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Indicacién que se solicita una patente.
Datos de identificacion del solicitante o de la persona que presenta la solicitud
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Dibujos de ser estos pertinentes
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PATENTE DE INVENCION PCT D MODELO DE UTILIDAD PCT D Art.33 Decision 486/00, Circular Unica

[]
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Copia de la solicitud en espafiol, tal como fue presentada inicialmente (capitulo descriptivo,
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Comprobante de pago de las tasas establecidas (de ser el caso formato de descuento)
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DISENO INDUSTRIAL [ | (Art. 119 Decision 486/00)
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[]
L]

Indicacion que se solicita Disefio industrial
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0 O
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Comprobante de pago de las tasas establecidas

Completa D Incompleta D
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ANTICUERPOS CD47 Y METODOS DE USO LOS MISMOS

SOLICITUDES RELACIONADAS
[0001] Esta solicitud reivindica el beneficio de la
virtud de 35 U.S.C. § 119(e) para la Solicitud Prov
Estadounidense No: 61/595,216, presentada el 6 de f
y para la Solicitud Provisional de los Estados Unid
61/659,752, presentada el 14 de junio de 2012. Cada
solicitudes se incorporan aqui mediante referencia

totalidad.

CAMPO DE LA INVENCION

[0002] Esta invencion se relaciona de manera genera
anticuerpos monoclonales que reconocen CD47, mas es

con anticuerpos CD47 que no provocan un nivel signi
hemoaglutinacion de glébulos rojos humanos, con mét
generar estos anticuerpos, y con métodos para utili

anticuerpos monoclonales como productos terapéutico

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

[0003] La CD47, también conocida como proteina asoc
integrina (IAP), antigeno OA3 de cancer de ovario,
relacionado con Rh y MERG6, es un receptor de transm
multiple expansibn que pertenece a la superfamilia
inmunoglobulina. La actividad y/o expresion de CD47

implicada en una serie de enfermedades y trastornos

prioridad en
isional
ebrero de 2012
os No.
una de estas

en su

| con
pecificamente
ficativo de

odos para

zar estos

iada a
antigeno
embrana de
de
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con lo anterior, subsiste la necesidad de terapias

CD47.

RESUMEN DE LA INVENCION

[0004] La presente invencidén proporciona anticuerpo

gue reconocen y se unen a CD47, particularmente CD4
anticuerpos de la invencion son capaces de modular,
bloquear, inhibir, reducir, antagonizar, neutraliza
forma interferir con la expresion, actividad y/o se

CD47, y estos anticuerpos no provocan un nivel sign
hemoaglutinacion de globulos rojos humanos, también
agui como eritrocitos. Sin embargo, la capacidad de
anticuerpos de la presente invencion para unir CD47
superficie celular y no provocar un fenédmeno de agl
celular no se limita a los glébulos rojos. Los anti

presente invencidon unen Unicamente CD47 en una form
promueve la aglutinacion de células CD47 positivas.
anticuerpos de la invencion y derivados de los mism

de modular, por ejemplo, bloquear, inhibir, reducir

neutralizar o de otra forma interferir con la inter

CD47 y SIRP o (proteina o reguladora de sefal),
anticuerpos no provocan un nivel significativo
hemoaglutinacion de glébulos rojos humanos. Los ant

proporcionados aqui se denominan colectivamente com
CD47”. Los anticuerpos CD47 de la invencidn son una
significativa sobre los anticuerpos CD47 existentes
hemoaglutinacion de glébulos rojos humanos (Véase,

Kikuchi Y, Uno S, Yoshimura Y et al. A bivalent sin

que se dirigen

s monoclonales
7 humano. Los
por ejemplo,

r o de otra
Aalizacion de
ificativo de

denominado
los
en la
utinacion
cuerpos de la
a que no
Los
0S son capaces
, antagonizar,
acciéon entre
y estos
de
icuerpos
0 “anticuerpos
mejora
gue provocan
por ejemplo,

gle-chain Fv
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fragment against CD47 induces apoptosis for leukemi c cells.
Biochem Biophys Res Commun 2004; 315: 912-8). Por e jemplo, los
anticuerpos CD47 de la invencion son una mejora sig nificativa
sobre los anticuerpos CD47 B6H12, BRC126, y CC2C6 e xistentes,
cada uno de los cuales bloqguea SIRP o, pero provoca
hemoaglutinacion de los RBC, como se describe en de talle
adelante. Los anticuerpos CD47 I1gG completos de la presente
invencion (por ejemplo, 2A1 y sus derivados humaniz ados incluyen
aguellos proporcionados en la Tabla 1) no aglutinan las células a

un nivel significativo. Por ejemplo, los anticuerpo s CD47 de la
invencion no hemaglutinan los glébulos rojos (RBC). Se describen
aqui los primeros anticuerpos CD47 en un formato Ig G completo que

bloguea SIRP o y no provoca un nivel significativo de

aglutinacion.

[0005] Los anticuerpos CD47 de la invencion exhiben numerosas
caracteristicas deseables, tales como, por via de e jemplo no
limitante, potente bloqueador de la interaccion ent re CD47 y su

ligando SIRP «, sin provocar un nivel significativo de

hemoaglutinacion de eritrocitos, asi como también a ctividad anti-
neoplasica potente. Por ejemplo, los anticuerpos CD 47 de la
invencion bloquean por lo menos 40%, por lo menos 4 5%, por lo
menos 50%, por lo menos 55%, por lo menos 60%, por lo menos 65%,
por lo menos 70%, por lo menos 75%, por lo menos 80 %, por lo
menos 85%, por lo menos 95%, o por lo menos 99% de la interaccion

entre CD47 y SIRP o cuando se compara con el nivel de interaccion
entre CD47 y SIRP o en la ausencia del anticuerpo CD47 descrito

aqui.
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[0006] Los anticuerpos CD47 de la invencion no prov

significativo de aglutinacion de células, por ejemp

anticuerpos CD47 de la invencion no provocan un
significativo de hemoaglutinacion de los globulos r
algunos casos, un nivel significativo de aglutinaci

se refiere al nivel de aglutinacion en la presencia
anticuerpos CD47 existentes. En un aspecto, el nive
aglutinacion en la presencia de los anticuerpos CD4
invencion se reduce mediante por lo menos 5%, por |

por lo menos 20%, por lo menos 30%, por lo menos 40
menos 50%, por lo menos 60%, por lo menos 70%, por

por lo menos 90%, o por lo menos 99% comparado con
aglutinacion en la presencia de los anticuerpos CD4

En algunas realizaciones, los anticuerpos CD47 de |
provocan un nivel significativo de aglutinacion si
aglutinacion en la presencia de los anticuerpos CD4
invencién se reduce mediante por lo menos 5%, por |

por lo menos 20%, por lo menos 30%, por lo menos 40
menos 50%, por lo menos 60%, por lo menos 70%, por

por lo menos 90%, o por lo menos 99% comparado con
aglutinacion en la presencia de los anticuerpos CD4

En otras realizaciones, los anticuerpos CD47 de la
provocan un nivel significativo de aglutinacion si
aglutinacion en la presencia de los anticuerpos CD4
invencion se reduce mediante por lo menos 5%, por |

por lo menos 20%, por lo menos 30%, por lo menos 40
menos 50%, por lo menos 60%, por lo menos 70%, por

por lo menos 90%, o por lo menos 99% comparado con

aglutinacion en la presencia del anticuerpo CD47, 1

niv

ocan un nivel
lo, los

el

ojos. En

on de células

de los
| de
7 de la

o0 menos 10%,
%, por lo
lo menos 80%,
el nivel de

7 existentes.

a invenciéon no
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el nivel de
7 de la
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comprende una secuencia de cadena ligera variable y
variable proporcionada en la SEQ ID NO: 80 y SEQ ID
respectivamente. Preferiblemente, los anticuerpos C
invencién no provocan un nivel significativo de agl
células en una concentracion de anticuerpo de entre
uM, por ejemplo, en una concentracion de anticuerpo d
pM, 1 nM, 10 nM, 50 nM, 100 nM, 1 M, 05  uM.
[0007] Los anticuerpos de la presente invencion tam
significativamente méas potentes en modelos neoplasi

con los anticuerpos conocidos en la técnica. Por €]
capacidad de las células neoplasicas de macrofagos

la presencia de los anticuerpos CD47 de la invencio
mediante por lo menos 5%, por lo menos 10%, por lo

lo menos 30%, por lo menos 40%, por lo menos 50%, p
60%, por lo menos 70%, por lo menos 80%, por o men

lo menos 99% comparado con

neoplasicas de macréfagos a fagocitos en la presenc

anticuerpos CD47 existentes.

[0008] Aquellos expertos en la técnica reconoceran

cuantificar, sin excesiva experimentacion, el nivel
aglutinacion, por ejemplo, el nivel de hemoaglutina

Por ejemplo, aquellos expertos en la técnica recono

nivel de hemoaglutinacion se comprueba al medir el
punto RBC después de realizar un ensayo de hemoaglu
presencia de anticuerpos CD47 de la invencién, como

en los Ejemplos adelante. En algunos casos, el area

en la presencia del anticuerpo CD47 de la invencion

la capacidad de las

pesada

NO: 81,

D47 de la
utinacion de
10 pM y 10

e 50 pM, 100

bién son
cos comparados
emplo, la
a fagocitos en

n se aumenta
menos 20%, por

or lo menos

0s 90%, o por

célu las

ia de los

gue es posible
de
cion de RBC.
ceran que el
area de un
tinacion en la
se describe
del punto RBC

S€ compara
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con el area del punto RBC en la ausencia de un anti
es decir, en la presencia de hemoaglutinacion cero.
forma, la hemoaglutinacion se cuantifica con relaci
control de valores iniciales. Un area de punto RBC
corresponde a un nivel mayor

Alternativamente, también se puede utilizar la dens

punto RBC para cuantificar la hemoaglutinacién.

[0009] Se describen aqui anticuerpos CD47 Utiles pa
retrasar la evolucién de, evitar la recaida de o al
sintoma de un cancer u otra afeccion neoplasica. Po
describen aqui anticuerpos CDA47 utiles para tratar
hematolégicos y/o tumores, por ejemplo, canceres he
y/o tumores. Por ejemplo, se describen aqui anticue
Utiles para tratar tumores CD47+. Por via de ejempl
limitante, se describen aqui anticuerpos CD47 utile

linfoma no Hodgkin (NHL), leucemia linfocitica agud
leucemia mieloide aguda (AML), leucemia linfocitica
(CLL), leucemia mielogenosa crénica (CML), mieloma
cancer de mama, cancer de ovario, cancer de cabeza
cancer de vejiga, melanoma, cancer
pancreatico, cancer de pulmoén, leiomioma, leiomiosa
glioblastoma, y asi sucesivamente. Los tumores soli

por ejemplo, tumores de mama, tumores de ovario, tu
pulmén, tumores pancreaticos, tumores de prostata,
melanoma, tumores colorectales, tumores de pulmon,

cabeza y cuello, tumores de vejiga, tumores de esof

de higado, y tumores de rifién.

colorrectal, can

cuerpo CDA47,
De esta
6n a un

mas grande

de hemoaglutinacion.

itometria del

ra tratar,
iviar un
r ejemplo, se
canceres
matolégicos
rpos CD47
0 no
S para tratar
a (ALL),
cronica
multiple (MM),
y cuello,
cer
rcoma, glioma,
dos incluyen,
mores de
tumores de
tumores de

ago, tumores
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[0010] Como se utiliza aqui, “cancer hematologico”

un cancer de la sangre, e incluye leucemia, linfoma
entre otros. “Leucemia” se refiere a un cancer de |

gue se hacen muchos glébulos blancos que son inefec
pelear contra infecciones, desplazando asi las otra
componen la sangre, tal como plaquetas y glébulos r
entiende que los casos de leucemia se clasifican co
cronica. Ciertas formas de leucemia incluyen, por v

no limitante, leucemia linfocitica aguda (ALL); leu

aguda (AML); leucemia linfocitica crénica (CLL); le
mielogenosa cronica (CML); trastorno mieloprolifera

(MPDS); y sindrome de mielodisplasia. “Linfoma” se

a un linfoma de Hodgkin, linfoma no Hodgkin indolen

linfoma de Burkitt, y linfoma folicular (microcitic
microcitico), entre otros. Mieloma se puede referir

multiple (MM), mieloma de célula gigante, mieloma d

pesada, y de cadena ligera o mieloma Bence-Jones.

[0011] Los anticuerpos monoclonales de ejemplo de |

incluyen, por ejemplo, los anticuerpos descritos aq
anticuerpos de ejemplo incluyen los anticuerpos que
cadena pesada variable seleccionada de la SEQ ID NO
cadena ligera variable seleccionada de la SEQ ID NO
anticuerpos también incluyen los anticuerpos que ti
cadena pesada variable que es por lo menos 90%, 91%

94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o mas idéntica a la se
establecida en por lo menos una de la SEQ ID NOs: 5
cadena ligera variable que es por lo menos 90%, 91%

94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o0 mas idéntica a la se

se refiere a
y mieloma
a sangre en el
tivos en
S partes que
0jos. Se
mo aguda o
ia de ejemplo
cemia mieloide
ucemia
tivo/neoplasma
puede referir
te y agresivo,
Oy ho
a mieloma

e cadena

a invencion
ui. Los
tienen una
s: 5-30 y una
s: 31-47. Los
enen una
, 92%, 93%,
cuencia
-30 y una
, 92%, 93%,

cuencia
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establecida en por lo menos una de la SEQ ID NOs: 3 1-47.
Preferiblemente, los anticuerpos reconocen y se une n a CD47
humano y no provocan un nivel significativo de hemo aglutinacion
de glébulos rojos humanos. Estos anticuerpos se den ominan
respectivamente aqui como los anticuerpos CD47. Los anticuerpos
CDA47 incluyen anticuerpos monoclonales completament e humanos, asi
como también anticuerpos monoclonales humanizados y anticuerpos
quiméricos. Estos anticuerpos muestran la especific idad para el
CD47 humano, y se ha mostrado que modulan, por ejem plo, bloguean,
inhiben, reducen, antagonizan, neutralizan o de otr a forma
interfieren con la actividad, sefializacién y/o acti vidad de CD47
sin provocar un nivel significativo de hemoaglutina cion de

glébulos rojos.

[0012] Los anticuerpos CD47 proporcionados aqui exh iben actividad
inhibidora, por ejemplo al inhibir la expresion CD4 7 (por
ejemplo, inhibir la expresion de la superficie celu lar de CDA47),
actividad, y/o sefializacion, o al interferir con la interaccién

entre CD47 y SIRP  «o. Los anticuerpos proporcionados aqui reducen

completamente o parcialmente o de otra forma modula n la expresion
CD47 o actividad luego de unirse a, o de otra forma interactuar
con, CD47, por ejemplo, un CD47 humano. La reducci6 n o modulacion
de una funcion biolégica de CD47 se completa, signi ficativo, o
parcial luego de la interaccidbn entre los anticuerp os y el
polipéptido y/o péptido CD47 humano. Se considera (q ue los
anticuerpos inhiben completamente la expresion o ac tividad CD47
cuando el nivel de expresion o actividad CD47 en la presencia del
anticuerpo se reduce mediante por lo menos 95%, por ejemplo,

mediante 96%, 97%, 98%, 99% o 100% cuando se compar a con el nivel
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de expresion o actividad CD47 en la ausencia de int eraccion, por
ejemplo, union, con el anticuerpo descrito aqui. Se considera que
los anticuerpos CDA47 inhiben significativamente la expresion o
actividad CD47 cuando el nivel de expresion o activ idad CD47 en
la presencia del anticuerpo CD47 se reduce mediante por lo menos
50%, por ejemplo, 55%, 60%, 75%, 80%, 85% o0 90% cua ndo se compara
con el nivel de expresion o actividad CD47 en la au sencia de la
unién con un anticuerpo CD47 descrito aqui. Se cons idera que los
anticuerpos inhiben parcialmente la expresion o act ividad CD47
cuando el nivel de expresién o actividad CD47 en la presencia del
anticuerpo se reduce mediante menos de 95%, por eje mplo, 10%,
20%, 25%, 30%, 40%, 50%, 60%, 75%, 80%, 85% 0 90% c uando se
compara con el nivel de expresion o actividad CD47 en la ausencia
de interaccién, por ejemplo, unién, con un anticuer po descrito
aqui.

[0013] Los anticuerpos de la invencion también incl uyen
anticuerpos monoclonales que unen especificamente C D47, en donde
el anticuerpo no provoca un nivel significativo de aglutinacion,
por ejemplo, hemoaglutinacion de glébulos rojos
(“hemoaglutinacibn RBC”). Los anticuerpos de la pre sente
invencion unen Unicamente CD47 en una forma que no promueve la
aglutinacion de células CD47 positivas; sin embargo , la capacidad

de los anticuerpos de la presente invencion paran u nir CD47 en la
superficie celular y no provocar un fenémeno de agl utinacién

celular no se limita a globulos rojos.

[0014] Las composiciones farmacéuticas de acuerdo c on la

invencion pueden incluir un anticuerpo de la invenc iGn y un
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portador. Estas composiciones farmacéuticas se pued en incluir en
equipos, tal como, por ejemplo, equipos diagndstico S.

[0015] La invencién proporciona anticuerpos monoclo nales que se
unen a CD47 o un fragmento inmunolégicamente activo del mismo, en
donde el anticuerpo no provoca un nivel significati vo de
aglutinacion de células después de administracion, por ejemplo,

el anticuerpo no provoca un nivel significativo de

hemoaglutinacion de glébulos rojos después de admin istracion. En
algunas realizaciones, el anticuerpo es quimérico, humanizado, o
completamente humano. En algunas realizaciones, los anticuerpos
se unen a CD47 humano. En algunas realizaciones, el anticuerpo o
fragmento inmunolégicamente activo del mismo evita que el CD47
interactie con SIRP o. Se considera que los anticuerpos inhiben
completamente la interaccion de CD47 y SIRP o cuando el nivel de

la interaccion CD47/SIRP o en la presencia del anticuerpo se

reduce mediante por lo menos 95%, por ejemplo, medi ante 96%, 97%,
98%, 99% o 100% cuando se compara con el nivel de i nteraccion
CD47/SIRP o en la ausencia de interaccion con el anticuerpo, p or
ejemplo, la unién con el anticuerpo. Se considera q ue los
anticuerpos inhiben parcialmente la interaccion CD4 7/SIRP o cuando
el nivel de interaccion CD47/SIRP o en la presencia del anticuerpo

se reduce mediante menos de 95%, por ejemplo, 10%, 20%, 25%, 30%,
40%, 50%, 60%, 75%, 80%, 85% 0 90% cuando se compar a con el nivel

de interaccion CD47/SIRP a en la ausencia de interaccion con el

anticuerpo, por ejemplo, la union con el anticuerpo

[0016] La cantidad de anticuerpo suficiente para tr atar o evitar

el cancer en el sujeto es, por ejemplo, una cantida d que es
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suficiente para reducir la sefializacion CD47 (Véase
Yamauchi et al., 2013 Blood, Jan 4. [Epub ahead of
Pantoja et al., 2013 Expert Opin Ther Targets, 17:
Irandoust et al., 2013 PLoS One, Epub Jan 8; Chao e
Curr Opin Immunol, 24 :225-32; Theocharides et al.,
Med, 209(10): 1883-99; Csanyi et al., 2012 Arterios
Vase Biol, 32: 2966-73; Maxhimer et al., 2009 Sci T

3ra7; Sarfati et al., 2008 Curr Drug Targets, 9: 84
Miyashita et al., 2004 Mol Biol cell, 15: 3950-3963

W.A. Frazier, 2001 Trends cell Biol, 11 : 130-135;

al., 2001 J Exp Med, 193: 855-862; Blazar et al., 2

194: 541-549; Oldenborg et al., 2000 Science, 288:

Gao et al.,, 1996 J Biol Chem, 271 : 21-24). Por eje
cantidad de anticuerpo suficiente para tratar o evi

el sujeto es una cantidad que es suficiente para re
inhibidora fagocitica en macréfagos generado por la
CD47/SIRP o en el eje de sefializacion CD47/SIRP
anticuerpo de la invencion promueve la fagocitosis
macrofago de una célula que expresa CD47. Como se u
el término “reduce” se refiere a una sefalizacion C

en la presencia del anticuerpo de la invencion. La
mediada por CD47 se reduce cuando el nivel de sefal

en la presencia de un anticuerpo CD47 de la invenci

gue o igual a 5%, 10%, 20%, 25%, 30%, 40%, 50%, 60%

80%, 90%, 95%, 99%, o 100% menor que un nivel de co

sefalizacion CD47 (es decir, el nivel de sefalizaci
ausencia del anticuerpo). El nivel de sefalizacion
utilizando cualquiera de una variedad de técnicas e

como, por via de ejemplo no limitante, la medicion

, por ejemplo,
print]; Soto-
89-103;
t al., 2012
2012 J Exp
cler Thromb
ransl Med, 1:
2-850;
; E.J. Browny
Oldenborg et
001 J Exp Med,
2051-2054; y
mplo, la
tar cancer en
ducir la sefial
interaccion
es decir, el
mediada por
tiliza aqui,
D47 reducida
sefializacion
izacion CD47
on es mayor
, 710%, 75%,
ntrol de
on CDA47 en la
CD47 se mide
standar, tal

de la
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activacion del gen en la direccion 3’, y/o los ensa
reportero luciferasa que responden a la activacion

expertos en la técnica apreciaran que el nivel de s

CD47 se puede medir utilizando una variedad de ensa
incluyen, por ejemplo, equipos comercialmente dispo

[0017] En algunas realizaciones, el anticuerpo o fr
inmunologicamente activo del mismo es un isotipo Ig

realizaciones, la region constante del anticuerpo e

IlgG1 humano, que tiene una secuencia de aminoécidos

yos de
CDA47. Aquellos
efalizacion
yos, que

nibles.

agmento
G. En algunas

s de isotipo

ASTEGPEVFP
HTFPAVIQSS
KSCDKTHTCP
HEDPEVKFNW
EYKCKVSNEKA
LVRGFYPSDT
QQGNVEFSCSV

LAPSSKSTSG
GLYSLSSVVT
PCPAPELLIGG
YVDGVEVHNA
LPAPIEKTIS
AVEWESNGQP
MHEALHNHYT

GTAALGCLVK
VPSSSLGTQT
PSVFLFPPKP
KTKPREEQY
KAKGQOPREPO
ENNYKTTPPV
QKSLSLSPCK

DYFPEPVIVS
YICNVNHEPS
KDTLMISRTP
STYRVVSVLT
VYTLPPSRDE
LDSDGSFFLY
(SEQ ID NO:

WNSGALTSGV

NTKVDEKVEP

EVICVVVDVS

VLHQDWLNGK

LTENQVSLTC

SKELTVDKSRW
1)

[0018] En algunas realizaciones, la region constant
se modifica en el
Numeracion kabat) para evitar la glucosilacion del
por ejemplo Asn297Ala (N297A). En algunas realizaci
region constante del anticuerpo se modifica en el a
Leu235 (Numeracién kabat) para alterar las interacc
receptor Fc, por ejemplo Leu235Glu (L235E) o Leu235
En algunas realizaciones, la region constante del a
modifica en el aminoacido Leu234 (Numeracion kabat)

las interacciones del

receptor Fc, por ejemplo, Leu

(L234A). En algunas realizaciones, la region consta
anticuerpo se altera en el aminoacido 234 y 235, po
Leu234Ala y Leu235Ala (L234A/L235A) (indice UE de K

1991 Sequences of Proteins of Immunological Interes

aminoacido Asn297 (encerrada en c

e lgG1 humana
uadro,
anticuerpo,
ones, la
minoacido
iones del
Ala (L235A).
nticuerpo se
para alterar
234Ala
nte del
r ejemplo
abat et al

£).
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[0019] En algunas realizaciones, la region constant e del

anticuerpo es del isotipo IgG2 humano, que tiene un a secuencia de

aminoacidos:

ASTEGPSVFFP
HTFPAVLQSS
KCCVECPPCP
EVOQFNWYVDG
KVSNKGLPAFP

LAPCSRSTSE
GLYSLSSVVT
APPVAGPSVF
VEVHNAKTEKP
IEKTISKTEKG

STAALGCLVK DYFPEPVTVS WNSGALTSGV
VPSSNFGTIQT YTCNVDHKPS NTKVDKIVER
LFPPEPKDTL MISRTPEVIC VVVDVSHEDP
REEQF@STFR VVSVLTVVHQ DWLNGEEYKC
QPREPQVYTL PPSREEMTEKN OQVSLTCLVEG

FYPSDISVEW
VFSCSVMHEA

ESNGQPENNY
LHNHYTQKSL

KTTPPMLDSD GSFFLYSKLT VDKSRWQOGHN
SLSPGK (SEQ ID NO: 2)

[0020] En algunas realizaciones, la regién constant e 1gG2 humana

se modifica en el aminoacido Asn297 (Encerrado en c uadro,
Numeracion kabat) para evitar la glucosilaciéon del anticuerpo,
por ejemplo, Asn297Ala (N297A).

[0021] En algunas realizaciones, la region constant e del

anticuerpo es del isotipo IgG3 humano, que tiene un a secuencia de

aminoacidos:

ASTKGPSVEFP
HTFPAVLQSS
KTPLGDTTHT
DTPPFCPRCPF
PEVOFKWYVD
CEVSNKALPA

LAPCSRSTSG
GLYSLSSVVT
CPRCPEPKSC
APELLGGPSV
GVEVHNAKTEK
PIEKTISKTK

GTAALGCLVK
VPSSSLGTQT
DTPPPCPRCP
FLFPPKPKDT
PREEQYN|STF
GQPREPQVYT

DYFPEPVTVS WNSGALTSGV
YTCNVNHKFS NTKVDKRVEL
FPKSCDTPPP CPRCPEPKSC
LMISRTFEVTI CVVVDVSHED
RVVSVLTVLH QODWLNGKEYK
LPPSREEMTK NOVSLTCLVK

GEFYPSDIAVE
NIFSCSVMHE

WESSGQPENN YNTTPPMLDS DGSFFLYSKL TVDKSRWQQG
ALENRFTQKS LSLSPGK (SEQ ID NO: 3)

[0022] En algunas realizaciones, la region constant e 1gG3 humana

se modifica en el aminoacido Asn297 (Encerrado en c uadro,
Numeracion kabat) para evitar la glucosilacion del anticuerpo,
por ejemplo, Asn297Ala (N297A). En algunas realizac iones, la
regiobn constante IgG3 humana se modifica en el amin oacido 435
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para extender la vida util, por ejemplo, Arg435His
(indice UE de Kabat et al 1991 Sequences of Protein

Immunological Interest).

[0023] En algunas realizaciones, la region constant
anticuerpo es del isotipo IgG4 humano, que tiene un

aminoacidos:

(R435H)

s of

e del

a secuencia de

ASTEGPSVFFP LAPCSRSTSE STAALGCLVK DYFPEPVTIVS WNSGALTSGV
HTFPAVLQSS GLYSLSSVVT VPSSSLGTKT YTCNVDHKPS NTKVDKRVES
KYGPPCPP APEFGGPSV FLFPPKPKDT LMISRTPEVT CVVVDVSQED
PEVQFNWYVD GVEVHNAKTEK PREEQFEBTY RVVSVLTVLH QDWLNGKEYK
CEVSNKGLPS SIEKTISKAK GQPREPQVYT LPPSQEEMTK NOVSLTCLVK
GFYPSDIAVE WESNGQPENN YKTTPPVLDS DGSFEFLYSRL TVDKSRWQEG

NVFSCSVMHE ALHNHYTQKS LSLSLGK (SEQ ID NO: 4)

[0024] En algunas realizaciones, la region constant

se modifica dentro de la region bisagra para evitar
intercambio de hebra, por ejemplo, Ser228Pro (S228P
realizaciones, la region constante IgG4 humana se m
aminoacido 235 para alterar las interacciones del r

por ejemplo, Leu235Glu (L235E). En algunas realizac
region constante IgG4 humana se modifica dentro de
bisagra y en el aminoacido 235, por ejemplo, Ser228
Leu235Glu (S228P/L235E). En algunas realizaciones,
constante 1gG4 humana se modifica en el amino&cido
(Numeracion kabat) para evitar la glucosilacion del

por ejemplo, Asn297Ala (N297A). (indice UE de Rabat

Sequences of Proteins of Immunological Interest).

[0025] En algunas realizaciones, la region constant

se modifica para mejorar la union FcRn. Ejemplos de

e 1lgG4 humana
o reducir el
). En otras
odifica en el
eceptor Fc,
iones, la
la regién
Pro vy
la region
Asn297
anticuerpo,

et al 1991

e 1gG humana

las
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mutaciones Fc que mejoran la unibn a FcRn son Met25 2Tyr,

Ser254Thr, Thr256GIlu (M252Y, S254T, T256E, respecti vamente)
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(Numeracion kabat, Dall’Acqua et al 2006,/. Biol Ch
23514-23524), o Met428Leu y Asn434Ser (M428L, N434S
al 2010 Nature Biotech, Vol 28(2) 157-159). (indice

et al 1991 Sequences of Proteins of Immunological |
algunas realizaciones, la regién constante IgG huma

para alterar la citotoxicidad celular dependiente d
(ADCC) y/o citotoxicidad dependiente de complemento
ejemplo, las modificaciones de aminoacido descritas

al.,, 2008 Cancer Res, 68(10): 3863-72; ldusogie et
Immunol, 166(4): 2571-5; Moore et al., 2010 mAbs, 2
Lazar et al., 2006 PNAS, 103(11): 4005-4010, Shield
JBC, 276( 9): 6591-6604; Stavenhagen et al., 2007 C
67(18): 8882-8890; Stavenhagen et al., 2008 Advan.

48: 152-164; Alegre et al, 1992 J Immunol, 148:. 346

Revisado en Kaneko y Niwa, 2011 Biodrugs, 25(1): 1-

[0026] En algunas realizaciones, la region constant

se modifica para inducir heterodimerizacion. Por €]

una modificacion de aminoécido dentro del dominio C

que cuando se reemplaza con un aminoacido mas volum
ejemplo, Try (T366W), es capaz de ser preferiblemen
segundo dominio CH3 que tiene modificaciones de ami

aminoacidos menos voluminosos en las posiciones Thr

em Vol 281(33)
) (Zalevsky et
UE de Kabat
nterest). En
na se modifica
e anticuerpo
(CDC), por
en Natsume et
al., 2001 J
(2): 181-189;
s etal., 2001
ancer Res,
Enzyme Regul.,
1-3468;

11.

e 1gG humana
emplo, tiene
H3 en Thr366,
inoso, por
te par con un
noacido con

366, Leu368, y

Tyr4d07, por ejemplo, Ser, Ala y Val, respectivament

(T366S/L368A/Y407V). La heterodimerizacion por medi
modificaciones CH3 se puede estabilizar adicionalme

la introduccion de un enlace de disulfuro, por ejem

o de las
nte mediante

plo al cambiar
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Ser354 con Cys (S354C) y Y349 con Cys (Y349C) en do
opuestos (Revisado en Carter, 2001 Journal of Immun
Methods, 248: 7-15).

[0027] La invencion también  proporciona
farmacéuticas que incluyen uno o mas anticuerpos mo
se unen a CD47 o un fragmento inmunolégicamente act

en donde el anticuerpo no provoca un nivel signific

hemoaglutinacion de globulos rojos después de admin

[0028] La hemoaglutinacion es un ejemplo de una int
homotipica, en donde se provoca que dos células que
agregan o agrupan cuando se tratan con una entidad
bivalente CD47. La capacidad de los anticuerpos de
invencion para unir CD47 en la superficie celular y

un fendmeno de aglutinacion celular no se limita a

rojos. Se ha observado que los anticuerpos de la pr
invenciéon unen Unicamente CD47 en una forma que no
aglutinacion de

las estirpes celulares CD47 positiv

ejemplo, células Daudi.

[0029] En algunos casos, el anticuerpo que comprend

de cadena pesada variable (VH) se selecciona del gr
consiste de las SEQ ID NOs: 5-30. El anticuerpo com
opcionalmente una region de cadena liviana variable
selecciona del grupo que consiste de las SEQ ID NOs
algunos casos, el anticuerpo comprende una region d

gue se selecciona del grupo que consiste de las SEQ

y una region de cadena VL que se selecciona del gru

composicion

minios CH3

ological

es

noclonales que

ivo del mismo,

ativo de

istracion.

eraccion
expresan CD47
de union
la presente
no provocar
los glébulos
esente
promueve la

as, por

e una region
upo que
prende

(VL) que se

: 31-47. En
e cadena VH

ID NOs: 5-30

po que
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consiste de las SEQ ID NOs: 31-47. Los anticuerpos
invencion también incluyen los anticuerpos que tien

pesada variable que es por lo menos 90%, 91%, 92%,

96%, 97%, 98%, 99% o0 mas idéntica a la secuencia es

por lo menos una de la SEQ ID NOs: 5-30 y una caden
variable que es por lo menos 90%, 91%, 92%, 93%, 94

97%, 98%, 99% o0 mas idéntica a la secuencia estable

de la
en una cadena
93%, 94%, 95%,
tablecida en
a ligera
%, 95%, 96%,

cida en por lo

menos una de la SEQ ID NOs: 31-47. En otros aspecto s, el

anticuerpo comprende una region VH proporcionada
cualquiera de las SEQ ID NOs: 5, 7, 8, 11, 15-17, 2
pareadas con una region VL proporcionada en una cua

SEQ ID NOs: 31-39, 42, 43, 44, y 47. En otra realiz
anticuerpo comprende una region VH proporcionada
cualquiera de las SEQ ID NOs: 5, 7, 8, 11, 12, 15-1

27-30 pareadas con una region VL proporcionada en u

de las SEQ ID NOs: 31, 32, 35, 40, 41, 42, 43, 44,
todavia otro aspecto, el anticuerpo comprende una ¢

una regién de cadena VH y una regién de cadena VL s

las combinaciones enumeradas en la Tabla 1.

[0030] En algunas realizaciones, el anticuerpo CD47
inmunologicamente activo del mismo comprende una se
region determinante de complementariedad 1 (CDR1)
establecida en la SEQ ID NO: 50, SEQ ID NO: 57, SEQ
SEQ ID NO: 59, SEQ ID NO: 60, SEQ ID NO: 61, SEQ ID

ID NO: 63, SEQ ID NO: 64, SEQ ID NO: 65, o SEQ ID N
secuencia de CDR2 de VH establecida en la SEQ ID NO
NO: 72, SEQ ID NO: 73, SEQ ID NO: 74, SEQ ID NO: 75

76, una secuencia de CDR3 de VH establecidaenla S

en una
0-22,y 27-30
lquiera de las
acion, el
en una
7, 20-22, y

na cualquiera
y 47. En
ombinacion de

eleccionada de

o fragmento
cuencia de
d e VH
ID NO: 58,
NO: 62, SEQ
O: 66, una
: 51, SEQ ID
, 0 SEQ ID NO:

EQID NO: 52 0
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SEQ ID NO: 77, una secuencia de CDR1 de VL establec ida en la SEQ
ID NO: 53, SEQ ID NO: 67, o SEQ ID NO: 68, una secu encia de CDR2
de VL establecida en la SEQ ID NO: 54, SEQ ID NO: 6 9, SEQ ID NO:
70, 0 SEQ ID NO: 71 y una secuencia de CDR3 de VL e stablecida en

la SEQ ID NO: 55. Por ejemplo, el anticuerpo o frag mento
inmunoldgicamente activo del mismo comprende una se cuencia de
CDR1 de VH establecida en la SEQ ID NO: 50, una sec uencia de CDR2
de VH establecida en la SEQ ID NO: 51, una secuenci a de CDR3 de
VH establecida en la SEQ ID NO: 52, una secuencia d e CDR1 de VL
establecida en la SEQ ID NO: 53, una secuencia de C DR2 de VL
establecida en la SEQ ID NO: 54, y una secuencia de CDR3 de VL
establecida en la SEQ ID NO: 55. En otro ejemplo, e | anticuerpo o
fragmento inmunologicamente activo del mismo compre nde una
secuencia de CDR1 de VH establecida en la SEQ ID NO : 50, una
secuencia de CDR2 de VH establecida en la SEQ ID NO . 72, una
secuencia de CDR3 de VH establecida en la SEQ ID NO : 52, una CDR1
de VL establecida en la SEQ ID NO: 53, una secuenci a de CDR2 de
VL establecida en la SEQ ID NO: 71, y una secuencia de CDR3 de VL

establecida en la SEQ ID NO: 55.

[0031] En wuna realizacion, los anticuerpos de la pr esente
invencion se unen a CD47 en una cabeza para orienta cion lateral

que posiciona la cadena pesada cerca a la membrana de célula que
expresa CD47, mientras que la cadena ligera ocluye el sitio de
union SIRP o en CD47. En otra realizacion, los anticuerpos de | a
presente invencion se unen a CD47 en una cabeza par a orientacion
lateral que posiciona la cadena ligera cerca a la m embrana de
célula que expresa CD47, mientras que la cadena pes ada ocluye el

sitio de union SIRP o en CD47.
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[0032] Los anticuerpos CD47 se unen a un epitopo qu
cualquiera de los residuos de aminoacido 1-116 de C
enumera de acuerdo con la SEQ ID NO: 147 (es decir,
que excluye la secuencia de sefal (aminoacidos 1-18
ejemplo, los anticuerpos de la presente invencion s
epitopo que incluye uno o mas de residuos de aminoa
T33, T34, E35, V36, Y37, V38, K39, W40, K41, F42, K
D46, 147, Y48, T49, F50, D51, G52, A53, L54, N55, K
V59, P60, T61, D62, F63, S64, S65, A66, K67, 168, E
Q72, L73, L74, K75, G76, D77, A78, S79, L80, K81, M
S85, D86, A87, V88, S89, HI0, T91, G92, N93, Y94, T
V98, T99, E100, L101, T102, R103, E104, G105, E106,
1109, y 1110 de CD47 cuando se enumera de acuerdo c

NO: 147.

[0033] En algunos casos, los anticuerpos de la pres

se unen a un epitopo discontinuo que incluye uno o
residuos de aminoacido Y37, V38, K39, W40, K41, F42
R45, D46, 147, Y48, T49, F50, y D51 de CD47 cuando
acuerdo con la SEQ ID NO: 147. Por ejemplo, los ant
presente invencion se unen a un epitopo discontinuo

los residuos de aminoacidos Y37, K39, K41, K43, G44
D51, H90, N93, E97, T99, E104, o E106 de CD47 cuand
de acuerdo con la SEQ ID NO: 147. Por ejemplo, los

la presente invencidn se unen a un epitopo disconti
incluye por lo menos los residuos de bucle KGRD (SE
(residuos 43-46) de CD47 cuando se enumera de acuer

ID NO: 147. Por ejemplo, los anticuerpos de la pres

e incluye uno
D47 cuando se
SEQ ID NO: 48
)). Por
e unen a un
cido Q31, N32,
43, G44, R45,
56, S57, T58,
69, V70, S71,
82, D83, K84,
95, C96, E97,
T107, 1108,

on la SEQ ID

ente invencion
mas de los
, K43, G44,
se enumera de
icuerpos de la
gue comprende
, R45, D46,
0 se enumera
anticuerpos de
nuo que
Q ID NO: 56)
do con la SEQ

ente invencion
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se unen a un epitopo discontinuo que incluye por lo
residuos Y37, K39, K41, el bucle KGRD (SEQ ID NO: 5

43-46), D51, H90, N93, E97, T99, E104, y E106 de CD

enumera de acuerdo con la SEQ ID NO: 147. Por ejemp

anticuerpos de la presente invencion se unen a un e
discontinuo que incluye los residuos Y37, K39, K41,

(SEQ ID NO: 56) (residuos 43-46), D51, H90, N93, E9

y E106 de CD47 cuando se enumera de acuerdo con la

147.

[0034] La region VH de los anticuerpos CD47 descrit
implicada principalmente en la union al bucle KGRD

56) de CDA47. Sin embargo, el Unico epitopo en el qu
anticuerpos de la presente invencion se unen esta e

CD47. En contraste a los anticuerpos CD47 existente

la técnica, la orientacion del dominio VH de los an

descritos aqui en una posicion proxima de membrana
caracteristica critica de estos anticuerpos que evi
aglutinacion celular, por ejemplo, hemoaglutinacion

rojos, al restringir los anticuerpos de tal manera

puentear las moléculas  CD47 en células
Adicionalmente, en razén a que el dominio VK de los
CD47 descritos aqui interactia con residuos apicale
Y37, T102, y E104, que estan implicados en la unién

principalmente el dominio VK que precluye fisicamen

SIRPo a CDA47.

[0035] También se proporciona un anticuerpo aislado

fragmento inmunoldgicamente activo del mismo que co

menos
6) (residuos
47 cuando se
lo, los
pitopo
el bucle KGRD
7, T99, E104,

SEQ ID NO:

a aqui esta
(SEQ ID NO:
e los
n el lado de
s conocidos en
ticuerpos CD47
es una
ta la
de globulos

que no pueden

adyacentes.

anticuerpos
s tal como
SIRP «, es

te la unién

O un

mpite con los
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anticuerpos CD47 descritos aqui para evitar que el

interactue con SIRP QL.

[0036] La invencion proporciona un polipéptido que
residuos de aminoacidos Y37, K39, K41, K43, G44, R4
H90, N93, E97, T99, E104, y E106 de CD47 cuando se
acuerdo con la SEQ ID NO: 147. También se proporcio
polipéptido que comprende uno cualquiera de los res
aminoacido 1-116 de CD47 cuando se enumera de acuer
ID NO: 147. Por ejemplo, el polipéptido comprende u

los residuos de aminoacido Q31, N32, T33, T34, E35,
V38, K39, W40, K41, F42, K43, G44, R45, D46, 147, Y
D51, G52, A53, L54, N55, K56, S57, T58, V59, P60, T
S64, S65, A66, K67, 168, E69, V70, S71, Q72, L73, L
D77, A78, S79, L80, K81, M82, D83, K84, S85, D86, A
HO0, T91, G92, N93, Y94, T95, C96, E97, V98, T99, E
T102, R103, E104, G105, E106, T107, 1108, 1109, y E
cuando se enumera de acuerdo con la SEQ ID NO: 147.
proporcionan métodos para utilizar este polipéptido

antigeno, por ejemplo, un antigeno que se une al an

[0037] La invencion también proporciona métodos par

sintoma de un cancer o otra afeccion neoplasica al

CD47

comprende
5, D46, D51,
enumera de
na un
iduos de
do con la SEQ
no o mas de
V36, Y37,
48, T49, F50,
61, D62, F63,
74, K75, G76,
87, V88, S89,
100, L101,
110 de CD47
También se
como un

ticuerpo CDA47.

a aliviar un

administrar a

un sujeto en necesidad del mismo uno o0 mas anticuer pos

monoclonales que se unen a CD47 o un fragmento inmu
activo del mismo, en donde el anticuerpo no provoca
significativo de hemoaglutinaciéon de glébulos rojos

administracion. EIl anticuerpo se administra en una

suficiente para aliviar el sintoma del cancer u otr

nolégicamente
un nivel

después de

cantidad

a afeccion
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neoplasica en el sujeto. En algunas realizaciones,

un humano. En algunas realizaciones, el anticuerpo
humanizado, o completamente humano. En algunas real
anticuerpo se une a CD47 humano. En algunas realiza
anticuerpo o fragmento inmunologicamente activo del
que el CD47 interactie con SIRP
anticuerpo o fragmento inmunoldégicamente activo del
isotipo 1gG que se selecciona del grupo que consist
IgG1, isotipo 1gG2, isotipo IgG3, e isotipo 1gG4. E
realizaciones, el anticuerpo o fragmento inmunoldgi

del mismo es un isotipo IgG seleccionado de IgG4P e
[0038] En algunas realizaciones, los anticuerpos CD
describen aqui utilizados en conjunto con uno 0 mas
adicionales o una combinacion de agentes adicionale
adicionales adecuados incluyen terapias quirdrgicas
farmacéuticas corrientes para una aplicaciobn preten
como, por ejemplo, cancer. Por ejemplo, se pueden u
anticuerpos CD47 en conjunto con uno O mas agentes
neoplasicos o quimioterapéuticos adicionales. Alter

el agente quimioterapéutico adicional es radioterap
realizaciones, el agente quimioterapéutico es un ag
induce la muerte celular. En algunas realizaciones,
quimioterapéutico induce una pérdida de asimetria d

a través de la membrana de plasma, por ejemplo prov

de superficie celular de fosfatidilserina (PS). En
realizaciones, el agente quimioterapéutico induce |

reticulo endoplasmico (ER). En algunas realizacione

quimioterapéutico es un inhibidor de proteasoma. En

el sujeto es
es quimerico,
izaciones, el

ciones, el

mismo evita

o. En algunas realizaciones, el

mismo es un
e de isotipo

n algunas
camente activo

IgGPE.

