que se otorga
est4 comprendido dentro del mismo.

2.4. Que ¢l Sefior (a) Qp‘\“S“M! QO'\VF'F

estd autoriz@o eara otorgar este poder.
Ciudad KFOLD

Estado __ OXFORDSHIEE

Pais __ _INOWKTELA

Notario Piblico
* Los documentos deben identificarse con fecha y origen

©

STUART P B CAPEL
. Notary Public

00 Oxford Business Park Sou!
5,\0..‘.-._4 ~v4 7RH Fneland (UK




APOSTILLE
(Hague Convention of 5 October 1961 / Convention de La Haye du 5 octobre 1961)

UNITED KINGDOM OF GREAT BRITAIN AND NORTHERN IRELAND

Country: United Kingdom of Great Britain and Northern Ireland
-Pays: Royaume-Uni de Grande-Bretagne et d’Irlande du Nord

This public document / Le présent acte public

Has been signed by Stuart P B Capel
a été signé par

Acting in the capacity of Notary Public
agissant en qualité de

Bears the seal/stamp of  The Said Notary Public

est revétu du sceau/timbre de
Certified/Attesté

at London/a Londres 6. theflle 31 October 2011

by Her Majesty’s Principal Secretary of State for Foreign and Commonwealth A ffairs /
par le Secrétaire d’Etat Principal de Sa Majesté aux Affaires Etrangéres et du Commonwealth.

Number/sous No J0434 18
9. Stamp: 10. Signature: 1. McBride

timbre:

For the Secretary of State / Pour le Secrétaire d’Etat

If this document is o be used in 2 country which is not party to the Hague Convention of 5th October
1961, it should be presented to the consular section of the mission representing that country.

An apostille or legalisation certificate only confirms that the signature, seal or stamp on the document is
genuine. It does not mean that the content of the document is correct or that the F. oreign &
Commonwealth Office approves of the content,




1

.Tréduccién oficial hecha por Jimena Escobar Uribe, traductora e intérprete
Sficial 'segln resolucién No. 0369 de 1995 del Ministerio de Jusficia, del
documento legdlizado mediorﬂe la APOSTILLA No. J043418 de 31 de
octubre de 2011 expedida en el Reino Unido comespondiente a un
documento de poder y cén‘iﬁcocién notarial de ic sociedad OXFORD
BIOTHERAPUTICS, LTD., domiciliada en Abingdon, Oxon, Gran Bretafia.

Documento de poder: Firmado el 18 de octubre de 2011 en

Abingdon, Oxfordshire, firmado por Christian Rohlff, en
inglés con idéntico texto en espafiol diligenciado en 1la
columna derecha del documento, por lo que no se hace

necesaria su traduccién.

Ante mi (ilegible) en Abingdon, Oxon, Inglaterra (Reino
Unido) el 18 de octubre de 2011.

Firma ilegible y sello notarial.

Certificado Notarial: Ejecutado el 18 de octubre de 2011, en

inglés con  idéntico texto en espafiol diligenciado en la
columna derecha del documento, por lo que no se hace
necesaria su traduccién y legalizado mediante firma y sello

por Stuart P. B. Capel, notario plblico, Inglaterra, Reino
‘ ®
Unido. ?

Jokok ok kkokkkokkkkkk Kk

APOSTILLA
(Convencién de la Haya de 5 de octubre de 1961)

REINO UNIDO DE LA GRAN BRETANA E IRLANDA DEL NORTE
1. Pais: Reino Unido de 'la Gran Bretafia e Irlanda del Norte .

Este documento publico

2. Ha sido firmado por Stuart P. B. Capel.

JIMENA ESCO

-~

Traductor & Intérprete Ofi;ial
Resolucién No. 0369 Min. Justicia 1995



3: actuando en su capacidad de notario publico
‘4. lieva el sello/estampilla de dicho notario ptblico

Certificado

5. en Londres

6. el 31 de octubre de 2011

7. por el Secretario de Estado Principal de Su Majestad para
Asuntos Exteriores y del Commonwealth

8. No. J043418

9. Sello/estampilla: (sello de Oficina de Extranjeria y del
Commonwealth)

10. Firma: (firmado) I. McBride

Por el Secretario de Estado

Si este documento va a ser utilizado en un pais que no sea

miembro de la Convencién de la Haya del 5 de octubre de 1961,

debe ser presentado a la seccién consular de la misién que

representa dicho pais

contenido. ‘ .

NA ESCOBAR ORige

C

tor e Intérprete Oficial

C
' Resomc;é" No. 0369 Min Juctiaic 10nr

Tradu

“é%%ﬁ!\“



PATENT COOPERATION TREATY

ADVANCE E-MAIL

PCT

NOTIFICATION CONCERNING THE
FILING OF AMENDMENTS OF THE CLAIMS

(PCT Administrative Instructions, Section 417)

PCT/US2012/044703

From the INTERNATIONAL BUREAU

To:

SILVA, Robin, M.

Morgan Lewis & Bockius LLP
One Market, Spear Street Tower
San Francisco, CA 94105
ETATS-UNIS D'AMERIQUE

Date of mailing (day/month/year)
10 October 2013 (10.10.2013)

Applicant's or agent's file reference

IMPORTANT NOTIFICATION

698015018WO1
International application No. International filing date (day/month/year)
PCT/US2012/044703 28 June 2012 (28.06.2012)
Applicant

OXFORD BIOTHERAPEUTICS LTD. et al

2. This date is
DQ within the time limit under Rule 46.1.

48.2(f), (h) and (i). ,
[ after the expiration of the time limit under Rule 46.1.

1. The applicant is hereby notified that amendments to the claims under Article 19 were received by the International Bureau on:
27 June 2013 (27.06.2013) .

Consequently, the international publication of the international application will contain the amended claims according to Rule

Consequently, the amendments will not be published and will not be considered for the international procedure.

3. The applicant is reminded that the international application (description, claims and drawings) may be amended during the
international preliminary examination under Chapter II, according to Article 34, and in any case, before each of the designated
Offices, according to Article 28 and Rule 52, or before each of the elected Offices, according to Article 41 and Rule 78.

The International Bureau of WIPO
34, chemin des Colombettes
1211 Geneva 20, Switzerland

Facsimile No. +41 22 338 71 30

Authorized officer

Mena Ana
e-mail pt09.pct@wipo.int
Telephone No. +41 22 338 74 09

Form PCT/IB/346 (July 1992; reprint January 2004)

1/JRMEEMEGIM7X30

Al
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PATENT COOPERATION TREATY PCT/US2012/044703

ADVANCE E-MAIL

From the INTERNATIONAL BUREAU

PCT b

NOTIFICATION CONCERNING SUBMISSION, SILVA, Robin, M.
OBTENTION OR TRANSMITTAL Morgan Lewis & Bockius LLP
OF PRIORITY DOCUMENT One Marke?t, Spear Street Tower
San Francisco, CA 94105
(PCT Administrative Instructions, Section 411) ETATS-UNIS D'’AMERIQUE

Date of mailing (day/month/year)

18 July 2012 (18.07.2012)
Applicant's or agent's file reference
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AMENDED CLAIMS
received by the International Bureau on 27 June 2013 (27.06.2013)

An antibody that specifically binds to BST1, said antibody comprising:

a) a heavy chain variable region comprising:
i) a first vhCDR comprising SEQ ID NO: 10;
if) a second vVhCDR comprising a sequence selected from the

group consisting of SEQ ID NO: 12 and SEQ ID NO: 51; and

ili)  a third vhCDR comprising SEQ ID NO: 14; and

b) . alight chain variable region comprising:
i) a first vICDR comprising SEQ ID NO: 16;
ii) a second VICDR comprising SEQ ID NO: 18; and
iiiy  athird vVICDR comprising a SEQ ID NO: 20.

An antibody that specifically binds to BSTI, said antibody comprising:
a) a heavy chain variable region comprising:
1) a first vhCDR comprising SEQ ID NO: 9;
ii) a second VhCDR comprising SEQ ID NO: 11; and
iii)  athird vhCDR comprising SEQ ID NO: 13; and
b) a light chain variable region comprising; '
i) a first vVICDR comprising SEQ ID NO: 15;
i) a second VICDR comprising SEQ ID NO: 17; and
ii)  athird vICDR comprising SEQ ID NO: 19.

An antibody that specifically binds to BST1, said antibody comprising:
a) a heavy chain variable region comprising:
i)  afirst vaCDR comprising SEQ ID NO: 56;
ii) a second vVhCDR comprising SEQ ID NO: 57; and
ili)  athird vhCDR comprising SEQ ID NO: 58; and
b) a light chain variable region comprising:
i) a first vICDR comprising SEQ ID NO: 59;
it) a second vICDR comprising SEQ ID NO: 60; and
iii)  athird vICDR comprising SEQ ID NO: 61.

AMENDED SHEET (ARTICLE 19)
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4. A variant anti-BST1 antibody comprising variant variable regions of a parent antibody,
wherein the parent antibody comprises:

a) a first vhCDR comprising SEQ ID NO: 10;

b) a second vhCDR comprising a sequence selected from the group consisting of SEQ ID

NO: 12 and SEQ ID NO: 51;

¢) a third vhCDR comprising SEQ ID NO: 14;

d) a first vVICDR comprising SEQ ID NO: 16;

¢) a second VICDR comprising SEQ ID NO: 18; and

f) a third vICDR comprising a SEQ ID NO: 20;
wherein said variant anti-BST1 antibody has from one to four amino acid changes collectively in
said first vhCDR, said second vhCDR, said third vbCDR, said first vICDR, said second viICDR
and said third viICDR.

5. A variant anti-BST1 antibody comprising variant variable regions of a parent antibody,
wherein the parent antibody comprises:

a) a first vhCDR comprising SEQ ID NO: 9;

b) a second vhCDR comprising SEQ ID NO: 11;

¢) a third vhCDR comprising SEQ ID NO: 13;

d) a first viICDR comprising SEQ ID NO: 15;

e) a second VICDR comprising SEQ ID NO: 17; and

f) a third vICDR comprising a SEQ ID NO: 19;
wherein said variant anti-BST1 antibody has from one to four amino acid changes collectively in
said first vhCDR, said second vhCDR, said third vhCDR, said first vICDR, said second vICDR
and said third vICDR.

6. A variant anti-BST1 antibody comprising variant variable regions of a parent antibody,
wherein the parent antibody comprises:

a) a first vhCDR comprising SEQ ID NO: 56;

b) a second vhCDR comprising SEQ ID NO: 57;

¢) a third vhCDR comprising SEQ ID NO: 58;

d) a first vICDR comprising SEQ ID NO: 59;

e) a second VICDR comprising SEQ ID NO: 60; and

f) a third vICDR comprising a SEQ ID NO: 61;

AMENDED SHEET (ARTICLE 19)
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wherein said variant anti-BST! antibody has from one to four amino acid changes collectively in
said first vhCDR, said second vhCDR, said third vhCDR, said first VICDR, said second vVICDR
and said third vICDR.

7. An antibody according to claim 1 or 4 comprising:
a heavy chain at least 95% identical SEQ ID NO: 2, and
a light chain at least 95% identical SEQ ID NO: 4.

8. An antibody according to claim 1 comprising:
a heavy chain variable region of SEQ ID NO: 2, and
a light chain variable region of SEQ ID NO: 4.

9. An antibody according to claim 2 or 5 comprising:
a heavy chain at least 95% identical SEQ ID NO: 1, and
a light chain at least 95% identical SEQ ID NO: 3.

10. An antibody according to claim 2 comprising:
a heavy chain variable region of SEQ ID NO: 1, and
a light chain variable region of SEQ ID NO: 3.

11. An antibody according to claim 1 or 4 comprising:
a heavy chain at least 95% identical SEQ ID NO: 46, and
a light chain at least 95% identical SEQ ID NO: 49.

12. An antibody according to claim 11 comprising:
a heavy chain variable region of SEQ ID NO: 46, and
a light chain variable region of SEQ ID NO: 49,

13. An antibody according to claim 3 or 6 comprising:
a heavy chain at least 95% identical SEQ ID NO: 52, and
a light chain at least 95% identical SEQ ID NO: 53,

14. An antibody according to claim 13 comprising:

a heavy chain variable region of SEQ ID NO: 52, and
a light chain variable region of SEQ ID NO: 53.

AMENDED SHEET (ARTICLE 19)
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15. An isolated monoclonal antibody, or an antigen binding portion thereof, which binds an
epitope on BST1 recognized by an antibody set forth in any of the preceding claims including
DNA and amino acid changes that maintain at least 80% of the binding to BST1 of the original

sequences.

16. An antibody as claimed in any one of claims 1 to 15, wherein the antibody is a full-length
antibody of an IgG1, IgG2, IgG3 or IgG4 isotype.

17. An antibody or an antigen-binding portion thereof, according to any previous claim further
comprising a covalently attached moiety.

18. An antibody or an antigen-binding portion thereof, according to claim 17 wherein said
moiety is a drug. '

19. An antibody or an antigen-binding portion thereof according to claim 18 wherein said drug is
selected from the group consisting of a maytansinoid, a dolastatin, an auristatin, a trichothecene,
a calicheamicin, CC1065 and derivatives thereof.

20. An isolated antibody according to any of the claims 1-19, wherein said antibody induces
antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity (ADCC), complement dependent cytotoxicity
(CDC) and/or T-cell cytotoxicity.

21. Anisolated antibody according to claim 20, wherein the antibody is an engineered antibody
having increased binding to Fc receptors and/or increased potency for ADCC, and/or a bispecific
antibody.

22. Anisolated antibody according to any previous claim, wherein the antibody is a bispecific
or multispecific antibody which specificially binds to a first antigen comprising BST1 and a
second antigen selected from the group consisting of CD3 antigen and CD5 antigen.

23. A nucleic acid encoding a heavy chain of the antibody of any of the preceding claims.

24. A nucleic acid encoding a light chain of the antibody of any of the preceding claims.

AMENDED SHEET (ARTICLE 19)
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25. A host cell containing the nucleic acids of claim 23 and/or 24.

26. A method of making an antibody comprising culturing a host cell according to claim 25
under conditions where the antibody or an antigen-binding portion thereof is expressed and
optionally isolating the antibody or an antigen-binding portion thereof.

27. A method of treating a disease comprising administering to a patient in need thereof an
antibody or an antigen-binding portion thereof of any of the claims 1-22 wherein the antibody or
antigen-binding portion thereof is internalized by a cell éxpressing BST1, said antibody
comprising a covalently attached drug conjugate.

28. A method of treating a disease comprising administering to a patient in need thereof an
antibody of any of the claims 1-22 wherein the antibody induces antibody-dependent cell-
mediated cytotoxicity (ADCC), complement dependent cytotoxicity (CDC) and/or T-cell
cytotoxicity. :

29. A method according to any of the claims 27-28 wherein said disease is cancer, including
acute myeloid leukemia (AML), B-cell chronic lymphocytic leukemia, breast cancer, colorectal
cancer, kidney cancer, head and neck cancer, lung cancer, ovarian cancer or pancreatic cancer.

30. A method according to any of the claims 27-28 wherein said disease is an inflammatory
disease, including asthma, gout, crohns, lupus, multiple sclerosis, rheumatoid arthritis, psoriasis,

diabetes or atherosclerotic.

31. An aﬁtibody as claimed in any one of claims 1-19 for use in therapy or for use as a
medicament.

AMENDED SHEET (ARTICLE 19)
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ID NOs: 10, 12 or 51, 14, 16, 18 and 20, to variants
thereof, to antibodies binding the same epitope as these, to
nucleic acids encoding the heavy and light chain of said
antibodies, to host cells comprising said nucleic acids, to
methods to produce the antibodies using said host cells and
to therapeutic methods of said antibodies.

2. claims: 2, 5, 9, 10(completely); 15-30(partially)

directed to an antibody specific for BST1 having CDRs of SEQ
ID NOs: 9, 11, 13, 15, 17 and 19, to variants thereof, to
antibodies binding the same epitope as these, to nucleic
acids encoding the heavy and 1ight chain of said antibodies,
to host cells comprising said nucleic acids, to methods to
produce the antibodies using said host cells and to
therapeutic methods of said antibodies.
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directed to an antibody specific for BST1 having CDRs of SEQ
ID NOs: 56-61, to variants thereof, to antibodies binding
the same epitope as these, to nucleic acids encoding the
heavy and 1ight chain of said antibodies, to host cells
comprising said nucleic acids, to methods to produce the
antibodies using said host cells and to therapeutic methods
of said antibodies.
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REIVINDICACIONES

Un anticuerpo que se une especificamente con BST1, comprendiendo dicho
anticuerpo:
a) una regién variable de cadena pesada que comprende:
i) una primera vhCDR que comprende la SEC ID NO: 10;
i) una segunda vhCDR que comprende una secuencia seleccionada del
grupo que consiste de la SEC ID NO: 12y la SEC ID NO: 51;y
iif) una tercera vhCDR que comprende la SEC ID NO: 14; y
b) una regién variable de cadena ligera que comprende:
i)  una primera vVICDR que comprende la SEC ID NO: 16;
if)  una segunda vICDR que comprende la SEC ID NO: 18;y

i)  una tercera viCDR que comprende la SEC ID NO: 20.

Un anticuerpo que se une especificamente con BST1, comprendiendo dicho
anticuerpo:
a) una regién variable de cadena pesada que comprende:
i) una primera VhCDR que comprende la SEC ID NO: 9;
ii) una segunda vhCDR que comprende la SEC ID NO: 11; y
iii) una tercera vhCDR que comprende la SEC ID NO: 13;y
b).  una regién variable de cadena ligera que comprende:
i) una primera VICDR que comprende la SEC ID NO: 15;
ii) una segunda VICDR que comprende la SEC ID NO: 17; y
iii) una tercera vVICDR que comprende la SEC ID NO: 19.
Un anticuerpo que se une especificamente con BST1, comprendiéndo dicho
anticuerpo:
a) una regién variable de cadena pesada que comprende:
i) una primera VhCDR que comprende la SEC ID NO: 56;
ii) una segunda vhCDR que comprende la SEC ID NO: 57;y

iii) una tercera vVhCDR que comprende la SEC ID NO: 58; y
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b) una region variable de cadena ligera que comprende:
i) una primera vICDR que comprende la SEC ID NO: 59;
ii) una segunda vICDR que comprende la SEC ID NO: 60; y

iii) una tercera vICDR que comprende la SEC ID NO: 61.

Un anticuerpo anti-BST1 variante que comprende regiones variables

variantes de un anticuerpo original, en donde el anticuerpo original

comprende:

a) una primera vhCDR que comprende la SEC ID NO: 10;

b) una segunda vhCDR que comprende una secuencia seleccionada
del grupo que consiste de la SEC ID NO: 12 y la SEC ID NO: 51;

c) una tercera vhCDR que comprende la SEC ID NO: 14;

d) una primera VICDR que comprende la SEC ID NO: 16;

e) una segunda viCDR que comprende la SEC ID NO: 18; y

f) una tercera viCDR que comprende la SEC IF NO: 20;

en donde dicho anticuerpo anti-BST1 variante tiene de uno a cuatro

cambios de aminoacido colectivamente en dicha primera vhCDR, dicha

segunda vhCDR, dicha tercera VhCDR, dicha primera vICDR, dicha

segunda VICDR y dicha tercera vICDR.

Un anticuerpo anti-BST1 variante que comprende regiones variables
variantes de un anticuerpo original, en donde el anticuerpo original
comprende:

a) una primera vhCDR que comprende la SEC ID NO: 9;

b) una segunda vhCDR que comprende la SEC ID NO: 11;

c) una tercera vhCDR que comprende la SEC ID NO: 13

d) una primera vVICDR que comprende la SEC ID NO: 15;

e) una segunda vICDR que comprende la SEC ID NO: 17; y

f) una tercera vICDR que comprende la SEC ID NO: 19;



en donde dicho anticuerpo anti-BST1 variante tiene de uno a cuatro
cambios de aminoacido colectivamente en dicha primera vhCDR, dicha
segunda vhCDR, dicha tercera VhCDR, dicha primera VICDR, dicha

segunda VICDR vy dicha tercera viCDR.

Un anticuerpo anti-BST1 variante que comprende regiones variables
variantes de un anticuerpo original, en donde el anticuerpo original
comprende:

a) una primera vhCDR que comprende la SEC ID NO: 56;

b) una segunda vhCDR que comprende la SEC ID NO: 57,

C) una tercera vVhCDR que comprende la SEC ID NO: 58;

d) una primera VICDR que comprende la SEC ID NO: 59;

e) una segunda VICDR que comprende la SEC ID NO: 60; y

f) una tercera vICDR que comprende la SEC ID NO: 61;

en donde dicho anticuerpo anti-BST1 variante tiene de uno a cuatro
cambios de aminoacido colectivamente en dicha primera vhCDR, dicha
segunda VhCDR, dicha tercera VhCDR, dicha primera VICDR, dicha

segunda VICDR y dicha tercera viCDR.

El anticuerpo de acuerdo con la reivindicacion 1 o0 4 que comprende:
una cadena pesada por lo menos 95% idéntica ala SEC ID NO: 2; y

una cadena ligera por lo menos 95% de la SEC ID NO: 4.

EI anticuerpo de acuerdo con la reivindicacion 1 que comprende:
una region variable de cadena pesada de la SEC ID NO: 2,y

una regién variable de cadena ligera de la SEC ID NO: 4.

El anticuerpo de acuerdo con la reivindicacion 2 o 5 que comprende:

una cadena pesada por lo menos 95% idéntica ala SEC ID NO: 1,y
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10.

1.

12.

13.

14.

15.

una cadena ligera por lo menos 95% idéntica a la SEC ID NO: 3.

El anticuerpo de acuerdo con la reivindicacion 2 que comprende:
una region variable de cadena pesada de la SEC ID NO: 1,y

una regioén variable de cadena ligera de la SEC ID NO: 3.

El anticuerpo de acuerdo con la reivindicacién 1 o0 4 que comprende:
una cadena pesada por lo menos 95% idéntica a la SEC ID NO: 46, y

una cadena ligera por lo menos 95% idéntica a la SEC ID NO: 49.

El anticuerpo de acuerdo con la reivindicacion 11 que comprende:
una region variable de cadena pesada de la SEC ID NO: 46, y

una region variable de cadena ligera de la SEC ID NO: 49.

El anticuerpo de acuerdo con la reivindicacion 3 o 6 que comprende:
una cadena pesada por lo menos 95% idéntica a la SEC ID NO: 52, y

una cadena ligera por lo menos 95% idéntica a la SEC ID NO: 53.

El anticuerpo de acuerdo con la reivindicacion 13 que comprende:
una region variable de cadena pesada de la SEC ID NO: 52,y

una region variable de cadena ligera de la SEC ID NO: 53.

Un anticuerpo monoclonal aislado, o una porcion de unic'm.a antigeno del
mismo, el cual une un epitopo en BST1 reconocido por un anticuerpo
establecido en cualquiera de las reivindicaciones precedentes incluyendo
cambios de ADN y aminoacido que mantienen por lo menos 80% de la

union a BST1 de las secuencias originales.



16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

El anticuerpo como se reivindica en cualquiera de las reivindicaciones 1 a
15, en donde el anticuerpo es un anticuerpo de longitud completa de un
isotipo 1gG1, 1gG2, 1IgG3 o IgG4.

El anticuerpo o una porcién de union a antigeno del mismo, de acuerdo con
cualquier reivindicacién precedente que comprende ademas una fraccién

unida covalentemente.

El anticuerpo o una porcién de unién a antigeno del mismo, de acuerdo con

la reivindicacion 17, en donde la fraccion es un farmaco.

El anticuerpo o una porcién de unién a antigeno del mismo de acuerdo con
la reivindicacion 18, en donde dicho farmaco se selecciona del grupo que
consiste de un maitansinoide, una dolastatina, una auristatina, un

tricoteceno, una calicheamicina, CC1056 y derivados de los mismos.

El anticuerpo aislado de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-
19, en donde dicho anticuerpo induce la citotoxicidad mediada por una
célula dependiente de un anticuerpo (ADCC), la citotoxicidad dependiente

del complemento (CDC) y/o la citotoxicidad de célula T.

El anticuerpo aislado de acuerdo con la reivindicacién 20, en donde el
anticuerpo es un anticuerpo disefiado que tiene unién incrementada para
los receptores Fc y/o la potencia incrementada para ADCC, y/o el

anticuerpo biespecifico.

El anticuerpo aislado de acuerdo con cualquier reivindicacién precedente,
en donde el anticuerpo es un anticuerpo biespecifico o multiespecifico que

se une especificamente a un primer antigeno que comprende BST1 y un
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23.

24.

25.

26.

27.

28.

segundo antigeno seleccionado del grupo que consiste de un antigeno CD3

y un antigeno CD5.

Un acido nucleico que codifica una cadena pesada del anticuerpo de

cualquiera de las reivindicaciones precedentes.

Un acido nucleico que codifica una cadena ligera del anticuerpo de

cualquiera de las reivindicaciones precedentes.

Una célula huésped que contiene acidos nucleico de la reivindicacion 23 y/o

24.

Un método para hacer un anticuerpo que comprende cultivar una célula
huésped de acuerdo con la reivindicacion 25, bajo condiciones en donde el
anticuerpo o una porcién de unioén a antigeno del mismo esta expresado, y
aislar opcionalmente el anticuerpo o una porciéon de unién a antigeno del

mismo.

Un método para tratar una enfermedad que comprende administrar a un
paciente que lo necesita, un anticuerpo o una porcién de unioén a antigeno
del mismo de cualquiera de las reivindicaciones 1-22, en donde el
anticuerpo o la porciéon de uniéon a antigeno del mismo es internalizado
mediante una célula que expresa BST1, comprendiendo dicho anticuerpo

un conjugado de farmaco covalentemente unido.

Un método para tratar una enfermedad que comprende administrar a un
paciente que lo necesita un anticuerpo de cualquiera de las reivindicaciones

1-22, en donde el anticuerpo induce la citotoxicidad mediada por una célula
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29.

30.

31.

dependiente de un anticuerpo (ADCC), la citotoxicidad dependiente del

complemento (CDC) y/o la citotoxicidad de célula T.

El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 27-28, en
donde dicha enfermedad es cancer, incluyendo leucemia mieloide aguda
(AML), leucemia linfocitica crénica de célula B, cancer de mama, cancer
colorectal, cancer de rifién, cancer de cabeza y cuello, cancer de pulmén,

cancer de ovario o cancer pancreatico.

El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 27-28, en
donde dicha enfermedad es una enfermedad inflamatoria, incluyendo,
asma, gota, enfermedad de Crohns, lupus, esclerosis multiple, artritis

reumatoide, psoriasis, diabetes o aterosclerética.

El anticuerpo como se reivindica en cualquiera de las reivindicaciones 1-19

para usar en terapia o para usar como un medicamento.



TEXTO DE LA PATENTE




ANTICUERPOS

INTRODUCCION

La presente divulgacion se refiere de manera general a los campos de la
inmunologia y la biologia molecular. Mas especificamente, se proporciona aqui
anticuerpos y otras proteinas terapéuticas contra la ADP-ribosil ciclasa 2, acidos
nucleicos que codifican dichos anticuerpos y proteinas terapéuticas, métodos para
preparar anticuerpos monoclonales y otras proteinas terapéuticas, y métodos para

.eI tratamiento de enfermedades, tales como cancer mediado por Ila
expresion/actividad de ADP-ribosil ciclasa 2 y/o asociado por lo tanto con la

expresion/actividad anormal de ligandos.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

La ADP-ribosil ciclasa 2 (también conocida como antigeno estromal de
meédula ésea 1 (BST1) o CD157) es una ectoenzima bifuncional de lipido anclado
que cataliza la ciclacién de ribonucleétido y la hidrélisis. Esto genera la ADP-
ribosa ciclica de segundo mensajero de nucleétido y la ADP-ribosa que son
capaces de activar la liberaciéon de calcio y la fosforilacion de la proteina (FEBS
Lett. 1994, 356(2-3):244-8). Es capaz de soportar el desarrollo de pre-células B
en forma de paracrina, posiblemente mediante la generacién de NAD+ metabolitos
(Proc. Natl. Acad. Sci. USA 1994, 91:5325-5329; J Biol Chem. 2005, 280:5343-
5349).

La ADP-ribosil ciclasa 2 y su homdéloga, CD38, parece que actan como
receptores, generando segundos metabolitos mensajeros que inducen la
liberacién intracelular de Ca2+ via el receptor de rianodina (Biochem Biophys Res
Commun. 1996, 228(3):838-45). También puede actuar via la integrina CD11b

para efectuar la liberaciéon de C12+ mediante la via de la quinasa PI-3 (J Biol
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Regul Homeost Agents. 2007;21(1-2):5-11). No se ha reportado anteriormente
que la BST1 se origina de leucemia mieloide aguda (AML), cancer de mama,
cancer colorrectal, cancer de riidén, cancer de pulméon o membranas de la célula
del cancer pancreatico y representa una proteina de nuevo valor terapéutico y de
diagnostico. También se ha mostrado que la BST1 se expresa en los monocitos y
granulocitos, los cuales pueden asociarse con y activarse en enfermedades tales
como el asma, la gota, enfermedad de Crohns, el lupus y la diabetes. Los
monocitos también estan implicados en el desarrollo de las placas

ateroesclerdticas.

RESUMEN DE LA INVENCION

La presente divulgacion proporciona anticuerpos dirigvidos contra la BST1,
los &cidos nucleicos que codifican dichos anticuerpos y las proteinas terapéuticas,
metodos para preparar anticuerpos anti-BST1 y otras proteinas terapéuticas, y
métodos para el tratamiento de enfermedades, tales como trastornos mediados
por la BST1, por ejemplo, canceres humanos, incluyendo leucemia mieloide aguda
(AML), leucemia linfocitica cronica de célula B, cancer de mama, cancer
colorrectal, cancer de pulmén, cancer de cabeza y cuello, cancer de pulmén,
cancer de ovario, cancer pancreatico y enfermedades inflamatorias humanas,
incluyendo asma, gota, enfermedad de Crohns, lupus, esclerosis mdltiple, artritis
reumatoide, psoriasis, diabetes y ateroesclerosis, en adelante referidas como “las

enfermedades de la invencion”.

De este modo, la presente divulgacién proporciona anticuerpos aislados, en
particular murino, anticuerpos monoclonales quiméricos humanizados y
completamente humanos que se enlazan con la BST1 y presentan una o mas
propiedades funcionales deseables. Dichas propiedades incluyen, por ejemplo,

enlazamiento especifico de alta afinidad a la BST1. También se proporcionan
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métodos para tratar una variedad de enfermedades mediadas por BST1 que usan

los anticuerpos, las proteinas y las composiciones de la presente invencion.

b)

En una modalidad, el anticuerpo anti-BST1 aislado tiene:

una regién variable de cadena pesada que comprende:

)

iii)

una primera CDR que comprende una secuencia por lo menos 80%
idéntica a la SEC ID NO: 10;

una segunda CDR que comprende una secuencia por o menos 80%
idéntica a la SEC ID NO: 12 o la SEC ID NO: 51;

una tercera CDR que comprende una secuencia por lo menos 80%

idéntica a la SEC ID NO: 14;y

una region variable de cadena ligera que comprende:

i)

ii)

una primera CDR que comprende una secuencia por lo menos 80%
idéntica a la SEC ID NO: 16;
una segunda CDR que comprende una secuencia por lo menos 80%
idéntica a la SEC ID NO: 18;
una tercera CDR que comprende una secuencia por lo menos 80%

idéntica a la SEC ID NO: 20.

En otra modalidad, el anticuerpo anti-BST1 aislado tiene:

una region variable de cadena pesada que comprende:

i)

ii)

una primera CDR que comprende una secuencia por lo menos 80%
idéntica a la SEC ID NO: 9;

una segunda CDR que comprende una secuencia por lo menos 80%
idéntica a la SEC ID NO: 11;

una tercera CDR que comprende una secuencia por lo menos 80%

idéntica a la SEC ID NO: 13; y

b) una regién variable de cadena ligera que comprende:



i) una primera CDR que comprende una secuencia por lo menos 80%
idéntica a la SEC ID NO: 15;

ii) una segunda CDR que comprende una secuencia por lo menos 80%
idéntica a la SEC ID NO: 17;

iii) una tercera CDR que comprende una secuencia por lo menos 80%

idéntica a la SEC ID NO: 19.

En otra modalidad, el anticuerpo anti-BST1 aislado tiene:
a) una regién variable de cadena pesada que comprende:
i) una primera CDR que comprende una secuencia por lo menos 80%
idéntica a la SEC ID NO: 56;
i) una segunda CDR que comprende una secuencia por o menos 80%
idéntica a la SEC ID NO: 57;
iii) una tercera CDR que comprende una secuencia por lo menos 80%
idéntica a la SEC ID NO: 58; y
b) una regién variable de cadena ligera que comprende:
i) una primera CDR que comprende una secuencia por lo menos 80%
idéntica a la SEC ID NO: 59;
if) una segunda CDR que comprende una secuencia por lo menos 80%
idéntica a la SEC ID NO: 60;
iii) una tercera CDR que comprende una secuencia por lo menos 80%

idéntica a la SEC ID NO:; 61.

El(los) epitopo(s) reconocido(s) por los anticuerpos de la invencion se

encuentra(n) en la secuencia de polipéptido de SEC ID NO: 44.

En otra modalidad, los anticuerpos de la invencién comprenden CDRs
variables en comparacion con los anticuerpos originales aqui descritos. De este

modo, la invencién proporciona anticuerpos de variantes que comprenden



regiones variables de variantes de un anticuerpo original, en donde el anticuerpo
original comprende una primera VAiCDR que comprende la SEC ID NO: 10, una
segunda vhCDR que comprende una secuencia seleccionada del grupo que
consiste de SEC ID NO: 12 y SEC ID NO: 51, una tercera vhCDR que comprende
una SEC ID NO:14, una primera viCDR que comprende una SEC ID NO:16, una
segunda VICDR que comprende una SEC ID NO: 18; y una tercera viICDR que
comprende una SEC ID NO:20, y en donde el anticuerpo de variante tiene 1, 2, 3,
4, 5 o 6 sustituciones de aminoacido colectivamente en el grupo de la primera
VhCDR, la segunda vhCDR, la tercera vhCDR, la primera vICDR, la segunda
VICDR y la tercera vICDR, con desde 4 sustituciones de uso particular, y en donde
el anticuerpo conserva la union especifica a BST1. De manera similar, el
anticuerpo original puede comprender una primera vhCDR que comprende la SEC
ID NO:9, una segunda vhCDR que comprende la SEC ID NO:11, una tercera
vhCDR que comprende la SEC ID NO:13; una primera vICDR que comprende la
SEC ID NO:15, una segunda vICDR que comprende SEC ID NO: 17 y una tercera
VICDR que comprende una SEC ID NO:19. Ademas, el anticuerpo Original puede
comprender una primera vhCDR que comprende la SEC ID NO:56, una segunda
VhCDR que comprende la SEC ID NO: 57, una tercera vhCDR que comprende la
SEC ID NO:58, una primera viICDR que comprende la SEC ID NO:59, una
segunda VvICDR que comprende la SEC ID NO:60 y una tercera vICDR que

comprende una SEC ID NO:61.

En otra modalidad, el anticuerpo anti-BST1 aislado tiene la secuencia de la
region variable de cadena pesada segun se representa mediante la SEC ID NO: 2
y la secuencia de la regiéon variable de cadena ligera segiin se representa

mediante la SEC ID NO: 4.

En otra modalidad, el anticuerpo anti-BST1 aislado tiene una secuencia de

la regién variable de cadena pesada segun se representa mediante la SEC ID NO:

U\



45 y la secuencia de la region variable de cadena ligera segun se representa

mediante la SEC ID NO: 49.

En otra modalidad, el anticuerpo anti-BST1 aislado tiene ia secuencia de la
region variable de cadena pesada segun se representa mediante la SEC ID NO: 1
y la secuencia de la regién variable de cadena ligera seglin se representa

mediante la SEC ID NO: 3.

En otra modalidad, el anticuerpo anti-BST1 aislado tiene la secuencia de la
region variable de cadena pesada segun se representa mediante la SEC |D NO:
52 y la secuencia de la regién variable de cadena ligera seglin se representa

mediante la SEC ID NO: 53.

En una modalidad, cualquiera de los anticuerpos precedentes tiene un
dominio Fc. En algunas modalidades, el dominio Fc es humano. En otras

modalidades, el dominio Fc es un dominio Fc humano de variante.

En otra modalidad, cualquiera de los anticuerpos descritos precedentes son

anticuerpos monoclonales.

En una modalidad, cualquiera de los anticuerpos descritos precedentes
tiene ademas un agente conjugado. En algunas modalidades, el agente
conjugado es un agente citotéxico. En otras modalidades, el agente conjugado es
un polimero. En otra modalidad, el polimero es un polietilenglicol (PEG). En otra

modalidad, el PEG es un derivado de PEG.

En una modalidad, el anticuerpo conjugado es un anticuerpo que compite

con cualquiera de los anticuerpos precedentes para la unién con la BST1.



En otra modalidad, se describe un método para preparar cualquiera de los
anticuerpos precedentes, siendo que el método obtiene una célula huésped que
contiene una o mas moléculas de acido nucleico que codifican los anticuerpos
precedentes, cultivandose la célula huésped en un cultivo de célula huésped,
proporcionando condiciones de cultivo de célula huésped en donde una o mas de
las moléculas de acido nucleico son expresadas, y recuperando el anticuerpo de la

célula huésped o el cultivo de célula huésped.

En una modalidad, se proporciona cualquiera de los anticuerpos anti-BST1

descritos en una composicion farmacéutica.

En otra modalidad, se proporciona un método para tratar o prevenir una
enfermedad asociada con BST1, siendo el método administrado a un sujeto que

necesita cualquiera de los anticuerpos precedentes en una cantidad efectiva.

La presente invencion proporciona un anticuerpo monoclonal aislado, o una
porcion de unién a antigeno del mismo, un fragmento de anticuerpo, o un mimético
de anticuerpo que une un epitopo en la BST1 humana reconocida por un
anticuerpo que comprende una regién variable de cadena pesada que comprende
una secuencia de aminoacido establecida en una SEC ID NO: seleccionada del
grupo que consiste de 2, 1 y 52 y una region variable de cadena ligera que
comprende una secuencia de aminoacido establecida en una SEC ID NO:
seleccionada del grupo que consiste de 4, 3 54 y 55. En algunas modalidades el
anticuerpo aislado es un anticuerpo de longitud completa de un isotipo IgG1, IgG2,

IgG3 o 1gG4.

En algunas modalidades, el anticuerpo de la presente invenciéon se
selecciona del grupo que consiste de: un anticuerpo completo, un fragmento de

anticuerpo, un anticuerpo humanizado, un anticuerpo de cadena (nica, un



inmunoconjugado, un anticuerpo des-fucosilado, y un anticuerpo biespecifico. El
fragmento de anticuerpo puede seleccionarse del grupo que consiste de: un
UniBody, un anticuerpo de dominio y un NanoBody. En algunas modalidades, los
inmunoconjugados de la invencién comprenden un agente terapéutico. En otro
aspecto de la invencion, el agente terapéutico es una citotoxina o un isétopo

radioactivo.

En algunas modalidades, el anticuerpo de la presente invencion se
selecciona del grupo que consiste de: un Affibody, un DARPIn, un Anticalin, un

Avimer, un Versabody y un Duocalin.

En modalidades alternativas, las composiciones de la presente invencion
comprenden un anticuerpo aislado o porcion de unién a antigeno y un portador

farmaceéuticamente aceptable.

En otros aspectos, el anticuerpo de la presente invencién es una
composicion que comprende el anticuerpo aislado o una porcion de unién a

antigeno de acuerdo con la invencion y un portador farmacéuticamente aceptable.

En algunas modalidades, la invenciéon comprende una molécula aislada de
acido nucleico que codifica la cadena pésada o ligera del anticuerpo aislado o
porcidon de uniéon a antigeno que se une con un epitopo en la BST1 humana.
Otros aspectos de la invencién comprenden vectores de expresion que
comprenden dichas moléculas de acido nucleico, y células huésped que

comprenden dichos vectores.

En algunas modalidades, la presente invencién proporciona un método para
preparar un anticuerpo anti-BST1, comprendiendo dicho método las etapas de:

obtener una célula huésped que contiene una o mas de las moléculas de acido

ad



nucleico que codifican el anticuerpo de la invencion; cultivar la célula huésped en
un cultivo de célula huésped; proporcionar un cultivo de célula huésped en donde
se expresan una o mas de las moléculas de acido nucleico; y recuperar el

anticuerpo desde la célula huésped o desde el cultivo de célula huésped.

En otras modalidades, la invencién esta dirigida a los métodos para tratar o
prevenir una enfermedad asociada con las células diana que expresan la BS>T1,
comprendiendo dicho método la etapa de administrar a un sujeto un anticuerpo
anti-BST1, o una porcién de unién a antigeno del mismo, en una cantidad efectiva
para tratar o prevenir la enfermedad. En algunos aspectos, la enfermedad tratada
o0 prevenida por los anticuerpos o una porcién de union a antigeno de los mismos
de la invencion, es cancer humano. En algunas modalidades, las enfermedades
tratadas o prevenidas por los anticuerpos de la presente invencion incluyen las

enfermedades de la invencién.

En otras modalidades, la invencion esta dirigida a metodos para tratar o
prevenir una enfermedad asociada con las células diana que expresan la BST1,
comprendiendo dicho método la etapa de administrar a un sujeto un anticuerpo
anti-BST1, o una porcion de unién a antigeno del mismo, en una cantidad efectiva
para tratar o prevenir la enfermedad. En algunos aspectos, la enfermedad tratada
o prevenida por los anticuerpos o porcién de unién a antigeno del mismo de la
invencion, es cancer humano. En algunas modalidades, las enfermedades
tratadas o prevenidas por los anticuerpos de la presente invencién son las

enfermedades de la invencién.

En otras modalidades, la invencion esta dirigida a un anticuerpo anti-BST1,
0 una porcion de unién a antigeno del mismo, para usar en el tratamiento o la
prevencion de una enfermedad asociada con las células diana que expresan la

BST1. En algunos aspectos, la enfermedad tratada o prevenida mediante los
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anticuerpos o la porciéon de union a antigeno del mismo de la invencion es cancer
humano. En algunas modalidades, las enfermedades tratadas o prevenidas por
los anticuerpos de la presente invencion son las enfermedades de la presente

invencion.

En otras modalidades, la invencion esta dirigida al uso de un anticuerpo
anti-BST1, o una porcién de unién a antigeno del mismo, para la elaboracién de
un medicamento para usar en el tratamiento o la prevenciéon de una enfermedad
asociada con las células diana que expresan la BST1. En algunos aspectos, la
enfermedad tratada o prevenida por el medicamento de la invencion es cancer
humano. En algunas modalidades, las enfermedades tratadas o prevenidas por el

medicamento de la presente invencion son las enfermedades de la invencion.

En otras modalidades, la presente invencioén es un anticuerpo monoclonal
aislado o una poréién de unién a antigeno del mismo, un fragmento de anticuerpo,
un mirriético de anticuerpo el cual se une a un epitopo en la BST1 humana
reconocida por un anticuerpo que comprende una regiéon variable de cadena
pesada y una region variable de cadena ligera seleccionada del grupo que
consiste de la secuencia de aminoacido de la regién variable de cadena pesada
establecida en la SEC ID NO: 2 y la secuencia de aminoacido de la regién variable
de cadena ligera establecida en la SEC ID NO: 4; la secuencia de aminoacido de
la regién variable de cadena pesada establecida en la SEC ID NO: 1 y la
secuencia de aminoacido de la region variable de cadena ligera establecida en la
SEC ID NO: 3; la secuencia de aminoacido de la regién variable de cadena
pesada establecida en la SEC ID NO: 52 y la secuencia de aminoacido de la
region variable de cadena ligera establecida en la SEC ID NO: §3. En otros
aspectos, el anticuerpo se selecciona del grupo que consiste de un anticuerpo
total, un fragmento de anticuerpo, un anticuerpo humanizado, un anticuerpo de

cadena Unica, un inmunoconjugado, un anticuerpo des-fucosilado, y un anticuerpo
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biespecifico. En otros aspectos de la invenci()ﬁ, el fragmento de anticuerpo se
selecciona del grupo que consiste de un UniBody, un anticuerpo de dominio, y un
Nanobody. En algunas modalidades, el mimético de anticuerpo se selecciona del
grupo que consiste de un Affibody, un DARPin, un Anticalin, un Avimer, un
Versabody, y un Duocalin. En otras modalidades, la composicién comprende el
anticuerpo aislado o porcién de unién a antigeno del mismo y un portador

farmacéuticamente aceptable.

En algunas modalidades, la presente invenciéon es una molécula aislada de
acido nucleico que codifica la cadena pesada o ligera del anticuerpo aislado o una
porcion de unién a antigeno del mismo del anticuerpo de la invencién, y en otros
aspectos pueden incluir un vector de expresion que comprende dichos acidos

nucleicos, y las células huésped que comprenden dichos vectores de expresion.

Otra modalidad de la presente invencion es un hibridoma que expresa el
anticuerpo o la porciéon de unién a antigeno del mismo de cualquiera de los

anticuerpos de la invencion.

Otros aspectos de la invencion estan dirigidos a los métodos para hacer
anticuerpos de la invencién, comprendiendo las etapas de:

inmunizar un animal con un péptido de BST1;

recuperar un mARN de las células B de dicho animal;

convertir dicho mARN en cADN;

expresar dicho cADN en fagos de modo que los anticuerpos anti-BST1
codificados por dicho cADN estan presentes en la superficie de dichos fagos;

seleccionar los fagos que presentan anticuerpos anti-BST1;

recuperar las moléculas de acido nucleico de dichos fagos seleccionados

que codifican dichas inmunoglobulinas anti-BST1;

@
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expresar dichas moléculas de acido nucleico recuperada en una célula
huésped; y

recuperar los anticuerpos de dicha célula huésped que se une con la BST1.

En algunos aspectos de la invencion, el anticuerpo monoclonal aislado, o
una porcion de unién a antigeno del mismo, se une con un epitopo en el
polipéptido de BST1 que tiene una secuencia de aminoacido de la SEC ID NO: 44
reconocida por un anticuerpo que comprende una regidon variable de cadena
pesada que comprende una secuencia de aminoacido establecida en una SEC ID
NO: seleccionada del grupo que consiste de 2, 1 0 52, y una region variable de
cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacido establecida en una

SEC ID NO: seleccionada del grupo que consiste de 4, 3 0 53.

Otras caracteristicas y ventajas de la presente invencion seran evidentes a
partir de la siguiente descripcion y los ejemplos que' no deberan interpretarse
como limitantes. EIl contenido de todas las referencias, entradas del Genbank,
patentes y solicitudes publicadas de patente citadas en toda esta descripcién se

incorporan aqui expresamente como referencia.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

La Figura 1a muestra la alineacion de las secuencias de nucleétido de las
regiones CDR1 de cadena pesada de A1 (SEC ID NO:21) con los nucleétidos
138392-138424 de la secuencia del nucleétido Vy 1-80 de la linea germinal del
raton (SEC ID NO:33); la alineacion de las secuencias de nucleétido de las
regiones CDR1 de cadena pesada de A2 (SEC ID NO:22) con los nucleédtidos
163362-153394 de la secuencia del nucleétido Vy 1-39 de la linea germinal del

ratén (SEC ID NO:35).

Xvid
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La Figura 1b muestra la alineacion de las secuencias de nucleétido de las
regiones CDR2 de cadena pesada de A1 (SEC ID NO:23) con los nucledtidos
138461-138511 de la secuencia del nucleétido Vi 1-80 de la linea germinal del
raton (SEC ID NO:34); la alineacién de las secuencias de nucleétido de las
- regiones CDR2 de cadena pesada de A2 (SEC ID NO:24) con los nucleédtidos
153431-153481 de la secuencia del nucleédtido Vy 1-39 de la linea germinal del
raton (SEC ID NO:36).

La Figura 2a muestra la alineacion de las secuencias de nucleétido de las
regiones CDR1 de cadena ligera de A1 (SEC ID NO:27) con los nucleétidos 496-
531 de la secuencia de nucledtido Vi 4-74 de la linea germinal del ratén (SEC ID
NO:37); la alineacion de las secuencias de nucledtido de las regiones CDR1 de
cadena ligera de A2 (SEC ID NO:28) con los nucleétidos 523-552 de la secuencia

del nucledtido Vi 4-55 de la linea germinal del ratén (SEC' ID NO:40).

La Figura 2b muestra la alineacion de las secuencias de nucleétido de las
regiones CDR2 de cadena ligera de A1 (SEC ID NO:29) con los nucleétidos 577-
597 de la secuencia del nucledtido Vk 4-74 de la linea germinal del raton (SEC ID
NO:38); la alineaciéon de las secuencias de nucleédtido de las regiones CDR2 de
cadena ligera de A2 (SEC ID NO:30) con los nucleétidos 598-618 de la secuencia

del nucledtido Vi 4-55 de la linea germinal del ratén (SEC ID NO:41).

