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DIRECCION DE NUEVAS CREACIONES
CONVERSION, DIVISION Y FUSION DE SOLICITUDES

s Identificacion del Tramite

]
Patente de Invencidn

[ patente de Modelo de Utilidad
LY Registro de Disefio Industrial
[ ] Esquema de Trazado de Circuitos Integrados

Division

Conversion

[ ] Fusion

Datos del solicitante
Persona Natural I:

Persona Juridica

BIOCEROX PRODUCTS B.V.

Nambre o denominaciéon / Nombre o razon social

Nambre del representante legal
Tipo de empresa

Micro [ ] Pequefia[ ]
[]c.c. [JcE [JNIT [Jotro

Mediana [ ]

NUmero

Oftra D

Documento de identificacién:

Nacionalidad/Pais de constitucién Direccidn del titular Ciudad

HOLANDA Yalelaan 46 NL-3584 CM. Therwil

Direccidn electrénica No. Fax Nimero telefénico

Autorizo expresamente a la Superintendencia de Industria y Comercio para que todas las
comunicaciones sean enviadas a través de la direccién de correo electrénico

3. Datos del apoderado:

DAZA MONTALVO CAROLINA MERCEDES C.C. 65.783.790 141563

Apellidos y Nombres Documento de identificacion Tarjeta profesional

Direccidn y domicilio Ciudad

Carrera 11 No. 86-63, Piso 6, Bogota D.C., Colombia Bogota D.C.

Direccidn electronica No, Fax Numero telefonico

notificaciones@clarkemaodet.com.co 6350824 6181088

En caso de haber presentado poder General para asuntos que se adelanten ante |a Delegatura de Propiedad Indusfrial, sirvase indicar el numera de su radicacion
0 protocolo de poder gensaral

P102-FQ5 vr6 (2012-04-19) \




4, Datos del tramite

CONVERSION DIVISION 4 FUSION
Expediente Expediente Expediente
14-060426
De: De: De:
A: A: A
|
5. Comprobante de Pago No Fecha
6. Anexos
x | Comprobante de pago de la tasa para la presentacion de la correccion y/o modificacion
Poder, si fuere el caso con el que se acredita la representacion
Numero de documento que ordena la comisidn o fusion o division
Documento que contiene la conversion, divisién o fusion de la sclicitud
Copia de la sclicitud y sus anexos en formato magnético
7. Firma

Nombre y apellidos

CAROLINA MERCEDES DAZA MONTALVO

C.C. 66.783.790

(LA

Tarjeta Profesional 141563 CSJ

P102-F0OS vr6 (2012-04-19) /}/
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DIRECCION DE NUEVAS CREACIONES
SOLICITUD FASE NACIONAL -PCT

1+ | TIPO DE SOLICITUD l 1 Patente de invencién ] Patgnte de Modelo de Utilidad
| B capituio | [] Capitulo Il
2 | DATOS SOLICITUD INTERNACIONAL PCT
Solicitud Internacional No. PCTIGB2012/052268 Fecha 13/09/2012
Publicacion Internacional No. WO 2013/038191 Fecha 21/03/2013

w

‘ TITULO DE LA INVENCION (200 caracteres o espacios maximas)

ANTICUERPOS ANTI-CD134 (0X40) Y USOS DE LOS MISMOS

B~

| CLASIFICACION INTERNACIONAL (CIP)

5 | SOLICITANTE (S) D Esta persona también es inventor.

Para datos adicionales utilizar hoja de informazién complementaria

APELLIDOS O RAZGN SOCIAL NOMBRE IDENTIFICACION TIPO
BIOCEROX PRODUCTS B.V.
6 | DATOS DEL SOLICITANTE
DIRECCION Yalelaan 46 NL-3584 CM. No. TELEFONO
CIUDAD i CORREO
Therwil ELECTRONICO
DEPARTAMENTO/ESTADO NACIONALIDAD O
: LUGAR DE
PAIS DE RESIDENCIA HOLANDA CONSTITUCION HOLANDA
7 | INVENTOR (ES) Para datos adicionales utilizar hoja de informacién complementaria
APELLIDOS NOMBRES NACIONALIDAD
SIMONS Petrus Johannes Holandesa
BOON Louis Holandesa
DIRECCION DE CORREOQ ELECTRONICO:
8 | DATOS INVENTOR (ES)
PAIS RESIDENCIA DEPARTAMENTO/ESTADO CIUDAD DIRECCION
HOLANDA Hillegom Leidsestraar 43 NL-2182DH
HOLANDA Badhoevedorp Orehideelaan 137 NL-1171MG

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

D Los demas solicitantes y/o (demas) inventores se indican en hoja de informacion complementaria.

9 l El REPRESENTANTE LEGAL [ ] APODERADO
APELLIDOS NOMBRES IDENTIFICACION
DAZA MONTALVO CAROLINA MERCEDES c.Cc.66.783.790 T.P. 141563
DIRECCION Carrera 11 No. 86-53, Piso 6, No. TELEFONO 6181088
CIUDAD Bogota gLogijTER%I\.ICO notificaciones@clarkemodet.com co
No. RADICACION DE
PAIS Colombia PROTOCOLO DE

PODER GENERAL

10 | DECLARACION(ES) DE PRIORIDAD 18 I [CINO
(33) PAIS DE CRIGEN CGDIGO PAIS (31) NUMERO (32) FECHA (AAAAMMIDD)
GRAN BRETANA GB 1116092.6 16/09/2011

PID2-FO6 Vr.6 (2015-08-05) /b
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DECLARACION SOBRE USO DE RECURSOS GENETICOS O BIOLOGICOS

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

Os @ no

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

u’

12

DECLARACION SOBRE USO DE CONOCIMIENTOS TRADICIONALES

Declaro que el objeto de la presente solicitud de patente fue obtenido a partir de conocimientos tradicionales de comunidades

indigenas, afroamericanas o locales de paises miembros

Os HWnNo

Nota: En caso afirmativo deberé anexar la licencia o autorizaciéon de uso de conocimiento tradicional, o certificado, o

numero de registro expedido por la Autoridad compe

de la Comunidad Andina.

tente.

13 | REDUGCCION DE TASAS

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

Os Evo

Nota: En caso de ser persona natural y carecer de medios econémicos, y por lo tanto, aplique la reduccidn de tasas a

que se refiere la resolucion vigente en tarifas, debe fi

rmar la presente solicitud bajo la gravedad de juramento.

Micro. pequefias y medianas empresas
Universidades publicas o privadas

Entidades sin animo de lucro

Si aplica, debe aportar los soportes de acuerdo a lo que se indica en ¢l numeral 18 - Documentos que acompanan la solicitud

14 ERESUMEN
Adjuto.

]
15 | FIGURA CARACTERISTICA W

16 | COMPROBANTE DE PAGO O PAGO ELECTRONICO N® Fecha
17 FIRMA DEL SOLICITANTE, DEL APODERADO O DEL REPRESENTANTE LEGAL
Junto a cada firma, indicar el nombre del firmante y su calidad (si tal calidad no es obvia al leer el petitorio)

AZ%ONTALVO

18 [ DOCUMENTOS QUE ACOMPANAN LA SOLICITUD

Documentacién Técnica
Solicitud Internacional en castellano

1 Descripcion N° de folios:

2 Reivindicaciones N° Reivindicaciones:

3. [ Dibujos y/o figuras N° folios:

4. .]Resumen.

5. [ Certificado de depdsito de material biolégico si
fuera el caso.

6. [] Listado de secuencias de nucledtidos y/o
aminoéacidos en forma digital si fuera el caso.

7. [ Arte final 12 x 12.

8. B Anexo formato digital.

Documentacién Juridica

9. [l Poderes, si fuera el caso.

16. [J Documento que legalmente pruebe la cesion del inventor al
solicitante o a su causante.

11. [ Copia del contrato de acceso de recursos genéticos o productos
derivados, certificado o nimero de registro, si fuera el caso.

12. [ Copia de la licencia o autorizacion de Conocimientos
Tradicionales, certificado ¢ numero de registro. si fuera el caso.

13. Reduccién de tasas

Micro, pequeiias o medianas empresas
[J Copia simple de la declaracion de renta del afic inmediatamente
antericr, o en su defecto prueba documental idénea.
[] Cocumento de constancia de cumplimiento con lo establecido en
la ley 905 de 2004.
Universidades publicas o privadas
[J Copia acto de reconocimiento institucional emitido por el
Ministerio de Educacién
Entidades sin animo de lucro
] Copia de registro vigente en Camara de comercio.
[] Hoja de informacién complementaria.
[ Otros, especificar
14. [] Comprobante de pago de la tasa de presentacion de la solicitu
15. [l Comprobante de pago por reivindicacion adicional a 10.

X
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ANTICUERPOS ANTI-CD134 (OX40)

Campo de la invencion

La invencidn se refiere a anticuerpos, al uso de dichos anticuerpos y particularmente
a anticuerpos que se unen a CD134, para el tratamiento del cancer.