47 se
agentes
S. Los agentes
ylo
dida, tal
tilizar
anti-
nativamente,
ia. En algunas
ente que
el agente
e fosfolipido

oca exposicién

algunas
a tension del
s, el agente
algunas
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realizaciones, el agente quimioterapéutico induce
translocacion de las proteinas ER a la superficie ¢
algunas realizaciones, el agente quimioterapéutico

la superficie celu

translocaciéon y la exposicion de

calreticulina.

[0039] En algunas realizaciones, el anticuerpo CD47
adicional se formulan en una compaosicion terapéutic
anticuerpo CD47 y el agente adicional se
simultdneamente. Alternativamente, el anticuerpo CD
adicional se separan uno del otro, por ejemplo, cad
formula en una composicion terapéutica separada, y
CDA47 y el agente adicional se administran simultane
se administra

anticuerpo CD47 y el agente adicional

diferentes momentos durante un régimen de tratamien

ejemplo, el anticuerpo CD47 se administra antes de

administracion del agente adicional, el anticuerpo
administra posterior a la administracién del agente
el anticuerpo CD47 y el agente adicional se adminis
forma alterna. Como se describe aqui, el anticuerpo
agente adicional se administran en una Unica dosis

dosis.

[0040] Un experto en la técnica apreciara que los a

la invencién tienen una variedad de usos. Por ejemp
anticuerpos de la invencibn se utilizan como
terapéuticos, como reactivos en equipos diagnéstico
reactivos en ensa

herramientas diagndsticas, o como

competicion para generar reactivos terapéuticos.

administra

agente

elular. En
induce la

lar de

y el agente

a unica, y el

47 y el agente
a uno se
el anticuerpo
amente, o el
n en
to. Por
la
CD47 se
adicional, o
tran en una
CD47 vy el

0 en multiples

nticuerpos de

lo, los

S O como

yos de



10

15

20

25

24

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS
[0041] La Figura 1A es una grafica que describe la
en células Daudi por los anticuerpos en sobrenadant
hibridoma como se evalla por citometria de flujo. L
una grafica que muestra la capacidad de algunos de

anticuerpos CD47 dentro del sobrenadante de hibrido

union de CD47
es de
a Figura IB es
los

ma para

bloquear la union del SIRP o humano recombinante al CD47 humano

recombinante, como se determina por un ELISA.

[0042] La Figura 2 es una serie de gréaficas que des
union de anticuerpos CD47 de murino purificados a ¢
una estirpe cultivada de células linfoblastoides de
linfoma Burkitt, y (B) células CCRF-CEM, una estirp
similar a linfoblasto de célula T humana CD47 posit
analiza mediante citometria de flujo. Este experime

union de los anticuerpos de murino de la presente i

los anticuerpos CD47, B6H12 y 2D3 comercialmente di

[0043] La Figura 3 es una serie de gréaficas que des
capacidad de los anticuerpos CD47 para bloquear la
utilizando (A) un ELISA con la proteina humana reco
(B) mediante citometria de flujo utilizando células

proteina de SIRP o humano recombinante.

[0044] La Figura 4 es una serie de fotografias, gra
tabla que muestra la hemoaglutinacion RBC mediante
CD47. La hemoaglutinacion RBC se evidencia por una

nubosa en el pozo, mientras que el RBC no aglutinad

cribe (A) la

élulas Raiji,
rivadas de un
e celular

iva, segun se
nto compara la
nvencion con

sponibles.

cribe la
union SIRP «
mbinante, o

CCRF-CEM Yy la

ficas, y una
anticuerpos
apariencia

0 NO parece
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puntiforme. La Figura 4A muestra que el anticuerpo
hemoaglutinacion en todas las concentraciones proba

de hemoaglutinacion se describe en la grafica. La F
muestra que 2Al es raro entre muchos anticuerpos CD
incapacidad de aglutinar los RBC. También se muestr
actividad de aglutinacion mediante la version quimé

2A1 (2Al1-xi). La Figura 4C muestra que el anticuerp

2A1 no exhibe
das. El indice
igura 4B
47 en su
a la falta de
rica humana de

0 monoclonal

CD47 2D3, que no bloquea SIRP o, No provoca hemoaglutinacion. La

Figura 4D muestra un rango de alta concentracion de

anticuerpos CD47 en el ensayo de hemoaglutinacion y
efecto pro-zona. El indice de hemoaglutinacion se d

grafica. La Figura 4E demuestra el rango de concent
angosto para hemoaglutinacion por el anticuerpo CD4
mientras que este efecto esta ausente luego de unid
Figura 4F muestra que 2Al1, 2Al1 quimeérico (2A1-xi),
variantes humanizadas no provocan hemoaglutinacion.
parte de los experimentos el anticuerpo 9E4 y el an
comercial se utilizan como  controles  positivos
hemoaglutinacion. Otros anticuerpos comercialmente
utilizados en estos ensayos son los anticuerpos de

BRC126 y CC2C6, y el anticuerpo de bloqueo no SIRP

[0045] La Figura 5 es una grafica que muestra 2A1l y
B6H12 a células B de macaco de Java (cino) y Raji,

por citometria de flujo. EI 2A1 se une al CD47 huma
afinidad equivalente, como lo hace el B6H12, aunque

menor para CD47 humano y cino que 2Al.

los
demuestra el
escribe en la
racion mas
7, 1B4,
n 2Al1. La
y las
En la mayor
ticuerpo B6H12
para
disponibles
bloqueo SIRP «,

a, 2D3.

la union
como se evalla
no y cino con

con afinidad
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[0046] La Figura 6 es una grafica que describe la u
2A1-xi, y B6H12 a células Raji, como se evalla por
flujo. De forma importante, la grafica muestra que

de region variable de las cadenas pesada (VH) vy lig

elucidan correctamente en la version quimérica de 2

[0047] La Figura 7A-7J es una serie de gréaficas que
union de variantes humanizadas de 2A1 a células Raj
2A1-xi como un control interno en la mayor parte de

Se prueban numerosas combinaciones de las cadenas p

como se describe en el Ejemplo 8.

[0048] La Figura 8A es imagen de la traza de cromat
exclusién utilizando un AKTA FLPC con una columna s

muestran las variantes IgGl, IgG4P, y IgGPE del ant
AB6.12. Todas las tres variantes son casi 97% monom

Figura 8B es una fotografia de gel SDS-PAGE tefiido
coomassie de numerosas variantes humanizadas de 2Al

condiciones de reduccion (R) y no reduccion (NR).

[0049] La Figura 9 es una serie de gréficas que des
capacidad de los anticuerpos CD47 para promover la

estirpes celulares de tumor humano mediante macrofa

de monocito humanos (MDM). La Figura 9A es una gréf
muestra el indice fagocitico, en donde los anticuer

son el anticuerpo B6H12 comercial, el anticuerpo de

un anticuerpo humanizado variante AB2.05, y el anti
comercial de no blogueo. La Figura 9B es una grafic

el indice fagocitico, en donde los anticuerpos util

nion de 2A1,
citometria de
las secuencias
era (VL) se

Al.

muestra la
i. Se utiliza
las gréficas.

esada y ligera

ografia de
uperdex200. Se
icuerpo

éricas. La
con azul

bajo

cribe la
fagocitosis de
gos derivados
ica que
pos utilizados
murino 2A1,
cuerpo 2D3
a que muestra

izados son el
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anticuerpo B6H12 comercial, el anticuerpo AB2.05 hu
humano), y las variantes 1gGl, IgG4P, y IgG4PE del
AB6.12 humanizado. Se utilizan células CCRF-CEM com

celular objetivo CD47 en estos experimentos.

[0050] La Figura 10 es una serie de graficas que mu
efectos anti-neoplasicos de los anticuerpos CD47 en

tumor Raji. La Figura 10A es una gréafica que muestr

de los anticuerpos de murino 9E4, 1B4, 2A1, y el an
comercial. La Figura 10B es una grafica que muestra

de los isotipos IgGl, IgG4P, y IgG4PE del anticuerp
humanizado, junto con el anticuerpo 2A1 de murino.
modelos, los ratones se trataron con dosis de 200

anticuerpo tres veces a la semana.

[0051] La Figura 11 es una representacion grafica d
complejos de co-cristal de CD47- IgV con el dominio

(Banco de Datos de Proteina (PDB) Referencia No. 2J
(B), y 2A1 (C). El 2A1 y B6H12 se unen en muchas or

diferentes y distintos epitopos en CD47, ambos de |

manizado (IgGl
anticuerpo

o la estirpe

estra los
un modelo de
a la eficacia
ticuerpo B6H12
la eficacia
o AB6.12

En ambos

ug de

e los
SIRP a-lgV (A,
JS), B6H12
ientaciones

0s cuales se

sobreponen con el sitio de uniéon SIRP o. El anticuerpo 2A1 se une

en una cabeza para orientacion lateral en la protei

DESCRIPCION DETALLADA
[0052] La presente invencidén proporciona anticuerpo
que unen especificamente CDA47, incluyendo CD47 huma
anticuerpos se denominan colectivamente aqui como a

CDA47.

na CD47.

S monoclonales
no. Estos

nticuerpos
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[0053] EI CD47, un receptor de transmembrana de mul tiple
expansion que pertenece a la superfamilia de inmuno globulina,
interactia con SIRP o (proteina o reguladora de sefal) en
macréfagos y por lo tanto atenta la fagocitosis. La s células de
cancer que eligen esta ruta evaden la fagocitosis. Como se
describe en detalle adelante, este es un nuevo meca nismo de
evasion inmune de tumor, y que dirige terapéuticame nte CD47 tiene

una amplia aplicacidbn en numerosos canceres.

[0054] La expresion de CD47 se correlaciona con los resultados
clinicos peores en muchos canceres distintos que in cluyen Linfoma
No Hodgkin (NHL), Leucemia linfocitica aguda (ALL), Leucemia
Mielogenosa Aguda (AML), cancer de ovario, glioma, glioblastoma,
etc. Adicionalmente, se ha identificado CD47 como u n marcador
celular de cancer en leucemias y tumores solidos (J aiswal et al.,
2009 cell, 138(2): 271-85; Chan et al., 2009 Proc N atl Acad Sci
USA, 106(33): 14016-21; Chan et al., 2010 Curr Opin Urol, 20(5):
393-7; Majeti R et al., 2011 Oncogene, 30(9): 1009- 19).

[0055] Los anticuerpos que bloquean CD47 han demost rado actividad
anti-neoplasica multiple en modelos de tumor in Vviv 0.
Adicionalmente, se ha mostrado que estos anticuerpo S sinergizan
con otros anticuerpos terapéuticos que incluyen Rit uxan® vy
Heerceptin® en modelos neoplasicos. La interaccion de bloqueo d

CDA47 con SIRP « es capaz de promover la fagocitosis de células que

expresan CD47 por los macrofagos (revisado en Chao et al., 2012
Curr Opin Immunol, 24(2): 225-32). Los ratones que carecen de
CD47 son marcadamente resistentes a terapia de radi acion, lo que

sugiere una funciébn para dirigir CD47 en combinacio n con
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radioterapia (Isenberg et al., 2008 Am J Pathol, 17 3(4): 1100-
1112; Maxhimer et al., 2009 Sci Transl Med, 1(3): 3 ra’z).
Adicionalmente, los modelos de tumor singeneicos en estos ratones
exhiben metastasis Osea reducida comparada con rato nes tipo
natural (Uluckan et al., 2009 Cancer Res, 69(7): 31 96-204).

[0056] De forma importante, se ha reportado que la mayor parte de
los anticuerpos CD47 provocan hemoaglutinacion de e ritrocitos
humanos. La hemoaglutinacion es un ejemplo de una i nteraccion
homotipica, en donde se provoca que dos células que expresan CD47
se agreguen o agrupen cuando se tratan con una enti dad de unién
bivalente CD47. Por ejemplo, el anticuerpo CD47, MA BL, como un

IgG o F(ab’)2 completo, se ha reportado que provoca

hemoaglutinacion de eritrocitos, y, solo cuando se altera MABL en
un scFv o scFv bivalente, este efecto se mitiga. (V ease por
ejemplo, Uno S, Kinoshita Y, Azuma Y et al. Antitum or activity of

a monoclonal antibody against CD47 in xenograft mod els of human
leukemic. Oncol Rep 2007; 17: 1189-94; Kikuchi Y, U no S,
Yoshimura Y et al. A bivalent single-chain Fv fragm ent against
CDA47 induces apoptosis for leukemic cells. Biochem Biophys Res
Commun 2004; 315: 912-8). Otros anticuerpos CD47 co nocidos que
incluyen B6H12, BRC126, y CC2C6 también provocan he moaglutinacion
de los RBC, como se describe en detalle adelante. S in embargo, la
agregacion de células representa una mayor limitaci 6n de CD47
dirige terapéuticamente con los anticuerpos IgG com pletamente
existentes.

[0057] Mas aun, una caracteristica importante de lo S anticuerpos

CDA47 es la capacidad de bloquear la interaccion de CD47 y SIRP «
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con el fin de promoverla fagocitosis de las células gue expresan
CD47 mediante los macréfagos. Muchos anticuerpos CD 47 existentes

bloquean SIRP «; sin embargo, antes de la invencién descrita aqui,

los anticuerpos existentes que bloquean SIRP o provocan el efecto
colateral de hemoaglutinacion, que, como se describ i0
anteriormente, es indeseable. Otros anticuerpos exi stentes, tal
como 2D3, no provocan hemoaglutinacién; sin embargo , estos
anticuerpos tampoco bloquean SIRP o, haciéndolos inefectivos en la
promocién de fagocitosis. Sin embargo, antes de la invencion
descrita aqui, se presenta una necesidad urgente de identificar
anticuerpos CD47 que bloquean SIRP o sin provocar agrupacion
celular.

[0058] Los anticuerpos CD47 de la presente invencio n evitan el
efecto indeseado de hemoaglutinacion, reduciendo po r lo tanto la
eficacia de CDA47 terapéuticamente dirigido, y mante ner la
capacidad de bloquear la interaccion de CD47 con SI RPx,
promoviendo por lo tanto la fagocitosis de las célu las que
expresan CD47. Especificamente, los anticuerpos CD4 7 1gG
completos de la presente invencion (por ejemplo, 2A 1 y sus
derivados humanizados que incluyen aquellos proporc ionados en la
Tabla 1) no aglutinan células a un nivel significat ivo. Por
ejemplo, los anticuerpos CD47 de la invencion no he maglutinan los
RBC a un nivel significativo. Se describen aqui los primeros
anticuerpos CD47 en un formato IgG completo que blo guea SIRP oy
no provocan un nivel significativo de hemoaglutinac ion. Tomados
juntos, los anticuerpos de la invencion (por ejempl o, el

anticuerpo 2A1 y sus derivados humanizados) son uni cos entre los
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anticuerpos CD47 existentes en su capacidad de blog uear SIRP «,
pero no provocan un nivel significativo de hemoaglu tinacion.

[0059] Los anticuerpos CD47 de la invencion exhiben numerosas
caracteristicas deseables, tal como, por via de eje mplo no
limitante, potente bloqueador de la interaccion ent re CD47 y su

ligando SIRP o, sin provocar un nivel significativo de o de otra

forma modular la hemoaglutinacion de eritrocitos, a si como
también actividad anti-neoplasica potente. Por ejem plo, los
anticuerpos CD47 de la invencion bloquean por lo me nos 40%, por
lo menos 45%, por lo menos 50%, por lo menos 55%, p or lo menos
60%, por lo menos 65%, por lo menos 70%, por lo men 0S 75%, por lo
menos 80%, por lo menos 85%, por lo menos 95%, o po r lo menos 99%
de la interaccion entre CD47 y SIRP o cuando se compara con el
nivel de interaccion entre CD47 y SIRP o en la ausencia de el
anticuerpo CD47 descrito aqui. Los anticuerpos CD47 de la
invencion no provocan un nivel significativo de agl utinacién de
células, por ejemplo, los anticuerpos CD47 de la in vencion no
provocan un nivel significativo de hemoaglutinacion de globulos
rojos. Por ejemplo, el nivel de aglutinacion en la presencia de
los anticuerpos CD47 de la invencion se reduce medi ante por lo
menos 5%, por lo menos 10%, por lo menos 20%, por | 0 menos 30%,
por lo menos 40%, por lo menos 50%, por lo menos 60 %, por lo
menos 70%, por lo menos 80%, por lo menos 90%, o po r lo menos 99%
comparado con el nivel de aglutinaciéon en la presen cia de los
anticuerpos CD47 existentes. En algunas realizacion es, los
anticuerpos CD47 de la invencibn no provocan un niv el
significativo de aglutinacion si el nivel de agluti nacion en la

presencia de los anticuerpos CD47 de la invencion s e reduce
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mediante por lo menos 5%, por lo menos 10%, por lo

lo menos 30%, por lo menos 40%, por lo menos 50%, p
60%, por lo menos 70%, por lo menos 80%, por lo men

lo menos 99% comparado con el nivel de aglutinacién
presencia del anticuerpo CD47, 1B4, que comprende u

de cadena ligera variable y pesada variable proporc

SEQ ID NO: 80 y SEQ ID NO: 81, respectivamente. Los

de la presente invencion también son significativam
potentes en modelos neoplasicos comparado con los a
conocidos en la técnica. Por ejemplo, la capacidad
neoplasicas de macrofagos a fagocitos en
Anticuerpos CD47 de la invencién se aumenta mediant

5%, por lo menos 10%, por lo menos 20%, por lo meno
menos 40%, por lo menos 50%, por lo menos 60%, por
por lo menos 80%, por lo menos 90%, o por lo menos

con la capacidad de las células neoplasicas de macr

fagocitos en la presencia de los anticuerpos CD47 e

[0060] Aquellos expertos en la técnica reconoceran

cuantificar, sin excesiva experimentacion, el nivel
aglutinacion, por ejemplo, el nivel de hemoaglutina

RBC. Por ejemplo, aquellos expertos en la técnica r

el nivel de hemoaglutinacion se comprueba al medir

RBC después de realizar un ensayo de hemoaglutinaci
presencia de los anticuerpos CD47 de la invencion,
describe en los Ejemplos adelante. En algunos casos

punto RBC en la presencia del anticuerpo CD47 de la

compara con el &rea del punto RBC en la ausencia de

CD47, es decir, en la presencia de hemoaglutinacion

la presenc

menos 20%, por
or lo menos
0s 90%, o por
en la
na secuencia
ionada en la
anticuerpos
ente mas
nticuerpos
de las células
ia de
e por lo menos
s 30%, por lo
lo menos 70%,
99% comparado
ofagos a

xistentes.

que es posible
de
cion de los
econoceran que
el &rea de un
o6n en la
como se
, el area del
invencion se
un anticuerpo

cero. De esta
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forma, hemoaglutinaciéon se cuantifica con relaciéon a un control

de valores iniciales. Un area de punto RBC mas gran de corresponde
a un nivel mayor de hemoaglutinacion. Alternativame nte, la
densitometria del punto RBC también se puede utiliz ar para

cuantificar hemoaglutinacion.

[0061] Los anticuerpos CD47 de la invencion se unen a CD47 humano
y bloguean su interaccion con SIRP o (Figuras 1B, 3,y 7J). Estos

anticuerpos no provocan un nivel significativo de

hemoaglutinacion de eritrocitos humanos (Figura 4). Estos
anticuerpos son capaces de promover la fagocitosis de células
neoplasicas mediante macréfagos (Figura 9). Adicion almente, los
anticuerpos CD47 exhiben actividad anti-neoplasica potente en un
modelo de raton de linfoma humano (Figura 10). Sin embargo, los
anticuerpos CD47 de la invencién eluden un factor | imitante
principal para el CD47 objetivo terapéutico. De acu erdo con lo
anterior, los anticuerpos CD47 de la invencién son de gran
importancia en el tratamiento de una multitud de ca nceres.

[0062] Los anticuerpos de la invencidon que unen esp ecificamente
CD47 humano, bloquean, inhiben, interrumpen o de ot ra forma
modulan la interaccion entre el CD47 humano y el Sl RPx humano,
sin provocar un nivel significativo de o de otra fo rma modular la

hemoaglutinacion de eritrocitos.

[0063] Los anticuerpos de la presente invencion se unen a un
epitopo CD47 con una constante de union de equilibr io (K 4)de <1
uM, por ejemplo, < 100 nM, preferiblemente < 10 nM, y més

preferiblemente < 1 nM. Por ejemplo, los anticuerpos CD47
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aproximadamente < 1 nM a aproximadamente 1 pM.

[0064] Los anticuerpos CD47 de la invencion sirven
bloquear, inhibir, reducir, antagonizar, neutraliza

forma interferir con la actividad funcional del CD4
distribuido. Las actividades funcionales de CDA47 in
ejemplo, sefializacion por medio de la interaccion c
modular, por ejemplo, aumentar, la concentracion de
intracelular luego de la adhesion celular a la matr
extracelular, interactuando con el dominio de union
terminal C de trombospondina, que interactia con fi
interactla con diversas integrinas. Por ejemplo, lo

CDA47 inhiben completamente o parcialmente la activi
CD47 al modular completamente o parcialmente, bloqu
reducir, antagonizar, neutralizar, o de otra forma

la unién de CD47 a SIRP Q.

[0065] Se considera que los anticuerpos CD47 modula

completamente, bloquean, inhiben, reducen, antagoni

neutralizan o de otra forma interfieren con la acti
funcional CD47 cuando el nivel de la actividad func

la presencia del anticuerpo CD47 se reduce mediante

95%, por ejemplo, mediante 96%, 97%, 98%, 99% o 100
compara con el nivel de actividad funcional CD47 en

de la unién con un anticuerpo CD47 descrito aqui. S
que los anticuerpos CD47 bloquean significativament
reducen, antagonizan, neutralizan o de otra forma i

la actividad funcional CD47 cuando el nivel de acti

rango entre

para modular,

r o de otra

7 ampliamente
cluyen por
on SIRP ¢,

calcio
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la presencia del anticuerpo CD47 se reduce mediante por lo menos
50%, por ejemplo, 55%, 60%, 75%, 80%, 85% 0 90% cua ndo se compara
con el nivel de actividad CD47 en la ausencia de la unién con un
anticuerpo CD47 descrito aqui. Se considera que los anticuerpos
CD47 modulan  parcialmente, bloquean, inhiben, reduc en,
antagonizan, neutralizan o de otra forma interfiere n con la
actividad funcional CD47 cuando el nivel de activid ad CD47 en la
presencia del anticuerpo CD47 se reduce mediante me nos de 95%,
por ejemplo, 10%, 20%, 25%, 30%, 40%, 50%, 60%, 75% , 80%, 85% o
90% cuando se compara con el nivel de actividad CD4 7 en la
ausencia de la unién con un anticuerpo CD47 descrit 0 aqui.
Definiciones

[0066] A menos que se defina de otra forma, los tér minos
cientificos y términos utilizados en conexion con | a presente
invencion deben tener los significados que se entie nden
comunmente por aquellos medianamente versados en la técnica.
Adicionalmente, a menos que se requiera de otra for ma por el
contexto, los términos singulares deben incluir plu ralidades vy
los términos plurales deben incluir el singular. De manera
general, las nomenclaturas utilizadas en relacion c on, y las
técnicas de, cultivo de tejido y celular, biologia molecular, y
quimica e hibridacion de proteina y oligo- o polinu cledtido se
describen aqui por aquellos bien conocidos y comunm ente
utilizados en la técnica. Se utilizan técnicas esta ndar para ADN
recombinante, sintesis de oligonucleétido, y cultiv o de tejido y
transformacion (por ejemplo, electroporacion, lipof eccion). Las
técnicas de purificacion y reacciones enzimaticas s e realizan de

acuerdo con las especificaciones del fabricante o ¢ omo se lleva a
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cabo comunmente en la técnica o como se describe aq
técnicas y procedimientos anteriores se realizan de
general de acuerdo con los métodos convencionales b
en la técnica y como se describe en diversas refere
generales y mas especificas que se citan y se discu

de la presente especificacion. Véase por ejemplo, S

Molecular Cloning: A Laboratory Manual (2d ed., Col
Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y. (
nomenclaturas utilizadas en relacion con, y los pro

laboratorio y técnicas, quimica analitica, quimica
sintética, y medicinal y la quimica farmacéutica se
aqui por aquellos bien conocidos y comunmente utili
técnica. Se utilizan técnicas estandar para sintesi
analisis farmacéutica, formula

guimico, preparacion

suministro, y tratamiento de pacientes.

[0067] Como se utiliza de acuerdo con la presente d
los siguientes términos, a menos que se indique de

debe entender que tiene los siguientes significados

[0068] Como se utiliza aqui, los términos CD47, pro
a integrina (IAP), antigeno OA3 de cancer de ovario
relacionado con Rh y MERG6 son sindnimos y se pueden

forma intercambiable.

[0069] Los términos globulos rojos y eritrocitos so

se utilizan de forma intercambiable.

ui. Las
manera
ien conocidos
ncias
ten a través
ambrook et al.
d Spring
1989)). Las
cedimientos de
organica
describen
zados en la
S quimica,

cion, vy

escripcion,
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[0070] El término aglutinacion se refiere a una agl utinacion
celular, mientras que el término hemoaglutinacion s e refiere a la
aglutinacion de un subconjunto especifico de célula s, es decir,
glébulos rojos. Sin embargo, la hemoaglutinacion es un tipo de
aglutinacion.

[0071] Como se utiliza aqui, el término “anticuerpo ” se refiere a
moléculas de inmunoglobulina y porciones inmunolégi camente
activas de inmunoglobulina (lg), es decir, molécula S que contiene

un sitio de unibn de antigeno que unen especificame nte
(inmunoreactivos con) un antigeno. “Se une especifi camente” o
“inmunoreacciona con” “se dirige contra” significa el anticuerpo
que reacciona con uno 0 mas determinantes antigénic os del
antigeno deseado y no reacciona con otros polipépti dos o se a une
con menor afinidad (K ¢ > 10 ). Los anticuerpos incluyen, pero no

se limitan a, policlonal, monoclonal, quimérico, dA b (anticuerpo

de dominio), cadena sencilla, Fab, fragmentos Fab- y F(ab’)2, Fv,

scFvs, y una coleccion de expresion Fab.

[0072] Se sabe que la unidad estructural basica de anticuerpo
comprende un tetramero. Cada tetramero esta compues to de dos
pares idénticos de cadenas de polipéptido, cada par tiene una
cadena ‘“ligera” (aproximadamente 25 kDa) y una cade na “pesada”
(aproximadamente 50-70 kDa). La porcién de terminal amino de cada
cadena incluye una region variable de aproximadamen te 100 a 1100

mas aminoacidos principalmente responsables del rec onocimiento de
antigeno. La porcion de terminal carboxi de cada ca dena define
una region constante principalmente responsable par a funcion

efectora. En general, las moléculas de anticuerpo o btenidas de
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humanos se relacionan con cualquiera de las clases

IgE y IgD, que difieren una de la otra en naturalez

pesada presente en la molécula. Ciertas clases tien
también, tal como I1gG1, 1gG2, y otros. Adicionalmen
humanos, la cadena ligera puede ser una cadena kapp

lambda.

[0073] El término “anticuerpo monoclonal” (MAb) o “
anticuerpo monoclonal”, como se utiliza aqui, se re
poblaciébn de moléculas de anticuerpo que contienen
especie molecular de molécula de anticuerpo que con
producto de gen de cadena ligera Unica y un product
cadena pesada Unico. En particular, las regiones de
complementariedad (CDR) del anticuerpo monoclonal s
en todas las moléculas de la poblacion. Los MAb con
sitio de union a antigeno capaz de inmunoreaccionar
epitopo particular del antigeno caracterizado por u

afinidad de union para este.

[0074] En general, las moléculas de anticuerpo obte
humanos se relaciona con cualquiera de las clases |

IgE y IgD, que difieren una de la otra por la natur
cadena pesada presente en la molécula. Ciertas clas
subclases también, tal como IgG1, 1gG2, y otros. Ad

en humanos, la cadena ligera puede ser una cadena k

cadena lambda.

[0075] El término “sitio de unidbn a antigeno” o “po

union” se refiere a la parte de la molécula de inmu

19G, IgM, IgA,
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te, en
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que participa en unién de antigeno. El sitio de uni
se forma mediante
variables de terminal N (*V”) de las cadenas pesada
ligera (“L"). Tres tramos altamente divergentes den
regiones V de las cadenas pesada y ligera, denomina
tram

“regiones hipervariables,” se interponen entre

flanquean méas conservados conocido comos
estructura,” o “FR”. Sin embargo, el término “FR” s

secuencia de aminoacidos que se encuentran en forma
entre, y adyacente a,

regiones hipervariables

inmunoglobulinas. En una molécula de anticuerpo, la
regiones hipervariables de una cadena ligera y las
hipervariables de una cadena pesada se disponen con

a la otra en espacio tridimensional para formar una

unibn a antigeno. La superficie de union a antigeno
complementaria a la superficie tridimensional de un

union, y las regiones hipervariables de cada una de

pesada y ligera se denominan como “regiones determi
complementariedad,” o “CDR.” La asignacion de los a

cada dominio esta de acuerdo con las definiciones d
Secuencias Kabat de Proteinas de Interés Inmunoldégi
Institutes of Health, Bethesda, Md. (1987 y 1991)),

Lesk J. Mol. Biol. 196:901-917 (1987), Chothia et a
342:878-883 (1989).

[0076] Como se utliza aqui, el término “epitopo” i
cualquier determinante de proteina capaz de union e

una inmunoglobulina o fragmento del mismo, o un rec

célula T. El término “epitopo” incluye cualquier de
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proteina capaz de union especifica a una inmunoglob ulina o
receptor de célula T. Los determinantes epitopicos usualmente
consisten de agrupamientos de superficie quimicamen te activos de
moléculas tal como amino4cidos o cadenas laterales de azucar y
tienen usualmente caracteristicas estructurales ftri dimensionales
especificas, asi como también caracteristicas de ca rga
especifica. Se dice que un anticuerpo une especific amente un
antigeno cuando la constante de disociacion es <1 uM; por
ejemplo, < 100 nM, preferiblemente <10 nM y mas preferiblemente

<1 nM.

[0077] Como se utiliza aqui, los términos “unién in munoldgica,” y
“propiedades de unidon inmunoldgica” se refiere a la S
interacciones no covalentes del tipo que ocurre ent re una
molécula de inmunoglobulina y un antigeno para el q ue la
inmunoglobulina es especifica. La resistencia, o af inidad de las
interacciones de unién inmunoldgica se puede expres ar en términos

de la constante de disociacion (K 4) de la interaccion, en donde

un K 4 mas pequeio representa una mayor afinidad. Las pro piedades
de wunién inmunoldgicas de los polipéptidos seleccio nados se
pueden cuantificar utilizando métodos bien conocido s en la
técnica. Uno de dichos métodos implica medir los in dices de
formacion de complejo de antigeno/sitio de union a antigeno y
disociacion, en donde aquellas tasas dependen de Ila S
concentraciones de los socios de complejo, la afini dad de la
interaccion, y los parametros geométricos que influ encian
igualmente la tasa en ambas direcciones. Sin embarg 0, se puede
determinar “constante de asociacion” (k on) Y “constante de

disociacion” (k off ) Se puede determinar mediante el calculo de las
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concentraciones y las tasas actuales de asociacion y disociacion.
(Véase Nature 361: 186-87 (1993)). La relacion de k off /K on permite
la cancelaciéon de todos los parametros no relaciona do con la
afinidad, y es igual a la constante de disociacién Kq. (Véase,
generalmente, Davies et al. (1990) Annual Rev Bioch em 59:439-
473). Se dice que un anticuerpo de la presente inve ncién se une
especificamente a CD47, cuando la constante de uni6 n de
equilibrio (K d) €s <1 uM, preferiblemente < 100 nM, mas
preferiblemente < 10 nM, y mas preferiblemente < 100 pM a
aproximadamente 1 pM, cuando se mide mediante ensay os tal como
ensayos de unién de radioligando, resonancia de pla smén de
superficie (SPR), ensayo de citometria de flujo uni on, 0 ensayos
similares conocidos por aquellos expertos en la téc nica.

[0078] EI término “polinucledtido aislado” como se utiliza aqui
debe significar un polinucleétido de cADN gendmico, o de origen
sintético o alguna combinacion de los mismos, que p or virtud de
su origen el “polinucledtido aislado” (1) no se aso cia con todo o
una parte de un polinucleétido en el que el “polinu cleotido
aislado” se encuentra en la naturaleza, (2) se une operablemente
a un polinucleétido que no esta ligado en la natura leza, o (3) no
ocurre en la naturaleza como parte de una secuencia mas larga.
[0079] El término “proteina aislada” se denomina aq ui como una
proteina de cADN, ARN recombinante, o de origen sin tético o
cualquier combinacién de los mismos, que por virtud de su origen,

o fuente de derivacion, la “proteina aislada” (1) n 0 Se asocia
con proteinas encontradas en la naturaleza, (2) est a libre de

otras proteinas de la misma fuente, por ejemplo, li bre de
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proteinas marinas, (3) se expresa mediante una célu la de una

especie diferente, o (4) no ocurre en la naturaleza

[0080] El término “polipéptido” se utiliza aqui com 0 un término
genérico que se refiere a la proteina natural, frag mentos, 0O
analogos de una secuencia de polipéptido. Por lo ta nto, los
fragmentos de proteina natural, y analogos son espe cies del

género de polipéptido.

[0081] EI término “que ocurre en forma natural” com o se utiliza
aqui cuando se aplica a un objeto se refiere al hec ho que se
puede encontrar un objeto en la naturaleza. Por eje mplo, una
secuencia de polipéptidos o polinucleétidos que est a presente en
un organismo (que incluye virus) que se puede aisla r de una

fuente en la naturaleza y que no se ha modificado
intencionalmente por el hombre en el laboratorio o de otra forma

ocurre en forma natural.

[0082] EI término “ligado operablemente” como se ut iliza aqui se
refiere a posiciones de componentes asi descritas g ue estan en
una relacién que les permite funcionar en su forma pretendida.
Una secuencia de control “ligada operablemente” a u na secuencia
codificante se liga de tal forma que la expresion d e la secuencia
codificante se logra bajo condiciones compatibles ¢ on las

secuencias de control.

[0083] El término “secuencia de control” como se ut iliza aqui se
refiere una secuencia de polinucle6tidos que es nec esaria para

efectuar la expresion y procesar las secuencias de codificacion a
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las que se ligan. La naturaleza de dichas secuencia s de control
dependiendo del organismo anfitrion en procariotes, dichas
secuencias de control incluyen de manera general pr omotor, sitio

de unién ribosémico, y la secuencia de terminacion de
transcripcion en eucariotes, generalmente, dichas s ecuencias de
control incluyen promotores y la secuencia de termi nacion de
transcripcion. El término “secuencias de control” p retende
incluir, a un minimo, todos los componentes cuya pr esencia es
esencial para expresion y procesamiento, y también puede incluir
componentes adicionales cuya presencia es ventajosa , por ejemplo,

las secuencias lideres y las secuencias de socio de fusion. El
término “polinucledtido,” como se denomina aqui, se refiere un
boro polimérico de nucledtidos de por lo menos 10 b ases de
longitud, ya sea ribonucleétidos o desoxinucleétido s 0 una forma
modificada de cualquier tipo de nucledtido. El térm ino incluye
formas de ADN de hebra doble y de hebra sencilla.

[0084] EI término “oligonucleétido” denominado aqui incluye
nucledtidos modificados, y que ocurren en forma nat ural ligados
por enlaces de oligonucleétido que ocurren en forma natural, y
qgue ocurren en forma no natural. Los oligonucleétid 0S son un
subconjunto de polinucleétidos que comprende de man era general
una longitud de 200 bases o menos. Preferiblemente los
oligonucledtidos son 10 a 60 bases de longitud y ma )
preferiblemente 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 0 2 0 a 40 bases
de longitud. Los oligonucleétidos son usualmente de hebra
sencilla, por ejemplo, para sondas, aunque los olig onucleotidos
pueden ser de hebra dobla, por ejemplo, para uso en la
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construccion de un mutante de gen. Los oligonucleot

invencion son oligonucledtidos codificantes o antic

[0085] El término “nucledtidos que ocurren en forma

denominados aqui incluyen desoxiribonucleétidos
ribonucledtidos. El término “nucleétidos modificado
aqui incluye nucleétidos con grupos de azucar modif

sustituidos y similares. El término “enlaces de oli

idos de la

odificantes.

natural”
y
s” denominados
icados o

gonucleaotido”

denominado aqui incluye enlaces de oligonucleotidos tal como
fosforotioato, fosforoditioato, fosforoselerloato,

fosforodiselenoato, fosforoanilotioato, fosforanila dato,
fosforonmidato, y similares. Véase por ejemplo, LaP lanche et al.
Nucl. Acids Res. 14:9081 (1986); Stec et al. J. Am. Chem. Soc.
106:6077 (1984), Stein et al. Nucl. Acids Res. 16:3 209 (1988),
Zon et al. Anti Cancer Drug Design 6:539 (1991); Zo n et al
Oligonucleotides and Analogues: A Practical Approac h, pp. 87-108

(F. Eckstein, Ed., Oxford University Press, Oxford England
(1991)); Stec et al. Patente Estadounidense No. 5, 151,510;
Uhlmann and Peyman Chemical Reviews 90:543 (1990). Un
oligonucleotido puede incluir una parca para detecc i0n, si se
desea.

[0086] EI término “hibrida selectivamente” denomina do aqui
significa  detectablemente y  especificamente  unido. Los

polinucledtidos, oligonucledtidos y fragmentos de |

acuerdo con la invencién hibridan selectivamente a
acido nucleico bajo hibridacion y condiciones de la
minimizan cantidades apreciables de unidén detectabl

nucleicos no especificos. Se pueden utilizar condic

0S mismos de
hebras de
vado que

e a 4cidos

iones de alta
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exigencia para lograr condiciones de hibridacion se
se conoce en la técnica y se discute aqui. De maner
homologia de secuencia de &cidos nucleicos entre
polinucledtidos, oligonucledtidos, y fragmentos de

una secuencia de acidos nucleicos de interés sera p

80%, y mas tipicamente con homologias preferiblemen

de por lo menos 85%, 90%, 95%, 99%, y 100%. Dos sec
aminoacidos son homodlogas si existe una identidad p
completa entre sus secuencias. Por ejemplo, 85% de
significa que 85% de los amino&cidos son idénticos

secuencias se alinean para emparejamiento maximo. S
espacios (en cualquiera de las dos secuencias empar
maximizacion de las longitudes de espacio emparejad
que se prefieren con 2 o0 menos siendo el mas prefer
Alternativamente y preferiblemente, dos secuencias

secuencias de polipéptidos derivados de ellos de po
aminoacidos de longitud) son homodlogas, cuando se u

este término, si tienen un puntaje de alineacion de

unidades de desviacion estandar) utilizando el prog

la matriz de datos de mutacién y una penalidad de e

méas. Véase Dayhoff, M.O., en Atlas of Protein Seque
Structure, pp. 101-110 (Volumen 5, National Biomedi
Foundation (1972)) y Complemento 2 para este volume

Las dos secuencias o partes de las mismas son prefe

homologas si sus aminoacidos son mayores que 0 igua
idéntico cuando se alinea Optimamente utilizando el

ALIGN. El término “corresponde a” se utiliza aqui p

gue una secuencia de polinucleétidos es homologa (e

idéntica, no se relaciona estrictamente evolucionad

lectivas como
a general, la
lo
la invencién y
or lo menos
te aumentadas
uencias de
arcial o
homologia
cuando las dos
e permiten
ejadas) en la
0 de 5 0 menos
ido.
de proteina (o
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tiliza aqui
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cal Research
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les a 50%
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parte de una secuencia de polinucleétido de referen cia, 0 que una
secuencia de polipéptido es idéntica a una secuenci a de
polipéptido de referencia. En contraposicién, el té rmino
“complementario a” se utiliza para significar que | a secuencia
complementaria es homologa a toda o parte de una se cuencia de
polinucledtido de referencia. Para ilustracion, la secuencia de
nucledtidos “TATAC” corresponde a una secuencia de referencia
“TATAC” y es complementaria a una secuencia de refe rencia
“GTATA".

[0087] Los siguientes términos se utilizan para des cribir las
relaciones de secuencia entre dos 0 mMAas secuencias de
polinucle6tidos o0 secuencia de aminoacidos: “secuen cia de
referencia”, “ventana de comparacion”, “identidad d e secuencia’,
“porcentaje de identidad de secuencia”, e “identida d sustancial”.

Una “secuencia de referencia” es una secuencia defi nida como una
base para una comparacibn de secuencia con una secu encia de
referencia puede ser un subconjunto de una secuenci a mas grande,
por ejemplo, como un segmento de un cADN de longitu d completa o
secuencia de gen dada en un listado de secuencia o puede
comprender un cADN completo o secuencia de gen. De manera
general, una secuencia de referencia tiene por lo m enos 18
nucledtidos o 6 aminoacidos de longitud, frecuentem ente por lo

menos 24 nucledtidos o 8 aminoacidos de longitud, vy

frecuentemente por lo menos 48 nucle6tidos o 16 ami noécidos de
longitud. En razén a que dos polinucledtidos o secu encias de
aminoacidos cada uno puede comprender (1) una secue ncia (es
decir, una parte de la secuencia de polinucleétidos completa o

secuencia de aminoacidos) que es similar entre las dos moléculas,
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y (2) puede comprender adicionalmente una secuencia
divergente entre las dos secuencias de polinucleoti
secuencia de aminoacidos, las comparaciones de secu
las dos (0 mas) moléculas se realizan normalmente a
secuencias de las dos moléculas sobre una “ventana
comparacion” para identificar y comparar las region

similitud de secuencia. Una “ventana de comparacion

utiliza aqui, se refiere a un segmento conceptual d

18 posiciones de nucleétidos contiguos o 6 aminoaci

una secuencia de polinucleétidos o secuencia de ami

puede comparar con una secuencia de referencia de p

nucleodtidos contiguos o 6 secuencias de aminoacidos

parte de la secuencia de polinucledtidos en la vent

comparacion puede comprender adiciones,
sustituciones, y similares (es decir, espacios) de

0 menos cuando se compara con la secuencia de refer
comprende adiciones o eliminaciones) para alineacio
las dos secuencias. La alineacion éptima de las sec
alinear una ventana de comparacion se puede conduci
algoritmo de homologia local de Smith and Waterman
Math. 2:482 (1981), mediante el algoritmo de alinea
homologia de Needleman and Wunsch J. Mol. Biol. 48:
mediante la busqueda del método de similitud de Pea
Lipman Proc. Natl. Acad. Sci. (U.S.A.) 85: 2444 (19
implementaciones computarizadas de estos algoritmos
BESTFIT, FASTA, y TFASTA en el Wisconsin Genetics S
Package Release 7.0, (Genetics Computer Group, 575

Madison, Wis.), Geneworks, o Mac Vector software pa

mediante inspeccion, y se selecciona la mejor aline

eliminacion

que es
dos o
encia entre
| comparar
de
es locales de

", como se

e por lo menos

dos en donde

noacidos se
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20 por ciento
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Adv. Appl.
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decir, que resulta en el mayor porcentaje de homolo gia sobre la
ventana de comparacion) generado por los diversos m etodos.