La Figura 2c muestra la alineacion de las secuencias de nucleétido de las
regiones CDR3 de cadena ligera de A1 (SEC ID NO:31) con los nucleétidos 691-
718 de ‘Ia secuencia del nucleétido Vk 4-74 de la linea germinal del ratén (SEC ID
NO:39); la alineacion de las secuencias de nucleétido de las regiones CDR3 de
cadena ligera de A2 (SEC ID NO:32) con los nucleétidos 715-739 de la secuencia

de nucledtido Vi 4-55 de la linea germinal del ratén (SEC ID NO:42).

¥
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Las Figuras 3a y 3b muestran los resultados del analisis citométrico de flujo
de BST1 en las células A549 y H226.

Las Figuras 4a y 4b muestran la internalizaciéon de los anticuerpos
monoclonales anti-BST1 mediante las células A549 y H226, usando un ensayo

MabZAP.

La Figura 5 muestra la alineacion de los residuos 21-137 de la SEC ID NO:
2 (SEC ID NO: 45), humanizados con la cadena VH con las regiones CDR
(resaltadas en negrita) de la SEC ID NO: 2 transferida a las correspondientes
posiciones de la linea germinal humana BF238102 VH (SEC ID NO: 46), con la
linea germinal humana BF238102 VH (SEC ID NO: 47). Los residuos que
muestran un contacto significativo con las regiones CDR sustituidas por los
correspondientes residuos humanos. Esas sustituciones (subrayadas) se

realizaron en posiciones 30, 48, 67, 71y 100.

La Figura 6 muestra la alineacion de los residuos 22-128 de la SEC
ID NO: 4 (SEC ID NO: 48), cadena VL humanizada con las regiones CDR
(resaltadas en negrita) de la SEC ID NO: 4 transferida a las correspondientes
posiciones de la linea germinal humana X72441 VL (SEC ID NO: 49) con la linea
germinal humana X72441 VL (SEC ID NO: 50). Los residuos muestran un
contacto significativo con las regiones CDR sustituidas para los correspondientes

residuos humanos. Una sustitucion (subrayada) se realizé en la posicién 71.

La Figura 7 muestra la alineacién de la region CDR2 de la cadena pesada
A2 (SEC ID NO: 12) con las posibles sustituciones de aminoacido (SEC ID NO:
51) sin perder la afinidad de unién a antigeno.

La Figura 8 muestras BST1_A2 y BST1_A2_NF que obtienen una
respuesta de citotoxicidad celular dependiente de un anticuerpo (ADCC) en

presencia de las células efectoras.
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DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

La presente divulgacion se refiere a anticuerpos aislados, incluyendo, pero
sin limitacién, anticuerpos monoclona_les, por ejemplo, los que se unen
especificamente a la BST1 con alta afinidad como se perfila aqui. En ciertas
modalidades, los anticuerpos proporcionados tienen caracteristicas estructurales
particulares tales como regiones CRD con patrticulares secuencias de aminoacido.
Esta divulgacién proporciona anticuerpos aislados (que, como se perfila mas
adelante, incluye una amplia variedad de estructuras, derivados, miméticos y
conjugados bien conocidos), métodos para hacer dichas moléculas, y
co‘mposiciones farmacéuticas que comprenden dichaé moléculas y un portador
farmacéutico. Esta divulgacion se refiere ademas a los métodos de uso de las
moléculas, de modo que se detecte la BST1, asi como al tratamiento de
enfermedades asociadas con la expresion de la BST1, tal como la BST1
expresada en tumores y enfermedades inflamatorias, incluyendo las

enfermedades de la invencion.

Para que la presente divulgaciéon sea mas facilmente entendida, se definen
primero ciertos términos. Se establecen definiciones adicionales en toda la
descripcion detallada.

Los anticuerpos humanizados y de murino de esta divulgaciéon pueden, en
ciertos casos, tener una reaccion cruzada con la BST1 de especies diferentes a la
humana. En ciertas modalidades, los anticuerpos pueden ser completamente
especificos para una o0 mas BST1 humana y pueden no exhibir especies u otros

tipos de reactividad cruzada no humana.

El término “respuesta inmune” se refiere a la acciéon de, por ejemplo,

linfocitos, células que presentan antigeno, .células fagociticas, granulocitos, y
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macromoléculas solubles producidas por las mencionadas células o el higado
(incluyendo anticuerpos, citoquinas, y complementos) que dan como resultado un
dafio selectivo a, destruccion de, o eliminacién del cuerpo humano de patégenos
invasores, células o tejidos infectados con patdgenos, células cancerosas, o, en
casos de autoinmunidad o inflamacion patolégica, células o tejidos humanos

normales.

Una “via de transduccién de senal” se refiere a la relacion bioquimica entre
varias moléculas de transduccién de sefial que juegan un papel en la transmision
de una sefial desde una porcién de una célula hacia otra porcién de una célula.
Segun se usa aqui, la frase “receptor de superficie celular” incluye, por ejemplo,
moléculas y complejos de moléculas capaces de recibir una sefial y la transmision
de dicha sefal a través de la membrana plasmatica de una célula. Un ejemplo de

un “receptor de superficie celular” es la BST1.

El término “anticuerpo” segun se refiere aqui incluye, como minimo, un
fragmento de unién a antigeno (es decir, “porciéon de unién a antigeno”) de una

inmunoglobulina.

La definicion de “anticuerpo” incluye, pero no se limita a, anticuerpos de
longitud completa, fragmentos de anticuerpo, anticuerpos de una Unica cadena,
anticuerpos biespecificos, minicuerpos, anticuerpos de dominio, anticuerpos
sintéticos (algunas veces referidos aqui como “‘miméticos de anticuerpo”),
anticuerpos quiméricos, anticuerpos humanizados, fusiones de anticuerpo
(algunas veces referidos como “conjugados de anticuerpo”) y fragmentos y/o
derivados de cada uno, respectivamente. En general, un anticuerpo de longitud
completa (algunas veces referido aqui como “anticuerpos totales”) se refiere a una
glicoproteina que puede comprender por lo menos dos cadenas pesadas (H) y dos

cadenas ligeras (L) interconectadas mediante enlaces de disulfuro. Cada cadena
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pesada estd comprendida de una regién variable de cadena pesada (abreviada
aqui cofno Vh) Y una regioén constante de cadena pesada. La region constante de
cadena pesada esta comprendida de tres dominios, Cy1, C42 y Ch3. Cada
cadena ligera esta comprendida de una region variable de cadena ligera
(abreviada aqui como Vi o Vi) y una regién constante de cadena ligera. La regién
constante de cadena ligera estd comprendida de un dominio, C.. Las regiones de
Vu ¥y VUWVk pueden subdividirse en regiones de hipervariabilidad, denominadas
region determinante de la complementariedad (CDR), intercaladas con regiones
que estan mas conservadas, denominadas regiones de marco (FR). Cada Vy y
Vi/Vk esta compuesta de tres CDRs y cuatro FRs, dispuestas desde el extremo
terminal amino al extremo terminal carboxi en el siguien_te orden: FR1, CDR1,
FR2, CDR2, FR3, FR4. Las regiones variables de las cadenas pesada y ligera
contienen un dominio de unioén que interactGa con un antigeno. Las regiones
constantes de los anticuerpos pueden mediar la unién de la inmunoglobulina con
los tejidos huésped o factores, incluyendo varias células del sistema inmune (por
ejemplo, las células efectoras) y el primer componente (Clq) del sistema clasico de

complemento.

En una modalidad, el anticuerpo es un fragmento de anticuerpo. Los
fragmentos de anticuerpo especifico incluyen, pero no se limitan a, (i) el fragmento
Fab que consiste de dominios V|, V4, CL y Cy1, (ii) el fragmento Fd que consiste
de los dominios Vy y Cy1, (iii) el fragmento Fv que consiste de los dominios V| y
VH de un unico anticuerpo, (iv) el fragmento dAb, que consiste de un tnico dominio
variable, (v) regiones aisladas CDR, (vi) fragmentos F(ab')2, un fragmento
bivalente que comprende dos fragmentos Fab enlazados (vii) moléculas Fv de una
sola cadena (scFv), en donde un dominio V4 y un dominio V. estan enlazados
mediante un enlazador peptidico el cual permite que los dos dominios se asocien
para formar un sitio de unién a antigeno, (viii) dimeros biespecificos Fv de una

sola cadena, y (ix) “diabodies” o “triabodies”, fragmentos multivalentes o
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muitiespecificos construidos mediante fusion génica. Los fragmentos de
anticuerpo pueden ser modificados. Por ejemplo, las moléculas pueden
estabilizarse mediante la incorporacion de puentes de disulfuro enlazando los
dominios V4 y V.. Ejemplos de formatos y arquitecturas de anticuerpos se
describen en Holliger & Hudson (2006) Nature Biotechnology 23(9):1126-1136, y
Carter (2006) Nature Reviews Immunology 6:343-357, y las referencias alli

citadas, todas expresamente incorporadas como referencia.

La presente divulgacion proporciona analogos de anticuerpo. Dichos
analogos pueden comprender una variedad de estructuras, incluyendo, pero sin
limitacion, anticuerpos de longitud completa, fragmentos de anticuerpo,
anticuerpos biespecificos, minicuerpos, anticuerpos de dominio, anticuerpos
sintéticos (algunas veces referidos aqui como “miméticos de anticuerpo”), fusiones
de anticuerpo, conjugados de anticuerpo, y fragmentos de cada uno,

respectivamente.

En una modalidad, la inmunoglobulina comprende un fragmento de
anticuerpo. Los fragmentos de anticuerpo especifico incluyen, pero sin limitacion
a (i) el fragmento Fab que consiste de dominios VL, VH, CL y CH1, (ii) el
fragmento Fd consiste de dominios VH y CHA1, (iii) el fragmento Fv que consiste de
los dominios VL y VH de un unico anticuerpo; (iv) el fragmento dAb, el cual
consiste de una Unica variable, (v) regiones aisladas CDR, (vi) fragmentos F(ab’)2,
un fragmento bivalente que cbmprende dos fragmentos Fab enlazados (vii)
moléculas Fv de una sola cadena (scFv), en donde. un dominio VH y un dominio
VL estan enlazados por un enlazador peptidico el cual permite que los dos
dominios se asocien para formar un sitio de unién a antigeno, (viii) dimeros
biespecificos Fv de una sola cadena, y (ix) “diabodies” o “triabodies”, fragmentos
multivalentes o multiespecificos construidos mediante fusion génica. Los

fragmentos de anticuerpo pueden ser modificados. Por ejemplo, las moléculas
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- pueden ser estabilizadas mediante la incorporaciéon de puentes de disulfuro que
enlazan los dominios VH y VL. Ejemplos de formatos y arquitecturas de
anticuerpo se describen en Holliger & Hudson, 2006, Nature Biotechnolcl)gy
23(9):1126-1136, y Carter 2006, Nature Reviews Immunology 6:343-357 y las

referencias alli citadas, todas expresamente incorporadas como referencia.

Los genes de inmunoglobulina reconocidos, por ejemplo en humanos,
incluyen loci genéticos de kappa (x), lambda (A), y de cadena pesada, que juntos
- comprenden los genes de region variable de miriada, y los genes de region
constante mu (v), delta (8), gamma (y), sigma (o), y alfa (o) los cuales codifican los
isétopoé IgM, IgD, 1gG (IgG1, 19G2, 1gG3, y 1gG4), IgE, v IgA (IgA1 y IgA2)

respectivamente.

Un anticuerpo aqui incluye anticuerpos de longitud completa y fragmentos
de anticuerpo, y puede referirse a un anticuerpo natural de cualquier organismo,
un anticuerpo disefiado, 0 un anticuerpo generado de manera recombinante para

fines experimentales, terapéuticos u otros.

En una modalidad, un anticuerpo aqui divulgado puede ser un anticuerpo
multiespecifico, y principalmente un anticuerpo biespecifico, algunas veces
referidos como “diabodies”. Estos son anticuerpos que unen dos (0 mas)
antigenos diferentes. Los diabodies pueden ser fabricados en una variedad de
formas conocidas en la técnica, por ejemplo quimicamente preparados o a partir
de hibridomas hibridos. En una modalidad, el anticuerpo es un minicuerpo. Los

minicuerpos son proteinas minimizadas similares a anticuerpos que comprenden

una scFv unida a un dominio Cy3. En algunos casos, la scFv puede unirse a la

region Fc, y puede incluir algunas o todas las regiones bisagra. Para una

descripcion de anticuerpos multiespecificos, ver Holliger y Hudson (2006) Nature
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Biotechnology 23(9):1126-1136 y las referencias alli citadas, todas expresamente

incorporadas como referencia.

Mediante “CDR” como se usa aqui se refiere a una “region determinante de
la complementariedad” de una dominio variable de anticuerpo. La identificacion
sistematica de los residuos incluidos en las CDRs se ha desarrollado mediante
Kabat (Kabat et al. (1991) Secuencias of Proteins of Immunological Interest, 5ta.
Edicién, United States Public Health Service, National Institutes of Health,
Bethesda) y alternativamente en Chothia [Chothia y Lesk (1987) J. Mol. Biol. 196:
901-917; Chothia ef al. (1989) Nature 342: 877-883; Al-Lazikani et al. (1997) J. ol.
Biol. 273: 927-948). Para los propésitos de la presente invencién, las CDRs se
definen como un grupo de residuos ligeramente mas chico que las CDRs definidas
por Chothia. Las V| CDRs se definen aqui para incluir residuos en posiciones 27-
32 (CDR*1), 50-56 (CDR2), y 91-97 (CDR3), en donde la numeracién es de
acUerdo a Chothia. Debido a que las V. CDRs segun se define en Chothia y Kabat
son idénticas, la numeracion de estas posiciones V. CDR también esta de acuerdo
con Kabat. Las Vy CDRs se definen aqui para incluir residuos en posiciones 27-
33 (CDR1), 52-56 (CDR2), y 95-102 (CDR3), en donde la numeracién esta de
acuerdo con Chothia. Esas posiciones Vy CDR corresponden a las posiciones de

Kabat 27735 (CDR1), 52-56 (CDR2), y 95-102 (CDR3).

Como podran apreciar los entendidos en la técnica, las CDRs aqui
divulgadas también pueden incluir, por ejemplo, cuando hay retromutacion de las
CDRs divulgadas aqui en diferentes regiones de marco. Por lo general, la
identidad del &cido nucleico entre las variantes individuales CDRs es por lo menos
80% con las secuencias aqui representadas, y mas tipicamente con identidades
preferentemente crecientes de por lo menos 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%,
95%, 96%, 97%, 98%, 99% y casi 100%. De una manera similar, la “identidad

s

porcentual (%) de la secuencia del acido nucleico” con respecto a la secuencia del

2
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acido nucleico de las proteinas de unién aqui identificadas se define como el
porcentaje de los residuos de nucleétidos en una secuencia candidata que son
idénticos a los residuos de nucledtido en la secuencia de codificacion de la
proteina de unién a antigeno. Un método especifico utiliza el médulo BLASTN del
grupo WU-BLAST-2 para los parametros por defecto, con un grupo de espacio de
solapamiento y fraccién de solapamiento a 1 y 0.125, respectivamente y no se

seleccionaron filtros.

Por lo general, la identidad de la secuencia de acido nucleico entre las
secuencias de nucleétido que codifican las CDRs de variantes individuales y las
secuencias aqui representadas son por lo menos 80%, y mas tipicamente con
identidades preferentemente crecientes de por lo menos 80%, 81%, 82%, 83%,
84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%,
98%, 0 99% y casi 100%.

De este modo, una “CDR variante” es aquella con una homologia
especificada, de manera similar, o identidad a la CDR original de la invencion, y
comparte una funcion biolégica, incluyendo, pero sin limitacién, por Io.menos 80%,
81%, 82%, 83%, 84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%,
95%, 96%, 97%, 98%, o 99% de la especificidad y/o la actividad de la CDR

original.

Si bien el sitio o regién para introducir una variacion de la secuencia de
. aminoacido esta predeterminado, la mutacion per se no necesita estar
predeterminada. Por ejemplo, para optimizar el rendimiento de una mutacion en
un sitio dado, se puede conducir una mutagénesis aleatoria en el codon diana o
region y se tamizan las variantes de CDR de la proteina de unién a antigeno
expresadas para la combinacion éptima de la actividad deseada. Las técnicas

para hacer las mutaciones de sustitucion en sitios predeterminados en el ADN que

A
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tiene una secuencia conocida son bien conocidas, por ejemplo mutagénesis de
cebador M13 y la mutagénesis por PCR. EIl tamizado de los mutantes se hace
usando ensayos de actividades de proteina de unién a antigeno como se describe

aqui.

Las sustituciones de aminoacido son tipicamente de residuos Unicos; las
inserciones usualmente estaran en el orden de aproximadamente uno (1) a
aproximadamente veinte (20) residuos de aminoacido, aunque se pueden tolerar
inserciones considerablemente mas grandes. Las eliminaciones fluctian desde
alrededor de uno (1) a aproximadamente veinte (20) residuos de aminoacido,

aunque en algunos casos las eliminaciones pueden ser mucho mas grandes.

Las sustituciones, eliminaciones, inserciones o cualquier combinacién de
los mismos se pueden usar para llegar a un derivado o variante final. Por lo
general esos cambios se realizan en pocos aminoacidos para minimizar la
alteracion de la molécula, particularmente la inmunogenicdad y la especificidad de
la proteina de unioén a antigeno. Sin embargo, se pueden tolerar cambios mas

grandes en ciertas circunstancias.

Por “Fab” o “regién Fab”, segiin se usa aqui se refiere al polipéptido que
comprende los dominios de inmunoglobulina Vi, Cu1, Vi, y C.. La Fab puede
referirse a esta regién en aislamiento, o esta region en el contexto de un
anticuerpo de longitud completa, el fragmento de anticuerpo o la proteina de fusién
Fab, o cualquiera de las otras modalidades del anticuerpo como se representa

aqui.

Por “Fv” o “fragmento Fv” o “region Fv”, seglin se usa aqui se refiere a un

polipéptido que comprende los dominios V. y V4 de un Gnico anticuerpo.
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Por “marco”, segun se usa aqui, se refiere a la regiéon de un dominio
variable de un anticuerpo exclusivo de aquellas regiones definidos como CDRs.
Cada marco de dominio variable de anticuerpo puede estar ademas subdividido en

las regiones contiguas separadas por las CDRs (FR1, FR2, FR3 y FR4).

El término “porcion de unién a antigeno” de un anticuerpo (o simplemente
“porcién de anticuerpo”), segln se usa aqui, se refiere a uno o mas fragmentos de
un anticuerpo que conserva la capacidad para unirse con un antigeno (por ejemplo
BST1). Se ha demostrado que la funcion de union a antigeno de un anticuerpo se
puede realizar mediante fragmentos de un anticuerpo de longitud completa. Los
ejemplos de fragmentos de unién abarcados en el término “porciéon de unién a
antigeno” de un anticuerpo incluyen (i) un fragmento Fab, un fragmento
monovalente que consiste de los dominios Vi / Vk, Vi, CL y Cu1; (i) un fragmento
F(ab')2, un fragmento bivalente que comprende dos fragmentos Fab enlazados por
un puente de disulfuro en la regién de bisagra; (iii) un fragmento Fab’, que es
esencialmente un Fab con parte de la regiéon de bisagra (ver, FUNDAMENTAL
| IMMUNOLOGY (Paul ed., 3.sup.rd ed. 1993); (iv) un fragmento Fd que consiste de
los dominios Vy y Cu1; (v) un fragmento Fv que consiste de los dominios Vi y V4
de un unico brazo de un anticuerpo; (vi) un fragmento dAb [Ward et al. (1989)
Nature 341:544-546], el cual consiste de un dominio Vy; (vi) una region
determinante de la complementariedad aislada (CDR); y (viii) un Nanobody, una
regién variable ‘de cadena pesada que contiene un Gnico dominio variable y dos
dominios constantes. Ademas, aunque los dos dominios del fragmento Fv, Vi / Vk
Y Vh, estan codificados por genes separados, estos se pueden unir, usando
metodos recombinantes, mediante un enlazador sintético que les permita que se
hagan en forma de una cadena de una sola proteina en la que el par de regiones
VL / Vk y Vu formen moléculas monovalentes (conocidas como Fv de una sola
cadena (scFv); ver por ejemplo Bird et al. (1988) Science 242:423-426; y Huston et

al. (1988) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85:5879-5883. Dichos anticuerpos de una
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sola cadena también estan destinados a ser abarcados dentro del término “porcién
de unidon a antigeno” de un anticuerpo. Estos fragmentos de anticuerpo se
obtienen usando técnicas convencionales conocidas por los entendidos en la
técnica, y los fragmentos son tamizados para utilidad de la misma manera como lo

son los anticuerpos intactos.

Un “anticuerpo aislado” seguin se usa aqui, esta destinado a referirse a un
anticuerpo que estd sustancialmente libre de otros anticuerpos que tienen
diferentes especificidades antigénicas (por ejemplo un anticuerpo aislado que se
une especificamente con la BST1 esta sustancialmente libre de anticuerpos que
unen especificamente a los antigenos diferentes a la BST1). Un anticuerpo
aislado que se une especificamente a la BST1 puede, sin embargo, tener una
reactividad cruzada con otros antigenos, tales como moléculas de BST1 de otras
especies. Ademés, y/o alternativamente un anticuerpo aislado puede estar
sustancialmente libre de otro material celular y/o productos quimicos, que esta en

una forma que no se encuentra normalmente en la naturaleza.

En algunas modalidades, los anticuerpos de la invencién son proteinas
recombinantes, proteinas aisladas o proteinas sustancialmente puras. Una
proteina “aislada” no estd acompafiada de por lo menos algo del material con el
que se asocial normalmente en su estado natural, por ejemplo constituyendo por
lo menos aproximadamente 5%, o por lo menos aproximadamente 50% por peso
de la proteina total en un ejemplo dado. Se entiende que la proteina aislada
puede constituir de 5 a 99.9% por peso del contenido total de proteina
dependiendo de las circunstancias. Por ejemplo, la proteina puede hacerse a una
concentracion significativamente mas alta mediante el uso de un promotor
inducible o un promotor de expresién alta, de modo que la proteina se hace a
niveles de concentracion creciente. En el caso de las proteinas recombinantes, la

definicién incluye la produccion de un anticuerpo en una amplia variedad de
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organismos y/o células huésped que son conocidas en la técnica en la que no se

producen de manera natural.

Los términos “anticuerpo monoclonal” o “composicién de anticuerpo
monoclonal” segin se usa aqui, se refieren a una preparaciéon de moléculas de
anticuerpo de una unica composicion molecular. Una composicién de anticuerpo
monoclonal una especificidad de unién Unica y afinidad para un epitopo particular.
Segun se usa aqui, un “anticuerpo policlonal” se refiere a anticuerpos producidos

mediante varios clones de B-linfocitos como seria el caso en un animal entero.

Segun se usa aqui, “isotipo” se refiere a la clase de anticuerpo (por ejemplo
IgM o 1gGl) que se codifica mediante los genes de la regién constante de cadena

pesada.

Las frases “un anticuerpo que reconoce a un antigeno” y “un anticuerpo
especifico para un antigeno” se usan de manera intercambiable aqui con el

término “un anticuerpo que se une especificamente con un antigeno”.

El termino “derivados de anticuerpo” se refiere a cualquier forma modificada
del anticuerpo, por ejemplo un conjugado (generalmente un enlace quimico) del
anticuerpo y otro agente o anticuerpo. Por ejemplo, los anticuerpos de la presente
invencion pueden ser conjugados a agentes, incluyendo, pero sin limitacion,
polimeros (por ejemplo PEG) toxinas, rétulos, etc. como se describe de manera
mas completa a continuaciéon. Los anticuerpos de la presente invencion pueden
ser no humanos, quiméricos, humanizados, o completamente humanos. Para una
descripcion de los conceptos de anticuerpos quiméricos y humanizados, ver Clark
et al. (2000) y las referencias alli citadas (Clark, 2000, /mmunol Today 21:397-
402). Los anticuerpos quiméricos comprenden la region variable de un anticuerpo

no humano, por ejemplo los dominios Vy y V. de raton u origen de rata,
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operativamente enlazados con la region constante de un anticuerpo humano (ver
por ejemplo la Patente Estadounidense No. 4,816,567). En una modalidad
preferida, los anticuerpos de la presente invencion son humanizados. Por
anticuerpo “humanizado”, seglin se usa aqui, se refiere a un anticuerpo que
comprende una regiéon de marco (FR) y una o mas regiones determinantes de la
complehentariedad (CDR’s) de un anticuerpo no humano (usualmente ratén o
rata). El anticuerpo no humano que proporciona las CDR’s se denomina el
“donante” y la inmunoglobulina humana que proporciona el marco se denomina el
“‘aceptor’. La humanizacion radica principalmente en el injerto de las CDRs
donantes en los marcos aceptores (humano) V| y Vy (Patente Estadounidense No,
5,225,539). Esta estrategia estd referida como ‘“injeto de CDR”. La
‘retromutacion” de los residuos del marco aceptor seleccionado a los
correspondientes residuos donantes se requiere a menudo para recuperar la
afinidad que se pierde en la construccion injertada inicial (US 5,530,101; US
5,585,089; US 5,693,761; US 5,693,762; US 6,180,370; US 5,859,205, US
9,821,337; US 6,054,297; US 6,407,213). El anticuerpo humanizado comprendera
ademas de manera 6ptima por lo menos una porcién de una regién constante de
inmunoglobulina, tipicamente la de una inmunoglobulina humana, y de este modo
comprendera tipicamente una regién Fc humana. Los métodos para humanizar
anticuerpos no humanos son bien conocidos en la técnica, y se pueden poner en
funcionamiento siguiendo el método de Winter y colaboradores [Jones et al. (1986)
Nature 321:522-525; Riechmann et al. (1988) Nature 332:323-329; Verhoeyen et
al. (1988) Science, 239:1534-1536]. Los ejemplos adicionales anticuerpos
monoclonales de murino humanizados también son conocidos en la técnica, por
ejemplo anticuerpos que unen una proteina humana C (O’'Connor et al., 1998,
Protein Eng 11:321-8), receptor de 2-interleuc [Queen et al. (1989) Proc Natl Acad
Sci, USA 86:10029-33], y un receptor del factor de crecimiento epidérmico 2
[Carter et al. (1992) Proc Natl Acad Sci USA 89:4285-9]. En una modalidad

alternativa, los anticuerpos de la presente invencién pueden ser completamente

)
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humanos. Una serie de métodos son conocidos en la técnica para generar
anticuerpos completamente humanos, incluyendo el uso de ratones transgénicos
[Bruggemann et al. (1997) Curr Opin Biotechnol 8:455-458] o bibliotecas de
anticuerpo humano acopladas con los métodbs de selecciodn [Griffiths ef al. (1998)

Curr Opin Biotechnol 9:102-108].

El término “anticuerpo humanizado” esta destinado a incluir anticuerpos en
los que las secuencias de CDR derivadas de la linea germinal de otras especies
de mamifero, tal como un ratén, se han injertado en las secuencias de marco
humano. Modificaciones adicionales de la regién de marco pueden hacerse en las
secuencias de marco humano, tal como las modificaciones de amino acido del

dominio Fc, como se describe aqui.

El término “anticuerpo quimérico” esta destinado a referirse a los
anticuefpos en los que las secuencias de region variable se derivan de una
especie y las secuencias de regiéon constante se derivan de otras especies, tal
como un anticuerpo en el que las secuencias de region variable se derivan de un
anticuerpo de ratén y las secuencias de regién constante se derivan de un

anticuerpo humano.

i [

El  término se une especificamente” (o se une
inmunoespecificamente” no esta destinado a indicar que un anticuerpo se une
exclusivamente a su diana destinada, aunque en muchas modalidades esto sera
verdad; esto es, un anticuerpo “se une especificamente” a su diana y no se une de
maneré detectable o sustancial con otros componentes en la muestra, célula o
paciente.  Sin embargo, en algunas modalidades, un anticuerpo “se une
especificamente” si su afinidad para su diana destinada es aproximadamente 5

veces mayor cuando se compara con su afinidad para una molécula no diana. De

manera conveniente no hay una reacciéon cruzada o unién cruzada significativa

>
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con las sustancias no deseadas, especialmente las proteinas o tejidos que se
presentan de manera natural de una persona o animal saludable. La afinidad del
anticuerpo sera, por ejemplo, por lo menos aproximadamente 5 veces, tal como 10
veces, tal como 25 veces, especialmente 50 veces, y particularmente 100 veces o
mas, mayor para una molécula diana que su afinidad para una molécula no diana.
En algunas modalidades, la unién especifica entre un anticuerpo u otro agente de
unién y un antigeno significa una afinidad de unién de por lo menos 10° M. Los
anticuerpos pueden, por ejemplo, unirse con afinidades de por lo menos
aproximadamente 10 M’ tal como entre aproximadamente 10®8 M' a
aproximadamente 10° M, aproximadamente 10° M a aproximadamente 10'® M,
o aproximadamente 10'® M" a aproximadamente 10'" M". Los anticuerpos
pueden, por ejemplo, unirse con una ECs, de 50 nM o menos, 10 nM o menos, 1

nM o menos, 100 pM o menos, o méas preferentemente 10 pM o menos.

El término “no se une sustancialmente” a una proteina o células, segun se
usa aqui, significa que no se une o no se une con una alta afinidad a la proteina o
células, es decir, se une a la proteina o células con un Kp de 1 x 10° M o mas,
més- preferentemente 1 x 10° M 0 mas, mas preferentemente 1 x 10* M o mas,
mas preferentemente 1 x 10° M o mas, incluso mas preferentemente 1 x 102 M o

mas.

El término “ECsy’, segin se usa aqui, estd destinado a referirse a la
potencia de un compuesto cuantificando la concentracion que lleva al 50% de
respuesta/efecto maximo. La ECso puede ser determinada mediante Scratchard o

FACS.

El término "Kassoc" 0 “Ka”, s€gln se usa aqui, esta destinado a referirse a la
velocidad de asociacion de una interaccion particular de anticuerpo-antigeno,

mientras que el término "Kgis" 0 “Ky”, segin se usa aqui, esta destinado a referirse

S
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a la velocidad de disociacién de una interaccion particular de anticuerpo-antigeno.
El término “Kp”, segun se usa aqui, esta destinado a referirse a la constante de
afinidad, la cual se obtiene de la proporcion de Ky a K, (es decir, Ko/KJ) y se
expresa como una concentracion molar (M). Los valores Kp para los anticuerpos
se pueden determinar usando métodos bien establecidos en la técnica. Un
meétodo preferido para determinar la Kp de un anticuerpo es mediante el uso de
resonancia de plasmén supefficial, el uso de preferentemente un sistema

biosensor tal como un sistema Biacore®.

Segun se usa aqui, el término “alta afinidad” para un anticuerpo IgG se
refiere a un anticuerpo que tiene una Kp de 1 x 107 M o menos, mas
preferentemente 5 x 10® M o menos, incluso mas preferentemente 1x10% M o
menos, incluso mas preferentemente 5 x 10° M o menos e incluso mas
preferentemente 1 x 10° M o menos para un antigeno diana. Sin embargo, una
union de “alta afinidad” puede variar para otros isotipos de anticuerpo. Por
ejemplo, una unién de “alta afinidad” para un isotipo IgM se refiere a un anticuerpo
que tiene una Kp de 10® M o menos, mas preferentemente 10" M o menos,

incluso mas preferentemente 10° M o menos.

El término “epitopo” o “determinante de antigeno” se refiere a un sitio en un
antigeno al cual se une especialmente una inmunoglobulina o anticuerpo. Los
epitopos se pueden formar tanto de aminoacido contiguos o aminoacidos no
contiguos yuxtapuestos por un plegamiento terciario de una proteina. Los
epitopos formados a partir de aminoacidos contiguos son tipicamente retenidos
con la exposicion a solventes desnaturalizantes, mientras que los epitopos

formados por un plegamiento terciario son tipicamente perdidos en el tratamiento

. con solventes desnaturalizantes. Un epitopo incluye tipicamente 3, 4, 5,6, 7, 8, 9,

§

10, 11, 12, 13, 14 o 15 aminoacidos en una Gnica conformaciéon espacial. Los

métodos para determinar la conformacion espacial de los epitopos incluyen
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técnicas en el arte y los descritos aqui, por ejemplo, cristalografia de rayos x y
resonancia magnética nuclear de 2 dimensiones [ver, por ejemplo, Epitope
Mapping Protocols in Methods in Molecular Biology, Vol. 66, G. E. Morris, Ed.
(1996)].

En consecuencia, la presente invencion también abarca anticuerpos que se
unen a (es decir reconocen) el mismo epitopo como los anticuerpos aqui descritos
(es decir BST1_A2, BST1_A1y BST1_A3). Los anticuerpos que se enlazan con el
mismo epitopo se pueden identificar mediante su capacidad para competir en
forma cruzada con (es decir inhibir competitivamente la unién de) un anticuerpo de
referencia con un antigeno diana de una manera estadisticamente significativa. La
inhibicién competitiva puede presentarse, por ejemplo, si los anticuerpos se unen
con epitopos idénticos o estructuralmente similares (por ejemplo epitopos
superpuestos), o epitopos espacialmente proximales, cuando se unen, causan un

impedimento estérico entre los anticuerpos.

La inhibicién competitiva puede determinarse usando ensayos de rutina en
los que la inmunoglobulina bajo examen inhibe la unidén especifica de un
anticuerpo de referencia con un antigeno comin. Se conocen numerosos tipos de
ensayos de unidon competitiva, por ejemplo: radioinmunoensayo (RIA) directo o
indirecto de fase sélida, inmunoensayo enzimatico directo o indirecto de fase
solida (EIA), ensayo de competicion sandwich [ver Stahl et al. (1983) Methods in
Enzymology 9:242]; biotin-avidin EIA directo de fase soélida [ver Kirkland et al.
(1986) J. Immunol. 137:3614]; ensayo rotulado directo de fase sélida, ensayo
sandwich rotulado de fase sélida [ver Harlow y Lane (1988) Anticuerpos: A
Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Press]; RIA de rétulo directo de fase sélida
usando rétulo 1-125 [ver Morel et al. (1988) Mol. Immunol. 25(1):7)]; biotin-avidin
EIA directo de fase sélida [Cheung ef al. (1990) Virology 176:546]; y RIA rotulada

directa. [Moldenhauer ef al. (1990) Scand. J. Immunol. 32:77]. Tipicamente, dicho

(S
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ensayo comprende el uso de un antigeno purificado unido a una superficie sélida o
celulas que portan cualquiera de estos, una inmunoglobulina de prueba no
rotulada y una inmunoglobulina de referencia rotulada. La inhibicion competitiva
se mide determinando la cantidad de rétulo unido a la superficie solida o células
en presencia de la inmunoglobulina de prueba. Usualmente la inmunoglobulina de
prueba esta presente en exceso. Usualmente, cuando un anticuerpo competidor
esta presente en exceso, este inhibird la unién especifica de un anticuerpo de
referencia con un antigeno comun en por lo menos 50-55%, 55-60%, 60-65%, 65-

70% 70-75% o mas.

Otras técnicas incluyen, por ejemplo, métodos de mapeo de epitopos, tales
como analisis de rayos x de cristales de complejos antigeno:anticuerpo que
proporcionan una resolucion atémica del epitopo. Otros métodos monitorean la
unién del anticuerpo con los fragmentos de antigeno o las variaciones mutadas del
antigeno cuando la pérdida de unién debido a una modificacién de un residuo de
aminoacido dentro de la secuencia de antigeno es a menudo considerada una
indicacién de un componente de epitopo. Ademas, también se pueden usar los
métodos combihatorios computacionales para el mapeo del epitopo. Esos
metodos se basan en la capacidad del anticuerpo de interés para la afinidad de
peptidos cortos especificos aislados a partir de bibliotecas de péptido que
muestran un fago combinatorio. Los péptidos son luego considerados como guias
para la definicion del epitopo correspondiente con el anticuerpo usado para
tamizar la biblioteca de péptido. Para el mapeo del epitopo, también se han
desarrollado algoritmos computacionales, los cuales han demostrado mapear

epitopos discontinuos conformacionales.

Segln se usa aqui, el término “sujeto” incluye cualquier animal humano o

no humano. El término “animal no humano” incluye vertebrados, por ejemplo,

EX
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mamiferos y no mamiferos, tales como primates no humanos, ovejas, perros,
gatos, caballos, vacas, pollos, anfibios, reptiles, etc.
Diversos aspectos de la divulgacion se describen mas detalladamente en

las siguientes sub-secciones.

Anticuerpos Anti-BST1

Los anticuerpos de la invencién se caracterizan por caracteristicas o
propiedades funcionales particulares de los anticuerpos. Por ejemplo, los
anticuerpos se unen especificamente a la BST1 humana. Preferentemente, un
anticuerpo de la invencién se une con la BST1 con alta afinidad, por ejemplo, con
una Kp de 8 x 107 o menos, incluso mas tipicamente 1 x 10 M o menos. Los
anticuerpos anti-BST1 de la invencién presentan preferentemente una o mas de
las siguientes caracteristicas, presentando los anticuerpos ambas que encuentran
un uso particular: |

se unen a la BST1 humana con una ECsy de 50 nM o menos, 10 nM o
menos, 1 nM o menos, 100 pM o0 menos, o mas preferentemente 10 pM 0 menos;

se unen a las células humanas que expresan la BST1.

En una modalidad, los anticuerpos se unen preferentemente a un epitopo
antigénico presente en la BST1, cuyo epitopo no esta presente en otras proteinas.
Preferentemente, los anticuerpos no se unen con las proteinas relacionas, por
ejemplo, los anticuerpos no se unen sustancialmente con otras moléculas de
adhesion celular. En una modalidad, el anticuerpo puede ser internalizado en una
célula que expresa la BST1. Los ensayos estandar para evaluar la internalizacion
del anticuerpo son conocidos en la técnica, incluyendo, por ejemplo, ensayos de
internalizacién MabZap o HumZap.

Los ensayos estandar para evaluar la capacidad de unién de los
anticuerpos hacia la BST1 pueden hacerse a nivel de la proteina o celular y son

conocidos en la técnica, incluyendo, por ejemplo, ELISAs, Western blots, RIAs,
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ensayos BlAcore® y analisis de citometria de flujo. Los ensayos adecuados se
describen en detalle en los Ejemplos. La cinética de unién (por ejemplo, afinidad
de unién) de los anticuerpos también se puede evaluar mediante ensayos
estandar conocidos en la técnica, tal como mediante analisis del sistema
Biacore®. Para evaluar la unién a las células tumorales B de Raji o Daudi,
células Raji (ATCC Deposito No. CCL-86) o Daudi (ATCC Deposito No. CCL-213)
se pueden obtener de las fuentes publicamente disponibles, tales como la

American Type Culture Collection, y usar en ensayos estandar, tal como analisis

citométrico de flujo.

Anticuerpos Monoclonales de la Invencion

Los anticuerpos preferidos de la invenciébn son los anticuerpos
monoclonales BST1_A2 y BST1_A1 aislados y estructuralmente caracterizados
como se describe en los Ejemplos 1-4. Las secuencias de aminoacido VH
BST1_A2, BST1_A1 y BST1_A3 se muestran en la SEC ID NOs: 2, 1 y 52,
respectivamente. Las secuencias de aminoacido Vx BST1_A2, BST1 A1 vy

- BST1_A3 se muestran en la SEC ID NOs: 4, 3 y 53, respectivamente.

Dado que cada uno de estos anticuerpos se puede unir a la BST1, las
secuencias Vy y Vk se pueden “mezclar y emparejar” para crear otras moléculas
de unioén a anti-BST1 de la invencién. La unién de la BST1 de dichos anticuerpos
“‘mezclados y emparejados” se puede examinar usando los ensayos de unién
descritos anteriormente y en los Ejemplos (por ejemplo ELISASs).
Preferentemente, cuando las cadenas Vy y Vk se mezclan y emparejan, una
secuencia Vy de un emparejamiento Vu/Vk particular se reemplaza con una
secuencia Vy estructuralmente similar. Asimismo, preferentemente una secuencia
Vk de un emparejamiento Vi/Vk particular se reemplaza con una secuencia Vg

estructuralmente similar.



34

En consecuencia, en un aspecto, la presente invencion proporciona un
anticuerpo, que comprende: una region variable de cadena pesada que
comprende una secuencia de aminoacido establecida en una SEC ID NO:
seleccionada del grupo que consiste de 2, 1 y 52 y una region variable de cadena
ligera que comprende una secuencia de aminoacido establecida en una SEC ID
NO: seleccionada del grupo que consiste de 4, 3 y 53; en donde el anticuerpo se

une especificamente con la BST1, preferentemente la BST1 humana.

Las combinaciones preferidas de cadena pesada y ligera incluyen:

una region variable de cadena pesada que comprende la secuencia de
aminoacido de la SEC ID NO: 2 y una region variable de cadena ligera que
comprende la secuencia de aminoacido de la SEC ID NO: 4:; o

una region variable de cadena pesada que comprende la secuencia de
aminoacido de la SEC ID NO: 1 y una regiéon variable de cadena ligera que
comprende la secuencia de aminoacido de la SEC ID NO: 3; o

una region variable de cadena pesada que comprende la secuencia de
aminoéacido de la SEC ID NO: 52 y una region variable de cadena ligera que

comprende la secuencia de aminoacido de la SEC ID NO: 53.

En otro aspecto, la invencién proporciona anticuerpos que comprenden la
cadena pesada y cadena ligera CDR1s, CDR2s y CDR3s de BST1_A2, BST1_A1
y BST1_A3, o combinaciones de los mismos. La secuencias de aminoacido de las
Vi CDR1s de BST1_A2, BST1_A1 y BST1_A3 se muestran en la SEC ID NOs:
10, 9y 56, respectivamente. Las secuencias de aminoacido de las Vy CDR2s de
BST1_A2, BST1_A1y BST1_A3 se muestran en la SEC ID NOs: 12 0 51, 11y 57,
respectivamente. Las secuencias de aminoacido de las Vy CDR3s de BST1_A2,
BST1_A1 y BST1_A3 se muestran en las SEC ID NOs: 14, 13 y 58,

respectivamente. Las secuencias de aminoacido de las Vx CDR1s de BST1_A2,
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BST1_A1 y BST1_A3 se muestran en las SEC ID NOs: 16, 15 y 59,
respectivamente. Las secuencias de aminoacido de las Vk CDR2s de BST1_A2,
BST1_A1 y BST1_A3 se muestran en las SEC ID NOs: 18, 17 y 60,
respectivamente. Las secuencias de aminoacido de las Vx CDR3s de BST1_A2,
BST1_A1 y BST1_A3 se muestran en las SEC ID NOs: 20, 19 y 61,
respectivamente. Las regiones CDR son delineadas usando el sistema Kabat
[Kabat, E. A. et al. (1991) Secuencias of Proteins of Immunological Interest, Fifth
Edition, US Department of Health y Human Services, NIH Publication No. 91-

3242].

Dado que cada uno de estos anticuerpos se puede unir a la BST1 y que la
especificidad de unién a antigeno se proporciona principalmente por las regiones
CDR1, CDR2, y CDR3, las secuencias V4 CDR1, CDR2, y CDR3 y las secuencias
Vi CDR1, CDR2, y CDR3 se pueden “mezclar y emparejar” (es decir, las CDRs de
diferentes anticuerpos se pueden mezclar y emparejar, aunque cada anticuerpo
contiene por lo general una Vy CDR1, CDR2, y CDR3 y una Vx CDR1, CDR2, y
CDR3) para crear otras moléculas de unién a anti-BST1 de la invencion. En
consecuencia, la invencién incluye especificamente toda combinacién posible de

las CDRs de las cadenas pesada y ligera.

La unién de BST1 de dichos anticuerpos “mezclados y emparejados” puede
examinarse usando los ensayos de unién anteriormente descritos y en los
Ejemplos (por ejemplo, ELISAs, analisis Biacore®). Preferentemente, cuando las
secuencias V4 CDR se mezclan y emparejan, la secuencia CDR1, CDR2 y/o
CDR3 a partir de una secuencia particular V4 se reemplaza con una(s)
secuencia(s) CDR estructuralmente similar. Asimismo, cuando las secue}ncias Vk
CDR se mezclan y emparejan, la secuencia CDR1, CDR2 y/o CDR3 a partir de
una secuencia Vk particular se reemplaza preferentemente con una(s)

secuencia(s) CDR estructuralmente similar. Sera facilmente evidente para el

2
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experto comun en la técnica que las secuencias novedosas Vy y Vk pueden ser
creadas sustituyendo una o mas secuencias de la region CDR V4 y/o las
~ secuencias de la region CDR V| ; Vi con secuencias estructuralmente similares de
las secuencias CDR divulgadas aqui para los anticuerpos monoclonales
BST1_A2, BST1_A1yBST1_A3.

En consecuencia, en otro aspecto, la invencion proporciona una anticuerpo
monoclonal aislado, o una porcién de unién a antigeno del mismo comprendiendo:
una region variable de cadena pesada CDR1 que comprende una secuencia de
aminoacido seleccionada del grupo que consiste de las SEC ID NOs : 10, 9 y 56;
una region variable de cadena pesada CDR2 que comprende una secuencia de
aminoacido seleccionada del grupo que consiste de las SEC ID NOs: 12 051, 11y
57,
una regién variable de cadena pesada CDR3 que comprende una secuencia de
aminoacido seleccionada del grupo que consiste de las SEC ID NOs: 14, 13 y 58;
una region variable de cadena ligera CDR1 que comprende una secuencia de
aminoacido seleccionada del grupo que consiste de las SEC ID NOs: 16, 15 y 59;
una region variable de cadena ligera CDR2 que comprende una secuencia de
aminoacido seleccionado del grupo que consiste de las SEC ID NOs: 18, 17 y 60;
y
a region variable de cadena ligera CDR3 que comprende una secuencia de
aminodcido seleccionada del grupo que consiste de las SEC ID NOs: 20, 19y 61;
con todas las posibles combinaciones que sean posibles, en donde el anticuerpo

se une especificamente con la BST1, preferentemente la BST1 humana.

En otra modalidad preferidad, el anticuerpo tiene:

una region variable de cadena pesada CDR1 que comprende la SEC ID
NO: 10;

una regioén variable de cadena pesada CDR2 que comprende la SEC ID

NO: 12 0 SEC ID NO: 51;

AL



37

una region variable de cadena pesada CDR3 que comprende la SEC ID
NO: 14;y

una regién variable de cadena ligera CDR1 que comprende la SEC ID NO:
16;

una regién variable de cadena ligera CDR2 que comprende la SEC ID NO:
18,

una region variable de cadena ligera CDR3 que comprende la SEC ID NO:

20.

En otra modalidad preferida, el anticuerpo tiene:

una region variable de cadena pesada CDR1 que comprende la SEC ID
NO: 9;

una regién variable de. cadena pesada CDR2 que comprende la SEC ID
NO: 11;

una region variable de cadena pesada CDR3 que comprende la SEC ID
NO: 13;y

una regién variable de cadena ligera CDR1 que comprende la SEC ID NO:
15;

una regién variable de cadena ligera CDR2 que comprende la SEC ID NO:
17,

una regién variable de cadena ligera CDR3 que comprende la SEC ID NO:

19.

En otra modalidad preferida, el anticuerpo tiene:

una region variable de cadena pesada CDR1 que comprende la SEC ID
NO: 56;

una regioén variable de cadena pesada CDR2 que comprende la SEC ID

NO: 57;
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una region variable de cadena pesada CDR3 que comprende la SEC ID
NO: 568;y

una regién variable de cadena ligera CDR1 que comprende la SEC ID NO:
59;

una region variable de cadena ligera CDR2 que comprende la SEC ID NO:
60;

una region variable de cadena ligera CDR3 que comprende la SEC ID NO:

61.

Es bien conocido en la técnica que el dominio CDR3, independientemente
de los dominios CDR1 y/o CDR2, puede determinar solo la especificidad de unién
de un anticuerpo para un antigeno cognado y que los muiltiples anticuerpos
pueden ser generados de manera predecible teniendo la misma especificidad de
union en base a una secuencia comin CDR3. Ver, por ejemplo, Klimka et al.
(2000) British J. of Cancer 83(2):252-260 (que describe la produccion de un
anticuerpo anti-CD30 humanizado usando solamente el dominio variable CDR3 de
cadena pesada de anticuerpo anti-CD30 murino Ki-4); Beiboer et al. (2000) J. Mol.
Biol. 296:833-849 (que describe los anticuerpos recombinantes de glicoproteina-2
epitelial (EGP-2) usando solamente la secuencia CDR3 de cadena pesada del
murino parental MOC-31 anticuerpo anti-EGP-2); Rader et al. (1998) Proc. Natl.
Acad. Sci. USA. 95:8910-8915 (que describe un panel de anticuerpos
humanizados anti-integrina a,83 usando un dominio CDR3 variable de cadena
pesada y ligera de un anticuerpo LM609 de murino anti-integrina a,83, en donde
cada anticuerpo miembro comprende una secuencia distinta fuera del dominio
CDR3 y capaz de unir el mismo epitopo como el anticuerpo de murino original con
afinidades tan altas o mas altas que el anticuerpo de murino original); Barbas et al.
(1994) .J. Am. Chem. Soc. 116:2161-2162 (que divulga que dominio CDR3
proporciona la contribucion mas significativa para la unién del antigeno); Barbas et

al. (1995) Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 92:2529-2533 (que describe el injerto de las
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secuencias CDR3 de cadena pesada de los tres Fabs (SI-1, SI-40, y SI-32) contra
el ADN placentario humano en la cadena pesada de un Fab toxoide antitetanico
reemplazéndo de este modo la CDR3 de cadena pesada existente y demostrando
que el dominio de CDR3 solo confirid la especificidad de unién); y Ditzel et al.
(1996) J. Immunol. 157:739-749 (que describe estudios de injerto en donde la
transferencia de solamente la CDR3 de cadena pesada de un Fab LNA3 original
poliespecifico a la cadena pesada de un anticuerpo Fab p313 de unién toxoide
tétano monospecifico I1gG fue suficiente para conservar la especificidad de unién
del Fab original). Cada una de estas referencias se incorpora aqui como

referencia en su totalidad.