Antecedentes de la invencion

La potenciacion de la funcidn antitumoral de las células T representa una estrategia
para el tratamiento del cancer. Existen pruebas considerables de que las células tumorales
se “escapan” del sistema inmunitario por induccién de una tolerancia inmunitaria activa en
gran medida mediada por linfocitos T reguladores (Tregs; Quezda et al. Immunol Rev
2011; 241:104-118). Por lo tanto, el equilibrio entre los linfocitos T efectores (Tefs) (es
decir, erradicacion directa o indirecta de células tumorales) y Tregs tolerogénicos (es decir,
supresion de la funcion y supervivencia de efectores Tefs) parece ser crucial para una
inmunoterapia antitumoral eficaz. En otras palabras, puede obtenerse una respuesta
inmunitaria antitumoral eficaz potenciando la funcion efectora de los Tefs especificos
tumorales y/o atenuando la funcidn supresora de los Tregs especificos tumorales. Un
receptor clave que se ha mostrado que media estas respuestas es el receptor CD134
(OX40). (Sugamura, K, Ishii, N, Weinberg, A. Therapeutic targeting of the effector T-cell
co-stimulatory molecule OX40. Nature Rev Imm 2004; 4: 420-431).

El CD134 (conocido también como OX40, TNFRSF4 y ACT35) es un miembro de
la superfamilia de receptores del factor de necrosis tumoral. Este receptor coestimulador de
superficie CD134 se expresa sobre linfocitos T activados, y desempefia una funcién
importante en su supervivencia y funcién. La presencia de linfocitos T que expresan CD134
se ha demostrado en diversos tumores malignos humanos y en los nodulos linfaticos de
drenaje de pacientes con cancer (Ramstad et al. Am J Surg 2000; 179: 400-406; Vetto et al.
Am J Surg 1997; 174: 258-265).

El ligamiento in vivo del receptor CD134 (por proteinas de fusion de ligando de
OX40 (OX40L) de raton soluble - inmunoglobulina o miméticos de OX40L de raton, tales
como anticuerpos de raton anti-CD134 especificos) en ratones portadores de tumor
potencia la inmunidad antitumoral, conduce a la supervivencia sin tumor en modelos de
raton de diversas lineas de células tumorales malignas murinas, por ejemplo, de linfoma,
melanoma, sarcoma, cancer de colon, cancer de mama, y glioma (Sugamura et al. Nature
Rev Imm 2004; 4: 420-431).

Se ha propuesto potenciar la respuesta inmunitaria de un mamifero contra un
antigeno activando el OX40R a través del uso de un agente de unién a OX40R (documento
WO 99/42585; Weinberg, 2000). Aunque el documento hace referencia, en lineas
generales, a agentes de unidén a OX40, al hincapié en el uso de OX40L o partes del mismo;
la descripcion de anticuerpos anti-OX40 es en el contexto de ser su equivalente a OX40L.
De hecho, cuando el equipo de Weinberg traslada la investigacion a un estudio con
primates no humanos, de nuevo selecciona deliberadamente un anticuerpo que se une al
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sitio de unién de OX40L y que generalmente imita a OX40L.

Al-Shamkhani et al. (Eur J Chem 1996; 26: 1695-1699) utilizaron un anticuerpo
anti-OX40 denominado OX86, que no bloqueaba la union a OX40L, para explorar la
expresion diferencial de OX40 sobre células T de raton activadas; y Hirschhorn-Cymerman
et al. (J Exp Med 2009; 206: 1103-1116) usaron conjuntamente OX86 con ciclofosfamida
en un modelo de ratdbn como una posible quimioinmunoterapia. Sin embargo, no se
esperaba que OX86 se uniese a OX40 humano Yy, cuando se seleccion6 un anticuerpo que
podria ser eficaz en seres humanos, podria, a la luz del trabajo de Weinberg, seleccionarse
un anticuerpo que se hubiese unido al sitio de union de OX40L.

El ligamiento in vivo del receptor CD134 humano (por anticuerpos especificos anti-
CD134 humanos que interaccionan con el dominio de union a OX40L en el CD134
humano; documento US 2009/0214560 A1) en ratones con inmunodeficiencia combinada
grave (SCID) potencia la inmunidad antitumoral, lo que conduce a la inhibicién del
crecimiento tumoral de diversas lineas de células tumorales malignas humanas, por
ejemplo, linfoma, cancer de préstata, cancer de colon y cancer de mama.

El mecanismo exacto de las respuestas inmunitarias antitumorales mediadas por el
ligamiento de CD134 en seres humanos aun no se ha aclarado, pero se piensa que esta
mediado a través de la ruta de sefializacion transmembrana de CD134 que esta estimulado
por la interaccion con OX40L. Esta interaccion esta mediada por la union del OX40L
trimérico a CD134. En las terapias actuales contra el cancer, el uso del ligando OX40
trimerizado se propone como un agente mas eficaz que los anticuerpos anti-OX40 (Morris
et al. Mol Immunol 2007; 44: 3112-3121).

Sumario de la invenciéon

Los solicitantes han descubierto ahora, de manera sorprendente, que para inducir la
actividad antitumoral mediada por células T, el uso de moléculas de union aisladas que se
unen al CD134 humano, en el que la molécula de unién no impide la unién del receptor
CD134 (CD134) humano con el ligando de OX40 (OX40L), produce una respuesta
inmunitaria  potenciada, caracterizada por la potenciacion de la funcion
inmunoestimuladora/efectora de células T efectoras y/o proliferacién de aquellas células
y/o regulacion negativa de la funcion inmunosupresora de células T reguladores.

Por lo tanto, la presente invencion proporciona moléculas de union aisladas que se
unen al CD134 humano, en el que la molécula de unidén no impide la unién del receptor
CD134 (OX40) humano con el ligando de OX40 (OX40L).

Dichas moléculas de union incluyen anticuerpos anti-CD134 adecuados, fragmentos
de unién a antigeno de los anticuerpos anti-CD134 y derivados de los anticuerpos anti-
CD134. En algunas realizaciones la molécula de union se une al CD134 humano con una
Kg de 1 x 10 ” M o menor. La molécula de unién tiene actividad agonista sobre el CD134
humano en células T efectoras y/o actividad antagonista sobre el CD134 humano en células
T reguladoras. En algunas realizaciones adicionales, la molécula de union es un anticuerpo
monoclonal humano que se une especificamente al CD134 humano con una Ky de 100 nM
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0 menor, preferentemente menor de 50 nM, mas preferentemente menor de 20 nM.

La presente invencion también proporciona una composicion que comprende una o
mas de las moléculas de unién y un transportador farmacéuticamente aceptable. En algunas
realizaciones, la molécula de union es un anticuerpo monoclonal anti-CD134 humano o un
fragmento de unién a antigeno del mismo. La composicion también puede comprender
agentes farmacéuticos adicionales, tales como agentes inmunoterapéuticos, agentes
quimioterapéuticos y agentes terapéuticos hormonales.

La presente invencion también proporciona métodos de diagndstico y terapéuticos
del uso de las moléculas de union. En algunas realizaciones se proporciona un metodo de
tratamiento o prevencion del cancer en un mamifero, que comprende administrar al
mamifero una cantidad terapéuticamente eficaz de una molécula de unién o una
composicion que comprende una molécula de union como se desvela en el presente
documento. En algunas otras realizaciones, la descripcion proporciona un método para
potenciar una respuesta inmunitaria en un mamifero, que comprende administrar al
mamifero una cantidad terapéuticamente eficaz de una molécula de unién o una
composicion que comprende una molécula de unién. En realizaciones particulares, la
molécula de unién usada en los métodos es un anticuerpo monoclonal anti-CD134 humano
o un fragmento de unidn a antigeno del mismo, que se une al CD134 humano, en el que el
anticuerpo no impide que el receptor CD134 humano (OX40) se una al ligando de OX40
(OX40L).

La presente invencion proporciona adicionalmente moléculas de &cido nucleico que
codifican una secuencia de aminoacidos de una molécula de unidn, vectores que
comprenden dichos acidos nucleicos, células hospedadoras que comprenden los vectores, y
métodos de preparacién de las moléculas de union.

La descripcion también proporciona otros aspectos, que seran obvios en toda la
descripcion, incluyendo las reivindicaciones.

Descripcion de las Figuras

La invencidn se describe con referencia a los dibujos adjuntos:

Figura 1. Evolucion y efecto de la dosis de la exposicion a PHA-M sobre la
expresion del CD134 humano de superficie de linfocitos T humanos.

Figura 2. Expresion de CD134 humano sobre linfocitos T CD4 humanos activados
por PHA-M y en reposo.

Figura 3. Caracteristicas de union de anticuerpos de raton anti-CD134 humano clon
ACT35, clon 12H3 y clon 20E5 sobre linfocitos T que expresan CD134 humano
estimulados por PHA-M.

Figura 4. Union de anticuerpos de ratdén anti-CD134 humano clon 12H3 y clon
20E5 sobre linfocitos T CD4 y linfocitos CD8 T que expresan CD134 humano estimulados
con PHA-M.