[0088] El término “identidad de secuencia” signific a que dos
secuencias de polinucledtidos o aminoacidos son idé nticas (es
decir, sobre una base nucleétido por nucleétido o r esiduo por
residuo) sobre la ventana de comparacion. El términ 0 “porcentaje
de identidad de secuencia” se calcula al comparar d 0S secuencias
Optimamente alineadas sobre Ila ventana de comparaci on,
determinando el numero de posiciones en las que la base de acido
nucleico idéntica (por ejemplo, A, T, C, G, U o I) o el residuo
ocurre en secuencias para producir el namero de pos iciones
emparejadas, dividiendo el nimero de posiciones emp arejadas por
el namero total de posiciones en la ventana de comp aracion (es
decir, el tamafio de ventana), y multiplicando el re sultado por
100 para producir el porcentaje de identidad de sec uencia. Los
términos “identidad sustancial” como se utiliza aqu i denota una
caracteristica de un polinucleétido o secuencia de aminoacidos,
en donde el polinucleétido o aminoacido comprende u na secuencia
que tiene por lo menos 85 por ciento de identidad d e secuencia,
preferiblemente por lo menos 90 a 95 por ciento de identidad de
secuencia, mas usualmente por lo menos 99 por cient o de identidad
de secuencia cuando se compara con una secuencia de referencia
sobre una ventana de comparacion de por lo menos 18 posiciones de
nucledtidos (6 aminoacido), frecuentemente sobre un a ventana de
por lo menos 24-48 posiciones de nucleodtido (8-16 a minoacido), en
donde el porcentaje de identidad de secuencia se ca lcula al
comparar la secuencia de referencia con la secuenci a que puede

incluir eliminaciones o adiciones que el total de 2 0 por ciento o
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menos de la secuencia de referencia sobre la ventan
comparacion. La secuencia de referencia puede ser u

de una secuencia mas grande.

[0089] Como se utiliza aqui, los veinte
convencionales y sus abreviaturas siguen el uso con
Véase Immunology - A Synthesis (2nd Edition, E.S. G
Gren, Eds., Sinauer Associates, Sunderland7 Mass. (
estereoisomeros (por ejemplo, D-aminoacidos) de los
aminoacidos convencionales, aminoacidos no naturale

o — aminoacidos disustituidos, aminoacidos N-alquilo
lactico, y otros aminoacidos no convencionales tamb
componentes adecuados para los polipéptidos de la p
invencion. Ejemplos de aminoacidos no convencionale
hidroxiprolina, y-carboxiglutamato,
acetillisina, O-fosfoserina, N- acetilserina, N-for
3-metilhistidina, 5-hidroxilisina,

aminoacidos  similares 'y iminoacidos (por ejemplo,
hidroxiprolina). En la anotacion de polipéptido uti

la direccion a mano izquierda es la direccion de te

la direccion a mano derecha es la direccion de term

de acuerdo con el uso estandar y convencion.

[0090] De forma similar, a menos que se especifique

forma, el extremo a mano izquierda de las secuencia

polinucledtidos de hebra sencilla es el extremo 5’
a mano izquierda de las secuencias de polinucleétid
La direccio

doble se denomina como la direccién 5'.

adicion 5 a 3’ de los transcriptos de ARN naciente

e- N, N, N-trimetillisina,

4

a de

n subconjunto

aminoacidos

vencional.

olub and D.R.

1991)). Los

veinte
s tal como o-,

, acido

ién pueden ser
resente

s incluyen: 4

g -N-

milmetionina,
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como la secuencia de direccion de transcripcion en

ADN que tiene la misma secuencia que el ARN y que t
extremo 5’ del transcripto de ARN se denominan como
en la direccién 5, las regiones de secuencia en |

tienen la misma secuencia que el ARN y que tienen 3

3’ del transcripto de ARN se denominan como “secuen

direccién 3.

[0091] Como se aplica a lo polipéptidos, el término
sustancial” significa que las dos secuencias de pép

se alinean Optimamente, tal como mediante los progr
BESTFIT utilizando ponderacion de espacio predeterm
comparten por lo menos 80 por ciento de identidad d
preferiblemente por o menos 90 por ciento de ident
secuencia, mas preferiblemente por lo menos 95 por
identidad de secuencia, y mas preferiblemente por |

ciento de identidad de secuencia.

[0092] Preferiblemente, las posiciones de residuo q

idénticas difieren sustituciones conservadoras de a

[0093] Las sustituciones conservadoras de aminoacid

a la intercambiabilidad de los residuos que tienen
laterales similares. Por ejemplo, un grupo de amino
tiene cadenas laterales alifaticas es glicina, alan
leucina, y isoleucina; un grupo de aminoacidos que
laterales hidroxilo alifaticas es serina y treonina
aminoacidos que tienen cadenas laterales que contie

asparagina y glutamina; un grupo de aminoacidos que

la hebra de
ienen 5" al
“secuencias

a hebra de ADN
" al extremo

cia en la

“identidad
tidos, cuando
amas GAP o
inado,
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cadenas laterales aromaticas es fenilalanina, tiros
triptofan; un grupo de aminoacidos que tienen caden
basicas es lisina, arginina, y histidina; y un grup
aminoacidos que tienen cadenas laterales que contie

cisteina y metionina. Los grupos de sustitucion de
valina-leucina-isoleu

conservadores preferidos son:

fenilalanina-tirosina, lisina-arginina, alanina val

glutamico- aspatrtico, y asparagina-glutamina.

[0094] Como se discutié anteriormente, se contempla
menores en las secuencias de aminoacidos de los ant
moléculas de inmunoglobulina que se abarcan por la
invencion, dado que las variaciones en la secuencia
aminoacidos mantienen por lo menos 75%, mas preferi

lo menos 80%, 90%, 95%, y mas preferiblemente 99%.

se contemplan reemplazos conservadores de aminoacid
reemplazos conservadores son aquellos que tienen lu

una familia de aminoacidos que se relacionan en sus
laterales. Los aminoacidos genéticamente codificado
generalmente en familias: (1) los aminoacidos &cido
aspartato, glutamato; (2) los aminoacidos basicos s
arginina, histidina; (3) los aminoacidos no polares

valina, leucina, isoleucina, prolina, fenilalanina,

triptofan, y (4) los aminoacidos polares no cargado
asparagina, glutamina, cisteina, serina, treonina,
aminoacidos hidrdfilos incluyen arginina, asparagin
glutamina, glutamato, histidina, lisina, serina, y

aminoacidos hidréfobos incluyen alanina, cisteina,

leucina, metionina, fenilalanina, prolina, triptofa

ina, vy
as laterales
o de
nen azufre es
aminoacidos
cina,

ina,

n variaciones
icuerpos o
presente
de
blemente por
En particular,
0. Los
gar dentro de
cadenas
s se dividen
S son
on lisina,
son alanina,
metionina,
s son glicina,
tirosina. Los
a, aspartato,
treonina. Los
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valina. Otras familias de aminoacidos incluyen (i)
treonina, que son la familia hidroxi alifatica; (ii

glutamina, que son la familia que contiene amida; (

valina, leucina y isoleucina, que son la familia al

(iv) fenilalanina, triptofan, y tirosina, que son |
aromatica. Por ejemplo, es razonable esperar que un
aislado de una leucina con una isoleucina o valina,

con un glutamato, una treonina con una serina, 0 un
similar de un aminoacido con un aminoacido estructu
relacionado no tendran un efecto principal sobre la
propiedades de la molécula resultante, especialment
reemplazo no implica un aminoacido dentro de un sit
estructura principal. Su resulta un cambio de amino
péptido funcional se puede determinar facilmente al
actividad especifica del derivado de polipéptido. S
ensayos en detalle aqui. Los fragmentos o analogos
anticuerpos o moléculas de inmunoglobulina se puede
facilmente por aquellos medianamente versados en la
terminales amino y carboxi preferidos de fragmentos
ocurren cerca a los limites de los dominios funcion

pueden identificar los dominios funcionales y estru

mediante la comparacion de los datos de la secuenci

nucleodtidos y/o secuencia de aminoacidos con bases
secuencia publica o privada. Preferiblemente, se ut

de comparacién computarizados para identificar los
secuencia o los dominios de conformacion de la prot

que ocurren en otras proteinas de estructura y/o fu
conocida. Se conocen los métodos para identificar |

de proteinas que se pliegan en una estructura tridi

serina y
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conocida. Bowie et al. Science 253: 164 (1991). Sin
ejemplos anteriores demuestran que aquellos experto
técnica pueden reconocer los motivos de secuencia y
conformaciones estructurales que se pueden utilizar

los dominios estructurales y funcionales de acuerdo

invencion.

[0095] Las sustituciones de aminoacido preferidas s
que: (1) reducen la susceptibilidad a protedlisis,
susceptibilidad a oxidacion, (3) alteran la afinida
para formar complejos de proteina, (4) alterar las
unién, 'y (4) conferir o modificar otras
fisicoquimicas o funcionales de dichos analogos. Lo
pueden incluir diversas muteinas de una secuencia d
secuencia de péptidos que ocurren en forma natural.
las  sustituciones de aminoéacido anicas o]
(preferiblemente sustituciones conservadoras de ami
pueden hacer en la secuencia que ocurre en forma na

(preferiblemente en la parte del polipéptido fuera
dominios que forman contactos intermoleculares. Una
conservadora de aminoacido no debe cambiar sustanci
caracteristicas estructurales de la secuencia proge
ejemplo, un aminoacido de reemplazo no debe tender
hélice que ocurre en la secuencia progenitora, o in
otros tipos de estructura secundaria que caracteriz
progenitora). Ejemplos de las estructuras secundari
terciarias de polipéptido reconocidas en la técnica

en Proteins, Structures and Molecular Principles (C

W. H. Freeman and Company, New York (1984)); Introd

propiedades

embargo, los
s en la
las
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Protein Structure (C. Branden y J. Tooze, eds., Gar land
Publishing, New York, N.Y. (1991)); y Thornton et a |. Nature 354:
105 (1991).

[0096] EI término “fragmento de polipéptido” como s e utiliza aqui

se refiere a un polipéptido que tiene una eliminaci 6n del
terminal amino y/o terminal carboxi, pero cuando la secuencia de

aminoacidos restante es idéntica a las posiciones

correspondientes en la secuencia deducida que ocurr e en forma
natural, por ejemplo, de una secuencia de cADN de | ongitud
completa. Los fragmentos tienen normalmente por lo menos 5, 6, 8

o 10 aminoéacidos de largo, preferiblemente por lo m enos 14
aminoacidos de largo, mas preferiblemente por lo me nos 20
aminodacidos de largo, usualmente por lo menos 50 am inoacidos de
largo, y incluso mas preferiblemente por lo menos 7 0 aminoacidos
de largo. El término “analogo” como se utiliza aqui se refiere a
polipéptidos que estan comprendidos de un segmento de por lo
menos 25 aminoacidos que tiene identidad sustancial a una parte
de una secuencia de aminoacidos deducida y que tien € union
especifica a CD47, bajo condiciones de union adecua das.
Normalmente, los analogos de polipéptido comprenden una
sustitucion conservadora de aminoacido (o adicion o eliminacién)
con respecto a la secuencia que ocurre en forma nat ural. Los
analogos tienen normalmente por lo menos 20 aminoac idos de largo,
preferiblemente por lo menos 50 aminoéacidos de larg 0O 0 Mas, y
pueden frecuentemente ser tan largos como un polipé ptido que

ocurre en forma natural de longitud completa.
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[0097] Se utilizan comunmente analogos de péptido e
farmacéutica como farmacos no péptido con propiedad
aquellas del péptido plantilla. Estos tipos de comp
péptido se denominan “imitadores de péptido” o “imi
péptido”. Fauchere, J. Adv. Drug Res. 15:29 (1986),
Freidinger TINS p.392 (1985); y Evans et al. J. Med

1229 (1987). Dichos compuestos se desarrollan frecu

la ayuda de modelamiento molecular computarizado. S
utilizar imitadores de péptido que son estructuralm

a los péptidos terapéuticamente Utiles para produci
profilactico o terapéutico equivalente. De manera g
imitadores de péptido son estructuralmente similare
polipéptido paradigma (es decir, un polipéptido que
propiedad bioquimica o actividad farmacologicaa), t
anticuerpo humano, pero que tienen uno o mas enlace
opcionalmente reemplazados por un enlace que se sel
grupo que consiste de:— CH
trans), -COCH ,-, CH(OH)CH ,-, y -CH
conocidos en la técnica. Se puede utilizar la susti
sistematica de uno o mas aminoacidos de una secuenc
con un D-aminoacido del mismo tipo (por ejemplo, D-
lugar de lisina L-lisina) para generar péptidos mas
Adicionalmente, se pueden generar péptidos limitado
comprenden una secuencia consensus o una variacion
consensus sustancialmente idéntica mediante métodos

la técnica (Rizo and Gierasch Ann. Rev. Biochem. 61

por ejemplo, al agregar residuos de cisteina intern

formar puentes de disulfuro intramolecular que cicl

péptido.

n la industria
es analogas a
uesto no
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Veber and
. Chem. 30:
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[0098] El término “agente” se utiliza aqui para den
compuesto quimico, una mezcla de compuestos quimico
macromolécula biolégica, o un extracto hecho de mat

biolégicos.

[0099] Como se utiliza aqui, los términos “marca” o
refiere una incorporacion de un marcador detectable
mediante la incorporacion de un aminoacido radiomar
un polipéptido de unidades estructurales biotinilo
detectar mediante avidina marcada (por ejemplo, est
que contiene un marcador fluorescente o actividad e
se puede detectar mediante métodos 6pticos o calori
ciertas situaciones, la marca o marcador también pu
terapéutico. Se pueden utilizar diversos métodos de
polipéptidos y glucoproteinas que se conocen en la

Ejemplos de marcas para polipéptidos incluyen, pero

a, lo siguiente: radioisétopos o radionuclidos (por

111 In 125 | 131
) )

l4C 15N 358 90Y 99TC
ejemplo, FITC, rodamina, fésforos lantanido), marca
(por ejemplo, peroxidasa de rabano, p-galactosidasa

fosfatasa alcalina), quimioluminiscente, grupos bio

epitopos de polipéptido predeterminados reconocidos

indicador secundario (por ejemplo, secuencia para c
leucina, sitios de unidén para anticuerpos secundari

de wunibn de metal, etiquetas de epitopo). En

realizaciones, las marcas se unen por brazos separa

diversas longitudes para reducir el impedimento est

potencial. El término “agente o farmaco farmacéutic

alguna

otar un
S, una

eriales
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cado o union a
gue se pueden
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utiliza aqui se refiere a un compuesto o composicid n quimica
capaz de inducir un efecto terapéutico deseado cuan do se

administra apropiadamente a un paciente.

[00100] EIl término “agente antineoplasico” se utili Zza aqui para
referirse a agentes que tienen propiedad funcional de inhibir un

desarrollo o evolucibn de wun neoplasma en un humano

particularmente una lesidn maligna (cancerosa), tal como un
carcinoma, sarcoma, linfoma, o leucemia. La inhibic ion de
metastasis es frecuentemente una propiedad de agent es anti-
neoplasicos.

[00101] Se utilizan aqui otros términos de quimica de acuerdo con
el uso convencional en la técnica, como se ejemplif ica por The
McGraw-Hill Dictionary of Chemical Terms (Parker, S ., Ed.,

McGraw-Hill, San Francisco (1985)).

[00102] Como se utiliza aqui, “sustancialmente puro " significa
una especie objeto que es una especie predominante presente (es
decir, sobre una molar es mas abundante que cualqui er otra
especie individual en la composicion), y preferible mente una
fraccion sustancialmente purificada es una composic ion en donde
la especie objeto comprende por lo menos aproximada mente 50 por

ciento (sobre una base molar) de todas las especies

macromoleculares presentes.

[00103] De manera general, una composicion sustanci almente pura
comprendera mas de aproximadamente 80 por ciento de todas las

especies macromoleculares presentes en la composici on, mas
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preferiblemente mas de aproximadamente 85%, 90%, 95 %, y 99%. Mas
preferiblemente, las especies objeto se purifican p ara
homogeneidad esencial (no se pueden detectar especi es
contaminantes en la composicion mediante métodos de deteccion
convencional) en donde la composicién consiste esen cialmente de

una Unica especie macromolecular.

Anticuerpos CD47

[00104] Los anticuerpos monoclonales de la invencié n tienen la
capacidad de unirse a CD47, para inhibir la unién d e SIRP o a
CDA47, reducir la sefialacion mediada por CDA47-SIRP o, promover
fagocitosis, e inhibir el crecimiento y/o migracion de tumores.
Se determina la inhibicién, por ejemplo, utilizando el ensayo

celular descrito aqui en los Ejemplos.

[00105] Los anticuerpos de la invencion de ejemplo incluyen el
anticuerpo 2A1, la versibn quimérica de 2Al, y vari antes
humanizadas de 2A1l. Los anticuerpos de la invencién de ejemplo
incluyen un anticuerpo que tiene una cadena pesada variable (VH)
seleccionada de las SEQ ID NOs: 5-30, y que tiene u na cadena
liviana variable (VL) seleccionada de las SEQ ID NO s: 31-47.
Especificamente, los anticuerpos de ejemplo incluye n aquellos

proporcionados en la Tabla 1.

Tabla 1.
Anticuerpo Cadena pesada variable Cadena liviana
(VH) variable (VL)
2A1 SEQ ID NO: 5 SEQ ID NO: 31

2A1-xi SEQ ID NO: 5 SEQ ID NO: 32
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Anticuerpo Cadena pesada variable Cadena liviana
(VH) variable (VL)
AB2.03 SEQ ID NO: 7 SEQ ID NO: 33
AB2.05 SEQ ID NO: 7 SEQ ID NO: 35
AB2.04 SEQ ID NO: 7 SEQ ID NO: 34
AB2.06 SEQ ID NO: 7 SEQ ID NO: 36
AB2.07 SEQ ID NO: 7 SEQ ID NO: 37
AB2.08 SEQ ID NO: 7 SEQ ID NO: 38
AB2.09 SEQ ID NO: 7 SEQ ID NO: 39
AB2.13 SEQ ID NO: 7 SEQ ID NO: 43
AB3.09 SEQ ID NO: 8 SEQ ID NO: 39
AB6.12 SEQ ID NO: 11 SEQ ID NO: 42
AB6.13 SEQ ID NO: 11 SEQ ID NO: 43
AB6.14 SEQ ID NO: 11 SEQ ID NO: 44
AB6.17 SEQ ID NO: 11 SEQ ID NO: 47
AB10.13 SEQ ID NO: 15 SEQ ID NO: 43
AB10.14 SEQ ID NO: 15 SEQ ID NO: 44
AB11.05 SEQ ID NO: 16 SEQ ID NO: 35
AB12.05 SEQ ID NO: 17 SEQ ID NO: 35
AB15.05 SEQ ID NO: 20 SEQ ID NO: 35
AB16.05 SEQ ID NO: 21 SEQ ID NO: 35
AB17.05 SEQ ID NO: 22 SEQ ID NO: 35
AB22.05 SEQ ID NO: 27 SEQ ID NO: 35
AB23.05 SEQ ID NO: 28 SEQ ID NO: 35
AB24.05 SEQ ID NO: 29 SEQ ID NO: 35
AB25.05 SEQ ID NO: 30 SEQ ID NO: 35

[00106] También se incluyen en la invencion son ant

icuerpos que

se unen al mismo epitopo como los anticuerpos CD47

aqui. Por ejemplo, los anticuerpos de la invencion

especialmente a un epitopo que inhibe uno o mas res

aminoacidos en CD47 humano (

Q08722.1).

véase por ejemplo

descritos

Se€ unen

iduos de

, Acceso GenBank No.
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[00107] Se proporciona adelante la secuencia de ami
CD47 humano de ejemplo (Acceso GenBank No. Q08722.1
incorporada aqui mediante referencia). Se subraya |

sefal (aminoéacidos 1-18).

1 mwplvaalll gsaccgsagl lfnktksvef tfocndtvvip cfvtnmeagn
ttevyvkwkt

61l kgrdiytfdg alnkstvptd fssakievsg llkgdaslkm dksdawvshtg
nytcevtelt
121 regetiielk yrvvawfszspn enilivifpi faillfwggf giktlkyrsg
gmdektiall
181 waglvitviv ivgailfvpg eyslknatgl glivtstgil illhyywEst
aigltzfwvia
241 ilvigviavi lavwglslel aacipmhgpl lisglsilal agllglwwmk
frazngktig
301 pprkaveepl nafkeskgmm nde (SEQ ID HO: 48)

[00108] Para claridad, se proporciona adelante la s
aminoacidos de un CD47 humano de ejemplo que excluy
de sefal.

1 gllfnktksv eftfendtvy ipecfvitnmea gnttevyvkw kfkgrdiwtf
dgalnkatvp
6l tdfzzakiev agllhkgdazl kmdksdavah tgnyteevtes lbregetiie
lkyrvvawi=
121 pnenilivif pifaillfwg gfgiktlkyr sggmdektia llwvaglvitw
ivivgailfw
181 pgeyslknat glglivtstg ilillhyyvf staigltsfv iailvigvia
yilavvglzl

241 ciaacipmhg pllizglzil alagllglvy mkfvasngkt igpprkaves
plnafkeskg

301 mmnde (SEQ ID Ho: 147}

[00109] Se proporciona adelante secuencia de aminoa

dominio de IgV humano CD47 de ejempilo:

noacidos de un
(Gl:1171879),

a secuencia de

ecuencia de

e la secuencia

cidos de un

1% gllfnktksv eftfendtvy ipcefvtnmea gnttevyvkw kfkgrdiytf

dgalnkstvp

T8 tdfzzakiev z2gllkgdaszl kmdkadavzh tgnyteevte ltregetile lkvrevw

(SEQ ID HO: 49)

[00110] Los anticuerpos monoclonales de ejemplo de
incluyen, por ejemplo, anticuerpos humanizados que
region de cadena pesada variable (VH) y/o region de

liviana variable (VL) mostrada en las secuencias ad

la invencion
tienen una
cadena

elante.
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[00111] Se proporcionan regiones de cadena pesada v ariable (VH)
de los anticuerpos CD47 adelante. Las regiones dete rminantes de
complementariedad (CDRs) de la cadena VH de los ant icuerpos CD47
se destacan adelante. En algunas realizaciones, la secuencia de
aminoacidos de CDR1 de VH es GFNIKDYYLH (SEQ ID NO: 50),
GYTFTYYYLH (SEQ ID NO: 57), GFTFTYYYLH (SEQ ID NO: 58),
GYNFTYYYLH (SEQ ID NO: 59), GYTITYYYLH (SEQ ID NO: 60),
GYTFKYYYLH (SEQ ID NO: 61), GYTFTDYYLH (SEQ ID NO: 62),
GFTFTDYYLH (SEQ ID NO: 63), GFTITDYYLH (SEQ ID NO: 64),
GYTFKDYYLH (SEQ ID NO: 65), o GFTFKDYYLH (SEQ ID NO : 66). En
algunas realizaciones, la secuencia de aminoacidos de CDR2 de VH

es WIDPDNGDTE (SEQ ID NO: 51), WIDPDQGDTE (SEQ ID N O: 72),

WIDPDYGDTE (SEQ ID NO: 73), WIDPDSGDTE (SEQ ID NO: 74),
WIDPDNADTE (SEQ ID NO: 75), o WIDPDNTDTE (SEQ ID NO . 76). En
algunas realizaciones, la secuencia de aminoacidos de CDR3 de VH

es NAAYGSSSYPMDY (SEQ ID NO: 52) o NAAYGSSPYPMDY (S EQ ID NO: 77).

EVOLODSGAELVRSGASYELECTASGEN LEDY Y LHWVEQRPEQG LEN IGH I DPDNGDTEF APKFQGEATHTADT
SSHTAYLQLESLTSEDTAVYYCHAAYGESSYPHDYWGOGTSVIV (SEQ ID Ho: 5)

EVOLVOSGREVERPGATVEI SCRVSGEN TR DY Y LW QA PG RG LENHGH I DPONGDTEY AEKFOGRYVTITADT
STDTAYMELSSLRSEDTAVYYCHAAYGSSSYPNDYWGOGTITIVIV (SEQ ID NHNo: 6)

CHOLVOSGAEVERTGS SVEVSCKASGEN TEDY Y LHWVRQAPGOALEWMGW I DPONGETEY ADKFQDRVTITRDR
SMETAYMELSELRSEDTAMYYCHERYGESSSYPMDYWGQGTTIVIV (SEQ ID HNO: T)

EVOLVOSGAEVREETGS SYKVECKASGEN IRDY Y LHWVROAPGOALEWMGH T P DNGDTEY AQKFQDRVTITRDR
SMSTAYMELSSLESEDTAMY YCHARYGSSSYPMDYWGQSTTVIV (SEQ ID NO: &)

OHOLVOSGAEVERTGS SVEVSCKASGEN TEDY ¥ LHWVEQAPGOALEWHMGHW L DPDHGDTEY ADKFOERV TMTADT
SSHTAYMELSSLESEDTAMY YCHAAYGSSSYPMDYWGQETTVTV (SEQ ID NO: 9)
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OMOLVOSGAEVEK TGS SVEVSCRASGEN KDY YLHWVROAPGOALEWMGH T DE NG DTEY AOKF QGRVIMTEDT
STDTAYMELSSLESEDTEMY YCHARTGSSSYPMDYWGQGTTIVIV (SEQ ID Ho: 14)

OMOLVOSGAEVEKTGESVEVSCKASEEN LRDY Y LHWVROAPGOALEWMGNI DEDGGDTEY AQKFQDRVTI TRDR
SMSTAYMELSSLESEDTAMY YCHARYGSSEYPMBYWGOGTTVIV (SEQ ID MO: 11)

CHOLVOSGAEVER TGS SVEVSCRASGEN TR DY Y LEWVRECGAPGOALEWMGH IDPDYGDTEY ADKFODRVTITRDR
SMSTAYMELSSLESEDTAMY YCHAAYGESEYEMDYWGQGTTVIV (SEQ ID MNO: 12)

QHQL?QSGAEVKKIGSS?KVSCKAJGFNIKﬂYILHW?RQHPGQALEWMGHIBEESGDTEYAQKFQDHVTITRDR
SMETAYMELSSLRSEDTAMY YCHARYGSSSYPHOYWGQSTTIVIV (SEQ ID HO: 13)

QMQLVQSGAEVKKTGS SVEVSCKASGENIKDY Y LHWVREQAPGOALEWNGH I DPDNADTEYAQKF QDEVT I TRDR
SMSTAYMELSSLRSEDTAMYYCHAAYCSSSYPMDYNCQETTVIV (SEQ ID NO: 14)

CMOLVOSGAEVEKTGS SVEVSCHASGEN LKDY Y LHWVROAPGOALEWNGH I DEDNT DTEYAQKFQDRVT I TROR
SMSTAYMELSSLRSEDTAMYYCHAAYGSSS¥PMDYNGQETTVTV (SEQ ID NO: 15)

OMOLVQSGAEVEKTGS SVEVSCEASGEN IKDY ¥LHWVRQAPGOALEWMGW L DEDNGOTEY AQKFQDEVTI TRDR
SMSTAYMELSSLESEDTAMY YCHARYGESPYPHDYWGQGTTVIV (SEQ ID NO: 16)

CMOLVOSGAEVEK TGS SVEVSCKASGY TE TY Y Y LHWVROAPGOA LEWHMGW I DEONGD TEY AQKF ODEVTI TRDR
SMSTAYMELSSLRSEDTAMYYCHAAYGESSYPMOYWGOSTTIVTY (SEQ ID Mo: 17)

QMOLVOSGAEVEK TGS SVEVSCKASGETE TY Y YLHWVRQAPGOA LEWNGH I DEDNGDTEY AQEFQDRVTI TRDR
SHSTAYMELSSLESEDTAMY YCHARYGSESYFMDYWGQSTTVIV (SEQ ID No: 18)

CMOLVOSGAEVEKTGESVEVECEASGYNE LHWVRQAPGOALEWMGH IDPDNGDTEYAQKFQDRVTI TRDR
SMSTAYMELSSLRSEDTAMYYCHARYGSSSYPMDYWGQGTTVIV (SEQ ID MO: 19)

OMOLVQSGAEVEKTGS SVEVSCRASGY T I TY Y Y LHWVRQAPGOA LEWMGH I DEDNG D TEYAQKF QDRVTI TRDR
SHETAYMELSSLESEDTAMY YCHARYCSSSYPMDYWCQSTTVIV (SEQ ID No: 20)

QMOLVOSGAEVEK TGS SVEV SCEASGE Y TER Y Y ¥ LHWVRQAPG QA LEWMGH I DEDHG D TEYAQEFQDRVTI TRDE,
SHSTAYMELSSLRSEDTAMYYCHAAYERSEYPHMDTWGOSTTVIV (SEQ ID No: 21)

QMOLVOSGAEVEK TGS SVEVSCKASEYTE TDY Y LHWVROAPGOA LENMGH I DEONGDTEY AQKF QDEVT I TRDR
SHETAYMELSSLESEDTAMYYCHARYGSSSYPHDYWSOSTTVIV (SEQ ID NO: 22)

OMOLVOSGAEVEK TGS SVEVSCKASGE TE T DY Y LHWVROAPCOALEWMSH T DEBNG B TEY AQKFQDRVT I TRDR,
SMSTAYMELSSLRSEDTAMYYCHAAYGSSSYPMDYWGOGTTVIV (SEQ ID No: 23)

QMOLVOSGAEVEK TGS SVEVSCKASGET I TDY YLHWVRQAPGORLEWMGH T DEONGD TEYAQKF QDRVTI TRDR
SMSTAYMELSSLRSEDTAMYYCHARYGSSSYPMDYWGOGTIVIV (SEQ ID No: 24)

OMOLVOSGAEVER TGS SVEVECKASEY TREDY Y LAWVEQAPGOA LEWMGH I DPONGETEY AQKFQDEVTI TRDR
SMSTAYMELSSLERSEDTRMYYCHARYGESEYFHDYWGOGTIVIV (SEQ ID NO: 25)

CMOLVSGAEVEK TGS SVEVELKASGE TEEDY Y LHWVREOAPGOALEWMEN I DPLNGDTEY AUKFQUEVT I TRDR
SHSTAYMELSSLRSEDTAMY YCHARYGESSYEMDIWGOGITVIV (SEQ ID NO: 246)
OHOLVOSGAEVER TGS SVEVACKASSEN IR DY Y LHWVROAPGOA LEWMEH I DE DG D TEY AQKFQDRVT I TROR
SMSTAYLOLSSLRSEDTAMY YTCHAAYGESSYPMDYWGOGTTVIV (SEQ I0 NO: 2T

OMOLVDSGAEVEK TGS SVEVSCRASGEN LEDY Y LAWVROAPGOALEWNGH 1 BEONGDTEYAQKFQDRVT I TROR
SMSTAYMELSSLTSEDTAVYYCHARYGSSSYFMDYWGOGTIVIV (SEQ ID NO: 28)

EVOLVOSGAEVEKPGATVRISCKVSGEN IKDY Y LEWVROAPGOALEWMGH I DPDHGDTEYACKFODRVT I TRDR
SHMSTAYMELESLESEDTAMY YCHARTGE S EYPHMDYWGOGTTIVIV {SEQ ID Mo 29)

EVOLVOSGAEVEKPGATVE I SCKVSGEN [ KDY Y LHWVQOAPGRGLEWHGH T DEONGDTEY AQKFQURVT I TRDR
SMSTAYMELSSLESEDTAMY YCHARYGESSYPMDYWGOGTIVIV (3EQ ID Ho: 30)

[00112] Se proporcionan las regiones de cadena livi ana variable
(VL) de los anticuerpos CD47. Las CDR de la cadena VL de los
anticuerpos CD47 se resaltan adelante. En algunas r ealizaciones,

la secuencia de aminoacidos de CDR1 de VL es KASQDI HRYLS (SEQ ID
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NO: 53), RASQDIHRYLA (SEQ ID NO: 67), o RARQGIHRYLS (SEQ ID NO:
68). En algunas realizaciones, la secuencia de amin oacidos de
CDR2 de VL es RANRLVD (SEQ ID NO: 54), RANRLQS (SEQ ID NO: 69),
RANRRAT (SEQ ID NO: 70), o RANRLVS (SEQ ID NO: 71). En algunas
realizaciones, la secuencia de aminoacidos de CDR3 de VL es
LQYDEFPYT (SEQ ID NO: 55).
B EMTOS PSS LY AS LSBT I TCRASOn IR LS HF QoK PGS PRI LI YRANB L VDGV PS RF SGSGSEORYSLT
ISSLEYEDMGI Y YO LOY DRFPYIFGGGTRLEME  (SEQ ID NO: 31)
DIXMIOSPSSL Y RS LGERY T I TCHAS OB THRY LT OOKP SR SPRI L YRAHRLVEGYES RESGEGSG0DYSLT
ISSLEYEDMGIYYCLOYDEFPYIFGGGIELELY.  (SEQ ID HO: 32}
DIOMTOSPSSLSASVGDRYT ITCRAS QD IHRY LWy QOKPGEAPELL I YRANRLVDGVPS RFSGSGSGTOFTFT
ISSLOPEDIATYYCLOYDEFPYTFGGGTEVELE  (SEQ ID WO: 33}
DIQMTOSPSSLEASVEDRYT ITCRASOD THRY LAWFOOKPGEAPKS LT YRANRLYDGVPS RFSGSESGTOETLT
IS5LOPEDFATYYCLOYDEEPYTFGGGTEVELE (SEQ ID NMo: 34)
WIQMTOSPSAMSASVGDRVT ITCKASODTHRY LSWFQOKPGEVPRKHLI YRANRLVDGVPS RFSG5GSGTEFTLT
ISSLOPEDFATYYCLOYDEFEPYTFGGGTIKVELE (SEQ ID NMO: 35)
DIOMTOSPSSLSASVGDRVT ITCKASOO THEY LEWYQOKPGRAPKRLI YRANRLVIGYPSRFSGEGSGTEF TLT
ISSLOPEDFATYYCLOYDEFFYTFGGETREVELIE (SEQ ID NO: 38)
DIOMTOSPSSLESASVEDRVT ITCRASDD IHRY LAWY QOKPGEVPELLI YRANRLOSGVPS RFSGSESGTOFTLT
I35LOPEDVATYYCLOY¥DEFPYTFGQETRVELIE (SEQ ID Wo: 37)
EIVLTQSPATLSLSPGERATLSCRASOD ITHRY LAWY QOKPGOAPRLLI YRANEREATGI FARFSGSGSGTDOFTLT
ISSLEPEDFAVYYCLOYDERFRFYTOFQGTRLEIE (SEQ ID No: 38}
DIQMTQSESAMSASVGDRVT ITCEASQD IHRY LSWFQQKPGEVPKHLI YRANRLVDGVES RFSGSGSGTEF TLT
ISSLOPEDFATYYCLQYDEFPYTFGEETHVELE (SEQ ID NO: 39)
HIQMIQSPSAMSASVGDRVT ITCRARGG IHRY LAWF QQKPGRVPEHLI YRANREVDGVPSRFSGSGSGTEF TLT
ISSLOPEDFATYYCLOYDEFREYTFGGETEVELIE (SEQ ID NoO: 40)
HIQMIQSPSAMSASVGDRVI ITCEASGD IHEY LSWFQQEPGHVPKILIYRANRLVDGVPSRFSGESGSGTEFTLT
[SSLOPEDFATYYCLOYDERRYTFGGETEVEIE (SEQ ID HO: 41}
NIOMTOSESAMSASVGDRVT ITCRASOD THRY LEWF QOKPGEVEEHL I YRANRLVSGVPS RFSGEGSGTEF TLT
[SSLOPEDFATYYCLOY¥DEFEY TFGGETEVEIE (SEQ ID Wo: 42}
NIOMTOSESAMSASVGDRVT ITCRARGG THRYLESWFQOKPGEVPEI LI YRANRLVDGVPS RFSGEGSGTEF TLT
ISSLOPEDFATYYCLOYDEFFYTFGGGTEVEIE (SEQ ID NO: 43)
WIQMTQSPSAMSASVGDRVT ITCRARGE IHRY LSWF QQEPGEVPERLI YRANRLVEGVPSRFSGECSGTEFTLT
ISSLOPEDFATYYCLOYDEFPYTFGGGTEVELE (SEQ ID NO: 44)
NIQMTQSPSAMSASVGDRVT ITCEASDDTHRY LESWFQQKPGEVPELLI YRANRLVDGVPSRFSE5G5GTEF TLT
IZ5LOPEDFATYYCLOYDEFPYTFEGETEVEIE (SEQ ID NO: 45)
NIQMTQSFSAMSASVGDRVT ITCEASQD IHRYLAWF QQEFGEVEKLLI YRANRLVEGVFSRFSG5GSGTEF TLT
ISSLOPEDFATYYCLOYDEFPYTFGGGTEVEIR (SEQ ID WO: d&)
HIQMTQSESAMSASVGDRVT ITCHARGGE THRYLSWFQQKPGEVPKLLI YRANRLYEGVPSRFSGEGSGTEFTLT
ISSLOPEDFATYYC LOYDEFPY¥TFGGETRVEIE (SEQ ID HO: 47)
[00113] En algunos casos, los anticuerpos CD47 desc ritos aqui

comprenden una region de cadena pesada variable sel eccionada de



10

15

20

25

SEQ ID NOs: 5-30 y una region de cadena ligera vari
seleccionada de SEQ ID NOs: 31-47. Un anticuerpo CD
comprende una region de cadena pesada variable esta

SEQ ID NO: 5 y una regién de cadena ligera variable

en la SEQ ID NO: 31; una region de cadena pesada va
establecida en la SEQ ID NO: 7 y una regién de cade
variable establecida en la SEQ ID NO: 35; una regio

pesada variable establecida en la SEQ ID NO: 11 y u

cadena ligera variable establecida en la SEQ ID NO:
region de cadena pesada variable establecida en la

una regioén de cadena ligera variable establecida en

32, una region de cadena pesada variable establecid

NO: 7 y una region de cadena ligera variable establ

SEQ ID NO: 33, una regiéon de cadena pesada variable

en la SEQ ID NO: 7 y una region de cadena ligera va
establecida en la SEQ ID NO: 34, una region de cade
variable establecida en la SEQ ID NO: 7 y una regio

ligera variable establecida en la SEQ ID NO: 36, un

cadena pesada variable establecida en la SEQ ID NO:
region de cadena ligera variable establecida en la

una regién de cadena pesada variable establecida en

7 y una regiéon de cadena ligera variable establecid

NO: 38, una region de cadena pesada variable establ

SEQ ID NO: 29 y una region de cadena ligera variabl

en la SEQ ID NO: 35, una region de cadena pesada va
establecida en la SEQ ID NO: 30 y una region de cad
variable establecida en la SEQ ID NO: 35, una regio

pesada variable establecida en la SEQ ID NO: 7 y un

cadena ligera variable establecida en la SEQ ID NO:

able
47 de ejemplo
blecida en la
establecida
riable
na ligera
n de cadena
na region de
42, una
SEQID NO: 5y
la SEQ ID NO:
aenlaSEQID
ecida en la
establecida
riable
na pesada
n de cadena
a region de
7 y una
SEQ ID NO: 37,
la SEQ ID NO:
aenlaSEQID
ecida en la
e establecida
riable
ena ligera
n de cadena
a region de

43, una
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region de cadena pesada variable establecida en la

y una region de cadena ligera variable establecida

NO: 43, una region de cadena pesada variable establ

SEQ ID NO: 11 y una region de cadena ligera variabl

en la SEQ ID NO: 47, una region de cadena pesada va
establecida en la SEQ ID NO: 15 y una regién de cad
variable establecida en la SEQ ID NO: 43, una regio

pesada variable establecida en la SEQ ID NO: 15y u

cadena ligera variable establecida en la SEQ ID NO:
region de cadena pesada variable establecida en la

y una region de cadena ligera variable establecida

NO: 44, una region de cadena pesada variable establ

SEQ ID NO: 22 y una region de cadena ligera variabl

en la SEQ ID NO: 35, una region de cadena pesada va
establecida en la SEQ ID NO: 7 y una region de cade
variable establecida en la SEQ ID NO: 39, una regio

pesada variable establecida en la SEQ ID NO: 8 y un

cadena ligera variable establecida en la SEQ ID NO:
region de cadena pesada variable establecida en la

y una region de cadena ligera variable establecida

NO: 35, una region de cadena pesada variable establ

SEQ ID NO: 20 y una region de cadena ligera variabl

en la SEQ ID NO: 35, una region de cadena pesada va
establecida en la SEQ ID NO: 21 y una regién de cad
variable establecida en la SEQ ID NO: 35, una regio

pesada variable establecida en la SEQ ID NO: 17 y u

cadena ligera variable establecida en la SEQ ID NO:
region de cadena pesada variable establecida en la

y una region de cadena ligera variable establecida

SEQ ID NO: 11
en la SEQ ID
ecida en la
e establecida
riable
ena ligera
n de cadena
na region de
44, una
SEQ ID NO: 11
en la SEQ ID
ecida en la
e establecida
riable
na ligera
n de cadena
a region de
39, una
SEQ ID NO: 16
en la SEQ ID
ecida en la
e establecida
riable
ena ligera
n de cadena

na region de

35, una
SEQ ID NO: 28
en la SEQ ID
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NO: 35, 0 una region de cadena pesada variable esta
SEQ ID NO: 27 y una region de cadena ligera variabl

en la SEQ ID NO: 35.