En consecuencia, la presente invencién proporciona anticuerpos
- monoclonales que comprenden uno o mas dominios CDR3 de cadena pesada y/o
ligera de un anticuerpo derivado de un animal humano o no humano, en donde el
anticuerpo monoclonal es capaz de unirse especificamente con la BST1. En
ciertos aspectos, la presente invencion proporciona anticuerpos monoclonales que
comprenden uno o mas dominios CDR3 de cadena pesada y/o ligera de un
anticuerpo no humano, tal como un anticuerpo de ratén o rata, en donde el
anticuerpo monoclonal es capaz de unirse especificamente con la BST1. En
a.lgunas modalidades, dichos anticuerpos inventivos que comprenden uno 0 mas
dominios CDR3 de cadena pesada y/o ligera de un anticuerpo no humano (a) son
capaces de competir para unirse con; (b) conservan las caracteristicas
funcionales; (c) se unen al mismo epitopo; y/o (d) tienen una afinidad de unién

similar que el correspondiente anticuerpo no humano parental.

En otros aspectos, la presente invencidn proporciona anticuerpos
monoclonales que comprenden uno 0 mas dominios CDR3 de cadena pesada y/o
ligera de un anticuerpo humano, de modo que, por ejemplo, un anticuerpo humano

obtenido de un animal no humano, en donde el anticuerpo humano es capaz de
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unirse especificamente a la BST1. En otros aspectos, la presente invencién
proporciona anticuerpos monoclonales que comprenden uno o mas dominios
CDR3 de cadena pesada y/o ligera de un primer anticuerpo humano, tal como, por
ejemplo, un anticuerpo humano obtenido de un animal no humano, en donde el
primer anticuerpo humano es capaz de unirse especificamente con la BST1 y en
donde el dominio CDR3 del primer anticuerpo humano reemplaza un dominio
CDR3 en un anticuerpo humano que carece de especificidad de unién para la
BST1 para generar un segundo anticuerpo humano que es capaz de unirse
especificamente con la BST1. En algunas modalidades, dichos anticuerpos
inventivos que comprenden uno o mas dominios CDR3 de cadena pesada y/o
ligera de un primer anticuerpo humano (a) son capaces de competir para unirse
con; (b) conservan las caracteristicas funcionales; (c) unirse con el mismo epitopo;
y/o (d) tienen una afinidad de unién similar como el correspondiente primer

anticuerpo humano parental.

Anticuerpos que tienen Secuencias Particulares de la Linea Germinal

En ciertas modalidades, un anticuerpo de la invencion comprende una
regién variable de cadena pesada a partir de un gen particular de inmunoglobulina
de cadena pesada de linea germinal y/o una region variable de cadena ligera de

un gen particular de inmunoglobulina de cadena ligera de linea germinal.

Por ejemplo, en una mod‘alidad preferida, la invencion proporciona un
anticuerpo monoclonal aislado, o una porciéon de unién de antigeno del mismo,
que comprende una region variable de cadena pesada que es el producto de o se
deriva de un gen murino Vy 1-39, gen murino Vy 1-80 o un gen murino Vi 69-1, en
donde el anticuerpo se une especificamente con la BTS1. Incluso en otra
modalidad preferida, la invencion proporciona un anticuerpo monoclonal aislado, o

una porcién de unién a antigeno del mismo, que comprende una region variable
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de cadena ligera que es el producto de o se deriva de un gen murino Vi 4-55, gen
murino Vk 4-74 o un gen murino Vk 44-1, en donde el anticuerpo se une

especificamente con la BST1.

En incluso otra modalidad preferida, la invencion proporciona un anticuerpo
monoclonal aislado, o una porcién de unién a antigeno del mismo, en donde el
anticuerpo:

comprende una regién variable de cadena pesada que es el producto de o
se deriva de un gen murino Vy 1-39 (cuyo gen incluye la secuencia de nucleétido
establecida en las SEC ID NOs: 35 y 36); comprende una regién variable de
cadena ligera que es el producto de o se deriva de un gen murino Vk 4-55 (cuyo
gen incluye las secuencias de nucleétido establecidas en las SEC ID NOs: 40, 41
y 42); y se une especificamente a la BST1, preferentemente la BST1 humana. Los
ejemplos de anticuerpos que tienen genes Vi 1-39 y Vi 4-55, con las secuencias

anteriofmente descritas, son BST1_A2.

En incluso otra modalidad preferida, la invencién proporciona un anticuerpo
monoclonal aislado, o una porciéon de antigeno del mismo, en donde el anticuerpo:

comprende una region variable de cadena pesada que es el producto de o
se deriva de un gen murino Vy 1-80 (cuyo gen incluye la secuencia de nucleétido
establecida en las SEC ID NOs: 33 y 34);

comprende una region variable de cadena ligera que es el producto de o se
deriva de un gen murino Vk 4-74 (cuyo gen incluye las secuencias de nucleétido
establecidas en las SEC ID NOs: 37, 38 y 39); y se une especificamente con la
BST1, breferentemente la BST1 humana. Un ejemplo de un anticuerpo que tiene
genes Vy 1-80 y Vk 4-74, con las secuencias anteriormente descritas, es

BST1_A1.

74
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En incluso otra modalidad preferida, la invencién proporciona un anticuerpo
monoclonal aislado, o una porcién de unién a antigeno del mismo, en donde el
anticuerpo:

comprende una region variable de cadena pesada que es el producto de o
se deriva de un gen murino Vi 69-1 (cuyo gen incluye la secuencia del nucleotido
establecida en las SEC ID NOs: 68 y 69);

comprende una region variable de cadena ligera que es el producto de o se
deriva de un gen murino Vi 44-1 (cuyo gen incluye las secuencias de nucleétido
establecidas en las SEC ID NOs: 70, 71 y 72); y se une especificamente a la ST1,
| preferentemente la BST1 humana. Un ejemplo de un anticuerpo que tiene genes

Vh ¥y Vi, con las secuencias anteriormente descritas, es BST1_A3.

Segun se usa aqui, un anticuerpo comprende regiones variables de cadena
pesada o ligera que es “el producto de” o “derivado de” una secuencia particular
de linea germinal si las regiones variables del anticuerpo se obtienen a partir de un
sistema que usa genes de inmunoglobulina de linea germinal de murino. Dicho
sistemas incluyen tamizar una biblioteca de gen de inmunoglobulina de murino
mostrada en un fago con el antigeno de interés. Un anticuerpo que es “el
producto de” o “se deriva de” una secuencia de inmunoglobulina de linea germinal
de murino se puede definir como tal comparando las secuencia de nucleétido o
aminoacido del anticuerpo con las secuencias de nucleétido o aminoacido de las
inmunoglobulinas de linea germinal de murino y seleccionando la secuencia de
inmunoglobulina de linea germinal de murino que es la mas cercana en la
secuencia (es decir la mayor identidad porcentual) a la secuencia del anticuerpo.
Un anticuerpo que es “el producto de” o “derivado de” una secuencia de
inmunoglobulina de linea germinal de murino puede contener diferencias de
aminoacido en comparacién con la secuencia de linea germinal, debido a, por
ejemplo, mutaciones somaticas que se presentan de manera natural o

introduccion intencional de una mutacién dirigida al sitio. Sin embargo, un
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anticuerpo seleccionado es tipicamente por lo menos 90% idéntico en la
secuencia de aminoacidos a una secuencia de aminoacido codificada por un gen
de inmunoglobulina de linea germinal de murino y contiene residuos de
aminoacido que identifican al anticuerpo como murino cuando se compara con las
secuencias de aminoacido de inmunoglobulina de linea germinal de otras especies
(por ejemplo, secuencias de linea germinal humana). En ciertos casos, un
anticuerpo puede ser por lo menos 95%, o incluso por lo menos 96%, 97%, 98%, o
99% identico en secuencia de aminoacido a la secuencia de aminoacido
codificada por el gen de inmunoglobulina de linea germinal. Tipicamente, un
anticuerpo derivado de una secuencia particular de linea germinal de murino
presentara no mas de 10 diferencias de aminoacido de la secuencia de
aminoacido codificada por el gen de inmunoglobulina de linea germinal de murino.
En ciertos casos, el anticuerpo puede presentar no mas de 5, o incluso no mas de
4, 3, 2, o 1 diferencia de aminoacido codificada por el gen de inmunoglobulina de

linea germinal.

Anticuerpos Homoélogos

En incluso en otra modalidad, un anticuerpo de la invenciéon comprende
regiones variables de cadena pesada y ligera que comprende secuencias de
aminoacido que son homélogas a las secuencias de aminoacido de los
anticuerpos preferidos aqui descritos, y en donde los anticuerpos conservan las

propiedades funcionales deseadas de los anticuerpos anti-BST1 de la invencién.

Por ejemplo, la invencién proporciona un anticuerpo monoclonal aislado, o
una porcion de unién a antigeno del mismo, comprendiendo una regién variable de
cadena pe’éada y una region variable de cadena ligera, en donde: la region
variable de cadena pesada comprende una secuencia de aminoacido que es por

lo menos 80% idéntica a una secuencia de aminoacido seleccionada del grupo
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que consiste de las SEC ID NOs: 2, 1 y 52; la regién variable de cadena ligera
comprende una secuencia de aminoacido que es por o menos 80% idéntica a una
secuencia de aminoacido seleccionada del grupo que consiste de las SEC ID
NOs: 4, 3 y 53; y el anticuerpo se une a la BST1 humana. Dichos anticuerpos
pueden unirse a la BST1 humana con una ECsy de 50 nM o menos, 10 nM o

menos, 1 nM o menos, 100 pM o0 menos, o mas preferentemente 10 pM 0 menos.

El anticuerpo puede unirse ademas a las células CHO transfectadas con la

BST1 humana.

En varias modalidades, el anticuerpo puede ser, por ejemplo, una

anticuerpo humano, un anticuerpo humanizado o un anticuerpo quimérico.

En otras modalidades, las secuencias de aminoacido Vy y/o Vi pueden ser
85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% o 99% homodlogas con las secuencias
anteriormente establecidas. Un anticuerpo que tiene regiones Vy y Vk que son
altamente idénticos (es decir 80% o mas) a la regiones Vyy Vk de las secuencias
anteriormente establecidas, se puede obtener mediante mutagénesis (por ejemplo,
- mutagénesis dirigida al sitio o mediada por PCR) de moléculas de acido nucleico
que codifican la SEC ID NOs: 6, 5, 8, 7, 54 y 55 seguido por examen del
anticuerpo alterado codificado para la funcion retenida usando los ensayos

funcionales aqui descritos.

La identidad porcentual entre las dos secuencias es una funcién del nimero
de posiciones idénticas compartidas por las secuencias (es decir, % de homologia
= # de posiciones idénticas/ # total de posiciones x 100), teniendo en cuenta el
numero de espacios, y la longitud de cada espacio, que se necesita introducir para
la alineacion éptima de las dos secuencias. La comparacion de secuencias y la

determinaciéon de la identidad porcentual entre las dos secuencias se pueden
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realizar usando un algoritmo matematico, como se describe en los siguientes

ejemplos no limitantes.

La identidad porcentual entre las dos secuencias de aminoacido se puede
determinar usando el algoritmo de E. Meyers y W. Miller [Comput. Appl. Biosci.
(1988) 4:11-17] el cual ha sido incorporado en el programa ALIGN (versién 2.0),
usando una tabla de residuo de peso PAM120, uné penalizaciéon de longitud del
espacio de 12 y una penalizaciéon del espacio de 4. Ademas, la identidad
porcentual entre las secuencias de aminoacido se puede determinar usando el
algoritmo de Needleman y Wunsch [J. Mol. Biol. (1970) 48:444-453] el cual ha sido
incorporado en el programa GAP en el paquete de software GCG (disponible en
http://www.gcg.com), usando ya sea la matriz Blossum 62 o una matriz PAM250,
y un peso de espacio de 16, 14, 12, 10, 8, 6, 0 4 y un peso de longitud de 1, 2, 3,

4,5 06.

Adicional o alternativamente, las secuencias de proteina de la presente
invencion se pueden usar ademas como una “secuencia de consulta’ o
alternativamente, las secuencias de proteina de la presente invencién pueden
usarse como una “secuencia de consulta’ para realizar una investigacion frente a
las bases de datos publicas para, por ejemplo, las secuencias relacionadas con la
identidad. Dichas investigaciones pueden realizarse usando el programa XBLAST
(version 2.0) de Altschul, et al. (1990) J. Mol Biol. 215:403-10. Las
investigaciones de proteina BLAST se pueden realizar con el programa XBLAST,
marcador = 50, longitud de palabra = 3 para obtener las secuencias de aminoacido
homologas a las moléculas del anticuerpo de la invencién. Para obtener las
alineaciones con espacios con fines de comparacion, se puede utilizar Gapped
BLAST como se describe en Altschul et al., (1997) Nucleic Acids Res.

25(17):3389-3402. Cuando se utilizan los programas BLAST y Gapped BLAST, se

g\
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pueden usar los parametros por defecto de los respectivos programas (por

ejemplo, XBLAST y NBLAST). Ver www.ncbi.nim.nih.gov.

Anticuerpos con Modificaciones Conservadoras

En ciertas modélidades, un anticuerpo de la invencién comprende una
region variable de cadena pesada que comprende las secuencias CDR1, CDR2 y
CDR3 y una regién variable de cadena ligera que comprende las secuencias
CDR1, CDR2 y CDR3, en donde una o mas de estas secuencias CDR comprende
secuencias especificadas de aminoacido basadas en los anticuerpos preferidos
aqui descritos (por ejemplo, BST1_A2, BST1_A1 y BST1_A3), o sus
modificaciones conservadoras, y en donde los anticuerpos conservan las
propiedades funcionales deseadas de los anticuerpos anti-BST1 de la invencion.
En consecuencia, la invencién proporciona un anticuerpo monoclonal aislado, o
una porcioén de unidén a antigeno del mismo, que comprende una regiéon variable
de cadena pesada que comprende secuencias CDR1, CDR2, y CDR3 y una
region variable de cadena ligera que comprende secuencias CDR1, CDR2, y
CDR3, en donde: las secuencias CDR3 de la region variable de cadena pesada
comprende una secuencia de aminoacido seleccionada del grupo que consiste de
secuencias de aminoacido de las SEC ID NOs: 14, 13 y 58, y sus modificaciones
conservadoras; la secuencia CDR3 de la region variable de cadena ligera
comprende una secuencia de aminoacido seleccionada del grupo que consiste de
una secuencia de aminoacido de las SEC ID NOs: 20, 19 y 61, y sus
modificaciones conservadoras; y el anticuerpo se une con la BST1 humana con
una ECso de 50 nM o menos, 10 nM o menos, 1 nM o menos, 100 pM o menos, o

mas preferentemente 10 pM o menos.

El anticuerpo también puede unirse a las células CHO transfectadas con la

BST1 humana.
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En una modalidad preferida, las secuencias CDR2 de la regién variable de
cadena pesada comprende una secuencia de aminoacido seleccionada del grupo
que consiste de secuencias de aminoacido de las SEC ID NOs: 12051, 11y 57,y
sus modificaciones conservadoras; y la secuencia CDR2 de la region variable de
cadena ligera comprende una secuencia de aminoacido seleccionada del grupo
que consiste de secuencias de aminoacido de las SEC ID NOs: 18, 17 y 60, y sus
modificaciones conservadoras. En otra modalidad preferida, la secuencia CDR1
de la regién variable de cadena pesada comprende una secuencia de aminoacido
seleccionada del grupo que consiste de secuencias de aminoacido de las SEC ID
NOs: 10, 9 y 56, y sus modificaciones conservadoras; y la secuencia CDR1 de la
region variable de cadena ligera comprende una secuencia de aminoacido
seleccionada del grupo que consiste de secuencias de aminoacido de las SEC ID
NOs: 16, 15 y 59, sus modificaciones conservadoras. En otra modalidad preferida,
las secuencias CDR3 de la region variable de cadena pesada comprende una
secuencia de aminoacido seleccionada del grupo 'que consiste de secuencias de
aminoacido de las SEC ID NOs: 14, 13 y 58, y su modificaciones conservadoras; y
la secuencia CDR3 de la region variable de cadena ligera comprende una
secuencia de aminoacido seleccionada del grupo que consiste de secuencias de

aminoacido de las SEC ID NOs: 20, 19 y 61, y sus modificaciones conservadoras.

En una modalidad preferida, la secuencia CDR2 de la region variable de
cadena pesada comprende una secuencia de aminoacido seleccionada del grupo
que consiste de las secuencias de aminoacido de las SEC ID NOs: 12 0 51, 11y
57, y sus modificaciones conservadoras; y la secuencia CDR2 de la regién
variable de cadena ligera comprende una secuencia de aminoacido seleccionada
del grupo que consiste de secuencias de aminoacido de las SEC ID NOs: 18, 17 y
60, y sus modificaciones conservadoras. En otra modalidad preferida, la

secuencia CDR1 de la region variable de cadena pesada comprende una
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secuencia de aminoacido seleccionada del grupo que consiste de secuencias de
aminoacido de las SEC ID NOs: 10, 9 y 56, y sus modificaciones conservadoras; y
la secuencia CDR1 de la regiéon variable de cadena ligera comprende una
secuencia de aminoacido seleccionada del grupo que consiste de secuencias de

aminoacido de las SEC ID NOs: 16, 15 y 59, y sus modificaciones conservadoras.

En varias modalidades, el anticuerpo puede ser, por ejemplo, anticuerpos

humanos, anticuerpos humanizados o anticuerpos quiméricos.

Segun se usa aqui, el término “modificaciones de secuencia conservadora”
esta destinado a referirse a las modificaciones de aminoacido que no afectan o
alteran de manera significativa las caracteristicas de union del anticuerpo que
contiene la secuencia de aminoacido. Dichas modificaciones conservadoras
incluyen sustituciones, adiciones y eliminaciones. Las modificaciones se pueden
introducir en un anticuerpo de la invencién mediante técnicas estandar conocidas
en la técnica, tal como la mutagénesis dirigida al sitio y la mutagénesis mediada
por PCR. Las sustituciones conservadoras de aminoacido son aquellas en las que
el residuo de aminoacido es reemplazado con un residuo de aminoacido que tiene
una cadena lateral similar. Las familias de residuos de aminoacido que tiene
cadenas laterales similares se han definido en la técnica. Estas familias incluyen
aminoacidos con cadenas laterales basicas (por ejemplo, lisina, arginina,
histininé), cadenas laterales acidas (por ejemplo, acido aspartico, acido glutamico),
cadenas laterales polares no cargadas (por ejemplo, glicina, asparagina,
glutamina, serina, treonina, tirosina, cisteina, triptéfano), cadenas laterales no
polares (por ejemplo, alanina, valina, leucina, isoleucina, prolina, fenilalanina,
metionina), cadenas laterales beta-ramificadas (por ejemplo, treonina, valina,
isoleucina) y cadenas laterales aromaticas (por ejemplo, tirosina, feﬁilalanina,
triptéfano, histidina). De este modo, uno 0 mas residuos de aminoacido con las

regiones CDR de un anticuerpo de la invencién se puede reemplazar con otros

™
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residuos de aminoacido de la misma familia de cadena lateral y el anticuerpo
alterado puede ser examinado para la funcién conservada usando los ensayos

funcionales aqui descritos.

Las secuencias CDR1 de cadena pesada of SEC ID NOs: 10, 9 y 56
pueden comprender una o0 mas modificaciones de secuencia conservadora, tal
como uno, dos, tres, cuatro, cinco o mas sustituciones, adiciones o eliminaciones
de aminoacido; las secuencias CDR1 de cadena ligera de las SEC ID NOs: 16, 15
y 59 pueden comprender una o mas modificaciones de secuencia conservadora,
tal como una, dos, tres, cuatro, cinco o mas sustituciones, adiciones o
eliminaciones de amino4cido; las secuencias CDR2 de cadena pesada mostradas
en la SEC ID NO: 12 0 51, 11 y 57 pueden comprender una o mas modificaciones
de secuencia conservadora, tales como una, dos, tres, cuatro, cinco 0 mas
sustituciones, adiciones o eliminaciones de aminoacido; las secuencias CDR2 de
cadena ligera mostradas en las SEC ID NOs: 18, 17 y 60 pueden comprender una
o mas modificaciones de secuencia conservadora, tales como una, dos, tres,
cuatro, cinco o mas sustituciones, adiciones o eliminaciones de aminoacido; las
secuencias CDR3 de cadena pesada mostradas en las SEC ID NOs: 14, 13 y 58
pueden comprender una o mas modificaciones de secuencia conservadora, tales
como una, dos, tres, cuatro, cinco o mas sustituciones, adiciones o eliminaciones
de amiﬁoécido; y/o las secuencias CDR3 de cadena ligera mostradas en las SEC
ID NOs: 20, 19 y 61 pueden comprender una o mas modificaciones de secuencia
conservadora, tales como una, dos, tres, cuatro, cinco o mas sustituciones,

adiciones o eliminaciones de aminoacido.

Anticuerpos que se unen al mismo epitopo como anticuerpos anti-BST1 de la

invencion
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En otra modalidad, la invenciéon proporciona anticuerpos que se unen al
mismo epitopo en la BST1 humana como cualquiera de los anticuerpos
monoclonales BST1 de la invencidon (es decir, los anticuerpos que tienen la
capacidad de competir en forma cruzada para unir la BST1 con cualquiera de los
anticuerpos monoclonales de la invencién). En modalidades preferidas, el
anticuerpo de referencia para los estudios de competencia cruzada pueden ser e
anticuerpo monoclonal BST1_A2 (que tiene las secuencias Vi y Vk como se
muestran en las SEC ID NOs: 2 y 4, respectivamente), el anticuerpo monoclonal
BST1_A1 (que tiene las secuencias Vy y Vk como se muestran en las SEC ID
NOs: 1 y 3, respectivamente), el anticuerpo monoclonal BST1_A3 (que tiene las
secuencias Vy y Vk como se muestran en las SEC ID NOs: 52 y 53,

respectivamente).

Dichos anticuerpos que compiten en forma cruzada se pueden identificar en
base a su capacidad de competir en forma cruzada con BST1_A2, BST1 A1y
BST1_A3 en ensayos de union estandar de BST1. Por ejemplo, se pueden usar el
analisis BlAcore, los ensayos de ELISA o la citometria de flujo para demostrar la
competencia cruzada con los anticuerpos de la actual invenciéon. La capacidad de
un anticuerpo de prueba para inhibir la unién de, por ejemplo, BST1_A2, BST1_A1
y BST1_A3, con la BST1 humana demuestra que el anticuerpo de prueba puede
competir con BST1_A2, BST1_A1 o BST1_A3 para unirse con la BST1 humana y
de este modo se une con el mismo epitopo en la BST1_A2, BST1_A1 0 BST1_A3

humana.

~ Anticuerpos Disefiados y Modificados

Un anticuerpo de la invencién se puede preparar usando un anticuerpo que
tiene una o mas de las secuencias Vy y/o V| aqui divulgadas las cuales se pueden

usar como material de inicio para disefiar un anticuerpo modificado, cuyo
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anticuerpo modificado puede tener propiedades alteradas en comparaciéon con el
anticuerpo de inicio. Un anticuerpo puede ser disefiado modificando uno o mas
aminoacido con una o ambas regiones variables (es decir V4 y/o V), por ejemplo,
con una o mas regiones CDR y/o dentro de una o mas regiones de marco.
Adicional o alternativamente, un anticuerpo puede ser disefiado modificando los
resultados en la(s) region(es) constante(s), por ejemplo para alterar la(s)

function(es) efector(as) del anticuerpo.

En ciertas modalidades, se puede usar un injerto de CDR para disefiar las
regiones variables de los anticuerpos. Los anticuerpos interactian con los
antigenos diana predominantemente mediante residuos de aminoacido que estan
localizados en las seis regiones determinantes de la complementariedad (CDRs)
de cadena pesada y ligera. Por esta razén, las secuencias de aminoacido en las
CDRs son mas diversas entre los anticuerpos individuales que las secuencias
fuera de las CDRs. Debido a que las secuencias CDR son responsables de la
mayoria de las interacciones de anticuerpo-antigeno, es posible expresar
anticuerpos recombinantes que imitan las propiedades de los anticuerpos
especificos que se presentan de manera natural construyendo vectores de
expresion que incluyen secuencias de CDR a partir de un anticuerpo especifico
que se presenta de manera natural injertado en las secuencias de marco a partir
de un anticuerpo diferente con propiedades diferentes (ver, por ejemplo
Riechmann, L. et al. (1998) Nature 332:323-327; Jones, P. et al. (1‘986) Nature
321:522-525; Queen, C. et al. (1989) Proc. Natl. Acad. Ver USA. 86:10029-
10033; Patente Estadounidense No. 5,225539 otorgada a Winter, y Patentes
Estadounidenses Nos. 5,530,101; 5,585,089; 5,693,762 y 6,180,370 otorgadas a

Queen et al.).

En consecuencia, otra modalidad de la invencién pertenece a un anticuerpo

monoclonal aislado, o una porcion de unién a antigeno del mismo, que comprende

D4
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una region variable de cadena pesada que comprende las secuencias CDR1,
CDR2, y CDR3 que comprenden una secuencia de aminoacido seleccionada del
grupo que consiste de las SEC ID NOs 10,9y 56; 12 0or 51,11y 57; y 14,13y
58, respectivamente, y una regiéon variable de cadena ligera que comprende las
secuencias CDR1, CDR2, y CDR3 que comprenden una secuencia de aminoacido
seleccionada del grupo que consiste de las SEC ID NOs: 16, 15y 59; 18, 17 y 60;
y 20, 19 y 61, respectivamente. De este modo, dichos anticuerpos que contienen
las secuencias CDR Vy y Vk de los anticuerpos monoclonales BST1_A2,
BST1_A1 y BST1_A3, pueden contener incluso diferentes secuencias de marco

de estos anticuerpos.

Dichas secuencias de marco pueden obtenerse a partir de bases de datos
de ADN publicas o referencias publicadas que incluyen secuencias genéticas de
anticuerpo de linea germinal. Por ejemplo, las secuencias de ADN de linea
germinal para los genes de la regién variable de murino de cadena pesada y ligera
se pueden encontrar en la base de datos de secuencia de linea germinal de
murino IMGT (international ImMunoGeneTics) (disponible en transferencia de
hipertexto protocol//www.imgt.cines.fr/?), asi como en Kabat, E. A,, et al. (1991)
Sequer{cies of Proteins of Immunological Interest, Quinta Edicion, US Department
of Health y Human Services, NIH Publication No. 91-3242; cuyo contenido de cada
uno se incorpora expresamente aqui como referencia. Como otro ejemplo, las
secuencias de ADN de linea germinal para los genes de la region variable de
murino de cadena pesada y ligera se pueden encontrar en la base de datos

Genbank.

Las secuencias de proteina de anticuerpo se comparan frente a una base
de datos de secuencia de proteina compilada usando uno de los métodos de
busqueda de similitud de secuencia denominado el Gapped BLAST [Altschul et al.

(1997) Nucleic Acids Research 25:3389-3402], que es bien conocido por los
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expertos en la técnica. El BLAST es un algoritmo heuristico en el que una
alineacién estadisticamente significativa entre la secuencia del anticuerpo y la
secuencia de la base de datos es probable que contenga pares de segmento de
alta puntuacion (HSP) de palabras alineadas. Los pares de segmentos cuyas
puntuaciones no se pueden mejorar mediante extensiéon o recorte se denomina un
hit. En resumen, las secuencias de nucleétido en la base de datos se trasladan y
la regién de en medio e incluyendo la regién de marco de FR1 a FR3 se conserva.
Las secuencias de la base de datos tienen una longitud promedio de 98 residuos.
Las secuencias duplicadas que son emparejamientos exactos en toda la longitud
de la proteina se remueven. Una busqueda BLAST para las proteinas que usan el
programa blastp por defecto, los parametros estandar excepto el filtro de baja
complejidad, que esta desactivado, y la matriz de sustitucion de BLOSUM®62, filtra
los 5 hits que producen emparejamientos de secuencia. Las secuencias de
nucledtido son trasladadas en todos los seis marcos y el marco sin codones de
parada en el segmento de emparejamiento de la secuencia de la base de datos es
considerado el hit potencial. Esto a su vez es confirmado usando el programa
tblastx BLAST, que traslada la secuencia del anticuerpo en todos los seis marcos
y compara esos traslados con las secuencias de nucleétido en la base de datos

dinamicamente trasladada en todos los seis marcos.

Las identidades son emparejamientos exactos de aminoacido entre la
secuencia del anticuerpo y la base de datos de la proteina durante toda la longitud
de la secuencia. Las positivas (identidades + emparejamiento de sustituciéon) no
son idénticas sino sustituciones aminoacidas guiadas por la matriz de sustitucion
BLOSUMSG62. Sila secuencia del anticuerpo empareja dos de las secuencias de la
base de datos con la misma identidad, el hit con mas positivos se decidiria que

sea el hit de la secuencia de emparejamiento.
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Las secuencias de marco preferidas para usar en los anticuerpos de la
invencion son aquellas que son estructuralmente similares a las secuencias de
marco usadas por los anticuerpos seleccionados de la invencién, por ejemplo,
similar a la secuencia de marco Vy 1-80, la secuencia de marco Vy 1-39, la
secuencia de marco Vk 4-74 y/o las secuencias de marco Vk 4-55 usadas por los
anticuerpos monoclonales preferidos de la invenciéon. Las secuencias Vy CDR1,
CDR2, y CDR3, y las secuencias Vx CDR1, CDR2, y CDR3, pueden injertarse en
regiones de marco que tienen la secuencia idéntica a la encontrada en el gen de
inmunoglobulina de la linea germinal desde la que se deriva la secuencia de
marco, o las secuencias CDR pueden injertarse en las regiones de marco que
contienen una o mas mutaciones en comparacion con las secuencias de la linea
germinal. Por ejemplo, se ha descubierto que en ciertos casos es beneficioso
mutar los residuos en las regiones de marco para mantener o mejorar la
capacidad de unién a antigeno del anticuerpo (ver, por ejemplo, las Patentes
Estadounidenses Nos. 5,530,101; 5,585,089; 5,693,762 y 6,180,370 otorgadas a

Queen et al.).

Otro tipo de modificacion de la region variable es mutar los residuos de
aminoacido en las regiones Vy y/o Vx CDR1, CDR2 y/o CDR3 para mejorar de
este modo una o mas de las propiedades de unién (por ejemplo afinidad) del
anticuerpo de interés. La mutagénesis dirigida al sitio o la mutagénesis mediada
por PCR puede realizarse para introducir la(s) mutacion(es) y el efecto en la union
del anticuerpo, u otras propiedades funcionales de interés, se pueden evaluar en
ensayos in vitro o in vivo como se describe aqui y se proporciona en los Ejemplos.
En algunas modalidades, se introducen las modificaciones conservadoras (como
se discutié anteriormente). Alternativamente se pueden hacer modificaciones no
conservadoras. Las mutaciones pueden ser sustituciones, adiciones o
eliminaciones de aminoacido, pero preferentemente son sustituciones. Mas atin,

tipicamente no mas de uno, dos, tres, cuatro o cinco residuos en una regién CDR

90
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son alterados, aunque como lo apreciaran los entendidos en la técnica, las

variantes en otras areas (las regiones de marco por ejemplo) pueden ser mayores.

En consecuencia, en otra modalidad, la presente divuigacion proporciona
anticuerpos monoclonales anti-BST1 aislados, o una porcion de union a antigeno
del mismo, que comprende una regidon variable de cadena pesada que
comprende: (a) una region V4 CDR1 que comprende una secuencia de
aminoacido del grupo que consiste de las SEC ID NOs: 10, 9 y 56 o una secuencia
de aminoacido que tiene, una, dos, tres, cuatro o cinco sustituciones,
eliminaciones o adiciones de aminoacido en comparacién con las SEC ID NOs:
10, 9 y 56; (b) una region V4 CDR2 que comprende u‘na secuencia de aminoacido
seleccionada del grupo que consiste de las SEC ID NOs: 12 0 51, 11y 57, o una
secuencia de aminoacido que tiene una, dos, tres, cuatro o cinco sustituciones,
eliminaciones o adiciones de aminoacido en comparacion con las SEC ID NOs: 12
o 51, 11 y 57; (c) una region V4 CDR3 que comprende una secuencia de
aminoécido seleccionada del grupo que consiste de las SEC ID NOs: 14, 13 y 58,
0 una secuencia de aminoacido que tiene una, dos, tres, cuatro o cinco
sustituciones, eliminaciones o adiciones de aminoacido en comparacién con las
SEC ID NOs: 14, 13 y 58; (d) una regién Vx CDR1 que comprende una secuencia
de aminoacido seleccionada del grupo que consiste de SEC ID NOs: 16, 15y 59,
0 una secuencia de aminoacido que tiene una, dos, tres, cuatro o cinco
sustituciones, eliminaciones o adiciones de aminoacido en comparacién con las
SEC ID NOs: 16, 15 y 59; (e) una region Vx CDR2 que comprende una secuencia
de aminoacido seleccionada del grupo que consiste de las SEC ID NOs: 18, 17 y
60, o una secuencia de aminoacido que tiene una, dos, tres, cuatro o cinco
sustituciones, eliminaciones o adiciones de aminoacido en comparacioéon con las
SEC ID NOs: 18, 17 y 60; y (f) una regiéon Vx CDR3 que comprende una secuencia
de aminoacido seleccionada del grupo que consiste de las SEC ID NOs: 20, 19y

61, o una secuencia de aminoacido que tiene una, dos, tres, cuatro o cinco
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sustituciones, eliminaciones o adiciones de aminoacido en comparaciéon con las

SEC ID NOs: 20, 19y 61.

Los anticuerpos disefiados de la divulgacion incluyen aquellos en los que se
han hecho modificaciones a los residuos de marco en Vy y/o V, por ejemplo, para
mejorar las propiedades del anticuerpo. Tipicamente dichas modificaciones de
marco se hacen para disminuir la inmunogenicidad del anticuerpo. Por ejemplo,
un planteamiento es la “retromutacion” de uno o mas residuos de marco a la
correspondiente secuencia de linea germinal. Mas especificamente, un anticuerpo
que ha experimentado una mutacion somatica puede contener residuos de marco
que difieren de la secuencia de la linea germinal de la que se deriva el anticuerpo.
Dichos residuos pueden ser identificados comparando las secuencias de marco
del anticuerpo con las sécuencias de la linea germinal de las que se deriva el

anticuerpo.

Otro tipo de modificacion de marco abarca mutar uno o mas residuos con la
regiéon de marco, o incluso en una o mas regiones CDR, para remover los epitopos
de la célula T para reducir de este modo la inmunogenicidad potencial del
anticuerpo. Este planteamiento también esta referido como “desinmunizacion” y
se describe mas detalladamente en la Publicacion de Patente Estadounidense No.

2003/0153043.

Ademas o alternativo a las modificaciones hechas con el marco o las
regiones CDR, los anticuerpos de la invencién pueden ser disefiados para incluir
modificaciones en la region Fc, tipicamente para alterar una o mas de las
propiedades funcionales del anticuerpo, tal como la vida media en suero, fijacién
del complemento, unién del receptor Fc, y/o citotoxicidad celular dependiente de
antigeno. Ademas, un anticuerpo de la invencion puede ser quimicamente

modificado (por ejemplo, una o mas fracciones quimicas se pueden unir al
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anticuerpo) o modificarse para alterar su glicosilacion, para alterar nuevamente
una o mas de las propiedades funcionales del anticuerpo. Cada una de estas
modalidades se describe mas detalladamente a continuacién. La numeracién de

los residuos en la regiéon FC es la del indice EU de Kabat.

En una modalidad, la region de bisagra de Cx1 se modifica de tal manera
que el nimero de residuos de cisteina en la region de bisagra se altera, por
ejemplo, aumenta o disminuye. Este planteamiento se describe ademas en la
Patente Estadounidense No. 5,677,425. El nimero de residuos de cisteina en la
region de bisagra de Cy1 se altera para, por ejemplo, para facilitar el ensamblaje
de la cadena ligera y pesada o para aumentar o disminuir la estabilidad del

anticuerpo.

En otra modalidad, la region de bisagra Fc de un anticuerpo es mutada para
disminuir la vida media biolégica del anticuerpo. Mas especificamente, una o mas
de las mutaciones del aminoacido se introducen en la region de interfaz de
dominio Cy2-Cy3 del fragmento Fc-bisagra de modo que el anticuerpo tiene una
proteina de estafilococo deteriorada A (SpA) uniéndose respecto a la unién nativa
SpA de dominio Fc- bisagra. Este planteamiento se describe mas detalladamente

en la Patente Estadounidense No. 6,165,745.

En otra modalidad, el anticuerpo es modificado para aumentar su vida
media bioldégica. Son posibles varios planteamientos. Por ejemplo, se pueden
introducir una o mas de las siguientes mutaciones: T252L, T254S, T256F, como
se describe en la Patente Estadounidense No. 6,277,375. Alternativamente, para
aumentar la vida media biolégica, el anticuerpo puede ser alterado en la regién
Cn1 o C_ para contener un epitopo de unién del receptor de rescate tomado de
dos circuitos de un dominio Cn2 de una region Fc de un IgG, como se describe en

las Patentes Estadounidenses Nos. 5,869,046 y 6,121,022.
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En otra modalidad, el anticuerpo es producido como un UniBody como se
describe en la WO2007/059782 la cual se incorpora aqui como referencia en su

totalidad.

En incluso otras modalidades, la regién Fc es alterada reemplazando por lo
menos un residuo de aminoacido con un residuo diferente de aminoacido para
alterar la(s) funcion(es) efector(as) del anticuerpo. Por ejemplo, uno o mas
aminoacidos seleccionados de los residuos de aminoacido 234, 235, 236, 237,
297, 318, 320 y 322 se pueden reemplazar con un residuo diferente de
aminoacido de modo que el anticuerpo tiene una afinidad alterada para un ligando
efector pero conserva la capacidad de union a antigeno del anticuerpo original. El
ligando efector al que se altera la afinidad puede ser, por ejemplo, un receptor Fc
o el componente C1 del complemento. Este planteamiento se describe mas

detalladamente en las Patentes Estadounidenses Nos. 5,624,821 y 5,648,260.

En otro ejemplo, uno o mas aminoacidos seleccionados de los residuos de
aminoacido 329, 331 y 322 se pueden reemplazar con un residuo de aminoacido
diferente de modo que el anticuerpo tenga una union C1q alterada y/o una
citotoxicidad dependiente de la complementariedad reducida o abolida (CDC).
Este planteamiento se describe mas detalladamente en la Patente

Estadounidense No. 6,194,551.

En ofro ejemplo, uno o mas residuos de aminoacido en las posiciones de
aminoacido 231 y 239 son alterados para de este modo alterar la capacidad del
anticuerpo para fijar el complemento. Este planteamiento se describe ademas en

la Publicacién PCT WO 94/29351.
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En incluso otro ejemplo, la regién Fc es modificada para aumentar la
capacidad del anticuerpo para mediar la citotoxicidad celular (ADCC) y/o para
aumentar la afinidad del anticuerpo para un receptor de Fcy modificando uno o
mas aminoacidos en las siguientes posiciones: 238, 239, 248, 249, 252, 254, 255,
256, 258, 265, 267, 268, 269, 270, 272, 276, 278, 280, 283, 285, 286, 289, 290,
292, 293, 294, 295, 296, 298, 301, 303, 305, 307, 309, 312, 315, 320, 322, 324,
326, 327, 329, 330, 331, 333, 334, 335, 337, 338, 340, 360, 373, 376, 378, 382,
388, 389, 398, 414, 416, 419, 430, 434, 435, 437, 438 0 439. Este planteamiento
se describe ademas en la Publicacién PCT WO 00/42072 de Presta. Ademas, los
sitios de unién en IgG1 para FcyR1, FcyRIl, FcyRIll y FcRn humanos han sido
mapeados y se han descrjto las variantes con unién mejorada (ver Shields, R.L. et
al. (2001) J. Biol. Chem. 276:6591-6604). Las mutaciones especificas en las
posiciones 256, 290, 298, 333, 334 y 339 se mostraron para mejorar la unién a
FcyRIIl.  Adicionalmente, se mostraron los siguientes mutantes de combinacién
para mejorar la unién de FcyRIll: T256A/S298A, S298A/E333A, S298A/K224A vy
S298A/E333A/K334A. Otras variantes ADCC se describen por ejemplo en
WO02006/019447.

En incluso otro ejemplo, la region Fc se modifica para aumentar la vida
media del anticuerpo, generalmente aumentando la unién al receptor de FcRn,
como se describe por ejemplo en la PCT/US2008/088053, US 7,371,826, US
7,670,600 y WO 97/34631. En otra modalidad, el anticuerpo se modifica para
aumentar su vida media biolégica. Son posibles varios planteamientos. Por
ejemplo, se pueden introducir una o mas de las siguientes mutaciones: T252L,
T254S, T256F, como se describe en la Patente Estadounidense No. 6,277,375 de
Ward. Alternativamente, para aumentar la vida media bioldgica, el anticuerpo
puede ser alterado en la regién Cy1 o C para contener un epitopo de unién del

receptor de rescate tomado de dos circuitos de un dominio C2 de una regién Fc
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de una IgG, como se describe en las Patentes Estadounidenses Nos. 5,869,046 y

6,121,022.

En incluso otra modalidad, la glicosilacion de un anticuerpo es modificada.
Por ejemplo, se puede hacer un anticuerpo aglicosilado (es decir, el anticuerpo
que carece de glicosilacién). La glicosilaciéon puede alterarse a, por ejemplo, el
aumento de la afinidad para el antigeno. Dichas modificaciones de carbohidrato
pueden lograrse mediante por ejemplo, alterando uno o mas de los sitios de
glicosilacion en la secuencia del anticuerpo. Por ejemplo, una o mas de las
sustituciones de aminoacido pueden hacerse que dan como resultado la
eliminacion de uno o mas de los sitios de glicosilacion de marco de la regién
variable para eliminar de este modo la glicosilacion en ese sitio. Dicha
aglicosilacion puede aumentar la afinidad del anticuerpo para el antigeno. Dicho
planteamiento se describe mas detalladamente en las Patentes Estadounidenses
Nos. 5,714,350 y 6,350,861 de Co et al., y se puede conseguir removiendo la

asparagina en posiciéon 297.

Adicional o alternativamente, un anticuerpo puede hacerse de modo que
tenga un tipo alterado de glicosilacién, tal como un anticuerpo hipofucosilado que
tiene cantidades reducidas de residuos de fucosil o un anticuerpo que tiene
estructuras bisectriz GlcNac aumentadas. Esto algunas veces esté referido en la
técnica como una “glicoforma disefiada”. Se ha demostrado que dichos patrones
alterados de glicosilacion aumentan la capacidad ADCC de anticuerpos. Dichas
modificaciones de carbohidrato se pueden conseguir de manera general de dos
formas; por ejemplo, en algunas modalidades, el anticuerpo se expresa en una
célula huésped con un mecanismo de glicosilacion alterada. Las células con
mecanismo de glicosilacion alterada se han descrito en la técnica y se pueden
usar como células huésped en las que se expresan los anticuerpos recombinantes

de la invencion para producir de este modo un anticuerpo con glicosilacion
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alterada. Se hace referencia a la tecnologia POTELLIGENT®. Por ejemplo, las
lineas celulares Ms704, Ms705, y Ms709 carecen del gen de fucosiltransferasa,
FUT8 (alfa (1,6) fucosiltransferasa), tal como los anticuerpos expresados en las
lineas celulares Ms704, Ms705, y Ms709 carecen de fucosa en sus carbohidratos.
Las lineas celulares Ms704, Ms705, y Ms709 FUT8" fueron creadas por ruptura
dirigida del gen FUT8 en células CHO/DG44 usando dos vectores de reemplazo
[ver Publicacion de Patente Estadounidense No. 2004/0110704, Patente
Estadounidense No. 7,517,670 y Yamane-Ohnuki et al. (2004) Biotechnol. Bioeng.
87:614-22]. Como otro ejemplo, la EP 1,176,195 de Hanai et al. describe una
linea celular con un gen FUT8 disruptor de la funcionalidad, que codifica una
fucosiltransferasa, de modo que los anticuerpos expresados en dicha linea celular
presentan hipofucosilacion reduciendo o eliminando la enzima relacionada con 1,6
enlace alfa. Hanai et al. describen ademas las lineas celulares que tienen una
baja actividad enzimatica para anadir fucosa a la N-acetilglucosamina que se une
a la regiéon Fc del anticuerpo o no tiene la actividad enzimatica, por ejemplo la
linea celular de mielorha de rata YB2/0 (ATCC CRL 1662). Alternativamente, las
glicoformas disefiadas, particularmente afucosilacion, se pueden hacer usando
pequerios inhibidores moleculares de las enzimas de la via de glicosilacién [ver,
por ejemplo, Rothman et al. (1989) Mol. Immunol. 26(12):113-1123; Elbein (1991)
FASEB J. 5:3055; PCT/US2009/042610 y la Patente Estadounidense No.
7,700,321]. La Publicacion PCT WO 03/035835 describe una linea celular CHO
variante, células Lec13, con reducida capacidad para unir fucosa a los
carbohidratos enlazados con Asn(297), dando como resultado ademas la
hipofucosilacion de los anticuerpos expresados en esa célula huésped [ver
ademas Shields, R.L. et al. (2002) J. Biol Chem. 277:26733-26740]. La
Publicacion PCT WO 99/54342 describe las lineas celulares disefiadas para
expresar las glicosiltransferasas de modificaciéon por glicoproteina (por ejemplo
beta(1,4)-N-acetilglucosaminiltransferasa 11l (GnTIIl)) de modo que los anticuerpos

expresados en las lineas celulares disefiadas presentan estructuras GicNa de
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bisectriz aumentada que da como resultado una actividad ADCC aumentada de

los antibidticos [ver ademas Umana et al. (1999) Nat. Biotech. 17:176-180).

Alternativamente, los residuos de fucosa del anticuerpo pueden ser
escindidos usando una enzima de fucosidasa. Por ejemplo, la fucosidasa alfa-L-
fucosidasa remueve los residuos de fucosilo de los anticuerpos [Tarentino, A.L. et

al. (1975) Biochem. 14:5516-23].

Otra madificacion de los anticuerpos presentes que se contempla mediante
la invencion es la pegilacion. Un anticuerpo puede ser pegilado para, por ejemplo,
aumentar la vida media biolégica (por ejemplo suero) del anticuerpo. Para pegilar
un anticuerpo, el anticuerpo, o un fragmento del mismo, tipicamente se hace
reaccionar con polietilenglicol (PEG), tal como un éster reactivo o derivado de
aldehido de PEG, bajo condiciones en las que uno o mas grupos PEG se llegan a
unir al anticuerpo o al fragmento de anticuerpo. Preferentemente, la pegilacion se
realiza via una reacciébn de acilacion o una reacciéon de alquilaciéon con una
molécula PEG reactiva (o un polimero hidrosoluble reactivo analogo). Segtn se
usa aqui, el término “polietilenglicol” esta destinado a abarcar cualquiera de las
formas de PEG que se han usado para derivar otras proteinas, tales como alcoxi
(C1-C10) o ariloxi-polietilenglicol o polietelenglicol-maleimida. En ciertas
modalidades, el anticuerpo que se va a pegilar es un anticuerpo aglicosilado. Los
métodos para pegilar proteinas son conocidos en la técnica y se pueden aplicar a

los anticuerpo de la invencion. Ver, por ejemplo, EP 0154316 y EP 0401384.