Figura 5. Competicion cruzada de anticuerpos de raton anti-CD134 humano no
marcados clon 12H3 o clon 20E5 con anticuerpos de ratéon anti-CD134 comerciales
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conjugados con PE clon ACT35 o clon L106 sobre linfocitos T que expresan CD134
humano estimulados con PHA-M.

Figura 6. Union simultanea de anticuerpos de raton anti-CD134 humano clon 12H3
0 clon 20E5 con OX40L humano sobre linfocitos T que expresan CD134 humano
estimulado con PHA-M.

Figura 7. Efecto de la evolucién de la exposicion a perlas estimuladoras de
anticuerpo anti CD3 humano/anti-CD28 humano sobre la expresion del CD134 humano de
superficie de linfocitos T efectores (Tefs) humanos y de linfocitos T reguladores (Tregs).

Figura 8. Efecto de la dosis de la exposicion a anticuerpos de raton anti-CD134
humano clon 12H3 o clon 20E5, o contra OX40L humano sobre la proliferacion de
linfocitos T que expresan CD134 humano estimulados con PHA-M.

Figura 9. Efecto de la combinacion de anticuerpos de ratén anti-CD134 humanos
clon 12H3 con OX40L, o anticuerpos de raton anti-CD134 humano clon 20E5 con OX40L
humano sobre la proliferacion de linfocitos T que expresan CD134 humano estimulados
con PHA-M.

Figura 10. Efecto de la exposicion a anticuerpos de raton anti-CD134 humano clon
12H3 o clon 20E5, o a OX40L humano sobre la proliferaciéon de linfocitos T efectores
humanos que expresan CD134 humano estimulados con perlas estimuladoras de
anticuerpos anti-CD3 humano/anti-CD28 humano.

Figura 11. Efecto de la exposicion a anticuerpos de raton anti-CD134 humano clon
12H3 o clon 20E5, o a OX40L humano sobre la proliferacién de linfocitos T efectores
humanos que expresan CD134 humano estimulados con perlas estimuladoras de
anticuerpos anti-CD3 humano/anti-CD28 humano.

Figura 12. Efecto del anticuerpo de raton anti-CD134 humano clon 12H3 sobre la
proliferacion mediada por OX40L humano de linfocitos T efectores (A) y reguladores (B)
humanos que expresan CD134 humano estimulados con perlas estimuladoras de anticuerpo
anti-CD3 humano/anti CD28 humano.

Figura 13. Efecto de la exposicion a anticuerpos de raton anti-CD134 humano clon
12H3 o clon 20E5, o a OX40L humano sobre la supresion mediada por linfocitos T
reguladores humanos que expresan CD134 humano de la proliferacién de linfocitos T
efectores humanos que expresan CD34 humano.

Figura 14. Union del anticuerpo quimérico 1gG4x humano anti-CD134 humano clon
20E5 sobre linfocitos T CD4 y linfocitos T CD8 que expresan CD134 humano estimulados
con perlas CD3/CD28 (sin o con IL-2).

Figura 15. Efecto del anticuerpo quimérico IgG4x humano anti-CD134 humano
clon 20E5 u OX40L humano sobre la proliferacién de linfocitos T que expresan CD134
humano estimulados con PHA-M.

Figura 16. Efecto de la dosis de la exposicion al anticuerpo quimérico 1gG4x
humano anti-CD134 humano clon 20E5 o a OX40L sobre la proliferacion de linfocitos T
que expresan CD134 humano estimulados por PHA-M.
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Figura 17. Efecto de la combinacién del anticuerpo quimérico 1gG4x humano anti-
CD134 humano clon 20E5 con OX40L humano sobre la proliferacion de linfocitos T que
expresan CD134 humano estimulados con PHA-M.

Figura 18. Efecto del anticuerpo quimerico 1gG4x humano anti-CD134 humano
clon 20E5 o OX40L humano sobre la proliferacién de linfocitos T que expresan CD134
humano estimulados con perlas CD3/CD28 (sin y con IL-2)

Figura 19. Union de anticuerpos de raton anti-CD134 humano clones 12H3 y 20E5
con la proteina de fusion Fcy humano:CD134 humano recombinante en condiciones
reductoras y no reductoras. (A) Condiciones examinadas no reductoras (a, b) y reductoras
(c, d). (B) Modelos de migracion electroforética de la proteina de fusion Fcy
humano:CD134 humano recombinante (rhuCD134) en condiciones no reductoras (a, b) y
reductoras (c, d) usando tincion con azul brillante de Coomassie. (C) Transferencia de
Western de la proteina de fusién CD134 humano:Fcy humano recombinante en condiciones
no reductoras (a, b) y reductoras (c, d) expuesta a anticuerpo de control de raton isotipo
IgG1k (mlgG1l) o a anticuerpos de ratén anti-CD134 humano clones 12H3 y 20E5 (m12H3
y m20ES5, respectivamente).

Figura 20. Representacion esquematica de dominio ricos en cisteina (DRC) en
CD134 humano de longitud completa (indicado como “DRC1”) y en diversas formas
truncadas de CD134 humano (indicadas como “DRC2”, “DRC3”, “DRC4” y “DRC4
truncado” (tc)).

Figura 21. Unién de anticuerpos de ratdn anti-CD134 humanos clones 12H3 y 20E5
sobre la linea celular 293-F transfectada de manera transitoria con la construccion de
CDI134 humano de longitud completa (indicado como “DRCI1”) o con diversas
construcciones de CD134 humano truncadas (indicadas como “DRC2”, “DRC3”, “DRC4”
y “DRC4 truncado (tc)”).

Figura 22. Unién de anticuerpos quiméricos 1gG4x y/o IgG1lk humanos anti-CD134
humano, clones 12H3 y 20E5 sobre la linea celular 293-F transfectada de manera transitoria
con la construccién de CD134 humano de longitud completa (indicada como “DRC1”) o
con diversas construcciones truncadas de CD134 humano (indicadas como “DRC2”,
“DRC3”, “DRC4” y “DRC4 truncado” (tc)).

Figura 23. Unidn del anticuerpo de ratén anti-CD134 humano clon 12H3 (A) y
anticuerpo quimérico anti-CD134 humano IgG4x humano clon 12H3 (B) con péptido
derivado de CD134 humano, que corresponde a la secuencia de aminoacidos del médulo
Al subdominio CRD4-mddulo Al de CRD3 truncado (de acuerdo con la definicion de
Latza et al. Eur J Immunol 1994; 24: 677-683).

Descripcion de la invencion

La activacion de las células T no solo esta mediada por la estimulacion de antigenos
a través de receptores de células T sino también por sefiales coestimuladoras mediante
moléculas coestimuladoras. Entre las diversas moléculas coestimuladoras, el miembro de
la familia de receptores del factor de necrosis tumoral (TNF), OX40 (CD134) desempefia
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una funcion clave en la supervivencia y homeostasis de células T efectoras y de memoria.
De acuerdo con el entendimiento convencional de la coestimulacion de OX40, se produce
una interaccion entre OX40 y el ligando de OX40 (OX40L) cuando las células T activadas
se unen a celulas presentadoras de antigeno (CPA) profesionales. Las funciones de las
células T, incluyendo la produccién de citocina, expansion y supervivencia estan por tanto
potenciadas por las sefiales coestimuladoras de OX40. La interaccion entre OX40 y OX40L
se produce durante la interaccion entre las Células Dendriticas (CD)-células T, 2-3 dias
después del reconocimiento antigénico. La célula T que expresa OX40 también puede
interaccionar con una célula que exprese OX40L que no sea una CD vy recibir una sefial de
la célula para OX40, que puede proporcionar sefiales esenciales para la generacion de
células T de memoria, la potenciacion de la respuesta Th2 y la prolongacion de respuestas
inflamatorias. Por tanto, la interaccién optima entre OX40 y OX40L podria formarse en dos
etapas: OX40L expresado en células T CD4 activadas interacciona con OX40 expresado en
otras células T CD4 respondedoras, lo que conduce a la generacion éptima de células T
CD4 de memoria (Soroosh et al., 2006) u OX40L expresado en células accesorias CD4+
pueden promover la supervivencia de células Th2 a través de la interaccién con OX40 en
células Th2 (Kim et al. 2003). Ademas, la expresion de OX40L en células B es necesaria
para el desarrollo in vivo de Th2, pero no para el desarrollo de Thl (Linton et al. 2003) y
los mastocitos que expresan OX40L directamente potencian la funcion de células T
efectoras a través de la interaccion entre OX40 en células T y OX40L en mastocitos
(Kashiwakura et al. J Immunol 2004; 173: 5247-5257; Nakae et al. J Immunol 2006; 176:
2238-2248). Ademas, dado que las células endoteliales también expresan OX40L (Imura et
al. 1996), la union de OX40 a células endoteliales podria estar implicada en la inflamacion
vascular. El exceso de sefiales OX40, tanto a células T respondedores como a células T
reguladores, suprime la inmunosupresion mediada por Treg. Las sefiales de OX40 que
pasan a las células T respondedoras las hacen resistentes a la supresion mediada por Treg.
Por otro lado, las sefiales de OX40 que pasan a las células Treg directamente inhiben la
funcion supresora de Treg, aunque es controvertido si las sefiales de OX40 podrian
controlar el nivel de expresién de Foxp3 en células Treg. Ademas, la estimulacion de OX40
deliberada inhibe la diferenciacion dependiente del TGF-beta de células iTreg (células Treg
inducibles). La inhibicion puede estar mediada, en parte, por citocinas efectoras, tales como
IL-4 e IFN-gamma producidas por celulas T efectoras estimulados con OX40. Cabe
destacar que, el blogqueo de OX40L promueve notablemente la diferenciacién de iTreg e
induce la tolerancia a injerto, lo que podria estar mediado por células Treg. Por lo tanto,
OX40 es una posible diana molecular para el control de la autoinmunidad mediada por
células T. Ademas, recientes estudios publican que la interaccion entre OX40L expresado
por mastocitos y OX40 expresado por células Treg puede suprimir mutuamente la funcion
de mastocitos y la funcién supresora de células Treg (Gri et al. 2008; Piconese et al. 2009).
Los ratones son la herramienta experimental de eleccion para los inmunologos, v el
estudio de sus respuestas inmunitarias ha proporcionado un enorme entendimiento en los
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trabajos del sistema inmunitario de seres humanos. La estructura general del sistema de
raton y humano parece ser bastante similar; sin embargo, también existen diferencias
significativas. Por ejemplo, en ratones, CD134 se expresa en Tefs después de la activacion,
mientras que CD134 se expresa constitutivamente en Tregs (Piconese et al. J Exp Med
2008; 205: 825-839). En seres humanos, CD134 se expresa tanto en Tefs como en Tregs
pero solo después de la activacion (veéase més adelante, por ejemplo, Ejemplo 2 (g),
‘expresion de CD134 en linfocitos T efectores y reguladores humanos después de la
estimulacion con perlas estimuladoras de anticuerpo anti-CD3 humano/anti CD28
humano’). Ademas, las Tregs de raton inducen a apoptosis de las Tefs de raton para
conseguir la supresion (Pandiyan et al. Nat Immunol 2007; 8: 1353; Scheffold et al. Nat
Immunol 2007; 8: 1285-1287), mientras que las Tregs humanas no inducen a apoptosis en
Tefs humanas para conseguir la supresion (Vercoulen et al. Plos ONE 2009; 4: e7183).
Conjuntamente, estos datos indican funciones diferentes de CD134 en la funcion supresora
de Tregs entre los sistemas inmunitarios de ser humano y de raton.