[00114] Los anticuerpos CD47 descritos aqui compren
cualquiera de las regiones VH proporcionadas en la

30 pareadas con una cualquiera de las regiones VL p

en las SEQ ID NOs: 31-47. Especificamente, los anti
descritos aqui comprenden una cualquiera de las reg

proporcionadas en las SEQ ID NOs: 5, 7, 8, 11, 15-1

blecida en la

e establecida

den una
SEQ ID NOs: 5-
roporcionadas
cuerpos CD47
iones VH

7, 20-22, y

27-30 pareadas con una cualquiera de las regiones V

proporcionadas en las SEQ ID NOs: 31-39, 42, 43, 44

[00115] Los anticuerpos CD47 descritos aqui compren
cualquiera de las regiones CDR1 de VH proporcionada

NO: 50, SEQ ID NO: 57, SEQ ID NO: 58, SEQ ID NO: 59
60, SEQ ID NO: 61, SEQ ID NO: 62, SEQ ID NO: 63, SE
SEQ ID NO: 65, y SEQ ID NO: 66, una cualquiera de |

CDR2 de VH proporcionada en la SEQ ID NO: 51, SEQ |

ID NO: 73, SEQ ID NO: 74, SEQ ID NO: 75, y SEQ ID N
cualquiera de las regiones CDR3 de VH proporcionada

NO: 52 y SEQ ID NO: 77, una cualquiera de las regio

de proporcionadas en la SEQ ID NO: 53, SEQ ID NO: 6
NO: 68, una cualquiera de las de regiones CDR2
proporcionadas en la SEQ ID NO: 54, SEQ ID NO: 69,

y SEQ ID NO: 71, y la regién de CDR3 de VL proporci

SEQ ID NO: 55.

, Y 47.

den una
s enla SEQ ID
, SEQ ID NO:
Q ID NO: 64,
as regiones de
D NO: 72, SEQ
O: 76, una
senla SEQ ID
nes CDR1 de VL
7,y SEQ ID
de V
SEQ ID NO: 70,

onada en la
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[00116] Aquellos expertos en la técnica reconoceran

posible determinar, sin la experimentacion indebida

anticuerpo monoclonal tiene la misma especificidad

anticuerpo monoclonal de la invencion ( por ejemplo
2A1, o un anticuerpo que tiene una cadena variable
seleccionada de la SEQ ID NO: 5-31, y una cadena li
seleccionada entre la SEQ ID NO: 31-47) al determin
primero impide el dltimo de la unién a CD47. Si el
monoclonal que se prueba compite con el anticuerpo

la invencién, como se muestra por una disminucion e

el anticuerpo monoclonal de la invencion, luego los

anticuerpos monoclonales se unen a los mismos, 0 un

estrechamente relacionado.

[00117] Un método alternativo para determinar si un
monoclonal tiene la especificidad de anticuerpo mon
invencion es pre-incubar el anticuerpo monoclonal d

con la proteina CD47 soluble (con la que es normalm

y luego se agrega el anticuerpo monoclonal anticuer
prueba para determinar si el anticuerpo monoclonal
inhibe en su capacidad para unirse a CD47. Si se in
anticuerpo monoclonal que

luego se va aprobar, con

probabilidad, tiene la misma, o funcionalmente equi

especificidad epitbépica que el anticuerpo monoclona

invencion.

Anticuerpos de la Presente Invencion

[00118] La deteccion de los anticuerpos monoclonale

invencion, también se puede llevar a cabo,

por ejemplo

que es
, Si un
que un
, el anticuerpo
pesada
gera variable
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n la unién por
dos

epitopo
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sefalizacion mediada por CD47-y/o de CD47/SIRP

el anticuerpo monoclonal de ensayo es capaz de modu
inhibir, reducir, antagonizar, neutralizar o de otr
interferir con sefializacibn mediada por CD47-y/o de
Estos ensayos pueden incluir ensayos de union compe
Adicionalmente, estos ensayos pueden medir una lect

por ejemplo la capacidad de promover la fagocitosis

que expresa CD47 por un macrofago, como se describe

9 (Figura 9).

[00119] Se pueden utilizar diversos procedimientos

dentro de la técnica para la produccion de anticuer

monoclonales dirigidos contra CD47, o contra deriva
fragmentos, andlogos de homdlogos u ortélogos de lo
(Véase, por ejemplo
and Lane D, 1988, Cold Spring Harbor Laboratory Pre
Spring Harbor, NY, incorporado aqui mediante refere
anticuerpos completamente humanos son moléculas de

el que la secuencia completa de la cadena ligera y
pesada, que incluyen las CDR, surgen a partir de ge
Dichos anticuerpos se denominan aqui “anticuerpos h
“anticuerpos completamente humanos”. Los anticuerpo
humanos se preparan, por ejemplo, utilizando los pr
descritos en los Ejemplos proporcionados adelante.
anticuerpos monoclonales humanos también se pueden
utilizar la técnica del trioma; la técnica de hibri
células B humanas (
72); y la técnica de hibridoma de EBV para producir

monoclonales humanos (

a, y determinar si

lar, bloquear,
0 modo
CD47/SIRP «.
titiva.
ura bioldgica,
de una célula

en el Ejemplo

conocidos
pos
dos,

S mismos.

, Antibodies: A Laboratory Manual, Harlow E,

ss, Cold
ncia). Los
anticuerpo en
la cadena
nes humanos.
umanos” o
s monoclonales
ocedimientos
Los
preparar al

doma de

véase Kozbor, et al, 1983 Immunol Today 4:

anticuerpos

véase Cole, et al, 1985 En: MONOCLONAL
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ANTIBODIES AND CANCER THERAPY, Alan R. Liss, Inc.,
Los anticuerpos monoclonales humanos se pueden util
pueden producir al utilizar hibridomas humanos (
al., 1983 Proc Natl Acad Sci USA 80: 2026-2030) o a
células B humanas con virus de Epstein Barr in vitro

et al, 1985 En: MONOCLONAL ANTIBODIES AND CANCER TH

Liss, Inc., pp. 77-96).

[00120] Los anticuerpos se purifican mediante técni
conocidas, tales como cromatografia de afinidad uti
proteina A o proteina G, que proporcionan principal
fraccion 1gG del suero inmunolégico. Posteriormente
alternativamente, el antigeno especifico que es el
inmunoglobulina buscado, o un epitopo del mismo, se
inmovilizar sobre una columna para purificar el ant
especifico inmune mediante cromatografia de inmunoa
discute purificacion de inmunoglobulinas, por ejemp
Wilkinson (The Scientist, publicado por The Scienti
Philadelphia PA, Vol. 14, No. 8 (17 de abril de 200

28).

[00121] Los anticuerpos de CD47 de la invencion son
monoclonales. Se generan anticuerpos monoclonales q
bloquean, inhiben, reducen, antagonizan, neutraliza
modo interfieren con sefializacion celular mediada p
CD47/SIRP o, por ejemplo
CDA47 unida y/o soluble, tal como, por ejemplo, CD47
derivado o variante del

fragmento  inmunogénico,

Alternativamente, el animal se inmuniza con células

mis

pp. 77-96).

izar y se

véase Cote, et

| transformar
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con un vector que contiene una molécula de acido nu
codifica CD47 de tal manera que CD47 se expresay s

la superficie de las células transfectadas. Alterna

anticuerpos se obtienen al detectar una coleccion q
secuencias de dominio de union a anticuerpo o antig

a CD47. Se prepara esta coleccion, por
bacteriéfago como proteinas o péptidos de fusién co

de cubierta del bacteriéfago que se expresa en la s
particulas de fagos ensamblados y las secuencias de
codificacion contenidas dentro de las particulas de
decir , “coleccion que exhibe fago”). Los hibridomas resu
de fusiones de células B/ mieloma luego se detectan

reactividad a CD47.

[00122] Se preparan anticuerpos monoclonales, por e
utiizando métodos de hibridoma, tales como aquello

por Kohler and Milstein, Nature, 256:495 (1975). En
hibridoma, un raton, hdmster u otro animal anfitrio
normalmente se inmuniza con un agente inmunizante p

linfocitos que producen o sean capaces de producir

cleico que

e asocia con
tivamente, los

ue contiene

eno para union

ejemplo , en el

n una proteina
uperficie de
ADN de
fago ( es
ltantes

para

jemplo,
s descritos
un método de
n apropiado,
ara obtener

anticuerpos

gque se unirdn  especificamente al agente inmunizante

Alternativamente, se pueden inmunizar los linfocito

[00123] El agente inmunizante incluird normalmente
la proteina, un fragmento de la misma o una protein
la misma. Generalmente, se utilizan ya sea linfocit
periférica si se desean células de origen humano, o
bazo o células de ganglios linfaticos se utilizan s

fuentes de mamiferos no humanos. Los linfocitos lue

S invitro

el antigeno de
a de fusion de
0os de sangre
células de
I se desean

go se fusionan
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con una estirpe celular inmortalizada utilizando un agente de
fusion adecuado, tal como polietilenglicol, para fo rmar una
célula de hibridoma (Goding, Monoclonal Antibodies: Principles

and Practice , Academic Press, (1986) pp 59-103). Las estirpes

celulares inmortalizadas son normalmente células de mamifero
transformadas, particularmente las células de mielo ma de roedor,
bovino y humano. Usualmente, se emplean estirpes ce lulares de
mieloma de rata o de raton. Las células de hibridom a se pueden
cultivar en un medio de cultivo adecuado que contie ne
preferiblemente una o0 mas sustancias que inhiben el crecimiento o
supervivencia de las células inmortalizadas no fusi onadas. Por
ejemplo, si las células parentales carecen de la en zima
hipoxantina guanina fosforibosil transferasa (HGPRT 0 HPRT), el
medio de cultivo para los hibridomas normalmente in cluira
hipoxantina, aminopterina, y timidina (“‘medio HAT") , Ccuyas
sustancias evitan el crecimiento de células deficie ntes en HGPRT.
[00124] Las estirpes celulares inmortalizadas prefe ridas son
aguellas que se fusionan eficientemente, soportan e xpresion de
alto nivel estable de anticuerpo mediante la produc cion las
células que producen anticuerpos seleccionados, y s on sensibles a

un medio tal como el medio HAT. Las estirpes celula res
inmortalizadas mas preferidas son estirpes de de mi eloma de
murino, que se pueden obtener, por ejemplo, desde e | Salk
Institute Cell Distribution Center, San Diego, Cali fornia and the
American Type Culture Collection, Manassas, Virgini a. Las
estirpes celulares de mieloma y heteromieloma de ra ton humanas
también se han descrito para la produccidon de antic uerpos

monoclonales. ( Véase, Kozbor, J. Immunol.,, 133:3001 (1984);
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Brodeur et al., Monoclonal Antibody Production Tech niques and
Applications, Marcel Dekker, Inc., New York, (1987) pp. 51-63)).
[00125] El medio de cultivo en el que se cultivan | as células de
hibridoma luego se pueden ensayar para la presencia de
anticuerpos  monoclonales  dirigidos contra el antige no.
Preferiblemente, la especificidad de union de antic uerpos
monoclonales producidos por las células de hibridom a se determina
mediante inmunoprecipitacion o mediante un ensayo d e union in
vitro , tal como radioinmunoensayo (RIA) 0 ensayo inmunoa bsorbente
unido a enzima (ELISA). Dichas técnicas y ensayos s e conocen en
la técnica. La afinidad de unién del anticuerpo mon oclonal, por
ejemplo, se puede determinar mediante el analisis S catchard of
Munson and Pollard, Anal. Biochem., 107:220 (1980). Mas aun, en
las aplicaciones terapéuticas de anticuerpos monocl onales, es
importante identificar anticuerpos que tienen un al to grado de
especificidad y una alta afinidad de unién por el a ntigeno
objetivo.

[00126] Después se identifican las células de hibri doma deseadas,
los clones se pueden subclonar al limitar los proce dimientos de
dilucion y crecimiento mediante métodos estandar. ( Véase, Goding,
Monoclonal Antibodies: Principles and Practice , Academic Press,
(1986) pp. 59-103). Los medios de cultivo adecuados para este
propésito incluyen, por ejemplo, Medio Eagle Modifi cado de
Dulbecco y medio RPMI-1640. Alternativamente, las c¢ élulas de

hibridoma se pueden cultivar invivo  como ascitis en un mamifero.
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[00127] Los anticuerpos monoclonales secretados por los subclones
se pueden aislar o purificar a partir del medio de cultivo o
fluido de ascitis mediante procedimientos de purifi cacion de
inmunoglobulina convencionales tales como, por ejem plo, proteina
A-Sepharose, cromatografia de hidroxilapatita, elec troforesis en

gel, didlisis, o cromatografia de afinidad.

[00128] Los anticuerpos monoclonales también se pue den hacer
mediante métodos de ADN recombinante, tales como aq uellos
descritos en la Patente Estadounidense No. 4,816,56 7. EI ADN que
codifica los anticuerpos monoclonales de la invenci on se pueden
aislar facilmente y se secuencian utilizando proced imientos
convencionales ( por ejemplo utilizando sondas de
oligonucledtidos que son capaces de unirse especifi camente a
genes que codifican las cadenas pesada y ligera de anticuerpos
murinos). Las células de hibridoma de la invencion sirven como
una fuente preferida de dicho ADN. Una vez aislado, el ADN se
puede colocar en vectores de expresion, que luego s e transfectan
en células anfitrionas, tales como células de ovari 0 de hamster
chino (CHO), células 293 de rifion embriénico humano (HEK),
células COS de simio, células NSO, PER.C6®, células NSO, SP2/0,
YB2/0, o células de mieloma que de otra forma no pr oducen
proteina de inmunoglobulina, para obtener la sintes is de
anticuerpos monoclonales en las células anfitrionas
recombinantes. El ADN también se puede modificar, p or ejemplo, al
sustituir la secuencia codificante de los dominios constantes
humanos de cadena pesada y ligera en lugar de las s ecuencias

murinas homoélogas ( véase Patente Estadounidense No. 4,816,567,

Morrison, Nature 368, 812-13 (1994)) o al unirse co valentemente a
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la secuencia codificante de inmunoglobulina toda o
secuencia codificante para un polipéptido sin inmun
Dicho polipéptido sin inmunoglobulina se puede sust
dominios constantes de un anticuerpo de la invencié
sustituir por los dominios variables de un sitio de

de antigeno de un anticuerpo de la invencidon para c

anticuerpo bivalente quimérico.

Anticuerpos Humanos y Humanizacion de Anticuerpos

[00129] Los anticuerpos monoclonales de la invencié
anticuerpos totalmente humanos o anticuerpos humani
anticuerpos son adecuados para administracion a hum
engendrar una respuesta inmune por el humano contra

inmunoglobulina administrada.

[00130] Se genera un anticuerpo CD47, por ejemplo,
procedimientos descritos en los ejemplos proporcion

Por ejemplo, los anticuerpos CD47 de la invencién s
utiizando un RIMMS modificado (Mdultiples Sitios de
Inmunizacién) de la estrategia de inmunizaciéon en r

generacion de hibridomas posterior.

[00131] En otros métodos, alternativos, un anticuer

desarrolla, por ejemplo, utilizando métodos de pres

fagos utilizando anticuerpos que contienen sélo las

humanas. Dichos métodos son bien conocidos en la té
ejemplo , en la WQ092/01047 y la Patente Estadounidense
6,521,404, que se incorporan aqui mediante referenc

método, una coleccion combinatoria de fagos lleva p

parte de la
oglobulina.
ituir por los
n, o se puede
combinacion

rear un

n incluyen
zados. Estos
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aleatorios de cadenas ligeras y pesadas se examinan
fuente natural o recombinante de CD47 o fragmentos

En otro método, un anticuerpo CD47 se puede produci
proceso en donde por lo menos una etapa del proceso
inmunizar un animal transgénico, no humano con la p
humana. En este método, algunos de los loci enddgen
ligera y/o pesada kappa de este animal no humano xe
han deshabilitado y son incapaces de la reordenacio
para generar genes que codifican inmunoglobulinas e

un antigeno. Adicionalmente, por lo menos un locus
pesada humana y por lo menos un locus de cadena lig

han transfectado de forma estable en el animal. Por

locus hum

respuesta a un antigeno administrado, los

reordenan para proporcionar genes que codifican reg
variables humanas inmunoespecificas para el antigen
inmunizacion, por lo tanto, el XenoMouse® produce ¢

secretan las inmunoglobulinas completamente humanas

[00132] Una variedad de técnicas son bien conocidas

para la produccion de animales no humanos xenogeénic os. Por
ejemplo, véase Patente Estadounidense No. 6,075,181 y No.
6,150,584, que se incorpora aqui mediante referenci a en su
totalidad. Esta estrategia general se demuestra en relacion con

la generacion de las primeras cepas de XenoMouse ™, publicada en
1994. Véase Green etal . Nature Genetics 7: 13-21 (1994), que se

incorpora aqui mediante referencia en su totalidad. Véase

también , Patente Estadounidense Nos.
6,114,598; 6,075,181; y 5,939,598 y las Patentes Ja

068 180 B2, 3 068 506 B2 y 3 068 507 B2 y la Patent

utilizando
de los mismos.
r por un
incluye
roteina CD47
os de cadena
nogénico se
n requerida
n respuesta a
de cadena
era humana se
lo tanto, en
anos se
iones
0. Luego de

élulas B que

en la técnica

6, 162,963; 6,150,584

ponesas Nos. 3

e Europea No.
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EP 0 463 151 B1 y Solicitudes de Patente Internacio nal No. WO
94/02602, WO 96/34096, WO 98/24893, WO 00/76310 y m iembros de la

familia relacionados.

[00133] En un método alternativo, otros han utiliza do un método
de “minilocus” en el que un locus de Ig exégeno es imitado por
medio de la inclusion de piezas (genes individuales ) del locus de
Ig. Por lo tanto, uno 0 mas genes VH, uno o0 mas gen es Dy uno o

mas genes J 4 una region constante mu, y una segunda region

constante (preferiblemente una region constante gam ma) se forman
en una construccion para insercion en un animal. Véase, por
ejemplo , Patentes Estadounidenses Nos. Nos. 5,545,806; 5,5 45,807;
5,591,669; 5,612,205;5,625,825; 5,625,126; 5,633,42 5; 5,643,763;
5,661,016; 5,721,367; 5,770,429; 5,789,215; 5,789,6 50; 5,814,318;
5,877, 397; 5,874,299, 6,023,010; y 6,255,458; y en la Patente
Europea No. 0 546 073 B1; y Solicitudes de Patente Internacional
Nos. WO 92/03918, WO 92/22645, WO 92/22647, WO 92/2 2670, WO
93/12227, WO 94/00569, WO 94/25585, WO 96/14436, WO 97/13852 y WO

98/24884 y miembros de la familia relacionados.

[00134] La generacion de anticuerpos humanos a part ir de ratones

en los que, a través de la fusibn de microcélulas, se han
introducido grandes piezas de cromosomas, 0 Cromoso mas enteros,
también se ha demostrado. Véase Solicitud de Patente Europea Nos.

773 288y 843 961.

[00135] Las respuestas de anticuerpo de anti-raton humanas (HAMA)
han llevado a la industria a preparar anticuerpos q uiméricos o de

otra forma humanizados. Mientras que los anticuerpo S quiméricos
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tienen una regidon constante humana y una region var iable inmune,
se espera que se observen ciertas respuestas de ant icuerpo anti-
quimérico (HACA) respuestas, particularmente en uti lizaciones
cronicas o de multiples dosis del anticuerpo. Por | o tanto, seria
deseable proporcionar anticuerpos totalmente humano s contra CD47
con el fin de viciar o de otra forma mitigar las pr eocupaciones

y/o efectos de respuesta de HAMA o HACA.

[00136] La produccidén de anticuerpos con inmunogeni cidad reducida
también se realiza a través de técnicas de humaniza cion,
quimerizacion y visualizacién utilizando coleccione S apropiadas.
Se apreciara que los anticuerpos de murino o anticu erpos de otras
especies se pueden humanizar o primatizar utilizand o técnicas
bien conocidas en el arte. Véase, por ejemplo , Winter and Harris
Immunol Today 14:43 46 (1993) y Wright et al. Crit, Reviews in
Immunol. 12125-168 (1992). El anticuerpo de interés se puede
disefiar por ingenieria mediante técnicas de ADN rec ombinante para
sustituir la CH1, CH2, CH3, los dominios de bisagra , ylo el
dominio de estructura con la secuencia humana corre spondiente

(Véase documento WO 92/02190 y Patente Estadounidense No.

5,5630,101; 5,585,089; 5,693,761; 5,693,792; 5,714,3 50; vy
5,777,085). También, el uso de ADNc de Ig para lac onstruccion de
genes de inmunoglobulina quiméricos se conoce en la técnica (Liu
etal .P.N.A.S. 84:3439 (1987) y J. Immunol. 139:3521 (1 987)). El
ARNmM se aisla a partir de un hibridoma u otra célul a gque produce
el anticuerpo y se utiliza para producir ADNc. El A DNc de interés
se puede amplificar mediante la reaccion en cadena de polimerasa
utilizando cebadores especificos (Patentes Estadoun idenses Nos.

4,683,195 y 4,683,202). Alternativamente, una colec cion se hace y
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se detecta para aislar la secuencia de interés. La secuencia de
ADN que codifica la region variable del anticuerpo luego se
fusiona a las secuencias de la regiébn constante hum ana. Las
secuencias de genes de regiones constantes humanas se pueden
encontrar en Kabat et al . (1991) Secuencias de proteinas de

interés inmunoldgico, publicacion N.I.LH. 91-3242. L 0S genes de
region C humana estan disponibles facilmente a part ir de clones
conocidos. La eleccion del isotipo se guiara por la s funciones
efectoras deseadas, tales como fijacion del complem ento, o
actividad en la citotoxicidad celular dependiente d e anticuerpo.
Los isotipos preferidos son IgG1, 1gG2, IgG3, e IgG 4. Se puede
utilizar cualquiera de las regiones constantes de c adena ligera
humana, kappa o lambda. El anticuerpo humanizado qu imérico luego

se expresa, mediante métodos convencionales.

[00137] Los fragmentos de anticuerpo, tales como Fv , F@) 2y
Fab se pueden preparar mediante division de la prot eina intacta,

por ejemplo, mediante proteasa o] divisién guimica.

Alternativamente, se disefia un gen truncado. Por €] emplo, un gen
quimérico que codifica una porcidon del fragmento F( ab’)
incluiria secuencias de ADN que codifican el domini o CHl vy la
region bisagra de la cadena H, seguido por un codon de deteccion

de traduccion para producir la molécula truncada.

[00138] Las secuencias consenso de las regiones H 'y LJ se pueden
utilizar para disefiar oligonucleétidos para uso com 0 cebadores
para introducir sitios de restriccion utiles en la region J para
el enlace posterior de segmentos de la regiéon V a s egmentos de

region C humana. El ADNc de region C se puede modif icar mediante
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mutagenia dirigida a sitio para colocar un sitio de restriccion

en la posicién analoga en la secuencia humana.

[00139] Los vectores de expresion incluyen plasmido S, retrovirus,
YAC, episomas derivados de EBV, y similares. Un vec tor
conveniente es uno que codifica una secuencia de in munoglobulina
CH o CL humana funcionalmente completa, con sitios de restriccion
apropiados disefiados con el fin de que cualquier se cuencia de VH
0 VL se puedeainsertar y expresar facilmente. En di chos vectores,

el empalme ocurre generalmente entre el sitio de em palme de
donantes en la region J insertada y el sitio acepto r de empalme
que precede a la region C humana, y también en las regiones de
empalme que se producen dentro de los exones CH hum anos. La
poliadenilacién y terminacion de la transcripcion s e producen en
sitios cromosomicos naturales en la direccion 3’ de las regiones
codificantes. El anticuerpo quimeérico resultante se puede unir a
cualquier promotor fuerte, que incluye LTR retrovir icos, por
ejemplo, promotor temprano SV-40, (Okayama etal . Mol. Cell. Bio.
3:280 (1983)), virus del sarcoma de Rous LTR (Gorma n et al
P.N.A.S. 79:6777 (1982)), y virus de leucemia de mu rino de
Moloney LTR (Grosschedl etal Cell 41: 885 (1985)). También, como

se apreciara, se pueden utilizar promotores nativos de Ig vy
similares.

[00140] Adicionalmente, los anticuerpos humanos o a nticuerpos de
otras especies se pueden generar a través de tecnol ogias del tipo

de visualizacion, que incluyen, sin limitacion, pre sentacion en
fagos, visualizacién retrovirica, visualizacion rib osémica, y

otras técnicas, que utilizan técnicas bien conocida senelartey
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las moléculas resultantes se pueden someter a madur acion
adicional, tal como maduracion de afinidad, ya que dichas
técnicas son bien conocidas en el arte. Wright et al . Crit,
Reviews in Immunol. 12125-168 (1992), Hanes and Plu ckthun PNAS
USA 94:4937-4942 (1997) (exhibicién ribosomica), Pa rmley and
Smith Gene 73:305-318 (1988) (visualizacion de fago ), Scott,
TIBS, vol. 17:241-245 (1992), Cwirla etal .PNAS USA 87:6378-6382
(1990), Russel et al . Nucl. Acids Research 21:1081-1085 (1993),

Hoganboom et al . Immunol. Reviews 130:43-68 (1992), Chiswell and

McCafferty TIBTECH; 10:80-8A (1992), y Patente Esta dounidense No.
5,733,743. Si se utilizan tecnologias de visualizac ion para
producir anticuerpos que no son humanos, dichos ant icuerpos se
pueden humanizar tal como se describié anteriorment e.

[00141] El uso de estas técnicas, puede generar ant icuerpos a
células que expresan CD47, formas solubles de CD47, epitopos o
péptidos de los mismos, y colecciones de expresion de los mismos
(véase, por ejemplo , Patente Estadounidense No. 5,703,057), que

después se pueden detectar como se describio anteri ormente para

la actividades descritas aqui.

[00142] Los anticuerpos de CD47 de la invencion se pueden
expresar por un vector que contiene un segmento de ADN que
codifica el anticuerpo de cadena sencilla descrito anteriormente.
[00143] Estos pueden incluir vectores, liposomas, A DN desnudo,
ADN asistido por adyuvante, pistola de genes, catét eres, etc .los
vectores incluyen conjugados quimicos tales como lo s descritos en

el documento WO 93/64701, que tiene una unidad estr uctural
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objetivo ( por ejemplo , un ligando a un receptor de superficie

celular), y una unidad estructura de union de acido nucleico (por
ejemplo, polilisina), vector viral (por ejemplo, un vector viral

de ADN o ARN), proteinas de fusion tales como las d escritos en la
PCT/US95/02140 (documento WO 95/22618), que es una proteina de
fusion que contiene una unidad estructural objetivo ( por ejemplo
un anticuerpo especifico para una célula objetivo) y una unidad
estructural de union acido nucleico ( por ejemplo , una protamina),
plasmidos, fagos, etc. Los vectores pueden ser crom osomicos, no

cromosdmicos o sintéticos.

[00144] Los vectores preferidos incluyen vectores v iricos,
proteinas de fusibn y conjugados quimicos. Los vect ores
retroviricos incluyen virus de leucemia de murino d e Moloney. Se
prefieren los vectores viricos de ADN. Estos vector es incluyen
vectores de poxvirus, tales como vectores ortopox o de viruela
aviar, vectores de virus de herpes tales como un vi rus de herpes
simplex | (HSV) vector ( véase Geller, A. I. et al., J. Neurochem,

64:487 (1995); Lim, F., et al., in DNA Cloning: Mam malian
Systems, D. Glover, Ed. (Oxford Univ. Press, Oxford England)
(1995); Geller, A. I. et al.,, Proc Natl. Acad. Sci. . USA
90:7603 (1993); Geller, A. 1., et al., Proc Natl. A cad. Sci USA
87: 1149 (1990), Vectores de Adenovirus ( véase LeGal LaSalle et
al., Science, 259:988 (1993); Davidson, et al., Nat . Genet 3:219
(1993); Yang, et al.,, J. Virol. 69:2004 (1995) y Ve ctores de
Virus Asociados a Adeno ( véase Kaplitt, M. G., et al., Nat.

Genet. 8: 148 (1994).
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[00145] Los vectores virales Pox introducen el gen
citoplasma de células. Los vectores de virus de la

resultan en soélo una expresiéon a corto plazo del ac

Los vectores de adenovirus, vectores de virus adeno
vectores de virus del herpes simple (VHS) se prefie
introducir el acido nucleico en células neuronales.
resultados de vectores de adenovirus en una expresi

plazo (alrededor de 2 meses) que el virus adeno-aso
(alrededor de 4 meses), que a Su vez es mMas corto
vectores de HSV. El vector particular elegido depen

célula objetivo y la condicibn que se va a tratar.
introduccion puede ser mediante técnicas estandar,
infeccion, transfeccidn, transduccion o transformac

de modos de transferencia de genes incluyen, por egj
desnudo, precipitacion de CaPO
fusion de protoplastos, lipofeccidn, microinyeccion

vectores viricos.

[00146] Se puede emplear el vector para orientar es
cualquier célula objetivo deseada. Por ejemplo, se
inyeccion estereotaxica para dirigir los vectores (
adenovirus, HSV) a una ubicacion deseada. Adicional
particulas se pueden entregar por
intracerebroventricular (icv), utilizando un sistem

de minibomba, tal como un Sistema de Infusion Synch
meétodo con base en flujo a granel, denominado conve

ha demostrado ser eficaz en la entrega de grandes m

areas extensas del cerebro y puede ser Gtil en el s

vector a la célula objetivo. (

en el
viruela aviar
ido nucleico.
-asociados y
ren para
Los
On mas a corto
ciado
ue los
derd de la
La
por ejemplo
ion. Ejemplos

emplo, ADN
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encialmente
puede utilizar
por ejemplo

mente, las

infusion

a de infusiéon
roMed. Un
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Véase Bobo et al., Proc Natl Acad
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Sci. USA 91:2076-2080 (1994); Morrison et al, Am. J
266:292-305 (1994)). Otros métodos que se pueden ut
incluyen catéteres, inyeccion intravenosa, parenter
intraperitoneal y subcutanea, y orales u otras ruta

administracion.

[00147] Estos vectores se pueden utilizar para expr
cantidades de anticuerpos que se pueden utilizar en
de formas. Por ejemplo, para detectar la presencia

muestra. El anticuerpo también se puede utilizar pa
unirse a e interrumpir la interaccion de CD47 y/o C

sefalizacion mediada po CD47/SIRP Q.

[00148] Se pueden adaptar técnicas para la producci

anticuerpos de cadena sencilla especificos para una

antigénica de la invencion ( véase, por ejemplo

Estadounidense No. 4,946,778). Adicionalmente, los

pueden adaptar para la construccién de colecciones

. Physiol
ilizar
al,

s conocidas de

esar grandes

una variedad
de CD47 en una

ra tratar de

D47/SIRP o y

on de
proteina

, Patente
métodos se

de expresion

de Fab ( véase por ejemplo , Huse, et al, 1989 Science 246: 1275-

1281) para permitir la identificacion rapida y efec

fragmentos Fab monoclonales con la especificidad de

tiva de

seada para una

proteina o derivados, fragmentos, analogos u homélo gos de los
mismos. Los fragmentos de anticuerpo que contienen los idiotipos
para un antigeno de proteina se pueden producir por técnicas
conocidas en el arte, que incluyen, pero no se limi tan a: (i) un
fragmento de F(ab’) 2 producido mediante digestion con pepsina de

una molécula de anticuerpo; (i) un fragmento Fab ¢ enerado al
reducir los puentes de disulfuro de un fragmento F @v)2 ; (i) un
fragmento Fab generado por el tratamiento de la mol écula de
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Fv.

[00149] La invencion también incluye fragmentos F v, Fab, Fab’ y
F(ab’) ., fragmentos CD47, anticuerpos CD47 de cadena senci lla,
anticuerpos de dominio Unico ( por ejemplo , nanocuerpos o VHH),
anticuerpos CD47 biespecificos, y anticuerpos CD47
heteroconjugados.

[00150] Los anticuerpos biespecificos son anticuerp 0S que tienen
especificidades de wuniébn para por lo menos dos anti genos
diferentes. En el presente caso, una de las especif icidades de
unién es para CD47. El segundo objetivo de unién es cualquier
otro antigeno, y ventajosamente es una proteina de superficie

celular o receptor o subunidad de receptor.

[00151] Los métodos para elaborar anticuerpos biesp ecificos son
conocidos en la técnica. Tradicionalmente, la produ ccion
recombinante de anticuerpos biespecificos se basa e n la co-
expresion de dos pares de cadena pesada/cadena livi ana de
inmunoglobulina, donde las dos cadenas pesadas tien en diferentes
especificidades (Milstein and Cuello, Nature, 305:5 37-539
(1983)). Debido a la variedad aleatoria de cadenas pesadas y
ligeras de inmunoglobulina, estos hibridomas (cuadr omas) producen
una mezcla potencial de diez moléculas de anticuerp o diferentes,

de las cuales s6lo una tiene la estructura biespeci fica correcta.

La purificacion de la molécula correcta se logra us ualmente
mediante etapas de cromatografia de afinidad. Se de scriben

procedimientos similares en el documento WO 93/0882 9, publicada
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el 13 de mayo de 1993, y en Traunecker et al., EMBO
3659 (1991).

[00152] Los dominios variables de anticuerpos con
especificidades de union deseadas (sitios de combin
anticuerpo-antigeno) se pueden fusionar a secuencia
constante de inmunoglobulina. La fusion preferiblem

dominio constante de cadena pesada de inmunoglobuli
comprende por lo menos parte de las regiones de bis

CH2, y CH3. Se prefiere tener la primera regiéon con
cadena pesada (CH1) que contiene el sitio necesario

de la cadena ligera presente en por lo menos una de

Los ADN que codifican las fusiones de la cadena pes
inmunoglobulina 'y, si se desea, la cadena ligera
inmunoglobulina, se inserta en vectores de expresio

se co-transfectan en un organismo anfitrion adecuad
detalles adicionales para generar anticuerpos biesp
véase, por ejemplo, Suresh et al., Methods in Enzym

210 (1986).

[00153] de acuerdo con otro método descrito en el d
96/27011, la interfaz entre un par de moléculas de
puede disefiar por ingenieria para maximizar el porc
heterodimeros que se recuperan del cultivo de
recombinantes. La interfaz preferida comprende por

parte de la region CH3 de un dominio constante de a

este método, una o mas cadenas laterales pequefias d

de la interfaz de la primera molécula de anticuerpo

por cadenas laterales mas grandes ( por

ejemplo

J., 10:3655-

I as
acion de
s de dominio
ente es con un
na, que
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triptéfano). Las “cavidades” compensatorias de tama
similar a la cadena lateral grande se crean en la i
segunda molécula de anticuerpo al reemplazar las ca
laterales grandes de aminoacidos con otras mas pequ
ejemplo alanina o treonina). Esto proporciona un me

aumentar el rendimiento del heterodimero sobre otro

finales no deseados, tales como homodimeros.

[00154] Los anticuerpos biespecificos se pueden pre
anticuerpos de longitud completa o fragmentos de an
ejemplo , F(ab’)
generar anticuerpos biespecificos a partir de fragm
anticuerpos se han descrito en la literatura. Por e
pueden preparar anticuerpos biespecificos utilizand
quimicos. Brennan et al.,, Science 229:81 (1985) des
intactos se

procedimiento en donde los anticuerpos

proteoliticamente para generar fragmentos F(ab’)
fragmentos se reducen en presencia de agente comple
ditiol de arsenito de sodio, para estabilizar los d
vecinales y evitar la formacion de disulfuro interm
fragmentos Fab’ generados luego se convierten en de
tionitrobenzoato (TNB). Uno de los derivados de Fab
convierten de nuevo en Fab’-tiol mediante reduccion
mercaptoetilamina y se mezcla con una cantidad equi

derivado Fab’-TNB para formar el anticuerpo biespec
anticuerpos biespecificos producidos se pueden util

agentes para la inmovilizacion selectiva de enzimas

filo idéntico o
nterfaz de la
denas
efias (por
canismo para

S productos

parar como

ticuerpos ( por

> de anticuerpos biespecificos). Las técnicas para

entos de
jemplo, se

o enlaces
criben un
dividen

2. Estos
jante de
itioles
olecular. Los
rivados de
'-TNB luego se

con
molar del otro
ifico. Los

izar como
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[00155] Adicionalmente, los fragmentos Fab’ se pued
directamente de E. coli y acoplar quimicamente para
anticuerpos biespecificos. Shalaby et al., J. Exp.

225 (1992) describen la produccion de una molécula
biespecifico completamente humanizado F(ab’)

Fab’ se secreta por separado de E. coli y se somete
acoplamiento quimico dirigido in vitro para formar
biespecifico. El anticuerpo biespecifico formado de

es capaz de unirse a células que sobreexpresan el r

y células T humanas normales, asi como desencadenar

litica de los linfocitos citotéxicos humanos contra

tumores de mama humanos.

[00156] También se han descrito diversas técnicas p
aislar fragmentos de anticuerpos biespecificos dire
cultivos de células recombinantes. Por ejemplo, se
anticuerpos biespecificos utilizando cremalleras de
Kostelny et al., J. Immunol. 148 (5): 1547-1553 (19
péptidos de cremallera de leucina de las proteinas

ligan a las porciones Fab’ de dos anticuerpos difer

fusion génica. Los homodimeros de anticuerpo se red
region de bisagra para formar mondémeros y luego vol
para formar los heterodimeros de anticuerpo. Tambié
utilizar este método para la produccion de homodime
anticuerpo. La tecnologia de “diacuerpo” descrita p

et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90: 6444-6448 (1
proporcionado un mecanismo alternativo para fabrica

de anticuerpos biespecificos.

Los fragmentos compre

dominio variable de cadena pesada (V

en recuperar
formar
Med. 175:217-
de anticuerpo
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variable de cadena ligera (V L) mediante un ligador que sea
demasiado corto para permitir el emparejamiento ent re los dos
dominios en la misma cadena. de acuerdo con lo ante rior, los

dominios V. pxy V | de un fragmento se fuerzan a emparejarse con los

dominios V | y V y complementarios de otro fragmento, formando de

ese modo dos sitios de union a antigeno. También se ha descrito
otra estrategia para fabricar fragmentos de anticue rpos
biespecificos mediante el uso de dimeros Fv (sFv) d e cadena
Gnica. Véase, Gruber et al., J. Immunol. 152:5368 ( 1994).

[00157] Se contemplan los anticuerpos con mas de do s valencias.
Por ejemplo, se pueden preparar anticuerpos triespe cificos. Tutt

et al., J. Immunol. 147:60 (1991).

[00158] Los anticuerpos biespecificos de ejemplo se pueden unir a
dos epitopos diferentes, por lo menos uno de los cu ales se

origina en el antigeno de proteina de la invencion.

Alternativamente, un brazo anti-antigénico de una m olécula de
inmunoglobulina se puede combinar con un brazo que se une a una
molécula desencadenante en un leucocito, tal como u na molécula
del receptor de células T ( por ejemplo , CD2, CD3, CD28, o B7), o
receptores Fc para IgG (Fc vR), tales como Fc vRI (CD64), Fc  vRII

(CD32) y Fc  yRIll (CD 16) para enfocar los mecanismos de defensa

celular en la célula que expresa el antigeno partic ular. Los
anticuerpos biespecificos también se pueden utiliza r para dirigir
agentes citotoxicos a células que expresan un antig eno
particular. Estos anticuerpos poseen un brazo de un ion a antigeno

y un brazo que se une a un agente citotoxico o un g uelante

radiondclido, tal como EOTUBE, DTPA, DOTA, o TETA. Otro



10

15

20

25

89

anticuerpo biespecifico de interés se une al antige no de proteina

aqui y ademas se une al factor de tejido (TF).

[00159] Los anticuerpos heteroconjugados estan tamb ién dentro del
alcance de la presente invencion. Los anticuerpos
heteroconjugados estan compuestos de dos anticuerpo s unidos
covalentemente. Se han propuesto, por ejemplo, dich 0S anticuerpos
para objetivar células del sistema inmune a células no deseadas

(véase Patente Estadounidense No. 4,676,980), y para el

tratamiento de infeccion por VIH ( véase WO 91/00360, WO
92/200373; EP 03089). Se contempla que los anticuer pos se pueden
preparar in vitro utiizando métodos conocidos en quimica de

proteinas sintéticas, que incluyen aquellos que imp lican agentes

de reticulacion. Por ejemplo, las inmunotoxinas se pueden
construir utilizando una reaccion de intercambio de disulfuro o
formando un enlace de tioéter. Ejemplos de reactivo s adecuados

para este proposito incluyen iminotiolato 'y  metil-4 -
mercaptobutirimidato y aquellos descritos, por ejem plo, en la

Patente Estadounidense No. 4,676,980.

[00160] Puede ser deseable modificar el anticuerpo de la
invencion con respecto a la funcion efectora, con e | fin de
mejorar, por ejemplo , la eficacia del anticuerpo en el

tratamiento de enfermedades y trastornos asociados con la
sefalizacion de CD47 aberrante. Por ejemplo, se pue den introducir
residuos de cisteina en la regidon Fc, permitiendo d e ese modo la
formacion de enlaces de disulfuro entre cadenas en esta region.
El anticuerpo homodimérico asi generado puede haber mejorado la

capacidad de internalizacion y/o aumento de muerte celular
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mediada por complemento y citotoxicidad celular dep
anticuerpos (ADCC). (
Immunol,

1195 (1992) y Shopes, J. 148: 2918-2922 (1

Alternativamente, se puede disefiar un por ingenieri
anticuerpo que tenga regiones Fc duales y de ese mo

haber mejorado la lisis de complemento y las capaci

(Véase Stevenson et al., Anti-Cancer Drug Design, 3: 219-

(1989)).

[00161] La invencion también se refiere a inmunocon
comprenden un anticuerpo conjugado a un agente cito
como una toxina ( por ejemplo
de origen bacteriano, fungico, vegetal, o animal, o
radioactivo  (

los mismos), 0 un is6topo

radioconjugado).

[00162] Las toxinas enziméticamente activas y fragm
mismas que se pueden utilizar incluyen cadena A de
fragmentos activos de no unién de toxina de difteri

exotoxina (de Pseudomonas aeruginosa), cadena A de

abrina, cadena A de modeccina, alfa-sarcina, protei

Aleurites fordii, proteinas de diantina, proteinas

Phytolaca (PAPI, PAPIl y PAP-S), inhibidores de mom

charantia, curcina, crotina, inhibidor de saponaria
gelonina, mitogelina, restrictocina, fenomicina, en
tricotecenos. Una variedad de los radionucleidos es

para la produccion de anticuerpos radioconjugados.

incluyen  #2Bi, 3, Blpn, PVyy 18Re,

endiente de

Véase Caron et al., J. Exp. Med., 176: 1191-

992)).
a un

do se puede
dades de ADCC.

230

jugados que

toxico, tal

, una toxina enzimaticamente activa

fragmentos de

es decir , un

entos de las
difteria,

a, cadena A de
ricina,
nas de

americana
ordica
officinalis,
omicina, y los
ta disponible
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[00163] Los conjugados del anticuerpo y el agente ¢ itotoxico se
hacen utilizando una variedad de agentes de acoplam iento de
proteinas bifuncionales tales como propionato de N- succinimidil-
3-(2-piridilditiol) ~ (SPDP), iminotiolano  (IT), deri vados
bifuncionales de imidoésteres (tales como HCI de ad ipimidato de

dimetilo), ésteres  activos (tales como  suberato de

disuccinimidilo), aldehidos (tales como  glutaraldeh ido),
compuestos  bis-azido (tales como bis (p-azidobenzoi )
hexanodiamina), derivados de bis-diazonio (tales co mo bis-(p-
diazoniobenzoil)-etilendiamina), diisocianatos (tal es como toluen
2,6-diisocianato), y compuestos de fllor bis-activo s (tales como
1,5-difluoro-2,4-dinitrobenceno). Por ejemplo, se p uede preparar
una inmunotoxina de ricina como se describe en Vite tta et al.,
Science 238: 1098 (1987). El acido 1l-isotiocianatob encil-3-
metildietilen triaminopentaacético marcado con carb ono-14 (MX-
DTPA) es un ejemplo de agente quelante para conjuga cion de
radionucledtidos al anticuerpo. ( Véase W094/11026).