En modalidades adicionales, por ejemplo en el uso de anticuerpos de la
invencién para fines de diagnostico o deteccion, los anticuerpos pueden
comprender un rétulo. Por “rotulado” se refiere a que un compuesto tiene por lo
menos un elemento, isétopo o compuesto quimico unido para permitir la deteccion

del compuesto. En general, los rétulos caen en tres clases: a) rétulos isotopicos,
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que pueden ser radioactivos o isétopos pesados; b) magnéticos, eléctricos,
térmicos; y c) colorantes luminiscentes y de colores; aunque los rétulos incluyen
enzimas y particulas tales como particulas magnéticas también. Los rétulos
preferidos incluyen, pero no se limitan a, complejos lantanidos fluorescentes
(incluyendo aquellos de Europio y Terbio), y rétulos fluorescentes que incluyen,
pero no se limitan a, puntos cuanticos, fluoresceina, rodamina, tetrametilrodamina,
eosina, eritrosina, cumarina, metil-cumarinas, pireno, verde Malacite, estilbeno,
Amarillo Lucifer, Cascada Azul, Rojo Texas, los colorantes Alexa, los colorantes
Cy, y otros descritos en la 6ta Edicion del Molecular Probes Handbook de Richard

P. Haugland, incorporado expresamente aqui como referencia.

Enlazadores

La presente invencion proporciona conjugados de anticuerpo-pareja donde
el anticuerpo estd enlazado con la pareja mediante un enlazador quimico. En
algunas modalidades, el enlazador es un enlazador de peptidil, otros enlazadores
incluyen enlazadores de hidrazina y disulfuro. Ademas de los enlazadores cuando
se unen a la pareja, la presente divulgaciéon proporciona ademas brazos
enlazadores escindibles que son apropiados para la unién con esencialmente
cualquier especie molecular. El aspecto de brazo enlazador de la invenciéon se
ejemplifica aqui con referencia a su acoplamiento a una fraccién terapéutica. Sin
embargo, sera facilmente aparente para los expertos en la técnica que los
enlazadores pueden ser unidos a diversas especies incluyendo, pero sin
limitacién, agentes de diagnéstico, agentes analiticos, biomoléculas, agentes de

direccionamiento, rétulos detectables y similares.

El uso del peptidil y otros enlazadores en los conjugados de anticuerpo-

pareja se describe en las Solicitudes de Patente Provisional Estadounidense de

1
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Series Nos. 60/295,196; 60/295,259; 60/295342; 60/304,908; 60/572,667,
60/661,174; 60/669,871; 60/720,499; 60/730,804; y 60/735,657 y las Solicitudes
de Patente Estadounidense de Series Nos. 10/160,972; 10/161,234; 11/134,685;
11/134,826; y 11/398,854 y la Patente Estadounidense No. 6,989,452 y Solicitud
de Patente PCT No. PCT/USZOQ6/37793, todas las cuales se incorporan aqui
como referencia. Los enlazadores adicionales se describen en la Patente
Estadounidense No. 6,214,345, Solicitud de Patente Estadounidense
2003/0096743 y Solicitud de Patente Estadounidense 2003/0130189, de Groot et
al, J. Med. Chem. 42, 5277 (1999); de Groot et al. J. Org. Chem. 43, 3093 (2000);
de Groot et al., J. Med. Chem. 66, 8815, (2001); WO 02/083180; Carl et al., J.
Med. Chem. Lett. 24, 479, (1981); Dubowchik et al., Bioorg & Med. Chem. Lett. 8,
3347 (1998); y Solicitudes de Patente Provisional Estadounidense de Serie No
60/891,028.

En un aspecto, la presente divulgacion se refiere a los enlazadores que son
atilesv para unir los grupos de direccionamiento con los agentes terapéuticos y los
marcadores. En otro aspecto, esta divulgaciéon proporciona enlazadores que
imparten estabilidad a los compuestos, reducen su toxicidad in vivo, o por el
contrario afectan favorablemente su farmacocinética, biodisponibilidad y/o
farmacodinamica. Por lo general se prefiere que en dichas modalidades, el
enlazador es escindido, liberando el farmaco active, una vez que el farmaco es
administrado a su sitio de accion. De este modo, en una modalidad, los
-enlazadores de la presente invencién no dejan rastro, de modo que una vez
removidos del agente terapéutico o marcador (tal como durante la activacién), no
queda rastro de presencia del enlazador. En otra modalidad, los enlazadores se
caracterizan por su capacidad para ser escindidos en un sitio en o cerca de la
célula diana tal como en el sitio de la accion terapéutica o la actividad del
marcador. Dicha escision puede ser de naturaleza enzimatica. Esta caracteristica

ayuda a reducir la activacion sistémica del agente terapéutico o marcador,
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reduciendo la toxicidad y los efectos secundarios sistémicos. Los grupos
escindibles preferidos para la escision enzimatica incluyen enlaces de péptido,
enlaces éster, y enlaces de disulfuro. En otras modalidades, los enlazadores son

sensibles al pH y son escindidos mediante los cambios en el pH.

Un aspecto de la actual divulgaciéon es la capacidad para controlar la
velocidad con la que se escinden los enlazadores. A menudo se desea un
enlazador que se escinde rapidamente. Sin embargo, en algunas modalidades se
puede preferir un enlazador que se escinde mas lentamente. Por ejemplo, en una
formulacion de liberacion sostenida o en una formulacidon con tanto un
componente de liberacién rapida y de liberacién lenta, puede ser util proporcionar
un enlazador que se escinde mas lentamente. La WO 02/096910 proporciona
varios complejos especificos de ligando-farmaco que tienen un enlazador de
hidrazina. Sin embargo, no hay forma de “afinar’ la composicién del enlazador
dependiente de la velocidad de la ciclacion requerida, y los compuestos
particulares descritos escinden el ligando del farmaco a una velocidad menor que
la que se prefiere para muchos conjugados de farmaco-enlazador. Por el
contrario, los enlazadores de hidrazina de la actual invencion proporcionan un
rango de velocidades de ciclacion, desde muy rapido a muy lento, permitiendo de
este modo la seleccidn de un enlazador de hidracina particular basada en la

velocidad deseada de ciclacion.

Por ejemplo, una ciclacion muy rapida puede conseguirse con enlazadores
de hidrazina que producen un Unico anillo de 5 elementos con la escisién. Las
velocidades de ciclacion preferidas para la administraciéon dirigida de un agente
citotoxico a las células se consiguen usando enlazadores de hidrazina que
producen, con la escision, ya sea dos anillos de 5 elementos o un tnico anillo de 6
elementos dando como resultado que resulta de un enlazador que tiene dos

metilos en la posicién geminal. Se ha demostrado que el efecto gem-dimetilo

“o(
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acelera la velocidad de la reaccién de ciclacién en comparacién con un unico anillo
de 6 elementos sin los dos metilos en posicién germinal. Esto resulta de la cepa
que es relevada en el anillo. Sin embargo, algunas veces los sustituyentes
pueden retrasar la reacciéon en vez de hacerla mas rapida. A menudo las razones
para el retardo pueden remontarse a un impedimento estérico. Por ejemplo, la
sustitucion de gem dimetilo permite que se presente una reaccion de ciclacion

mucho mas rapida comparado cuando el carbono geminal es CHs.

Es importante notar, sin embargo, que en algunas modalidades, un
enlazador que se escinde mas lentamente puede ser preferido. Por ejemplo, en
una formulacién de liberacion sostenida o en una formulacién con tanto un
componente de liberacion rapida y de liberacion lenta, puede ser Util proporcionar
un enlazador que se escinde mas lentamente. En ciertas modalidades, una
velocidad lenta de ciclacién se consigue usando un enlazador de hidrazina que
producé, con la escisién, ya sea un Unico anillo de 6 elementos, sin la sustitucién
de gem-dimetilo, o un Unico anillo de 7 elementos. Los enlazadores también
sirven para estabilizar el agente terapéutico o marcador contra la degradacién
mientras esta en circulacién. Esta caracteristica proporciona un beneficio
significativo ya que dicha estabilizacion da como resultado la prolongacién de la
vida media de circulacién del agente adjunto o marcador. EIl enlazador sirve
ademas para atenuar la actividad del agente adjunto o marcador de modo que el
conjugado és relativamente benigno mientras esta en circulacion y tiene el efecto
deseadb, por ejemplo es toxico, después de la activacion en el sitio de accion
deseado. Para los conjugados de agente terapéutico, esta caracteristica del

enlazador sirve para mejorar el indice terapéutico del agente.

Los grupos estabilizadores son preferentemente seleccionados para limitar
el espaciado y el metabolismo del agente terapéutico o marcador mediante las

enzimas que pueden estar presentes en la sangre o el tejido no diana y se
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seleccionan ademas para limitar el transporte del agente o marcador en las
células. Los grupos estabilizadores sirven para bloquear la degradacion del
agente o marcador y también pueden actuar en el suministro de otras
caracteristicas fisicas del agente o marcador. EI grupo estabilizador puede
mejorar ademas la estabilidad del agente o marcador durante el almacenamiento

en una forma formulada o no formulada.

De manera ideal, el grupo estabilizador es Util para estabilizar un agente
terapéutico o marcador si sirve para proteger el agente o marcador de la
degradacion cuando se examina para el almacenamiento del agente o marcador
en la sangre humana a 37°C durante 2 horas y da como resultado menos de 20%,
preferentemente menos de 10%, mas preferentemente menos de 5% e inclusd
mas preferentemente menos de 2%, escision del agente o marcador mediante las
enzimas presentes en la sangre humana bajo las condiciones dadas de ensayo.
La presente invencion se refiere también a los conjugados que contienen estos
enlazadores. Mas particularmente, la invencion se refiere al uso de profarmacos
que se pueden usar para el tratamiento de enfermedades, especialmente para la
quimioterapia de cancer. Especificamente, el uso de los enlazadores aqui
descritos proporciona profarmacos que muestran una alta especificidad de accion,
una reducida toxicidad, y una estabilidad mejorada en la sangre respecto a los
profarmacos de estructura similar. Los enlazadores de la presente divulgacion,
segun se describe aqui pueden estar presentes en una variedad de posiciones en

la molécula de pareja.

De este modo, se proporciona un enlazador que puede contener cualquiera
de una variedad de grupos como parte de su cadena que se escindira in vivo, por
ejemplo en la corriente sanguinea, a una velocidad que es mejorada respecto a la
de los constructos que carecen de dichos grupos. También se proporcionan

conjugados de los brazos de enlazador con agentes terapéuticos y de diagndstico.
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Los enlazadores son utiles para formar analogos de profarmaco de agentes
terapéuticos y para enlazar de manera reversible un agente terapéutico o de
diagnéstico, un roétulo detectable, o un soporte sélido. Los enlazadores pueden

incorporarse en complejos que incluyen citotoxinas.

El acoplamiento de un profarmaco a un anticuerpo puede proporcionar
ventajas de seguridad adicionales sobre los conjugados de anticuerpo
convencionales de los farmacos citotdxicos. La activacion de un profarmaco
puede conseguirse mediante una esterasa, tanto en las células tumorales como en
los diversos tejidos normales, incluyendo el plasma. Se ha demostrado que el
nivel de la actividad relevante de la esterasa en humanos es muy similar al
observado en las ratas y primates no humanos, aunque menos que el observado
en los ratones. La activacion de un profarmaco también se puede conseguir
mediante escision por glucuronidasa. Ademas del péptido escindible, la hidrazina,
o el grupo disulfuro, uno 0 mas grupos enlazadores autodestructivos se introducen
opcionalmente entre la citotxina y el agente diana. Estos grupos enlazadores
también pueden ser descritos como grupos espaciadores y contienen por lo
menos dos grupos funcionales reactivos. Tipicamente, una funcionalidad quimica
del grupo espaciador se une con una funcionalidad quimica del agente
terapéutico, por ejemplo citotoxina, mientras que la otra funcionalidad quimica del
grupo espaciador se usa para unirse a una funcionalidad quimica del agente de
direccionamiento o el enlazador escindible. Los ejemplos de las funcionalidades
quimicas de los grupos espaciadores incluyen hidroxi, mercapto, carbonilo,

carboxi, amino, cetona y grupos mercapto.

Los enlazadores autodestructivos son por lo general un grupo alquilo
sustituido o insustituido, arilo sustituido o insustituido, heteroarilo sustituido o

insustituido o heteroalquilo sustituido o insustituido. En una modalidad, los grupos
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alquilo o arilo pueden comprender entre 1 y 20 atomos de carbono. También

pueden comprender una fraccion de polietilenglicol.

Los grupos espaciadores ejemplares incluyen, por ejemplo, 6-
aminohexanol, 6-mercaptohexanol, acido 10-hidroxidecanoico, glicina y otros
aminoacidos, 1,6-hexanediol, B-alanina, 2-ammoetanol, cisteamina (2-
aminoetanetiol), acido 5-aminopentanoico, acido 6-aminohexanoico, acido 3-
maleimidobenzoico, ftalida, ftalidas a-sustituidas, el grupo carbonilo, ésteres de

animales, acidos nucleicos, péptidos y similares.

El espaciador puede servir para introducir una masa molecular adicional y
funcionalidad quimica en el complejo de agente de direccionamiento-citotoxina.
Por lo general, la masa adicional y la funcionalidad afectaran la vida media del
suero y otras propiedades del complejo. De este modo, mediante la seleccién
cuidadosa de los grupos espaciadores, se pueden producir complejos de

citotoxina con un rango de vida media del suero.

Cuando estan presentes mlltiples espaciadores, se pueden usar ya sea

espaciadores idénticos o diferentes.

Se puede usar una fraccién adicional de enlazador que imparta
preferentemente una solubilidad aumentada o propiedades disminuidas de
agregacion para los conjugados que utilizan un enlazador que contiene la fraccion
o modifica la velocidad de la hidrélisis del conjugado, dichos enlazadores no tienen
que ser autodestructivos. En una modalidad, la fraccion de unién es alquilo
sustituido, alquilo insustituido, arilo sustituido, arilo insustituido, heteroalquilo
sustituido, o heteroalquilo insustituido, cualquiera de los cuales puede ser recto,
ramificado o ciclico. Las sustituciones pueden ser, por ejemplo, un alquilo inferior

(C1-Cs), alcoxi, aquiltio, alquilamino, o dialquilamino. En ciertas modalidades, los
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enlazadores comprenden una fraccidn no ciclica. En otra modalidad, los
enlazadores comprenden cualquier polimero de aminoacido positiva o
negativamente cargado, tal como polilisina o poliargenina. Los enlazadores
pueden comprender un polimero tal como una fraccién de polietilenglicol.
Adicionalmente el enlazador puede comprender, por ejemplo, tanto un
componente polimérico como una pequefia fracciéon quimica. En una modalidad

preferida, dichos enlazadores comprenden una fraccion de polietilenglicol (PEG).

La porcién de PEG puede estar entre 1 y 50 unidades de longitud.
Preferentemente, el PEG tendrda 1-12 unidades de repeticion, mas
preferentemente 3-12 unidades de repeticion, mas preferentemente 2-6 unidades
de repeticion, o incluso mas preferentemente 3-5 unidades de repeticién y mas
preferentemente 4 unidades de repeticion. Un enlazador puede consistir
Unicamente de la fraccion de PEG, o puede contener ademas un alquilo o
heteroalquilo sustituido o insustituido adicional. Es Gtil combinar el PEG como
parte de la fraccion para mejorar la hidrosolubilidad del complejo. Adicionaimente,
la fraccion de PEG reduce el grado de agregacion que puede presentarse durante

la conjugacién del farmaco del anticuerpo.

Para una mayor discusién de los tipos de citotoxinas, enlazadores y otros
meétodos para conjugar los agentes terapéuticos con los anticuerpos, ver también
la Publicacion PCT WO 2007/059404 otorgada a Gangwar et al. y titulada
"Cytotoxic Compounds y Conjugados,” Saito, G. et al. (2003) Adv. Drug Deliv. Rev.
55:199-215; Trail, P.A. et al. (2003) Cancer Immunol. Immunother. 52:328-337;
Payne, G. (2003) Cancer Cell 3:207-212; Allen, T.M. (2002) Nat. Rev. Cancer
2:750-763; Pastan, I. y Kreitman, R. J. (2002) Curr. Opin. Investig. Drugs 3:1089-
1091; Senter, P.D. y Springer, CJ. (2001) Adv. Drag Deliv. Rev. 53:247-264, cada

una de las cuales se incorpora aqui como referencia en su totalidad.
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Moléculas Asociadas

La presente invencion incluye un anticuerpo conjugado a una molécula
asociada, tal como una citotoxina, un farmaco (por ejemplo un inmunosupresor) o
una radiotoxina.  Dichos conjugados también estan referidos aqui como
“inmunoconjugados." Los inmunoconjugados que incluyen una o mas citotoxinas
son referidos como "inmunotoxinas." Un agente de citotoxina o citotéxico incluye

cualquier agente que es perjudicial para (por ejemplo que mata) las células.

Los ejemplos de moléculas asociadas de la presente divulgacién incluyen
taxol, citocalasina B, gramicidina D, bromuro de etidio, emetina, mitomicina,
etopdsido, tenopédsido, vincristina, vinblastina, colchicina, doxorubicina,
daunorubicina, dihidroxi antracin diona, mitoxantrona, mitramicina, actinomicina D,
1-dehidrotestosterona,  glucocorticoides, procaina, tetracaina, lidocaina,
propranolol, y puromicina y analogos u homélogos de los mismos. Los ejemplos
de moléculas asociadas incluyen ademas, por ejemplo, antimetabolitos (por
ejemplo metotrexato, 6-mercaptopurina, 6-tioguanina, citarabina, 5- fluorouracil
decarbazina), agentes alquilantes (por ejemplo mecloretamina, tioepa clorambucil,
melfalan, carmustina (BSNU) y lomustina (CCNU), ciclotosfamida, busulfan,
dibromomanitol, estreptozotocina, mitomicina C, y cis- diclorodiamina platino (II)
(DDP) cisplatino), antraciclinas (por ejemplo daunorubicina (anteriormente
daunomicina) y doxorubicina), antibidticos (por ejemplo dactinomicina
(anteriormente actinomicina), bleomicina, mitrémicina, y antramicina (AMC)), vy
agentes anti-mitéticos (por ejemplo vincristina y vinblastina).

Otros ejemplos preferidos de moléculas asociadas que se pueden conjugar

a un anticuerpo de la invencién incluyen duocarmicinas, calicheamicinas,
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maitansinas y auristatinas, y derivados de las mismas. Un ejemplo de un
anticuerpo  de calicheamicina estd comercialmente disponible (Mylotarg®;

American Home Products).

Los ejemplos preferidos de molécula asociada son CC-1065 y las
duocarmicinas. La CC-1065 fue primero aislada de Streptomyces zelensis en
1981 por Upjohn Company (Hanka et al, J. Antibiot. 31: 1211 (1978); Martin et al.,
J. Antibiot. 33: 902 (1980); Martin et al., J. Antibiot. 34: 1119 (1981)) y se
descubrié que tiene una potente actividad antitumoral y antimicrobiana tanto en
animalés in vitro como en animales experimentales (Li et al., Cancer Res. 42: 999
(1982)). La CC- 1065 se une con el B-ADN de doble cadena en el surco menor
(Swenson et al., Cancer Res. 42: 2821 (1982)) con la secuencia de preferencia de
5'- d(A/GNTTA)-3' y 5'-d(AAAAA)-3' y alquilatos la posicion N3 de la 3'-adenina
mediante su unidad CPI de la mano izquierda presente en la molécula (Hurley et

al., Science 226: 843 (1984)).

A pesar de su potente y amplia actividad antitumoral, la CC-1065 no se
puede usar en humanos porque causa muerte retardada en animales
experimentales. Muchos analogos y derivados de la CC-1065 y las duocarmicinas
son conocidos en la técnica. Se ha revisado la investigacion en la estructura, la
sintesis y las propiedades de muchos de los compuestos. Ver, por ejemplo, Boger
et al., Angew. Chem. Int. Ed. Engl. 35: 1438 (1996); y Boger et al., Chem. Rev. 97:
787 (1997). Un grupo en Kyowa Hakko Kogya Co., Ltd. ha preparado un nimero
de derivados de CC-1065. Ver, por ejemplo, la Patente Estadounidense No.
5,101, 038; 5,641,780; 5,187,186; 5,070,092; 5,703,080; 5,070,092; 5,641,780;
5,101,038; y 5,084,468; y la solicitud PCT publicada, WO 96/10405 y la solicitud
Europea publicada 0 537 575 Al. La Upjohn Company (Pharmacia Upjohn)

también ha estado activa en la preparacién de derivados de CC-1065. Ver, por
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ejemplo, la Patente Estadounidense No. 5,739,350; 4,978,757, 5,332, 837 y

4,012,227.

Propiedades Fisicas del Anticuerpo

Los anticuerpos de la presente invencion pueden caracterizarse ademas
por diversas propiedades fisicas de los anticuerpos anti-BST1. Se pueden usar
varios ensayos para detectar y/o diferenciar las diversas clases de anticuerpos en

base a sus propiedades fisicas.

En algunas modalidades, los anticuerpos de la presenté invencion pueden
contener uno o mas sitios de glicosilacion ya sea en la region variable de cadena
ligera o pesada. La presencia de uno o mas sitios de glicosilacion en la region
variable puede dar como resultado una inmunogenicidad aumentada del
anticuerpo o una alteracién de la pK del anticuerpo debido a la unién alterada a
antigeno [Marshall et al (1972) Annu Rev Biochem 41:673-702; Gala FA vy
Morrison SL (2004) J Immunol 172:5489-94; Wallick et al (1988) J Exp Med
168:1099-109; Spiro RG (2002) Glycobiology 12:43R-56R; Parekh et al (1985)
Nature 316:452-7; Mimura et al. (2000) Mol Immunol 37:697-706]. Se sabe que la
glicosilacion se presenta en motivos que contienen una secuencia N-X-S/T. La
glicosi[acién de la region variable puede examinarse usando un ensayo de
glicoblot, la cual escinde el anticuerpo para producir un Fab, y luego examenes
para la glicosilacién usando un ensayo que mide la oxidacion de periodato y la
formacion de base Schiff, Alternativamente, la glicosilacién de la region variable
puede examinarse usando cromatografia de luz Dionex (Dionex-LC), la cual es
escinde los sacaridos de un Fab en monosacaridos y analiza el contenido
individual de sacaridos. En algunos casos, es preferible tener un anticuerpo anti-
BST1 que no contenga glicosilacion de la region variable. Esto se puede

conseguir ya sea seleccionando los anticuerpos que no contienen el motivo de
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glicosilacion en la region variable o mutando los residuos en el motivo de

glicosilacion usando técnicas estandar bien conocidas en la técnica.

En una modalidad preferida, los anticuerpos de la presente invenciéon no
contienen sitios de isomerismo de asparagina. Se puede presentar un efecto de
desamidacién o acido isoaspartico en las secuencias N-G o D-G, respectivamente.
El efecto de desamidacién o de acido isoaspértico da como resultado la creacion
de acido isoaspartico que disminuye la estabilidad de un anticuerpo creando una
estructura retorcida fuera de una terminal de carboxi de cadena lateral en vez de
la cadena principal. La creacion del acido isoaspartico puede medirse usando un
ensayo iso-quant, que utiliza HPLC de fase inversa para examinar el acido

isoaspartico.

Cada anticuerpo tendra un tnico punto isoeléctrico (pl), pero por lo general
los anticuerpos caeran en el rango de pH de entre 6 y 9.5. EIl pl para un
anticuerpo 19G1 cae tipicamente dentro del rango de pH de 7-9.5 y el pl para un
anticuerpo IgG4 cae tipicamente dentro del rango de pH de 6-8. Los anticuerpos
pueden tener un pl que estd fuera de este rango. Aunque los efectos son
generalmente desconocidos, hay una especulacion de que los anticuerpos con un
pl fuera del rango normal pueden tener algunas condiciones de ensayo iso-quant e
inestabilidad bajo condiciones in vivo. El punto isoeléctrico puede ser examinado
usando un ensayo de centrado isoeléctrico capilar, el cual crea una gradiente de
pH y puede utilizar enfoque laser para una exactitud incrementada [Janini et al
(2002) Electrophoresis 23:1605-11; Ma et al. (2001) Chromatographia 53:575-89;
Hunt et al (1998) J Chromatogr A 800:355-67]. En algunos casos, se prefiere
tener un anticuerpo anti-BST1 que contiene un valor pl que cae en el rango
normal. Esto se puede conseguir ya sea seleccionando anticuerpos con un pl en
el rangb normal, o mutando los residu‘os de superficie cargada usando técnicas

estandar bien conocidas en la técnica.
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Cada anticuerpo tendra una temperatura de fusién que es indicativo de la
estabilidad térmica [Krishnamurthy R y Manning MC (2002) Curr Pharm Biotechnol
3:361-71]. Una mayor estabilidad térmica indica una mayor estabilidad total del
anticuerpo in vivo. E! punto de fusién de un anticuerpo puede medirse usando
técnicas de calorimetria de barrido diferencial [Chen et al. (2003) Pharm Res
20:1952-60; Ghirlando et al. (1999) Immunol Lett 68:47-52]. Twm indica la
temperatura de despliegue inicial del anticuerpo. Ty indica la temperatura del
despliegue completo del anticuerpo. Por lo general, se prefiere que el Tus de un
anticuerpo de la presente invencion sea mayor que 60°C, preferentemente mayor
que 65°C, incluso mas preferentemente mayor que 70°C. Alternativamente, la
estabilidad térmica de un anticuerpo puede medirse usando dicorismo circular

[Murray et al. (2002) J. Chromatogr Sci 40:343-9].

En una modalidad preferida, los anticuerpos se seleccionan para que no se
degraden rapidamente. La fragmentacion de un anticuerpo anti-BST1 puede
medirse usando electroforesis capilar (CE) y MALDI-MS, como es bien entendido

en la técnica [Alexander AJ y Hughes DE (1995) Anal. Chem. 67:3626-32].

En otra modalidad preferida, los anticuerpos se seleccionan de modo que
tengan minimos efectos de agregacion. La agregacion puede conllevar a la
activacion de una respuesta inmune no deseada y/o propiedades farmacocinéticas
desfavorables. Por lo general, los anticuerpos son aceptables con ia agregacion
de 25% o menos, preferentemente 20% o menos, incluso mas preferentemente
15% o menos, incluso mas preferentemente 10% o menos e incluso mas
preferentemente 5% o menos. La agregacion puede medirse mediante varias
técnicaé bien conocidas en el arte, incluyendo cromatografia liquida de alta
resolucion (HPLC) con columna de exclusion de tamario (SEC), y dispersion de la

luz para identificar monémeros, dimeros, trimeros o multimeros.
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Métodos de Disefio de Anticuerpos

Como se discutié6 anteriormente, los anticuerpos anti-BST1 que tienen
secuencias Vi y Vk aqui divulgadas pueden usarse para crear nuevos anticuerpos
anti-BST1 modificando las secuencias Vy y/o Vk, o region(es) constante(s)
unido(s) a las mismas. De este modo, en otro aspecto de la invencion, las
caracteristicas estructurales de un anticuerpo anti-BST1 de la invencién, por
ejemplo BST1_A2, BST1_A1 o BST1_A3, se usan para crear anticuerpos anti-
BST1 estructuralmente relacionados que conservan por lo menos.una propiedad
funcional de los anticuerpos de la invencién, tal como la unién a la BST1 humana.
Por ejemplo, una o mas regiones CDR de BST1_A2, BST1_A1 o BST1_A3, o
mutaciones de las mismas, pueden combinarse de manera recombinante con
regiones de marco conocidas y/u otras CDRs para crear adicionales anticuerpos
anti-BST1 recombinantemente disefiados, anticuerpos anti-BST1 de la invencion,
como se discuti6 anteriormente. Otros tipos de modificaciones incluyen las
descritas en la seccién anterior. El material de inicio para el método de disefio es
una o mas de las secuencias Vy y/o Vk aqui proporcionadas, 0 una o mas
regiones CDR de las mismas. Para crear el anticuerpo disefiado, no es necesario
preparar en realidad (es decir expresar como una proteina) un anticuerpo que
tiene una o mas de las secuencias V4 y/o Vk aqui proporcionadas, o una o mas de
las regiones CDR de las mismas. Mas bien, la informacion contenida en la(s)
secuencia(s) se usa como el material de inicio para crear secuencia(s) de
“segunda generacion” derivadas de la(s) secuencia(s) original(es) y luego la(s)

secuencia(s) de “secunda generaciéon” se preparan y expresan como una proteina.

En consecuencia, en otra modalidad, la invencién proporciona un método
para preparar un anticuerpo anti-BST1 que comprende: proporcionar: (i) una
secuencia de anticuerpo de region variable de cadena pesada que comprende una

secuencia CDR1 seleccionada del grupo que consiste de las SEC ID NOs: 10,9y
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56, una secuencia CDR2 seleccionada del grupo que consiste de las SEC 1D NOs:
12 0 51, 11 y 57, y/o una secuencia CDR3 seleccionada del grupo que consiste de
las SEC ID NOs: 14, 13 y 58; y/o (ii) una secuencia de anticuerpo de regién
variable de cadena ligera que comprende una secuencia CDR1 seleccionada del
grupo que consiste de las SEC ID NOs: 16, 15 y 59, una secuencia CDR2
seleccionada del grupo que consiste de las SEC ID NOs: 18, 17 y 60 y/o una
secuencia CDR3 seleccionada del grupo que consiste de las SEC ID NOs: 20, 19
y 61, alterando por lo menos un residuo de aminoacido en la secuencia de
anticuerpo de regién variable de cadena pesada y/o la secuencia de anticuerpo de
region variable de cadena ligera para crear por lo menos una secuencia de
anticuerpo alterada; y expresar la secuencia de anticuerpo alterada en forma de

una proteina.

Las técnicas de biologia molecular estandar pueden usarse para preparar y
expresar la secuencia de anticuerpo alterada.

F;referentemente, el anticuerpo codificado por la(s) secuencia(s) de
anticuerpo alterado es aquél que conserva una, algunas o todas las propiedades
funcionales de los anticuerpos anti-BST1 aqui descritos, cuyas propiedades
funcionales incluyen, pero no se limitan a: (a) se une a la BST1 humana con un Kp
of 1x107 M o menos; (b) se une a las células CHO humanas transfectadas con la

BST1.

Las propiedades funcionales de los anticuerpos alterados pueden evaluarse
usando ensayos estandar disponibles en la técnica y/o aqui descritos, tales como
los establecidos en los Ejemplos (por ejemplo, citometria de flujo, ensayos de

unioén).

En ciertas modalidades de los métodos de anticuerpos disefiados de la

invencién, se pueden introducir mutaciones aleatoria o selectivamente a lo largo

gle



78

de todo o parte de una secuencia que codifica el anticuerpo anti-BST1 y los
anticuerpos anti-BST1 modificado resultante pueden ser tamizados para la
actividad de unién y/o otras propiedades funcionales como se describen aqui. Los
métodos mutacionales se han descrito en la técnica. Por ejemplo, la Publicacion
PCT WO 02/092780 describe métodos para crear y tamizar las mutaciones del
anticuerpo usando mutagénesis por saturacion, ensamblaje por ligamiento
sintético, o una combinacién de los mismos. Alternativamente, la Publicacién PCT
WO 03/074679 describe métodos que usan métodos de tamizado computacional
para optimizar las propiedades psicoquimicas de los anticuerpos.

Moléculas de Acido Nucleico que Codifican los Anticuerpos de la Invencion

Otro aspecto de la invencién pertenece a las moléculas de acido nucleico
que codifican los anticuerpos de la invencion. Los acidos nucleicos pueden estar
presentes en todas las células, en un a lisado celular, o en una forma parcialmente
purificada o sustancialmente pura. Un acido nucleico es “aislado” o “se hace
sustancialmente puro” cuando se purifica de otros componentes celulares u otros
contaminantes, por ejemplo otros acidos nucleicos celulares o proteinas, mediante
técnicas estandar, incluyendo tratamiento alcalino/SDS, atomizando CsCl,
cromatografia de columna, electroforesis en gel de agarosa y otros bien conocidos
en la técnica. Ver, F. Ausubel, et al., ed. (1987) Current Protocols in Molecular
Biology, Greene Publishing y Wiley Interscience, N. Y. Un acido nucleico de la
invencion puede ser, por ejemplo, ADN o ARN y puede o puede no contener
secuencias intronicas. En una modalidad preferida, el acido nucleico es una

molécula cADN.

Los acidos nucleicos de la invencion pueden obtenerse usando técnicas de
biologia molecular estandar. Para anticuerpos expresados por hibridomas, los
cADNs que codifican las cadenas ligeras y pesadas del anticuerpo hechas por el

hibridoma pueden obtenerse mediante amplificacion PCR estandar o técnicas de
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6Ionaci6n de cADN. Para anticuerpos obtenidos a partir de una biblioteca genética
de inmunoglobulina (por ejemplo usando técnicas de presentaciéon de fagos), los
écyidos nucleicos que codifican el anticuerpo pueden recuperarse a partir de la
biblioteca.

Las moléculas de acido nucleico preferidas de la invenciéon son aquellas
que codifican las secuencias V4 y Vk de los anticuerpos monoclonales de
BST1_A2, BST1_A1 o BST1_A3. Las secuencias de y que codifican las
secuencias Vy de BST1_A2, BST1_A1 o BST1_A3 se muestran en las SEC ID
NOs: 6, 5 y 54, respectiVamente. Las secuencias de ADN que codifican las
secuencias Vx de BST1_A2, BST1_A1 o BST1_A3 se muestran en las SEC ID

NOs: 8, 7 y 55, respectivamente.

Otros acidos nucleicos preferidos de la invenciéon son acidos nucleicos que
tienen por lo menos 80% de identidad de secuencia, tal como por lo menos 85%,
por lo menos 90%, por lo menos 95%, por lo menos 98% o por lo menos 99% de
identidad de secuencia, con una de las secuencias mostradas en las SEC ID NOs:
6, 5, 8, 7, 54 y 55, cuyos acidos nucleicos codifican un anticuerpo de la invencion,

0 una porcién de unién a antigeno del mismo.

La identidad porcentual entre las dos secuencias de acido nucleico es el
namero de posiciones en la secuencia en la que el nucleétido es idéntico, teniendo
en cuenta el nimero de espacios y la longitud de cada espacio, que necesita ser
introducido para la alineacién optima de las dos secuencias. La comparacion de
secuencias y la determinacion de la identidad porcentual entre las dos secuencias
puede conseguirse usando un algoritmo matematico, tal como el algoritmo de

Meyers y Miller o el programa XBLAST de Altschul anteriormente descrito.

Aun mas, los acidos nucleicos preferidos de la invencion comprenden una o

mas porciones que codifican la CDR de las secuencias de acido nucleico
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mostradas en las SEC ID NOs: 6, 5, 8, 7, 54 y 55. En esta modalidad, el acido
nucleico puede codificar la secuencia de CDR1, CDR2 y/o CDR3 de cadena

pesaday ligera de la BST1_A2, BST1_A10BST1_A3.

Los acidos nucleicos tienen por lo menos 80%, tal como por lo menos 85%,
por lo menos 90%, por lo menos 95%, por lo menos 98% o por lo menos 99% de
identidad de secuencia, con dicha porcién que codifica la CDR de las SEC ID
NOs: 6, 5, 8, 7, 54 y 55 (secuencias Vy y Vi) son ademas acidos nucleico
preferidos de la invencion. Dichos acidos nucleico pueden diferir de la
correspondiente porcion de las SEC ID NOs: 6, 5, 8, 7, 54 y 55 en una regioén de
codificacion no CDR y/o en una region de codificaciéon de CDR. En donde la
diferencia esta en una regién de codificacion de CDR, la regién de CDR de &cido
nucleico codificada por el acido nucleico comprende tipicamente una o mas de las
modificaciones de secuencia conservadora como se describe aqui comparado con

la correspondiente secuencia de CDR de BST1_A2, BST1_A1 0 BST1_A3.

Una vez que los fragmentos de ADN que codifican los segmentos Vi y Vk
se obtienen, esos fragmentos de ADN pueden ser ademas manipulados por
técnicas estandar de ADN recombinante, por ejemplo, convertir los genes de la
region variable en genes de cadena de anticuerpo de longitud completa, en genes
del fragmento Fab, o en genes de scFv. En estas manipulaciones, un fragmento
de ADN que codifica Vk- 0 Vy esta operativamente enlazado con otro fragmento
de ADN que codifica otra proteina, tal como una regiéon constanté de anticuerpo o
un enlazador flexible. El término “operativamente enlazado”, como se usa en este
contexto, esta destinado a significar que los dos fragmentos de ADN estan unidos
de modo que las secuencias de aminoacido codificadas por los dos fragmentos de

ADN permanecen en el marco.
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El ADN aislado que codifica la region Vy se puede convertir en un gen de
cadena pesada de longitud completa uniendo operativamente el ADN que codifica
Vu con otra molécula de ADN que codifica las regiones constantes de cadena
pesada (Cx1, Cy2 y Cu3). Las secuencias de genes de regidn constante de
cadena pesada de murino son conocidas en la técnica [ver por ejemplo Kabat, E.
A., et al. (1991) Sequences of Proteins of Immunological Interest, Quinta Edicion,
US Department of Health y Human Services, Publicacion NIH No. 91-3242] y los
fragmentos de ADN que abarcan estas regiones se puedenv obtener mediante
amplificacién PCR estandar. La region constante de cadena pesada puede ser
una region constante IgG1, 1gG2, 1gG3, 1gG4, IgA, IgE, IgM o IgD, pero mas
preferentemente es una region constante IgG1 o IgG4. Para un gen de cadena
peséda de fragmento Fab, el ADN que codifica Vy- puede enlazarse
operati\}amente con otra molécula de ADN que codifica solamente la region

constante Ch1 de cadena pesada.

El ADN aislado que codifica la regién VL / VK puede convertirse un gen de
cadena ligera de longitud completa (asi como un gen de cadena ligera Fab)
enlazando operativamente el ADN que codifica V. con otra molécula de ADN que
codifica la regién constante de cadena ligera, C,. Las secuencias de los genes de
la region constante de cadena ligera de murino son conocidas en la técnica [ver,
por ejemplo, Kabat, E. A., ef al. (1991) Sequences of Proteins of Immunological
Interest, Quinta Edicion, US Department of Health y Human Services, Publicacion
NIH No. 91-3242] y fragmentos de ADN que abarcan estas regiones pueden
obtenerse mediante amplificacién PCR estandar. En modalidades preferidas, la
regidbn constante de cadena ligera puede ser una regiéon constante kappa o

lambda.

Para crear un gen scFv, los fragmentos de ADN que codifican V- y Vi / Vk-

estan operativamente enlazados con otro fragmento que codifica un enlazador
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flexible, por ejemplo que codifica la secuencia de aminoacido (Gly, -Ser);, de
modo que las secuencias Vy y VL / Vk pueden expresarse como una proteina
contigua de un asola cadena, con las regiones V, / Vk y Vy unidas por el enlazador
flexible [ver, por ejemplo, Bird et al. (1988) Science 242:423-426; Huston et al.
(1988) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85:5879-5883; McCafferty et al., (1990) Nature

348:552-554].

Produccion de Anticuerpos Monoclonales

De acuerdo con la invencién la BST1 o un fragmento o derivado del mismo
se puede usar como un inmunégeno para generar anticuerpos que se unen
inmunoespecificamente tal como un inmunégeno. Dichos inmundégenos pueden
aislarse mediante cualquier medio conveniente. Un experto en la técnica
reconocera que muchos procedimientos estan disponibles para la produccion de
anticuerpos, por ejemplo, como se describe en Anticuerpos, A Laboratory Manual,
Ed Harlow y David Lane, Cold Spring Harbor Laboratory (1988), Cold Spring
Harbor, N.Y. Un experto en la técnica apreciara ademas que los fragmentos de
unién o los fragmentos Fab que imitan a los anticuerpos también se pueden
preparar a partir de una informacién genética mediante diversos procedimientos
[Anticuerpo Engineering: A Practical Approach (Borrebaeck, C., ed.), 1995, Oxford

University Press, Oxford; J. Immunol. 149, 3914-3920 (1992)].

En una modalidad de la invencién, se producen los anticuerpos para un
dominio especifico de la BST1. En una modalidad especifica, los fragmentos
hidréfilos de la BST1 se usan como inmundgenos para la produccion de

anticuerpos.

En la producciéon de anticuerpos, el tamizado del anticuerpo deseado puede

conseguirse mediante técnica conocidas en el arte, por ejemplo, ELISA (ensayo
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de inmunoabsorcion ligados a enzimas). Por ejemplo, para seleccionar
anticuerpos que reconocen un dominio especifico de la BST1, se pueden ensayar
hibridomas generados para un producto que se une con un fragmento de BST1
que contiene dicho dominio. Para la seleccion de un anticuerpo que une
especificamente un primer homoélogo de BST1 pero que no se une
especificamente a (0 se une menos avidamente a) un segundo homélogo de
BST1, se puede seleccionar sobre la base de una unién positiva al primer
homoélogo de BST1 y una falta de unién a (o unidén reducida a) el segundo
homologo de BST1. De manera similar, para la seleccién de un anticuerpo que
une especificamente la BST1 pero que no se une especificamente a (o se une
menos avidamente a) una isoforma diferente dé la misma proteina (tal como una
glicoforma diferente que tiene el mismo péptido de nicleo que la BST1), se puede
seleccionar en base a la union positiva a la BST1 y una falta de unioén a (o unién
reducida a) la isoforma diferente (por ejemplo una glicoforma diferente). De este
modo, la presente invencion proporciona un anticuerpo (tal como un anticuerpo
monoclonal) que se une con mayor afinidad (por ejemplo por lo menos 2-veces, tal
como por lo menos 5-veces, particularmente por lo menos 10-veces mayor
afinidad) a la BST1 que a una isoforma o isoformas diferentes (por ejemplo,

glicoformas) de la BST1.

Los anticuerpos policlonales que se pueden usar en los métodos de la
invencién son poblaciones heterogéneas de moléculas de anticuerpo derivadas de
sueros de animales inmunizados. También se puede usar suero inmune no
fraccionado también. Se pueden usar varios procedimientos conocidos en la
técnica para la produccién de anticuerpos policlonales de la BST1, un fragmento
de la BST1, un polipéptido relacionado con la BST1, o un fragmento de un
polilpéptido relacionado con la BST1. Por ejemplo, una forma es purificar los
polipéptidos de interés o sintetizar los polipéptidos de interés usando, por ejemplo,

métodos de sintesis de péptido en fase sélida bien conocidos en la técnica. Ver,
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por ejemplo, Guide to Protein PFurification, Murray P. Deutcher, ed., Meth.
Enzymol. Vol 182 (1990); Solid Phase Peptide Synthesis, Greg B. Fields ed., Meth.
Enzymol. Vol 289 (1997); Kiso et al., Chem. Pharm. Bull. (Tokyo) 38: 1192-99,
1990; Mostafavi et al., Biomed. Pept. Proteins Nucleic Acids 1: 255-60, 1995;
Fujiwara et al., Chem. Pharm. Bull. (Tokyo) 44: 1326-31, 1996. Los polipéptidos
seleccionados pueden ser usados luego para inmunizar mediante inyeccion varios
animales huéspedes, incluyendo pero sin limitacién conejos, ratones, ratas, etc.,
para generar anticuerpos policlonales o monoclonales. Varios adyuvantes (es
decir, inmunoestimulantes) pueden usarse para mejorar la respuesta
inmunolégica, dependiendo de la especie huésped, incluyendo, pero sin limitacion,
adyuvantes de Freund completos o incompletos, un gel mineral tal como hidréxido
de aluminio, una sustancia de superficie activa tal como lisolecitina, poliol
plurénico, a polianién, un péptido, una emulsion de aceite, hemocianina de lapa
californiana, dinitrofenol, y un adyuvante tal como BCG (bacilo de
Calmette-Guerin) o Corynebacterium parvum. Los adyuvantes adicionales

también son bien conocidos en la técnica.

-Para la preparacion de anticuerpos monoclonales (mAbs) dirigidos hacia la
BST1, cualquier técnica que proporciona la produccién de moléculas de anticuerpo
mediante lineas celulares continuas en el cultivo puede usarse. Por ejemplo, la
técnica de la hibridoma originalmente desarrollada por Kohler y Milstein (1975,
Nature 256:495-497), asi como la técnica de trioma, la técnica de hibridoma de
célula B humana [Kozbor et al. (1983) Immunology Today 4:72], y la técnica de la
hibridoma EBV para producir anticuerpos monoclonales humanos [Cole et al.
(1985) en Anticuerpos monoclonales y Cancer Therapy, Alan R. Liss, Inc., pp.
77-96]. Dichos anticuerpos pueden ser de cualquier clase de inmunoglobulina
incluyendo 1gG, IgM, IgE, IgA, IgD y cualquiera de las subclases de la misma. La
hibridoma que produce los anticuerpos monoclonales puede cultivarse in vitro o in

vivo. En una modalidad adicional de la invencion, los anticuerpos monoclonales
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se pueden reproducir en animales libres de gérmenes, utilizando tecnologia

conocida (PCT/US90/02545, incorporada aqui como referencia).

El sistema animal preferido para preparar hibridomas es el sistema inmune.
La produccién de hibridoma en el ratén es un procedimiento muy bien establecido.
Los protocolos de inmunizacién y las técnicas para el aislamiento de esplenocitos
inmunizados para la fusién son conocidos en la técnica. Las parejas de fusion
(por ejemplo células de mieloma de murino) y los procedimientos de fusion

también son conocidos.

Los anticuerpos monoclonales incluyen pero sin limitacién anticuerpos
monoclonales humanos y anticuerpos monoclonales quiméricos (por ejemplo,

quimeras de humano-ratén).

Los anticuerpos quiméricos o humanizados de la presente invencion se
pueden preparar en base a la secuencia de un anticuerpo monoclonal no humano
preparado como se describi® anteriormente. El ADN que codifica las
inmunoglobulinas de cadena pesada y ligera puede obtenerse del hibridoma no
humano de interés y disefiado para contener secuencias de inmunoglobulina no-
murino (por ejemplo humana) usando técnicas de biologia molecular estandar.
Por ejemplo, para crear un anticuerpo quimérico, las regiones variables de murino
se pueden enlazar a regiones constantes humanas usando los métodos conocidos
en la técnica (ver, por ejemplo, la Patente Estadounidense No. 4,816,567 otorgada
a Cabilly et al.). Para crear un anticuerpo humanizado, las regiones CDR de
murino pueden insertarse en un marco humano usando los métodos conocidos en
la técnica (ver, por ejemplo, Patente Estadounidense No. 5,225,539 a Winter, y
las Patentes Estadounidenses Nos. 5,530,101; 5,585,089; 5,693,762 y 6,180,370

otorgadas a Queen et al.).
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Los anticuerpos completamente humanos se pueden producir usando
ratones transgénicos o transcromosoémicos que son incapaces de expresar genes
de cadena pesada y ligera de inmunoglobulina endégena, pero que pueden
expresar genes humanos de cadena pesada y cadena ligera. Los ratones
transgénicos son inmunizados de la manera normal con un antigeno seleccionado,
por ejemplo todo o una porcién de la BST1. Los anticuerpos monoclonales
dirigidos contra el antigeno pueden obtenerse usando tecnologia convencional de
hibridoma. Los transgenes de inmunoglobulina humanos hospedados por los
ratones transgénicos se reordenan durante la diferenciacién de la célula B, y
posteriormente experimentan un cambio de clase y mutacion somatica. De este
modo, usando dicha técnica, es posible producir anticuerpos IgG, IgA, IgM y IgE
terapéuticamente utiles.  Estos ratones transgénicos y transcromosémicos
incluyen ratones de HUMAb Mouse® (Medarex ®, Inc.) y cepas KM Mouse®. La
cepa HUMAb Mouse® (Medarex ©, Inc.) se describe en Lonberg y Huszar (1995,
Int. Rev. Immunol. 13:65-93). Para una discusion detallada de esta tecnologia
para producir anticuerpos humanos y anticuerpos monoclonales humanos y
protocolos para producir dichos anticuerpos, ver, por ejemplo la Patente
Estadounidense 5,625,126; Patente Estadounidense 5,633,425; Patente
Estadounidense 5,569,825; Patente Estadounidense 5,661,016; y Patente
Estadounidense 5,545,806. La cepa KM mouse® se refiere a un raton que lleva un
trensgén humano de cadena pesada y una transcromosoma humana de cadena
ligera y se describe detalladamente en la Publicaciéon PCT WO 02/43478 otorgada

a Ishida et al.

Aun mas, los sistemas alternativos de animal transgénico que expresan
genes de inmunoglobulina humana estan disponibles en la técnica y se pueden
usar para mejorar los anticuerpos anti-BST1 de la invencién. Por ejemplo, se
puede usar un sistema transgénico alternativo referido como Xenomouse (Amgen,

Inc.); dichos ratones se describen en, por ejemplo, Solicitudes de Patente
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Estadounidense Nos. 5,939,598; 6,075,181; 6,114,598; 6,150,584 y 6,162,963

otorgada a Kucherlapati et al.

Los anticuerpos completamente malos que reconocen un epitopo
seleccionado pueden ser generados usando una técnica referida como “seleccion
guiada®’. En este planteamiento se usa un anticuerpo monoclonal no humano
seleccionado, por ejemplo, un anticuerpo de ratén, para guiar la seleccién de un
anticuerpo completamente humano que reconoce el mismo epitopo [Jespers et al.

(1994) Biotechnology 12:899-903].

Ademas, los sistemas alternativos de animal transcromosémico que
expresan genes de inmunoglobulina humana estén disponibles en la técnica y se
pueden usar para mejorar los anticuerpos anti-BST1. Por ejemplo, se pueden
usar los ratones que llevan tanto el transcromosoma humano de cadena pesada
como el transcromosoma humano de cadena ligera, referidos como “ratones TC”;
dichos ratones se describen en Tomizuka et al. (2000) Proc. Natl. Acad. Sci. USA
97:722-727. Ademas, las vacas que llevan los transcromosomas humanos de
cadena pesada y ligera se han descrito en la técnica [Kuroiwa et al. (2002) Nature
Biotechnology 20:889-894] y solicitud PCT No. W02002/092812 y se pueden usar

para mejorar los anticuerpos anti-BST1.