La expresion “molécula de uniéon” incluye (1) un anticuerpo, (2) un fragmento de
unién a antigeno de un anticuerpo y (3) un derivado de un anticuerpo, cada uno como se
define en el presente documento. La expresion “se une a CD134” o “unién a CD134” se
refiere a la union de una molécula de union, como se define en el presente documento, al
receptor CD134 en un ensayo in vitro, tal como un ensayo BlAcore o por Octet (resonancia
de plasmén superficial). Preferentemente, la molécula de unién tiene una afinidad de unién
(Kg) de 1 x 10® M o menor, mas preferentemente menor de 50 x 107 M, incluso més
preferentemente menor que 1 x 107 M.

La expresion “anticuerpo aislado” o “molécula de union aislada™ se refiere a un
anticuerpo o a una molécula de union que: (1) no esta asociada con componentes
naturalmente asociados que la acompafian en su estado natural; (2) esta libre de otras
proteinas de la misma especie; (3) se expresa por una célula de diferente especie; o (4) no
se produce en la naturaleza. Ejemplos de anticuerpos aislados incluyen un anticuerpo anti-
CD134 que se ha purificado por afinidad usando CD134, un anticuerpo anti-CD134 que se
ha generado por hibridomas u otras lineas celulares in vitro y un anticuerpo anti-CD134
humano derivado de un animal transgénico.

El término “agonista” se refiere a una molécula de unidén, como se define en el
presente documento, que después de la union a CD134, (1) estimula o activa CD134, (2)
potencia, promueve, induce, aumenta o prolonga la actividad, presencia o funciéon de
CD134, o (3) potencia, promueve, aumenta o induce la expresion de CD134. El término
“antagonista” se refiere a una molécula de union, como se define en el presente documento,
que después de la unién a CD134, (1) inhibe o suprime CD134, (2) inhibe o suprime una
actividad, presencia o funcion de CD134, o (3) inhibe o suprime la expresion de CD134.

El término “anticuerpo” se refiere a una molécula de inmunoglobulina que esta
tipicamente compuesta de dos pares idénticos de cadenas polipeptidicas, teniendo cada par

una cadena “pesada” (H) y una cadena “ligera” (L). Las cadenas ligeras humanas se
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clasifican como kappa (k) y lambda (A). Las cadenas pesadas se clasifican como mu, delta,
gamma, alfa o épsilon, y definen el isotipo del anticuerpo como IgM, IgD, IgG, IgA e IgE,
respectivamente. Cada cadena pesada comprende una regién variable de cadena pesada (en
el presente documento se indica con la abreviatura HCVR o VH) y una region constante de
cadena pesada. Las regiones constantes de cadena pesada de IgD, IgG e IgA comprenden
tres dominios, CH1, CH2 y CH3 vy las regiones constantes de cadena pesada de IgM e IgE
comprenden cuatro dominios, CH1, CH2, CH3 y CH4. Cada cadena ligera comprende una
region variable de cadena ligera (en el presente documento se indica con la abreviatura
LCVR o0 VL) y una region constante de cadena ligera. La region constante de cadena ligera
comprende un dominio, CL. Las regiones constantes de los anticuerpos pueden mediar la
unién de la inmunoglobulina a tejidos o factores del hospedador, incluyendo diversas
células del sistema inmunitario (por ejemplo, células efectoras). Las regiones VH y VL
pueden subdividirse adicionalmente en regiones de hipervariabilidad, denominadas
regiones determinantes de la complementariedad (CDR), intercaladas con regiones que
estan méas conservadas, denominadas regiones marco conservadas (FR, Framework
Regions). Cada VH y VL comprende tres CDR y cuatro FR, dispuestas desde el extremo
amino al extremo carboxi siguiendo el orden: FR1, CDR1, FR2, CDR2, FR3, CDR3, FR4.
Las regiones variables de cada par de cadena pesada/ligera (VH y VL), respectivamente,
forman el sitio de unién del anticuerpo. La asignacion de aminoécidos de cada region o
dominio se realiza de acuerdo con las definiciones de las secuencias de Kabat de Proteinas
de Interés Inmunoldgico (National Institutes of Health, Bethesda, Md. (1987 y 1991)) o de
acuerdo con las definiciones de Chothia et al. Conformations of immunoglobulin
hypervariable regions (Nature 1989; 342(6252): 877-83). El término “anticuerpo” incluye
un anticuerpo que es una forma multimérica de anticuerpos, tales como dimeros, trimeros o
multimeros de orden superior de anticuerpos monomeéricos. También incluye un anticuerpo
que esta enlazado o unido a un resto que no es un anticuerpo. Adicionalmente, el término
“anticuerpo” no esta limitado por ningiin método particular de produccion del anticuerpo.
Por ejemplo, el término incluye anticuerpos monoclonales, anticuerpos recombinantes y
anticuerpos policlonales.

La expresion “derivado de anticuerpo” o “derivado” de un anticuerpo se refiere a
una molécula que puede unirse al mismo antigeno (es decir, CD134 humano) al cual se une
el anticuerpo y comprende una secuencia de aminoacidos del anticuerpo unida a una
entidad molecular adicional. La secuencia de aminoacidos del anticuerpo que esta
contenida en el derivado de anticuerpo puede ser el anticuerpo de longitud completa, o
puede ser cualquier parte, o partes, de un anticuerpo de longitud completa. La entidad
molecular adicional puede ser una molécula bioldgica o quimica. Ejemplos de entidades
moleculares adicionales incluyen grupos quimicos, péptidos, proteinas (tales como
enzimas, anticuerpos), aminoacidos y compuestos quimicos. La entidad molecular adicional
puede ser para su uso como un agente de deteccion, una etiqueta marcadora, un agente
terapéutico o farmacéutico. La secuencia de aminoacidos de un anticuerpo puede estar
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enlazada o unida a la entidad adicional por asociacion no covalente, acoplamiento quimico,
fusion genética o de otra manera. La expresion “derivado de anticuerpo” también incluye
anticuerpos quimericos, anticuerpos humanizados y moléculas que derivan de
modificaciones de las secuencias de aminodcidos de un anticuerpo CD134, tal como
sustituciones, inserciones y adiciones conservativas de aminoacidos.

La expresion “fragmento de union a antigeno” de un anticuerpo se refiere a una o
mas partes de un anticuerpo de longitud completa que conserva la capacidad de unirse al
mismo antigeno (es decir, CD134 humano) al cual se une el anticuerpo. La expresion
“fragmento de union a antigeno” también incluye una parte de un anticuerpo que es parte
de una molécula mas grande formada por asociacion no covalente o covalente o de la parte
de anticuerpo con una o mas entidades moleculares adicionales. Ejemplos de entidades
moleculares adicionales incluyen aminoacidos, péptidos o proteinas, tal como la region
nacleo de estreptavidina, que puede usarse para crear una molécula scFv tetramérica
(Kipriyanov et al. Hum Antibodies Hybridomas 1995; 6(3): 93-101).