[00164] Aquellos medianamente versados en la técnic a reconoceran
que una gran variedad de posibles restos se pueden acoplar a los
anticuerpos resultantes de la invencion. ( Véase, por ejemplo :
“Conjugate  Vaccines”, Contributions to  Microbiology and
Immunology, J. M. ruse y R. E. Lewis, Jr (eds), Car ger Press, New
York, (1989), cuyos contenidos se incorporan aqui m ediante

referencia).

[00165] El acoplamiento se puede realizar por cualq uier reaccion
quimica que se unird a las dos moléculas, siempre (¢ ue el

anticuerpo y la otra porcibn conserven sus respecti vas
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actividades. Este enlace puede incluir muchos mecan

quimicos, por ejemplo, union covalente, union por a
intercalacion, unién coordinada y formacion de comp
union preferida es, sin embargo, la unién covalente

covalente se puede lograr ya sea por condensacion d
cadenas laterales existentes o mediante la incorpor
moléculas de puente externas. Muchos agentes de enl

o polivalentes son utiles en las moléculas de prote

acoplamiento, tales como los anticuerpos de la pres

invenciéon, a otras moléculas. Por ejemplo, los agen
acoplamiento representativos pueden incluir compues

tales como tioésteres, carbodiimidas, ésteres de su
diisocianatos, glutaraldehido, diazobenzenes y diam
hexametileno. Esta lista no pretende ser exhaustiva
diversas clases de agentes de acoplamiento conocido
técnica, sino, mas bien, es ejemplo de los agentes
acoplamiento mas comunes. (
Immun. 133: 1335-2549 (1984); Jansen et al., Immuno
Reviews 62: 185-216 (1982); y Vitetta et al., Scien

(1987).

[00166] Los ligadores se describen en la bibliograf
por ejemplo
(1984) que describe el uso de MBS (éster de M-malei
hidroxisuccinimida). Véase también ,
5,030,719, que describe el uso de derivado de aceti
halogenada acoplada a un anticuerpo por via de un |
oligopéptido. Particularmente los ligadores preferi

EDC

(i) clorhidrato de (1-etil-3-(3-dimetilamino-pr

ismos
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lejos. La
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carbodiimida; (i) SMPT (4-succinimidiloxicarbonil-

alfa-(2-pridil-ditio)-tolueno (Pierce Chem. Co., Ca

(iii) SPDP (succinimidil-6 [3-(2-piridilditio)
propionamido]hexanoato (Pierce Chem. Co., Cat #2165
Sulfo-LC-SPDP  hexanoato de  (sulfosuccinimidil 6  [3-
piridilditio)-propianamida] (Pierce Chem. Co. Cat.

(v) sulfo-NHS (N-hidroxisulfo-succinimida: Pierce C

#24510) conjugado a EDC.

[00167] Los ligadores descritos anteriormente  conti

componentes que tienen diferentes atributos, lo que

conjugados con diferentes propiedades fisico-quimic
ejemplo, los ésteres de sulfo-NHS de carboxilatos d

mas estables que los ésteres de sulfo-NHS de carbox
aromaticos. El éster de NHS que contienen ligadores
solubles que los ésteres de sulfo-NHS. Adicionalmen

SMPT contiene una unién de disulfuro estéricamente

puede formar conjugados con estabilidad en aumento.

de disulfuro, son, en general, menos estables que o
porque el enlace de disulfuro se divide in vitro
en menos conjugado disponible. EI Sulfo-NHS, en par
mejorar la estabilidad de los acoplamientos de carb
acoplamientos de carbodimida (tales como EDC) cuand
junto con sulfo-NHS, forman ésteres que son mas res

hidrélisis que la reaccion de acoplamiento de carbo

[00168] Los anticuerpos descritos en la aqui tambié
formular como inmunoliposomas. Los liposomas que co

anticuerpo se preparan mediante métodos conocidos e

alfa-metil-

t. (21558G);

10); (iv)
(2-
#2165-G); y

hem. Co., Cat.

enen
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tales como los descritos en Epstein et al.,, Proc. N atl. Acad.
Sci. utiliza, 82: 3688 (1985); Hwang et al., Proc. Natl Acad.
Sci. utiliza, 77: 4030 (1980); y Patentes Estadouni denses Nos.
4,485,045 y 4,544,545, Los liposomas con tiempo de circulacién
mejorado se describen en la Patente Estadounidense No. 5,013,556.
[00169] Se pueden generar liposomas particularmente Gtiles por el
meétodo de evaporacion de fase inversa con una compo sicion lipida

que comprende fosfatidilcolina, colesterol, y
fosfatidiletanolamina derivada de PEG (PEG-PE). Los liposomas se
extruden a través de filtros de tamafo de poro defi nido para
producir liposomas con el diametro deseado. Los fra gmentos
Fab’del anticuerpo de la presente invencion se pued en conjugar
con los liposomas tal como se describe en Martin et al., J. Biol.
Chem., 257: 286-288 (1982) a través de una reaccion de

intercambio de disulfuro.

Uso de anticuerpos contra CD47

[00170] Se apreciara que la administracion de entid ades
terapéuticas de acuerdo con la invencion se adminis trard con
portadores, excipientes, y otros agentes adecuadosq ue se
incorporan en formulaciones para proporcionar trans ferencia,
suministro, tolerancia mejorada y similares. Una mu Ititud de
formulaciones adecuadas se puede encontrar en el fo rmulario
conocido por todos los quimicos farmacéuticos: Remi ngton
Pharmaceutical Sciences (15th ed, Mack Publishing C ompany,
Easton, PA (1975)), particularmente el capitulo 87 por Blaug,
Seymour, en el mismo. Estas formulaciones incluyen, por ejemplo,

polvos, pastas, unguentos, jaleas, ceras, aceites, lipidos,
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vesiculas que contienen lipidos (catiénicos o anion

como lipofectina™), conjugados de ADN, pastas de ab
anhidras, emulsiones aceite en agua y agua en aceit

de Carbowax (polietilenglicoles de diversos pesos m
geles semisolidos, y mezclas semisolidas que contie
Cualquiera de las mezclas anteriores puede ser apro
tratamientos y terapias de acuerdo con la presente
siempre que el ingrediente activo en la formulacion
inactivado por la formulacibn y esta sea fisioldgic
compatible y tolerable con la ruta de administracio
también Baldrick P. “Pharmaceutical excipient devel
need for preclinical guidance”. Regul. Toxicol Phar
32(2):210-8 (2000), Wang W. “Lyophilization and dev
solid protein pharmaceuticals”. Int. J. Pharm. 203(
(2000), Charman WN “Lipids, lipophilic drugs, and o

delivery-some emerging concepts.” J Pharm Sci. 89(8

icos) (tales
sorcion
e, emulsiones
oleculares),
nen carbowax.
piada en
invencion,
no sea
amente
n. Veéase
opment: the
macol.
elopment of
1-2): 1-60
ral drug

):967-78

(2000), Powell et al . “Compendium of excipients for parenteral

formulations” PDA J Pharm Sci Technol. 52:238-311 (
citas incluidas para informacion adicional relacion
formulaciones, excipientes y portadores bien conoci

guimicos farmacéuticos.

[00171] En una realizacién, los anticuerpos de la i
incluyen un anticuerpo monoclonal de la invencién,
utilizar como agentes terapéuticos. Dichos agentes
generalmente para diagnosticar, pronosticar, contro
aliviar, y/o prevenir una enfermedad o patologia as
expresion, actividad y/o sefalizacibn de CD47 aberr

sujeto. Un régimen terapéutico se lleva a cabo al i

1998) vy las
ada con

dos por los

nvencion, que
se pueden
se emplean
lar, tratar,
ociada con la
ante en un

dentificar un
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sujeto, por ejemplo , un paciente humano que sufre de (o en riesgo
de desarrollar) una enfermedad o trastorno asociado con la
expresion, actividad y/o sefalizacion de CD47 aberr ante, por

ejemplo , un cancer u otro trastorno neoplasico, utilizando

meétodos estandar. Una preparacion de anticuerpos, p referiblemente
uno que tenga alta especificidad y alta afinidad pa ra su antigeno
objetivo, se administra al sujeto y, generalmente t endra un
efecto debido a su union con el objetivo. La admini stracion del
anticuerpo puede abrogar o inhibir o interferir con la funcién de
expresion, actividad y/o sefializacién del objetivo (por ejemplo
CDA47). La administracion del anticuerpo puede abrog ar o inhibir o
interferir con la union del objetivo (por ejemplo, CDA47) con un
ligando enddégeno ( por ejemplo , SIRP «) al que se une de forma
natural. Por ejemplo, el anticuerpo se une al objet ivo y modula,
bloquea, inhibe, reduce, antagoniza, neutraliza, o de otra forma
interfiere con la expresioén, actividad y/o sefaliza cion de CDA47.
[00172] Las enfermedades o trastornos relacionados con la
expresion, actividad y/o sefializacion de CD47 aberr ante incluyen,
por via de ejemplo no limitante, cancer hematoldgic o y/o tumores
sélidos. Los cénceres hematoldgicos incluyen, por ejemplo
leucemia, linfoma y mieloma. Ciertas formas de leuc emia incluyen,

a modo de ejemplo no limitante, leucemia linfocitic a aguda (ALL);
leucemia mieloide aguda (LMA); leucemia linfocitica cronica
(LLC); leucemia mielégena cronica (CML); trastorno
mieloproliferativo/neoplasia (MPDS); y sindrome de
mielodisplasia. Ciertas formas de linfoma incluyen, a modo de
ejemplo no limitante, linfoma de Hodgkin, tanto lin foma no

Hodgkin indolente como agresivo, linfoma de Burkitt , 'y el linfoma
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folicular (células microciticas y células no microc iticas).
Ciertas formas de mieloma incluyen, a modo de ejemp lo no
limitante, mieloma mudaltiple (MM), mieloma de célula S gigantes,
mieloma de cadena pesada y cadena ligera o mieloma de Bence-
Jones. Los tumores solidos incluyen, por ejemplo , tumores de
mama, tumores ovaricos, tumores de pulmén, tumores pancreaticos,
tumores de préstata, tumores de melanoma, tumores ¢ olorrectales,
tumores de pulmon, tumores de cabeza y cuello, tumo res de vejiga,
tumores esofagicos, tumores hepaticos y tumores ren ales.

[00173] Los sintomas asociados con el cancer y otro s trastornos
neoplasicos incluyen, por ejemplo, inflamacion, fie bre, malestar
general, fiebre, dolor, a menudo localizado en el a rea inflamada,
pérdida de apetito, pérdida de peso, edema, dolor d e cabeza,
fatiga, exantema, anemia , debilidad muscular, fati ga muscular y
sintomas abdominales tales como, por ejemplo, dolor abdominal,

diarrea o estrefiimiento.

[00174] Una cantidad terapéuticamente efectiva de u n anticuerpo

de la invencion se relaciona en general con la cant idad necesaria
para lograr un objetivo terapéutico. Como se observ 0
anteriormente, esta puede ser una interaccion de un ion entre el
anticuerpo y su antigeno objetivo que, en ciertos c asos,
interfiere con el funcionamiento del objetivo. La c antidad
requerida que se va a administrar, adicionalmente, dependera de
la afinidad de union del anticuerpo por su antigeno especifico, y
también dependera del indice al que un anticuerpo a dministrado se
agota a partir del volumen libre de otro sujeto al gque se

administra. Los rangos comunes para la  dosificacion
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terapéuticamente efectiva de un anticuerpo o fragme
anticuerpo de la invencion pueden ser, a modo de ej
limitante, desde aproximadamente 0.1 mg/kg de peso
aproximadamente 100 mg/kg de peso corporal. Las fre
dosificacion comunes pueden variar, por ejemplo, de

dia a una vez a la semana.

[00175] La eficacia del tratamiento se determina en
con cualquier método conocido para diagnosticar o t
trastorno relacionado con la inflamacion particular

uno o méas sintomas del trastorno relacionado con la

indica que el anticuerpo confiere un beneficio clin

[00176] Los métodos para la deteccion de anticuerpo
la especificidad deseada incluyen, pero no se limit
inmunoabsorbente ligado a enzima (ELISA) y otras té

mediadas inmunoldgicamente conocidas dentro del art

[00177] En otra realizacidon, los anticuerpos dirigi
CD47 se pueden utilizar en métodos conocidos en la

relacionados con la localizacion y/o cuantificacion

ejemplo , para su uso en medir los niveles de CD47 ylo CD47

SIRPo dentro de muestras fisioldgicas apropiadas, para u
métodos de diagndstico, para su uso en formacién de

la proteina, y similares). En wuna realizacion dada,
anticuerpos especificos a CD47, o un derivado, frag

u homologo del mismo, que contiene el anticuerpo de

dominio de unibn a antigeno, se utlizan como compu

nto de

emplo no
corporal a
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farmacoldgicamente activos (denominados en lo suces

“productos terapéuticos”).

[00178] En otra realizacién, se puede utilizar un a
especifico para CD47 para aislar un polipéptido de
técnicas estandar, tales como inmunoafinidad, croma

inmunoprecipitacion. Los anticuerpos dirigidos cont

ivo como

nticuerpo
CD47, mediante
tografia o

ra la proteina

CD47 (o un fragmento de la misma) se pueden utiliza r de forma
diagnéstica para monitorear los niveles de proteina en tejido
como parte de un procedimiento de ensayo clinico, por ejemplo
para, por ejemplo, determinar la eficacia de un rég imen de
tratamiento dado. La deteccién puede facilitarse al acoplar (es
decir, unir fisicamente) el anticuerpo a una sustan cia
detectable. Ejemplos de sustancias detectables incl uyen diversas
enzimas, grupos prostéticos, materiales fluorescent es, materiales
luminiscentes,  materiales  bioluminiscentes, y mater iales
radiactivos. Ejemplos de enzimas adecuadas incluyen peroxidasa de
rabano, fosfatasa alcalina, B-galactosidasa, 0

acetilcolinesterasa; ejemplos de complejos de grupo

adecuados incluyen estreptavidina/biotina y avidina

ejemplos de materiales fluorescentes adecuados incl

umbeliferona, fluoresceina, isotiocianato de fluore

rodamina, diclorotriazinilamina fluoresceina, cloru
o ficoeritrina; un ejemplo de un material luminisce

luminol; ejemplos de materiales bioluminiscentes in

luciferasa, luciferina, y aequorina, y ejemplos de

radiactivos adecuados incluyen 125 B $g9 3H,

S prostéticos
/biotina;
uyen
sceina,
ro de dansilo
nte incluye
cluyen

materiales
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[00179] En otra realizacion, un anticuerpo de acuer
invencion se puede utilizar como un agente para det
presencia de proteina de CD47 y/o CD47 y SIRP o
proteina del mismo) en una muestra. En algunas real
anticuerpo contiene un marcador detectable. Los ant
policlonales, o mas preferiblemente, monoclonales.
anticuerpo intacto, o un fragmento del mismo (

scFv, o F(ab)
anticuerpo, estad destinado a abarcar el marcado dir
sonda o anticuerpo por acoplamiento ( es decir
una sustancia detectable a la sonda o anticuerpo, a
también marcado indirecto de la sonda o anticuerpo
reactividad con otro reactivo que se marca directam
ejemplos de marcado indirecto incluyen deteccién de

primario utilizando un anticuerpo secundario
fluorescentemente y marcado de extremo de una sonda
biotina de tal manera que se puede detectar con est
marcada fluorescentemente. El término “muestra biol
destinado a incluir tejidos, células y fluidos biol
aislados de un sujeto, asi como tejidos, células y
presentes dentro de un sujeto. Por lo tanto, se inc

del uso del término “muestra biolégica”, sangre y u
componente de la misma, que incluye suero sanguineo
sanguineo, o linfa. Es decir, el método de deteccio
invencion se puede utilizar para detectar un ARNmM a
proteina, o ADN gendmico en una muestra biolégica

como in Vvivo Por ejemplo, las técnicas
deteccion de un ARNm de analito incluyen hibridacio
. Las técnicas in vitro

hibridaciones in situ

do con la
ectar la
(o un fragmento de
izaciones, el
icuerpos son
Se utiliza un

por ejemplo , Fab,

2). El término “marcado”, con respecto a la sonda o
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un analito de proteina incluyen ensayos inmunoabsor

a enzima (ELISA), transferencias Western, inmunopre

bentes ligados

cipitaciones e

inmunofluorescencia. Las técnicas in vitro para deteccion de un

analito de ADN gendmico incluyen hibridaciones Sout
procedimientos para realizar inmunoensayos se descr
ejemplo en “ELISA: Theory and Practice: Methods in
Biology”, Vol. 42, J. R. Crowther (Ed.) Human Press

1995; “Immunoassay”, E. Diamandis y T. Christopoulu
Press, Inc., San Diego, CA, 1996; y “Practice and T
Enzyme Immunoassays”, P. Tijssen, Elsevier Science
Amsterdam, 1985. Adicionalmente, las técnicas
deteccién de una proteina de analito incluyen intro
sujeto un anticuerpo de proteina anti-analito marca
ejemplo, el anticuerpo se puede marcar con un marca
cuya presencia y localizacion en un sujeto se puede

mediante técnicas de imagen estandar.

Administracion Terapéutica y Formulaciones de Antic

hern. Los
iben, por
Molecular

, Totowa, NJ,
s, Academic
heory of
Publishers,

in vivo para la
ducir en un
do. Por

dor radiactivo

detectar

uerpos CD47

[00180] Los anticuerpos de la invencion (también de

como “compuestos activos”), y derivados, fragmentos
homologos de los mismos, se pueden incorporar en co
farmacéuticas adecuadas para administracion. Se pro
principios y consideraciones implicadas en la prepa
dichas composiciones, asi como la guia en la elecci
componentes, por ejemplo, en Remington’s Pharmaceut

The Science And Practice Of Pharmacy 19th ed. (Alfo
Gennaro, et al., editors) Mack Pub. Co., Easton, Pa
Absorption Enhancement: Concepts, Possibilities, Li

Trends, Harwood Academic Publishers, Langhorne, Pa.

nominados aqui
, analogos y
mposiciones
porcionan los
racion de
on de los
ical Sciences:
nso R.
.- 1995; Drug
mitations, And

, 1994; vy
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Peptide And Protein Drug Delivery (Advances In Pare

Sciences, Vol. 4), 1991, M. Dekker, New York.

[00181] Dichas composiciones normalmente comprenden

y un portador farmacéuticamente aceptable. Cuando s
fragmentos de anticuerpos, se prefiere el fragmento
pequefio que se une especificamente al dominio de un
proteina objetivo. Por ejemplo, con base en las sec
region variable de un anticuerpo, las moléculas de
pueden disefiar ya que retienen la capacidad de unir
secuencia de la proteina objetivo. Se pueden sintet
péptidos quimicamente y/o producir mediante tecnolo
recombinante. (

Véase, por ejemplo

Sci. USA, 90: 7889 a 7893 (1993)).

nteral

el anticuerpo

e utilizan

inhibidor mas
ion de la
uencias de
péptidos se
se a la

izar dichos

gia de ADN

, Marasco et al., Proc Natl Acad

[00182] Como se  utiiza aqui, el término “portador
farmacéuticamente aceptable” estd destinado a inclu ir cualquiera

y todos los disolventes, medios de dispersion, recu brimientos,
agentes antibacterianos y antifungicos, agentes iso tonicos y
retardantes de absorcion, y similares, compatibles con la
administracion  farmacéutica. Los portadores adecuad 0s se

describen en la edicibn mas reciente de Remington P
Sciences, un texto de referencia estandar en el cam
incorpora aqui como referencia. Los ejemplos prefer
portadores o diluyentes incluyen, pero no se limita
solucion salina, soluciones de Ringer, solucién de

de albumina de suero humano. También se pueden util
y vehiculos no acuosos tales como aceites fijos. El

medios y agentes para sustancias farmaceéuticamente

harmaceutical
po, que se
idos de dichos
n a, agua,
dextrosa y 5%
izar liposomas
uso de dichos

activas es
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bien conocido en la técnica. Excepto en la medida e n que
cualquier medio o agente convencional sea incompati ble con el
compuesto activo, se contempla su uso en las compos iciones.

[00183] Las formulaciones que se van a utilizar par a la
administracion in vivo deben ser estériles. Esto se consigue

faciimente mediante filtracion a través de membrana s de

filtracion estériles.

[00184] Una composicién farmacéutica de la invencié n se formula
para que sea compatible con su via de administracio n destinada.
Ejemplos de rutas de administracion incluyen admini stracion
parenteral, por ejemplo , intravenosa, intradérmica, subcutanea,

oral ( por ejemplo , inhalacion), transdérmica ( es decir , topica),
transmucosa y rectal. Las soluciones o suspensiones utilizadas
para aplicacion parenteral, intradérmica, o subcuta nea pueden
incluir los siguientes componentes: un diluyente es téril tal como

agua para inyeccién, solucion salina, aceites fijos ,

polietilenglicoles, glicerina, propilenglicol u otr os disolventes
sintéticos; agentes antibacterianos tales como alco hol bencilico

o metil parabenos; antioxidantes tales como &cido a scorbico o
bisulfito de sodio; agentes quelantes tales como ac ido
etilendiaminotetraacético = (EDTA); reguladores tales como
acetatos, citratos o fosfatos, y agentes para el aj uste de
tonicidad tales como cloruro de sodio o dextrosa. E | pH se puede
ajustar con acidos o bases, tales como acido clorhi drico o
hidroxido de sodio. La preparacién parenteral se pu ede encerrar
en ampollas, jeringas desechables o frascos de mult iples dosis

hechos de vidrio o plastico.
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[00185] Las composiciones farmaceéuticas adecuadas p
inyectable incluyen soluciones acuosas estériles (s

en agua) o dispersiones y polvos estériles para la
extemporanea de soluciones o dispersiones inyectabl

la administracion intravenosa,

Para los portadores

incluyen solucion salina fisiolégica, agua bacterio

Cremophor™ EL (BASF, Parsippany, NJ) o salina regul
fosfato (PBS). En todos los casos, la composicion d
estéril y debe ser fluida en la medida en que exist

inyectabilidad. Debe ser estable bajo condiciones d

ara uso
i son solubles
preparacion
es estériles.
adecuados
stética,
ada con
ebe ser
a una facil

e fabricacion

y almacenamiento y se debe conservar contra la acci on
contaminante de microorganismos tales como bacteria s y hongos. El

portador puede ser un disolvente o medio de dispers ibn que
contiene, por ejemplo, agua, etanol, poliol (por e€j emplo,
glicerol, propilenglicol, 'y polietilenglicol liquid o, Yy

similares), y mezclas adecuadas de los mismos. Se p
la fluidez apropiada, por ejemplo, mediante el uso
recubrimiento tal como lecitina, mediante el manten
tamafo de particula requerido en el caso de dispers
tensoactivos. la accion

el uso de La prevencion de

microorganismos se puede lograr mediante diversos a

antibacterianos y  antifungicos, por ejemplo, parabe
clorobutanol, fenol, 4cido ascorbico, timerosal, y

muchos casos, sera preferible incluir agentes isotd
ejemplo, azucares, polialcoholes tales como manitol

cloruro de sodio en la composicion. La absorcion pr

las composiciones inyectables se puede provocar al

uede mantener
de un
imiento del
ion y mediante
de
gentes
nos,
similares. En
nicos, por
, sorbitol,
olongada de

incluir en la
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composicidon un agente que retrase la absorcion, por ejemplo,

monoestearato de aluminio y gelatina.

[00186] Las soluciones inyectables estériles se pue den preparar
al incorporar el compuesto activo en la cantidad re querida en un
disolvente apropiado con uno o una combinacién de i ngredientes
enumerados anteriormente, segun se requiera, seguid o de
esterilizacion por filtracion. Generalmente, las di spersiones se
preparan al incorporar el compuesto activo en un ve hiculo estéril

que contiene un medio de dispersion basico y los ot ros
ingredientes requeridos de aquellos enumerados ante riormente. En

el caso de polvos estériles para la preparacion de soluciones
inyectables estériles, los métodos de preparacion s on secado al
vacio y secado por congelamiento que produce un pol vo del
ingrediente activo mas cualquier ingrediente adicio nal deseado a
partir de una solucion previamente filtrada estéril del mismo.
[00187] Las composiciones orales generalmente inclu yen un
diluyente inerte o un portador comestible. Se puede n encerrar en
capsulas de gelatina o comprimir en tabletas. Para el proposito

de administracién terapéutica oral, el compuesto ac tivo se puede
incorporar con excipientes y utilizar en forma de c omprimidos,
trociscos, o capsulas. Las composiciones orales tam bién se pueden
preparar utilizando un vehiculo fluido para su uso como un
enjuague bucal, en donde el compuesto en el portado r fluido se
aplica oralmente y se hacen buches, se expectora o traga. Los
agentes de union farmacéuticamente compatibles, y/o materiales
adyuvantes se pueden incluir como parte de la compo sicion. Los

comprimidos, pildoras, céapsulas, trociscos y simila res pueden
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contener cualquiera de los siguientes ingredientes, 0 compuestos
de una naturaleza similar: un aglutinante tal como una celulosa
microcristalina, goma de tragacanto o gelatina; un excipiente tal
como almidén o lactosa, un agente disgregante tal c omo acido
alginico, Primogel, o almidén de maiz; un lubricant e tal como
estearato de magnesio o Sterotes; un deslizante tal como diéxido
de silicio coloidal; un agente edulcorante tal como sacarosa o
sacarina; o un agente aromatizante tal como menta, salicilato de

metilo, o aromatizante de naranja.

[00188] Para la administracion por inhalacion, los compuestos se
suministran en forma de una pulverizacion de aeroso | desde un
recipiente o dispensador presurizado que contiene u n propulsor

adecuado, por ejemplo , un gas tal como diéxido de carbono, o un

nebulizador.

[00189] La administracion sistémica también puede s er por medios
transmucosos o0 transdérmicos. Para la administracio n de
transmucosa o transdérmica, los penetrantes apropia dos para la
barrera a ser permeada se utlizan en la formulacio n. Dichos
penetrantes generalmente se conocen en la técnica, e incluyen,
por ejemplo, para administracion transmucosa, deter gentes, sales
biliares, y derivados de &acido fusidico. La adminis tracion
transmucosal se puede lograr a través del uso de pu lverizadores
nasales o supositorios. Para la administracion tran sdérmica, los
compuestos activos se formulan en pomadas, ungtento s, geles, o

cremas como se conoce generalmente en la técnica.
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[00190] Los compuestos también se pueden preparar e
supositorios  ( por ejemplo , con
convencionales tales como manteca de cacao y otros

enemas de retencion para la administracién rectal.

[00191] En una realizacion, los compuestos activos

con portadores que protegeran el compuesto contra |

rapida del cuerpo, tales como formulaciones de libe
controlada/sostenida, que incluyen implantes y sist
suministro  microencapsulados. Los polimeros biodegr
biocompatibles se pueden utilizar, tales como etile

vinilo, polianhidridos, acido poliglicolico, colage

poliortoésteres, y &cido polilactico. Los meétodos p
preparacion de dichas formulaciones seran evidentes

expertos en la técnica.

[00192] Por ejemplo, los ingredientes activos se pu
en microcapsulas preparadas, por ejemplo, mediante
coacervacion o mediante polimerizacion interfacial,
hidroximetilcelulosa o microcapsulas de gelatina y

de poli-(metacrilato de metilo), respectivamente, e
liberacion de farmacos coloidales (por ejemplo, lip
microesferas de albumina, microemulsiones,

nano-par

nanocapsulas) o en macroemulsiones.

[00193] Se pueden preparar preparaciones de liberac
Ejemplos adecuados de preparaciones de liberacion s
incluyen matrices semipermeables de polimeros hidro

que contienen el anticuerpo, cuyas matrices estan e

bases de

n forma de
supositorio

glicéridos) o

se preparan
a eliminaciéon
racion
emas de
adables,

no-acetato de

no,
ara la
para los

eden atrapar
técnicas de
por ejemplo,
microcapsulas
n sistemas de
osomas,

ticulas vy

idn sostenida.
ostenida
fobos sdlidos

n forma de
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articulos conformados, por ejemplo

Ejemplos de matrices de liberacion sostenida

poliésteres, hidrogeles (por ejemplo, poli (2-hidro
metacrilato), o poli (alcohol vinilico)), polilacti
Estadounidense No. 3,773,919), copolimeros de acido

v etil-L-glutamato, acetato no degradable de etileno
copolimeros degradables de acido lactico-acido glic
como LUPRON DEPOT™

(microesferas inyectables

copolimero de 4&cido lactico-acido glicolico y aceta
leuprolida), y acido poli-D-(-)-3-hidroxibutirico.

los polimeros tales como etileno-acetato de vinilo
lactico-acido glicélico permiten la liberacion de m
durante mas de 100 dias, ciertos hidrogeles liberan

durante periodos de tiempo mas cortos.

[00194] Los materiales también se pueden obtener co
de Alza Corporation y Nova Pharmaceuticals, Inc. La
liposomales (que incluyen liposomas dirigidos a cél
infectadas con anticuerpos monoclonales para antige

también se pueden utilizar como portadores farmacéu
aceptables. Estos se pueden preparar de acuerdo con
conocidos por los expertos en la técnica, por ejemp

describe en la Patente Estadounidense No. 4,522,811

[00195] Es especialmente ventajoso formular composi
o parenterales en forma de dosificacion unitaria pa
de administracion y uniformidad de dosificacion. La
dosificacion unitaria como se utiliza aqui se refie

fisicamente discretas adecuadas como dosificaciones

incluy

compue

, peliculas, o microcapsulas.

en
xietil-
das (Patente
L-glutamico y
-vinilo,
oOlico tales
stas de
to de
Mientras que
y acido
oléculas

proteinas

mercialmente
S suspensiones
ulas
nos viricos) y
ticamente
métodos

lo, como se

ciones orales
ra facilidad
forma de
re a unidades

unitarias
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para el sujeto que se va a tratar; cada unidad cont
cantidad predeterminada de compuesto activo calcula
producir el efecto terapéutico deseado en asociacio
portador farmacéutico requerido. La especificacion
formas unitarias de dosificacion de la invencion es

por y dependen directamente de las caracteristicas
compuesto activo y el efecto terapéutico particular
alcanzar, y las limitaciones inherentes en la técni

dicho un compuesto activo para el tratamiento de in

[00196] Las composiciones farmacéuticas se pueden i
recipiente, empaque, o dispensador junto con instru

administracion.

[00197] La formulacion también puede contener mas d
activo segun sea necesario para la indicacion parti
trata, preferentemente aquellos con actividades com
gue no se afectan de manera adversa entre si. Alter
adicionalmente, la composicion puede comprender un
potencia su funcion, tal como, por ejemplo, un agen
citoquina, agente quimioterapéutico, o agente inhib
crecimiento. Dichas moléculas estan presentes adecu
combinacion en cantidades que son eficaces para los

previstos.

[00198] En una realizacién, los compuestos activos

iene una
da para
n con el
para las
tan dictadas
Gnicas del
gue se va
ca de componer

dividuos.

ncluir en un

cciones para

e un compuesto
cular que se
plementarias
nativamente, o
agente que
te citotoxico,
idor del
adamente en

propésitos

se administran

en terapia de combinacion, es decir , combinada con otros agentes,

por ejemplo , productos terapéuticos, que son Uutiles para trata

afecciones o trastornos patologicos, tales como div

ersas formas
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de cancer, trastornos autoinmunes y enfermedades in flamatorias.
El término “en combinacion” en este contexto signif ica que los
agentes se proporcionan contemporaneamente sustanci almente, ya

sea simultinea 0o  secuencialmente. Si se  proporciona

secuencialmente, en el inicio de la administracion del segundo
compuesto, el primero de los dos compuestos es pref eriblemente
aun detectable en concentraciones efectivas en el s itio de

tratamiento.

[00199] Por ejemplo, la terapia de combinacién pued e incluir uno
0 mas anticuerpos de la invencion coformulada con vy /o se
coadministra con, uno o0 mas productos terapeuticos adicionales,

por ejemplo , uno o mas inhibidores de citoquinas y de factor d

crecimiento,  inmunosupresores, agentes  anti-inflama torios,
inhibidores metabdlicos, inhibidores de enzimas, y/ 0 agentes
citotoxicos o0 citostaticos, como se describe en mas detalle
adelante. Dichas terapias de combinacion pueden uti lizar
ventajosamente dosis mas bajas de los productos ter apéuticos
administrados, evitando asi posibles toxicidades o complicaciones

asociadas con las diversas monoterapias.

[00200] Los agentes terapéuticos preferidos utiliza dos en
combinacion con un anticuerpo de la invencidbn son a quellos
agentes que interfieren en diferentes etapas en una respuesta
inflamatoria. En una realizacién, uno o mas anticue rpos descritos
agui se pueden coformular con, y/o coadministrarse con, uno 0 mas
agentes adicionales, tales como otras citoquinas o antagonistas
del factor de crecimiento (por ejemplo, receptores solubles,

inhibidores peptidicos, moléculas pequenias, fusione s de ligando);
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0 anticuerpos o fragmentos de union a antigeno de |
se unen a otros objetivos ( por ejemplo
otras citoquinas o factores de crecimiento, sus rec

otras moléculas de la superficie celular); y citoqu

inflamatorias 0 agonistas de las mismas.

[00201] En otras realizaciones, los anticuerpos de

se utiizan como adyuvantes de vacunas contra trast
autoinmunes, enfermedades inflamatorias, etc. La co
adyuvantes para el tratamiento de estos tipos de tr
adecuados para uso en combinacién con una amplia va
antigenos a partir es de

autoantigenos  objetivados,

autoantigenos, implicados en la autoinmunidad,
proteina bésica de mielina; autoantigenos inflamato
ejemplo , proteina de péptido amiloide, o antigenos de tras
por ejemplo , aloantigenos. El antigeno puede comprender péptid

o polipéptidos derivados de proteinas, asi como tam
fragmentos de cualquiera de los siguientes: sacéarid
polinucledtidos u oligonucledtidos, autoantigenos,

péptido amiloide, antigenos de trasplante, alérgeno
componentes macromoleculares. En algunos casos, se

un antigeno en la composicién antigénica.

Disefio y Generacion de otros Productos Terapéuticos

[00202] de acuerdo con la presente invencion y con
actividad de los anticuerpos que se producen y cara
con respecto a CD47, se facilita el disefio de otras
los

terapéuticas mas alla de restos de anticuerpo.

modalidades incluyen, sin limitacion, agentes terap

0S mismos que

) anticuerpos que se unen a

eptores, u

inas anti-

la invencion
ornos
mbinacion de
astornos son
riedad de
cir,
por ejemplo
rios, por
plante,

oS

bién

0s, proteinas,

proteina de

S, U otros

incluye mas de

base en la
cterizan aqui
modalidades
Dichas

éuticos de
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anticuerpos avanzados, tales como anticuerpos biesp ecificos,
inmunotoxinas, y agentes terapéuticos radiomarcados , generacion
de agentes terapéuticos  peptidicos, terapias génica S,
particularmente intracuerpos, agentes terapéuticos

anticodificante, y moléculas pequenas.

[00203] Por ejemplo, en relacibn con los anticuerpo S
biespecificos, se pueden generar anticuerpos biespe cificos que
comprenden (i) dos anticuerpos - uno con una especi ficidad para
CDA47 y otro para una segunda molécula que se conjug a en conjunto,

(ii) un Unico anticuerpo que tiene una cadena espec ifica a CD47y
una segunda cadena especifica para una segunda molé cula, o (iii)

un anticuerpo de cadena sencilla que tiene especifi cidad para
CD47 y una segunda molécula. Dichos anticuerpos bie specificos se
generan utilizando técnicas que son bien conocidas por ejemplo,
en relacion con (i) y (i) Véase por ejemplo , Fanger et al
Immunol Methods 4:72-81 (1994) y Wright et al . Crit, Reviews in
Immunol. 12125-168 (1992), y en relacion con (iii) Véase, por
ejemplo , Traunecker et al . Int. J. Cancer (Suppl) 7:51-52

(1992).

[00204] En relacion con las inmunotoxinas, se puede n modificar
los anticuerpos para actuar como inmunotoxinas ultil izando
técnicas que son bien conocidas en el arte. Véase, por ejemplo ,
Vitetta Immunol Today 14:252 (1993). Véase también Patente
Estadounidense No. 5,194,594. En relacién con la pr eparacion de
anticuerpos radiomarcados, también se pueden prepar ar dichos
anticuerpos modificados féacilmente utilizando técni cas que son

bien conocidas en el arte. Véase, por ejemplo ,Junghans etal .en
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Cancer Chemotherapy and Biotherapy 655-686 (2d edit
and Longo, eds., Lippincott Raven (1996)).

Estadounidenses Nos. 4,681,581, 4,735,210, 5,101,822

(RE 35,500), 5,648,471, y 5,697,902. Cada una de

inmunotoxinas y moléculas radiomarcadas probablemen

las células que expresan CDA47.

[00205] En relacion con la generacion de péptidos t

traves de la utilizacion de la informacion estructu
relacionada con CD47 y anticuerpos de los mismos, t
anticuerpos de la invencion o la detecciébn de colec
péptidos, se pueden generar péptidos terapéuticos q

contra CD47. El disefio y deteccién de los agentes t

péptido se discute en relacion con Houghten et al

13:412-421 (1992), Houghten PNAS utiliza. 82:5131-5

ion, Chafner

Véase también Patentes

7, 5,102,990
la

te matarian

erapéuticos, a
ral

ales como los
ciones de

ue se dirigen

erapéuticos de

. Biotechniques

135 (1985),

Pinalla et al . Biotechniques 13:901-905 (1992), Blake and Litzi-

Davis Bioconjugate Chem. 3:510-513 (1992). También
preparar inmunotoxinas y moléculas radiomarcadas, y
similar, en relacion con restos peptidicos como se
anteriormente en relacidbn con anticuerpos. Suponien
molécula de CD47 (o una forma, tal como una variant

forma alternativa) es funcionalmente activa en un p
enfermedad, también serd posible diseflar genes vy
terapéuticos anticodificantes de los mismos a travé
convencionales. Dichas modalidades se pueden utiliz
modular la funcién de CD47. En relacién con esto lo

de la presente invenciéon facilitan el disefio y uso
funcionales relacionados con la misma. Un disefio y

para productos terapéuticos anticodificante se disc

ag

se pueden
de una manera
discutio
do que la
e de empalme o
roceso de
entes
s de técnicas
ar para
S anticuerpos
de ensayos
estrategia

ute en detalle
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en la Solicitud de Patente Internacional No. WO 94/
disefio y estrategias para la terapia génica son bie

Sin embargo, en particular, el uso de técnicas tera

genes que implican intracuerpos podria  demostrar
particularmente ventajoso. Véase, por ejemplo, Chen
Gene Therapy 5:595-601 (1994) y Marasco Gene Therap
(1997). El disefio general y consideraciones relacio
terapéuticos de genes también se discute en la Soli

Patente Internacional No. WO 97/38137.

[00206] Los conocimientos obtenidos de la estructur
molécula de CD47 y sus interacciones con otras molé
acuerdo con la presente invencion, tales como SIRP
anticuerpos de la invencién, y otros se puede utili
disefiar racionalmente modalidades terapéuticas adic
este respecto, las técnicas de disefo racional de f

como cristalografia de rayos X, modelado molecular
asistido) por computador (CAMM), relacion estructur
cuantitativa o cualitativa (QSAR), y tecnologias si
pueden utilizar para centrar los esfuerzos de descu
farmacos. El disefio racional permite la prediccion
estructuras sintéticas que pueden interactuar con |

las formas especificas de la misma que se puede uti
modificar o modular la actividad de IL-6RC. Dichas

pueden sintetizar quimicamente o expresar en sistem

Este método se ha revisado en Capsey et al
Engineered Human Therapeutic Drugs (Stockton Press,

Adicionalmente, las colecciones combinatorias se pu

29444. El
n conocidos.
péuticas de
se r
et al . Human
y 4: 11-15
nadas con los
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culas de
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zar para
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Genetically
NY (1988)).
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sintetizar y utilizar en programas de deteccion, ta les como

esfuerzos de deteccion de alto rendimiento.

Métodos de Deteccion

[00207] La invencién proporciona meétodos (también d enominados
agui como “ensayos de deteccidén”) para identificar moduladores,
es decir , candidatos o compuestos de prueba o agentes ( por
ejemplo , péptidos, peptidomiméticos, moléculas pequefias u otros
farmacos) que modulan o de otra manera interfieren con la unién

de CD47 a SIRP «, o compuestos o candidatos de prueba o agentes
que interfieren con la funcion de sefalizacién de C D47 ylo CD47-

SIRP«. También se proporcionan métodos para identificar

compuestos Utiles para tratar trastornos asociados con expresion,
actividad y/o sefalizacion de CD47 y/o de CD47-SIRP o aberrante.
Los métodos de deteccion pueden incluir aquellos co nocidos o
utilizados en la técnica o los descritos aqui. la a bsorbancia
Posteriormente, el SIRP o unido se puede detectar utilizando un
anticuerpo secundario, y se puede detectar en un le ctor de
placas.

[00208] También se proporcionan métodos para identi ficar
compuestos capaces de promover fagocitosis de célul as tumorales
por los macrofagos. Estos meétodos pueden incluir aq uellos
conocidos o utilizados en la técnica o descritos aq ui. Por
ejemplo, los macrofagos se incuban con células tumo rales marcadas
en presencia de un compuesto candidato, por ejemplo , un
anticuerpo CD47. Después de un periodo de tiempo, s e pueden
observar los macrofagos para la internalizacion de la etiqueta

del tumor para identificar fagocitosis. Se a propor cionan en los
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ejemplos detalles adicionales con respecto estos mé todos, por
ejemplo , ensayos que bloquean SIRP oy ensayos de fagocitosis.
[00209] La invencidon también incluye compuestos ide ntificados en

los ensayos de deteccion descritos aqui.

[00210] En una realizacién, la invencién proporcion a ensayos para
detectar compuestos candidatos o de prueba que modu lan la funcién

de sefalizacion de CD47. Los compuestos de prueba d e la invencion

se pueden obtener utilizando cualquiera de los nume rosos enfoques
en métodos de colecciones combinatorias conocidos e n la técnica,
que incluyen: colecciones biologicas; colecciones d e fase sdlida

o de fase en solucion paralelas espacialmente direc cionables;
métodos de colecciones sintéticas que requieren des convolucion;
el método de coleccion de “una perla un compuesto”; y métodos de
colecciones sintéticas que utilizan seleccion por ¢ romatografia
de afinidad. EI método de coleccién biolégica se i mita a
colecciones de péptidos, mientras que los otros cua tro métodos
son aplicables a péptidos, oligdmeros no peptidicos o colecciones
de pequefias moléculas de compuestos. ( Véase, por ejemplo , Lam,

1997 Anticancer Drug Design 12: 145).

[00211] Una “molécula pequefia”, como se utiliza aqu i, se pretende
qgue se refiera a una composicién que tiene un peso molecular de
menos de aproximadamente 5 kD y lo més preferibleme nte menos de
aproximadamente 4 kD. Las moléculas pequefias pueden ser, por
ejemplo , acidos nucleicos, péptidos, polipéptidos,
peptidomiméticos, carbohidratos, lipidos u otras mo léculas

organicas o inorganicas. Las colecciones de mezclas guimicas y/o
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bioldgicas, tales como hongos, bacterias, o extract
reconocen en la técnica y se pueden detectar con cu

los ensayos de la invencion.