Los anticuerpos monoclonales humanos de la invencion también se pueden
preparar usando ratones SCID dentro de los cuales se han reconstituido las
células inmunes humanas de modo que una respuesta de anticuerpo humano se
puede generar con la inmunizacién. Dichos ratones se describen en, por ejemplo,

las Solicitudes de Patente Estadounidense Nos. 5,476,994 y 3,698,767.

Los anticuerpos de la presente invencion pueden ser generados mediante

el uso de la tecnologia de representacion de fago para producir y tamizar las
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bibliotecas de polipéptidos para unién con una diana seleccionada [ver, por
ejemplo, Cwirla et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87, 6378-82, 1990; Devlin et al.,
Science 249, 404-6, 1990, Scott y Smith, Science 249, 386-88, 1990; y Ladner et
al., Solicitud de Patente Estadounidense No. 5,571,698]. Un concepto basico de
los métodos de representacion de fago es el establecimiento de una asociacién
fisica entre el ADN que codifica un péptido que va a ser tamizado y el polipéptido.
Esta asociacion fisica es proporcionada por la particula del fago, la cual muestra
un polipéptido como parte de un capside que adjunta el genoma de fago que
codifica el polipéptido. EIl establecimiento de una asociaciéon fisica entre los
polipéptidos y su material genético permite un tamizado de masa simultaneo de
grandes numeros de polipéptidos diferentes que tienen un fago. EIl fago que
muestra un polipéptido con afinidad a una diana se enlaza con la diana y estos
fagos son enriquecidos mediante tamizado de afinidad a la diana. La identidad de
lo polipéptidos mostrados a partir de estos fagos se puede determinar a partir de
sus respectivas genomas. Usando estos métodos un polipéptido identificado por
tener una afinidad de union para una diana deseada puede ser luego sintetizado
en masa mediante medios convencionales. Ver, por ejemplo, la Patente
Estadounidense No. 6,057,098, la cual se incorpora aqui en su totalidad,
incluyendo todas las tablas, figuras, y reivindicaciones. En particular, dicho fago
puede ser usado para mostrar los dominios de unién a antigeno expresados a
partir de un repertorio o biblioteca de anticuerpo convencional (por ejemplo,
humano o murino). Un fago que expresa un dominio que une a un antigeno que
une el antigeno de interés se puede seleccionar o identificar con antigeno, por
ejemplo, usando un antigeno rotulado o una unién de antigeno o capturado a una
superficie sélida o perla. El fago usado en estos métodos son tipicamente fagos
filamentosos que incluyen dominios de unién fd y M13 expresados a partir del fago
con dominios de anticuerpo Fab, Fv o Fv estabilizado con disulfuro
recombinantemente fusionados con ya sea el gen de fago lll o proteina genética

VIIl. Los métodos que muestran el fago que se pueden usar para hacer los
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anticuerpos de la presente invencién incluyen aquellos divulgados en Brinkman et
al. (1995) J. Immunol. Methods 182:41-50; Ames et al. (1995) J. Immunol.
Methods 184:177-186; Kettleborough et al., Eur. J. Immunol. 24:952-958 (1994);
Persic et al. (1997) Gene 187 9-18; Burton et al. (1994) Advances in Immunology
- 57:191-280; Solicitud PCT No. PCT/GB91/01134; Publicaciones PCT WO
90/02809; WO 91/10737; WO 92/01047, WO 92/18619; WO 93/11236; WO
95/15982; WO 95/20401; y Solicitudes de Patente Estadounidense Nos.
5,698,426; 5,223,409; 5,403,484; 5580,717; 5,427,908; 5,750,753; 5,821,047;
5,571,698, 5,427,908; 5,516,637; 5,780,225; 5,658,727; 5,733,743 y 5,969,108:

cada una de las cuales se incorpora aqui como referencia en su totalidad.

Segun se describié en las anteriores referencias, después de la seleccién
del fago, las regiones que codifican el anticuerpo del fago pueden ser aisladas y
usadas para generar anticuerpos totales, incluyendo anticuerpos humanos, o
cualquier otro fragmento de unién a antigeno deseado, y expresado en cualquier
huésped deseado, incluyendo células de mamifero, células de insectos, células de
plantas, levadura, y bacterias, por ejemplo, como se describe en detalle a
continuacion. Por ejemplo, las técnicas para reproducir de manera recombinante
los fragmentos Fab, Fab’ y F(ab’), también se pueden emplear usando métodos
conocidos en la técnica tales como los descritos en la Publicacion PCT WO
92/22324; Mullinax et al. (1992) BioTechniques 12(6):864-869; y Sawai et al.
(1995) AJRI 34:26-34; y Better et al. (1988) Science 240:1041-1043 (dichas

referencias se incorporan como referencia en sus totalidades).

Los ejemplos de téénicas que se pueden usar para producir Fvs de una sola
cadena y los anticuerpos incluyen los descritos en las Patentes Estadounidenses
4,946,778 y 5,258,498, Huston et al. (1991), Methods in Enzymology 203:46-88;
Shu et al. (1993) PNAS 90:7995-7999; y Skerra et al. (1988) Science

240:1038-1040.
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La invencion proporciona fragmentos, derivados o analogos de moléculas
de inmunoglobulina anti-BST1 funcionalmente activos. Funcionalmente activo
significa que el fragmento, derivado o analogo es capaz de elicitar los anticuerpos
anti-anti-idiotipo (es decir anticuerpos terciarios) que reconocen el mismo antigeno
que es reconocido por el anticuerpo del cual se deriva el fragmento, derivado o
analogo. Especificamente, en una modalidad particular la antigenicidad del
idiotipo de la molécula de inmunoglobulina puede ser mejorada mediante la
eliminacion del marco y las secuencias CDR que tienen terminal C a la secuencia
CDR que reconoce especificamente el antigeno. Para determinar cual secuencias
CDR se unen al antigeno, se pueden usar péptidos sintéticos que contienen las
secuencias CDR en los ensayos de union con el antigeno, mediante cualquier

metodo de ensayo de union conocido en la técnica.

La presente invencién proporciona fragmentos de anticuerpo tales como,
pero sin limitacion, fragmentos F(ab’), y fragmentos Fab. Los fragmentos de
anticuerpo que reconocen los epitopos especificos pueden ser generados por
técnicas conocidas. Los fragmentos F(ab’); consisten de la region variable, la
region constante de cadena ligera y el dominio Cy1 de la cadena pesada y se
generan mediante la digestion de pepsin de la molécula del anticuerpo. Los
fragmentos Fab son generados reduciendo los puentes de disulfuro de los
fragmentos F(ab’),. La invencién proporciona ademas dimeros de cadena pesada
y de cadena ligera de los anticuerpos de la invencién, o cualquier fragmento
minimo de los mismos tal como Fvs o anticuerpos (SCAs) de una sola cadena [por
ejemplo, como se describe en la Patente Estadounidense 4,946,778; Bird, (1988)
Science 242:423-42; Huston et al. (1988) Proc. Natl Acad. Sci. USA
85:56879-5883; y Ward et al. (1989) Nature 334:544-5], o cualquier otra molécula
con la misma especificidad que el anticuerpo de la invenciéon. Los anticuerpos de

una sola cadena se forman uniendo los fragmentos de cadena pesada y ligera de
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la regién Fv via un puente de aminoacido, dando como resultado un polipéptido de
una sola cadena. Se pueden usar técnicas para el ensambiaje de fragmentos Fv
funcionales en E. coli [Skerra et al. (1988) Science 242:1038-1041].

En otras modalidades, la invencidn proporciona proteinas de fusion de las
inmunoglobulinas de la invencién (o sus fragmentos funcionalmente activos), por
ejemplo en las que la inmunoglobulina se fusiona via un enlace covalente (por
ejemplo, un enlace péptido), en tanto el terminal N o el terminal C con una
secuencia de aminoacido de otra proteina (0 su porcién, preferentemente por lo
menos 10, 20 o 50 porciones de aminoacido de la proteina) que no es la
inmunoglobulina.  Preferentemente la inmunoglobulina o su fragmento, esta
covalentemente enlazada con la otra proteina en el terminal N del dominio
constante. Como se mencioné anteriormente, dichas proteinas de fusién pueden
facilitarlla purificacion, aumentar la vida media in vivo, y mejorar la administracion

de un antigeno a través de una barrera epitelial al sistema inmune.

Las inmunoglobulinas de la invencion incluyen analogos y derivados que
estan modificados, es decir mediante la adhesion covalente de cualquier tipo de
moléculas en la medida que dicha unién covalente no perjudique la unién
inmunoespecifica. Por ejemplo, pero no a modo de limitacion, los derivados y
analogos de las inmunoglobulinas incluyen aquellos que han sido posteriormente
modificados, por ejemplo, mediante glicosilaciéon, acetilacién, pegilacion,
fosfilacion, amidacién, derivatizacion mediante grupos protectores/bloqueadores
conocidos, escision proteolitica, enlace a un ligando celular u otra proteina, etc.
Cualquiera de las numerosas modificaciones quimicas puede realizarse mediante
técnicas conocidas, incluyendo, pero sin limitacion escision quimica, acetilacion,
formilacién, etc. Adicionalmente, el analogo o derivado puede contener uno o mas

aminoacidos no clasicos.
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Inmunizacién de Ratones

Los ratones se pueden inmunizar con una preparacion purificada o
enriqueéida de antigeno BST1 y/o BST1 recombinante, o células que expresan
BST1. Preferentemente, los ratones tendran 6-16 semanas de edad con la
primera infusién. Por ejemplo, una preparacién purificada o recombinante (100
Hg) del antigeno de BST1 se puede usar para inmunizar los ratones de manera

intraperitoneal.

La experiencia acumulada con varios antigenos a demostrado que los
ratones responden cuando son inmunizados de manera intraperitoneal (IP) con
antigeno en adyuvante completo de Freund. Sin embargo, también se ha
descubierto que los adyuvantes diferentes a los de Freund son efectivos.
Ademas, se ha descubierto que todas las células en ausencia de un adyuvante
son altamente inmunogénicas. La respuesta inmune puede ser monitoreada
durante el curso del protocolo de inmunizaciéon con muestra de plasma que son
obtenidas mediante sangrados retroorbitales. El plasma puede ser tamizado
mediante ELISA (como se describe mas adelante) para examinar titulos
satisfactorios. Los ratones pueden ser impulsados de manera intravenosa con
una antigeno durante 3 dias consecutivos con sacrificio y remocion del bazo
realizandose 5 dias después. En una modalidad, se pueden usar las cepas de

raton A/J (Jackson Laboratories, Bar Harbor, Me.).

Generacion de Transfectomas que Producen Anticuerpos Monoclonales

Los anticuerpos de la invencion pueden producirse en un transfectoma de
célula huésped usando, por ejemplo, una combinacién de técnicas de ADN
recombinante y métodos de transfecciéon genética como es bien conocido en la

técnica [por ejemplo, Morrison, S. (1985) Science 229:1202].

128



93

Por ejemplo, para expresar los anticuerpos, o los fragmentos de anticuerpo
de los mismos, los ADNs que codifican las cadenas ligera y pesada de longitud
parcial o total, se pueden obtener mediante técnicas de biologia molecular
estandar (por ejemplo, amplificacién por PCR o clonaciéon de cADN usando un
hibridoma que expresa el anticuerpo de interés) y los ADNs pueden ser insertados
en los vectores de expresion de modo que los genes estén operativamente
enlazados con las secuencias de control de transcripcion y traslacion. En este
contexto, el término "operativamente enlazado" esta destinado a significar que un
gen de anticuerpo esta ligado a un vector de modo que las secuencias de contro!
de transcripcién y traslacion en el vector sirven a su funcion destinada de regular
la transcripcion y la traslacion del gen de anticuerpo. El vector de expresion y las
secuencias de control de expresion se eligen para'ser compatibles con las célula

huésped de expresién usada.

Las células huésped pueden ser co-transfectadas con dos vectores de
expresion de la invencion, codificando el primer vector un polipéptido derivado de
cadena pesada y el segundo vector que codifica un polipéptido derivado de
cadena ligera. Los dos vectores pueden contener marcadores seleccionables
_identicos que permiten una expresion igual de polipéptidos de cadena pesada y
ligera. Alternativamente, se puede usar un Unico vector el cual codifica ambos
polipéptidos de cadena pesada y ligera. En dichas situaciones, la cadena ligera
debera colocarse antes de la cadena pesada para evitar un exceso de la cadena
pesada libre de toxico [Proudfoot (1986) Nature 322:52; Kohler (1980) Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 77:2197]. Las secuencias de codificacion para las cadenas

pesada y ligera pueden comprender cADN o ADN gendémico.

Los genes de anticuerpo son insertados en el vector de expresiéon mediante

meétodos estandar (por ejemplo, ligacion de sitios de restriccion de la
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complementariedad en el fragmento del gen de anticuerpo y el vector, o ligacién
de extremo despuntado si no se presentan sitios de restriccion). Las regiones
variables de cadena ligera y pesada de los anticuerpos aqui descritos pueden
usarse para crear genes de anticuerpo de longitud completa de un isotipo de
anticuerpo insertandoles los vectores de expresion que ya codifican las regiones
constante de cadena pesada y constante de cadena ligera del isotipo deseado de
modo que el segmento Vy esta operativamente enlazado con el(los) segmento(s)
Ch con el vector y el segmento Vi estd operativamente enlazado con el segmento
CL con el vector. Adicional o alternativamente, el vector de expresién
recombinante puede codificar un péptido de sefial que facilita la sécrecién de la
cadena de anticuerpo de una célula huésped. El gen de la cadena de anticuerpo
puede ser clonado en el vector de modo que el péptido de sefial esta enlazado en
el marco cbn el terminal amino del gen de cadena de anticuerpo. EIl péptido de
sefnal puede ser un péptido de sefial de inmunoglobulina o un péptido de sefal

heterdlogo (es decir, un péptido de sefial de una proteina de no inmunoglobulina).

Ademas de los genes de cadena de anticuerpo, los vectores de expresion
recombinante de la invencion llevan secuencias reguladoras que controlan la
expresion de los genes de cadena de expresion en una célula huésped. El
término “secuencia reguladora” esta destinado a incluir promotores, potenciadores
y otros elementos de control de expresion (por ejemplo, sefales de
poliadenilacién) que controlan la transcripcion o traslacion de los genes de cadena
de anticuerpo. Dichas secuencias reguladoras se describen, por ejemplo, en
Goeddel (Gene Expression Technology, Methods in Enzymology 185, Academic
Press, San Diego, CA (1990). Los expertos en la técnica apreciaran que el disefio
del vector de expresion, que incluye la selecciéon de las secuencias reguladoras,
puede depender de dichos factores como la eleccién de la célula huésped que se
va a transformar, el nivel de expresion de la proteina deseada, etc. Las

secuencias reguladoras preferidas para la expresion de la célula huésped de
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mamifero incluyen elementos virales que dirigen los niveles altos de expresion de
proteiné en celulas de mamifero, tales como promotores y/o potenciadores
derivados de citomegalovirus (CMV), virus de simio 40 (SV40), adenovirus, (por
ejemplo, el promotor tardio principal del adenovirus (AdMLP) y polioma.
Alternativamente, se pueden usar las secuencias reguladoras no virales, tal como
el promotor de la ubiquitina o promotor de B-globin. Adn mas, los elementos
reguladores compuestos de secuencias de diferentes fuentes, tales como el
sistema promotor SRa, el cual contiene secuencias del promotor temprano SV40 y
la repeticion terminal larga del virus de la leucemia humana de célula T tipo 1

[Takebe, Y. et al. (1988) Mol. Cell. Biol. 8:466-472].

Ademas de los genes de cadena de anticuerpo y las secuencias
reguladoras, los vectores de expresion recombinante de la invencién pueden llevar
secuencias adicionales, tales como secuencias que regulan la replicacion del
vector en células huésped (por ejemplo, origenes de replicacion) y genes
marcadores seleccionables. El gen marcador seleccionable facilita la seleccion de
células huésped dentro de las cuales se introduce el vector (ver, por ejemplo, US
Pat. Nos. 4,399,216, 4,634,665 y 5,179,017, todas de Axel et al.). Por ejemplo,
tipicamente el gen marcador seleccionable confiere resistencia a los farmacos, tal
como G418, higromicina o metotrexato, en una célula huésped en la que se ha
introducido el vector. Los genes marcadores seleccionables preferidos incluyen el
gen de reductasa dihidrofolato (DHFR) (para usar en células huésped dhfr con

seleccion/amplificacién de metotrexato) y el gen neo (para la seleccion G418).

Para la expresion de las cadenas ligera y pesada, el(los) vector(es) de
expresion que codifica cadenas pesada y ligera es transfectada en una célula
huésped mediante técnicas estandar. Las diversas formas del término
“transfeccion” estan destinadas a abarcar una amplia variedad de técnicas

comunmente usadas para la introduccién de ADN exégeno en una célula huésped
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procariética o eucariética, por ejemplo electroporacion, precipitaciéon de calcio-
fosfato, transfeccion DEAE-dextrano y similares. Aunque es tedricamente posible
expresar los anticuerpos de la invencion en ya sea células huésped procariéticas o
eucariodticas, la expresiéon de los anticuerpos en células eucariéticas, y mas
preferentemente células huésped de mamifero, es la mas preferida porque dichas
células eucaribticas, y en particular las células de mamifero, es mas probable que
las células procariéticas se ensamblen y secreten un anticuerpo apropiadamente
plegado e inmunolégicamente activo. Se ha reportado que la expresion
procariotica de genes de anticuerpo no-es efectiva para la produccién de altas
producciones de anticuerpo activo [Boss, M. A. y Wood, C. R. (1985) Immunology

Today 6:12-13].

Las células huésped de mamifero preferidas para expresar los anticuerpos
recombinantes de la invencion incluyen células de ovario de hamster chino (CHO),
conjuntamente con un vector tal como el elemento promotor del gen temprano
intermedio principal del citomegalovirus humano [Foecking et al, 1986, Gene
45:101; Cockett et al. (1990) BioTechnology 8:2], células de dhfr-CHO, descritas
en Urlaub y Chasin (1980) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77:4216-4220, usadas con
un marcador seleccionable DHFR, por ejemplo como se describe en R. J.
Kaufman y P. A. Sharp (1982) J. Mol. Biol. 159:601-621), células de mieloma
NSO, células COS y células SP2. En particular, para usar con las células de
mieloma NSO, otro sistema de expresion preferido es el sistema de expresion del
gen GS divulgado en la WO 87/04462 (otorgada a Wilson), WO 89/01036

(otorgada Bebbington) y EP 338,841 (otorgada Bebbington).

Una variedad de sistemas de vector de expresion huésped puede utilizarse
para expresar una molécula de anticuerpo de la invencion. Dichos sistemas de
expresion del huésped representan vehiculos mediante los cuales las secuencias

de codificacién de interés pueden producirse y posteriormente purificarse, pero
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también representan células que, cuando se transforman o transfectan con las
secuencias de codificacién de nucleétido apropiado, pueden expresar la molécula
del anticuerpo de la invencion in situ. Estos pueden incluir pero no se limitan a
microorganismos tales como bacterias (por ejemplo, E. coli, B. subtilis)
transformadas con un ADN bacteriéfago recombinante, ADN plasmido o vectores
de expresion de ADN cosmido que contienen secuencias que codifican un
anticuerpo; levadura (por ejemplo, Saccharomyces, Pichia) transformada con
vectores de expresiéon de levadura recombinante que contienen secuencias que
codifican un anticuerpo; sistemas de células de insectos infectados con vectores
de expresion viral recombinante (por ejemplo, baculovirus) que contienen las
secuencias que codifican el anticuerpo; sistemas de célula de planta infectados
con los vectores de expresion viral recombinante (por ejemplo, virus de mosaico
de la coliflor, CaMV; virus del mosaico del tabaco, TMV) o transformado con los
vectores de expresion de plasmido recombinante (por ejemplo, plasmido Ti)
conteniendo secuencias de codificacién de anticuerpo; o sistemas de célula de
mamifero (por ejemplo, células COS, CHO, BHK, 293, 3T3) promotores que
contienen constructos de expresion récombinante de hospedaje derivados del
genoma de las células de mamifero (por ejemplo, promotor de metalotioneina) o
de virus de mamifero (por ejemplo, el promotor tardio del adenovirus; el promotor

7.5K del virus vaccinia).

En los sistemas bacterianos, un nimero de vectores de expresion puede
seleccionarse ventajosamente, dependiendo del uso destinado para la molécula
del anticuerpo que se esta expresando. Por ejemplo, cuando se va a producir una
gran cantidad de una proteina de este tipo, para la generaciéon de composiciones
farmacéuticas que comprenden una molécula de anticuerpo, pueden ser
convenientes los vectores que dirigen la expresion de niveles altos de productos
de proteina que se purifican faciimente. Dichos vectores incluyen, pero no se

limitan a, el vector de expresion E. coli pUR278 (Ruther et al. (1983) EMBO J.
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2:1791), en el que la secuencia de codificacion del anticuerpo puede estar ligada
individualmente en el vector en el marco con la regién de codificacién lac Z de
modo que se produce una proteina de fusion; vectores pIN [Inouye & Inouye
(1985) Nucleic Acids Res. 13:3101-3109; Van Heeke & Schuster (1989) J. Biol.
Chem. 24:5503-5509]; y los vectores pGEX similares también se pueden usar para
expresar polipéptidos extrafios como proteinas de fusién con glutationa
S-transferasa (GST). En general, dichas proteinas de fusion son solubles y se
pueden purificar facilmente a partir de células lisadas mediante absorcion y unién
a perlas matriz de glutationa-agarosa seguido por elucién en presencia de
glutationa libre. Los vectores pGEX estan disefiados para incluir trombina o sitios
de escision de proteasa Xa de factor de modo que el producto del gen diana

clonado puede ser liberado de la fraccion de GST.

En un sistema de insectos, el virus de polihedrosis nuclear Autographa
californica (AcNPV) se usa como vector para expresar los genes extrafios. El
virus se desarrolla en las células Spodoptera frugiperda. La secuencia que
codifica el anticuerpo puede ser clonada individualmente en regiones no
esenciales (por ejemplo el gen de polihedrina) del virus y se coloca bajo el control
de un promotor AcNPV (por ejemplo el promotor de polihedrina). En células
huésped de mamifero, se puede utilizar un nimero de sistemas de expresion

basados en virus (por ejemplo, un sistema de expresion de adenovirus).

Segln se discuti6 anteriormente, se puede elegir una cepa de célula
huésped la cual modula la expresion de las secuencias insertadas, o modifica y
procesa el producto genético de la forma especifica deseada. Dichas
modificaciones (por ejemplo, glicosilacién) y procesamiento (por ejemplo, escisién)

de productos de proteina pueden ser importantes para la funcion de la proteina.
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Para una produccién de alto rendimiento de largo plazo de los anticuerpos
recombinantes, se prefiere la expresion estable. Por ejemplo, las lineas celulares
que expresan de manera estable un anticuerpo de interés pueden producirse
transfectando las células con un vector de expresion que comprende la secuencia
de nucledtido del anticuerpo y la secuencia de nucleétido de un seleccionable (por
ejemplo, neomicina o higromicina), y seleccionando la expresion del marcador
seleccionable. Dichas lineas celulares disefiadas pueden ser particularmente
utiles en el tamizado y la evaluacion de los compuestos que interactiian directa o

indirectamente con la molécula del anticuerpo.

Los niveles de expresion de la molécula del anticuerpo pueden ser
incrementados mediante la amplificacion del vector [para una revisién, ver
Bebbington y Hentschel, EIl uso de los vectores basados en la amplificaciéon
genética para la expresion de genes clonados en células de mamifero en la
clonacién de ADN, Vol.3. (Academic Press, New York, 1987)]. Cuando un
marcador en el sistema de vector que expresa el anticuerpo es amplificable, el
aumento en el nivel del inhibidor presente en el cultivo de la célula huésped
aumentara el nimero de copias del gen marcador. Debido a que la region
amplificada esta asociada con el gen del anticuerpo, la produccién del anticuerpo

también aumentara [Crouse et al., 1983, Mol. Cell. Biol. 3:257].

Cuando los genes del anticuerpo que codifica los vectores de expresion
recombinante se introducen en las células huéspedes de un mamifero, los
anticuerpos se producen cultivando las células huésped durante un periodo de
tiempo suficiente para permitir la expresion del anticuerpo en las células huésped
0, mas preferentemente, la secrecion del anticuerpo en el medio de cultivo en el
que se desarrollan las células huésped. Una vez que la molécula del anticuerpo
de la invencion ha sido expresada de manera recombinante, esta se puede

purificar mediante cualquier método conocido en la técnica para la purificaciéon de
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una molécula de anticuerpo, por ejemplo, mediante cromatografia (por ejemplo,
cromatografia de intercambio idnico, cromatografia por afinidad tal como con una
proteina A o un antigeno especifico, y cromatografia de columna de tamario),
centrifugacion, solubilidad diferencial, o mediante cualquier otra técnica estandar

para la purificacion de las proteinas.

Alternativamente, cualquier proteina de fusiéon puede purificarse facilmente
utilizando un anticuerpo especifico para la proteina de fusion que es expresada.
Por ejemplo, un Sistema descrito por Janknecht et al. permite la facil purificacion
de las proteinas de fusién no desnaturalizadas expresadas en las lineas celulares
humanas [Janknecht et al., 1991, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88:8972-897]. En
este sistema, el gen de interés es subclonado en un plasmido de recombinacion
de vaccinia de modo que el marco de lectura abierto del gen es traslacional
fusionado a una etiqueta de terminal amino de seis residuos de histidina. La
etiqueta sirve como un dominio de unién de matriz para la proteina de fusion. Los
extractos de las células infectadas con el virus de vaccinia recombinante son
cargados en las columnas de acido nitriloacético Ni**-agarosa y las proteinas
etiquetadas histidina son selectivamente eluidas con tampén que contienen
imidazol.

Caracterizacion de Unién de Anticuerpo a Antigeno

Los anticuerpos que son generados por estos métodos pueden
seleccionarse entonces tamizando primero para la afinidad y la especificidad con
el polipétido purificado de interés y, de ser requerido, comparando los resultados
con la afinidad y la especificidad de los anticuerpos con los polipétidos que se
desean excluir de la unién. Los anticuerpos pueden ser examinados para la unién
con la BST1, por ejemplo, mediante ELISA estandar. El procedimiento de
tamizado puede involucrar inmovilizacién de los polipétidos purificados en

cavidades separadas de placas de microtitulaciéon. La solucién que contiene un
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anticuerpo potencial o grupos de anticuerpos se coloca luego en las respectivas
cavidades de microtitulacién y se incuban durante aproximadamente 30 minutos a
2 horas. Las cavidades de microtitulacién son luego lavadas y un anticuerpo
secundario rotulado (por ejemplo, un anticuerpo anti-ratén conjugado a fosfatasa
alcalina si los anticuerpos producidos son anticuerpos de ratén) se afade a las
cavidades y se incuban durante aproximadamente 30 minutos y luego se lavan. El
sustrato se aflade a las cavidades y una reaccién de color aparecera cuando el

anticuerpo esté presente al (a los) polipétido(s) inmovilizado(s).

Los anticuerpos asi identificados pueden ser Iuego analizados
adicionalmente para la afinidad y la especificidad en el disefio de ensayo
seleccionado. En el desarrollo de inmunoensayos para una proteina diana, la
proteina diana purificada actia como un estandar con el cual se juzga la
sensibilidad y la especificidad del inmunoensayo usando los anticuerpos que se
han seleccionado. Debido a que la afinidad de unién de varios anticuerpos puede
diferir, ciertos pares de anticuerpos (por ejemplo, en ensayos tipo sandwich)
pueden interferir entre si estéricamente, etc., el rendimiento del ensayo de un
anticuerpo puede ser una medida mas importante que la afinidad absoluta y la

especificidad de un anticuerpo.

Los expertos en la técnica reconoceran que se pueden hacer muchos
planteamientos en la produccion de anticuerpos o fragmentos de union y tamizado
y seleccion de afinidad y especificidad para los diversos polipéptidos, pero estos

planteamientos no cambian el ambito de la invencion.

Para determinar si los anticuerpos monoclonales anti-BST1 seleccionados
se unen a los unicos epitopos, cada anticuerpo puede ser biotinilado usando
reactivos comerciaimente disponibles (Pierce, Rockford, IL). Los estudios de

competicion que usan anticuerpos monoclonales no rotulados y anticuerpos
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monoclonales biotinilados se pueden realizar usando las placas de ELISA
recubiertas de BST1. La uniéon mAb biotinilada puede detectarse con una sonda

fosfatasa de estreptavidina-alcalina.

Para determinar el isotipo de los anticuerpos purificados, se puede realizar
ELISAs de isotipo usando reactivos especificos para los anticuerpos de un isotipo

particular.

Los anticuerpos anti-BST1 se pueden examinar adicionalmente para su
reactividad con el antigeno de BST1 mediante Western blot. En resumen, la BST1
se puede preparar y someter a electroforesis de gel de sodio dodecilsulfato
poliacrilamida. Después de la electroforesis, los antigenos separados son
transferidos a las membranas de nitrocelulosa, se bloduean con 10% suero fetal

de ternero, y se sonde6 con los anticuerpos monoclonales que se van a examinar.

La especificidad de uniéon de un anticuerpo de la invencién también se
puede determinar monitoreando la unién del anticuerpo con las células que
expresan BST1, por ejemplo, mediante citometria de flujo. Tipicamente, una linea
celular, tal como una linea celular de CHO, puede ser transfectada con un vector
de expresién que codifica la BST1. La proteina transfectada puede comprender
una etiqueta, tal como una etiqueta myc, preferentemente en el terminal N, para la
deteccion usando un anticuerpo para la etiqueta. La unién de un anticuerpo de la
invencién a la BST1 puede determinarse incubando las células transfectadas con
el anticuerpo, y detectando el anticuerpo unido. La unién de un anticuerpo con la

etiqueta en la proteina transfectada puede usarse como un control positivo.

La especificidad de un anticuerpo de la invencion para la BST1 pueden

estudiarse adicionalmente determinando si el anticuerpo se une o0 no a otras
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proteinas, tal como otro miembro de la familia Eph usando los mismos métodos

mediante los cuales se determind la unién a la BST1.

Inmunoconjugados

En otro aspecto, la presente invencion caracteriza un anticuerpo anti-BST1,
o un fragmento del mismo, conjugado con una fraccion terapéutica, tal como una
citotoxina, un farmaco (por ejemplo, un inmunosupresor) o una radiotoxina.
Dichos conjugados son referidos aqui como ‘“inmunoconjugados”. Los
inmunoconjugados que incluyen una o mas citotoxinas estan referidos como
“‘inmunotoxinas”. Una citotoxina o ‘agente citotoxico incluye un agente que es
perjudicial para las células (por ejemplo, que matan). Los ejemplos incluyen taxol,
citocalasina B, gramicidina D, bromuro de etidio, emetina, mitomicina, etopédsido,
tenopédsido, vincristina, vinblastina, colchicina, doxorubicina, déunorubicina,
dihidroxi antracindiona, mitoxantrona, mitramicina, actinomicina D, 1-
dehidrotestosterona, glucocorticoides, procaina, tetracaina, lidocaina, propranolol,
y puromicina y analogos u homoélogos de los mismos. Los agentes terapéuticos
incluyen ademas, por ejemplo, antimetabolitos (por ejemplo, metotrexato, 6-
mercaptopurina, 6-tioguanina, citarabina, 5-fluorouracil decarbazina), agentes
alquilantes (por ejemplo, mecloretamina, tioepa clorambucil, melfalan, carmustina
(BSNU) y lomustina (CCNU), ciclotosfamida, busulfan, dibromomanitol,
estreptozotocina, mitomicina C, y cis-diclorodiamina plaﬁno (i) (DDP) cisplatino),
antraciclinas (por ejemplo, daunorubicina (anteriormente daunomicina) y
doxorubicina), antibiéticos (por ejemplo, dactinomicina (anteriormente
actinomicina), bleomicina, mitramicina, y antramicina (AMC)), y agentes anti-

mitéticos (por ejemplo, vincristina y vinblastina).

Otros ejemplos preferidos de citotoxinas terapéuticas que se pueden

conjugar a un anticuerpo de la invencion incluyen duocarmicinas, calicheamicinas,
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maytansines y auristatinas, y derivados de los mismos. Un ejemplo de un
conjugado de anticuerpo de calicheamicina estd comercialmente disponible

(Mylotarg®; American Home Products).

Las citotoxinas se pueden conjugar a anticuerpos de la invencion usando
tecnologia de enlazador disponible en la técnica. Loé ejemplos de los tipos de
enlazador que se han usado para conjugar una citotoxina a un anticuerpo
incluyen, pero sin limitacion, hidrazonas, tioéteres, ésteres, disulfuros vy
enlazadores que contienen péptido. Un enlazador puede ser elegido para que
sea, por ejemplo, susceptible a escision por un pH bajo en el compartimiento de
liosoma o susceptible a escision por proteasas, tales como proteasas
preferencialmente expresadas en el tejido tumoral tal como catepsinas (por

ejemplo, catepsinas B, C, D).

Los ejemplos de citotoxinas se describen, por ejemplo, en las Patentes
Estadounidenses Nos. 6,989,452, 7,087,600, y 7,129,261, y en las Solicitudes
PCT Nos. PCT/US2002/17210, PCT/US2005/017804, PCT/US2006/37793,
PCT/US2006/060050, PCT/US2006/060711, WO2006/110476, y la Solicitud de
Patente Estadounidense No. 60/891,028, todas las cuales se incorporan aqui
como réferencia en su totalidad. Para una mayor discusion de los tipos de
citotoxinas, enlazadores y métodos para conjugar los agente terapéuticos a los
anticuerpos, ver también Saito, G. ef al. (2003) Adv. Drug Deliv. Rev. 55:199-215;
Trail, P.A. et al. (2003) Cancer Immunol. /mmunother. 52:328-337; Payne, G.
(2003) Cancer Cell 3:207-212; Allen, T.M. (2002) Nat. Rev. Cancer 2:750-763;
Pastan, |. y Kreitman, R. J. (2002) Curr. Opin. Investig. Drugs 3:1089-1091;

Senter, P.D. y Springer, C.J. (2001) Adv. Drug Deliv. Rev. 53:247-264.

Los anticuerpos de la presente invencion también pueden ser conjugados a

un isétopo radioactivo para generar radiofarmacos citotéxicos, también referidos
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como radioinmunoconjugados. Los ejemplos de los is6topos radioactivos que se
pueden conjugar a anticuerpos para usar diagnéstica o terapéuticamente incluyen,
pero sin limitacion, yodo131, indio111, itrio90 y lutecio177. Los métodos para
preparar radioinmunoconjugados se establecen en la técnica. Los ejemplos de
radioinmunoconjugados estan éomercialmente disponibles, incluyendo Zevalin®
(IDEC Pharmaceuticals) y Bexxar® (Corixa Pharmaceuticals), y los métodos
similares se pueden usar para preparar radioinmunoconjugados usando los

anticuerpos de la invencion.

Los conjugados de anticuerpo de la invenciéon pueden usarse para modificar
una respuesta bioldgica dada, y la fraccion de farmaco no debe interpretarse como
limitada a los clasicos agentes terapéuticos quimicos. Por ejemplo, la fraccién de
farmaco puede ser una proteina o polipéptido que tiene una actividad biolégica
deseada. Dichas proteinas pueden incluir, por ejemblo, una toxina
enzimaticamente activa, o un fragmento activo de la misma, tal como abrina, ricina
A, exotoxina de pseudomonas, o toxina de la difteria; una proteina tal como factor
de necrosis tumoral o interferon-y; o, modificadores de la respuesta biolégica tales
como, por ejemplo, linfocinas, interleucina-1 ("IL-1"), interleucina-2 ("IL-2"),
interleucina-6 ("IL-6"), factor estimulador de la colonia de granulocito macréfago
("GM-CSF"), factor estimulador de la colonia de granuldcito ("G-CSF"), u otros

factores de desarrolio.

Las técnicas para conjugar dicha fraccion terapéutica a los anticuerpos son
bien conocidas, ver, por ejemplo, Arnon ef al., "Anticuerpos monoclonales For
Immunotargeting Of Drugs In Cancer Therapy,” en Anticuerpos monoclonales y
Cancer Therapy, Reisfeld et al. (eds.), pp. 243-56 (Alan R. Liss, Inc. 1985);
Hellstrom et al., "Anticuerpos For Drug Delivery,” en Controlled Drug Delivery (2nd
Ed.), Robinson et al. (eds.), pp. 623-53 (Marcel Dekker, Inc. 1987); Thorpe,

"Anticuerpo Carriers Of Cytotoxic Agents In Cancer Therapy: A Review,” en

Aml



142
106
Anticuerpos monoclonales '84: Biological y Clinical Applications, Pinchera et al.
(eds.), pp. 475-506 (1985); "Analysis, Results, y Future Prospective Of The
Therapeutic Use Of Radiolabeled Anticuerpo In Cancer Therapy,” en Anticuerpos
monoclonales For Cancer Detection y Therapy, Baldwin et al. (eds.), pp. 303-16

(Academic Press 1985), y Thorpe et al., Immunol. Rev., 62:119-58 (1982).

Moléculas Biespecificas

En otro aspecto, la presente invencién caracteriza moléculas biespecificas
que comprenden un anticuerpo anti-BST1, o un fragmento del mismo, de la
invencion. Un anticuerpo de la invencion, o porciones de unién a antigeno del
mismo, puede ser derivado o enlazado con otra molécula funcional, por ejemplo,
otro péptido o proteina (por ejemplo, otro anticuerpo o ligando para un receptor)
para generar una molécula biespecifica que se une con por lo menos dos sitios de
union diferentes o moléculas diana. El anticuerpo de la invencién puede de hecho
ser derivado o enlazado con mas de una molécula funcional para generar \
moléculas multiespecificas que se unen con mas de dos sitios de unién diferentes
y/o moléculas diana; dichas moléculas multiespecificas también estan destinadas
a ser abarcadas por el término “molécula biespecifica” seglin se usa aqui. Para
crear una molécula biespecifica de la invencion, un anticuerpo de la invencién
puede ser enlazado funcionalmente (por ejemplo, mediante acoplamiento quimico,
fusién genética, asociacion no covalente o de otra forma) con una o mas de las
otras moléculas de unién, tal como otro anticuerpo, fragmento de anticuerpo,

péptido o mimético de unién, de modo que resulte una molécula biespecifica.

En consecuencia, la presente invencion incluye moléculas biespecificas que
comprenden por lo menos una primera especificidad de unién para un primer
epitopo diana (es decir BST1) y una segunda especificidad de unién para un

segundo epitodo diana. El segundo epitopo diana puede estar presente en la
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misrﬁa proteina diana como aquella mediante la primera especificidad de unién; o
el segundo epitopo diana puede estar presente de una proteina diana diferente a
la enlazada por la primera proteina a la enlazada por la primera especificidad de
union. El segundo epitopo diana puede estar presente en la misma célula que el
primer epitopo diana (es decir BST1); o el segundo epitopo diana puede estar
presente en una diana que no es mostrada por la célula que muestra el primer
epitopo diana. Segun se usa aqui, el término ‘especificidad de unién’ se refiere a

una fraccién que comprende por lo menos un dominio variable de anticuerpo.

En una modalidad de la invencion, el segundo epitopo diana es un receptor
Fc, por ejemplo, receptor FcyRI humano (CD64) o un receptor Fca humano
(CD89). Por lo tanto, la invencién incluye moléculas biespecificas capaces de
unirse tanto a FcyR o FcaR que expresa las células efectoras (por ejemplo,
monocitos, macréfagos o células polimorfonucleares (PMNs), y a células diana
que expresan BST1. Estas moléculas biespecificas que tienen como objetivo
BST1 que expresan células para la célula efectora y activan las actividades de la
célula efectora mediada por el receptor Fc, tal como fagocitosis de células que
expresan BST1, la citotoxicidad mediada por la célula dependiente del anticuerpo

(ADCC), la liberacion de citoquina, o generacion de anién superdxido.

En otra modalidad de la invencién, el segundo epitopo diana es CD3 o CD5.
Por lo tanto, la invencién incluye moléculas biespecificas capaces de unirse tanto
a las células efectoras que expresan CD3 o CD5 (por ejemplo, células T
citotoxicas que expresan CD3 o CD5), y a células diana que expresan BST1.
Estas moléculas biespecificas diana BST1 que expresan células a la célula
efectora y accionan las actividades de la célula efectora mediadas por CD3 o CD5,
de modo que la expansioén clonal de la célula T la citotoxicidad de la célula T. En
esta modalidad, el anticuerpo biespecifico de la invencion puede tener un total de

ya sea dos o tres dominios variables de anticuerpo, en donde la primera porcion

At
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del anticuerpo biespecifico es capaz de reclutamiento de la actividad de una célula
efectora inmune humana uniendo especificamente a un antigeno efector
localizado en la célula efectora inmune humana, en la que el antigeno efector es el
antigeno humano CD3 o CD5, consistiendo dicha primera porciéon de una dominio
variable de anticuerpo, y una segunda porcién de anticuerpo biespecifico que es
capaz de unirse especificamente con un antigeno diana diferente al antigeno
efector por ejemplo BST1, estando dicho antigeno diana localizado en una célula
diana diferente a dicha célula efectora inmune humana, y comprendiendo dicha

segunda porcién uno o dos dominios variables de anticuerpo.

En una modalidad de la invencién en la que la molécula biespecifica es
multiespecifica, la molécula puede incluir ademas una tercera especificidad de
union, ademas de una especificidad de unién anti-Fc o especificidad de union anti-
CD3 o CD5 y una especificidad de union anti-BST1. En una modalidad, la tercera
especificidad de unién es una porcién del factor anti-mejora (EF), por ejemplo, una
molécula que se une a una proteina de superficie involucrada en una actividad de
citotoxicidad y aumenta de este modo la respuesta inmune contra la célula diana.
La “porcion del factor anti-mejora” puede ser un anticuerpo, un fragmento de
anticuerpo funcional o un ligando que se une a una molécula dada, por ejemplo,
un antigeno o un receptor, y da como resultado una mejora del efecto de los
determinantes de unién para el receptor Fc o el antigeno de la célula diana. La
“porcion del factor anti-mejora” puede unir un receptor Fc o un antigeno de la
celula diana. Alternativamente, la porcién del factor anti-mejora puede unirse a
una entidad que es diferente de la entidad a la que se une las primera y segunda
especificidad de unién. Por ejemplo, Ia porcion del factor anti-mejora puede unir
una célula T citotéxica (por ejemplo, via CD2, CD3, CD8, CD28, CD4, _CD40,
ICAM-1 u ofra célula inmune que da como resultado una respuesta inmune

aumentada frente a la célula diana).
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En una modalidad, las moléculas biespecificas de la invencion comprenden
como una especificidad de unién por lo menos un anticuerpo, o un fragmento de
anticuerpo del mismo, incluyendo, por ejemplo, un Fab, Fab', F(ab'),, Fv, Fd, dAb
o Fv de una sola cadena. El anticuerpo también puede ser un dimero de cadena
ligera o cadena pesada, o cualquier fragmento minimo del mismo tal como un Fv o
un constructo de una sola cadena como se describe en la Patente Estadounidense

No. 4,946,778, cuyo contenido esta expresamente incorporado como referencia.

En una modalidad, la especificidad de uniéon para un receptor de Fcy se
proporciona mediante un anticuerpo monoclonal, cuya unién no esta blogueada
por la inmunoglobulina humana G (IgG). Segln se usa aqui, el término "receptor
de IgG " se refiere a cualquiera de los ocho genes de cadena y localizados en el
cfomosoma 1. Estos genes codifican un total de doce isoformas de
transmembrana o de receptor soluble que estan agrupadas en tres clases de
receptor de Fcy: FcyRI (CD64), FcyRI(CD32), y FeyRIl (CD16). En una modalidad
preferida, el receptor de Fcy es un FcyRl humano de alta afinidad. El FcyRlI
humano es una molécula 72 kDa, que muestra una alta afinidad para el IgG (108-
10° M"") monomérico.

La produccién y caracterizacién de ciertos anticuerpos monoclonales anti-
Fcy preferidos se describen en la Publicacion PCT WO 88/00052 y la Patente
Estadounidense No. 4,954,617, cuyos planteamientos se incorporan
completaménte aqui como referencia. Estos anticuerpos se unen con un epitopo
de FcyRlI, FeyRIl o FeyRIIl en un sitio que es distinto del sitio de unién de Fcy del
receptor y, de este modo, su unién no esta bloqueada sustancialmente por los
niveles fisiolégicos de 1gG. Los anticuerpos anti-FcyRI especificos Utiles en esta
invencion son mAb 22, mAb 32, mAb 44, mAb 62 y mAb 197. La hibridoma que
produce mAb 32 esta disponible en la American Type Culture Collection, ATCC

Acceso No. HB9469. En otras modalidades, el anticuerpo receptor de anti-Fcy
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receptor es una forma humanizada del anticuerpo monoclonal 22 (H22). La
produccion y caracterizacion del anticuerpo H22 se describe en Graziano, R.F. et
al. (1995) J. Immunol 155 (10): 4996-5002 y la Publicacion PCT WO 94/10332. El
anticuerpo H22 que produce la linea celular fue depositado en ia American Type

Culture Collection bajo designacion HA022CL1 y tiene el acceso No. CRL 11177.

En incluso otras modalidades preferidas, la espécificidad de unidn para un
receptdr de Fc es proporcionada por un anticuerpo que se une con un receptor
humano de IgA, por ejemplo, un receptor Fc-alfa [FcaRI (CD89)], cuya unién no
esta preferentemente bloqueada por la inmunoglobulina humana A (IgA). El
término “receptor de IgA” esta destinado a incluir la produccion genética de un gen
a (FcaRl) localizado en el cromosoma 19. Este gen es conocido por codificar
varias isoformas de transmembrana alternativamente empalmadas de 55 a 110
kDa. El  FcaRlI (CD89) estd constitutivamente expresada en
monocitos/macrofagos, granulocitos eosinofilicos y neutrofilicos, pero no en
poblaciones de células no efectoras. El FcoRl tiene afinidad media (~ 5 x 10’ M)
para tanto IgA1 como para IgA2, que aumenta con la exposicién a las citoquinas
tales como G-CSF o GM-CSF [Morton, H.C. ef al. (1996) Critical Reviews in
Immunology 16:423-440]. Cuatro anticuerpos monoclonales FcaRI-especificos,
identificados como A3, A59, A62 y A77, que unen FcaRI fuera del dominio de
uniéon del ligando IgA, han sido descritos [Monteiro, R.C. et al. (1992) J. Immunol.

148:1764).

FcaRl y FcyRl son receptores de activaciéon para usar en las moléculas
biespecificas de la invencion porque estos (1) se expresan principalmente en
células efectoras inmunes, por ejemplo, monocitos, PMNs, macréfagos y células
dentriticas; (2) se expresan a altos niveles (por ejemplo, 5,000-100,000 por célula);

(3) son mediadores de actividades citotoxicas (por ejemplo, ADCC, fagocitosis); y

e
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(4) median la presentacion del antigeno mejorado de los antigenos, incluyendo

autoantigenos, dirigidos a los mismos.

Los anticuerpos que se pueden emplear en las moléculas biespecificas de
la invencién son anticuerpos monoclonales de murino, humanos, quiméricos y

humanizados.

Las moléculas biespecificas de la presente invencién se pueden preparar
conjugando las especificidades de union del constituyente, por ejemplo, las
especificidades de uniéon anti-FcR, anti-CD3, anti-CD5 y anti-BST1, usando
métodos conocidos en la técnica. Por ejemplo, la especificidad de unién de cada
molécula biespecifica puede ser generada de manera separada y luego
conjugarse entre si. Cuando las especificidades son proteinas o péptidos, una
variedad de agentes de acoplamiento o reticulacién se puede usar para la
conjugacion covalente. Los ejemplos de agentes de reticulacion incluyen proteina
A, carbodiimida, N-succinimidil-S-acetil-tioacetato (SATA), acido 5,5'-ditiobis(2-
nitrobenzoico) (DTNB), o-fenilenodimaleimida (oPDM), N-succinimidil-3-(2-
piridilditio)propionato  (SPDP), y  sulfosuccinimidil  4-(N-maleimidometil)
ciclohexano-1-carboxilato (sulfo-SMCC) [ver por ejemplo, Karpovsky et al. (1984)
J. Exp. Med. 160:1686; Liu, MA et al. (1985) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82:8648].
Otros métodos incluyen los descritos en Paulus (1985) Behring Ins. Mitt. No. 78,
118-132; Brennan ef al. (1985) Science 229:81-83, y Glennie et al. (1987) J.
Immunol. 139: 2367-2375. Los agentes de conjugaciéon preferidos son SATA y

sulfo-SMCC, ambos disponibles en Pierce Chemical Co. (Rockford, IL)].