La expresion “anticuerpo quimérico” se refiere a un anticuerpo que comprende
secuencias de aminoacidos derivadas de dos o mas anticuerpos diferentes. Los dos 0 mas
anticuerpos diferentes pueden ser de la misma especie o de dos 0 mas especies diferentes.

El término “epitopo” se refiere a la parte de un antigeno que puede unirse
especificamente a un anticuerpo, o a un receptor de células T o, de otra manera,
interaccionar con una molécula. En la técnica, un “epitopo” también se refiere a un
“determinante antigénico”. Un epitopo generalmente consiste en un grupo de moléculas de
superficie quimicamente activas, tales como cadenas laterales de aminoacidos o hidratos de
carbono o azucar. Un epitopo puede ser “lineal” o “no lineal/ conformacional”. Una vez
determinado un epitopo deseado (por ejemplo, por mapeo epitopico), pueden generarse
anticuerpos contra ese epitopo. La generacion y caracterizacién de anticuerpos también
puede proporcionar informacion sobre epitopos deseables. A partir de esta informacion,
después es posible explorar anticuerpos para aquellos que se unen al mismo epitopo, por
ejemplo, realizando estudios de competencia cruzada para encontrar anticuerpos que se
unan competitivamente con otro, es decir, los anticuerpos compiten por la union al
antigeno.

La expresion “célula hospedadora” se refiere a una célula en la cual se ha
introducido un vector de expresion. El termino no solo incluye la célula sujeto particular
sino también la progenie de dicha célula. Dado que pueden producirse determinadas
modificaciones en generaciones sucesivas debido a influencias ambientales o a mutacion,
es posible que dicha progenie no sea idéntica a la célula parental, pero no obstante se
incluye en el alcance de la expresion “célula hospedadora”.

La expresion ‘“anticuerpo humano” se refiere a un anticuerpo que consiste en
secuencias de aminoacidos de secuencias de inmunoglobulina humana Gnicamente. Un
anticuerpo humano puede contener cadenas carbohidrato murinas si se producen en un
raton, en una célula de raton o en un linfoma derivado de una célula de raton. Los
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anticuerpos humanos pueden prepararse en una diversidad de formas conocidas en la
técnica.

La expresion “anticuerpo humanizado” se refiere a un anticuerpo quimérico que
contiene restos de amino&cidos derivados de secuencias de anticuerpos humanos. Un
anticuerpo humanizado puede contener alguna o todas las CDR de un anticuerpo animal no
humano mientras que las regiones marco conservadas y las regiones constantes del
anticuerpo contienen restos de aminoacidos derivados de secuencias de anticuerpos
humanos.

El término “mamifero” se refiere a cualquier especie animal de la clase Mammalian.
Ejemplos de mamiferos incluyen: seres humanos; animales de laboratorio, tales como,
ratones, ratas, simios y cobayas; animales domésticos, tales como, conejos, ganado, ovejas,
cabras, gatos, perros, caballos, cerdos y similares.

La expresion “acido nucleico aislado” se refiere a una molécula de acido nucleico
de origen gendmico, ADNc o sintético, 0 una combinacién de los mismos, que esta
separada de otras moléculas de acido nucleico presentes en la fuente natural del &cido
nucleico. Preferentemente, un acido nucleico “aislado” esté libre de secuencias localizadas
en los extremos 5’ y 3’ del acido nucleico de interés en el ADN gendémico del organismo
del cual deriva el acido nucleico.

La expresion constante de disociacion (“off-rate”) o "Kq" se refiere a la constante de
disociacion en equilibrio de una interaccion anticuerpo-antigeno particular y se usa para
describir la afinidad de union entre un ligando (tal como un anticuerpo) y una proteina (tal
como CD134). Cuando menor sea la constante de disociacion en equilibrio, mas
estrechamente unido estara el ligando, o mayor sera la afinidad entre el ligando y la
proteina. Una K4 puede medirse mediante resonancia de plasmén superficial, por ejemplo
usando el sistema BIACORE 1 u Octet. La expresion “anticuerpo anti-CD134” se refiere a
un anticuerpo, como se define en el presente documento, capaz de unirse al CD134
humano.

Las expresiones “receptor de OX40” y “receptor de CD134” se usan indistintamente
en la presente solicitud e incluyen el CD134 humano, asi como variantes, isoformas y
especies homdlogas de los mismos. Por consiguiente, las moléculas de unién humanas
descritas en el presente documento pueden, en algunos casos, unirse también a CD134 de
especies distintas de seres humanos. En otros casos, las moléculas de union pueden ser
completamente especificas para el CD134 humano y pueden no presentar especies u otros
tipos de reactividad cruzada. En particular, no se uniran bien al CD134 de ratdn o rata.

La expresion “se une especificamente a CD134 humano” significa que la Ky de una
molécula de unién para la unién a CD134 humano, es preferentemente mas de 10 veces, 50
veces 0, mas preferentemente, mas de 100 veces la K4 para su unién, por ejemplo, al CD40
humano, determinado usando un ensayo descrito en el presente documento, o conocido por
un experto en la técnica (por ejemplo, un ensayo BlAcore). La determinacion de que un
agente particular se une especificamente al receptor OX40 puede realizarse de manera
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alternativa facilmente usando o adaptando procedimientos rutinarios. Un ensayo in vitro
adecuado utiliza el procedimiento de transferencia de Western (descrito en muchos textos
convencionales, incluyendo “Antibodies, A Laboratory Manual” de Harlow y Lane). Para
determinar que un agente de union al receptor OX40 determinado se une especificamente a
la proteina OX40 humana, la proteina celular total se extrae de células de mamifero que no
expresan el antigeno OX40, tal como una célula no linfociticas (por ejemplo, una célula
COS o0 una célula CHO), transformada con una molécula de acido nucleico que codifica
OX40. Como un control negativo, la proteina celular total también se extrae de células no
transformadas correspondientes. Estas preparaciones de proteina se someten después a
electroforesis sobre un gel de poliacrilamida (PAGE) no desnaturalizante o
desnaturalizante. Después de esto, las proteinas se transfieren a una membrana (por
ejemplo, nitrocelulosa) por transferencia de Western, y el agente a ensayar se incuba con la
membrana. Después de lavar la membrana para eliminar el agente no especificamente
unido, la presencia de agente unido se detecta mediante el uso de un anticuerpo generado
contra el agente de ensayo conjugado con un agente de deteccion, tal como la enzima
fosfatasa alcalina; la aplicacion del sustrato 5-bromo-4-cloro-3-indol fosfato/nitro azul de
tetrazolio da como resultado la produccion de un compuesto azul denso por la fosfatasa
alcalina inmunolocalizada. Los agentes que se unen especificamente al OX40 humano,
mostraran, mediante esta técnica, unirse a la banda de OX40 humano (que se localizara en
una posicion determinada sobre el gel determinada por su masa molecular) en el extracto de
células transformadas OX40 mientras, que se observara una pequefia unién o ninguna en el
extracto de células no transformadas. La union no especifica del agente con otras proteinas
puede producirse y puede detectarse como una sefial débil en las transferencias de Western.
La naturaleza no especifica de esta unién serd reconocida por un experto en la técnica
mediante la débil sefial obtenida en la transferencia de Western con respecto a la fuerte
sefial primaria producida a partir de la union especifica del agente/proteina OX40 humana.
De manera ideal, un agente de unidn al receptor OX40 no se uniria a las proteinas extraidas
de las células no transformadas. Ademas de ensayos de unién usando proteinas extraidas,
supuestos agentes de union a receptores OX40 pueden ensayarse para confirmar su
capacidad de unirse sustancialmente solo al receptor OX40 in vivo conjugando el agente
con una etiqueta fluorescente (tal como FITC) y analizando su union a poblaciones de
células T CDA4+ activadas por antigeno y a poblaciones de linfocitos T no activadas por
antigeno por Separacion de Células Activada por Fluorescencia (FACS). Un agente que se
une sustancialmente solo al receptor OX40 tefiira solamente las células T CD4+ activadas.
El término “vector” se refiere a una molécula de acido nucleico capaz de transportar
otra molécula de acido nucleico en una célula hospedadora. Ejemplos de vectores incluyen
plasmidos, vectores virales, cdsmidos o vectores de fago y vectores de ADN deshudo o
vectores de expresion de ARN. Algunos vectores pueden ser capaces de replicarse de
manera autonoma en una célula hospedadora en la que se introducen. Algunos vectores
pueden integrarse en el genoma de una célula hospedadora después de la introduccion en la
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célula hospedadora y por lo tanto replicarse junto con el genoma hospedador. Determinados
vectores pueden dirigir la expresion de genes con los cuales estan unidos operativamente, y
por lo tanto pueden recibir el nombre de “vectores de expresion”.