[00212] Ejemplos de métodos para la sintesis de col
moleculares se pueden encontrar en la técnica, por
DeWitt, et al., 1993. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A.

Erb, et al.,, 1994. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 91
Zuckermann, et al., 1994. J. Med. Chem. 37: 2678; C
1993. Science 261 : 1303; Carrell, et al.,, 1994. An

Int. Ed. Engl. 33: 2059; Carell, et al., 1994. Ange

Ed. Engl. 33: 2061 ; y Gallop, et al., 1994. J. Med

1233.

[00213] Las colecciones de compuestos pueden estar
solucion (véase por ejemplo, Houghten, 1992. Biotec
412-421), o en perlas (véase Lam, 1991. Nature 354:
chips (véase Fodor, 1993. Nature 364: 555-556), bac
Patente Estadounidense No. 5,223,409), esporas (véa
Estadounidense 5,233,409), plasmidos (véase Cull, e
Proc. Natl. Acad. Sci. utiliza 89: 1865-1869) o en

Scott y Smith, 1990. Science 249: 386-390; Devlin,

249: 404-406; Cwirla, et al., 1990. Proc. Natl. Aca

87: 6378-6382; Felici, 1991. J. Mol. Biol. 222: 301

Patente Estadounidense No. 5,233,409).

[00214] En una realizacion, un compuesto candidato
un complejo de anticuerpo-antigeno y se determina s

candidato interrumpe el complejo de antigeno-anticu

os de algas,

alquiera de

ecciones
ejemplo en :
90: 6909;
: 11422,
ho, et al.,
gew. Chem.
w. Chem. Int.

. Chem. 37:

presentes en
hniques 13:
82-84), en

terias (véase
se Patente

t al.,, 1992.
fago (véase
1990. Science

d. Sci. U.S.A.

-310; vy

se introduce a
I el compuesto

erpo, en donde
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una interrupcion de este complejo indica que el com puesto
candidato modula la funciéon de sefializacion de CD47 ylo la
interaccion entre CD47 y SIRP o. En otra realizacion, se
proporciona una proteina soluble CD47 y/o CD47 y S RPx de la
invencion y se expone a por lo menos un anticuerpo monoclonal
neutralizante. Se detecta la formacion de un comple jo de
anticuerpo-antigeno, y se introducen uno 0 mas comp uestos
candidatos al complejo. Si el complejo de antigeno- anticuerpo se
interrumpe luego de la introduccion de uno o mas co mpuestos
candidatos, los compuestos candidatos son Utilea pa ra tratar
trastornos asociados con sefalizacion de CD47 y/ de CD47-SIRP «
aberrante.

[00215] Se puede lograr la determinacion de la capa cidad del
compuesto de prueba para interferir con o interrump ir el complejo

de anticuerpo-antigeno, por ejemplo, al acoplar el compuesto de
prueba con un radioisétopo 0 etiqueta enzimatica de tal manera
que se puede determinar la union del compuesto de p rueba al
antigeno o porcién biologicamente activa del mismo al detectar el
compuesto marcado en un complejo. Por ejemplo, los compuestos de
prueban se pueden marcar con 125 %g, M¥C, o 3H, ya sea
directamente o indirectamente, y el radioisétopo de tectado
mediante conteo directo de radioemision o mediante conteo de
centelleo. Alternativamente, los compuestos de prue ba se pueden
marcar enzimaticamente-con, por ejemplo, peroxidasa de rabano,
fosfatasa alcalina, o luciferasa, y la etiqueta enz imatica
detectada mediante determinacion de la conversion d e un sustrato

apropiado a producto.
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[00216] En una realizacion, el ensayo comprende pon

un complejo de anticuerpo-antigeno con un compuesto
determinar la capacidad de este para interaccionar
antigeno o de otra forma interrumpir el complejo de
antigeno existente. En esta realizacion, determinar

del compuesto de prueba para interactuar con el ant
interrumpir el complejo de anticuerpo-antigeno
determinar la capacidad del compuesto de prueba par

forma preferencial al antigeno o una porcién biolég

activa del mismo, en comparacion con el anticuerpo.

[00217] En otra realizacion, el ensayo comprende po
contacto un complejo de anticuerpo-antigeno con un
prueba y determinar la capacidad del compuesto de p
modular el complejo de anticuerpo-antigeno. Se pued
determinacion de la capacidad del compuesto de prue
modular el complejo de anticuerpo-antigeno, por eje
determinar la capacidad del antigeno para unirse o

con el anticuerpo, en presencia del compuesto de pr

[00218] Aquellos expertos en la técnica reconoceran
cualquiera de los meétodos de deteccion descritos aq
anticuerpo puede ser un anticuerpo neutralizante, q

otra forma interfiere con la actividad y/o la sefal

CDA47.

[00219] Los métodos de deteccidon descritos aqui se
realizar como un ensayo basado en células o como un

de células. Los ensayos libres de células de la inv

comp
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susceptibles al uso de ya sea de la forma soluble o
unida a membrana de CD47 y fragmentos de los mismos

de ensayos libres de células que comprenden la form
membrana de CDA47, puede ser deseable utilizar un ag
solubilizacion de tal manera que la forma unida a m

proteinas se mantiene en solucion. Ejemplos de dich
solubilizacion incluyen detergentes no ionicos tale
octilglucésido, n-dodecilglucésido, n-dodecilmaltos

Triton

N-metilglucamida,  decanoil-N-metilglucamida,

Triton® X-114, Thesit® , Isotridecipoli(etilenglico
sulfonato de N-dodecil-N,N-dimetil-3-amonio-1-propa
de 3-(3-colamidopropil) dimetilamminiol-1-propano (

sulfonato de 3- (3 -colamidopropil) dimetilamminiol

propano (CHAPSO).

[00220] En mas de una realizacion, puede ser deseab

ya sea el anticuerpo o el antigeno para facilitar |

de formas complejadas de no complejadas de una o am
la introduccion del compuesto candidato, asi como t
acomodar la automatizacion del ensayo. Se puede rea
observacion del complejo de anticuerpo-antigeno en
ausencia de un compuesto candidato en cualquier rec
adecuado para contener reactivos. Ejemplos de dicho
incluyen placas de microtitulacién, tubos de ensayo
microcentrifuga. En una realizacion, se puede propo
proteina de fusion que agrega un dominio que permit
ambas de las proteinas se unan a una matriz. Por ej
proteinas de fusion de anticuerpos- GST o proteinas

antigeno- GST se pueden adsorber sobre perlas de se

la forma
. En el caso
a unida a
ente de
embrana de las
0S agentes de
S como n-
ido, octanoil-
® X-100,
| éter) .,
no, sulfonato
CHAPS), o

-2-hidroxi-1-

le inmovilizar
a separacion
bas luego de
ambién

lizar la
presencia y
ipiente

S recipientes
y tubos de
rcionar una
e que una o
emplo, las

de fusién de

farosa
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glutation (Sigma Chemical, St. Louis, MO) o
microtitulacion derivadas de glutation, que luego s

el compuesto de prueba, y la mezcla se incuba bajo
que conducen a formacibn de complejos (
condiciones fisiologicas para sal y pH). Después de
las perlas o pozos de placa de microtitulacion se |
eliminar  cualesquier componentes no  unidos,
inmovilizada en el caso de las perlas, forma comple

ya sea directamente o
complejos se pueden disociar de la matriz, y el niv
formacion de complejo de anticuerpo-antigeno se pue
utilizando técnicas estandar.

[00221] También se pueden utilizar otras
inmovilizar proteinas sobre matrices en los ensayos
de la invencion. Por ejemplo, ya sea el anticuerpo
el anticuerpo 2A1, o un anticuerpo que tiene una ca
variable seleccionada de las SEQ ID NOs: 5-30 y una
variable seleccionada entre las SEQ ID NO: 31-47) o

( por ejemplo

conjugacion de biotina y estreptavidina. Se pueden

anticuerpos o moléculas de antigenos biotiniladas a

biotina-NHS  (N-hidroxi-succinimida) utilizando técn

conocidas en el arte ( por ejemplo
Chemicals, Rockford, IIl.), y se inmovilizan en los
placas de 96 pozos

Chemical). Alternativamente, otros anticuerpos reac

anticuerpo o antigeno de interés, pero que no inter

formacion del complejo de anticuerpo-antigeno de in

indirectamente. Alternativame

técnicas p

recubiertas con estreptavidina (

placas de

e combinan con

condiciones

por ejemplo , en
incubacion,

avan para

la matr iz

jo determinado
nte, los
el de la

de determinar

ara
de deteccion
(por ejemplo
dena pesada
cadena ligera

el antigeno

, proteina CD47) se puede inmovilizar utilizando la

preparar
partir de

icas bien

, kit de biotinilacién, Pierce

pozos de
Pierce
tivos con el
fieren con la

terés, se



10

15

20

25

122

pueden derivar a los pozos de la placa, y el anticu

0 antigeno atrapado en los pozos mediante conjugaci
anticuerpos. Los métodos para detectar dichos compl
adicionalmente a los descritos anteriormente para |
inmovilizados con GST, incluyen inmunodeteccion de
utilizando dichos otros anticuerpos reactivos con e

antigeno.

[00222] La invencion se refiere adicionalmente a nu
identificados por cualquiera de los ensayos de dete
mencionados anteriormente y usos de los mismos para

como se describe aqui.

Formulaciones de Diagnostico y Profilacticas

[00223] Los MADb de CD47 de la invencion se utilizan
formulaciones de diagndstico y profilacticas. En un

un MAb de CD47 de la invencion se administra a paci
estan en riesgo de desarrollar una o mas de las enf
mencionadas anteriormente, tales como por ejemplo,
limitacion, cancer u otra afeccion neoplasica. Una

del érgano del paciente a uno o mas de los canceres
anteriormente u otras afecciones neoplasicas se pue

utilizando marcadores genotipicos, serologicos o bi

[00224] En otra realizacién de la invencion, el ant

se administra a individuos humanos diagnosticados c
indicacion clinica asociada con una o0 mas de las en
mencionadas anteriormente, tales como por ejemplo,

limitacion, cancer u otra afeccidbn neoplasica. Lueg

erpo no unido
on de
€ejos,

0s complejos
complejos

| anticuerpo o

evos agentes
cciéon

tratamientos

en
a realizacion,
entes que
ermedades
sin
predisposicion
mencionados
den determinar

oguimicos.

icuerpo CD47
on una
fermedades
sin

o del
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diagnéstico, el anticuerpo CD47 se administra para mitigar o
revertir los efectos de la indicacion clinica asoci ada con una o

mas de las enfermedades mencionadas anteriormente.

[00225] Los anticuerpos de la invencion también son utiles en la
deteccién de CD47 y/o SIRP o en muestras de pacientes y de acuerdo

con lo anterior son utiles como productos de diagné stico. Por
ejemplo, los anticuerpos CD47 de la invencion se ut ilizan en
ensayos in vitro , por ejemplo , ELISA, para detectar los niveles

de CD47 y/o SIRP o en una muestra del paciente.

[00226] En una realizacidon, un anticuerpo CD47 de | a invencion se
inmoviliza sobre un soporte sélido ( por ejemplo , el pozo (s) de

una placa de microtitulacién). El anticuerpo inmovi lizado sirve
como un anticuerpo de captura para cualquier CD47 y /o SIRP o que
puede estar presente en una muestra de prueba. Ante s de poner en
contacto el anticuerpo inmovilizado con una muestra del paciente,

el soporte sélido se enjuaga y se trata con un agen te de bloqueo
tal como proteina de la leche o albumina para evita r la adsorcion

no especifica del analito.

[00227] Posteriormente se tratan los pozos con una muestra de
prueba que se sospecha contiene el antigeno, o con una solucién
gue contiene una cantidad estandar del antigeno. Di cha muestra
es, k, una muestra de suero de un sujeto sospechoso de tener
niveles de antigeno circulante, lo que se considera diagnostico
de una patologia. Después de enjuagar la muestra de prueba o
estandar, el soporte sélido se trata con un segundo anticuerpo

que se marca de forma detectable. El segundo anticu erpo marcado
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sirve como anticuerpo de deteccion. Se mide el nive
detectable, y la concentracion de CD47 y/o SIRP
prueba se determina mediante comparacién con una cu

desarrollada a partir de las muestras estandar.

[00228] Se apreciara que en base a los resultados o

utilizando los anticuerpos CD47 de la invencion en

| de marcador
o en la muestra de

rva estandar

btenidos

un ensayo de

diagnostico in vitro , es posible determinar el estadio de una
enfermedad ( por ejemplo , una indicacion clinica asociada con
isquemia, un trastorno autoinmune o inflamatorio) e n un sujeto
basado en los niveles de expresion de CD47 y/o SIRP o. Para una
enfermedad dada, las muestras de sangre se toman de sujetos
diagnosticados que tienen diversas etapas en el pro greso de la

enfermedad, y/o en diversos puntos en el tratamient

de la enfermedad. Utilizando una poblacion de muest

proporciona resultados estadisticamente significati

o terapéutico
ras que

VOS para cada

etapa del progreso o terapia, se designa un rango d

concentraciones del antigeno que puede

caracteristico de cada etapa.

[00229] Todas las publicaciones y documentos de pat
en este documento se incorporan aqui mediante refer
cada una de dicha publicacién o documento se indica
e individualmente para ser incorporada mediante por
La citacién de publicaciones y documentos de patent
interpretar como una admisidn de que es pertinente
técnica anterior, ni constituye alguna admision a |

o fechas de los mismos. La invencion ahora se ha de

de descripcion escrita, aquellos expertos en la

considerarse

téc

ente citados
encia como si
ra especifica
referencia.
es no se debe
cualquiera
0s contenidos
scrito por via

nica
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reconoceran que la invencion se puede poner en prac
variedad de realizaciones y que la descripcion ante
ejemplos adelante son para propésitos de ilustracio

limitacion de las reivindicaciones que siguen.

EJEMPLOS

[00230] Se proporcionan los siguientes ejemplos, qu

experimentos conducidos y resultados logrados solo
propésitos ilustrativos y no se deben interpretar c

luego de la presente invencién.

EJEMPLO 1. Generacion y Seleccion de Anticuerpos CD47

tica en una
rior y los

ny no de

e incluyen los
para

omo limitantes

[00231] Se generan anticuerpos CD47 al inmunizar ra
proteina recombinante que representa CDA47-IgV (tipo
similar a inmunoglobulina), implementar una estrate
inmunizacion rapida modificada en sitios multiples

al. (1997) Rapid development of affinity matured mo
antibodies utilizando RIMMS. Hybridoma 16,
Adicionalmente, la mitad de los ratones en el grupo
reciben una Unica inyeccién del anticuerpo agonista
ratbn, DTA-1. Luego de la programacion de inmunizac
cosechan los nodos linfaticos de todos ratones (DTA

no tratado) y se disocian, permitiendo de esta mane
aislamiento de célula B y posterior fusion a una es

de mieloma de raton. Se detectan sobrenadantes de h

unirse a CD47 mediante ELISA y mediante citometria
células Daudi (ATCC# CCL-213) (Figura 1A). Los sobr

hibridoma también se analizan para la capacidad de

tones con una
variable
gia de
(Kilpatrick et

noclonal

381-389)

inmunizado
GITR anti-
ion, se
-1 tratado y
ra el
tirpe celular

ibridoma para

de flujo en
enadantes de

bloquear la
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interaccion de CDA47-SIRP o (Figura 1B). Se inmoviliza CD47
recombinante sobre una placa de microtitulo Medisor p (NUNC) y
posteriormente se incuba con los sobrenadantes de h ibridoma en la

presencia de SIRP a-ECD humano recombinante fusionado a un dominio

IgG Fc humano. El SIRP o unido se detecta utilizando un anticuerpo
secundario especifico a IgG Fc anti- humano conjuga do HRP
(Jackson Immuno Research), y la absorbancia en 650 nm detectado

en lector de placa.

EJEMPLO 2. Caracterizacion de Anticuerpos CD47

[00232] Los anticuerpos CD47 de murino de ejemplo d e la presente
invencion se muestran en la Figura 2. Se conduce cl asificacion de

afinidad de SIRP o que bloguea anticuerpos CD47 mediante

citometria de flujo sobre células Raji (ATCC# CCL-8 6) (Figura 2A)

y CCRF-CEM (ATCC# CCL-119) (Figura 2B). Se detectan los
anticuerpos CD47 unidos utilizando un anticuerpo se cundario 1gG
anti-raton conjugado FITC (Jackson ImmunoResearch). El anticuerpo
CDA47 conocido en la técnica, B6H12, se incluye como un control
positivo (Véase, por ejemplo, Patente Estadounidens e 5,057,604).
En la Figura 2B, el B6H12 y el 2D3, un anticuerpo d e bloqueo sin
SIRP«a comercialmente disponible, se comparan con los ant icuerpos
generados aqui. Los anticuerpos de la presente inve ncion exhiben
mayor afinidad hacia la forma enddgena (superficie celular) de

CD47 comparado con los anticuerpos B6H12 y 2D3.

EJEMPLO 3: Actividad de Bloqueo SIRP o de Anticuerpos CD47
[00233] La potencia del bloqueo de SIRP o por los anticuerpos CD47
se mide por una ELISA en donde se inmoviliza His-ob jetivado-CDA47-

IgV recombinante sobre una placa de microtitulo Med isorp. La
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union del SIRP o recombinante fusionado a un dominio Fc de IgG

humano se monitorea en la presencia de cantidades e n aumento de
los anticuerpos CD47. Se determina el SIRP o unido utilizando un
anticuerpo secundario de IgG anti-humano conjugado de HRP (Fc
especifico) (Jackson ImmunoResearch). Los anticuerp os de la
presente invencion exhiben potencia mejorada de blo gueo de SIRP «
en comparacion con el anticuerpo B6H12. La Figura 3 A muestra
datos representativos del ELISA basado en ensayo de bloqueo de
SIRPo.

[00234] Se analizan anticuerpos CD47 mediante citom etria de flujo

por su capacidad para bloquear la unién de SIRP o recombinante al
CD47 de superficie celular. E utilizan células CCRF -CEM (ATCC#
CCL-119) como la fuente de CD47 en el ensayo y unié n de SIRP «
recombinante fusionado a un dominio Fc de IgG human 0 Se monitorea

en la presencia de cantidades en aumento de los ant icuerpos CDA47.
Se determina el SIRP o unido utilizando un anticuerpo secundario

IgG anti-humano conjugado APC (Fc especifico) (Jack son
ImmunoResearch) (Figura 3B). EI B6H12 y no SIRP o bloguean el
anticuerpo CD47 2D3 cuando utilizan controles posit ivo y negativo
respectivamente.

EJEMPLO 4: Interacciones Homotipicas mediadas por anticuerpo CD47
[00235] Los anticuerpos CD47 de bloqueo de SIRP o se analizan para

su capacidad de inducir agrupamiento celular, que s e conoce como
interacciones homotipicas, entre células positivas a CD47. Se
utilizan células Daudi y Raji como estirpes de célu las que
expresan CD47 candidatas. Entre los anticuerpos exa minados, el

anticuerpo 2A1 de la presente invencion es el Unico anticuerpo de
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bloqueo de SIRP

células que expresan CD47.

EJEMPLO 5: Actividad de hemoaglutinacion de Anticuerpos CD47

o gque no promueve interacciones homotipicas de

[00236] Un ejemplo de una interaccion
hemoaglutinacion, como se evidencia por agregacion
detectan anticuerpos CD47 para aglutinacion RBC, cu
observa por la capacidad de un anticuerpo para evit
sedimentacion de RBS humanos. de forma inesperada,

gue el anticuerpo 2A1 es Unico entre otros anticuer

su capacidad de promover hemoaglutinacién, mientras
alta afinidad y la capacidad de bloquear el SIRP
anticuerpos que exhiben hemoaglutinacion reducida n
union de SIRP o a CD47.

[00237] Para evaluar la capacidad de hemoaglutinaci
anticuerpos CD47, los RBS humanos se diluyen al 10%
incuban a 37° C durante 2 a 6 horas con una valorac
anticuerpos CD47 en una placa de 96 pozos de fondo
evidencia de la hemoaglutinacion se demuestra por |

RBC no sedimentados, que aparecen como una bruma en
con un punto rojo acentuado de RBC no hemoaglutinad
inesperada, como se muestra en la Figura 4A, los an

de la invencién, particularmente el anticuerpo deno

2A1, no exhibe actividad de hemoaglutinacion. La gr

la cuantificacion del ensayo de hemoaglutinacion, d
“indice de hemoaglutinacion” determina al cuantific

sedimento de RBC en la presencia del anticuerpo, no

aguel en la ausencia del anticuerpo.

homotipica es

la
de RBC. Se
ando se
ar la
se encuentra
pos CD47 para
que tiene
o. Otros

0 bloquean la

on de
en PBS y se
ion de
redondo. La
a presencia de
comparacion
0s. de forma
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minado como
afica muestra
enota el
ar el area del

rmalizado con
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[00238] El anticuerpo 9E4 de murino provocado la he
méas profunda en todas las concentraciones probadas.

manera, el anticuerpo 9E4 se une a CD47 y la intera

moaglutinacion

de esta

ccién bloquea

CD47 con SIRP «; sin embargo, el anticuerpo 9E4 provoca

hemoaglutinacion.

[00239] Se proporciona adelante la regidon de cadena

anticuerpo 9E4.

VH del

EVOLECGPELVEPGACVE LSO EASGY SE TR Y Y MY WVEGSRVES LAW I GEI NP Y TGATEY DONFEDEASL IVDE

SOSTAYMELRESLTSEDSAVYYCARGRNEYDGWFAYWNGQETLVTY (SEQ ID MO: 78)

[00240] Se proporciona adelante la regiébn de cadena

anticuerpo 9EA4.

VL del

EIQMIOITSSLSASLGDRVT ISCRAS QDI ST LW QQEP G TVELLIYT Y TSELASGVEIRF S63G3GTOYSLT

ISHLDQEDIATYFCORGHALPPTFGGGTHLELE (SEQ ID HO: 79}

[00241] EI anticuerpo de control B6H12  provoca

hemoaglutinacion como se espera para el bloqueo de

CD47 de SIRP «.

[00242] Con el fin de investigar la singularidad de

de sin hemoaglutinacién del anticuerpo 2A1, se dete
anticuerpos CD47 numerosos en el ensayo de hemoaglu
RBC (Figura 4B). Se incluye en este ensayo la versi

del anticuerpo 2A1 (2A1-xi), que consiste de la reg

pesada variable de murino de 2Al, la regién de cade
variable de murino de 2A1 modificada en el aminoaci
decir, M106l), y las regiones constantes de IgG1 hu

humano. Las secuencias de la region VH y VL del ant

la

anticuerpos

la actividad
ctan otros
tinacion de
on quimeérica
ion de cadena
na liviana
do 106 (es
mano y lgkapa

icuerpo 2Aly
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anticuerpo 2A1-xi se proporcionan en la Tabla 1. Se prueban los
anticuerpos a 12.5, 25, 50, y 100 n M. de forma inesperada, 2A1 es

raro entre los anticuerpos CD47 examinados en la Fi gura 4B, en el
gue es solo el anticuerpo en la Figura 4B con activ idades de
hemoaglutinacion ausentes o reducidas. La Figura 4E muestra que
2A1, 2A1 quimérico (2A1-xi), y variantes humanizada S No provocan

hemoaglutinacion.

[00243] La Figura 4C muestra los resultados de la d eteccion de
anticuerpos CD47 adicionales en el ensayo de hemoag lutinacion de
RBC. Como se muestra en la Figura 4C, el anticuerpo monoclonal
CD47 2D3, que no bloquea SIRP o, No provoca hemoaglutinacion. Sin
embargo, otros anticuerpos CD47 disponibles comerci almente (por
ejemplo, CC2C6, BRC126, y B6H12) que bloquea SIRP o provocando
hemoaglutinacion (Figura 4C). de esta manera, antes de la
invencion descrita aqui, los anticuerpos existentes gue bloguean
SIRPo provocan hemoaglutinacién, mientras que los anticu erpos
existentes, tales como 2D3, que no bloquean SIRP o NO provocan
hemoaglutinacion. Tomados juntos, los anticuerpos d e la invencion
(por ejemplo, el anticuerpo 2A1 y sus derivados hum anizados) son
Unicos entre los anticuerpos existentes CD47 en su capacidad de

bloquear SIRP o, pero no provocar hemoaglutinacion.

[00244] Se vuelve a proporcionar un alto rango de ¢ oncentracién

de anticuerpos CD47  seleccionados en el ensayo de

hemoaglutinacion (Figura 4D). Este ensayo revela un efecto de
pro-zona de hemoaglutinacion por B6H12 y 9E4, en do nde la
hemoaglutinacion se reduce en extremos altos y bajo s del rango de

concentracion probado. La representacion grafica de | indice de
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hemoaglutinacion también destaca el efecto pro-zona
pro-zona también es evidente en la Figuras 4C y 4E.
destacar que, los anticuerpos CD47 2A1 y 2A1 quimér

actividad de hemoaglutinacién en todas las concentr

[00245] Como se muestra en la Figura 4E, el anticue

murino exhibe un rango reducido de hemoaglutinacion

[00246] Se proporciona adelante la regidon de cadena

anticuerpo 1B4.

. El efecto
Es importante
ico carecen de

aciones.

rpo 1B4 de

VH del

IOl SGEPELVEPGASVE I SC KA SGY TETDY Y THWVERPGOE LEWIGH IYPESGHTEYHERFEGEATLTVAT

SSSTAYMQLSSLTSEDTAVYFCARREEDYFDYWEQGETLYTY (SEQ ID MI: 80)

[00247] Se proporciona adelante la regidon de cadena

anticuerpo 1B4.

VL del

DIVMEOS PSS LAY SV GEREVIMSCE S S oS LLY S SHOEN Y L IWY QOEPGOSPFELLI YWAS TRESGVPDRF TGSGSG

TOFTLTISSVEAEDLAVYYCQOYYSYPLTFGAGTELEIE (SEQ DL n0: 813

[00248] Se prueban como anteriormente la capacidad
hemoaglutinacion de los anticuerpos humanizados der

de murino. Es importante destacar que, el anticuerp
humanizado epresentativo en numerosos isotipos IgG

1gG4-S228P, y 1gG4-S228P/L235E) no provoca
hemoaglutinacion de RBC. Se incluyen 2A1 y 2A1-xi c

para anticuerpos sin hemoaglutinacion, mientras que

se incuban como controles positivos para hemoagluti

4F).

EJEMPLO 6: Unién a Macaco de Java CD47

de

ivados del 2A1
o ABG6.12

humanos (IgG1,

ninguna

omo controles
B6H12 y 9E4

nacion (Figura
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[00249] Se evalta la capacidad de 2A1 de murino par
CDA47 de macaco de Java (cino). Se ha reportado prev
anticuerpo B6H12 tiene una reaccion cruzada con cin
utiliza como un control positivo para la presencia

en el ensayo. El experimento para medir la union de

de Java CD47 se designa para comparar la unién de 2
células B de macaco de Java y células humanas, en d
estirpe de célula Raji se utiliza como un célula po

humano. Se aislan células mononucleares de sangre p
macaco de Java (PBMCs) se aislan de sangre de macac
completa mediante centrifugacion de gradiente ficol
etiquetan células B de macaco de Java y humanas (Ra
anticuerpo de CD20 humano de atumumab (Arzerra) a 1
hace reaccionar con una serie de dilucion de anticu
murino 2A1 o B6H12. Las células B etiquetas con ant
humano se detectan con anticuerpo anti-humano polic
conjugado a DyLite 649, mientras que los anticuerpo

CD47 se detectan con anticuerpo anti-ratén policlon

DyLite 488. Las células se analizan por citometria

primero encerrado en células vivas mediante FSC y S
sobre células positivas para FL4 (CD20 positivo), y

mide la FL1 mediana (CD47 positivo). Los datos se n

dividir la sefal en cada concentracion por la sefal

cada anticuerpo en cada poblaciébn de células. Los r
normalizados mostrados en la Figura 5 revelan que |
reaccionan de forma cruzada con cino CD47 y tiene a
idéntica cuando se compara con CD47 humano. Consist

B6H12

resultados presentados anteriormente, el tien

afinidad para CD47 de superficie celular en ambas ¢

a unirse a
iamente que el
o0 CD47 vy se
en cino CD47
2A1 a macaco
Al a CD47 en
onde la
sitiva a CD47
eriférica de
o0 de Java
l-paque. Se
ji) con el
0 ug/ml, y se
erpo CDA47
icuerpo CD20
lonal
s de murino
al conjugado a
de flujo,
SC, luego
por ultimo se
ormalizan al
maxima para
esultados
a 2Al1 no
finidad
ente con los
e menor

élulas B Raji
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y macaco de Java en comparacion con anticuerpos de

invencion.

EJEMPLO 7: Generacion de Anticuerpo quimérico

[00250] Con el fin de identificar las secuencias de

variables de la cadenas pesada (VH) y liviana (VL)

2A1 de murino, se aisla é&cido ribonucleico (ARN) de
hibridoma y se utiliza en reaccion de cadena de pol
transcripcion inversa (RT-PCR) (Phusion RT-PCR Kit
Scientific) para generar primero cADN de hebra. Un
cebador degenerativo que cubre el repertorio comple

de secuencias lideres de anticuerpos de VH y VL se

PCR en donde el primer cADN de hebra sirve como la

[00251] Se proporcionan adelante cebadores directos

murino).

Nombre Secuencia

VHI-I CACTGCAGGTRTCCACTCC (SEQ ID NO : 82)
VH1-2 CATAGCAGGTGTCCACTCC (SEQ ID NO : 83)
VH1-3 CRC TACAGGTGTCCACTCC (SEQ ID NO : 84)
VH1-4 GCYACAGMTGTCCACTCC (SEQ ID NO : 85)
VH1-5 CACTGCAGGTGTCCWMTCC (SEQ ID NO : 86)
VH1-6 CRCTRCAGGTGTKCACTCC (SEQ ID NO : 87)
VH1-7 GCTAWMGGTGTCCACTCC (SEQ ID NO: 88)
VH1- 8 CCTCAGGTGTCCACTCC (SEQ ID NO: 8 9)
VH1-9 GCTACAGGTGCTCACTCC (SEQ ID NO: 90)
VH1-10 CACTGCAGGTGTCCTCTCT (SEQ ID NO: 91)

VH1-11 CAYTGCAGGTGTCCAYTGC (SEQ ID NO: 92)

la presente

las regiones
del anticuerpo

sde el

imerasa de

Thermo
conjunto
to de murino

utiliza en un

plantilla.

(lider 1gG de
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VH1- 13

VH1- 14

VH1- 15

VH2-1

VH2- 2

VH3-1

VH3- 2

VH4

VH5- 1

VH5- 2

VH6

VH7-1

VH7-2

VH8

VH9

VH10

VH11

VH12

VH14

VH15

134

GCTAMMGGTGTCCACTTC (SEQ ID NO: 93)
CTCCTGTCAKTAACTKCAGGT (SEQ ID NO: 94)
CAACTGCAGGTGTCTCTCT (SEQ ID NO: 95)
CRCTRCAGGYGTCCACTCT (SEQ ID NO: 96)
CCAAGCTGTATCCTTTCC (SEQ ID NO: 97)
CCAAGCTGTGTCCTRTCC (SEQ ID NO: 98)
CTTGACAGYCVTTCCKGGT (SEQ ID NO: 99)
CTTCACAGCCTTTCCTGGT (SEQ ID NO: 100)

CTTAAAAGGGGTCCAGTGT (SEQ ID NO: 101)
CAYTTTAAAARGTGTCMAGTGT (SEQ ID NO: 102)
GTTTTAAAAGGTGTCCTGTG (SEQ ID NO : 103)
CTYTTAAAAGGKGTCCAGWG (SEQ ID NO : 104)
CYTTTAMATGGTATCCAGTGT (SEQ ID NO: 105)
CTTTTACATGGTTTCAAGTGT (SEQ ID NO: 106)
GTCCCTGCATATGTCYT (SEQ ID NO: 107)
GATGGCAGCWGCYCAAAG (SEQ ID NO: 108)
CTATCAAGGTGTGCATTGT (SEQ ID NO: 109)
CTTTTAAAAGWTGTCCAGKGT (SEQ ID NO: 110)
GTGACAGTCCTTCCTGGTAG (SEQ ID NO : 111)
CTTCCTGATGGCAGTGGTT (SEQ ID NO: 112)

GCTACAGGTATCCAATCC (SEQ ID NO: 113)

Se proporciona adelante el cebador inverso (IgG mur

constante).

Secuencia

HC-Few

GOGTCTAGAAY CTCCACRCACAGGRRCCAGTGRATAGRAT (SEQ
ID Mo: 114)

ino
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[00253] Se proporcionan adelante cebadores directos (lider

IgKappa de

Nombre

murino).

Secuencia

VKI-I CTGWTGTTCTGGATTCCTG (SEQ ID NO: 115)

VK1-2

VK2

GGTCAGACAGTCAGCAGT (SEQ ID NO: 116)

GTGCTCTGGATTCGGGAA (SEQ ID NO: 117)

VK4/5-1 CAGCTTCYTGCTAATCAGTG (SEQ ID NO : 118)

VK4/5-2 CTAATCAGTGCTTCAGGA (SEQ ID NO: 119)

VK8-1

VK8-2

GTGGGTATCTGGTRCSTGTG (SEQ ID NO : 120)

GGAAATTTAAAAGTACCTGTGGG (SEQ ID NO: 121)

VK9A/9B- -1 GGTTTCMAGGTRCCAGATGT (SEQ ID NO : 122)

VK9A/9B- -2 CTCTGGTTYCCAGGTATC (SEQ ID NO: 123)

VK10

VK11

VK12/13- -1

VK12/13- -2

VK12/13- -3

VK12/13- -4

VK12/13- -5

VK19/28- -1

VK19/28- -2

VK19/28- -3

VK20

VK21-1

VK21-2

VK22-1

VK22-2

VK23

CTGTTTTCAAGGTRCCAGATGT (SEQ ID NO: 124)
GTTGTAATGTCCAGAGGA (SEQ ID NO: 125)
CTTACAGGTGCCAGATGT (SEQ ID NO: 126)
CTCAATTGTAGRTGCCAGATGT (SEQ ID NO: 127)
CACAGTAGGTGTCAGATGT (SEQ ID NO: 128)
GTCGTAGTTGTCAGATGT (SEQ ID NO: 129)
CCTCCTTCTTGGCCAAGA (SEQ ID NO: 130)
CTTATATGGAGCTGATGGG (SEQ ID NO: 131)
GTGTCTGGTGCTCATGGG (SEQ ID NO: 132)
CTSTGGTTGTCTGGTGTTGA (SEQ ID NO: 133)
GTCTCTGATTCTAGGGCA (SEQ ID NO: 134)
CTKCKCTGGGTTCCAG (SEQ ID NO: 135)
GCAGGTGTTGACGGA (SEQ ID NO: 136)
CAGGTGCCTCGTGCAC (SEQ ID NO: 137)
CTCTGGTGCCTGTGCA (SEQ ID NO: 138)

CTGGAYTYCAGCCTCCAGA (SEQ ID NO: 139)
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VK24/25-1 GWTCTCTRGAGTCAGTGGG (SEQ ID NO: 140)
VK24/25-2 CTGAATCCCTGGAKCYACT (SEQ ID NO: 141)
VK32 GTTCTGCTTTTTAGGTGTG (SEQ ID NO: 142)
VK33/34 GATCCCAGGCATGATATGT (SEQ ID NO: 143)
VK31/38C CTTCATGGTGCTCAGTGT (SEQ ID NO: 144)

VKRF CCATATCAGGTGCCCAGTGT (SEQ ID NO: 145)

[00254] Se proporciona adelante el cebador inverso

murino constante).

Nombre Secuencia

GUGTCTAGRACTGGATGLETGEEAAGATE: (SEQ LD [HNE
LT -rewv 1459

[00255] Se clonan posteriormente VH y VL en la estr

vectores que contienen secuencias de secrecion de a
apropiadas y regiones constantes de IgGl humano y |
respectivamente, para generar construcciones de ADN

murino: humano. Estas construcciones se co-transfec
293Freestyle (Life Technologies) y el anticuerpo re

purifica a partir del sobrenadante de cultivo celul
cromatografia de Proteina A. Para determinar que se
identificado las secuencias de VH y VL correctas, e

quimérico (denota 2Al1-xi) se compara con el anticue

parenteral de murino y ensayo de union de CD47 medi

citometria de flujo sobe células Raji (Figura 6). T
incluye B6H12 como un control positivo en este ensa

unido se detecta utilizando un anticuerpo secundari

humano conjugado a FITC. EI 2A1 unido y B6H12 se de

(lgKappa de

uctura en los
nticuerpo
gkappa,
guimeérico de
tan en células
sultante se
ar mediante
han
| 2A1
rpo 2A1
ante
ambién se
yo. El 2A1-xi
o IgG anti-

tectan
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utilizando un anticuerpo secundario IgG anti-ratéon

FITC. Se determinan las afinidades aparentes median
lineales (Software Prism Graphpa) de mediana de int
fluorescencia mediana en varias concentraciones de
(Tabla 2). El anticuerpo 2A1-xi tine una afinidad d

anticuerpo 2A1 de murino hacia CD47 de superficie c
demuestrando que se han identificado de forma aprop

secuencias VH y VL.

Tabla 2
KD(aparente) (pM) Error R
Estandar
2A1-migG1 93.6 +10.1 0.99 77
2A1-xi 78 +14.9 0.9922
B6H12 3786 + 310 0.9998

EJEMPLO 8 Humanizacién de Anticuerpo

[00256] El anticuerpo CD47 2A1 de murino se humaniz

el potencial de la inmunogenicidad cuando se admini
paciente humano. Las secuencias de la regiéon VH y V
comparan con secuencias de anticuerpo humanas en el
datos de IMGT. Posteriormente se genera un modelo e

las regiones VH y VI de 2A1 utilizando las estructu
de los anticuerpos humanos y humanizados relacionad
cercanamente en el Banco de Datos de Proteina (PDB)
regiones determinantes de complementariedad (CDR) e
cadenas pesada y liviana del anticuerpo 2Al1 se fija
estructuras de murino se reemplazan con numerosas e

humanas que tienen la mas alta posibilidad de mante

conjugado a

te ajustes no
ensidades de
anticuerpo

e union que el
elular,

iada las

a para reducir
stra a un
L se 2Al se
banco de
structural de
ras conocidas
0S mas
Las 3
n ambas
n vy las
structuras

ner la
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orientacion apropiada de las CDR. Se generan constr
corresponden a cada una de las variantes 2A1 humani
sintesis de gen y se clonan en el marco en vectores

una secuencia de secrecién apropiada y regiones con
IgG1 humano y Igkappa. Se contransfectan varias com
cadenas pesada y liviana humanizadas en células 293
(Life Technologies), y se purifican los anticuerpos

del sobrenadante del cultivo celular mediante croma

Proteina A.

[00257] Se prueban los anticuerpos humanizados para
de unirse a células Raji mediante citometria de flu

El anticuerpo 2A1-xi se utiliza como un control en
estos ensayos para establecer el punto de referenci
afinidad de wunién. Los anticuerpos humanizados se o
adicionalmente para mejorar la expresion y reducir
problematicos que incluyen isomerizacion potencial
desamidacion. Un ejemplo de un anticuerpo humanizad
derivado del anticuerpo 2A1 de murino se denota com
AB6.12, que exhibe afinidad de wunidbn muy similar co
anticuerpo 2Al1-xi (Figura 7H; Tabla 3). Se determin
afinidades aparentes mediante ajustes no lineales (

Graphpad) de la mediana de intensidades de fluoresc

varias concentraciones de anticuerpo.

Tabla 3.

KD(aparente) (pM) Enror R2

Estandar

ucciones que
zadas mediante
que contienen
stantes de
binaciones de
Freestyle
resultantes

tografia de

su capacidad
jo (Figura 7).
la mayoria de
a para
ptimizan
los sitios
y sitios de
0 optimizado
0 anticuerpo
mo el
an las
Software Prism

encia en
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2A1-xi 36.4 +8.54 0.9908

AB6.12 39.9 +5.54  0.9964

[00258] EIl anticuerpo AB6.12 posteriormente se conv
IgG1 a otros isotipos IgG humanos al reemplazar el
constante de la cadena pesada. Como se muestra en |
cambiar el isotipo IgG a una version estabilizada d

IgG4 (IgG4P: S228P), y reducir la variante de union

Fc del 1gG4 estabilizado (IgG4PE: S228P/L235E) no a
afinidad de unién del anticuerpo humanizado hacia e
superficies celulares (Figura 71; Tabla 4). Se dete
afinidades aparentes mediante ajustes no lineales (
Graphpad) de la mediana de intensidades de flurecen

concentraciones de anticuerpo.

Tabla 4.
KD(aparente) Error R
(pM) Estandar
AB6.12-IgG1 38.6 +10.5 0.9798
AB6.12-1gG4P 35.7 +8.4 0.9841
AB6.12-
IgG4PE 34.6 +10.9 0.9727

[00259] A través del proceso de humanizacion, los a
CDA47 se prueban para asegurar que la funcionalidad
SIRP« esté intacta. Como se muestra en la Figura 7J, los
IgG multiples del anticuerpo humanizado, el AB6.12,
interaccion  SIRP

o:CD47,

citometria de flujo descrito anteriormente en el Ej

utiizando el método con

ierte de un
dominio
a Figura 71,
e bizagra de
del receptor
ltera la
| CD47 de
rminan las
Software Prism

cia en varias

nticuerpos
de bloqueo de
isotipos

blogquea la

base en

emplo 3. Los
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anticuerpos CD47 de ejemplo y la region

correspondiente incluyen aquellos proporcionados en

[00260] Durante el proceso de humanizacion, se dete
algunas realizaciones, un motivo de secuencia de am
“NA,” al inicio de la CDR3 de VH (SEC ID NO: 520 S

es importante para la unién de los anticuerpos CD47
aqui. En algunas realizaciones, en la ausencia de r
aminoacidos “NA” al inicio de CDR3 de VH (SEC ID NO
NO: 77), los anticuerpos CD47 de la invencion no se
objetivo 0 se unen a su objetivo con menor afinidad
harian en la presencia de residuos de aminoacidos “
ejemplo, cuando el motivo “NA” se cambia a motivos

de “AR” o “AT”, la union se reduce sustancialmente
mayor de diez veces). En otras realizaciones, en la
residuos de aminoéacidos “NA” al inicio de CDR3 de V

52 0 SEQ ID NO: 77), los anticuerpos CD47 de la inv

a su objetivo con una afinidad equivalente en compa

union en la presencia de residuos de aminoacidos “N

[00261] Aquellos expertos en la técnica reconoceran

posible determinar, sin experimentacion indebida, s
sustitucion de aminoacidos en las secuencias de los

CD47 de la invencion resultara en un
sustancialmente la misma funcion, por ejemplo, un a
con la capacidad de bloquear SIRP

significativo de hemoaglutinacion.

anticuerpo

de VH y VL

la Tabla 1.

rmina que en
inoacidos,

EQ ID NO: 77)
descritos

esiduos de
:52 0 SEQ ID
unen a su

de lo que lo

NA”. Por

mas canonicos
(es decir,
ausencia de

H (SEC ID NO:
encién se unen

racion con la

A
que es
i una
anticuerpos
con

nticuerpo CD47

o Yy no provocar un nivel
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[00262] Una imagen de la traza de cromatografia de exclusion por
tamafo utilizando un FLPC AKTA con una columna Supe rdex200 se
muestra en la Figura 8A. Se muestran las variantes IgG1, 1gG4P, e
IgGPE del anticuerpo AB6.12. Todas las tres variant es son mas del
98% monomeéricas. La Figura 8B es una fotografia de un gel SDS-
PAGE tefiido con azul de Coomassie de numerosas Vvari antes
humanizadas de 2Al bajo condiciones reductoras (R) y no

reductoras (NR).