Se realizé un trabajo bivalente adicional para los biespecificos disefiando
una unién dual en los formatos similares al anticuerpo de longitud completa (Wu et
al., 2007, Nature Biotechnology 25[11]:1290-1297; USSN12/477,711; Michaelson

et al., 2009, mAbs 1[2]:128-141; PCT/US2008/074693; Zuo et al., 2000, Protein
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Engineering 13[5]:361-367, USSN09/865,198; Shen et al., 2006, J Biol Chem
281[16]:10706-10714; Lu et al, 2005, J Biol Chem 280[20]:19665-19672;

PCT/US2005/025472; expresamente incorporados aqui como referencia).

Cuando las especificidades de unién son anticuerpos, estas se pueden
conjugar via unién sulfidrilo de regiones bisagra de terminal C de las dos cadenas
pesadas. En una modalidad particularmente preferida, la regiéon bisagra es
modificada para contener un numero impar de residuos de sulffidrilo,

preferentemente uno, antes de la conjugacion.

Alternativamente, ambas especificidades de union pueden ser codificadas
en el mismo vector y expresadas y ensambladas en la misma célula huésped.
Este método es particularmente (til cuando la molécula biespecifica es una
proteina de fusion mAb x mAb, mAb x Fab, Fab x F(ab'), o ligando x Fab. Una
molécula biespecifica de la invencion puede ser una molécula de una sola cadena
que comprende un anticuerpo de una sola cadena y un determinante de unién, o
una molécula biespecifica de una sola cadena que comprende dos determinantes
de unién. Las moléculas biespecifica pueden comprender por lo menos dos
moléculas de una sola cadena. Los métodos para preparar moléculas
biespecfficas se describen por ejemplo en las Patentes Estadounidenses Nameros
5,260,203; 5,455,030; 4,881,175; 5,132,405; 5,091,513; 5,476,786; 5,013,653;
5,258,498; y 5,482,858, todas las cuales se incorporan expresamente aqui como

referencia.

La unién de las moléculas biespecificas con sus dianas especificas puede
confirmarse mediante, por ejemplo, ensayo de inmunoabsorcién ligados a enzimas
(ELISA), radioinmunoensayo (RIA), analisis FACS, bioensayo (por ejemplo,
inhibicion del desarrollo), o ensayo Western Blot. Cada uno de estos ensayos

generalmente detecta la presencia de complejos de proteina-anticuerpo de interés

“3
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particular empleando un reactivo rotulado (por ejemplo, un anticuerpo) especifico
para el complejo de interés. Por ejemplo, los complejos del anticuerpo FcR
pueden ser detectados usando por ejemplo un anticuerpo enlazado con enzima o
un fragmento de anticuerpo que reconoce y se une especificamente con los
complejos de anticuerpo-FcR.  Alternativamente, los complejos pueden ser
detectados usando una variedad de otros inmunoensayos. Por ejemplo, el
anticuerpo puede ser radioactivamente rotulado y usado en un radioinmunoénsayo
(RIA) (ver, por ejemplo, Weintraub, B., Principles of Radioimmunoassays, Seventh
Training Course on Radioligand Assay Techniques, The Endocrine Society, Marzo,
1986, que se incorpora aqui como referencia). El isétopo radioactivo puede ser
detectado mediante medios tales como un contador y o un contador de centelleo o

‘mediante autoradiografia.

Fragmentos de Anticuerpo y Miméticos de Anticuerpo

La presente invencién no esta limitada a los anticuerpos tradicionales y
puede ponerse en practica mediante el uso de fragmentos de anticuerpo y
miméticos de anticuerpo. Como se detalla mas adelante, una amplia variedad de
tecnologias de fragmentos de anticuerpo y miméticos de anticuerpo se ha
desarrollado ahora y son ampliamente conocidas en la técnica. Si bien un numero
de estas tecnologias, tales como anticuerpos de dominio, Nanobodies, vy
UniBodies usan fragmentos de, u otras modificaciones a, las estructuras
tradicionales de anticuerpo, hay ademas tecnologias alternativas, tales como
Affibodies, DARPIns, Anticalins, Avimers, y Versabodies que emplean estructuras
de unién que, mientras imitan la unién tradicional del anticuerpo, se generan a

partir de y funcionan via distintos mecanismos.

Los anticuerpos de dominio (dAbs) son las unidades mas pequefias de

union funcional de anticuerpos, que corresponden con las regiones variables de ya
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sea las cadenas pesada (Vy) o ligera (V) de los anticuerpos humanos. Los
Anticuerpo de Dominio tienen un peso molecular de aproximadamente 13 kDa.
Domantis ha desarrollado una serie de bibliotecas grandes y altamente
funcionales de Vy y V. dAbs humanas (mas de diez mil millones de secuencias
diferentes en cada biblioteca), y utiliza estas bibliotecas para seleccionar dAbs que
son especificos para las dianas terapéuticas. Contrariamente a muchos
anticuerpos convencionales, los anticuerpos de dominio estan bien expresados en
Ids sistemas bacterianos, de levadura y sistemas de célula de mamifero. Mayores
detalles de anticuerpos de dominio y métodos de produccién de los mismos
pueden obtenerse refiriéndose a las Patentes Estadounidenses Nos. 6,291,158:
6,582,915; 6,593,081; 6,172,197, 6,696,245; US Serie No. 2004/0110941: solicitud
de patente Europea No. 1433846 y Patentes Europeas 0368684 & 0616640;
WO05/035572, WO04/101790, WO04/081026, WO04/058821, WO04/003019 y
WO03/002609, cada una de las cuales se incorpora aqui como referencia en su

totalidad.

Los Nanobodies son proteinas terapéuticas derivadas de un anticuerpo que
contienen propiedades estructurales y funcionales Unicas de anticuerpos de
cadena pesada que se presentan de manera natural. Estos anticuerpos de
cadena pesada contienen un Unico dominio variable (VHH) y dos dominios
constantes (Cy2 y Cx3). De manera importante, el dominio clonado y aislado VHH
es un polipétido perfectamente estable que hospeda la capacidad completa de
unién a antigeno del anticuerpo de cadena pesada original. Los Nanobodies
tienen una alta homologia con los dominios V4 de los anticuerpos humanos y
pueden ser ademas humanizados sin ninguna pérdida de actividad. De manera
importante, los Nanobodies tienen un bajo potencial inmunogénico, el cual se ha

confirmado en estudios con primates con compuestos de plomo Nanobody.

150
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Los Nanobodies combinan las ventajas de los anticuerpos convencionales
con caracteristicas importantes de farmacos de molécula pequena. Al igual que
- los anticuerpos convencionales, los Nanobodies muestran una alta especificidad
de diana, una alta afinidad para su diana y una baja toxicidad inherente. Sin
embargb, como los farmacos de molécula pequefia estos pueden inhibir enzimas y
acceder faciimente a las grietas del receptor. Mas aun, los Nanobodies son
sumamente estables, se pueden administrar por medios diferentes a la inyeccién
(ver, por ejemplo, la WO 04/041867, la cual se incorpora aqui como referencia en
su totalidad) y son de facil fabricacion. Las otras ventajas de los Nanobodies
incluyen el reconocimiento de los epitopos comunes y ocultos como resultado de
su tamafio pequefio, la unioén en las cavidades o sitios activos de las dianas de
proteina con alta afinidad y selectividad debido a su flexibilidad tridimensional
Unica, flexibilidad del formato del farmaco, adaptacion de la vida media y facil y

rapido descubrimiento del farmaco.

Los Nanobodies son codificados mediante genes individuales y se producen
eficientemente en casi todos los huéspedes procaridticos y eucariéticos por
ejemplo, E. coli (ver por ejemplo, US 6,765,087, la cual se incorpora aqui como
referencia en su totalidad), moldes (por ejemplo Aspergillus o Trichoderma) y
levadura (por ejemplo Saccharomyces, Kluyveromyces, Hansenula o Pichia) (ver,
por ejemplo, US 6,838,254, la cual se incorpora aqui como referencia en su
totalidad). El proceso de produccién es escalable y se han producido cantidades
en kilogramos de Nanobodies. Debido a que los Nanobodies presentan una
estabilidad superior comparada con los anticuerpos convencionales, estos se

pueden formular como una solucion lista para usar y de larga vida util.

El método de Nanoclon (ver, por ejemplo, la WO 06/079372, la cual se
incorpora aqui como referencia en su totalidad) es un método de propietario para

generar Nanobodies frente a una diana deseada, en base a una seleccion
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automatizada de altura-totalidad de las células B y se podrian usar en el contexto

de la presente invencion.

Los UniBodies representan otra tecnologia de fragmento de anticuerpo; sin
embargo esta se basa en la remocion de la region bisagra de los anticuerpos
IgG4. La eliminacion de la region bisagra da como resultado una molécula que es
esencialmente la mitad del tamafio de los anticuerpos IgG4 tradicionales y tiene
una region de unién univalente antes que la region de unién bivalente de los
anticuerpos 1gG4. También es bien conocido que los anticuerpos IgG4 son inertes
y de este modo no interactuan con el sistema inmune, lo cual puede ser ventajoso
para el tratamiento de enfermedades en donde no se desea una respuesta
inmune, y esta ventaja se pasa a los UniBodies. Por ejemplo, los UniBodies
pueden funcionar para inhibir o silenciar, pero no matar, las células a las cuales se
unen. Adicionalmente, la unién del UniBody con las células cancerosas no las
estimulan para que proliferen. Ademas, debido a que los UniBodies son
aproximadamente la mitad del tamafio de los anticuerpos IgG4 tradicionales, estos
pueden mostrar una mejor distribucién en tumores sélidos mas grandes con una
eficacia potencialmente ventajosa. Los UniBodies son limpiados del cuerpo a una
velocidad similar a la totalidad de anticuerpos IgG4 y estan en condiciones de
unirse con una afinidad similar para sus antigenos como anticuerpos totales. FMas
detalles sobre los UniBodies se pueden obtener con referencia a la publicacion de
patente WO2007/059782, la cual se incorpora aqui como referencia en su

totalidad.

Las moléculas de Affibody representan una nueva clase de proteinas de
afinidad en base a un dominio de proteina de residuo 58-aminoacido, derivada de
uno de los dominios de unién a IgG de proteina estafilococica A. Este dominio de
grupo de tres hélilces ha sido usado como un andamio para la construccién de las

bibliotecas fagémidas combinatorias, desde las que las variantes de Affibody que
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tiene como objetivo las moléculas deseadas se pueden seleccionar usando la
tecnologia de presentaciéon de fagos [Nord K, Gunneriusson E, Ringdahl J, Stahi
S, Uhlen M, Nygren PA (1997) ‘Binding proteinas selected from combinatorial
libraries of an a-helical bacterial receptor domain’ Nat Biotechnol 15:772-7.
Ronmark J, Gronlund H, Uhlen M, Nygren PA (2002) ‘Human immunoglobulin A
(IgA)-specific ligands from combinatorial engineering of protein A’ Eur J Biochem.
269:2647-55.]. La estructura simple y robusta de las moléculas del Affibody en
combinaciéon con su bajo peso molecular (6 kDa), las hacen apropiadas para una
amplié variedad de aplicaciones, por ejemplo, como reactivos de deteccion
[Ronmark J. et al. (2002) ‘Construction y characterization of affibody-Fc chimeras
produced in Escherichia coli J Immunol Methods 261:199-211] y to inhibit receptor
interactions [Sandstorm K, Xu Z, Forsberg G, Nygren PA (2003) ‘Inhibition of the
CD28-CD80 co-stimulation signal by a CD28-binding Affibody ligand developed by
combinatorial protein engineering’ Protein Eng 16:691-7]. Mayores detalles de
Affibodies y métodos de produccion de los mismos se pueden obtener con
referencia a la Patente Estadounidense No. 5831012 la cual se incorpora aqui

como referencia en su totalidad.

Los Affibodies rotulados también pueden ser utiles en aplicaciones de

formacion de imagenes para determinar la abundancia de isoformas.

Las DARPins (Designed Ankyrin Repeat Proteinas) (proteinas disefiadas
con repeticiébn de anquirina) son un ejemplo de una tecnologia de mimético de
anticuerpo DRP (Designed Repeat Protein) (proteina con repeticiéon disefiada) que
se ha desarrollado para explotar las capacidades de unién de los polipéptidos que
no son de anticuerpo. Las proteinas con repeticién tales como las proteinas con
repeticion de anquirina o enriquecidas con leucina, son moléculas de unién ubicua,
que se presentan, a diferencia de los anticuerpos, intra y extracelularmente. Su

Unica arquitectura modular caracteriza las unidades estructurales de repeticién
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(repeticiones), que se juntan entre si para formar dominios de repeticiéon alargarda
que muestran superficies de union a antigeno variable y modular. En base a su
- modularidad, se pueden generar bibliotecas combinatorias de polipéptidos con
especificidades de unién altamente diversificadas. Esta estrategia incluye el
disefio de consenso de las repeticiones autocompatibles que muestran residuos

superficiales variables y su ensamblaje aleatorio en los dominios de repeticion.

Las DARPins se pueden producir en sistemas de expresion bacteriana con
rendimientos altos y pertenecen a las proteinas mas estables conocidas. Se han
seleccionado las DARPins altamente especificas, de alta afinidad para un rango
amplio de proteinas diana, que incluyen receptores humanos, citoquinas,
quinasas, proteasas humanas, virus y proteinas de membrana. Se pueden
obtener DARPIns que tienen afinidades en el rango de nanomolar de un solo digito

a picomolar.

Las DARPins se han usado en un amplio rango de aplicaciones, incluyendo
ELISA, ELISA sandwich, analisis citométrico de flujo (FACS), inmunohistoquimica
(IHC), aplicaciones de chip, purificacion por afinidad o Western blot. Las
DARPins también demostraron ser altamente activas en el compartimiento
intracelular, por ejemplo, como proteinas marcadoras intracelular fusionadas con
la proteina fluorescente verde (GFP). Las DARPins se usaron ademas para inhibir
la entrada viral con IC50 en el rango pM. Las DARPins no son solamente ideales
para bléquear las interacciones de proteina-proteina, si no ademas para inhibir las
enzimas. Las proteasas, quinasas y transportadores han sido exitosamente
inhibidas, muy a menudo de un modo de inhibiciébn alostérico. Los
enriquecimientos sumamente rapidos y especificos en el tumor y el tumor muy
favorable para las proporciones de sangre forman las DARPins bien apropiadas

para los planteamientos de diagnéstico o terapéuticos in vivo.
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La informacion adicional respecto a las DARPIns y otras tecnologias DRP
se pueden encontrar en la Publicaciéon de Solicitud de Patente Estadounidense
No. 2004/0132028, y la Publicacién de Patente Internacional No. WO 02/20565,

siendo ambas incorporadas aqui como referencia en su totalidad.

Los anticalinas representan una tecnologia adicional de mimético de
anticuerpo. Sin embargo en este caso la especificidad de union se deriva de las
lipocalinas, una familia de proteinas de bajo peso molecular que estan natural y
abundantemente expresadas en tejidos humanos y fluidos corporales. Las
lipocalinas han evolucionado para realizar una serie de funciones in vivo
asociadas con el transporte fisiolégico y el almacenamiento de compuestos
quimicamente sensibles o insolubles. Las lipocalinas tienen una estructura
intrinseca robusta que comprende un tronco B altamente conservado que soporta
cuatro circuitos en una terminal de la proteina. Estos circuitos forman la entrada a
un bolsillo de unién y se diferencia de manera conformacional en esta parte de la
molécula que da cuenta de la variacién en la especificidad de unién entre las

lipocalinas individuales.

Si bien la estructura total de los circuitos hipervariables soportados por un
marco de lamina B conservado es reminiscente de inmunoglobulinas, las
lipocalinas difieren considerablemente de los anticuerpos en términos de tamaifio,
estando compuestas de una Unica cadena de polipéptido de 160-180 aminoacidos

que es marginalmente mayor que un Gnico dominio de inmunoglobulina.

Las lipocalinas son clonadas y sus circuitos se someten a disefio para crear
Anticalinas. Las bibliotecas de Anticalinas estructuralmente diversas han sido
generadas y la presentacion de Anticalina permite la seleccién y el tamizado de la
funcién de unioén, seguido por la expresiéon y produccion de una proteina soluble

para un posterior analisis en los sistemas procariéticos o eucariticos. Los
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estudios han demostrado exitosamente que las Anticalinas pueden desarrollarse,
que son especificas para virtualmente cualquier proteina diana humana, que
pueden aislarse y que se pueden obtener afinidades de unién en el rango

nanomolar o superior.

Las Anticalinas también se pueden formatear como proteinas de
direccionamiento dual, denominadas Duocalinas. Una Duocalina une dos dianas
terapéuticas separadas en una proteina monomérica facilmente producida usando
procesos de elaboracion estandar mientras se conserva la especificidad diana y la
afinidad independientemente de la orientacion estructural de sus dos dominios de

union.

La modulacién de dianas multiples mediante una sola molécula es
particularmente ventajosa en enfermedades que se sabe que comprenden mas de
un dnico factor causal. Mas aun, los formatos de unién bi o multivalente tales
como Duocalinas tienen un potencial significativo en las moléculas de supefficie
celular de direccionamiento en la enfermedad, en la mediacion de los efectos
agonisticos en las vias de transduccién de sefial o la induccién de los efectos de
internalizacién mejorada via unién y agrupacion de los receptores de superficie
celular. Mas auln, la estabilidad intrinseca alta de las Duocalinas es comparable
con las Anticalinas monomeéricas, ofreciendo una formulacion flexible y potencial

de administracion para las Duocalinas.

La informacién adicional respecto a las Anticalinas se puede encontrar en la
Patente Estadounidense No. 7,250,297 y la Publicacion de Patente Internacional
No. WO 99/16873, siendo ambas incorporadas aqui como referencia en su

totalidad.
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Otra tecnologia de mimético de anticuerpo Util en el contexto de la presente
invencion son los Avimeros. Los Avimeros evolucionan de una familia grande de
dominios del receptor extracelular humano mediante arrastramiento exén in vitro y
presentacion en fagos, generando proteinas de multidominio con propiedades de
union y de inhibicion. Se ha demostrado que el enlace de dominios de unién
independiente mdltiple crea avidez y da como resultado una afinidad mejorada y
especificidad comparado con las proteinas convencionales de unién a un solo
antigeno. Otras ventajas potenciales incluyen una produccién simple y eficiente
de moléculas multidiana-especificas en Escherichia coli, termoestabilidad
mejorada y resistencia a las proteasas. Los Avimeros con afinidades

subnanomolares se han obtenido frente a una variedad de dianas.

Informacién adicional respecto a los Avimeros se puede encontrar en las
Publicaciones de Patente Estadounidense Nos. 2006/0286603, 2006/0234299,
2006/0223114, 2006/0177831, 2006/0008844, 2005/0221384, 2005/0164301,
2005/0089932, 2005/0053973, 2005/0048512, 2004/0175756, todas las cuales se

incorporan aqui como referencia en su totalidad.

Los Versabodies representan otra tecnologia de mimético de anticuerpo
que podria usarse en el contexto de la presente invencion. Los Versabodies son
proteinas pequefias de 3-5 kDa con >15% cisteinas, que forman un andamio de
alta densidad de disulfuro, reemplazando el ndcleo hidréfobo que tienen las
proteinas tipicas. El reemplazo de un nimero grande de aminoacidos hidréfobos,
que comprende el nucleo hidréfobo, con un nimero pequefio de disulfuros da
como resultado una proteina que es mas pequefia, mas hidréfila (menos
agregacion y unién no especifica), mas resistente a las proteasas y el calor, y
tiene menor densidad de los epitopos de célula T, porque los residuos que

contribuyen mas a la presentacion MHC son hidroéfobos. Se sabe bien que todas
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estas cuatro propiedades afectan la inmunogenicidad, y se espera que juntas

causen una gran disminucién de la inmunogenicidad.

La inspiracibn para los Versabodies proviene de los productos
biofarmacéuticos inyectables naturales producidos por sanguijuelas, serpientes,
aranas, escorpiones, caracoles, y anémonas, que se sabe que presentan
inmunogenicidad inesperadamente baja. Comenzando con las familias de
proteinas naturales seleccionadas, disefiando y tamizando el tamafo, la
hidrofobicidad, el procesamiento de antigeno proteolitico y la densidad del epitopo
se minimizan a niveles muy por debajo del promedio para las proteinas

inyectables naturales.

Dada la estructura de los Versabodies, estos miméticos de anticuerpo
ofrecen un formato versatil que incluye muitivalencia, multiespecificidad, una
diversidad de mecanismos de vida media, médulos de direccionamiento de tejido y
la ausencia de la regién del anticuerpo Fc. Mas aun, los Versabodies son
elaborados en E. coli a altos rendimientos, y debido a su hidrofilicidad y tamario
pequenio, los Versabodies son altamente solubles y pueden ser formulados a altas
concentraciones. Los Versabodies son estables excepcionalmente calientes (se

pueden hervir) y ofrecen una vida util extendida.

Informacién adicional respecto a los Versabodies se puede encontrar en la
Publicaciéon de Solicitud de Patente Estadounidense No. 2007/0191272 la cual se

incorpora aqui como referencia en su totalidad.

La descripcion detallada del fragmento de anticuerpo y las tecnologias de
mimético de anticuerpo anteriormente proporcionadas no pretenden ser una lista
completa de todas las tecnologias que podrian usarse en el contexto de la

presente descripcion. Por ejemplo, y ademas no a manera de limitacion, una
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variedad de tecnologias‘adicionales que incluyen tecnologias alternativas basadas
en polipéptido, tales como fusiones de las regiones de determinacién de la
complimetariedad como lo bosqueja Qui et al. (2007) Nature Biotechnology
25(8):921-929, la cual se incorpora aqui como referencia en su totalidad, asi como
las tecnologias basadas en acido nucleico, tales como las tecnologias de
aptamero ARN descritas en las Patentes Estadounidenses Nos. 5,789,157,
5,864,026, 5,712,375, 5,763,566, 6,013,443, 6,376,474, 6,613,526, 6,114,120,
6,261,774, y 6,387,620, todas las cuales se incorporan aqui como referencia, se

pueden usar en el contexto de de la presente invencion.

Composiciones Farmacéuticas

En otro aspecto, la presente invencién proporciona una composicion, por
ejemplo, una composicion farmacéutica, que contiene uno o una combinacién de
anticuerpos monoclonales, o porcion(es) de unién a antigeno de los mismos, de la
presente invencion, formulados junto con un portador farmacéuticamente
aceptable. Dichas composiciones pueden incluir uno o una combinacion de (por
ejemplo, dos o mas diferentes) anticuerpos, o inmunoconjugados o moléculas
biespecificas de la invenciéon. Por ejemplo, una composicion farmacéutica de la
invencion puede comprender una combinacion de anticuerpos (o
inmunoconjugados o biespecificos) que se unen a diferentes epitopos en el

antigeno diana o que tienen actividades de complementariedad.

Las composiciones farmacéuticas de la invencién también se pueden
administrar en una terapia de combinacién, es decir, combinadas con otros
agentes. Por ejemplo, la terapia de combinacién puede incluir un anti-anticuerpo
de la presente invencién combinado con por lo menos otro agente antitumoral, o
un agente antiinflamatorio o inmunosupresor. Los ejemplos de agentes

terapeuticos que se pueden usar en una terapia de combinacion se describen mas
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detalladamente a continuacién en la seccién sobre los usos de los anticuerpos de

la invencién.

Segun se usa aqui, un “portador farmacéuticamente aceptable” incluye
cualquiera o todos los solventes, medios de dispersion, recubrimientos, agentes
antibacterianos y antifingicos, agentes de retardo isoténico y de la absorcién, y
similares que son fisiolégicamente compatibles. Preferentemente, el portador es
apropiado para la administracion intravenosa, intramuscular, subcutanea,
parenteral, espinal o epidérmica (por ejemplo, mediante inyeccion o infusion).
Dependiendo de la ruta de administracion, el compuesto activo, es decir, el
anticuerpo, el inmunoconjugado, o la molécula biespecifica, puede estar recubierto
de un material para proteger el compuesto de la accion de acidos y otras

condiciones naturales que pueden inactivar el compuesto.

Los compuestos farmacéuticos de la invencion pueden incluir una o mas
sales farmacéuticamente aceptables. Una “sal farmacéuticamente aceptable” se

refiere a una sal que conserva la actividad biolégica deseada del compuesto

original y no imparte efectos toxicolégicos no deseados [ver, por ejemplo, Berge,

S.M,, et al. (1977) J. Pharm. Sci. 66:1-19]. Los ejemplos de dichas sales incluyen
sales de adiciéon de acido y sales de adicion de base. Las sales de adicion de
acido incluyen las derivadas de acidos inorganicos no toxicos, tales como
clorhidrico, nitrico, fosférico, sulfarico, bromhidrico, yodhidrico, fosforoso y
similares, asi como de acidos organicos no téxicos tales como acidos alifaticos
mono y dicarboxilico, acidos alcanoico sustituidos con fenilo, acidos hidroxi
alcanoico, acidos aromaticos, acidos alifatico y aromatico sulfénico y similares. Las
sales de adicién de base incluyen las derivadas de metales de tierra alcalina, tal
como sodio, potasio, magnesio, calcio y similares, asi como de aminas organicas
no toxicas, tales como N,N'-dibenciletiienodiamina, N-metilglucamina,

cloroprocaina, colina, dietanolamina, etilenodiamina, procaina y similares.
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Una composiciéon farmacéutica de la invencién puede incluir ademas un
antioxidante farmacéuticamente aceptable. Los ejemplos de antioxidantes
farmacéuticamente aceptables incluyen: (1) antioxidantes hidrosolubles, tales
como acido ascoérbico, clorhidrato de cisteina, bisulfato de sodio, metabilsulfito de
sodio, sulfito de sodio y similares; (2) antioxidantes solubles en aceite, tales como
palmitato de ascorbilo, hidroxianisol butilado (BHA), hidroxitolueno butilado (BHT),
lecitina, galato de propilo, alfa-tocoferol, y similares; y (3) agentes quelantes de
metal, tal como acido citrico, acido etilenediaminotetraacético (EDTA), sorbitol,

acido tartarico, acido fosférico, y similares.

Los ejemplos de portadores apropiados acuosos y no acuosos que se
pueden emplear en las composiciones farmacéuticas de la invencién incluyen
agua, etanol, polioles (tal como glicerol, propilenglicol, polietilenglicol, y similares),
y mezclas apropiadas de los mismos, aceites vegetales, tal como aceite de oliva, y
ésteres orgénicos inyectables, tal como oleato de etilo. La fluidez apropiada
puede mantenerse, por ejemplo, mediante el uso de materiales de recubrimiento,
tal como lecitina, mediante el mantenimiento del tamaiio de particula requerido en

el caso de las dispersiones, y mediante el uso de surfactantes.

Las composiciones pueden ademas contener adyuvantes tales como
conservantes, agentes humectantes, agentes emulsionantes. La prevencion de la
presencia de microorganismos puede asegurarse tanto mediante procesos de
esterilizacién, arriba, y mediante la inclusiéon de varios agentes antibacterianos y
antifingicos, por ejemplo, parabeno, clorobutanol, acido sérbico de fenol, y
similares. También puede ser deseable incluir agentes isoténicos, tales como
azucares, cloruro de sodio, y similares en las composiciones. Ademas, la

absorcién prolongada de la forma farmacéutica inyectable puede ser provocada
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por la inclusion de agentes que retardan la absorcion tal como aluminio

monoestearato y gelatina.

Los portadores farmacéuticamente aceptables incluyen soluciones acuosas
estériles o dispersiones y polvos estériles para la preparacion extemporanea de
soluciones o dispersiones estériles inyectables. El uso de dichos medios y
agentes para las sustancias farmacéuticamente activas es conocido en la técnica.
Excepto en la medida en que cualquiera de los medios o agentes convencionales
se incompatible con el compuesto activo, se contempla el uso del mismo en las
composiciones farmacéuticas de la invencion. Los compuestos activos

suplementarios también se pueden incorporar en las composiciones.

Las composiciones terapéuticas tienen que ser tipicamente estériles y
estables bajo condiciones de fabricacion y almacenamiento. La composicién
puede formularse como una solucién, microemulsion, liposoma, u otra estructura
ordenada apropiada para una alta concentracion de farmaco. El portador puede
ser un solvente o un medio de dispersion que contiene, por ejemplo, agua, etanol,
poliol (por ejemplo, glicefol, propilenglicol, y polietileneglicol liquido, y similares), y
mezclas apropiadas de los mismos. La fluidez apropiada puede mantenerse, por
ejemplo, mediante el uso de un recubrimiento tal como lecitina, mediante el
mantenimiento del tamafo de particula requerido en el caso de la dispersion y
mediante el uso de surfactantes. En muchos casos, sera preferible incluir agentes
isotonicos, por ejemplo, azlcares, polialcoholes tales como manitol, sorbitol, o
cloruro de sodio en la composicion.  La absorcién prolongada de las
composiciones inyectables puede ser provocada incluyendo en la composicion un

agente que retarda la absorcion, por ejemplo, sales de monoestearato y gelatina.

Las soluciones inyectables estériles se pueden preparar incorporando el

compuesto activo en la cantidad requerida en un solvente apropiado con uno o
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una combinacion de ingredientes anteriormente enumerados, segun se requiera,
seguido por microfiltracion por esterilizacion. Por lo general, las dispersiones se
preparan incorporando el compuesto activo en un vehiculo estéril que contiene un
medio de dispersién basico y los otros ingredientes requeridos de aquellos
anteriormente enumerados. En el caso de los polvos estériles para la preparacion
de las soluciones de soluciones inyectables estériles, los métodos preferidos de
preparacion son secado al vacio y secado por congelacion (liofilizacién) que
producén un polvo del ingrediente activo mas cualquier ingrediente deseado

adicional de una solucién previamente estéril y filtrada del mismo.

La cantidad del ingrediente activo que se puede combinar con un material
portador para producir una forma de dosificacion individual variara dependiendo
del sujeto que esta siendo tratado, y el modo particular de administracién. La
cantidad de ingrediente activo que se puede combinar con un material portador
para producir una forma de dosificacién individual sera por lo general aquella
cantidad de la composicién que produce un efecto terapéutico. Por lo general,
fuera de 100 por ciento, esta cantidad fluctuara desde aproximadamente 0.01 por
ciento a aproximadamente 99 por ciento del ingrediente activo, preferentemente
desde aproximadamente 0.1 por ciento a aproximadamente 70 por ciento, mas
preferentemente desde aproximadamente 1 por ciento a aproximadamente 30 por
ciento del ingrediente activo en combinacion con un portador farmacéuticamente

aceptable.

Los regimenes de dosificacion para proporcionar la respuesta optima
deseada (por ejemplo, una respuesta terapéutica). Por ejemplo, un Unico bolo
puede administrarse, varias dosis divididas pueden administrarse durante el
tiempo o la ddsis puede reducirse o aumentarse proporcionalmente segln lo
indiquen las exigencias de la situacion terapéutica. Es especialmente ventajoso

formular composiciones parenterales en una forma unitaria de dosificaciéon para
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una facil administracion y uniformidad de la dosificacién. La forma de unidad de
dosificacion segun se usa aqui se refiere a las unidades fisicamente discretas
adecuadas como dosificaciones unitarias para los sujetos que se van a tratar;
cada unidad contiene una cantidad predeterminada de compuesto activo calculada
para producir el efecto terapéutico deseado en colaboracion con el portador
farmacéutico requerido. La especificacion de las formas unitarias de dosificacion
de la invencién son dictadas por y dependen directamente de (a) las Unicas
caracteristicas del compuesto activo y el efecto terapéutico particular que se va a
conseguir, y (b) las limitaciones inherentes en la técnica de la formacion de
compuestos tales como un compuesto activo para el tratamiento de sensibilidad

en los individuos.

Para la administraciéon del anticuerpo, la dosificacién fluctia desde
aproximadamente 0.0001 a 100 mg/kg, y mas usualmente 0.01 a 5 mg/kg, del
peso corporal del huésped. Por ejemplo, las dosificaciones pueden tener 0,3
mg/kg por peso corporal, 1 mg/kg por peso corporal, 3 mg/kg por peso corporal, 5
mg/kg por peso corporal o 10 mg/kg por peso corporal o en el rango de 1-10
mg/kg. Un régimen de tratamiento ejemplar involucra administracion una vez por
semana, una vez cada dos semanas, una vez cada tres semanas, una vez cada
cuatro semanas, una vez al mes, una vez cada 3 meses o una vez cada 6 meses.
Los regimenes de dosificacion preferida para un anticuerpo anti-BST1 de la
invencion incluyen 1 mg/kg por peso corporal o 3 mg/kg por peso corporal via
administracién intravenosa, usando el anticuerpo dado los siguientes esquemas
de dosificacién: (i) cada cuatro semanas para seis dosificaciones, luego cada tres
meses; (ii) cada tres semanas; (iii) 3 mg/kg por peso corporal una vez seguida por

1 mg/kg por peso corporal cada tres semanas.

En algunos métodos, dos o mas anticuerpos monoclonales con diferentes

espeCificidades de unidn se administran simultAneamente, en cuyo caso la
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dosificacion de cada anticuerpo administrado cae dentro de los rangos indicados.
El anticuerpo es usualmente administrado en multiples ocasiones. Los intervalos
entre las dosificaciones individuales pueden ser, por ejemplo, semanalmente,
mensualmente, cada tres meses o anualmente. Los intervalos también pueden
ser irregulares segun se indica mediante la medicién de los niveles de sangre del
anticuerpo al antigeno diana en el paciente. ‘En algunos meétodos, la dosificacion
‘se regula para conseguir una concentracion de anticuerpo de plasma de
aproximadamente 1-1000 ug /ml y en algunos métodos aproximadamente 25-300

Mg /ml.

Alternativamente, el anticuerpo puede ser administrado como una
formulacion de liberacion sostenida, en cuyo caso se requiere una administracion
menos frecuente. La dosificacion y la frecuencia varian dependiendo de la vida
atil del anticuerpo en el paciente. En general, los anticuerpos humanos muestran
la vida util mas larga, seguido por los anticuerpos humanizados, los anticuerpos
quimericos, y los anticuerpos no humanos. La dosificacién y la frecuencia de
administracion pueden variar dependiendo de si el tratamiento es profilactico o
terapéutico. En aplicaciones profilacticas, se administra una dosificacion
relativamente baja a intervalos relativamente poco frecuente durante un periodo
prolongado de tiempo. Algunos pacientes contintian recibiendo el tratamiento por
el resto de sus vidas. En aplicaciones terapéuticas, se requiere algunas veces
una dosificacién relativamente alta a intervalos relativamente cortos hasta que el
avance de la enferfnedad se reduce o termina, y preferentemente hasta que el
paciente muestra una mejora parcial o completa de los sintomas de la
enfermedad. Posteriormente, al paciente se le puede administrar un régimen

profilactico.

Los niveles reales de dosificacion de los ingredientes activos en las

composiciones farmacéuticas de la presente invencion pueden ser variados para
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obtener una cantidad de ingrediente activo para conseguir la respuesta terapéutica
deseada para un paciente particular, composicién, y modo de administracién, sin
ser toxico para el paciente. El nivel de dosificacion seleccionado dependera de
una variedad de factores farmacocinéticos incluyendo la actividad de las
composiciones particulares de la presente invencion empleada, o el éster, sal o
amida de los mismos, ruta de administracion, tiempo de administracién, velocidad
de excrecidbn del compuesto particular que es empleado, la duracion del
tratamiento, otros farmacos, compuestos y/o materiales usados en combinacion
con las composiciones particulares empleadas, la edad, el sexo, el peso, las
condiciones, la salud general y la historia médica anterior del paciente que esta

siendo tratado, y factores similares bien conocidos en la técnica médica.

Una “dosificacion terapéuticamente efectiva” de un anticuerpo anti-BST1 de
la invencion da como resultado préferentemente una disminucién de la gravedad
de los sintomas de la enfermedad, un aumento en la frecuencia y duracion de los
periodoé sin sintoma de la enfermedad, o un prevencion de la discapacidad o
incapacidad debido a la afliccion de la enfermedad. Por ejemplo, para el
tratamiento de los tumores mediados por la BST1, una “dosificacion
terapéuticamente efectiva” inhibe preferentemente el crecimiento celular o el
crecimiento del tumor en por lo menos 20%, mas preferentemente por menos
40%, incluso mas preferentemente en por lo menos aproximadamente 60%, e
incluso mas preferentemente en por lo menos aproximadamente 80% respecto a
los sujetos no tratados. La capacidad de un compuesto para inhibir el crecimiento
del tumor puede ser evaluada en un sistema de modelo animal predictivo de la
eficacia en tumores humanos. Alternativamente, esta propiedad de una
composicion puede ser evaluada examinando la capacidad del compuesto para
inhibir el crecimiento celular, dicha inhibicion puede medirse in vifro mediante
ensayos conocidos por el experto en la materia. Una cantidad terapéuticamente

efectiva de un compuesto terapéutico puede disminuir el tamarfio del tumor, o por
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el contrario mejorar los sintomas en un sujeto. Un experto en la técnica estaria en
condiciones de determinar dichas cantidades basado en dichos factores como el
tamafo del sujeto, la gravedad de los sintomas del sujeto, y la composicion

particular o la ruta de administracion seleccionada.

Una composicion de la presente invencion se puede administrar via una o
mas rutas de administracion usando una o mas de una variedad de métodos
conocidos en la técnica. Como sera apreciado por el experto en la técnica, la ruta
y/o modo de administracién variara dependiendo de los resultados deseados. Las
rutas preferidas de administracion para los anticuerpos de la invencidn incluyen
rutas de administracién intravenosa, intramuscular, intradérmica, intraperitoneal,
subcutanea, espinal u otras rutas de administracién parenteral, por ejemplo
mediante inyeccién o infusion. La frase “administracion parenteral” segin se usa
aqui se refiere a los modos de administracion diferentes a la administracion enteral
y topica, usualmente mediante inyeccion, e incluye, sin limitacién, inyeccion o
infusién intravenosa, intramuscular, intraarterial, intratecal, intracapsular,
intraorbital, intracardiaca, intradérmica, intraperitoneal, transtraqueal, subcutanea,
subcuticular, intraarticular, subcapsular, subaracnoidea, intraespinal, epidural e

intrasternal.

Alternativamente, un anticuerpo de la invencién puede ser administrado via
una ruta de administracion no parenteral, tal como topica, epidérmica o mucosa,

~ por ejemplo, intranasal, oral, vaginal, rectal, sublingual o tépica.

Los compuesto activos pueden prepararse con portadores que protegeran
el compuesto contra una rapida liberacion, tal como una formulacién de liberacion
controlada, incluyendo implantes, parches transdérmicos, y sistemas de
administracion microencap.sulada. Se pueden usar polimeros biocompatibles,

biodegradables, tales como etileno acetato de vinilo, polianhidridos, &cido
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poliglicélico, colageno, poliortoésteres, y acido polilactico. Muchos métodos para
la preparacion de dichas formulaciones son patentados o generalmente conocidos
por los expertos en la técnica [ver, por ejemplo, Sustained y Controlled Release

Drug Delivery Systems (1978) J.R. Robinson, ed., Marcel Dekker, Inc., N.Y].

Las composicionés terapéuticas pueden ser administradas con dispositivos
meédicos conocidos en la técnica. Por ejemplo, en una modalidad preferida, una
composicion terapéutica de la invencién puede ser administrada con un dispositivo
de inyeccion hipodérmica sin aguja, tal como los dispositivos divulgados en las
Patentes Estadounidenses Nos. 5,399,163; 5,383,851: 5,312,335; 5,064,413;
4,941,880; 4,790,824; 0 4,596,556. Los ejemplos de implantes y médulos bien
conocidos utiles en la presente invencion incluyen: la Patente Estadounidense No.
4,487,603, la cual divulga una bomba de micro-infusiéon implantable para dispensar
la medicaciébn a una velocidad controlada; la Patente Estadounidense No.
4,486,194, la cual divulga un dispositivo terapéutico para administrar
medicamentos a través de la piel; la Patente Estadounidense No. 4,447,233, la
cual divulga una bomba de infusion de medicacién a una velocidad precisa de
infusién; la Patente Estadounidense No. 4,447,224, la cual divulga un aparato de
infusién implantable de flujo variable para administracion continua de un farmaco;
la Patente Estadounidense No. 4,439,196, la cual divulga un sistema de
administracién de farmaco osmético que tiéne compartimientos de multiples
camaras; y la Patente Estadounidense No. 4,475,196, la cual divulga un sistema
de administracion de farmaco osmético. Estas patentes se incorporan aqui como
referencia. Muchos otros implantes, sistemas de administracién, y médulos de

este tipo son conocidos por los expertos en la técnica.

En ciertas modalidades, los anticuerpos monoclonales de la invencion
pueden formularse para asegurar una apropiada distribucién in vivo. Por ejemplo,

la barrera hematoencefalica (BBB) excluye muchos de los compuestos altamente
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hidrofilos. Para asegurar que los compuestos terapéuticos de la invencion crucen
la BBB (si se desea), estos pueden ser formulados, por ejemplo, en liposomas.
Para los métodos de fabricacion de liposomas, ver, por ejemplo, las Patentes
Estadoﬁnidense 4,522,811, 5,374,548; y 5,399,331. Los liposomas pueden
comprender una o mas fracciones que son selectivamente transportadas en las
células u organos especificos, de este modo se mejora la administraciéon del
farmaco direccionado [ver, por ejemplo, V.V. Ranade (1989) J. Clin. Pharmacol.
29:685]. Las fracciones ejemplares de direccionamiento incluyen folato o biotina
(ver, por ejemplo, Patente Estadounidense 5,416,016.); manésidos [Umezawa et
al. (1988) Biochem. Biophys. Res. Commun. 153:1038]; anticuerpos [P.G.
Bloeman et al. (1995) FEBS Lett. 357:140; M. Owais et al. (1995) Antimicrob.
Agents Chemother. 39:180]; receptor A de proteina surfactante [Briscoe et al.
(1995) Am. J. Physiol. 1233:134]; p120 [Schreier et al. (1994) J. Biol. Chem.
269:9090}; ver ademas K. Keinanen; M.L. Laukkanen (1994) FEBS Lett. 346:123;

J.J. Killion; 1.J. Fidler (1994) Immunomethods 4:273.

Usos y Métodos

Los anticuerpos, las composiciones de anticuerpo y los métodos de la
presente invencion tienen numerosas utilidades de diagnéstico y terapéuticas in
vitro e in vivo que comprenden la diagnosis y el tratamiento de trastornos

mediados por la BST1.

En algunas modalidades, estas moléculas pueden administrarse a las
células en el cultivo, in vitro o ex vivo, o a sujetos humanos, por ejemplo, in vivo,
para tratar, prevenir y para diagnosticar una variedad de trastornos. Segun se usa
aqui, el término "sujeto” esta destinado a incluir humanos y animales no humanos.
Los animales no humanos incluyen todos los vertebrados, por ejemplo, mamiferos

y no mamiferos, tales como primates no humanos, ovejas, perros, gatos, vacas,
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caballos, pollos, anfibios y reptiles. Los sujetos preferidos incluyen pacientes
humanos que tienen trastornos mediados por la actividad de la BST1. Los
meétodos son particularmente apropiados para tratar pacientes humanos que
tienen un trastorno asociado con la expresion aberrante de BST1. Cuando los
anticuerpos para BST1 se administran junto con otro agente, los dos pueden ser

administrados en cualquier orden o de manera simultanea.

Dada la unién especifica de los anticuerpos de la invencién para la BST1,
los anticuerpos de la invencion se pueden usar para detectar especificamente la
expresion de la BST1 en la superficie de las células y, ademas, se pueden usar

para purificar la BST1 via purificacién por inmunoafinidad.

Mas aln, dada la expresion de la BST1 en las células tumorales, los
anticuerpos, las composiciones de anticuerpo y los métodos de la presente
invencién se pueden usar para tratar a un sujeto con un trastorno tumorigénico,
por ejemplo, un trastorno caracterizado por la presencia de células tumorales que
expresan BST1 incluyendo, por ejemplo leucemia mieloide aguda (AML), leucemia
linfocitica cronica de células B, cancer de mama, cancer colorectal, cancer de
rifién, cancer de cabeza y cuello, cancer de pulmén, cancer de ovario y cancer
pancreatico. Se ha demostrado que la BST1 se internaliza en la unién del
anticuerpo como se ilustra en el siguiente Ejemplo 5, permitiendo de este modo
que los anticuerpos de la invencion se usen en cualquier mecanismo de accién de
carga util por ejemplo, un planteamiento ADC, un radicinmunoconjugado, o

planteamiento ADEPT.

En una modalidad, los anticuerpos (por ejemplo, anticuerpos monoclonales,
moléculas multiespecifica y moléculas y composiciones biespecificas vy
multiespecificas) de la invencién se pueden usar para detectar los niveles de

BST1, o los niveles de células que contienen la BST1 en su superficie de

=70
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membrana, cuyos niveles pueden ser luego vinculados con ciertos sintomas de
enfermedad. Alternativamente, los anticuerpos se pueden usar para inhibir o
bloquear la function de la BST1 que, a su vez, puede vincularse con la prevencién
0 mejora de ciertos sintomas de enfermedad, implicando por lo tanto la BST1
como un mediador de la enfermedad. Esto puede conseguirse contactando una
muestra y una muestra de control con el anticuerpo anti-BST1 bajo condiciones
que permitan la formacién de un complejo entre el anticuerpo y la BST1.
Cualquiera de los complejos formados entre el anticuerpo y la BST1 son

detectados y comparados en la muestra y el control.

En otra modalidad, los anticuerpos (por ejemplo, los anticuerpos
monoclonales, las moléculas y las composiciones multiespecificas y biespecificas)
de la invencion pueden examinarse inicialmente para unir la actividad asociada
con el uso terapéutico o de diagnéstico in vitro. Por ejemplo, las composiciones
de la invencion pueden examinarse usando los ensayos citométricos de flujo

descritos en los siguientes Ejemplos.

Los anticuerpos (por ejemplo, anticuerpos monoclonales, moléculas,
inmunoconjugados y composiciones muiltiespecificos y biespecificos) de la
invencion tienen una utilidad adicional en la terapia y el diagnéstico de las
enfermedades relacionadas con la BST1. Por ejemplo, anticuerpos monoclonales,
las moléculas multiespecificas o biespecificas y los inmunoconjugados se pueden
usar para elicitar in vivo o in vifro una o mas de las siguientes actividades
biolégicas: inhibir el desarrollo de y/o la muerte de una célula que expresa BST1;
mediar la fagocitosis 0 ADCC de una célula que expresa BST1 en presencia de

celulas efectoras humanas, o bloquear la unién del ligando BST1 con BST1.

En una modalidad particular, los anticuerpos (por ejemplo, los anticuerpos

monoclonal, las moléculas y las composiciones multiespecificas y biespecificas)

il
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se usan in vivo para tratar, prevenir o diagnosticar una variedad de enfermedades
relacionadas con la BST1. Los ejemplos de las enfermedades relacionadas con la
BST1 incluyen, entre otros, tejidos de cancer humano que representan leucemia
mieloide aguda (AML), leucemia linfocitica crénica de célula B, cancer de mama,
cancer colorectal, cancer de rifion, cancer de cabeza y cuello, cancer de pulmoén,

cancer de ovario y cancer pancreatico.

Las rutas de administracién apropiadas de las composiciones de anticuerpo
(por ejemplo, anticuerpos monoclonales, moléculas e inmunoconjugados
multiespecificos y biespecificos) de la invencién in vivo e in vitro son bien
conocidas en la técnica y pueden ser seleccionadas por los expertos en la técnica.
Por ejemplo, las composiciones de anticuerpo se pueden administrar mediante
inyeccion (por ejemplo, intravenosa o subcutanea). Las dosificaciones apropiadas
de las moléculas usadas dependera de la edad y el peso del sujeto y la

concentracion y/o formulacion de la composicion del anticuerpo.

Como se describié previamente, los anticuerpos anti-BST1 de la invencién
se pueden co-administrar con uno o mas agentes terapéuticos, por ejemplo, un
agente citotéxico, un agente radiotéxico o un agente inmunosupresor. El
anticuerpo puede ser enlazado con un agente (como un inmunocomplejo) o se
puede administrar por separado del agente. En el ultimo caso (administracién
separada), el anticuerpo se puede administrar antes, después o concurrentemente
con el agente o puede ser co-administrado con otras terapias conocidas, por
ejemplo, una terapia contra el cancer, por ejemplo, radiacién. Dichos agentes
terapéuticos incluyen, entre otros, agentes anti-neoplasicos tales como
doxorubicina (adriamicina), sulfato de bleomicina cisplatino, carmustina,
clorambucil, y hidroxiurea ciclofosfamida que, por si mismos, son solamente
efectivos a niveles que son toxicos o subtoxicos para un paciente. El cisplatino es

administrado en forma intravenosa como una dosis de 100 mg/kg una vez cada



137

cuatro semanas y la adriamicina se administra de manera intravenosa como una
dosis de 60-75 mg/ml una vez cada 21 dias. Otros agentes apropiados para la co-
administracion con los anticuerpos de la invencion incluyen otros agentes usados
para el tratamiento de canceres, por ejemplo, leucemia mieloide aguda (AML),
leucemia linfocitica cronica de células B, cancer de mama, cancer colorectal,
cancer de rifidn, cancer de cabeza y cuello, cancer de pulmén, cancer de ovario o
cancer pancreatico, tal como Avastin®, 5FU y gemcitabina. La co-administracién
de los anticuerpos anti-BST1 o los fragmentos de unién a antigeno de los mismos,
de la presente invencién con agentes quimioterapéuticos proporciona dos agentes
anticancerigenos que operan via diferentes mecanismos que producen un efecto
citotoxico para las células tumorales humanas. Dicha co-administracién puede
solucionar los problemas debido al desarrollo de la resistencia a los farmacos o un
cambio en la antigenicidad de las células tumorales que las haran no reactivas con

el anticuerpo.