Como se usa en el presente documento, los veinte aminoécidos convencionales y
sus abreviaturas siguen el uso habitual.

La presente invencion proporciona moléculas de unién aisladas que se unen al CD134
humano, incluyendo anticuerpos anti-CD134, fragmentos de union a antigeno de los anticuerpos
anti-CD134 y derivados de los anticuerpos anti-CD134. Las moléculas de unién se caracterizan por
al menos una de las siguientes propiedades funcionales: (a) unirse al CD134 humano con una Kq4
de 1 x 10 ®* M 0 menor y (b) no impedir la unién del receptor CD134 (OX40) humano con
el ligando de OX40 (OX40L); (c) tener actividad agonista sobre el CD134 humano en
células T efectoras y/o actividad antagonista sobre células T reguladoras en CD134
humano; (d) no unirse al receptor CD40 a una concentracién de hasta 500 nM; (e) no unirse
al receptor CD137 a concentraciones de hasta 500 nM; (f) no unirse al receptor CD271 a
concentraciones de hasta 500 nM; (g) ser capaces de potenciar la produccion de IL-2
mediante células T humanas aisladas; (h) ser capaces de potenciar la respuesta inmunitaria;
(i) ser capaces de inhibir el crecimiento celular tumoral; y (j) tener efecto terapéutico sobre
un cancer. En algunas realizaciones la molécula de union se une al CD134 humano con una
Kgof 1x 10" M omenor,01x 10 ®M omenor,05x1x 10 ° M o menor.

Los anticuerpos y otras moléculas de union de la invencion pueden prepararse
mediante técnicas convencionales y después explorarse para identificar y obtener moléculas
de unién que no impidan la union de OX40L a CD134. Por ejemplo, pueden seleccionarse
moléculas de union que se unan a CD134 incluso cuando el CD134 se ha expuesto a una
concentracion de saturacion de OX40L.

En una realizacion de la presente invencidn se proporciona un anticuerpo humano
que se une a CD134. En algunas realizaciones, el anticuerpo humano es un anticuerpo
monoclonal que se une especificamente al CD134 humano con una Ky de 100 nM o menor,
preferentemente 10 nM o menor, y/o tiene actividad agonista sobre el CD134 humano de
células T efectoras y/o actividad antagonista de células T reguladoras del CD134 humano.
Un ejemplo de dichos anticuerpos humanos es el anticuerpo monoclonal humano, clon
12H3. La secuencia de aminoacidos de toda la region variable de cadena pesada y la
secuencia de amino&cidos de las tres CDR de la region variable de la cadena pesada (VH)
del anticuerpo, clon 12H3, se muestra en las SEC ID Nos: 12 y 14-16, respectivamente. La
secuencia de aminoacidos de toda la regién variable de cadena ligera y las secuencias de
aminoéacidos de las tres CDR de la region variable de la cadena ligera (VL) del anticuerpo,
clon 12H3, se muestran en las SEC ID Nos: 13 y 17-19, respectivamente. Otro anticuerpo
ilustrativo de la divulgacion es el anticuerpo monoclonal humano, clon 20E5. La secuencia
de aminoacidos de toda la regién variable de cadena pesada y las secuencias de
aminoacidos de las tres CDR de la region variable de la cadena pesada (VH) del anticuerpo,
clon 20E5, se muestran en las SEC ID Nos: 4 y 6-8, respectivamente. La secuencia de
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aminoacidos de toda la region variable de cadena ligera y las secuencias de aminoacidos de
las tres CDR de la region variable de la cadena ligera (VL) del anticuerpo, clon 20E5, se
muestran en las SEC ID Nos: 5y 9-11, respectivamente.

Los anticuerpos de la invencién pueden comprender una 0 mas de estas CDR, una o
mas de estas CDR con 1, 2 o 3 sustituciones de aminoécidos por CDR. Las sustituciones
son preferentemente sustituciones conservativas. Las sustituciones conservativas
proporcionan aminoacidos de funcionalidad similar y son bien conocidos en la técnica y se
describen por ejemplo en la Tabla 1 del documento WO 2010/019702, que se incorpora en
el presente documento por referencia.

Dado que el clon 12H3 y el clon 20E5 se unen al CD134 humano, las secuencias
VH y VL de cada uno de ellos pueden “mezclarse y emparejarse” con otros anticuerpos
anti-CD134 para crear anticuerpos adicionales. La union de dichos anticuerpos “mezclados
y emparejados” con el CD134 humano pueden ensayarse usando los ensayos de union
conocidos en la técnica, incluyendo un ensayo descrito en los Ejemplos. En un caso,
cuando las regiones VH y VL se mezclan y emparejan, una secuencia VH de un par VH/VL
particular se reemplaza con una secuencia VH estructuralmente similar. Del mismo modo,
en otro caso, una secuencia VL de un par VH/VL particular se reemplaza con una secuencia
VL estructuralmente similar.

Las moléculas que contienen solo una o dos regiones CDR (en algunos casos
incluso hasta una sola CDR o una parte de la misma, especialmente la CDR3) pueden
conservar la actividad de union a antigeno del anticuerpo de que deriva la CDR (o las
CDR). Véase, por ejemplo, Laune et al. JBC 1997; 272: 30937-44; Monnet et al. JBC
1999; 274: 3789-96; Qiu et al. Nature Biotechnology 2007; 25: 921-9; Ladner et al. Nature
Biotechnology 2007; 25: 875-7; Heap et al. J Gen Virol 2005; 86: 1791-1800; Nicaise et
al. Protein Science 2004; 13: 1882-91; Vaughan and Sollazzo Combinatorial Chemistry &
High Throughput Screening 2001; 4:417-430; Quiocho Nature 1993; 362: 293-4; Pessi et
al. Nature 1993; 362: 367-9; Bianchi et al. J Mol Biol 1994; 236: 649-59; y Gao et al. J
Biol Chem 1994; 269: 32389-93.

Por consiguiente, una realizacion de la presente invencién es un anticuerpo anti-
CD134 humano aislado que comprende: (a) una region variable de cadena pesada que
comprende la secuencia de aminoacidos de la SEC ID N°: 12; (b) una region variable de
cadena ligera que comprende la secuencia de amino&cidos de la SEC ID N°: 13.

En una realizacion adicional de acuerdo con la invencién se proporciona una
molécula de union a CD134 aislada que comprende: (a) una CDR1 de cadena pesada que
comprende la secuencia de aminoacidos de la SEC ID N°: 14; y/o (b) una CDR2 de cadena
pesada que comprende la secuencia de aminodacidos de la SEC ID N°: 15; y/o (¢) una CDR3
de cadena pesada que comprende la secuencia de aminoéacidos de la SEC ID N°: 16.

En una realizacion adicional de acuerdo con la invencién se proporciona una
molécula de union a CD134 aislada que comprende (a) una CDR1 de cadena ligera que
comprende la secuencia de aminoacidos de la SEC ID N°: 17; y/o (b) una CDR2 de cadena
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ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEC ID N°: 18; y/o (c) una CDR3
de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEC ID N°: 109.

Por consiguiente, una realizacion de la presente invencion es un anticuerpo anti-
CD134 humano aislado que comprende: (a) una region variable de cadena pesada que
comprende la secuencia de aminoécidos de la SEC ID N°: 4; (b) una region variable de
cadena ligera que comprende la secuencia de aminoécidos de la SEC ID N°: 5.

En una realizaciéon adicional de acuerdo con la invencion se proporciona una
molécula de unién a CD134 aislada que comprende: (a) una CDR1 de cadena pesada que
comprende la secuencia de aminoacidos de la SEC ID N°: 6; y/o (b) una CDR2 de cadena
pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEC ID N°: 7; y/o (c) una CDR3
de cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEC ID N°: 8.

En una realizacion adicional de acuerdo con la invencién se proporciona una
molécula de union a CD134 aislada que comprende (a) a una CDR1 de cadena ligera que
comprende la secuencia de aminoacidos de la SEC ID N°: 9; y/o (b) una CDR2 de cadena
ligera que comprende la secuencia de aminoéacidos de la SEC ID N°: 10; y/o (c) una CDR2
de cadena ligera que comprende la secuencia de aminodacidos de la SEC 1D N°: 11.

Dado que el clon 12H3 y el clon 20E5 se unen al CD134 humano y que la
especificidad de la union a antigeno se proporciona principalmente por las regiones CDR1,
CDR2 y CDR3, las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de VH vy las secuencias CDR1,
CDR2 y CDR3 de VL pueden “mezclarse y emparejarse” para crear anticuerpos anti-
CD134 adicionales. Por ejemplo, las CDR de diferentes anticuerpos anti-CD134 pueden
mezclarse y emparejarse, aunque cada anticuerpo tipicamente contendra una CDR1, CDR2
y CDR3 de VH y una CDR1, CDR2 y CDR3 de VL. La unién de dichos anticuerpos
“mezclados y emparejados” con CD134 puede ensayarse usando los ensayos de union
descritos anteriormente y en los Ejemplos (por ejemplo, analisis ELISA, Biacore). En un
caso, cuando las secuencias CDR de VH se mezclan y emparejan, la secuencia CDR1,
CDR2 y/o CDR3 de una secuencia VH particular se reemplaza con una o varias secuencias
CDR estructuralmente similares. Del mismo modo, cuando las secuencias CDR de VL se
mezclan y emparejan, la secuencia CDR1, CDR2 y/o CDR3 de una secuencia VL particular
tipicamente se reemplaza con una o varias secuencias CDR estructuralmente similares. Seré
facilmente obvio para un experto habitual en la técnica que puedan crearse nuevas
secuencias VH y VL reemplazando una o mas secuencias de la region CDR de VH y/o VL
con secuencias estructuralmente similares a partir de las secuencias CDR descritas en el
presente documento.