EJEMPLO 9 Los anticuerpos CD47 promueven la Fagocitosis de

Estirpes Celulares Tumorales

[00263] EI CD47 es un receptor de superficie celula r que se
regula de forma ascendente en células tumorales y t ambién se
considera que contribuye a la evasion inmune a trav és de su
interaccion con su ligando natural SIRP o. El ligado de CD47 a
SIRPo en macrofagos resulta en actividad fagocitica redu cida.
Como se describe en detalle adelante, se determina si la union de
CD47 y la actividad de bloqueo de SIRP o del anticuerpo 2Al, y
variaciones de los mismos, promueven fagocitosis de las células

tumorales en presencia de macréfagos humanos.

[00264] Se aislan PBMC a partir de sangre humana, y los monocitos
se diferencian en macréfagos al incubarlos en medio AIM-V (Life
Technologies) durante 7 dias. Estos macréfagos deri vados de
monocitos (MDM) se vuelven adherentes lo que permit e que otras
células sean lavadas. Los MDM se raspan y se vuelve n a colocar en
placas de 12 pozos y se dejan adherir durante 24 ho ras. La
estirpe celular de tumor humano CCRF-CEM se selecci ona como un

tipo de célula objetivo debido a su alta expresion de CD47. Las
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células CCRF-CEM se etiquetan con 0.3
15 minutos, luego se lava y se agrega a MDM en una

1 de células tumorales por fagocitos, y el anticuer

agrega a diversas concentraciones. La fagocitosis d

objetivo se deja durante 3 horas. Posteriormente, |
objetivo no fagocitadas se lavan con PBS. Los fagoc

se raspan, se tifien con un anticuerpo para el marca
macrofagos CD14 conjugado con DyLite 649 (Biolegend
analizan mediante citometria de flujo. La fagocitos
seleccionar células vivas que son FL4 positivos (CD

evaluar el porcentaje de células positivas FLL (CFS

[00265] La Figura 9 muestra que el anticuerpo CD47
variantes humanizadas demuestran un aumento dependi

en la fagocitosis de las células tumorales mediante
anticuerpo 2A1l y la variante humanizada AB2.05 son
capacidad de inducir la fagocitosis de células tumo

pM, mientras que el B6H12 no tiene actividad en esa

(Figura 9A). La Figura 9B muestra como 2Al1, y las v
humanizadas AB2.05, AB6.12-lgG1l, AB6.12-IlgG4P y ABG6
todos inducen la fagocitosis maxima a 0.3
que el B6H12 requiere mayores concentraciones. Esto
demuestran que el anticuerpo CD47, 2A1 (y variantes
derivadas del mismo), inducen fagocitosis mediada p

de las células tumorales positivas de CD47. En este

células CCFR-CEM se utilizan como la célula objetiv

CDA47.

EJEMPLO 10: Actividad Antitumoral de Anticuerpos CD47

uM de CFSE a 37 ° C durante

relacion de 4:
po CD47 se
e las células
as células
itos restantes
dor de
), ¥ se
is se mide al
14 +), y luego

E +).
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MDM. El
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rales a 66.7
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12-1gG4PE
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[00266] Se evalua la actividad anti-tumoral de los anticuerpos
CD47 murino en un modelo de linfoma Raji. Se implan tan células

Raji  subcutdneamente en ratones NOD/SCID, y asignan

aleatoriamente en 5 grupos (10 ratones por grupo, e | dia 0).
Grupo 1: Vehiculo (sélo regulador); Grupo 2: B6H12 (control
positivo); Grupo 3: 1B4; Grupo 4: 2A1; y Grupo 5: 9 E4. Se inicia
tratamiento con cada anticuerpo o vehiculo (solo re gulador)
cuando los tumores son palpables (50 mm 3 dia 13) y se les hace
eutanasia a los ratones cuando los volumenes de los tumores

3

alcanzan ~1500 mm °. Se miden volimenes del tumor 3 veces por

semana. Los anticuerpos se dosifican intravenosamen te (IV) con
200 g 3 veces por semana durante 3 semanas (9 dosis tot ales por
raton). El tratamiento se inicia el dia 13 y finali za el dia 32.
[00267] Como se muestra en la Figura 10A, los antic uerpos CD47 de
la invencion, particularmente el anticuerpo 2A1, de muestra
actividad anti-tumoral en este modelo animal de lin foma. Para

3

alcanzar un volumen de tumor de 1500 mm , el Grupo 1 (solo

vehiculo) requiere ~25 dias; el Grupo 2 (B6H12.2) r equiere ~45
dias; el Grupo 3 (1B4) requiere ~37 dias; el Grupo 4 (2A1)
requiere ~85 dias; y el Grupo 5 (9E4) requiere ~40 dias para
alcanzar un volumen de tumor de ~1500 mm 3, Estos datos indican

que el anticuerpo 2A1 es significativamente mas pot ente que todos
los anticuerpos de unién a CD47 probados, que inclu yen B6H12 que
se sabe se une CD47, bloquea la interaccion CD47 co n SIRP «, y
suprime la formacion de tumores en modelos de raton de céancer
humano. Inesperadamente, la actividad de supresion de tumores de

estos anticuerpos CD47 no se correlaciona con su po tencia de
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unidon a CD47 o blogueo de la interaccion CD47 con S IRP o, que se

esperaria en base a los datos publicados.

[00268] Como se describe en los Ejemplos 2 y 3, 2A1l , 1B4, y 9E4
tienen una afinidad similar para CD47 y una potenci a similar para
bloquear la interaccion CD47 con SIRP a. Adicionalmente, la
eficacia mejorada de 2A1 no se puede explicar por | as diferencias
en el dominio Fc de los anticuerpos descritos ya qu e todos los
anticuerpos utilizados en este estudio estan compue stas de
dominios IgG1 de ratén idénticos. de esta manera, a dicionalmente
a la composicion Unica de materia, el anticuerpo 2A 1 posee
caracteristicas inesperadas y unicas, que incluyen la incapacidad
para inducir interacciones homotipicas entre las cé lulas que
expresan CD47, por ejemplo , los glébulos rojos de la sangre, y

una actividad de supresion de tumores mejorada que no se pueden
explicar por una union mejorada a CD47 o capacidad mejorada para
bloquear la interaccién CD47 con SIRP o

[00269] Para confirmar que los anticuerpos 2Al1 huma nizados
mantienen su actividad anti-tumoral, se realiza un estudio
similar de tumores Raji. El disefio del estudio es e I mismo que el
descrito anteriormente. Se implantan células Raji s ubcutaneamente
en ratones NOD/SCID y se asignan aleatoriamente en 5 grupos (10
ratones por grupo, el dia 0). En este estudio, los anticuerpos se
dosifican intraperitonealmente (IP) con 200 ug 3 veces por semana
durante 3 semanas (9 dosis totales por raton), y se miden los
voliumenes tumorales 3 veces por semana. Sin embargo , para este
estudio, el anticuerpo 2A1 IgG1 de raton (grupo 2) se compara con

un derivado humanizado, AB6.12. Para este estudio, se construye
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el AB6.12 (como se describe en el EJEMPLO 8) en IgG
(Grupo 3), IgG4P humano (Grupo 4) y IgG4PE humano (
esta manera, este experimento se disefia para supera
influencia de humanizacion de 2A1 en su actividad d

tumor y el papel potencial de la funcion efectora d

que se conoce en la técnica contribuye con las acti
antitumorales de muchos anticuerpos. Se ha document

el IgG1 humano posee significativamente mas funcion
comparacion con 1gG4P humano. El IgG4PE se desarrol
reducir adicionalmente la funcion efectora. Como se

la Figura 10B, la humanizacion de 2A1 no disminuye
antitumoral de 2A1, y de hecho puede haberla mejora

higG1, AB6.12-higG4P, y AB6.12-higG4PE todos muestr
anti-tumoral similar que parece significativamente

del 2A1 de ratén (2A1mIgG). Este resultado es inesp

el 2A1mIgG1l, AB6.12-higG1l, AB6.12-higG4P y AB6.12-h
actividades de unibn a CD47 y blogueo de SIRP
Adicionalmente, ya que ABG6.12-higG1l, ABG6.12-higG4P
higG4PE tienen actividades antitumorales similares,

funcién efectora cumple una funcién en la eficacia

2A1 AB6.12 humanizado.

Ejemplo 11 : Co-cristalizacion de anticuerpos CD47 con CD47

1 humano
Grupo 4). de
rla
e supresion de
e dominio Fc
vidades
ado bien que
efectora en
la para
puede ver en
la actividad
do. El AB6.12-
an actividad
mayor que la
erado, ya que
IgG4PE tienen
o similares.
y AB6.12-
parece que la

del anticuerpo

[00270] La CD47 es una proteina de transmembrana de
Gnico dominio extracelular IgV (tipo variable simil
inmunoglobulina) que se glicosila altamente en 6 si
estructura del dominio de CD47-IgV se ha resuelto e

con el dominio IgV de SIRP

de Proteina (PDB) No. de Referencia 2JJS;. Hatherle

paso 5 con un
ar a
tios. La

n el complejo

o, su ligando natural (Banco de Datos

y et al., 2008
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Mol Cell, 25; 31 (2): 266-77 (Figura 11A)). La estr
que el SIRP
incluye el piroglutamato de terminal N de CD47. Est

explica de forma suficiente como ambas proteinas de

de superficie celular pueden interactuar de manera

partir de células adyacentes en una orientacion cab

La estructura cristalografica de rayos X de CD47-lg

con el B6H12 Fab se presenta en la Figura 11B. Para
claridad, las regiones constantes de los Fab (CH1 y

en la Figura, y solo se presenta el Fv (VH y VL). E

sitio de union apical, el posicionamiento de este a
sobre una superficie extremadamente distal de la me
(Figura 11B). El mecanismo de bloqueo SIRP
evidente a partir de esta estructura. La orientacio

la ubicacion relativa de la membrana celular se rep

una linea discontinua en la Figura 11.

[00271] Con el fin de determinar el epitopo objetiv
anticuerpos de la presente invencion, se determina
cristalografica de rayos X del co-complejo de domin
Fab de 2Al-xi

(anticuerpo quimérico con dominios CL

humanos) (Figura 11C). Para mayor claridad, se omit
regiones constantes de los Fab (CH1 y CL) en la Fig

presenta el Fv (VH y VL). A diferencia de la estruc
previamente determinada de CD47 que se una SIRP
orientacion cabeza a cabeza (Figura 11 A), y el ant

se posiciona apicalmente lejos de la membrana (Figu
estructura de 2A1 en complejo con CD47 revela la un

anticuerpo a CD47 cerca de la membrana en una cabez

uctura muestra

o-lgV se une a CD47-IgV en un epitopo apical que

a estructura
transmembrana
productiva a

eza a cabeza.
V en complejo
mayor
CL) se omiten
sto revela un
nticuerpo

mbrana celular

o mediante B6H12 es

n propuesta de

resenta como

o de los
la estructura
io CD47-1gV y
y CH1
en las
ura, y solo se
tura
o en una
icuerpo B6H12
ra 11B), la
ion del

a inesperada y
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Gnica a la orientacion lateral (Figura 11C). El epi topo 2Al1 en
CDA47 es discontinuo, e incluye los residuos Y37, K3 9, K41, el
bucle KGRD (SEQ ID NO: 56) (residuos 43-46), D51, H 90, N93, E97,
T99, E104, y E106 de CD47 cuando se enumeran de acu erdo con la

SEQ ID NO: 147 (  es decir , SEQ ID NO: 48 que excluye la secuencia

de sefal (aminoacidos 1 a 18)). La estructura de 2A 1 unida a CD47
también revela que la VH se implica principalmente en la unién al
bucle KGRD (SEQ ID NO: 56) de CD47, mientras que el dominio VK
interactda con residuos apicales que incluyen Y37, T102, y E104,
que estan implicados en unién a SIRP o. Por lo tanto, es
principalmente el dominio VK que impide fisicamente la union de

SIRPo a CDA47. Estos estudios estructurales sugieren que

epitopo Unico 2A1 se une a esté en el lado de CDA47. En contraste

a los anticuerpos CD47 conocidos en la técnica, la orientacion de

la region VH de 2A1 en una posicion proximal de la membrana son
caracteristicas fundamentales de este anticuerpo qu e evitan que
un nivel significativo de hemoaglutinacion de glébu los rojos al
restringir el anticuerpo de tal manera que no puede haber un
puente para las moléculas CD47 en células adyacente S.
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REIVINDICACIONES

Lo que se reivindica es:

1. Un anticuerpo monoclonal aislado que se une a CD 47 0 un
5 fragmento inmunologicamente activo del mismo, en do nde el
anticuerpo no provoca un nivel significativo de agl utinacién
de células después de administracion.
2. El anticuerpo de la reivindicacion 1, en donde e | anticuerpo
10 es quimérico, humanizado, o completamente humano.
3. El anticuerpo de la reivindicacion 1, en donde e | CD47 es
CD47 humano.
15 4. El anticuerpo de la reivindicacion 1, en donde e | anticuerpo
o fragmento inmunolégicamente activo del mismo evit a que el
CDA47 interactue con proteina o reguladora de sefial (SIRP o).
5. El anticuerpo de la reivindicacion 4, en donde e | anticuerpo
20 o fragmento inmunologicamente activo del mismo prom ueve la
fagocitosis mediada por macréfago de una célula que expresa
CD47.
6. El anticuerpo de la reivindicacion 1, en donde e | anticuerpo
25 o fragmento inmunoldgicamente activo del mismo es u n isotipo
IgG se selecciona del grupo que consiste de isotipo IgG1,

isotipo 1gG2, isotipo IgG3, y isotipo 1gG4.
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7. El anticuerpo de la reivindicacion 1, en donde e | anticuerpo
o fragmento inmunolégicamente activo del mismo comp rende una
region de cadena pesada variable (VH) se selecciona del
grupo que consiste de las SEQ ID NOs: 5-30.
5
8. El anticuerpo de la reivindicacion 1, en donde e | anticuerpo
o fragmento inmunolégicamente activo del mismo comp rende una
region de cadena liviana variable (VL) se seleccion a del
grupo que consiste de las SEQ ID NOs: 31-47.
10
9. El anticuerpo de la reivindicacion 1, en donde e | anticuerpo
o fragmento inmunolégicamente activo del mismo comp rende una
region VH proporcionada en una cualquiera de las SE Q ID NOs:
5-30 y una regién VL proporcionada en una cualquier a de las
15 SEQ ID NOs: 31-47.
10. El anticuerpo de la reivindicacion 9, en donde el anticuerpo
o fragmento inmunolégicamente activo del mismo comp rende una
region VH proporcionada en una cualquiera de las SE Q ID NOs:
20 5 7,8, 11, 12, 15-17, 20-22, y 27-30 pareadas con una
region VL proporcionada en una cualquiera de las SE Q ID NOs:
31, 32, 35, 40, 41, 42, 43, 44,y 47.
11. El anticuerpo de la reivindicacion 9, en donde el anticuerpo
25 comprende una combinacion de una regién de cadena V H y una
region de cadena VL seleccionada de las combinacion es

enumeradas en la Tabla 1.
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12. El anticuerpo de la reivindicacion 1, en donde el anticuerpo
o fragmento inmunolégicamente activo del mismo comp rende una
secuencia de region determinante de complementaried ad 1
(CDR1) de VH establecida en la SEQ ID NO: 50, SEQ | D NO: 57,
SEQ ID NO: 58, SEQ ID NO: 59, SEQ ID NO: 60, SEQ ID NO: 61,
SEQ ID NO: 62, SEQ ID NO: 63, SEQ ID NO: 64, SEQ ID NO: 65,
o SEQ ID NO: 66, una secuencia de CDR2 de VH establ ecida en
la SEQ ID NO: 51, SEQ ID NO: 72, SEQ ID NO: 73, SEQ ID NO:
74, SEQ ID NO: 75, o0 SEQ ID NO: 76, una secuencia d e CDR3 de
VH establecida en la SEQ ID NO: 52 o SEQ ID NO: 77, una
secuencia de CDR1 de VL establecida en la SEQ ID NO : 53, SEQ
ID NO: 67, o SEQ ID NO: 68, una secuencia de CDR2 d e VL
establecida en la SEQ ID NO: 54, SEQ ID NO: 69, SEQ ID NO:

70, o SEQ ID NO: 71 y una secuencia de CDR3 de VL

establecida en la SEQ ID NO: 55.

13. El anticuerpo de Ila reivindicacion 12, en donde el
anticuerpo o fragmento inmunolégicamente activo del mismo
comprende una secuencia de CDR1 de VH establecida e nla SEQ
ID NO: 50, una secuencia de CDR2 de VH establecida en la SEQ
ID NO: 51, una secuencia de CDR3 de VH establecida en la SEQ
ID NO: 52, una secuencia de CDR1 de VL establecida en la SEQ
ID NO: 53, una secuencia de CDR2 de VL establecida en la SEQ
ID NO: 54, y una secuencia de CDR3 de VL establecid aenla
SEQ ID NO: 55.

14. El anticuerpo de la reivindicacion 12, en donde el
anticuerpo o fragmento inmunolégicamente activo del mismo

comprende una secuencia de CDR1 de VH establecida e nla SEQ
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ID NO: 50, una secuencia de CDR2 de VH establecida en la SEQ
ID NO: 72, una secuencia de CDR3 de VH establecida en la SEQ
ID NO: 52, una CDR1 de VL establecida en la SEQ ID NO: 53,
una secuencia de CDR2 de VL establecida en la SEQ | D NO: 71,
5 y una secuencia de CDR3 de VL establecida en la SEQ ID NO:
55.
15. El anticuerpo de la reivindicacion 1, en donde el anticuerpo
se une a CD47 en una cabeza para orientacion latera l, en
10 donde una cadena VH del anticuerpo se posiciona cer ca de la
membrana de una célula que expresa CD47, y en donde una
cadena VL del anticuerpo ocluye un sitio de unién S IRP o
sobre CD47.
15 16. El anticuerpo de la reivindicacion 1, en donde el anticuerpo
se une a CD47 en una cabeza para orientacion latera l, en
donde una cadena VL del anticuerpo se posiciona cer ca de la
membrana de una célula que expresa CD47, y en donde una
cadena VH del anticuerpo ocluye un sitio de unidon S IRP o
20 sobre CD47.
17. El anticuerpo de la reivindicacion 1, en donde el anticuerpo

se une a un epitopo discontinuo sobre CD47.

25 18. El anticuerpo de la reivindicacion 17, en donde el
anticuerpo se une a un bucle de CD47 que comprende la SEQ ID

NO: 56.
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19. El anticuerpo de la reivindicacion 17, en donde
discontinuo comprende residuos de aminoacidos Y37,
K43, G44, R45, D46, D51, H90, N93, E97, T99, E104,

CD47 cuando se enumera de acuerdo con la SEQ ID NO:

20. El anticuerpo de la reivindicacion 1, en donde
no provoca un nivel significativo de hemoaglutinaci

glébulos rojos después de administracion.

10 21. El anticuerpo de la reivindicacion 1, en donde
o fragmento inmunol6gicamente activo del mismo es u

IgG seleccionado de IgG4P e IgGPE.

22. Un anticuerpo aislado o un fragmento inmunologi
15 activo del mismo, en donde el anticuerpo compite co

anticuerpo de cualquiera de las reivindicaciones pr

para evitar que el CD47 interactie con SIRP .

23. Un polipéptido que comprende residuos de aminoa
20 K39, K41, K43, G44, R45, D46, D51, H90, N93, E97, T
y E106 de CD47 cuando se enumera de acuerdo con la

NO: 147.

24. Una composicién farmacéutica que comprende el a
25 la reivindicacion 1 o un fragmento inmunolégicament

del mismo y un portador.

25. Un método para aliviar un sintoma de un céancer

afeccion neoplasica, el método comprende administra

el epitopo
K39, K41,
0 E106 de

147.

el anticuerpo

on de

el anticuerpo

n isotipo

camente
n el

ecedentes

cidos Y37,
99, E104,

SEQ ID

nticuerpo de

e activo

u otra
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anticuerpo de la reivindicacion 1 o un fragmento

inmunologicamente activo del mismo a un sujeto en n
del mismo en una cantidad suficiente para aliviar e

del cancer o otra afeccion neoplasica en el sujeto.

5
26. El método de la reivindicacion 25, en donde el
humano.
27. El método de la reivindicacion 25, en donde el
10 quimérico, humanizado, o completamente humano.

28. El método de la reivindicacion 25, en donde el

humano.

15 29. El método de la reivindicacion 25, en donde el
fragmento inmunologicamente activo del mismo evita

CDA47 interactie con SIRP QL.

30. ElI método de la reivindicacion 25, en donde el
20 fragmento inmunologicamente activo del mismo es un
IgG se selecciona del grupo que consiste de isotipo

isotipo 1gG2, isotipo IgG3, y isotipo 1gG4.

31. El método de la reivindicacion 25, en donde el
25 fragmento inmunolégicamente activo del mismo es un

IgG seleccionado de IgG4P y IgGPE.

32. El método de la reivindicacién 25, comprende ad

administrar quimioterapia.

ecesidad

| sintoma

sujeto es un

anticuerpo es

CD47 es CD47

anticuerpo o

que el

anticuerpo o
isotipo

1gG1,

anticuerpo o

isotipo

icionalmente



33. El método de la reivindicacion

guimioterapia es radioterapia.

154
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ANTICUERPOS CD47 Y METODOS DE USO LOS MISMOS

RESUMEN
5 Esta invencion se relaciona de manera general con a nticuerpos
monoclonales que reconocen CD47, mas especificament e con
anticuerpos CD47 que no provocan un nivel significa tivo de
aglutinacion de células, con métodos para generar e stos
anticuerpos, y con meétodos para utilizar estos anti cuerpos

10 monoclonales como productos terapéuticos.
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Lys

Asp

Gly
120

Leu

25

Trp

Leu

Ser

Pro

Lys

105

Pro

Pagina

P-4459

10

Gly

Asn

Gln

Ser

Ser

90

Thr

Ser

Cys

Ser

Ser

Ser

75

Asn

His

val

Leu

Gly

Ser

60

Leu

Thr

Thr

Phe

val

Ala

45

Gly

Gly

Lys

Cys

Leu

125

Lys

30

Leu

Leu

Thr

val

Pro

110

Phe

15

Asp

Thr

Tyr

Gln

Asp

95

Pro

Pro

Tyr

Ser

Ser

Thr

80

Lys

Cys

Pro



Lys

val

145

Tyr

Glu

His

Lys

Gln
225

Pro

130

val

val

Gln

Gln

Ala

210

Pro

Lys

val

Asp

Tyr

Asp

195

Leu

Arg

Asp

Asp

Gly

Asn

180

Trp

Pro

Glu

Thr

val

val

165

Ser

Leu

Ala

Pro

Leu

Ser

150

Glu

Thr

Asn

Pro

Gln
230

Secuencias

Met

135

His

val

Tyr

Gly

Ile

215

val

Ile Ser

Glu Asp

His Asn

Arg val
185

Lys Glu
200

Glu Lys

Tyr Thr

Pagina

P-4459

Arg

Pro

Ala

170

val

Tyr

Thr

Leu

3

Thr

Glu

155

Lys

Ser

Lys

Ile

Pro

235

Pro

140

val

Thr

val

Cys

Ser

220

Pro

Glu

Lys

Lys

Leu

Lys

205

Lys

Ser

val

Phe

Pro

Thr

190

val

Ala

Arg

Thr

Asn

Arg

175

val

Ser

Lys

Asp

Cys

Trp

160

Leu

Asn

Gly

240



Leu Thr

Pro Ser

Asn Tyr

Leu Tyr
290

val Phe
305

Gln Lys

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

Lys

Asp

Lys

275

Ser

Ser

Ser

2
326
PRT

Asn

Ile

260

Thr

Lys

Cys

Leu

Gln

245

Ala

Thr

Leu

Ser

Ser

325

Homo sapiens

val

val

Pro

Thr

val

310

Leu

Secuencias

Ser Leu Thr

Glu

Pro

val

295

Met

Ser

Trp

val

280

Asp

Pro

Glu

265

Leu

Lys

Glu

Gly

P-4459

Cys Leu
250

Ser Asn

Asp Ser

ser Arg

Ala Leu

315

Lys
330

Pagina 4

val

Gly

Asp

Trp

300

His

Lys

Gln

Gly

285

Gln

Asn

Gly

Pro

270

Ser

Gln

His

Phe

255

Glu

Phe

Gly

Tyr

Tyr

Asn

Phe

Asn

Thr
320



<400>

Ala Ser Thr

1

Ser

Phe

Gly

Leu

65

Tyr

Thr

Thr

Pro

val

50

Ser

Thr

val

Ser

Glu

35

His

Ser

Cys

Glu

Lys

Glu

20

Pro

Thr

val

Asn

Arg
100

Gly

Ser

val

Phe

val

val

85

Lys

Pro

Thr

Thr

Pro

Thr

70

Asp

Cys

Secuencias P-4459

Ser

Ala

val

Ala

55

val

His

Cys

val

Ala

Ser

40

val

Pro

Lys

val

Phe

Leu

25

Trp

Leu

Ser

Pro

Glu
105

Pro

10

Gly

Asn

Gln

Ser

Ser

90

Cys

Pagina 5

Leu

Cys

Ser

Ser

Asn

75

Asn

Pro

Ala

Leu

Gly

Ser

60

Phe

Thr

Pro

Pro

val

Ala

45

Gly

Gly

Lys

Cys

Cys

Lys

30

Leu

Leu

Thr

val

Pro

110

Ser

15

Asp

Thr

Tyr

Gln

Asp

95

Ala

Arg

Tyr

Ser

Ser

Thr

80

Lys

Pro



Pro

Thr

val

145

val

Ser

Leu

Ala

val

Leu

130

Ser

Glu

Thr

Asn

Pro

210

Ala

115

Met

His

val

Phe

Gly

195

Ile

Gly

Ile

Glu

His

Arg

180

Lys

Glu

Pro

Ser

Asp

Asn

165

val

Glu

Lys

Ser

Arg

Pro

150

Ala

val

Tyr

Thr

Secuencias P-4459

val

Thr

135

Glu

Lys

Ser

Lys

Ile
215

Phe

120

Pro

val

Thr

val

Cys

200

Ser

Leu

Glu

Gln

Lys

Leu

185

Lys

Lys

Pagina

Phe

val

Phe

Pro

170

Thr

val

Thr

Pro

Thr

Asn

155

Arg

val

Ser

Lys

Pro

Cys

140

Trp

Glu

val

Asn

Gly
220

Lys

125

val

Tyr

Glu

His

Lys

205

Gln

Pro

val

val

Gln

Gln

190

Gly

Pro

Lys

val

Asp

Phe

175

Asp

Leu

Arg

Asp

Asp

Gly

160

Asn

Trp

Pro



Pro

225

Gln

Ser

Thr

Leu

Ser

305

Ser

Gln

val

val

Pro

Thr

290

val

Leu

val

Ser

Glu

Pro

275

val

Met

Ser

Tyr

Leu

Trp

260

Met

Asp

His

Pro

Thr

Thr

245

Glu

Leu

Lys

Glu

Gly
325

Leu

230

Cys

Ser

Asp

Ser

Ala

310

Lys

Secuencias

Pro

Leu

Asn

Ser

Arg

295

Leu

Pro Ser Arg

val Lys Gly
250

Gly Gln Pro
265

Asp Gly Ser

280

Trp Gln GIn

His Asn His

Pagina 7

P-4459

Glu

235

Phe

Glu

Phe

Gly

Tyr
315

Glu

Tyr

Asn

Phe

Asn

300

Thr

Met

Pro

Asn

Leu

285

val

Gln

Thr

Ser

Tyr

270

Tyr

Phe

Lys

Lys

Asp

255

Lys

Ser

Ser

Ser

Asn

240

Ile

Thr

Lys

Cys

Leu

320



<210>
<211>
<212>
<213>
<400>
Ala Ser

1

Ser Thr

Phe Pro

Gly val
50

Leu Ser

65

Tyr Thr

377
PRT

Homo

Thr

Ser

Glu

35

His

Ser

Cys

sapiens

Lys

Gly

20

Pro

Thr

val

Asn

Gly

Gly

val

Phe

val

val
85

Pro

Thr

Thr

Pro

Thr

70

Asn

Secuencias P-4459

Ser

Ala

val

Ala

55

val

His

val

Ala

Ser

40

val

Pro

Lys

Phe

Leu

25

Trp

Leu

Ser

Pro

Pagina

Pro

10

Gly

Asn

Gln

Ser

Ser

90

Leu

Cys

Ser

Ser

Ser

75

Asn

Ala

Leu

Gly

Ser

60

Leu

Thr

Pro

val

Ala

45

Gly

Gly

Lys

Cys

Lys

30

Leu

Leu

Thr

val

Ser

15

Asp

Thr

Tyr

Gln

Asp
95

Arg

Tyr

Ser

Ser

Thr

80

Lys



Arg

Arg

Cys

Pro

145

Ala

Pro

val

val

Cys

Pro

130

Glu

Pro

Lys

val

Glu

Pro

115

Glu

Pro

Glu

Asp

Asp
195

Leu

100

Pro

Lys

Leu

Thr

180

val

Lys

Pro

Lys

Ser

Leu

165

Leu

Ser

Thr

Lys

Ser

Cys

150

Gly

Met

Secuencias P-4459

Pro

Ser

Cys

135

Asp

Gly

Ile

Glu

Leu

Cys

120

Asp

Thr

Pro

Ser

Asp
200

Gly

105

Asp

Thr

Pro

Ser

Arg

185

Pro

Asp

Thr

Pro

Pro

val

170

Thr

Glu

Pagina 9

Thr

Pro

Pro

Pro

155

Phe

Pro

val

Thr

Pro

Pro

140

Cys

Leu

Glu

Gln

His

Pro

125

Cys

Pro

Phe

val

Phe
205

Thr

110

Cys

Pro

Arg

Pro

Thr

190

Lys

Cys

Pro

Arg

Cys

Pro

175

Cys

Trp

Pro

Arg

Cys

Pro

160

Lys

val

Tyr



val

Gln

225

Gln

Ala

Pro

Thr

Ser

305

Asp

210

Tyr

Asp

Leu

Arg

Lys

290

Asp

Gly

Asn

Trp

Pro

Glu

275

Asn

val

Ser

Leu

Ala

260

Pro

Gln

Ala

Glu

Thr

Asn

245

Pro

Gln

val

val

val

Phe

230

Gly

Ile

val

Ser

Glu
310

Secuencias P-4459

His Asn Ala Lys Thr

215

Arg

Lys

Glu

Tyr

Leu

295

Trp

val val ser

Glu Tyr Lys
250

Lys Thr Ile
265

Thr Leu Pro

280

Thr Cys Leu

Glu Ser ser

Pagina 10

val

235

Cys

Ser

Pro

val

Gly
315

Lys

220

Leu

Lys

Lys

Ser

Lys

300

Gln

Pro

Thr

val

Thr

Arg

285

Gly

Pro

Arg

val

Ser

Lys

270

Glu

Phe

Glu

Glu

Leu

Asn

255

Gly

Glu

Tyr

Asn

240

Lys

Met

Pro

Asn

320



Secuencias P-4459
Tyr Asn Thr Thr Pro Pro Met Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu

325 330 335

Tyr Ser Lys Leu Thr val Asp Lys Ser Arg Trp Gln GIn Gly Asn Ile
340 345 350

Phe Ser Cys Ser val Met His Glu Ala Leu His Asn Arg Phe Thr Gln
355 360 365

Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys

370 375
<210> 4
<211> 327
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 4

Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser val Phe Pro Leu Ala Pro Cys Ser Arg
1 5 10 15

Ser Thr Ser Glu Ser Thr Ala Ala Leu Gly Cys Leu val Lys Asp Tyr
20 25 30

Pagina 11



Phe

Gly

Leu

65

Tyr

Arg

Glu

Asp

Pro

val

50

Ser

Thr

val

Phe

Thr
130

Glu

35

His

Ser

Cys

Glu

Leu

115

Leu

Pro

Thr

val

Asn

Ser

100

Gly

Met

val

Phe

val

val

85

Lys

Gly

Ile

Thr

Pro

Thr

70

Asp

Tyr

Pro

Ser

Secuencias P-4459

val

Ala

55

val

His

Gly

Ser

Arg
135

Ser

40

val

Pro

Lys

Pro

val

120

Thr

Trp

Leu

Ser

Pro

Pro

105

Phe

Pro

Asn

Gln

Ser

Ser

90

Cys

Leu

Glu

Pagina 12

Ser

Ser

Ser

75

Asn

Pro

Phe

val

Gly

Ser

60

Leu

Thr

Ser

Pro

Thr
140

Ala

45

Gly

Gly

Lys

Cys

Pro

125

Cys

Leu

Leu

Thr

val

Pro

110

Lys

val

Thr

Tyr

Lys

Asp

95

Ala

Pro

val

Ser

Ser

Thr

80

Lys

Pro

Lys

val



Asp

145

Gly

Asn

Trp

Pro

Glu

225

Asn

val

val

Ser

Leu

Ser

210

Pro

Gln

Ser

Glu

Thr

Asn

195

Ser

Gln

val

Gln

val

Tyr

180

Gly

Ile

val

Ser

Glu

His

165

Arg

Lys

Glu

Tyr

Leu

245

Asp

150

Asn

val

Glu

Lys

Thr

230

Thr

Secuencias

Pro

Ala

val

Tyr

Thr

215

Leu

Cys

Glu val

Lys Thr

Ser val

185

Lys Cys

200

Ile Ser

Pro Pro

Leu val

P-4459

Gln

Lys

170

Leu

Lys

Lys

Ser

Lys
250
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Phe

155

Pro

Thr

val

Ala

Gln

235

Gly

Asn

Arg

val

Ser

Lys

220

Glu

Phe

Trp

Glu

Leu

Asn

205

Gly

Glu

Tyr

Tyr

Glu

His

190

Lys

Gln

Met

Pro

val

Gln

175

Gln

Gly

Pro

Thr

Ser

255

Asp

160

Phe

Asp

Leu

Arg

Lys

240

Asp



Ile Ala

Thr Thr

Arg Leu
290

Cys Ser
305

Leu Ser

<210> 5

val

Pro

275

Thr

val

Leu

<211> 118

<212> PRT

Glu

260

Pro

val

Met

Ser

Trp

val

Asp

His

Leu

325

Glu

Leu

Lys

Glu

310

Gly

Secuencias P-4459
Ser Asnh Gly Gln Pro Glu Asn Asn

265 270

Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu
280 285

Ser Arg Trp GIn Glu Gly Asn val
295 300

Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln
315

Lys

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Regidén de cadena pesada variable de

humanizado

<400> 5

Pagina 14

Tyr

Tyr

Phe

Lys

Lys

Ser

Ser

Ser

320

un anticuerpo CD47



Glu

Ser

Tyr

Gly

Gln

65

Leu

Asn

val

val

Leu

Trp

50

Gly

Gln

Ala

Gln

Lys

Lys

Leu

Ala

Leu

Leu

20

Trp

Asp

Ala

Ser

Tyr
100

Gln

Ser

val

Pro

Thr

Ser

85

Gly

Gln

cys

Lys

Asp

Met

70

Leu

Ser

Secuencias P-4459

Ser

Thr

Gln

Asn

55

Thr

Thr

Ser

Gly Ala Glu
10

Ala Ser Gly
25

Arg Pro Glu
40

Gly Asp Thr

Ala Asp Thr

Ser Glu Asp
90

Ser Tyr Pro
105
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Leu

Phe

Gln

Glu

Ser

75

Thr

Met

val

Asn

Gly

Phe

60

sSer

Ala

Asp

Arg

Ile

Leu

45

Ala

Asn

val

Tyr

Ser

Lys

30

Glu

Pro

Thr

Tyr

Trp
110

Gly

15

Asp

Trp

Lys

Ala

Tyr

95

Gly

Tyr

Ile

Phe

Tyr

80

Cys

Gln



Gly Thr

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

<220>

<223>
humaniz

<400>

Glu val
1

Thr val

Tyr Leu

Gly Trp
50

Secuencias P-4459

Ser val Thr val

115

6
118
PRT

Secuencia Artificial

Regidon de cadena pesada variable de

ado

6

GIln Leu val Gln ser

5

Lys Ile Ser Cys Lys

20

His Trp val Gln Gln

35

ITe Asp Pro Asp Asn

55

Gly Ala Glu val Lys Lys

val Ser Gly Phe Asn Ile

Ala Pro Gly Lys Gly Leu

Gly Asp Thr Glu Tyr Ala
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un anticuerpo CbD47

Gly Ala

15

Asp Tyr

Trp Met

Lys Phe



Secuencias P-4459

Gln Gly Arg val Thr Ile Thr Ala Asp Thr Ser Thr Asp Thr Ala Tyr

65

70 75 80

Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala val Tyr Tyr Cys

85 90 95

Asn Ala Ala Tyr Gly Ser Ser Ser Tyr Pro Met Asp Tyr Trp Gly Gln

100 105 110

Gly Thr Thr val Thr val

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

<220>
<223>

115

7
118
PRT

Secuencia Artificial

Regidén de cadena pesada variable de un anticuerpo CD47

humanizado

<400>

7

Gln Met GIn Leu val GIn Ser Gly Ala Glu val Lys Lys Thr Gly Ser

Pagina 17



Ser

Tyr

Gly

Gln

65

Met

Asn

val

Leu

Trp

50

Asp

Glu

Ala

Thr

Lys

35

Ile

Arg

Leu

Ala

Thr
115

val

20

Trp

Asp

val

Ser

Tyr

100

val

Ser

val

Pro

Thr

Ser

85

Gly

Thr

cys

Arg

Asp

70

Leu

Ser

val

Secuencias P-4459

Lys

Gln

Asn

55

Thr

Arg

Ser

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ser

Ser

Ser

25

Pro

Asp

Asp

Glu

Tyr
105

10

Gly

Gly

Thr

Arg

Asp

90

Pro
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Phe

Gln

Glu

Ser

75

Thr

Met

Asn

Ala

Tyr

60

Met

Ala

Asp

Ile

Leu

45

Ala

Ser

Met

Tyr

Lys

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Trp
110

15

Asp

Trp

Lys

Ala

Tyr

95

Gly

Tyr

Met

Phe

Tyr

80

cys

Gln



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

<220>

<223>
humaniz

<400>

Glu val
1

Ser val

Tyr Leu

Gly Trp
50

Secuencias P-4459

8
118
PRT

Secuencia Artificial

Regién de cadena pesada variable de un anticuerpo CD47

ado

8

GIn Leu val Gln ser

5

Lys val Ser Cys Lys

20

His Trp val Arg Gln

ITe Asp Pro Asp Asn

55

Gly Ala Glu val Lys Lys Thr Gly Ser
10 15

Ala Ser Gly Phe Asn Ile Lys Asp Tyr
25 30

Ala Pro Gly Gln Ala Leu Glu Trp Met
40 45

Gly Asp Thr Glu Tyr Ala Gln Lys Phe
60
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Secuencias P-4459

Gln Asp Arg val Thr ITle Thr Arg Asp Arg Ser Met Ser Thr Ala Tyr

65

70 75 80

Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Met Tyr Tyr Cys

85 90 95

Asn Ala Ala Tyr Gly Ser Ser Ser Tyr Pro Met Asp Tyr Trp Gly Gln

100 105 110

Gly Thr Thr val Thr val

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

<220>
<223>

115

9
118
PRT

Secuencia Artificial

Regidén de cadena pesada variable de un anticuerpo CD47

humanizado

<400>

9

Gln Met GIn Leu val GIn Ser Gly Ala Glu val Lys Lys Thr Gly Ser

1

5 10 15
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Ser

Tyr

Gln

65

Met

Asn

Gly

val

Leu

Trp

50

Gly

Glu

Ala

Thr

Lys

His

35

Arg

Leu

Ala

Thr
115

val

20

Trp

Asp

val

Ser

Tyr

100

val

Ser

val

Pro

Thr

Ser

85

Gly

Thr

cys

Arg

Asp

Met

70

Leu

Ser

val

Secuencias P-4459

Lys

Gln

Asn

55

Thr

Arg

Ser

Ala Ser Gly
25

Ala Pro Gly
40

Gly Asp Thr

Ala Asp Thr

Ser Glu Asp

90

Ser Tyr Pro
105
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Phe

Gln

Glu

Ser

75

Thr

Met

Asn

Ala

Tyr

60

Ser

Ala

Asp

Ile

Leu

45

Ala

Asn

Met

Tyr

Lys

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Trp
110

Asp

Trp

Lys

Ala

Tyr

95

Gly

Tyr

Met

Phe

Tyr

80

cys

Gln



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

<220>
<223>

<400>

GIn Met GIn Leu Vval Gln Ser

1

Ser val Lys val Ser Cys Lys

Tyr Leu His Trp val Arg Gln

Gly Trp Ile Asp Pro Asp Asnh

50

Gln Gly Arg val Thr Met Thr

65

Secuencias P-4459

10
118
PRT

Secuencia Artificial

_ Region de cadena pesada variable
humanizado

10

5

20

35

55

70

Ala Glu
10

Ser Gly

25

Pro Gly

Asp Thr

Asp Thr

Pagina 22

de

val

Phe

Gln

Glu

Ser

75

un anticuerpo CD47

Lys

Asn

Ala

Tyr

60

Thr

Lys

Ile

Leu

45

Ala

Asp

Thr

Lys

30

Glu

Gln

Thr

Gly

15

Asp

Trp

Lys

Ala

Ser

Tyr

Met

Phe

Tyr
80



Secuencias P-4459

Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Met Tyr Tyr Cys
85 90 95

Asn Ala Ala Tyr Gly Ser Ser Ser Tyr Pro Met Asp Tyr Trp Gly Gln
100 105 110

Gly Thr Thr val Thr val

115
<210> 11
<211> 118
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Regidén de cadena pesada variable de un anticuerpo CD47
humanizado

<400> 11

Gln Met GIn Leu val GIn Ser Gly Ala Glu val Lys Lys Thr Gly Ser

1 5 10 15

Ser val Lys val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Phe Asn Ile Lys Asp Tyr
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Tyr

Gly

GlIn

65

Met

Asn

Gly

Leu

Trp

50

Asp

Glu

Ala

Thr

<210>
<211>

Arg

Leu

Ala

Thr
115

12
118

20

Trp

Asp

val

Ser

Tyr

100

val

val

Pro

Thr

Ser

85

Gly

Thr

Arg

Asp

Ile

70

Leu

Ser

val

Secuencias P-4459

Gln

Gln

55

Thr

Arg

Ser

Ala

40

Gly

Arg

Ser

Ser

25

Pro Gly

Asp Thr

Asp Arg

Glu Asp
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Pagina 25

de

val

Phe

Gln

Glu

Ser

75

un anticuerpo CD47

Lys

Asn

Ala

Tyr

60

Met

Lys

Ile

Leu

45

Ala

Ser

Thr

Lys

30

Glu

Gln

Thr

Gly

15

Asp

Trp

Lys

Ala

Ser

Tyr

Met

Phe

Tyr
80



Secuencias P-4459
Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Met Tyr Tyr Cys