Las células efectoras diana-especificas, por ejemplo, las células efectoras
enlazadas con las composiciones (por ejemplo, anticuerpos monoclonales,
moléculas multiespecificas y biespecificas) de la invencién también se pueden
usar como agentes terapéuticos. Las células efectoras para el direccionamiento
pueden ser leucocitos humanos tales como macrofagos, neutréfilos o monocitos.
Otras células incluyen eosindfilos, células naturales que matan y otras células
portadoras del receptor de IgG- o IgA. Si se desea, las células efectoras pueden
ser obtenidas a partir del sujeto que se va a tratar. Las células efectoras diana-
espécificas pueden administrarse como una suspension de células en una
solucion fisiologicamente aceptable. El nimero de células administradas puede
estar en el orden de 10%-10°, pero variara dependiendo del propdsito terapéutico.
En general, la cantidad sera suficiente para obtener la localizacion en la célula

diana, por ejemplo, una célula tumoral que expresa BST1, y para afectar la muerte
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celular mediante, por ejemplo, fagocitosis. Las rutas de administracion también

pueden variar.

La terapia con células efectoras diana-especificas puede realizarse
conjuntamente con otras técnicas para la remocién de células diana. Por ejemplo,
la terapia antitumoral que utiliza las composiciones (por ejemplo, anticuerpos
monoclonales, moléculas multiespecificas y biespecificas) de la invencion y/o las
células efectoras armadas con estas composiciones se pueden usar
conjuntamente con quimioterapia. Adicionalmente, se puede usar la
inmunoterapia para dirigir dos poblaciones efectoras citotoxicas distintas hacia el
rechazo de la célula tumoral. Por ejemplo, los anticuerpos anti-BST1 enlazados
con anti-Fc-gamma RI o anti-CD3 pueden usarse conjuntamente con los agentes

de unidn especificos del receptor IgG- o IgA.

Las moléculas biespecificas y multiespecificas de la invencién también se
pueden usar para modular los niveles FcyR o FcyR en las células efectoras, tal
como mediante nivelacién y eliminacion de los receptores en la superficie celular.

También se pueden usar mezclas de receptores anti-Fc para este propésito.

Las composiciones (por ejemplo, anticuerpos monoclonales, moléculas e
inmunoconjugados multiespecificos y biespecificos) de la invencién que tienen
sitios de uniéon de complemento, tales como las porciones de IgG1, -2, 0 -3 o IgM
que unen el complemento, también pueden usarse en presencia del complemento.
En una modalidad, el tratamiento ex vivo de una poblacién de células que
comprende células diana con un agente de unién de la invencidén y apropiadas
células efectoras puede ser complementado por la adicién de un complemento o
un complemento que contiene suero. La fagocitosis de las células diana
recubiertas con un agente de unién de la invenciéon puede ser mejorada mediante

la unién de las proteinas del complemento. En otra modalidad las células diana
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recubiertas con las composiciones (por ejemplo, anticuerpos monoclonales,
moléculas multiespecificas y biespecificas) de la invenciéon también pueden ser
lisadas mediante el complemento. En incluso otra modalidad, las composiciones

de la invencién no activan el complemento.

Las composiciones ‘(por ejemplo, anticuerpos monoclonales, moléculas e
inmunoconjugados multiespecificos y biespecificos) de la invencién también se
pueden administrar junto con el complemento. En ciertas modalidades, la
presente divulgacién proporciona composiciones que comprenden anticuerpos,
moléculas y suero o complemento multiespecifico o biespecifico.  Estas
composiciones pueden ser ventajosas cuando el complemento esta localizado en
estrecha proximidad con los anticuerpos, moléculas multiespecificas o
biespecificas. Alternativaménte, los anticuerpos, las moléculas multiespecificas o
biespecificas de la invencion y el complemento o suero se puede administrar de

manera separada.

También dentro del ambito de la presente invencion hay kits que
comprenden las composiciones del anticuerpo de la invencion (por ejemplo,
anticuerpos monoclonales, moléculas biespecificas o multiespecificas, o
inmunoconjugados) e instrucciones de uso. El kit puede contener ademas uno o
mas reactivos adicionales, tal como un reactive inmunosupresor, un agente
citotoxico o un agente radiotéxico, 0 uno o mas anticuerpos adicionales de la
invencién (por ejemplo, un anticuerpo que tiene una actividad de
complementariedad que se une a un epitopo en el antigeno de la BST1 distinto del

primer anticuerpo).

En consecuencia, a los pacientes tratados con las composiciones del
anticuerpo de la invencién se les puede administrar adicionalmente (antes de,

simultaneamente con, o después de la administracion de un anticuerpo de la

ai
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invencién) con otro agente terapéutico, tal como un agente citotéxico o radiotoxico,

que mejora o aumenta el efecto terapéutico de los anticuerpos.

En otras modalidades, el sujeto puede ser adicionalmente tratado con un
agente que modula, por ejemplo, mejora o inhibe, la expresion o actividad de los
receptores de Fcy o Fcy mediante, por ejemplo, tratamiento del sujeto con
citoguina. Las citoquinas preferidas para administracion durante el tratamiento
con la molécula multiespecifica incluyen el factor estimulante de las colonias de
granulocitos (G-CSF), el factor estimulante de las colonias granulocito-macréfago

(GM-CSF), el interferén-y (IFN-y), y el factor de necrosis tumoral (TNF).

Las composiciones (por ejemplo, los anticuerpos, las moléculas
multiespecificas y biespecificas) de la invencién también pueden usarse para las
células diana que expresan FcyR o BST1, por ejemplo, para rotular dichas células.
Para dicho uso, el agente de unién puede enlazarse con una molécula que puede
ser detectada. De este modo, la invencion proporciona métodos para la
localizacion de células ex vivo o in vitro que expresan receptores Fc, tal como
FcyR, o BST1. El rotulado detectable puede ser, por ejemplo, un radioisétopo, un

compuesto fluorescente, una enzima, o un co-factor de enzima.

En una modalidad particular, la invencion proporciona métodos para
detectar la presencia del antigeno de BST1 en una muestra, o medir la cantidad
del antigeno BST1, comprendiendo contactar la muestra, y una muestra de
control, con un anticuerpo monoclonal, 0 una porcién de unién a antigeno del
mismo, que se une especificamente a BST1, bajo condiciones que permiten la
formacién de un complejo entre el anticuerpo o una porcién del mismo y BST1. La
formacién de un complejo es luego detectada, en donde una formacién de
complejo de diferencia entre la muestra comparada con la muestra de control es

indicativo de la presencia de un antigeno de BST1 en la muestra.
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En otras modalidades, la invencion proporciona métodos para tratar un
trastorno mediado por la BST1 en un sujeto, por ejemplo, canceres humanos y
enfermedades inflamatorias humanas, incluyendo las enfermedades de la

invencion.

En incluso otra modalidad, los inmunoconjugados de la invencién se
pueden usar para los compuestos diana (por ejemplo, agentes terapéuticos,
etiquetas, citotoxinas, radiotoxinas, inmunosupresores, etc.) para las células que
tienen receptores de superficie celular BST1 enlazando dichos compuestos con el
anticuerpo.  Por ejemplo, un anticuerpo anti-BST1 se puede conjugar con
cualquiera de Ilos compuestos de toxina descritos en las Patentes
Estadounidenses Nos. 6,281,354 y 6,548,530, Solicitudes de Patentes
Estadounidenses Nos. 2003/0050331, 2003/0064984, 2003/0073852, vy
2004/0087497, o publicadas en WO 03/022806. De este modo, la invencién
proporciona ademas métodos para localizar ex vivo o in vivo las células que
expresan BST1 (por ejemplo, con un rétulo detectable, tal como un radiois6topo,
un compuesto fluorescente, una enzima, o un co-factor de enzima).
Alternativamente, los inmunoconjugados se pueden usar para matar células que
tienen receptores de superficie de célula BST1 direccionando las citotoxinas o las

radiotoxinas hacia BST1.

Todas las referencias citadas en esta descripcion, incluyendo sin limitacion
todos los documentos, publicaciones, patentes, solicitudes de patente,
presentaciones, textos, informes, manuscritos, folletos, libros, publicaciones en
Internet, articulos de revistas, publicaciones periddicas, hojas de datos de
productos, y similares, se incorporan como referencia en esta descripcion en su
totalidad. La discusion de las referencias aqui citadas esta destinada a

simplemente resumir las afirmaciones hechas por sus autores, y no se hace

il
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afirmacién alguna de que cualquier referencia constituye técnica anterior y los
solicitantes se reservan el derecho a cuestionar la exactitud y pertinencia de las

referencias citadas.

Aunque la invencién precedente ha sido descrita con cierto detalle a modo
de ilustracion y ejemplo para fines de claridad del entendimiento, sera facilmente
evidente para la persona entendida en la técnica a la luz de los planteamientos de
esta invencion que se pueden hacer a la misma ciertos cambios y modificaciones

sin apartarse del espiritu o0 ambito de las reivindicaciones dependientes.

La presente invencion se ilustra ademas mediante los siguientes ejemplos,

los cuales no deberan interpretarse como una limitacién posterior.

Ejemplo 1: Construccidon de una Biblioteca de Presentacion de Fago

Una proteina recombinante compuesta de aminoacidos 29-292 of BST1
(SEC ID NO:44) fue eucaristicamente sintetizada mediante métodos

recombinantes estandar y se us6 como antigeno para inmunizacion.

Inmunizacién y aislamiento mARN

Una biblioteca de presentacion de fago para identificacion de las moléculas
de union de BST1 se construy6 de la siguiente manera. Ratones A/J (Jackson
Laboratories, Bar Harbor, Me.) se inmunizaron intraperitonealmente con el
antigeno BST1 recombinante (el dominio extracelular), usando 100 ug de proteina
en el adyuvante completo de Freund, el dia 0, y con 100 ug de antigeno el dia 28.
Los sangrados de prueba de los ratones se obtuvieron mediante puncion del seno
retro-orbital. Si, examinando los titulos, se considerara que son altos mediante

ELISA usando el antigeno biotinilado BST1 inmovilizado via neutravidina (Reacti-

R
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Bind™) Placas de Poliestireno Recubiertas de NeutrAvidin(TM), Pierce, Rockford,
lll.), los ratones fueron reforzados con 100 ug de proteina el dia 70, 71y 72, con el
posterior sacrificio y esplenectomia el dia 77. Si los titulos del anticuerpo no se
consideraron satisfactorios, los ratones fueron reforzados con 100 ug de antigeno
el dia 56 y se tomd un sangrado de prueba el dia 63. Si se obtuvieron titulos
satisfactorios, los animales fueron reforzados con 100 pg de antigeno el dia 98,

99, y 100 y los bazos se cosecharon el dia 105.

Los bazos fueron cosechados en una campana de flujo laminar y se
transfirieron a una placa de Petri, recortando y descartando la grasa vy el tejido
conectivo. Los bazos se fueron macerados rapidamente con el émbolo a partir de
una jeringa estéril de 5 cc en presencia de 1.0 ml de la solucién D (25.0 g de
tiocianato de guanidina (Boehringer Mannheim, Indianapolis, ind.), 29.3 ml de
agua estéril, 1.76 ml 0.75 M citrato de sodio pH 7.0, 2.64 ml 10% sarkosy! (Fisher
Scientific, Pittsburgh, Pa.), 0.36 ml de 2-mercaptoetanol (Fisher Scientific,
Pittsburgh, Pa.). Esta suspensién del bazo fue impulsada a través de una aguja
de calibre 18 hasta que las células fueron lisadas y la solucion viscosa fue
transferida a un tubo de centrifuga. La placa de Petri se lavé con 100 pl de la
solucion D para recuperar cualquier bazo remanente. Esta suspensién fue luego

impulsada a través de una aguja de calibre 22 otras 5-10 veces.

La muestra se dividi6 uniformemente entre los dos tubos de
microcentrifuga y se afadio lo siguiente, en orden, con mezcla mediante inversion
después de cada adicion: 50 yl 2 M de acetato de sodio pH 4.0, 0.5 ml fenol
saturado en agua (Fisher Scientific, Pittsburgh, Pa.), 100 pl cloroformo/alcohol
isoamilico 49:1 (Fisher Scientific, Pittsburgh, Pa.). La solucién se agita en vortex
durante 10 segundos y se incubd en hielo durante 15 minutos. Después de la
centrifugacién a 14 krpm durante 20 minutos a 2-8°C, la fase acuosa se transfirié a

un tubo nuevo. Se afadi6 un volumen igual de fenol saturado con

1%
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agua:cloroformo: alcohol isoamilico (50:49:1), y el tubo se agité con vortex durante
diez segundos. Después de 15 minutos de incubacion en hielo, la muestra fue
centrifugada durante 20 minutos a 2-8°C, y la fase acuosa se transfiri6 a un tubo
nuevo y se precipitd con un volumen igual de isopropanol a -20°C durante un
minimo de 30 minutos. Después de la centrifugacion a 14 krpm durante 20 min a
4°C, eI‘ sobrenadante fue aspirado, los tubos, giraron brevemente y todos los

rastros de liquido se removieron de la bolita de ARN.

Las bolitas de ARN se disolvieron cada una en 300 pl de la solucion D, se
combinaron y se precipitaron con un volumen igual de isopropanol a -20°C durante
un minimo de 30 minutos. La muestra fue centrifugada a 14 krpm durante 20
minutos a 4°C, el sobrenadante se aspiré como antes, y la muestra se enjuagé
con 100 pl de 70% de etanol enfriado con hielo. La muestra fue nuevamente
centrifugada a 14 krpm durante 20 minutos a 4°C, la solucién de etanol a 70% fue
aspirada, y la bolita de ARN se sec6 al vacio. La bolita se suspendi6é nuevamente
en 100 pl de agua estéril tratada con dietil pirocarbonato. La concentracion fue
determinada mediante A260 usando una absorbancia de 1.0 para una

concentracion de 40 pg/ml. Los ARNs se almacenaron a -80°C.

Preparacion del ADN Complementario (CADN)

El ARN total purificado de bazos de ratén como se describid
anteriormente se usé directamenté como patroén para preparacion de cADN. El
ARN (50 ug) se diluyé a 100 pL con agua estéril, y se afadié 10 pL de 130 ng/uL
oligo dT12 (sintetizado en el sintetizador de ADN de Applied Biosystems Modelo
392). La muestra se calenté durante 10 minutos a 70°C, luego se enfrié en hielo.
Se anadié6 cuarenta pyL 5* del primer regulador de filamento (Gibco/BRL,
Gaithersburg, Md.), junto con 20 pL 0.1 M de ditiotreitol (Gibco/BRL, Gaithersburg,

Md.), 10 pL 20 mM de trifosfatos de desoxinucledsido (dNTP's, Boehringer

130



145

Mannheim, Indianapolis, Ind.), y 10 uL de agua en hielo. La muestra fue luego
incubada a 37°C durante 2 minutos. Se afadié diez pL de transcriptasa inversa
(Superscript™) Il, Gibco/BRL, Gaithersburg, Md.) y se continué con la incubacién a
37°C durante 1 hora. Los productos de cADN se usaron directamente para la

reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).

Amplificacion de los Genes de Anticuerpo mediante PCR

Para amplificar sustancialmente todos los genes de cadena H y L usando
PCR, los cebadores fueron elegidos para que correspondan con sustancialmente
todas las secuencias publicadas. Debido a que las secuencias de nucleétido de
terminales amino de H y L contienen una considerable diversidad, 33
oligonucleédtidos se sintetizaron para servir como cebadores 5' para las cadenas
de H, y 29 oligonucleétidos se sintetizaron para servir como cebadores 5' para las
cadenaé kappa L como se describe en US 6,555,310. Las secuencias de
nucledtido de region constante para cada cadena requirieron solamente un

cebador 3' para las cadenas H y un cebador 3' para las cadenas kappa L.

Una reacciéon de 50 uL se realiz6 para cada par cebador con 50 umol de
cebador 5', 50 ymol de cebador 3', 0.25 puL Tag ADNA Polimerasa (5 unidades/pL,
Boehringer Mannheim, Indianapolis, Ind.), 3 uL cADN (preparado como se
describid), 5 yL 2 mM dNTP's, 5 pL. 10*Taq tampén de ADN polimerasa con MgCi2
(Boehringer Mannheim, Indianapolis, Ind.), y H,O a 50 yL. La amplificaciéon se
- realiz6 usando un termociclador GeneAmp(R) 9600 (Perkin Elmer, Foster City,
Calif.) c‘:on el siguiente programa de termociclador: 94°C durante 1 vminuto; 30
ciclos de 94°C durante 20 segundos, 55°C durante 30 segundos y 72°C durante

30 segundos 72°C durante 6 minutos; 4°C.
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Los productos dsADN del proceso PCR fueron luego sometidos a PCR
asimétrico usando solamente un cebador 3' para generar sustancialmente solo el
filamento antisentido de los genes diana. Se realiz6 una reaccién de 100 pL para
cada producto dsADN con 200 umol del cebador 3', 2 yL de un producto ds-ADN,
0.5 yL Taq de ADN Polimerasa, 10 yL 2 mM dNTP's, 10 uL 10*Taq de tamp6n de
ADN polimerasa con MgCl, (Boehringer Mannheim, Indianapolis, Ind.), y H,O a
100 pyL. EI mismo programa PCR como el descrito anteriormente se us6 para

amplificar el (ss)-ADN de un solo filamento.

Purificaciéon del y de un Solo Filamento mediante Cromatografia Liquida de Alto

Rendimiento y Tratamiento con Quinasa de ADN de un Solo Filamento

Los productos ss-PCR de cadena H y los productos PCR de un solo
filamento de cadena L se precipitaron con etanol afiadiendo 2.5 volimenes de
etanol y 0.2 volumenes de 7.5 M de acetato de amonio y se incubaron a -20°C
durante por lo menos 30 minutos. EI ADN se form6 en bolitas mediante
centrifugacién en una centrifuga de Eppendorf a 14 krpm durante 10 minutos a 2-
8°C. EI sobrenadante se aspire cuidadosamente, y.los tubos se hicieron girar

brevemente una segunda vez. La ultima gota de sobrenadante fue removida con

una pipeta. ElI ADN se sec6 al vacio durante 10 minutos a fuego medio. Los -

productos de cadena H fueron agrupados en 210 puL de agua y los productos de
cadena L se agruparon de manera separada en 210 uL de agua. Ely de un solo
filamento se purific6 mediante cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC)
usando HPLC de Hewlett Packard 1090 y un Gen-Pak™) columna de intercambio
aniénico FAX (Millipore Corp., Milford, Mass.). La gradiente usada para purificar el
ADN de un solo filamento se muestra en la Tabla 1, y la temperatura del horno fue
60°C. Se monitored la absorbancia a 260 nm. EI ADN de un solo filamento eluido
de la HPLC se recolectd en una fraccion de 0.5 minuto. Las fracciones

conteniendo el ADN de un solo filamento fueron etanol precipitado, en forma de

“18%
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bolita y secado como se describié anteriormente. Las bolitas de ADN seco se

agruparon en 200 uL de agua estéril.

Tabla 1 — gradiente de HPLC para purificacion de ss.-ADN

Tiempo (min) %A %B %C Flujo (ml/min)
0 70 30 0 0.75
2 40 60 0 0.75
17 15 85 0 0.75
18 0 100 0 0.75
23 0 100 0 0.75
24 0 0 100 0.75
28 0 0 100 0.75
29 0 100 0 0.75
34 0 100 0 0.75
35 70 30 0 0.75

Tampon A es 25 mM Tris, 1 mM EDTA, pH 8.0
Tamp6n B es 25 mM Tris, 1 mM EDTA, 1 M NaCl, pH 8.0
Tampén C es 40 mm de acido fosférico

El ADN de un solo filamento fue 5'-fosforilado en la preparacién para
mutagenesis.  Veinticuatro yL 10* de tampoén de quinasa (United States
Biochemical, Cleveland, Ohio), 10.4 pL 10 mM de adenosina-5'-trfosfato
(Boehringer Mannheim, Indianapolis, Ind.), y 2 pL de polinucleétido quinasa (30
unidades/uL, United States Biochemical, Cleveland, Ohio) se afadi6 a cada
muestra, y los tubos se incubaron a 37°C durante 1 hora. Las reacciones se
détuvieron incubando los tubos a 70°C durante 10 minutos. El ADN se purificé
con una extraccion de fenol equilibbrado con Tris (pH>8.0, United States
Biochemical, Cleveland, Ohio):cloroformo:alcohol isoamilico (50:49:1) y una
extraccion con cloroformo:alcohol isoamilico (49:1). Después de las extracciones,
el ADN se precipitd con alcohol y se formaron bolitas como se describié
anteriormente. Las bolitas de ADN se secaron, luego se disolvieron en 50 pL de

agua estéril. La concentraciéon fue determinada midiendo la absorbancia de una
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alicuota del ADN a 260 nm usando 33 pg/ml para una absorbancia de 1.0. Las

muestras se almacenaron a -20°C.

Preparaciéon de Patrones de Uracilo Usados en la Generacion de Bibliotecas de

Fago de Anticuerpo de Bazo

Un ml de E. coli CJ236 (BioRAD, Hercules, Calif.) de cultivo durante la
noche se afiadi6 a 50 ml 2*YT en un frasco de agitacién deflector de 250 mi. El
cultivo se desarrollé a 37°C a OD600=0.6, se inoculé con 10 pl de una dilucién de
1/100 del stock de fago del vector BS45 (descrito en la US 6,555,310) y cultivo
continuado durante 6 horas. Aproximadamente 40 ml del cultivo se centrifuga a 12
krpm durante 156 minutos a 4°C. El sobrenadante (30 ml) fue transferido a un tubo
nuevo de centrifuga y se incubé a temperatura ambiental durante 15 minutos
después de la adicién de 15 pl de 10 mg/ml de RNaseA (Boehringer Mannheim,
Indianapolis, Ind.). Los fagos fueron precipitados mediante la adicién de 7.5 ml de
20% de polietelienglicol 8000 (Fisher Scientific, Pittsburgh, Pa.)/3.5M de acetato
de amonio (Sigma Chemical Co., St. Louis, Mo.) e incubacién en hielo durante 30
minutos. La muestra fue centrifugada a 12 krpm durante 15 min a 2-8°C. El
sobrenadante fue cuidadosamente descartado, y el tubo se gir6 brevemente para
remover todos los rastros del sobrenadante. La bolita se volvié a suspender en

400 pl de tampén de alto contenido de sal (300 mM NaCl, 100 mM de Tris pH 8.0,

1 mM de EDTA), y se transfirié a un tubo de 1.5 ml.

El stock de fagos se extrajo repetidamente con un volumen igual de
fenol:cloroformo:alcohol isoamilico equilibrado (50:49:1) hasta que ningun rastro
de interfaz blanca fue visible, y luego se extrajo con un volumen igual de
cloroformo:alcohol isoarﬁilico (49:1). El ADN se precipité con 2.5 volimenes de
etanol y 1/5 volumen de 7.5 M acetato de amonio y se incubé 30 minutos a -20°C.

El ADN se centrifugd a 14 krpm durante 10 minutos a 4°C, la bolita se lavd una
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vez con 70% de etanol frio, y se secé al vacio. El ADN patrén de uracilo se
disolvié en 30 pl de agua estéril y la concentracion se determindé mediante A260
usando una absorbancia de 1.0 durante una concentracion de 40 ug/ml. El patrén
se diluyé a 250 ng/uL con agua estéril, se formé en parte alicuota y se almacend a

-20°C.

Mutagénesis del Patrén de Uracilo con ss-ADN vy Electroporacioén en E. coli para

Generar las Bibliotecas de Fago de Anticuerpo

Las bibliotecas de presentacion de fagos fueron generadas introduciendo
simultaneamente genes de cadena pesada y ligera de un solo filamento en un
patrén de uracilo de vector de presentacién de fago. Una mutagénesis tipica se
realiz6 en una escala de 2 ug mezclando lo siguiente en un tubo de reaccién de
PCR de 0.2 ml: 8 pl de (250 ng/uL) de patrén de uracilo, 8 pL de 10* tampén de
reasociacion (200 mM de Tris pH 7.0, 20 mM de MgCI2, 500 mM de NaCi), 3.33
de un inserto de cadena pesada de un solo filamento tratado con quinasa (100
ng/uL), 3.1 pl de un inserto de cadena pesada de un solo filamento tratado con
quinasa (100 ng/ul), y agua estéril a 80 pl.  ElI ADN se fortalecié en un
termociclador GeneAmp(R) 9600 usando el siguiente perfil térmico: 20 segundos a
94°C, 85°C durante 60 segundos, 85°C a 55°C de desnivel durante 30 minutos,
mantenido a 565°C durante 15 minutos. El ADN se transfiri6 a hielo después de
terminar el programa. La extension/ligacion se realizé anadiendo 8 ul de 10* de
tampén de sintesis (5 mM cada.dNTP, 10 mM de ATP, 100 mM de Tris pH 7.4, 50
mM de MgCi2, 20 mM de DTT), 8 uL T4 ADN ligasa (1 U/uL, Boehringer
Mannheim, Indianapolis, Ind.), 8 uL diluido en T7 ADN polimerasa (1 U/uL, New
England BiolLabs, Beverly, Mass.) e incubando a 37°C durante 30 minutos. La
reaccion se detuvo con 300 uL de tampén de parada de mutagénesis (10 mM de
Tris pH 8.0, 10 mM de EDTA). El ADN de mutagénesis se extrajo una vez con

fenol equilibrado (pH>8):cloroformo:alcohol isoamilico (50:49:1), una vez con
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cloroformo:alcohol isoamilico (49:1), y el ADN se precipité con etanol a -20°C
durante por lo menos 30 minutos. El ADN se formé en pelotitas y el sobrenadante
se removié cuidadosamente como se describio anteriormente. La muestra se giré
nuevamente de Nuevo y todos los restos de etanol se removieron con pipetman.

La bolita se seco al vacio. ElI ADN se volvi6 a suspender en 4 uL de agua estéril.

Un uL de ADN de mutagénesis (500 ng) se transfiri6 en 40 pl
electrocompetente E. coliDH12S (Gibco/BRL, Gaithersburg, Md.) usando
electroporacién. Las células transformadas se mezclaron con aproximadamente
1.0 ml de células XL-1 durante la noche las cuales se diluyeron con 2*YT de caldo
a 60% del volumen original. Esta mezcla fue luego transferida a un tubo de cultivo
estéril de 15-ml y 9 ml de agar sUperior se afiadié para poner en placas en una
placa de agar LB de 150-mm. Las placas se incubaron durante 4 horas a 37°C y
luego se transfirieron a 20°C durante la noche. Los fagos de anticuerpo de la
primera vuelta se hicieron eluyendo el fago de estas placas en 10 ml de 2*YT,
devanando los residuos, y captando el sobrenadante. Estas muestras son las
bibliotecas de presentacion de fago del anticuerpo usadas para seleccionar
anticuerpos contra la BST1. La eficiencia de las electroporaciones se midié
colocando en placas de 10 pl de una dilucién 10® de células suspendidas en
placas de agar LB, seguido por incubacién durante la noche de placas a 37°C. La
eficiencia se calculé multiplicando el nimero de placas en la placa de dilucion 10*
por 106. Las eficiencias de electroporacion de la biblioteca son tipicamente

mayores que 1*10’ fagos bajo estas condiciones.

Transformacion de E. coli mediante Electroporacion

Las células de E. coli electrocompetentes fueron descongeladas en hielo. El
ADN se mezclé con 40 L de estas células pipeteando suavemente las células

hacia arriba y hacia abajo 2-3 veces, cuidando de no introducir una burbuja de
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aire. Las celulas fueron transferidas a una cubeta de Gene Pulser (0.2 cm de
espacio, BioRAD, Hercules, Calif.) que habia sido enfriada con hielo, nuevamente
teniendo cuidado de no introducir una burbuja de aire en la transferencia. La
cubeta se colocé en el Generador de Impulsos de E. coli (BioRAD, Hercules,
Calif.) y se sometié a electroporacion fijando el voltaje en 1.88 kV de acuerdo con
la recomendacion del fabricante. La muestra transformada fue inmediatamente
resuspendida en 1 ml de caldo 2*YT o 1 ml de una mezcla de 400 wl 2*YT/600 pl

células XL-1 durante la noche y se proces6 como lo dicta los procedimientos.

Colocacién en Placas de Fago M13 o Células Transformadas con una Reaccion

de Mutagénesis del Vector de Presentacion de Fago del Anticuerpo

Las muestras de fago se afiadieron a 200 uL de un cultivo de noche de E.
coli XL1-Blue cuando se colocaron en placas de agar LB de 100 mm o a 600 pL de
células durante la noche cuando se coloca en placas de 150 mm en tubos
estériles de cultivo de 15 ml. Después de afiadir agar superior LB (3 ml para
placas de 100 mm o 9 mi para placas de 150 mm, agar superior almacenado a
55°C (ver, Apéndice A1, Sambrook et al., arriba), la mezcla se distribuy6
uniformemente en una placa de agar LB que habia sido previamente calentada
(37°C-55°C) para remover cualquier exceso de humedad en la superficie de agar.
Las pla}cas se enfriaron a temperatura ambiental hasta que se solidifico el agar

superior. Las placas se invirtieron e incubaron a 37°C como se indicé.

Preparacion de ciclasa 2 de ADP-ribosil biotinilado y Anticuerpos Biotinilados

El antigeno BST1 recombinante concentrado (dominio extracelular de
longitud completa) fue extensamente dializado en BBS (20 mM de borato, 150 mM
de NaCl, 0.1% de NaNs, pH 8.0). Después de la dilisis, 1 mg de la BST1 (1

mg/ml en BBS) se hizo reaccionar con un exceso molar de 15 veces de biotin-XX-
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NHS éster (Molecular Probes, Eugene, Oreg., solucion stock a 40 mM en DMSO).
La reaccion se incub6 a temperatura ambiental durante 90 minutos y luego se
templ6 con taurina (Sigma Chemical Co., St. Louis, Mo.) a una concentracion final
de 20 mM. La mezcla de reaccion de biotinilacion fue dializada luego frente a BBS
a 2-8°C. Después de la dialisis, la BST1 biotinilada se diluyé en un tampén de
cribado (40 mM de Tris, 150 mM de NaCl, 20 mg/ml de BSA, 0.1% de Tween 20,

pH 7.5), se clasifico en alicuotas, y se almacené a -80°C hasta que fue necesario.

Los anticuerpos se hicieron reaccionar con 3-(N-maleimidilpropionil)biocitina
(Molecular Probes, Eugene, Oreg.) usando una cisteina libre localizada en el
terminal carboxi de la cadena pesada. Los anticuerpos se redujeron afiadiendo
DTT a una concentracion final de 1 mM durante 30 minutos a temperatura
ambiental. El anticuerpo reducido se pasé a través de una columna de desalacion
Sephadex G50 equilibrada en 50 mM de fosfato de potasio, 10 mM de &cido
bérico, 150 mM de NaCl, pH 7.0. La 3-(N-maleimidilprdpionil)-biocitina se afadi6 a
una concentracion final de 1 mM y se dejo proceder la reaccion a temperatura
ambiental durante 60 minutos. Las muestras fueron luego dializadas

extensamente frente a BBS y se alamacenaron a 2-8°C.

Preparacion de Latex Magnético de Avidina

El latex magnético (Estapor, 10% de soélidos, Bangs Laboratories, Fishers,
Ind.) fue resuspendido completamente y 2 ml se clasificé en alicuota en un tubo
conico de 15 ml. El latex magnético fue suspendido en 12 ml de agua destilada y
se separé de la solucion durante 10 min usando un iman (PerSeptive Biosystems,
Framingham, Mass.). Si bien se mantiene la separaciéon del latex magnético con
el iman, el liquido se removié cuidadosamente usando una pipeta estéril de 10 ml.
Este proceso de lavado se repitié otras tres veces. Después del lavado final, el

latex fue resuspendido en 2 ml de agua destilada. En un tubo cénico separado de
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50 ml, 10 mg de avidin-HS (NeutrAvidin, Pierce, Rockford, Ill.) se disolvié en 18 ml
de 40 mM de Tris, 0.15 M de cloruro de sodio, pH 7.5 (TBS). Aunque se someti6 a
vortex, los 2 ml de latex magnético lavado se afnadié a avidin-HS diluido y la
mezcla se mezcl6 otros 30 segundos. Esta mezcla se incubd a 45°C durante 2
horas, agitando cada 30 minutos. El latex magnético de avidina se separé de la
solucion usando un iman y se lavé tres veces con 20 mi de BBS como se describié
anteriormente. Después del lavado final, el latex fue resuspendido en 10 ml de

BBS y se almacené a 4°C.

Inmediatamente antes del uso, el latex magnético de avidina fue equilibrado
en un tampén de cribado (40 mM de Tris, 150 mM de NaCl, 20 mg/ml de BSA,
0.1% Tween 20, pH 7.5). EIl latex magnético de avidina que necesitaba del
experimento de cribado (200 pl/muestra) se afadié a un tubo de centrifuga estéril
de 15 ml y se llevé a 10 ml con un tamp6n de cribado. El tubo se colocé en el
iman durante 10 minutos para separar el latex. La solucion se removi6
cuidadosamente con 10 ml de una pipeta estéril como se describié anteriormente.
El latex magnético fue resuspendido en un tampén de cribado de 10 ml para
empezar el segundo lavado. El latex magnético se lavé un total de 3 veces con el
tampén de cribado. Después del lavado final, el latex fue resuspendido en el

tampon de cribado hacia el volumen de inicio.

Ejemplo 2: Seleccion de Anticuerpos Policlonales Recombinantes a Antigeno de

BST1

Los reactivos de union que se unen especificamente con la BST1 se
seleccionaron de las bibliotecas de presentacion de fagos creadas a partir de

ratones hiperinmunizados como se describe en el Ejemplo 1.

A%
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Cribado

Los fagos de anticuerpo de la primera vuelta se prepararon como se
describi6 en el Ejemplo 1 usando un patrén de uracilo BS45. Las
electroporaciones de ADN de mutagénesis se realizaron produciendo muestras de
fago derivadas de diferentes ratones inmunizados. Para crear mas diversidad en
la biblioteca policlonal recombinante, cada muestra de fago fue cribada de manera

separada.

Antes de la primera vuelta del cribado funcional con el antigeno de BST1
biotinilado, las bibliotecas del fago de anticuerpo se seleccionaron para la
presentacion del fago de las cadenas pesada y ligera en su superficie cribando
con latex magnético 7F11 (como se describe en los Ejemplos 21 y 22 de la US
6,555,310). El cribado funcional de estas bibliotecas se realiz6 en principio como
se describe en el Ejemplo 16 de la US 6,555,310. Especificamente, 10 L de
1*10® M de antigeno de BST1 biotinilado se afiadi6 a las muestras de fago
(aproximadamente 1*10% M de la concentracioén final de la BST1), y la mezcla se

dejé que se equilibre durante la noche a 2-8°C.

Después de conseguir el equilibrio, las muestras fueron cribadas con latex
magnético de avidina para capturar el fago del anticuerpo unido a la BST1. El latex
magnético de avidina equilibrado (Ejemplo 1), 200 uL de latex por muestra, se
incubd con el fago durante 10 minutos a temperatura ambiental. Después de 10
minutos, aproximadamente 9 ml del tampoén de cribado se afiadié a cada muestra
de fago, y el latex magnético se separd de la solucion usando un iman. Después
de una separaciéon de 10 minutos, el fago no unido fue cuidadosamente removido
usando una pipeta estéril de 10 ml. El latex magnético fue luego resuspendido en

un tampén de cribado de 10 ml para empezar el segundo lavado. El latex se lavd
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un total de tres veces como se describioé anteriormente. Para cada lavado, los
tubos se pusieron en contacto con el iman durante 10 minutos para separar el fago
no unido del latex magnético. Después del tercer lavado, el latex magnético fue
resuspendido en 1 mi del tampén de cribado y se transfirié a un tubo de 1.5 mL.
Todo el volumen del latex magnético para cada muestra fue luego recolectado y
resuspendido en 200 pl 2*YT y se coloco en placas LB de 150 mm descrito en el
Ejemplo 1 para ampliar el fago unido. Las placas se incubaron a 37°C durante 4

horas, luego durante la noche a 20°C.

Las placas de 150 mm usadas para amplificar el fago unido se usaron para
génerar la siguiente vuelta del fago de anticuerpo. Después de la incubacién
durante la noche, los fagos de anticuerpo de la segunda vuelta se eluyeron a partir
de las placas de 150 mm pipeteando 10 mL de los medios 2*YT en el depésito y
agitando suavemente la placa a temperatura ambiental durante 20 minutos. Las
muestras de fago se transfirieron a tubos de centrifuga estériles y desechables de
15 ml con una tapa de sellado de la conexion, y los residuos de la placa LB se
formaron en pelotitas mediante centrifugacion de los tubos durante 15 minutos a
3500 rpm. EIl sobrenadante que contiene el fago de anticuerpo de la segunda

vuelta fue luego transferido a un tubo nuevo.

Una segunda vuelta del cribado funcional se configuré diluyendo 100 uL de
cada stock de fago en 900 pL del tampén de cribado en tubos de centrifuga estéril
desechables de 15 ml. El antigeno de BST1 biotinilado fue luego afiadido a cada
muestra, como se describié para la primera vuelta del cribado, y las muestras de
fago se incubaron durante 1 hora a temperatura ambiental. Las muestras de fago
fueron luego cribadas con latex magnético de avidina como se describié
anteriormente. El progreso del cribado se monitoreé en este punto colocando en
placas las alicuotas de cada muestra de latex en placas de agar LB de 100 mm

para determinar el porcentaje de las células positivas kappa. La mayor parte del

1
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latex de cada cribado (99%) se colocé en placas de agar LB de 150 mm para
amplificar fa unién del fago con el latex. Las placas de agar LB de 100 mm se
incubaron a 37°C durante 6-7 horas, después de lo cual se transfirieron las placas
a temperatura ambiental y se superpusieron a las placas los filtros de nitrocelulosa

(tamaiio del poro 0.45 mm, BA85 Protran, Schleicher and Schuell, Keene, N.H.).

Las placas con filtros de nitrocelulosa se incubaron durante la noche a
temperatura ambiental y luego se desarrollaron con un conjugado kappa alcalina
fosfatasa de cabra anti-ratén para determinar el porcentaje de las células positivas
kappa como se describe a continuacion. Las muestras de fago con menores
porcentajes (<70%) de células positivas kappa en la poblacion se sometieron a
una vuelta de cribado con latex magnético 7F11 antes de realizar una tercera
vuelta funcional de cribado durante la noche a 2-8°C usando el antigeno de BST1
biotinilado a aproximadamente 2*10° M. Esta vuelta de cribado también fue
monitoreada para las células positivas kappa. Las muestras individuales de fago
que tuvieron porcentajes positivos de kappa mayores a 80% se agruparon y se
sometieron a una vuelta final de cribado durante la noche a 2-8°C a 5*10° M. Los
genes del anticuerpo BST1 contenidos en el fago eluido de esta cuarta vuelta de

cribado funcional se subclonaron en el vector de expresion, pBRncoH3.

El proceso de subclonacion se realizd por lo general como se describié en
el Ejemplo 18 de la US 6,555,310. Después de la subclonacién, el vector de
expresion se sometidé a electroporaciéon en células DH10B y la mezcla se
desarrollé durante la noche.en 2*YT conteniendo 1% de glicerol y 10 ug/ml de
tetraciclina. Después de una segunda vuelta de desarrollo y seleccién en
tetraciclina, las alicuotas de las células se congelaron a -80°C, como la fuente
para la producciéon del anticuerpo policlonal de BST1. Los anticuerpos

monoclonales se seleccionaron de estas mezclas policlonales colocando en

1L
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placas una muestra de la mezcla en placas de agar LB conteniendo 10 pg/mi de

tetraciclina y tamizando los anticuerpos que reconocieron la BST1.

Expresion y Purificacidn de Anticuerpos Recombinantes Frente a ciclasa 2 ADP-

ribosil

Un indculo en frasco de agitacion se generé durante la noche de un banco
de células é -70°C en un agitador de incubacion Innova 4330 (New Brunswick
Scientific, Edison, N.J.) fijado a 37°C, 300 rpm. El in6culo se us6 para sembrar 20
L de un fermentador (Applikon, Foster City, Calif.) conteniendo un medio de cultivo
definido [Pack et al. (1993) Bio/Technology 11: 1271-1277] sup|eméntado con 3
g/L de L-leucina, 3 g/L de L-isoleucina, 12 g/L de digerido de caseina (Difco,
Detroit, Mich.), 12.5 g/L de glicerol y 10 pug/ml de tetraciclina. La temperatura, el
pH y el oxigeno disuelto en el fermentador se controlaron a 26°C, 6.0-6.8 y 25%
de saturacién, respectivamente. La espuma se controlé mediante la adicion de
polipropilenglicol (Dow, Midland, Mich.). El glicerol se afiadi6 al fermentador en un
modo de alimentacion por lotes. La expresion Fab se indujo mediante la adicion
de L(+)-arabinosa (Sigma, St. Louis, Mo.) a 2 g/L durante la lltima fase de
desarrollo logaritmico. La densidad celular se midié mediante densidad dptica a
600 nm en un espectrofotometro UV-1201 (Shimadzu, Columbia, Md.). Después
de la conclusién de la ejecucion y regulacion del pH a 6.0, el cultivo se pas6 dos
veces a través de un Microfluidizer M-210B-EH (Microfluidics, Newton, Mass.) a
17,000 psi. La homogenizacion de alta presion de las células liberaron el Fab en

el sobrenadante de cultivo.

La primera etapa en la purificacion fué cromatografia de afinidad metalica
inmovilizada en lecho expandido (EB-IMAC). La resina de quelacién Streamline™
(Pharmacia, Piscataway, N.J.) se cargé con 0.1 M de NiCl, y luego se expandi6 y

equilibré en 50 mM de acetato, 200 mM de NaCl, 10 mM de imidazol, 0.01% de
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NaNs, tampéon con pH 6.0 fluyendo en direccion hacia arriba. Una soluciéon de
stock se usé para hacer homogéneo el cultivo a 10 mM de imidazol, después de lo
cual se diluyé dos veces o mas en un tampoén de equilibrio para reducir el
contenido de sdlidos humedos a menos de 5% por peso. Luego se carg6 en la
columna Streamline fluyendo en direccién hacia arriba a una velocidad superficial
de 300 cm/hr. Los restos celulares pasaron sin obstaculos, pero el Fab fue
capturado por medio de la interaccion de alta afinidad entre niquel y la etiqueta
hexahistidina en la cadena pesada de Fab. Después del lavado, el lecho
expandido se convirtié en un lecho empaquetado y el Fab se eluyé con 20 mM
borato, 150 mM de NaCl, 200 mM de imidazol, 0.01% de NaNs;, tampén con pH

8.0 fluyendo en direccién hacia abajo.

La segunda etapa en la purificacion us6 cromatografia de intercambio idnico
(IEC). La resina Q Sepharose FastFlow (Pharmacia, Piscataway, N.J.) se
equilibré6 en 20 mM de borato, 37.5 mM de NaCl, 0.01% de NaNsz, pH 8.0. La
fuente de elucién Fab de la etapa EB-IMAC se diluyé cuatro veces en 20 mM de
borato, 0.01% de NaNs, pH 8.0 y se cargd en la columna IEC. Después de lavar,
el Fab fue eluido con 37.5-200 mM de gradiente de sal NaCl. Las fracciones de
elucion se evaluaron para la pureza usando un sistema Xcell I™ SDS-PAGE
(Novex, San Diego, Calif.) antes del agrupamiento. Finalmente, la agrupacién de
Fab se concentr6 y se sometié a diafiltracion en 20 mM de borato, 150 mM de
NaCl, 0.01% de NaN;, tampén con pH 8.0 para almacenamiento. Esto se
consiguid en un sistema Sartocon Slice™ adecuado con un casete de 10,000
MWCO (Sartorius, Bohemia, N.Y.). Los rendimientos de la purificacion final fueron
tipicamente 50%. La concentracion del Fab purificado se midié6 mediante
absorbancia UV a 280 nm, asumiendo una absorbancia de 1.6 para una solucion

de 1 mg/mil.

7
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Ejemplo 3: Especificidad de los Anticuerpos Monoclonales respecto a la BST1

Determinada por Analisis de Citometria de Flujo

La especificidad de los anticuerpos frente a la BST1 seleccionada en el
Ejemplo 2 se examin6é mediante citometria de flujo. Para examinar la capacidad
de los anticuerpos para unirse con la proteina BST1 de superficie celular, los
anticuerpos se incubaron con células que expresan BST1, A549 y H226, de
adenocarcinoma de pulmén humano y carcinam escamoso de pulmén humano,
respectivamente. Las células se lavaron en un tampon FACS (DPBS, 2% FBS),
se centrifugaron y se resuspendieron en 100ul del anticuerpo BST1 primario
diluido (también diluido en el tampén FACS). El complejo de anticuerpo-A549 se
incubé en hielo durante 60 minutos y luego se lavé dos veces con tampén FACS
como se describi6é anteriormente. La bolita de célula-anticuerpo se resuspendié
en 100pl del anticuerpo secundario diluido (también diluido en el tampdn FACS) y
se incubo en hielo durante 60 minutos en hielo. La bolita se lavé como antes y se
resuspendio en 200pl de tampon FACS. Las muestras se cargaron en el citémetro
de flujo BD FACScanto Il y la informaciéon se analizé6 usando el software BD

FACSdiva.
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RESULTADOS

Los resultados del analisis de citometria de flujo demostré que 4
anticuerpos monoclonales designados BST1_A1, BST1_A2 y BST_A3 se unieron
de manera efectiva a la BST1 humana de superficie celular. La Figura 3a muestra
las especificidades de union de BST1_A1y BST1_A2 a BST1 en las células A549
y H226, respectivamente. La Figura 3b muestra las especificidades de unién
BST1_A3 a BST1 en las células A549 y H226. Los resultados indican una union

fuerte de esos anticuerpos frente a BST1 en A549 y H226.

Ejemplo 4: Caracterizacién Estructural de los Anticuerpos Monoclonales a BST1

Las secuencias de cADN que codifican las regiones variables de los
anticuerpos monoclonales BST1_A2 y BST1_A1 se obtuvieron usando técnicas
PCR estandar y se formaron en secuencias usando técnicas estandar de

formacion de secuencias de ADN.

Las secuencias de anticuerpo pueden ser sometidas a mutagénesis para

revertirse a los residuos de la linea germinal en uno o mas residuos.

Las secuencias de nucleétido y de aminoacido de la region variable de

cadena pesada de BST1_A2 son SEC ID NO: 10 y 2, respectivamente.

Las secuencias de nucleétido y de aminoacido de la region variable de

cadena ligera de BST1_A2 son SEC ID NO: 14 y 6, respectivamente.

La comparacioén de la secuencia de inmunoglobulina de cadena pesada de
BST1_A2 con las conocidas secuencias de cadena pesada de inmunoglobulina de

la linea germinal de murino demostr6 que la cadena pesada de BST1_A2 utiliza un

?ﬁg..
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segmento Vy de la linea germinal de murino Vy 1-39. El analisis posterior de la
secuencia BST1_A2 Vy que utiliza el sistema Kabat de la determinacién de la
region CDR condujo a la delineacién de las regiones CDR1, CDR2 y CDR3 de
cadena pesada como se muestra en las SEC ID NOs:38, 42 y 46,
respectivamente. Las alineaciones de las secuencias BST1_A2 CDR1y CDR2 Vy

con la secuencia Vy 1-39 de linea germinal se muestran en la Figura 1ay 1b.

La comparacién de la secuencia de inmunoglobulina de cadeha ligera
BST1_A2 con las conocidas secuencias de cadena ligera de inmunoglobulina de
la linea germinal de murino demostré que la cadena ligera BST1_A2 utiliza un
segmento Vi de la linea germinal de murino Vi 4-55. El posterior analisis de la
secuencia BST1_A2 Vi que utiliza el sistema Kabat de la determinacién de la
region CDR condujo a la delineacion de las regiones CDR1, CDR2 y CDR3 de
cadena ligera como se muestra en las SEC ID NOs:49, 52 y 55, respectivamente.
Las alineaciones de las secuencias BST1_A2 CDR1, CDR2 y CDR3 Vk con las

secuencias Vi 4-55 de linea germinal se muestran en las Figuras 2a, 2b y 2c.

Las secuencias de nucleétido y de aminoacido de la regién variable de

cadena pesada de BST1_A1 son las SEC ID NO: 9y 1, respectivamente.