La clase (por ejemplo, IgG, IgM, IgE, IgA o IgD) y subclase (por ejemplo, IgG1,
19G2, 1gG3 o0 1gG4) de los anticuerpos anti-CD134 pueden determinarse mediante
cualquier método adecuado tal como mediante ELISA o Transferencia de Western asi como
otras técnicas. Como alternativa, la clases y subclase pueden determinarse secuenciando
toda o una parte de los dominios constantes de las cadenas pesada y/o ligera de los
anticuerpos, comparando sus secuencias de aminoacidos con las secuencias de aminoacidos
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conocidas de diversas clases y subclases de inmunoglobulinas y determinando las clases y
subclases de los anticuerpos. Los anticuerpos anti-CD134 pueden ser una molécula de IgG,
IgM, IgE, IgA, o IgD. Por ejemplo, los anticuerpos anti-CD134 pueden ser una IgG que es
una subclase 1gG1, 19gG2, 1gG3 o una IgG4. Por tanto, otro aspecto de la invencion
proporciona un método para convertir la clase o subclase de un anticuerpo anti-CD134 en
otra clase o subclase.

Las moléculas de union de acuerdo con una realizacion de la invencion incluyen
anticuerpos monoclonales, fragmentos de los mismos, péptidos y otras entidades quimicas.
Los anticuerpos monoclonales pueden crearse mediante el método convencional de
inmunizacion de un mamifero, seguido del aislamiento de células B plasmaticas que
producen los anticuerpos monoclonales de interés y fusion con una célula de mieloma.

En diversas realizaciones, en lugar de ser un anticuerpo real, el resto de unién puede
ser una imitacién de anticuerpo (por ejemplo, basado en un armazon gue no es anticuerpo),
un aptamero de ARN, una pequefia molécula o un CovX-body.

Se apreciard que las imitaciones de anticuerpo (por ejemplo, estructuras armazon
que no son anticuerpo que tienen un alto grado de estabilidad que aun permiten introducir
variabilidad en determinadas posiciones) pueden usarse para crear bibliotecas moleculares a
partir de las cuales pueden derivar restos de union. Los expertos habituales en la técnica de
bioquimica conocerdn muchas de dichas moléculas. Dichas moléculas pueden usarse como
un resto de union en el agente de la presente invencion.

Las imitaciones de anticuerpos ejemplares se analizan en Skerra et al. (2007, Curr.
Opin. Biotech., 18: 295-304) e incluyen: aficuerpos (denominados también Trinectinas;
Nygren, 2008, FEBS J, 275, 2668-2676); CTLD (denominados también Tetranectinas;
Innovations Pharmac. Technol. (2006), 27-30; adnectinas (denominadas también
monocuerpos; Meth. Mol. Biol., 352 (2007), 95-109); anticalinas (Drug Discovery Today
(2005), 10, 23-33); DARPIns (anquirinas; Nat. Biotechnol. (2004), 22, 575-582); avimeros
(Nat. Biotechnol. (2005), 23, 1556-1561); microcuerpos (FEBS J, (2007), 274, 86-95);
aptameros peptidicos (Expert. Opin. Biol. Ther. (2005), 5, 783-797); dominios Kunitz (J.
Pharmacol. Exp. Ther. (2006) 318, 803-809); afilinas (Trends. Biotechnol. (2005), 23, 514-
522).

Por consiguiente, se prefiere que la imitacion de anticuerpo se seleccione del grupo
que comprenda o0 que consista en aficuerpos, tetranectinas (CTLD), adnectinas
(monocuerpos), anticalinas, DARPins (anquirinas), avimeros, iMabs, microcuerpos,
aptameros peptidicos, dominios Kunitz, aptameros y afilinas.

Por “molécula pequeiia” se entiende un compuesto organico de bajo peso molecular
de 900 Dalton o menor. Aunque como “moléculas pequefias” no se incluyen biopolimeros
grandes, tales como, acidos nucleicos, proteinas y polisacaridos (tales como almidén o
celulosa), sus constituyentes monoméricos (ribo- o desoxirribonucleétidos, aminoacidos y
monosacaridos, respectivamente) y oligomericos (es decir polimeros cortos, tales como,
dinucledtidos, peéptidos, tales como, glutation antioxidante y disacéridos tales como
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sacarosa) si estan incluidos. La produccion de moléculas pequefias se describe en Mayes y
Whitcombe, 2005, Adv. Drug Deliv. Rev. 57: 1742-78 y en Root-Bernstein & Dillon, 2008,
Curr. Pharm. Des. 14: 55-62.

Los CovX-Bodies se crean mediante union covalente de un farmacoforo a través de
un engarce al sitio de unidén de un anticuerpo especialmente disefiado, reprogramando
eficazmente el anticuerpo (Tryder et al., 2007, Bioorg. Med. Chem. Lett., 17:501-6). El
resultado es que se forma una nueva clase de entidades quimicas en donde cada
componente contribuye a rasgos deseables en el CovX-Boby- intacto, en particular, la
entidad tiene las acciones biologicas del péptido y la semivida prolongada del anticuerpo.

Pueden prepararse anticuerpos humanos mediante diversos métodos diferentes,
incluyendo el uso de bibliotecas de expresién de inmunoglobulina humana (Stratagene
Corp., La Jolla, California; Cambridge Antibody Technology Ltd., Londres, Inglaterra)
para producir fragmentos de anticuerpos humanos (VH, VL, Fv, Fd, Fab o (Fab'),), y el uso
de estos fragmentos para construir anticuerpos humanos completos por fusion al mismo de
la parte apropiada, usando técnicas similares a las de la produccion de anticuerpos
quimericos. También pueden producirse anticuerpos humanos en ratones transgénicos con
un genoma de inmunoglobulina humano. Dichos ratones se encuentran disponibles, por
ejemplo, en Abgenix, Inc., Fremont, California, y Medarex, Inc., Annandale, Nueva Jersey.
Ademas de conectar las regiones Fv de cadena pesada y ligera para formar un péptido
monocatenario, el Fab puede construirse y expresarse por medios similares (M. J. Evans et
al. J Immunol Meth 1995; 184: 123-138).

Los anticuerpos Delmmunized™ son anticuerpos en los que posiblemente se han
eliminado epitopos de células T inmunogénicas, como se describe en la Solicitud de Patente
Internacional PCT/GB98/01473. Por lo tanto, se espera que la inmunogenicidad en seres
humanos se elimine o se reduzca sustancialmente cuando se apliquen in vivo. Las
moléculas de unidon de la invencion, basadas en inmunoglobulina, pueden tener eliminados
sus epitopos de células T inmunogénicas (si presentes) mediante dichos métodos.

Todos los anticuerpos completa y parcialmente humanos descritos anteriormente
son menos inmunogénicos que los anticuerpos derivados no humanos o completamente
murinos, al igual que los fragmentos y anticuerpos monocatenarios. Por lo tanto, es menos
probable que todas estas moléculas (o sus derivados) susciten una respuesta inmunitaria o
alérgica. Por consiguiente, se ajustan mejor a la administracion in vivo en seres humanos
que los anticuerpos completamente no humanos, especialmente cuando la administracién se
repite o es necesaria una administracion prolongada.

Los anticuerpos biespecificos pueden usarse como agentes de entrecruzamiento
entre el CD134 humano de la misma célula diana humana, o el CD134 humano de dos
células diana humanas diferentes. Dichos anticuerpos biespecificos tienen una especificidad
para cada uno de los dos epitopos diferentes del CD134 humano. Estos anticuerpos y el
método para crearlos se describe en la Patente de Estados Unidos N° 5.534.254 (Creative
Biomolecules, Inc.). Diferentes realizaciones de anticuerpos biespecificos descritos en la
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patente incluyen el ligamiento del Fv monocatenario con acopladores peptidicos,
incluyendo Ser-Cys, (Gly)4-Cys, (His)e-(Gly)s-Cys, agentes quelantes y acoplamientos
quimicos o disulfuro incluyendo bismaleimidohexano y bismaleimidocaproilo.

Las moléculas que no son anticuerpos pueden aislarse o explorarse de bibliotecas de
compuestos por medios convencionales. Un sistema automatizado para generar y explorar
una biblioteca de compuestos se describe en las Patentes de Estados Unidos Nos 5.901.069
y 5.463.564. Una estrategia mas centrada implica el modelado tridimensional del sitio de
unioén y después la creacion de una familia de moléculas que se ajuste al modelo. Estas se
exploran después para aquellas con caracteristicas de union éptimas.