85 90 95

Asn Ala Ala Tyr Gly Ser Ser Ser Tyr Pro Met Asp Tyr Trp Gly Gln
100 105 110

Gly Thr Thr val Thr val

115
<210> 13
<211> 118
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Regidén de cadena pesada variable de un anticuerpo CD47
humanizado

<400> 13

Gln Met GIn Leu val GIn Ser Gly Ala Glu val Lys Lys Thr Gly Ser
1 5 10 15

Ser val Lys val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Phe Asn Ile Lys Asp Tyr
20 25 30

Pagina 26



Tyr

Gly

Gln

65

Met

Asn

Leu

Trp

50

Asp

Glu

Ala

Thr

<210>
<211>

<212>
<213>

35

Ile

Arg

Leu

Ala

Thr

115

14
118

PRT

Trp

Asp

val

Ser

Tyr

100

val

val

Pro

Thr

Ser

85

Gly

Thr

Arg

Asp

70

Leu

Ser

val

Secuencias P-4459
Gln Ala Pro Gly Gln

40

Ser Gly Asp Thr Glu
55

Thr Arg Asp Arg Ser
75

Arg Ser Glu Asp Thr
90

Ser Ser Tyr Pro Met
105

Secuencia Artificial

Pagina 27

Ala

Tyr

60

Met

Ala

Asp

Leu

45

Ala

Ser

Met

Tyr

Glu

Gln

Thr

Tyr

Trp
110

Trp

Lys

Ala

Tyr

95

Gly

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Gln



<220>

<223>
humanizado

<400>

Gln
1

Ser

Tyr

Gly

Gln

65

Met

Met

val

Leu

Trp

50

Asp

Glu

14

Gln

Lys

His

35

Arg

Leu

Leu

val

20

Trp

Asp

val

Ser

val

Ser

val

Pro

Thr

Ser

85

Regién de cadena

Gln

Cys

Arg

Asp

70

Leu

Secuencias P-4459

pesada variable

Ser

Lys

Gln

Asn

55

Thr

Arg

Gly Ala Glu
10

Ala Ser Gly
25

Ala Pro Gly
40

Ala Asp Thr

Arg Asp Arg

Ser Glu Asp
90

Pagina 28

de

val

Phe

Gln

Glu

Ser

75

Thr

un anticuerpo CD47

Lys

Asn

Ala

Tyr

60

Met

Ala

Lys

Ile

Leu

45

Ala

Ser

Met

Thr

Lys

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Gly

15

Asp

Trp

Lys

Ala

Tyr
95

Ser

Tyr

Met

Phe

Tyr

80

Cys



Secuencias P-4459

Asn Ala Ala Tyr Gly Ser Ser Ser Tyr Pro Met Asp Tyr Trp Gly Gln
100 105 110

Gly Thr Thr val Thr val

115
<210> 15
<211> 118
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Regidén de cadena pesada variable de un anticuerpo CD47
humanizado

<400> 15

Gln Met GIn Leu val GIn Ser Gly Ala Glu val Lys Lys Thr Gly Ser

1 5 10 15

Ser val Lys val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Phe Asn Ile Lys Asp Tyr
20 25 30

Tyr Leu His Trp val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Ala Leu Glu Trp Met
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Asn Ala

Gly Thr

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

<220>

35

Ile

Arg

Leu

Ala

Thr

115

31
107
PRT

Asp

val

Ser

Tyr

100

val

Pro

Thr

Ser

85

Gly

Thr

Asp

Ile

70

Leu

Ser

val

Secuencias P-4459

40

45

Asn Gly Asp Thr Glu Tyr Ala Gln

55

60

Thr Arg Asp Arg Ser Met Ser Thr

75

Arg Ser Glu Asp Thr Ala Met Tyr

90

Ser Ser Tyr Pro Met Asp Tyr Trp

105

Secuencia Artificial

Pagina 52

110

Lys Phe

Ala Tyr
80

Tyr Cys
95

Gly GlIn



<223>
humanizado

<400>

31

Asp Ile Lys

1

Glu

Leu

Tyr

Ser

65

Glu

Thr

Arg

Ser

Arg

50

Gly

Asp

Phe

val

Trp

35

Ala

Ser

Met

Gly

Met

Thr

20

Phe

Asn

Gly

Gly

Gly

Thr

Ile

Gln

Arg

Gln

Ile

85

Gly

Regidén de cadena

Gln

Thr

Gln

Leu

Asp

70

Tyr

Thr

Secuencias P-4459
Tiviana variable de

ser Pro

Cys Lys

Lys Pro
40

val Asp
55

Tyr Ser

Tyr Cys

sSer

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Leu

sSer

10

sSer

Lys

val

Thr

Gln
90

Lys Leu Glu Met
Pagina 53

Leu

Gln

Ser

Pro

Ile

75

Tyr

Lys

un anticuerpo CD47

Tyr

Asp

Pro

Ser

60

sSer

Asp

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Glu

Ser

His

30

Ile

Phe

Leu

Phe

Leu

15

Arg

Leu

Ser

Glu

Pro

95

Gly

Tyr

Ile

Gly

Tyr

80

Tyr



Secuencias P-4459

100 105

<210> 32
<211> 107
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Region de cadena liviana variable de un anticuerpo CD47
humanizado

<400> 32

Asp Ile Lys Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Tyr Ala Ser Leu Gly
1 5 10 15

Glu Arg val Thr Ile Thr Cys Lys Ala Ser Gln Asp Ile His Arg Tyr
20 25 30

Leu Ser Trp Phe GIn Gln Lys Pro Gly Lys Ser Pro Lys Ile Leu Ile
35 40 45

Tyr Arg Ala Asn Arg Leu Vval Asp Gly val Pro Ser Arg Phe Ser Gly
50 55 60
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Secuencias P-4459

Ser Gly Ser Gly Gln Asp Tyr Ser Leu Thr Ile Ser Ser Leu Glu Tyr
65 70 75 80

Glu Asp Met Gly Ile Tyr Tyr Cys Leu GIn Tyr Asp Glu Phe Pro Tyr
85 90 95

Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys
100 105

<210> 33
<211> 107
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Region de cadena Tiviana variable de un anticuerpo CD47
humanizado

<400> 33

Asp Ile GIn Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser val Gly

1 5 10 15

Asp Arg val Thr ITe Thr Cys Lys Ala Ser Gln Asp Ile His Arg Tyr

20 25 30
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Leu Ser

Tyr Arg
50

Ser Gly
65

Glu Asp

Thr Phe

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

<220>
<223>

Secuencias P-4459

Trp Tyr GIn Gln Lys
35

Ala Asn Arg Leu Vval

55

Ser Gly Thr Asp Phe
70

ITe Ala Thr Tyr Tyr
85

Gly Gly Gly Thr Lys
100

34
107
PRT

Secuencia Artificial

Pro

40

Asp

Thr

Cys

val

Gly

Gly

Phe

Leu

Glu
105

Lys

val

Thr

Gln

90

Ile

Ala Pro Lys Leu
45

Pro Ser Arg Phe
60

ITe Ser Ser Leu

75

Tyr Asp Glu Phe

Lys

Leu Ile

Ser Gly

Gln Pro
80

Pro Tyr
95

Regién de cadena Tiviana variable de un anticuerpo CD47
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humanizado

<400>

Asp Ile

Asp Arg

Leu Ser

Tyr Arg

50

Ser Gly
65

Glu Asp

Thr Phe

34

Gln

val

Trp

35

Ala

Ser

Phe

Gly

Met

Thr

20

Phe

Asn

Gly

Ala

Gly

Thr

Ile

Gln

Arg

Thr

Thr

85

Gly

Gln

Thr

Gln

Leu

Asp

70

Tyr

Thr

Secuencias P-4459

Ser

Cys

Lys

val

55

Phe

Tyr

Lys

Pro Ser Ser

10

Lys Ala Ser
25

Pro Gly Lys
40

Asp Gly val

Thr Leu Thr

Cys Leu Gln
90

val Glu Ile

Pagina 57

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

75

Tyr

Lys

Ser

Asp

Pro

Ser

60

Ser

Asp

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Glu

Ser

His

30

Ser

Phe

Leu

Phe

val

15

Arg

Leu

Ser

Gln

Pro

95

Gly

Tyr

Gly

Pro

80

Tyr



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

<220>
<223>

Secuencias P-4459

100

35
107
PRT

Secuencia Artificial

Regidén de cadena Tiviana

humanizado

<400>

Asn ITe GIn Met Thr Gln

1

Asp Arg val Thr Ile Thr

Leu Ser Trp Phe Gln Gln

35

5

20

35

Tyr Arg Ala Asn Arg Leu Vval

50

55

ser Pro

cys

Lys

Pro

40

Lys

Asp

105

25

Pagina 58

Ser Ala Met Ser Ala

10

Ala Ser Gln Asp Ile

Gly Lys val Pro Lys

Gly val Pro Ser Arg

variable de un anticuerpo CD47

Ser val Gly
15

His Arg Tyr
30

His Leu Ile

Phe ser Gly



Secuencias P-4459
Ser Gly Ser Gly Thr Glu Phe Thr Leu Thr ITe Ser Ser Leu Gln Pro
65 70 75 80

Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Leu GIn Tyr Asp Glu Phe Pro Tyr
85 90 95

Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys val Glu Ile Lys
100 105

<210> 36
<211> 107
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Region de cadena liviana variable de un anticuerpo CD47
humanizado

<400> 36

Asp Ile GIn Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser val Gly
1 5 10 15

Asp Arg val Thr ITe Thr Cys Lys Ala Ser GIn Asp Ile His Arg Tyr
20 25 30
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Leu Ser Trp Tyr GIn Gln
35

Tyr Arg Ala Asn Arg Leu
50

Ser Gly Ser Gly Thr Glu
65 70

Glu Asp Phe Ala Thr Tyr
85

Thr Phe Gly Gly Gly Thr
100

<210> 37
<211> 107
<212> PRT

Secuencias P-4459

Lys

val

55

Phe

Tyr

Lys

<213> Secuencia Artificial

<220>

Pro

40

Asp

Thr

Cys

val

Gly

Gly

Leu

Leu

Glu
105

Lys

val

Thr

Gln

90

Ile

Ala Pro Lys Arg
45

Pro Ser Arg Phe
60

Ile Ser Ser Leu

75

Tyr Asp Glu Phe

Lys

Leu Ile

Ser Gly

Gln Pro
80

Pro Tyr
95

<223> Regidén de cadena liviana variable de un anticuerpo CD47

humanizado

Pagina 60



<400>

Asp Ile

Asp Arg

Leu Ala

Tyr Arg

50

Ser Gly
65

Glu Asp

Thr Phe

37

Gln

val

Trp

35

Ala

Ser

val

Gly

Met

Thr

20

Tyr

Asn

Gly

Ala

Gln
100

Thr

Ile

Gln

Arg

Thr

Thr

85

Gly

Gln

Thr

Gln

Leu

Asp

70

Tyr

Thr

Secuencias P-4459

Ser

cys

Lys

Gln

55

Phe

Tyr

Lys

Pro Ser Ser

10

Arg Ala Ser
25

Pro Gly Lys
40

Ser Gly val

Thr Leu Thr

Cys Leu GIn
90

val Glu Ile

105
Pagina 61

Leu

Gln

val

Pro

Ile

75

Tyr

Lys

sSer

Asp

Pro

sSer

60

Ser

Asp

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Glu

Ser

His

30

Leu

Phe

Leu

Phe

val

15

Arg

Leu

Ser

Gln

Pro

95

Gly

Tyr

Ile

Gly

Pro

80

Tyr



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

<220>
<223>

Secuencias P-4459

38
107
PRT

Secuencia Artificial

Regidn de cadena Tiviana

humanizado

<400>

Glu Ile val Leu Thr GlIn

1

Glu Arg Ala Thr Leu Ser

Leu Ala Trp Tyr GIn Gln

Tyr Arg Ala Asn Arg Arg

50

38

5

20

35

55

Ser Pro

Cys Arg

Lys Pro

40

Ala Thr

25

Pagina 62

variable de

Ala Thr Leu

10

Ala sSer Gln

Gly GIn Ala

Gly Ile Pro

un anticuerpo CD47

Pro Gly

15

Arg Tyr

Leu Ile

Ser Gly



Secuencias P-4459
Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Glu Pro

65 70 75 80

Glu Asp Phe Ala val Tyr Tyr Cys Leu GIn Tyr Asp Glu Phe Pro Tyr
85 90 95

Thr Gly Phe Gln Gly Thr Arg Leu Glu Ile Lys
100 105

<210> 39
<211> 107
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Region de cadena Tiviana variable de un anticuerpo CD47
humanizado

<400> 39

Asp Ile GIn Met Thr Gln Ser Pro Ser Ala Met Ser Ala Ser val Gly

1 5 10 15

Asp Arg val Thr ITe Thr Cys Lys Ala Ser Gln Asp Ile His Arg Tyr
20 25 30
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Secuencias P-4459
Leu Ser Trp Phe GIn Gln Lys Pro Gly Lys val Pro Lys His Leu Ile

35 40 45

Tyr Arg Ala Asn Arg Leu Vval Asp Gly val Pro Ser Arg Phe Ser Gly
50 55 60

Ser Gly Ser Gly Thr Glu Phe Thr Leu Thr ITe Ser Ser Leu Gln Pro
65 70 75 80

Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Leu GIn Tyr Asp Glu Phe Pro Tyr
85 90 95

Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys val Glu Ile Lys
100 105

<210> 40
<211> 107
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Region de cadena liviana variable de un anticuerpo CD47
humanizado
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<400>

Asn Ile

1

Asp Arg

Leu Ser

Tyr Arg
50

Ser Gly
65

Glu Asp

Thr Phe

40

Gln

val

Trp

35

Ala

Ser

Phe

Gly

Met

Thr

20

Phe

Asn

Gly

Ala

Gly
100

Thr

Ile

Gln

Arg

Thr

Thr

85

Gly

Gln

Thr

Gln

Leu

Glu

70

Tyr

Thr

Secuencias P-4459

Ser

Cys

Lys

val

55

Phe

Tyr

Lys

Pro Ser Ala

10

Arg Ala Arg
25

Pro Gly Lys
40

Asp Gly val

Thr Leu Thr

Cys Leu Gln
90

val Glu Ile
105

Pagina 65

Met

Gln

val

Pro

Ile

75

Tyr

Lys

Ser

Gly

Pro

Ser

60

Ser

Asp

Ala

Lys
45

Arg

Ser

Ser

His

30

His

Phe

Leu

Phe

val

15

Arg

Leu

Ser

Gln

Pro

95

Gly

Tyr

Gly

Pro

80

Tyr



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

<220>
<223>

Secuencias P-4459

41
107
PRT

Secuencia Artificial

Regidén de cadena Tiviana

humanizado

<400>

41

Asn ITe GIn Met Thr Gln Ser

1

5

Asp Arg val Thr Ile Thr Cys

20

Leu Ser Trp Phe GIn Gln Lys

35

Tyr Arg Ala Asn Arg Leu Vval

50

55

Ser Gly Ser Gly Thr Glu Phe

Pro Ser Ala

10

Lys Ala Ser
25

Pro Gly Lys
40

Asp Gly val

Thr Leu Thr
Pagina 66

variable de

Met

Gln

val

Pro

Ile

un anticuerpo CD47

Ser

Asp

Pro

sSer

60

sSer

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Ser

30

Ile

Phe

Leu

val

15

Arg

Leu

Ser

Gln

Gly

Tyr

Ile

Gly

Pro



Secuencias P-4459

65 70 75 80

Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Leu GIn Tyr Asp Glu Phe Pro Tyr
85 90 95

Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys val Glu Ile Lys
100 105

<210> 42
<211> 107
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Region de cadena liviana variable de un anticuerpo CD47
humanizado

<400> 42

Asn Ile GIn Met Thr Gln Ser Pro Ser Ala Met Ser Ala Ser val Gly
1 5 10 15

Asp Arg val Thr ITe Thr Cys Lys Ala Ser GIn Asp Ile His Arg Tyr
20 25 30
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Secuencias P-4459

Leu Ser Trp Phe GIn Gln Lys Pro Gly Lys val Pro Lys His Leu Ile
35 40 45

Tyr Arg Ala Asn Arg Leu Vval Ser Gly val Pro Ser Arg Phe Ser Gly
50 55 60

Ser Gly Ser Gly Thr Glu Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu GIn Pro
65 70 75 80

Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Leu GIn Tyr Asp Glu Phe Pro Tyr
85 90 95

Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys val Glu Ile Lys
100 105

<210> 43
<211> 107
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Region de cadena Tiviana variable de un anticuerpo CD47
humanizado
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<400>

Asn Ile

Asp Arg

Leu Ser

Tyr Arg

50

Ser Gly
65

Glu Asp

Thr Phe

43

Gln

val

Trp

35

Ala

Ser

Phe

Gly

Met

Thr

20

Phe

Asn

Gly

Ala

Gly
100

Thr

Ile

Gln

Arg

Thr

Thr

85

Gly

Gln

Thr

Gln

Leu

Glu

70

Tyr

Thr

Secuencias P-4459

Ser

Cys

Lys

val

55

Phe

Tyr

Lys

Pro

Arg

Pro

40

Asp

Thr

Cys

val

sSer

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Leu

Glu
105

Ala

10

Arg

Lys

val

Thr

Gln

90

Ile

Pagina 69

Met

Gln

val

Pro

Ile

75

Tyr

Lys

Ser

Gly

Pro

Ser

60

sSer

Asp

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Glu

Ser

His

30

Ile

Phe

Leu

Phe

val

15

Arg

Leu

Ser

Gln

Pro

95

Gly

Tyr

Ile

Gly

Pro

80

Tyr



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

<220>

<223>
humaniz

<400>

Asn Ile

1

Asp Arg

Leu Ser

Tyr Arg

50

Ser Gly

Secuencias P-4459

44
107
PRT

Secuencia Artificial

Regidn de cadena Tiviana variable de

ado

44

GIn Met Thr Gln ser

5

val Thr ITe Thr Cys
20

Trp Phe GIn Gln Lys
35

Ala Asn Arg Leu Vval
55

Ser Gly Thr Glu Phe

Pro Ser Ala Met
10

Arg Ala Arg Gln
25

Pro Gly Lys val
40

Ser Gly val Pro

Thr Leu Thr Ile

Pagina 70

un anticuerpo CbD47

Ser

Gly

Pro

Ser

60

Ser

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Ser

His

30

His

Phe

Leu

val

15

Arg

Leu

Ser

Gln

Gly

Tyr

Gly

Pro



Secuencias P-4459
65 70 75 80

Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Leu GIn Tyr Asp Glu Phe Pro Tyr
85 90 95

Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys val Glu Ile Lys
100 105

<210> 45
<211> 107
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Region de cadena Tiviana variable de un anticuerpo CD47
humanizado

<400> 45

Asn Ile GIn Met Thr Gln Ser Pro Ser Ala Met Ser Ala Ser val Gly

1 5 10 15

Asp Arg val Thr ITle Thr Cys Lys Ala Ser Gln Asp Ile His Arg Tyr
20 25 30
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Secuencias P-4459

Leu Ser Trp Phe GIn Gln Lys Pro Gly Lys
35 40

Tyr Arg Ala Asn Arg Leu Vval Asp Gly val
50 55

Ser Gly Ser Gly Thr Glu Phe Thr Leu Thr
65 70

Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Leu Gln
85 90

Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys val Glu Ile
100 105

<210> 46
<211> 107
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

val Pro Lys Leu
45

Pro Ser Arg Phe
60

ITe Ser Ser Leu

75

Tyr Asp Glu Phe

Lys

Leu Ile

Ser Gly

Gln Pro
80

Pro Tyr
95

<223> Region de cadena liviana variable de un anticuerpo CD47

humanizado
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<400>

Asn Ile

Asp Arg

Leu Ser

Tyr Arg

50

Ser Gly
65

Glu Asp

Thr Phe

46

Gln

val

Trp

35

Ala

Ser

Phe

Gly

Met

Thr

20

Phe

Asn

Gly

Ala

Gly
100

Thr

Ile

Gln

Arg

Thr

Thr

85

Gly

Gln

Thr

Gln

Leu

Glu

70

Tyr

Thr

Secuencias P-4459

Ser

Cys

Lys

val

55

Phe

Tyr

Lys

Pro Ser Ala

10

Lys Ala Ser
25

Pro Gly Lys
40

Ser Gly val

Thr Leu Thr

Cys Leu Gln
90

val Glu Ile
105

Pagina 73

Met

Gln

val

Pro

Ile

75

Tyr

Lys

Ser

Asp

Pro

Ser

60

Ser

Asp

Ala

Lys
45

Arg

Ser

Ser

His

30

Leu

Phe

Leu

Phe

val

15

Arg

Leu

Ser

Gln

Pro

95

Gly

Tyr

Gly

Pro

80

Tyr



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

<220>

<223>
humaniz

<400>

Asn Ile

Asp Arg

Leu Ser

Tyr Arg

50

Ser Gly
65

Secuencias P-4459

47
107
PRT

Secuencia Artificial

Regidén de cadena Tiviana

ado

47

Gln Met Thr Gln Ser

val Thr ITe Thr Cys
20

Trp Phe GIn GIn Lys
35

Ala Asn Arg Leu Vval

55

Ser Gly Thr Glu Phe
70

Pro Ser Ala

10

Arg Ala Arg
25

Pro Gly Lys
40

Ser Gly val

Thr Leu Thr

Pagina 74

variable de

Met

Gln

val

Pro

Ile

75

un anticuerpo CD47

sSer

Gly

Pro

sSer

60

sSer

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Ser

30

Leu

Phe

Leu

val

15

Arg

Leu

Ser

Gln

Gly

Tyr

Ile

Gly

Pro

80



Secuencias P-4459

Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Leu GIn Tyr Asp Glu Phe Pro Tyr
85 90 95

Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys val Glu Ile Lys
100 105

<210> 48
<211> 323
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 48

Met Trp Pro Leu val Ala Ala Leu Leu Leu Gly Ser Ala Cys Cys Gly
1 5 10 15

Ser Ala GIn Leu Leu Phe Asn Lys Thr Lys Ser val Glu Phe Thr Phe

20 25 30

Cys Asn Asp Thr val val Ile Pro Cys Phe val Thr Asn Met Glu Ala

35 40 45

Pagina 75



Gln

Ile

65

Phe

Ser

Thr

Leu

Ile

145

Gly

Asn

50

Tyr

Ser

Leu

Cys

Lys

130

val

Ile

Thr

Thr

Ser

Lys

Glu

115

Tyr

Ile

Lys

Thr

Phe

Ala

Met

100

val

Arg

Phe

Thr

Glu

Asp

Lys

85

Asp

Thr

val

Pro

Leu

val

Gly

70

Ile

Lys

Glu

val

Ile

150

Lys

Secuencias

Tyr val Lys

55

Ala

Glu

Ser

Leu

Ser

135

Phe

Tyr

Leu

val

Asp

Thr

120

Trp

Ala

Asn

Ser

Ala

105

Arg

Phe

Ile

P-4459

Trp Lys

Lys Ser
75

Gln Leu

90

val Ser

Glu Gly

Ser Pro

Leu Leu

155

Arg Ser Gly Gly
Pagina 76

Phe

60

Thr

Leu

His

Glu

Asn

140

Phe

Met

Lys

val

Lys

Thr

Thr

125

Glu

Trp

Asp

Gly

Pro

Gly

Gly

110

Ile

Asn

Gly

Glu

Arg

Thr

Asp

95

Asn

Ile

Gln

Lys

Asp

Asp

80

Ala

Tyr

Glu

Leu

Phe

160

Thr



Ile

Gly

Gly

Tyr

225

Ile

Ser

Ser

Ala

Ala

Leu

210

Tyr

Leu

Leu

Gly

Leu

Ile

195

Gly

val

val

Cys

Leu

275

Leu

180

Leu

Leu

Phe

Ile

Ile

260

Ser

165

val

Phe

Ile

Ser

Gln

245

Ala

Ile

Ala

val

val

Thr

230

val

Ala

Leu

Secuencias P-4459

Gly

Pro

Thr

215

Ala

Ile

Cys

Ala

Leu

Gly

200

Ser

Ile

Ala

Ile

Leu

280

val

185

Glu

Thr

Gly

Tyr

Pro

265

Ala

170

Ile

Tyr

Gly

Leu

Ile

250

Met

Gln

Pagina 77

Thr

sSer

Ile

Thr

235

Leu

His

Leu

val

Leu

Leu

220

sSer

Ala

Gly

Leu

Ile

Lys

205

Ile

Phe

val

Pro

Gly
285

val

190

Asn

Leu

val

val

Leu

270

Leu

175

Ile

Ala

Leu

Ile

Gly

255

Leu

val

val

Thr

His

Ala

240

Leu

Ile

Tyr



Secuencias P-4459

Met Lys Phe val Ala Ser Asn GIn Lys Thr Ile GIn Pro Pro Arg Lys
290 295 300

Ala val Glu Glu Pro Leu Asn Ala Phe Lys Glu Ser Lys Gly Met Met
305 310 315 320

Asn Asp Glu

<210> 49
<211> 116
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 49

Gln Leu Leu Phe Asn Lys Thr Lys Ser val Glu Phe Thr Phe Cys Asn
1 5 10 15

Asp Thr val val ITe Pro Cys Phe val Thr Asn Met Glu Ala GIn Asn

20 25 30
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Thr Thr

Thr Phe

50

Ser Ala

65

Lys Met

Glu val

Tyr Arg

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

Glu
35

Asp

Lys

Asp

Thr

val

115

50
10

PRT

val

Gly

Ile

Lys

Glu

100

val

Tyr

Ala

Glu

Ser

85

Leu

val

Leu

val

70

Asp

Thr

Secuencias P-4459

Lys Trp Lys Phe Lys

40

Asn Lys

55

Ser Gln

Ala val

Arg Glu

Secuencia Artificial

Ser Thr

Leu Leu

ser His

90

Gly Glu
105

Pagina 79

val

Lys

75

Thr

Thr

Pro

60

Gly

Gly

Ile

Arg

45

Thr

Asp

Asn

Ile

Asp

Asp

Ala

Tyr

Glu
110

Phe

Ser

Thr

95

Leu

Tyr

Ser

Leu

80

cys

Lys



Secuencias P-4459
<220>
<223> secuencia de aminoacios de CDR1 VH

<400> 50

Gly Phe Asn ITe Lys Asp Tyr Tyr Leu His

1 5 10
<210> 51

<211> 10

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> secuencia de aminoacios de CDR2 VH

<400> 51

Trp Ile Asp Pro Asp Asn Gly Asp Thr Glu

1 5 10
<210> 52

<211> 13

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
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Secuencias P-4459

<223> secuencia de aminoacios de CDR3 VH

<400> 52

Asn Ala Ala Tyr Gly Ser Ser Ser Tyr Pro Met Asp Tyr

1 5 10
<210> 53

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> secuencia de aminoacios de CDR1 VL

<400> 53

Lys Ala Ser Gln Asp Ile His Arg Tyr Leu Ser

1 5 10
<210> 54

<211> 7

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> secuencia de aminoacios de CDR2 VL
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Secuencias P-4459

<400> 54

Arg Ala Asn Arg Leu Vval Asp

1 5
<210> 55

<211> 9

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> secuencia de aminoacios de CDR3 VL

<400> 55

Leu Gln Tyr Asp Glu Phe Pro Tyr Thr
1 5

<210> 56
<211> 4
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 56

Lys Gly Arg Asp
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<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Secuencias P-4459

57
10
PRT

Secuencia Artificial

secuencia de aminoacios de CDR1 VH

57

Gly Tyr Thr Phe Thr Tyr Tyr Tyr Leu His

1

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

<220>
<223>

<400>

5 10

58
10
PRT

Secuencia Artificial

secuencia de aminoacios de CDR1 VH

58

Gly Phe Thr Phe Thr Tyr Tyr Tyr Leu His

1

5 10
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<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Secuencias P-4459

59
10
PRT

Secuencia Artificial

secuencia de aminoacios de CDR1 VH

59

Gly Tyr Asn Phe Thr Tyr Tyr Tyr Leu His

1

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

<220>
<223>

<400>

5 10

60
10
PRT

Secuencia Artificial

secuencia de aminoacios de CDR1 VH

60

Gly Tyr Thr Ile Thr Tyr Tyr Tyr Leu His

1

5 10
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<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Secuencias P-4459

61
10
PRT

Secuencia Artificial

secuencia de aminoacios de CDR1 VH

61

Gly Tyr Thr Phe Lys Tyr Tyr Tyr Leu His

1

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

<220>
<223>

<400>

5 10

62
10
PRT

Secuencia Artificial

secuencia de aminoacios de CDR1 VH

62

Gly Tyr Thr Phe Thr Asp Tyr Tyr Leu His

1

5 10
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<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Secuencias P-4459
63
10
PRT

Secuencia Artificial

secuencia de aminoacios de CDR1 VH

63

Gly Phe Thr Phe Thr Asp Tyr Tyr Leu His

1

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

<220>
<223>

<400>

5 10

64
10
PRT

Secuencia Artificial

secuencia de aminoacios de CDR1 VH

64

Gly Phe Thr Ile Thr Asp Tyr Tyr Leu His

1

<210>

5 10

65
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Secuencias P-4459
<211> 10
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> secuencia de aminoacios de CDR1 VH

<400> 65

Gly Tyr Thr Phe Lys Asp Tyr Tyr Leu His

1 5 10
<210> 66

<211> 10

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> secuencia de aminoacios de CDR1 VH

<400> 066

Gly Phe Thr Phe Lys Asp Tyr Tyr Leu His

1 5 10
<210> 67
<211> 11
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Secuencias P-4459
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> secuencia de aminoacios de CDR1 VL

<400> 67

Arg Ala Ser GIn Asp Ile His Arg Tyr Leu Ala

1 5 10
<210> 68

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> secuencia de aminoacios de CDR1 VL

<400> 68

Arg Ala Arg GIn Gly Ile His Arg Tyr Leu Ser

1 5 10
<210> 69

<211> 7

<212> PRT
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Secuencias P-4459

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> secuencia de aminoacios de CDR2 VL

<400> 69

Arg Ala Asn Arg Leu GIn Ser

1 5
<210> 70

<211> 7

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> secuencia de aminoacios de CDR2 VL

<400> 70

Arg Ala Asn Arg Arg Ala Thr

1 5
<210> 71

<211> 7

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial
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Secuencias P-4459

<220>

<223> secuencia de aminoacios de CDR2 VL

<400> 71

Arg Ala Asn Arg Leu val Ser

1 5
<210> 72

<211> 10

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> secuencia de aminoacios de CDR1 VH

<400> 72

Trp Ile Asp Pro Asp Gln Gly Asp Thr Glu

1 5 10
<210> 73

<211> 10

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial
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Secuencias P-4459
<220>
<223> secuencia de aminoacios de CDR1 VH

<400> 73

Trp Ile Asp Pro Asp Tyr Gly Asp Thr Glu

1 5 10
<210> 74

<211> 10

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> secuencia de aminoacios de CDR1 VH

<400> 74

Trp Ile Asp Pro Asp Ser Gly Asp Thr Glu

1 5 10
<210> 75

<211> 10

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
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Secuencias P-4459

<223> secuencia de aminoacios de CDR1 VH

<400> 75

Trp Ile Asp Pro Asp Asn Ala Asp Thr Glu

1 5 10
<210> 76

<211> 10

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> secuencia de aminoacios de CDR1 VH

<400> 76

Trp Ile Asp Pro Asp Asn Thr Asp Thr Glu

1 5 10
<210> 77

<211> 13

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> secuencia de aminoacios de CDR3 VH
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<400>

Secuencias P-4459

77

Asn Ala Ala Tyr Gly Ser Ser Pro Tyr Pro Met Asp Tyr

1

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

<220>
<223>

<400>

5 10

78
118
PRT

Secuencia Artificial

region de cadena VH del anticuerpo 9E4

78

Glu val Gln Leu Arg Gln Ser Gly Pro Glu Leu val Lys Pro Gly Ala

1

5 10 15

Ser val Lys Ile Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Ser Phe Thr Asp Tyr

20 25 30

Tyr Met Tyr Trp val Lys GIn Ser Arg val Arg Ser Leu Ala Trp Ile

35 40 45

Pagina 93



Gly Arg
50

Lys Asp
65

Met Glu

Ala Arg

Gly Thr

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

<220>
<223>

<400>

Ile

Lys

Leu

Gly

Leu

115

79
107

PRT

Asn

Ala

Arg

Arg

100

val

Pro

Ser

Ser

85

Asn

Thr

Tyr

Leu

70

Leu

Arg

val

Secuencias P-4459
Thr Gly Ala Thr Gly Tyr Asp Gln Asn Phe
55 60

Ile val Asp Lys Ser Ser Ser Thr Ala Tyr

75 80

Thr Ser Glu Asp Ser Ala val Tyr Tyr Cys
90 95

Tyr Asp Gly Trp Phe Ala Tyr Trp Gly Gln
105 110

Secuencia Artificial

region de cadena VL del anticuerpo 9E4

79
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Glu

Asp

Leu

Tyr

Ser

65

Glu

Thr

Ile

Arg

Asn

Tyr

50

Gly

Asp

Phe

Gln

val

Trp

35

Thr

Ser

Gly

Met

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gly
100

Thr

Ile

Gln

Arg

Thr

Thr

85

Gly

Gln

Ser

Gln

Leu

Asp

70

Tyr

Thr

Secuencias P-4459

Thr

cys

Lys

His

55

Tyr

Phe

Asn

Thr Ser

Arg Ala
25

Pro Asp

40

Ser Gly

Ser Leu

Cys Gln

Leu Glu

105

sSer

10

sSer

Gly

val

Thr

Gln

90

Ile

Pagina 95

Leu

Gln

Thr

Pro

Ile

75

Gly

Lys

Ser

Asp

val

Ser

60

sSer

Asn

Ile

Lys

45

Arg

Asn

Ser

Ser

30

Leu

Phe

Leu

Leu

Leu

15

Asn

Leu

Ser

Asp

Pro

95

Gly

Tyr

Ile

Gly

Gln

80

Pro



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

<220>
<223>

<400>

Gln Ile
1

Ser val

Tyr Ile

Gly Trp
50

Lys Gly
65

Secuencias P-4459

80
115
PRT

Secuencia Artificial

region de cadena VH del anticuerpo 1B4

80

Gln Leu GIn Gln Ser

5

Lys Ile Ser Cys Lys

20

His Trp val Lys Gln

35

Ile Tyr Pro Gly Ser

55

Lys Ala Thr Leu Thr

70

Pro Glu

10

Ser Gly

25

Pro Gly

Asn Thr

Ala Thr

Pagina 96

Leu

Tyr

Gln

Lys

Ser

75

val

Thr

Gly

Tyr

60

sSer

Lys

Phe

Leu

45

Asn

Ser

Pro

Thr

30

Glu

Glu

Thr

Gly

15

Asp

Trp

Arg

Ala

Ala

Tyr

Ile

Phe

Tyr
80



Secuencias P-4459
Met GIn Leu Ser Ser Leu Thr Ser Glu Asp Thr Ala val Tyr Phe Cys

85 90 95

Ala Arg Arg Glu Glu Asp Tyr Phe Asp Tyr Trp Gly GIn Gly Thr Leu
100 105 110

val Thr val
115
<210> 81
<211> 113
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> region de cadena VL del anticuerpo 1B4

<400> 81

Asp Ile val Met Ser Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ala val Ser val Gly

1 5 10 15

Glu Lys val Thr Met Ser Cys Lys Ser Ser GIn Ser Leu Leu Tyr Ser

20 25 30
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Ser Asn

Ser Pro

50

Pro Asp
65

ITe Ser

Tyr Tyr

Lys

<210>
<211>
<212>

Gln

35

Lys

Arg

Ser

Ser

82
19

ADN

Lys

Leu

Phe

val

Tyr
100

Asn

Leu

Thr

Lys

85

Pro

Tyr

Ile

Gly

70

Ala

Leu

Secuencias P-4459

Leu

Tyr

55

Ser

Glu

Thr

Thr

40

Trp

Gly

Asp

Phe

Trp Tyr

Ala Ser

Ser Gly

Leu Ala

90

Gly Ala
105
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Gln

Thr

Thr

75

val

Gln

Arg

60

Asp

Tyr

Thr

Lys

45

Glu

Phe

Tyr

Lys

Pro

Ser

Thr

Cys

Leu

110

Gly

Gly

Leu

Gln

95

Glu

Gln

val

Thr

80

Gln

Ile



<213>

<220>
<223>

<400>

Secuencias P-4459

Secuencia Artificial

cebador de oligonucléotido sintetizado quimicamente

82

cactgcaggt rtccactcc
19

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

<220>
<223>

<400>

83
19
ADN

Secuencia Artificial

cebador de oligonucléotido sintetizado quimicamente

83

catagcaggt gtccactcc
19

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

<220>
<223>

84
19
ADN

Secuencia Artificial

cebador de oligonucléotido sintetizado quimicamente
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<400>

Secuencias P-4459

84

crctacaggt gtccactcc
19

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

<220>
<223>

<400>

85
18
ADN

Secuencia Artificial

cebador de oligonucléotido sintetizado quimicamente

85

gcyacagmtg tccactcc
18

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

<220>
<223>

<400>

86
19
ADN

Secuencia Artificial

cebador de oligonucléotido sintetizado quimicamente

86

cactgcaggt gtccwmtcc
19
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Secuencias P-4459

<210> 87
<211> 19
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> cebador de oligonucléotido sintetizado quimicamente

<400> 87

crctrcaggt gtkcactcc
19

<210> 88
<211> 18
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> cebador de oligonucléotido sintetizado quimicamente

<400>

88

gctawmggtg tccactcc
18

<210>
<211>

89
17
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Secuencias P-4459
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> cebador de oligonucléotido sintetizado quimicamente

<400> 89

cctcaggtgt ccactcc
17

<210> 90
<211> 18
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> cebador de oligonucléotido sintetizado quimicamente

<400> 90

gctacaggtg ctcactcc
18

<210> 91
<211> 19
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
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] Secuencias P-4459 o
<223> cebador de oligonucléotido sintetizado quimicamente

<400> 91

cactgcaggt gtcctctct
19

<210> 92
<211> 19
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> cebador de oligonucléotido sintetizado quimicamente

<400> 92

caytgcaggt gtccaytgc
19

<210> 93
<211> 18
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> cebador de oligonucléotido sintetizado quimicamente

<400> 93

gctammggtg tccacttc
18
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<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Secuencias P-4459

94
21
ADN

Secuencia Artificial

cebador de oligonucléotido sintetizado quimicamente

94

ctcctgtcak taactkcagg t
21

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

<220>
<223>

<400>

95
19
ADN

Secuencia Artificial

cebador de oligonucléotido sintetizado quimicamente

95

caactgcagg tgtctctct
19

<210>
<211>

96

19
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Secuencias P-4459
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> cebador de oligonucléotido sintetizado quimicamente

<400> 96

crctrcaggy gtccactct
19

<210> 97
<211> 18
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> cebador de oligonucléotido sintetizado quimicamente

<400> 97

ccaagctgta tcctttcc
18

<210> 98
<211> 18
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
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Secuencias P-4459

<223> cebador de oligonucléotido sintetizado quimicamente

<400> 98

ccaagctgtg tcctrtcc
18

<210> 99
<211> 19
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> cebador de oligonucléotido sintetizado quimicamente

<400> 99

cttgacagyc vttcckggt
19

<210> 100
<211> 19
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> cebador de oligonucléotido sintetizado quimicamente

<400> 100

cttcacagcc tttcctggt
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<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

cttaa

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

<220>
<223>

<400>

caytt

<210>

Secuencias P-4459
19

101
19
ADN

Secuencia Artificial

cebador de oligonucléotido sintetizado quimicamente

101

aaggg gtccagtgt
19

102
22
ADN

Secuencia Artificial

cebador de oligonucléotido sintetizado quimicamente

102

taaaa rgtgtcmagt gt
22

103

Pagina 107



Secuencias P-4459
<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> cebador de oligonucléotido sintetizado quimicamente

<400> 103

gttttaaaag gtgtcctgtg
20

<210> 104
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> cebador de oligonucléotido sintetizado quimicamente

<400> 104

ctyttggaag gkgtccagwg

<210> 105
<211> 21
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
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Secuencias P-4459
<220>

<223> cebador de oligonucléotido sintetizado quimicamente

<400> 105

cytttamatg gtatccagtg t
21

<210> 106
<211> 21
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> cebador de oligonucléotido sintetizado quimicamente

<400> 106

cttttacatg gtttcaagtg t
21

<210> 107
<211> 17
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> cebador de oligonucléotido sintetizado quimicamente

<400> 107
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Secuencias P-4459

gtccctgcat atgtcyt
17

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

<220>
<223>

<400>

108
18
ADN

Secuencia Artificial

cebador de oligonucléotido sintetizado quimicamente

108

gatggiggcw gcycaaag

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

<220>
<223>

<400>

109
19
ADN

Secuencia Artificial

cebador de oligonucléotido sintetizado quimicamente

109

ctatcaaggt gtgcattgt
19

<210>

110
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Secuencias P-4459
<211> 21
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> cebador de oligonucléotido sintetizado quimicamente

<400> 110

cttttaaaag wtgtccagkg t
21

<210> 111
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> cebador de oligonucléotido sintetizado quimicamente

<400> 111

gtgacagtcc ttcctggtag
20

<210> 112
<211> 19
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
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Secuencias P-4459
<220>

<223> cebador de oligonucléotido sintetizado quimicamente

<400> 112

cttccigatg gcagtggtt

<210> 113
<211> 18
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> cebador de oligonucléotido sintetizado quimicamente

<400> 113

gctacaggta tccaatcc
18

<210> 114
<211> 39
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> cebador de oligonucléotido sintetizado quimicamente

<400> 114
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Secuencias P-4459

gcgtctagaa yctccacaca caggrrccag tggatagac
39

<210> 115
<211> 19
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> cebador de oligonucléotido sintetizado quimicamente

<400> 115

ctgwtgttct ggattcctg
19

<210> 116
<211> 18
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> cebador de oligonucléotido sintetizado quimicamente

<400> 116

ggtca%gcag tcagcagt
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Secuencias P-4459

<210> 117
<211> 18
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> cebador de oligonucléotido sintetizado quimicamente

<400> 117

gtgctctgga ttcgggaa
18

<210> 118
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> cebador de oligonucléotido sintetizado quimicamente

<400> 118

cagcttcytg ctaatcagtg
20

<210> 119
<211> 18
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
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<220>
<223>

<400>

Secuencias P-4459

cebador de oligonucléotido sintetizado quimicamente

119

ctaatcagtg cttcagga
18

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

<220>
<223>

<400>

120
20
ADN

Secuencia Artificial

cebador de oligonucléotido sintetizado quimicamente

120

gtgggggtct ggtrcstgtg

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

<220>
<223>

121
23
ADN

Secuencia Artificial

cebador de oligonucléotido sintetizado quimicamente
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<400>

Secuencias P-4459
121

ggaaatttaa aagtacctgt ggg
23

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

<220>
<223>

<400>

122
20
ADN

Secuencia Artificial

cebador de oligonucléotido sintetizado quimicamente

122

ggtttggagg trccagatgt

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

<220>
<223>

<400>

123
18
ADN

Secuencia Artificial

cebador de oligonucléotido sintetizado quimicamente

123

ctctggttyc caggtatc
18
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Secuencias P-4459

<210> 124
<211> 22
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
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