Las secuencias de nucledtido y de aminoacido de la regiéon variable de

cadena ligera de BST1_A1 son las SEC ID NO: 13y 5, respectivamente.

La comparacion de la secuencia de inmunoglobulina de cadena pesada de
la BST1_A1 con las conocidas secuencias de cadena pesada de inmunoglobulina
de la linea germinal de murino demostré que la cadena pesada de BST1_A1 utiliza
un segmento Vy de la linea germinal de murino Vy 1-80. El analisis posterior de la
secuencia de BST1_A1 Vy utilizando el sistema de Kabat de la determinacion de

la region CDR condujo a la delineacién de las regiones CDR1, CDR2 y CDR3 de

W
ot
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cadena pesada como se muestra en las SEC ID NOs:37, 41 y 45,
respectivamente. Las alineaciones de las secuencias BST1_A1 CDR1y CDR2 Vy

con la secuencia Vi 1-80 de linea germinal se muestran en las Figuras 1ay 1b.

La comparacion de la secuencia de inmunoglobulina de cadena ligera de la
BST1_A1 con las conocidas secuencias de cadena ligera de inmunoglobulina de
la linea germinal de murino demostré que la cadena ligera de BST1_A1 utiliza un
segmento Vi de la linea germinal de murino Vk 4-74. El andlisis posterior de la
secuencia BST1_A1 Vi que utiliza el sistema de Kabat de la determinacién de la
region CDR condujo a la delineacion de las regiones CDR1, CDR2 y CDR3 de
cadena ligera como se muestra en las SEC ID NOs:48, 51 y 54, respectivamente.
Las alineaciones de las secuencias de BST1_A1 CDR1, CDR2 y CDR3 Vi con las

secuencias Vi 4-74 de linea germinal se muestran en las Figuras 2a, 2b y 2c.

Las secuencias de nucledtido y de aminoacido de la region variable de

cadena pesada de BST1_A3 son las SEC ID NO: 54 y 52, respectivamente.

Las secuencias de nucleétido y de aminoacido de la regién variable de

cadena ligera de BST1_A3 son las SEC ID NO: 55 y 53, respectivamente.

La comparacién de la secuencia de inmunoglobulina de cadena pesada de
BST1_A3 con las conocidas secuencias de cadena pesada de inmunoglobulina de
la linea germinal de murino demostré que la cadena pesada de BST1_A3 utiliza un
segmento Vy de la linea germinal Vy de murino 69-1. EIl analisis posterior de la
secuencia de BST1_A3 V4 que utiliza el sistema de Kabat de la determinacion de
la regién CDR condujo a la delineacion de las regiones CDR1, CDR2 y CDR3 de
cadena pesada como se muestra en las SEC ID NOs: 56, 57 y 58,

respectivamente. Las alineaciones de las secuencias BST1_A3 CDR1y CDR2 Vy
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con las secuencias 69-1 de la linea germinal Vy de murino se muestran en las

Figuras 1ay 1b.

La comparacion de la secuencia de inmunoglobulina de cadena ligera de
BST1_A3 con las conocidas secuencias de cadena ligera de inmunoglobulina de
la linea germinal de murino demostré que la cadena ligera de BST1_A3 utiliza un
fragmento Vi de la linea germinal 44-1 Vi de murino. El analisis posterior de la
secuencia de la BST1_A3 Vi que utiliza el sistema de Kabat de la determinacién
de la region CDR condujo a la delineacion de las regiones CDR1, CDR2 y CDR3
de cadena ligera como se muestra en las SEC ID NOs: 59, 60 y 61,
respectivamente. Las alineaciones de las secuencias BST1_A3 CDR1, CDR2 y
CDR3 Vk con las secuencias 44-1 de la linea germinal Vk de murino se muestran

en las Figuras 2a, 2b y 2c.

Ejemplo 5: Internalizacion y MabZAP de BST1 A1y BST1 A2 en Células A549 y

H226.

Internalizacién de BST1_A1 y BST1_A2 mediante H226 y A549 se investigd
usando un ensayo MabZap. El ensayo MabZAP mostré la internalizacion de los
anticuerpos monoclonales anti-BST1 mediante la unién de un anticuerpo
secundario IgG antihumano conjugado con la saporina toxina. (Advanced
Targeting System, San Diego, CA, IT-22-100). Primero, BST1 Fab se uni6 con la
superficie de las células. Luego, los anticuerpos MabZAP se unieron a los
anticuerpos primarios. Luego, el complejo MabZAP se internalizé mediante las
células. La entrada de la Saporina en las células dio como resultado inhibicién de

la sintesis de proteina y eventual muerte celular.

El ensayo MabZAP se realizé de la siguiente manera. Cada una de las

células fue sembrada a una densidad de 5x10° células por cavidad. El anticuerpo
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monoclonal anti-BST1 o un IgG humano de control de isétopo se diluyé de manera
serial luego se afadi6 a las células y se incubd durante 15 minutos a 25°C. El
MabZAP se afadio luego y se incubé durante 72hr é 37°C. La viabilidad celular
en las placas se detectdé mediante el Kit de Ensayo de Viabilidad Celular
Luminiscente CellTiter-Glo® (Promega, G7571) y las placas fueron leidas y
analizadas usando Promega Glomax. La muerte celular fue proporcional a la
concentracion de anticuerpos monoclonales anti-BST1. Las Figuras 4a y 4b
muestran que los anticuerpos monoclonales anti-BST1, BST1_A1 y BST1_A2
fueron internalizados eficientemente mediante las células H226 y A549, en

comparacion con el anticuerpo de control de isbtopo IgG antihumano.

Ejemplo 6: Humanizacion de BST1 A2

Para disefiar secuencias humanizadas de BST1 A2 Vy y V., los
aminoacidos de marco importantes para la formacion de la estructura de CDR se
identificaron usando el modelo tridimensional. Las Vy y V. humanas, secuencias
con altas homologias con BST1_A2 también se seleccionaron de la base de datos
GenBank. Las secuencias CDR junto con los residuos de aminoacido de marco
identificados fueron injertados desde BST1_A2 a las secuencias de marco

humanas (Figuras 5-7).

Ejemplo -7 Citotoxicidad Celular Dependiente de Anticuerpo Mediada por Anti-

BST1 mAbs

En primer lugar 254l de anticuerpos anti-BST1 parental y no fucosilados
(BST1_A2 y BST1_A2_NF) a concentraciones que fluctian de 10nm/L a 0.1nm/L
se anadié a cavidades separadas de una placa de fondo v de 96 cavidades junto
con 50l de células A549 y U937 que expresan BST1. Luego se afadié 25yl de

células efectoras a las cavidades para producir un efector final: proporcién (E: T)
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diana de 10:1y 25:1. La placa fue luego girada suavemente a 1000rpm durante 2
minutos, después de lo cual se incub6 durante 4 horas a 37°C, incubador a 5% de
COZ.. A 3 horas posterior a la incubacion, 10ul de una solucién de lisis se afiadié a
cada una de las cavidades que contiene células que expresan BST1 solas para
medir la liberacién maxima de LDH, y un grupo de cavidades que contiene medios

solos para el control de correccién del volumen.

Después de la incubacion, las células se agitaron suavemente a 1000rpm
durante 2 minutos, después de lo cual 50yl del sobrenadante se transfirid a una
placa de 96 cavidades de fondo plano. Usando el ensayo de Citotoxicidad No
Radioactivo CytoTox 96® disponible en Promega (Cat # G1780), los
componentes del kit se reconstituyeron de acuerdo con las especificaciones del
fabricante y luego se afiadié a cada cavidad 50 pl de la mezcla de sustrato. Luego
la placa se cubri6 y se dej6 incubar durante 30 minutos a 25°C protegida de la luz.
Después de esto, 50 pl de Solucion para Detener se afiadié a cada cavidad y la

absorbancia se registré a 490nm usando el lector de placas varioskan.

Usando un anticuerpo conocido para incitar la muerte celular via ADCC
como control positivo y un control de isétopo IgG1 humano como un control
negativo, los resultados muestran que BST1_A2 y BST1_A2_NF eran capaces de
elicitar ADCC en células A549 y U937 que expresan BST1. En las células A549
que expresan BST1, BST1_A2_NF se mostraron a aproximadamente 45% de
muerte a 10nmol/L (Figura 8a). En las células U937 que expresan BST1,
BST1_A2 se mostraron a aproximadamente 20% de muerte en 1nmol/lL y
BST1_A2_NF se mostraron a aproximadamente 45% de muerte en 1nmol/L

(Figura 8b).

Ejemplo 8: Especificidad de Anticuerpos Monoclonales a BST1 Determinada por

Analisis de Citometria de Flujo en pacientes con AML
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La capacidad de BST_A2 para unirse a linfoblastos de pacientes con AML
se examiné mediante Andlisis de Citometria de Flujo. Se tomd la sangre de 20
pacientes con AML. Usando el procedimiento como el descrito en el Ejemplo 3, se
demostré que BST_A2 se une a los blastos de AML de aproximadamente 80% de

pacientes con AML.

Y



LISTA DE SECUENCIAS
SEC
Descripcion
ID No
1 aa VH_A1
2 aa VH_A2
3 aa VK_A1
4 aa VK_A2
5 nt VH_A1
6 nt VH_A2
7 nt VK_A1
8 nt VK_A2

le7

Secuencia

MKQSTIALALLPLLFTPVAKAQVKLQQSGAELVRPGSSVKISCKASGYAFSNSWINWY
KQRPGQGLEWIGQIYPGDYDTNYNGKFKGKATLTADYSSSTAYMQLNSLTSEDSAVY
FCARGGSIYYGNLGFFDVWGAGTTVTVSSAKTTPPSVYPLAPGSAAQTNSMVTLGCL
VKGYFPEPVTVTWNSGSLSSGVHTFPAVLQSDLYTLSSSVTVPSSTWPSETVTCNVA
HPASSTKVDKKIVPRDCHHHHHHH
MKQSTIALALLPLLFTPVAKAQAYLQQSGPELVKAGASVKMSCKASGYSFIEYTINWVK '
QSHGKSLEWIGNIDPYYGTTYYNQMFTGKATLTVDQSSNTAYMQLKSLTSEDSAVYF
CARGSAWFPYWGQGTLVTVSAAKTTPPSVYPLAPGSAAQTNSMVTLGCLVKGYFPE
PVTVTWNSGSLSSGVHTFPAVLQSDLYTLSSSVTVPSSTWPSETVI’CNVAHPASSTK
VDKKIVPRDCHHHHHHH
MKYLLPTAAAGLLLLAAQPAMAEMVLTQSPAIMSTSLGERVTMTCTASSRVSSSYLH
WYQQKPGSSPKLWIYSTSNLASGVPARFSGSGSGTSYSLTISSMEAEDAATYYCHQY
HRSPYTFGGGTKLEIKRADAAPTVSIFPPSSEQLTSGGASVVCFLNNFYPKDINVKWKI
DGSERQNGVLNSWTDQDSKDSTYSMSSTLTLTKDEYERHNSYTCEATHKTSTSPIVK
SFNRNES
MKYLLPTAAAGLLLLAAQPAMADIVMSQSPAIMSASPGEKVTMTCSASSSVTYMYWY
QQKPGSSPRLLIYDTSNLASGVPVRFSGSGSGTSYSLTISRMEAEDTATYYCQQWSN
YPLTFGAGTKLELKRADAAPTVSIFPPSSEQLTSGGASVVCFLNNFYPKDINVKWKIDG
SERQNGVLNSWTDQDSKDSTYSMSSTLTLTKDEYERHNSYTCEATHKTSTSPIVKSF
NRNES
acgctitgtacatggagaaaataaagtgaaacaaagcactattgcactggcactcttacegctcttatttaccectgtggea
aaagcccaggtgaagcttcagcagtccggggcetgagcetggtgaggectgggtectcagtgaagatttcctgcaaggcett
ctggctacgcattcagtaactcetggataaactgggtgaagcagaggectggacagggtcttgagtggattggacagatt
tatcctggagattatgatactaactacaatggaaaattcaagggtaaagccacactgactgcagactactectccageac
agcctacatgcagctcaacagectaacatctgaggactctgeggtctatitctgtgcaagggggggategatetactatggt |
aacctcgggttcttcgatgtctggggegcagggaccacggtcaccgtctectcageccaaaacgacacceccatetgtcta
tecactggcecectggatcetgetgeccaaactaactecatggtgaccectgggatgectggtcaagggctattteectgagee
agtgacagtgacctggaactctggatecctgtccageggtgtgcacaccettecccagetgtectgcagtetgacetctacact
ctgagcagctcagtgactgtceccctccageacctggeccagegagaccgtcacctgcaacgttgeeccacceggecage
agcaccaaggtggacaagaaaattgtgcccagggattgtcatcatcaccatcaccatcactaattgacagcttatcateg
atangct
aaaaccctggegttacccacgctitgtacatggagaaaataaagtgaaacaaagcactattgcactggeactcttaccge
tcttatttacccctgtggcaaaagcccaggcttatctacageagtctggacctgagetggtgaaggetggcegcettcagtgaa
gatgtcetgcaaggcttctggttactcaticattgagtacaccataaactgggtgaaacagagecatggaaagagecttga
gtggattggaaatattgatccttattatggaaccacttattacaatcagatgticacgggcaaggcecacattgactgtagacc
aatcttccaacactgcectacatgcagctcaagagcectgacatctgaggactctgcagtcetatttctgtgcaagaggceteege
ctggtttccttactggagecaggggactctagtcactgtctetgcagccaaaacgacacceccatctgtetatccactggee
cctggatctgetgeccaaactaactccatggtgaccectgggatgectagtcaagggctatttccctgagecagtgacagty
acctggaactctggatccctgtccageggtgtgcacaccttcccagctgtectgcagtctgacctctacactctgageaget
cagtgactgtcecctccagcacctggeccagegagacegtcacctgcaacgttgeccacceggecagcageaccaag
gtggacaagaaaattgtgcccagggattgtcatcatcaccatcaccatcactaattgacagcettatcatcgat
gtttttttggatggagtgaaacgatgaaatacctattgcctacggeagecgetggattgttattactcgetgeccaaccagee
atggccgaaatggttctcacceagtctccageaatcatgtctacatetctaggggaacgggtcaccatgacctgcactgee
agctcacgtgtaagttccagttacttgcactggtaccagcagaagecaggatectccceccaaactctggatttatagtacat
ccaacctggcttctggagtccecagetegcettcagtggcagtgggtetgggacctettactetctcacaatcagcageatgga
ggctgaagatgctgccacttattactgccaccagtatcategttcccegtacacgttcggaggggggaccaagcetggaaa
taaaacgggctgatgctgcaccaactgtatccatcticccaccatccagtgagcagttaacatctggaggtgcctcagteg
tatgcttcttgaacaacttctaccccaaagacatcaatgtcaagtggaagattgatggcagtgaacgacaaaatggegte
ctgaacagttggactgatcaggacagcaaagacagcacctacagcatgagcagcaccetcacgttgaccaaggacg
agtatgaacgacataacagctatacctgtgaggcecactcacaagacatcaacttcacccattgtcaagagcttcaacag
gaatgagtcttaagtgattagctaattctagaacg
actctctactgtttctccataccegtttttttggatggagtgaaacgatgaaatacctattgcctacggcagecgcetggatigtta
ttactcgctgcccaaccagcecatggecgacategttatgtctcagtctccagcaatcatgtctgeatctccaggggagaag

v
e



10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32

33

34

35

36

37

38

39

40

41

aa VH_CDRI1_A1

aa VH_CDR1_A2

aa VH_CDR2_A1

aa VH_CDR2_A2

aa VH_CDR3_At1

aa VH_CDR3_A2

aa VK_CDR1_At

aa VK_CDR1_A2

aa VK_CDR2_At

aa VK_CDR2_A2

aa VK_CDR3_A1

aa VK_CDR3_A2

nt VH_CDR1_A1

nt VH_CDR1_A2

nt VH_CDR2_At

nt VH_CDR2_A2

nt VH_CDR3_A1

nt VH_CDR3_A2

nt VK_CDR1_A1

nt VK_CDR1_A2

nt VK_CDR2_A1

nt VK_CDR2_A2

nt VK_CDR3_A1

nt VK_CDR3_A2
IGHV1-80*01  (Genebank:
AC160990 Musmus) nt
138392-138424
IGHV1-80*01 (Genebank:
AC160990 Musmus) nt
138461-138511
IGHV1-39*01  (Genebank:
ACO079181 Musmus) nt
153362-153394
IGHV1-39*01  (Genebank:
AC079181 Musmus) nt
153431-153481
IGKV4-74*01  (Genebank:
AJ231217 Musmus) nt 496-
531

IGKV4-74*01  (Genebank:
AJ231217 Musmus) nt 577-
597

1GKV4-74*01 (Genebank:

AJ231217 Musmus) nt 691-
718
IGKV4-55*01  (Genebank:
AJ231225 Musmus) nt 523-
552
IGKV4-55*01  (Genebank:

1e8

gtcaccatgacctgcagtgccagetcaagtgtaacttacatgtactggtaccageagaagecaggatecteccecagact
cctgatttatgacacatccaacctggcttctggagtecctgttegeticagtggcagtaggtetgggacctcettactetctcaca
atcagccgaatggaggctgaagatactgccacttattactgccagcagtggagtaattacccactcacgttcggtgetgag
accaagctggagctgaaacgggctgatgctgcaccaactgtatccatcticccaccatccagtgagcagttaacatctgg
aggtgcctcagtegtgtgcttcttgaacaacttctaccccaaagacatcaatgtcaagtggaagattgatggcagtgaacg
acaaaatggcgtcctgaacagttggactgatcaggacagcaaagacagcacctacagcatgagcagcaccectcacgt
tgaccaaggacgagtatgaacgacataacagctatacctgtgaggccactcacaagacatcaacttcacceattgtcaa |,
gagcttcaacaggaatgagtcttaagtgattagctaattctagaacgegtcacttggcactggecegtegtttta
GYAFSNSWINW

GYSFIEYTINW

GQIYPGDYDTNYNGKFK

GNIDPYYGTTYYNQMFT

ARGGSIYYGNLGFFDV

ARGSAWFPY

TASSRVSSSYLH

SASSSVTYMY

STSNLAS

DTSNLAS

HQYHRSPYT

QQWSNYPLT

ggctacgéattcagtaactcctggataaactgg

ggttactcattcattgagtacaccataaactgg
ggacagatttatcctggagattatgatactaactacaatggaaaattcaag
ggaaatattgatccttattatggaaccacttattacaatcagatgttcacg
gcaagggggggatcgatctactatggtaacctcgggttcttcgatgte
gcaagaggctecgectggtttecttac

actgccagctcacgtgtaagttccagttacttgcac

agtgccagctcaagtgtaacttacatgtac

agtacatccaacctggcettct

gacacatccaacctggcttct

caccagtatcatcgttccccgtacacg

cagcagtggagtaattacccactcacg

ggctacgcattcagtagctactggatgaactgg

ggacagatttatcctggagatggtgatactaactacaacggaaagttcaag

ggttactcattcactgactacaacatgaactgg

ggagtaattaatcctaactatggtactactagctacaatcagaagttcaag

actgccagctcaagtgtaagttccagttacttgcac

agcacatccaacctggcttct

caccagtatcatcgttccecaccea

agtgecagctcaagtgtaagttacatgtac

gacacatccaacctggcettct

We
/lO\%



42

43

44

45

46

47

48

49

50

51

52

53

54

55

AJ231225 Musmus) nt 598-
618
IGKV4-55*01  (Genebank:
AJ231225 Musmus) nt 715-
739

ADP-ribosyl
(CD157; BST1)

cyclase 2

aa 29 - 292 of ADP-ribosyl
cyclase 2 (CD157; BST1)

A2 VH (amino acids 21-137
SEQ ID No:2)

VH1 - Humanised VH_A2

BF238102 VH

A2 VL (amino acids 22-128
SEQ ID No:4)

VL1 - Humanised VK_A2

X72441 VL

VH1_CDR2

aa VH_A3

aa VK_A3

nt VH_A3

nt VK_A3

169 /lfg

cagcagtggagtagttacccaccca

MAAQGCAASRLLOLLLQLLLLLLLEAAGGARARWRGEGTSAHLRDIFLGRCAEYRALL
SPEQRNKNCTAIWEAFKVALDKDPCSVLPSDYDLFINLSRHSIPRDKSLFWENSHLLV
NSFADNTRRFMPLSDVLYGRVADFLSWCRQKNDSGLDYQSCPTSEDCENNPVDSF
WKRASIQYSKDSSGVIHVMLNGSEPTGAYPIKGFFADYEIPNLQKEKITRIEIWVMHEIG
GPNVESCGEGSMKVLEKRLKDMGFQYSCINDYRPVKLLQCVDHSTHPDCALKSAAA
ATQRKAPSLYTEQRAGLIIPLFLVLASRTQL
GARARWRGEGTSAHLRDIFLGRCAEYRALLSPEQRNKNCTAIWEAFKVALDKDPCSV
LPSDYDLFINLSRHSIPRDKSLFWENSHLLYNSFADNTRRFMPLSDVLYGRVADFLSW
CRQKNDSGLDYQSCPTSEDCENNPVDSFWKRASIQYSKDSSGVIHVMLNGSEPTGA
YPIKGFFADYEIPNLQKEKITRIEIWVMHEIGGPNVESCGEGSMKVLEKRLKDMGFQYS
CINDYRPVKLLQCVDHSTHPDCALKSAAAATQRK
QAYLQQSGPELVKAGASVKMSCKASGYSFIEYTINWVKQSHGKSLEWIGNIDPYYGT
TYYNQMFTGKATLTVDQSSNTAYMQLKSLTSEDSAVYFCARGSAWFPYWGQGTLVT
VSA .

QVQLVQSGA EVKKPGASVK VSCKASGYSF IEYTINWVRQ
APGQGLEWIGNIDPYYGTTYY NQMFTGRATL TVDTSISTAY
MELSRLRSDDTAVYYCARGSAWF PYWGQGTLV TVSS

QVQLVQSGA EVKKPGASVK VSCKASGYSF TXXXXXWVRQ APGQGLEWMG
XXXKKKXKXXKX XXXXXXRVTL TRDTSISTAY MELSRLRSDDTAVYYCARXXXXX
XXXWGQGTLV PVSS

DIVMSQSPA IMSASPGEKY TMTCSAS-SS VIYMYWYQQKPGSSPRLLIY
DTSNLASGVP VRFSGSGSGT SYSLTISRMEAEDTATYYCQ QWSNYPLTFG
AGTKLELK

DIQMTQSPS SLSASVGDRYV TITCSAS-SS VTYMYWYQQKPGKAPKLLIY
DTSNLASGVP SRFSGSGSGT DYTLTISSLQPEDFATYYCQ QWSNYPLTFG
QGTKVEIK

DIQMTQSPS SLSASVGDRYV TITCXXXXXX XXXXXWYQQKPGKAPKLLIY
XXXXXXXGVP SRFSGSGSGT DFTLTISSLQPEDFATYYCX XXXXXXXXFG
QGTKVEIK

NIDPYYGTTYYNQMFQ .
MKQSTIALALLPLLFTPVAKAQVQLQQSRAELVMPGASVKMSCKTSGYTFSDYWVHW
VRQRPGQGLEWIGAIDGSDTFNDYSQKFKGRATLTVDESSSTVYMQLSSLTSEDSAV
YYCARGGLLQYWGQGTTLTVSSAKTTPPSVYPLAPGSAAQTNSMVTLGCLVKGYFP
EPVTVTWNSGSLSSGVHTFPAVLQSDLYTLSSSVTVPSSTWPSETVTCNVAHPASST
KVDKKIVPRDCHHHHHHH
MKYLLPTAAAGLLLLAAQPAMADIQLTQSPASLSASVGETVTITCRASENIYSYLAWYQ
QKQGKSPQLLVYNTKTLGEGVPSRFSGSGSGTQFSLKINSLQPEDFGSYYCQHHYGT
PFTFGSGTKLEIKRADAAPTVSIFPPSSEQLTSGGASVVCFLNNFYPKDINVKWKIDGS
ERQNGVLNSWTDQDSKDSTYSMSSTLTLTKDEYERHNSYTCEATHKTSTSPIVKSFN .
RNES
gtgaaacaaagcactattgcactggcactcttaccgetcttatitacccetgtggcaaaageccaggtecagetgcageag
tctagggcetgaacttgtgatgectggggcttcagtgaagatgtcctgcaagacttctggctacacattctetgactactgggt
acactgggtgaggcagaggcctggacaaggccttgagtggatcggagcegattgatggttctgatacttttaatgactaca
gtcagaagtttaagggcagggccacattgactgtagacgaatcctccagcacagtctacatgcaactcagcagectgac
atctgaggactctgcggtctattactgtgcaagggggggccttcttcagtactggggccaaggeaccactctcacagtcte
ctcagccaaaacgacaccececatcetgtctatccactggeccctggatetgetgeccaaactaacteccatggtgaccectgg
gatgcctggtcaagggctatttccctgagecagtgacagtgaccetggaactciggatcectgtccageggtgtgcacacct
teccagcetgtectgcagtetgacctetacactetgagcagcetcagtgactgteccctccagcacctggeccagegagace
gtcacctgcaacgttgcccacceggecagcagcaccaaggtggacaagaaaattgtgcccagggattgtcateatcac
catcaccatcactaa
atgaaatacctattgcctacggcagecgetggattgttattactcgetgeccaaccagecatggccgacattcagetgace
cagtctccagcectecctatetgeatetgtgggagaaactgtcaccatcacatgtcgagcaagtgaaaacatttacagttattt



56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72

aa VH_CDR1_A3
aa VH_CDR2_A3
aa VH_CDR3_A3
aa VK_CDR1_A3
aa VK_CDR2_A3
aa VK_CDR3_A3
nt VH_CDR1_A3
nt VH_CDR2_A3
nt VH_CDR3_A3
nt VK_CDR1_A3
nt VK_CDR2_A3
nt VK_CDR3_A3

IGHV1-69*01 (AC073939)
IGHV1-69*01 (AC073939)
IGKV12-44*01 (AJ235955)
IGKV12-44*01 (AJ235955)
IGKV12-44*01 (AJ235955)

170

agcatggtatcagcagaaacagggaaaatctcctcagctectggtetataatacaaaaaccttaggagaaggtgtgeca
tcaaggttcagtggcagtggatcgggcacacaattttctctgaagatcaacagectgecagectgaagattitgggagttatt

actgtcaacatcattatggtactceattcacgttcggetcggggacaaagtiggaaataaaacgggcetgatgetgcacca

actgtatccatcttcccaccatccagtgagceagttaacatctggaggtgcecteagtegtgtgettcttgaacaacttctacece
aaagacatcaatgtcaagtggaagattgatggcagtgaacgacaaaatggcegtcctgaacagtiggactgatcaggac
agcaaagacagcacctacagcatgagcagcacccetcacgttgaccaaggacgagtatgaacgacataacagctata
cctotgaggccactcacaagacatcaacttcacceattgtcaagagcticaacaggaatgagtcttaa
GYTFSDYWVHW

GAIDGSDTFNDYSQKFK

ARGGLLQY

RASENIYSYLA

NTKTLGE

QHHYGTPFT

ggctacacattctctgactactgggtacactgg
ggagcgattgatggttctgatacttttaatgactacagtcagaagtitaag

gcaagggggggccttcttcagtac

cgagcaagtgaaaacatttacagttatttagca

aatacaaaaaccttaggagaa

caacatcattatggtactccattcacg

ggctacaccttcaccagctactggatgcactgg
ggagagattgatccttctgatagttatactaactacaatcaaaagttcaag
cgagcaagtgagaatatttacagttatttagca

aatgcaaaaaccttagcagaa

caacatcattatggtactcctce

us

q/(’)

b
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REIVINDICACIONES
1. Un anticuerpo que se une especificamente a BST1, comprendiendo dicho
anticuerpo:

a) una regioén variable de cadena pesada que comprende:
i) una primera vhCDR que comprende la SEC ID NO: 10;
if) una segunda vhCDR que comprende una secuencia seleccionada del
grupo que consiste de SEC ID NO: 12y SEC ID NO: 51; y
iii) una tercera vhCDR que comprende una SEC ID NO:14; y
b) una regién variable de cadena ligera que comprende:
i) una primera vICDR que comprende una SEC ID NO:16;
i) una segunda VvICDR que comprende una SEC ID NO: 18;y

i) una tercera vICDR que comprende una SEC ID NO:20.

2. Un anticuerpo que se une especialmente con BST1, comprendiendo dicho
anticuerpo:
a) una regién variable de cadena pesada que comprende:
J) una primera vhCDR que comprende la SEC ID NO: 9;
i) una segunda vhCDR que comprende la SEC ID NO: 11;y
iii) una tercera vhCDR que comprende la SEC ID NO: 13; y
b) una regién variable de cadena ligera que comprende:
j) una primera vICDR que comprende la SEC ID NO: 15;
i) una segunda vICDR que comprende la SEC ID NO: 17;y
iif) una tercera vICDR que comprende la SEC ID NO: 19.
3. Un anticuerpo que se une especificamente con BST1, comprendiendo dicho
anticuerpo:
a) una regioén variable de cadena pesada que comprende:
k) una primera vhCDR que comprende la SEC ID NO: 56;

ii) una segunda VhCDR que comprende la SEC ID NO: 57; y
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iif) una tercera vhCDR que comprende la SEC ID NO: 58; y
b) una regién variable de cadena ligera que comprende:

k) una primera vICDR que comprende la SEC ID NO: 59;

if} una segunda VICDR que comprende la SEC ID NO: 60; y

iii) una tercera viCDR que comprende la SEC ID NO: 61.

Un anticuerpo variante que comprende regiones variables variantes de un

anticuerpo original, en donde el anticuerpo original comprende:

a) una primera vhCDR que comprende ia SEC ID N O: 10;

b) una segunda VhCDR que comprende una secuencia seleccionada del
grupo que consiste de la SEC ID NO: 12y la SEC ID NO: 51;

c) una tercera vhCDR que comprende la SEC IF NO: 14;

d) una primera vICDR que comprende la SEC ID NO: 16;

e) una segunda VICDR que comprende la SEC ID NO: 18;y

f) una tercera vICDR que comprende la SEC ID NO: 10;

en donde dicho anticuerpo variante tiene de uno a cuatro cambios de

aminoacido colectivamente en dicha primera vhCDR, dicha segunda

VhCDR, dicha tercera vhCDR, dicha primera viCDR, dicha segunda vICDR y

dicha tercera vICDR.

Un anticuerpo variante que comprende regiones variables variantes de un

anticuerpo original, en donde el anticuerpo original comprende:

a) una primera vhCDR que comprende la SEC ID N O: 19;

b) una segunda vhCDR que comprende la SEC ID NO: 11;

¢) una tercera VhCDR que comprende la SEC IF NO: 13;

d) una primera vICDR que comprende la SEC ID NO: 115;

e) una segunda VICDR que comprende la SEC ID NO: 17;y

f) una tercera vICDR que comprende la SEC ID NO: 19;

en donde dicho anticuerpo variante tiene de uno a cuatro cambios de

aminoacido colectivamente en dicha primera vhCDR, dicha segunda
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vhCDR, dicha tercera vhCDR, dicha primera vICDR, dicha segunda VICDR y

dicha tercera viICDR.

Un anticuerpo variante que comprende regiones variables variantes de un
anticuerpo original, en donde el anticuerpo original comprende:

a) una primera vhCDR que comprende la SEC ID N O: 56;

b) una segunda vhCDR que comprende la SEC ID NO: 57;y

c) una tercera vVhCDR que comprende la SEC IF NO: 58;

d) una primera VICDR que comprende la SEC ID NO: 59;

e) una segunda vICDR que comprende la SEC ID NO: 60; y

f) una tercera vICDR que comprende la SEC ID NO: 61;

en donde dicho anticuerpo variante tiene de uno a cuatro cambios de
aminoacido colectivamente en dicha primera vhCDR, dicha segunda
VhCDR, dicha tercera vhCDR, dicha primera viCDR, dicha segunda viICDR y

dicha tercera viCDR.

El anticuerpo de acuerdo con la reivindicacion 1 o 4, que comprende:
a) una cadena pesada por lo menos 95% idéntica a la SEC ID NO: 2 y una

cadena ligera por lo menos 95% idéntica a la SEC ID NO: 4.

El anticuerpo de acuerdo con la reivindicaciéon 1 que comprende:
una region variable de cadena pesada de la SEC ID NO: 2,

una regién variable de cadena ligera de la SEC ID NO: 4.
El anticuerpo de acuerdo con la reivindicacién 2 o 5 que comprende:
C) una cadena pesada por lo menos 95% idéntica a la SEC ID NO: 1,y

d) una cadena ligera por lo menos 95% idéntica a la SEC ID NO: 3.

El anticuerpo de acuerdo con la reivindicaciéon 2 que comprende:

U

o1
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e) una region variable de cadena pesada de la SEC ID NO: 1,y

f) una region variable de cadena ligera de la SEC ID NO: 3.

~ El anticuerpo de acuerdo con la reivindicacién 1 que comprende:

g) una cadena pesada por lo menos 95% idéntica a la SEC ID NO: 45,y

h) una cadena ligera por lo menos 95% idéntica a la SEC ID NO: 46.

El anticuerpo de acuerdo con la reivindicacion 11 que comprende:

i) una regién variable de cadena pesada de la SEC ID NO: 45, y

J) una regién variable de cadena ligera de la SEC ID.NO: 46.

El anticuerpo de acuerdo con la reivindicacion 3 o 6 que comprende:
k) una cadena pesada por lo menos 95% idéntica a la SEC ID NO: 52,y

[) una cadena ligera por lo menos 95% idéntica a la SEC ID NO: 53.

El anticuerpo de acuerdo con la reivindicacion 13 que comprende:
m) una region variable de cadena pesada de la SEC ID NO: 52, y

n) una regién variable de cadena ligera de la SEC ID NO: 53.

Un anticuerpo monoclonal aislado, o una porcién de unién a antigeno del
mismo, que une un epitopo en BST1 reconocido por un anticuerpo
establecido en cualquiera de las reivindicaciones precedentes incluyendo
cambios de ADN y aminoacido que mantienen por lo menos 80% de la

union a BST1 de las secuencias originales.

El anticuerpo o una porcién de unién a antigeno del mismo, de acuerdo con
cualquier reivindicacion precedente que comprende una fraccion unida

covalentemente.

1
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El anticuerpo o una porcién de unién a antigeno del mismo, de acuerdo con
la reivindicacién 13 en donde dicha fraccién es un farmaco.

El anticuerpo o una porcién de unién a antigeno delrmismo, de acuerdo con
la reivindicacion 17, en donde dicho farmaco se selecciona del grupo que
consiste de un maitansinoide, una dolastatina, una auristatina, un

tricoteceno, una calicheamicina CC1065 y derivados de los mismos.

El anticuerpo aislado de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-
18, en donde dicho anticuerpo induce la citotoxicidad mediada por una
célula dependiente de un anticuerpo (ADCC), la citotoxicidad dependiente

del complemento (CDC) y/o la citotoxicidad de la célula T.

El anticuerpo aislado de acuerdo con la reivindicacién 19, en donde el
anticuerpo es un anticuerpo disefiado que tiene una unién incrementada a
los receptores de Fc y/o una potencia incrementada para ADCC, y/o un

anticuerpo biespecifico.

El anticuerpo aislado de acuerdo con cualquier reivindicacion anterior, en
donde el anticuerpo es un anticuerpo biespecifico o multiespecifico que se
une especificamente con un primer antigeno que comprende BST1 y un
segundo antigeno seleccionado del grupo que consiste de antigeno CD3 y

antigeno CD5.

Un &cido nucleico que codifica una cadena pesada del anticuerpo de

cualquiera de las reivindicaciones precedentes.

Un acido nucleico que codifica una cadena ligera del anticuerpo de

cualquiera de las reivindicaciones precedentes.

N
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Una ceélula huésped que contiene los acidos nucleico de la reivindicacién 22

y/o 23.

Un método para hacer un anticuerpo que comprende cultivar una célula
huésped de acuerdo con la reivindicacion 24, bajo condiciones en donde el
anticuerpo o una porcion de unién a antigeno del mismo esta expresado y
aislar opcionalmente el anticuerpo o una porcion de unién a antigeno del

mismo.

Un método para tratar una enfermedad que comprende administrar a un
paciente que lo necesita un anticuerpo o una porcién de unién a antigeno
del mismo, de cualquiera de las reivindicaciones 1-21, en donde el
anticuerpo o porcién de unidon a antigeno del mismo es internalizado
mediante una célula que expresa BST1, comprendiendo dicho anticuerpo

un conjugado de farmaco covalentemente unido.

Un método para tratar una enfermedad que comprende administrar a un
paciente que lo necesita un anticuerpo de cualquiera de las reivindicaciones
1-21, en donde el anticuerpo induce la citotoxicidad mediada por una célula
dependiente del anticuerpo (ADCC), la citotoxicidad dependiente del
complemento (CDC) y/o la citotoxicidad de la célula T.

El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 26-27, en
donde dicha enfermedad es cancer, incluyendo leucemia mieloide aguda
(AML), leucemia linfocitica cronica de célula B, cancer de mama, cancer
colorrectal, cancer de rifién, cancer de cabeza y cuello, cancer de pulmén,

cancer de ovario y cancer pancreatico.
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El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 26-27, en
donde dicha enfermedad es una enfermedad inflamatoria, incluyendo asma,
gota, enfermedad de Crohns, lupus, esclerosis multiple, artritis reumatoide,

psoriasis, diabetes y ateroesclerética.

Un anticuerpo como se reivindica en cualquiera de las reivindicaciones 1-18

para usar en terapia o para usar como un medicamento.
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ANTICUERPOS

RESUMEN TECNICO

La invencién proporciona anticuerpos que se unen a la ciclasa 2 ADP-
ribosil. También se proporciona moléculas de acido nucleico que codifican los
anticuerpos, vectores de expresion, células huésped y métodos para expresar los
anticuerpos. Los anticuerpos pueden usarse para el tratamiento de canceres
humanos, incluyendo leucemia mieloide aguda (AML), ieucemia linfocitica cronica
de célula B, cancer de mama, cancer colorrectal, cancer de riién, cancer de
cabeza y cuello, cancer de pulmén, cancer de ovario y cancer pancreatico y
enfermedades inflamatorias humanas, incluyendo asma, gota, enfermedad de

Crohns, lupus, esclerosis muiltiple, artritis reumatoide, psoriasis, diabetes y

ateroesclerosis.



Alineaciones VH CDR1
Al

SEQ ID No: 21

SEQ ID No: 33

A2

SEQ ID No: 22

SEQ ID No: 35

A3

SEQ ID No: 62

SEQ ID No: 68

Alineaciones VH CDR2

Al
SEQ
SEQ

A2
SEQ
SEQ

A3
SEQ
SEQ

ID No:
ID No:

ID No:
ID No:

1D No:
ID No:

23
34

24
36

63
69

-1/6 -

ggctacgcattcagtaactcctggataaactgg
ggctacgcattcagtagctactggatgaactgg

khkkhkkhkkkixkhkkhkkhkkk k*k khkhkhkkk khkkkk*k

ggttactcattcattgagtacaccataaactgg
ggttactcattcactgactacaacatgaactgg

khkhkdkdhdkhkdhkhkdkdk dkk *xkkk *kkk kkkkkk

ggctacacattctctgactactgggtacactgg
ggctacaccttcaccagctactggatgcactgg

kkhkhkkixkk *kkk Kk khkikkkk * *kkkkk

Figura 1a

ggacagatttatcctggagattatgatactaactacaatggaaaattcaag
ggacagatttatcctggagatggtgatactaactacaacggaaagttcaag

khkkhkkkhkkhkhkkhkhhkkdxkkkkk khkkhkhkkkkhkkkkhkhkk kkkkkx *kkkkk

ggaaatattgatccttattatggaaccacttattacaatcagatgttcacg
ggagtaattaatcctaactatggtactactagctacaatcagaagttcaag

* % % kkk kkkkk *x khkkkk kk kkk kkkkkhkhkhkkk kkkkk %

ggagcgattgatggttctgatacttttaatgactacagtcagaagtttaag
ggagagattgatccttctgatagttatactaactacaatcaaaagttcaag

khkkk hhkkkkkk *kkkhkkkk kK k k khkkkhkk kkk khkkkk kkk

Figura 1b
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actgccagctcacgtgtaagttccagttacttgcac
actgccagctcaagtgtaagttccagttacttgcac

kkhkkkhkhkhkhkhkhkkk khkkkhkkhkkhkhkhkkkkkkkkkihkkxk

agtgccagctcaagtgtaacttacatgtac
agtgccagctcaagtgtaagttacatgtac

kkhkkkhkhkhkhkhkhkkkhkkhkhkhkkkk kkhkhkkhkkkkkk

cgagcaagtgaaaacatttacagttatttagca
cgagcaagtgagaatatttacagttatttagca

khkkhkkhkhkkhkkhk *k hkkhkkkhkkdkkhkkhkhkkkkhkkk*k

Figura 2a

agtacatccaacctggcttct

agcacatccaacctggcttct
kkhk hkhkhkkkhkhkhkkhkkkkkkkk

gacacatccaacctggcttct

gacacatccaacctggcttct
khkhkhkhkhkkkhhkhkdkkkhhkkhkkkk

aatacaaaaaccttaggagaa

aatgcaaaaaccttagcagaa
khkk khkhkhkkkkhkhkhkhkk kkkxk

Figura 2b

caccagtatcatcgttccccegtacacyg

caccagtatcatcgttccccaccca--
dkkkkhkhkhkkhkhkdkdkhkkkkkki * k

cagcagtggagtaattacccactcacg

cagcagtggagtagttacccaccca--
*kkkhkkkhkhkkkkhkkhk hhkhkhkhkkkk **k

caacatcattatggtactccattcacg

caacatcattatggtactcctcec----
khkhkkhkkhkhkkhkhkdkhhhkhhkhdk

Figura 2c
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Internalizacion: BST1_A2 vs A549
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1 2 3 4
123456789 0123456789 0123456789 0123456789 0123456789

QAYLQQOSGP ELVKAGASVK MSCKASGYSF IEYTINWVKQ SHGKSLEWIG
QVQLVQSGA EVKKPGASVK VSCKASGYSF IEYTINWVRQ APGQGLEWIG
QVQLVQSGA EVKKPGASVK VSCKASGYSF TXXXXXWVRQ APGQGLEWMG

5 6 7 8

01223456789 0123456789 0123456789 0122223456789
NIDPYYGTTYY NQOMFTGKATL TVDQSSNTAY MQLKSLTSEDSAV
NIDPYYGTTYY NOMFTGRATL TVDTSISTAY MELSRLRSDDTAV
XXXXXXKKXKXXK XXXXXXRVTL TRDTSISTAY MELSRLRSDDTAV

1 1
9 0 1
0123456789 0123456789 0123
YFCARGSAWF -PYWGQGTLV TVSA
YYCARGSAWF -PYWGQGTLV TVSS
YYCARXXXXX XXXWGQGTLV PVSS

Figura 5

1 2 3
123456789 0123456789 0123456789 0123456789
DIVMSQSPA IMSASPGEKV TMTCSAS-SS VTYMYWYQOK
DIQMTQSPS SLSASVGDRV TITCSAS-SS VTYMYWYQQOK
DIQMTQSPS SLSASVGDRV TITCXXXXXX XXXXXWYQOK

4 5 6 7

0123456789 0123456789 0123456789 0123456789
PGSSPRLLIY DTSNLASGVP VRFSGSGSGT SYSLTISRME
PGKAPKLLIY DTSNLASGVP SRFSGSGSGT DYTLTISSLQ
PGKAPKLLIY XXXXXXXGVP SRFSGSGSGT DFTLTISSLQ

1
8 9 0
0123456789 0123456789 01234567
AEDTATYYCQ QWSNYPLTFG AGTKLELK
PEDFATYYCQ QWSNYPLTFG QGTKVEIK
PEDFATYYCX XXXXXXXXFG QGTKVEIK

Figura 6

GNIDPYYGTTYYNQMFT
GNIDPYYGTTYYNQMFQ

Figura 7
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SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA 'Y COMERCIO
NIT : 800.176.089-2

-/-

/qu

(¢ RECIBO DE CAJA

Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA

No. 13 - 133391

Bogota D.C., Diciembre 23 de 2013 - 16:06:52

RECIBIDO DE : TRIANA URIBE & MICHELSEN LTDA

NI 830.001.432

*** Soporte del Pago

*kk

L

TIPO PAGO RANCO CUENTA Nao PAGQO FECHA PAGQO VR . PAGQO
CONSIGNACION BANCO DE BOGOTA 062754387 426500093 23/12/2013 1.200.000.00
*** Conceptos Pagados ***
CANT. RENTISTICO CONCEPTO Vr.UNDITARIO  Vr.CONCEPTO
22 50005-01-01 SOLICITUDES 1607 REIVINDICACION PATENTE UNITARIA 30.000.00 660.000.00
ADICIONAL'ATAS 10 INIC $660.000.00

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

DB

T

2997

Fecha: 2013-12-24 14:02:17  Dep. 2020 DIR.NUEVASCREACIH

Tra. 11 PATENTEIYN Eve: 378 FASENACIONALI
Act. 411 PRESENTACION Folios: 221~ 2’&&

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

Web: www.sic.gov.co e-mal: info@sic.gov.co Conmutador: (571) 5870000 Fax: (571) 5870284 Linea: 018000-910165 Call Center: (571) 6513240

, Diclembre 23 de 2013 - 16:06:52




Al

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO Iv\/
NIT : 800.176.089-2 ,b
-/-
(40 RECIBO DE CAJA
AR . No. 13 -133390
Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA Bogota D.C., Diciembre 23 de 2013 - 16:06:52
RECIBIDO DE : TRIANA URIBE & MICHELSEN LTDA NI 830.001.432
*** Soporte del Pago ***
TIPO PAGO BANCO CUENTA No PAGO EECHA PAGO VR PAGO
CONSIGNACION BANCO DE BOGOTA 062754387 426500093 23/12/2013 1.200.000.00
*** Conceptos Pagados ***
CANT__RENTISTICO CONCEPTO VrUNDITARIO  Vr.CONCEPTO
1 50005-01-01 SOLICITUDES 1 TRAMITES DE SOL. DE PATENTE DE 500.000.00 500.000.00
INVENCION $500.,000.00
SON: **QUINIENTOS MIL PESOS MONEDA CORRIENTE***

Res;gonsabl :

_*** ****_

\"Recibo de Caja

SUPER!NTE&DEN‘CiA DEINDIJSTRIAY -C'?OMERCIO

AL SURRRECERERALL
No. 13-299760- -00000-0000

Fecha: 2013-12-24 14:.02:17  Dep. 2020 DIR.NUEVASCREACI

Tra. 11 PATENTEIYH Eve: 378 FASENACIONALI
Act. 411 PRESENTACION Foliost/22‘r

Sede Centro: Carrera 13 No. 27 - 00 Pisos 3,4,5 y 10 Bogot3, D.C.- Colombia
Web: www.sic.gov.co e-mai: info@sic.gov.co Conmutador: (571) 5870000 Fax: (571) 5870284 Linea: 018000-910165 Call Center: (571) 6513240
, Diclembre 23 de 2013 - 16:06:52




SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIAY COMERCIO

Industria v Comercio

0 AR R AR BB RERERORLYER]
N - -00000-0000

0. 13-299760

SUPERINTENDENGCIA Fecha: 2013-12-24 14:02:17  Dep. 2020 DIR.NUEVASCREAC!!
Tra. 11 PATENTEIYII Eve: 378 FASENACIONALI
Act. 411 PRESENTACION FoIios:}%’ZL
PATENTE DE INVENCION [ | MODELO'%. -

ER NN N

Indicacién que se solicita una patente.

Datos de identificacién del solicitante o de la persona que presenta la solicitud
Descripcion de la invencion

Dibujos de ser estos pertinentes

Comprobante de pago de las tasas establecidas {De ser el caso formato de descuento)

Completa D Incompleta D

PATENTE DE INVENCION PCT D MODELO DE UTILIDAD PCT D Art.33 Decision 486/00, Circutar Unica

i

HjERREN

Indicacién que se solicita una PCT

Copia de la solicitud en espafiol, tal como fue presentada inicialmente (capitulo descriptivo,
reivindicatorio, resumen)

Dibujos de ser estos pertinentes

Comprobante de pago de las tasas establecidas (de ser el caso formato de descuento)

Completa D Incompleta D

DISENO INDUSTRIAL [ | (Art. 119 Decisién 436/00)

[ ]
L]

L]
[]

Indicacién que se solicita Disefio industrial

Datos de identificacion del solicitante o de la persona que presenta la solicitud
Representacion grafica y fotografica del Disefio industrial o muestra del material que incorpora
disefio

Comprobante de pago de las tasas establecidas

Completa D Incompleta D

T

ESQUEMA DE TRAZADO [ | | (Art. 92 Decision 486/00)

HENENEN

Indicacion que se solicita un esquema de trazado
Datos de identificacién del solicitante o de la persona que presenta la solicitud
Representacidn grafica de un esquema de trazado

Comprobante de pago de las tasas establecidas

Completa D Incompleta D
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