Otra estrategia es generar bibliotecas de péptidos recombinantes y después explorar
las que se unen al epitopo del CD134 humano de interés. Véase, por ejemplo, la Patente de
Estados Unidos N° 5.723.322. Este epitopo es el mismo al que se unen los anticuerpos
monoclonales descritos méas adelante en los ejemplos. De hecho, una vez que se conoce el
epitopo, las moléculas pueden generarse o aislarse con relativa facilidad de acuerdo con
técnicas bien conocidas en la materia.

Una realizacién adicional proporciona derivados de cualquiera de los anticuerpos
anti-CD134 como se ha descrito anteriormente. En un aspecto particular, el derivado de
anticuerpo se deriva de modificaciones de las secuencias de aminoacidos del clon 12H3 y/o
el clon 20E5. Las secuencias de aminoacidos de cualquier regién de las cadenas de
anticuerpo pueden estar modificadas, tales como regiones marco conservadas, regiones
CDR o regiones constantes. Las modificaciones se pueden introducir mediante técnicas
convencionales conocidas en la materia, tales como mutagénesis dirigida y mutagénesis
mediada por PCR aleatoria y pueden comprender aminoacidos naturales asi como no
naturales. Los tipos de modificaciones incluyen inserciones, deleciones, sustituciones o
combinaciones de las mismas de uno o mas aminoacidos de un anticuerpo anti-CD134. En
algunas realizaciones, el derivado de anticuerpo comprende 1, 2, 3 0 4 sustituciones de
aminoacidos en las CDR de cadena pesada y/o una sustitucién de aminoéacido en las CDR
de cadena ligera. En algunas realizaciones, un derivado de un anticuerpo anti-CD134
comprende una o mas sustituciones de aminoacidos con respecto a la secuencia de
amino&cidos de linea germinal del gen humano. En una realizacion particular, una o mas de
estas sustituciones de linea germinal esta en la region CDR2 de la cadena pesada. En otra
realizacion particular, las sustituciones de aminoacidos con respecto a la linea germinal
estan en una 0 mas de las mismas posiciones que las sustituciones en relacion con la linea
germinal en el clon 12H3 y el clon 20E5 de los anticuerpos. En otra realizacion, la
sustitucion de aminoacido es para cambiar una 0 mas cisteinas en un anticuerpo a otro
resto, tal como, sin limitacién, alanina o serina. La cisteina puede ser una cisteina candnica
0 no canodnica. La sustitucion se puede realizar en una CDR o region marco conservada de
un dominio variable o en el dominio constante de un anticuerpo. Otro tipo de sustitucion de
aminoacidos es para eliminar pares de asparagina-glicina que forman potenciales sitios de
desamidacion alterando uno o ambos restos. En otras realizaciones més, la sustitucion de
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aminoacido es una sustitucion de aminoacido conservativa. En una realizacion, el derivado
de anticuerpo tiene 1, 2, 3 0 4 sustituciones de aminoacidos conservativas en las regiones
CDR de cadena pesada en relacion con las secuencias de aminoécidos del clon 12H3 y/o el
clon 20E5. Otro tipo de modificacion de un anticuerpo anti-CD134 es la alteracion del
patron de glucosilacion original del anticuerpo. El término “alteracion” se refiere a la
delecion de uno o maés restos de hidratos de carbono encontrados en el anticuerpo y/o
adicion de uno o més sitios de glucosilacion que no estan presentes en el anticuerpo.

La glucosilacién de los anticuerpos tipicamente estd ligada a N. Ligada a N se
refiere a la union del resto de hidrato de carbono a la cadena lateral de un resto asparagina.
Los ejemplos de otras modificaciones incluyen acilacion, amidacién, acetilacion,
entrecruzamiento, ciclacion, formilacion, hidroxilacién, yodinacion, metilacion,
miristoilacion, formacion de enlaces disulfuro, desmetilacion, formacion de
entrecruzamientos covalentes, formacion de cisteina, oxidacion, fosforilacién, prenilacion,
pegilacion, procesamiento proteolitico y sulfacion.

Otra realizacion proporciona un derivado de anticuerpo que comprende un
anticuerpo anti-CD134 o un fragmento de union a antigeno del mismo, como se describe en
el presente documento, unido a una entidad molecular adicional. Los ejemplos de entidades
moleculares adicionales incluyen agentes farmacéuticos, péptidos o proteinas y agentes de
deteccion o marcadores. Los ejemplos especificos de agentes farmacéuticos que pueden
estar unidos a un anticuerpo anti-CD134 incluyen agentes citotoxicos u otros agentes
terapéuticos contra el cancer e isétopos radiactivos. Los ejemplos especificos de péptidos o
proteinas que pueden estar unidos a un anticuerpo anti-CD134 incluyen anticuerpos que
pueden ser el mismo anticuerpo anti-CD134 o un anticuerpo diferente. Los ejemplos
especificos de agentes de deteccion o marcadores que pueden estar unidos a un anticuerpo
anti-CD134 incluyen (1) compuestos fluorescentes, tales como fluoresceina, isotiocianato
de fluoresceina, ficoeritrina, rodamina, cloruro de 5-dimetilamina-1-naftalenosulfonilo y
fésforos de lantanido; (2) enzimas, tales como peroxidasa de rabano picante, fosfatasa
alcalina, luciferasa y glucosa oxidasa; (3) biotina; (4) un epitopo de polipéptido
predeterminado reconocido por un indicador secundario, tal como secuencias de pares de
cremallera de leucina, dominios de unién a metal, marcadores epitopicos y sitios de union
para anticuerpos secundarios. Una realizacion adicional proporciona un derivado de
anticuerpo que es una forma multimérica de un anticuerpo anti-CD134, tal como dimeros,
trimeros o multimeros de orden superior de anticuerpo de anticuerpos monomeéricos. Los
monomeros individuales en un multimero de anticuerpo pueden ser idénticos o diferentes,
es decir, pueden ser multimeros de anticuerpo heteroméricos u homoméricos. La
multimerizacion de anticuerpos se puede conseguir a través de agregacion natural. Por
ejemplo, algun porcentaje de preparaciones de anticuerpo purificado (por ejemplo,
moléculas de 1gG1 purificadas) forman espontdneamente agregados de proteina que
contienen homodimeros de anticuerpo y otros multimeros de anticuerpo de orden superior.
Como alternativa se pueden forman los homodimeros de anticuerpo a través de técnica de
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ligamiento quimico conocidas en la materia. Los agentes de entrecruzamiento adecuados
incluyen aquellos que son heterobifuncionales, tales como éster de m-maleimidobenzoil-N-
hidroxisuccinimida, tioacetato de N-succinimidil S-acetilo y succinimidil 4-
(maleimidometil)ciclohexano-1-carboxilato) u homobifuncionales (tales como suberato de
disuccinimidilo). Tales enlazadores estan disponibles en el mercado. Los anticuerpos
también se pueden preparar para multimerizarse a través de técnicas de ADN recombinante
conocidas en la materia.

Otra realizacion mas proporciona un derivado de anticuerpo que es un anticuerpo
quimérico, que comprende una secuencia de aminoacidos de un anticuerpo anti-CD134
humano que se ha descrito anteriormente en este documento. En otro ejemplo, todas las
CDR del anticuerpo quimérico se derivan de anticuerpos anti-CD134 humano. En otro
ejemplo, las CDR de més de un anticuerpo anti-CD134 humano se combinan en un
anticuerpo quimérico. Ademas, un anticuerpo quimérico puede comprender las regiones
marco conservadas derivadas de un anticuerpo anti-CD134 humano y una 0 mas CDR de
uno o mas anticuerpos humanos diferentes. Se pueden generar anticuerpos quimeéricos
usando métodos convencionales conocidos en la técnica. En algunas realizaciones
particulares, el anticuerpo quimérico comprende una, dos o tres CDR de la regién variable
de cadena pesada o de la region variable de cadena ligera de un anticuerpo seleccionado del
clon 12H3 y/o clon 20E5 del anticuerpo.

Los ejemplos de otros derivados de anticuerpo provistos por la presente invencion
incluyen anticuerpos de cadena sencilla, diacuerpos, anticuerpos de dominio, nanocuerpos
y unicuerpos (unibody). En realizaciones preferidas, los anticuerpos monoclonales pueden
ser anticuerpos quiméricos, anticuerpos humanizados, anticuerpos humanos, anticuerpos
Delmmunized™, anticuerpos de cadena sencilla, fragmentos, incluyendo Fab, F(ab’),, Fv u
otros fragmentos que conservan la funcion de unién a antigeno del anticuerpo precursor.
Los anticuerpos de cadena sencilla (“ScFv”) y el método de su construccion estan descritos
en la Patente de Estados Unidos N° 4.946.778.

Un “anticuerpo de cadena sencilla” (scFv) consiste en una Unica cadena
polipeptidica que comprende un dominio VL unido a un dominio VH donde el dominio VL
y el dominio VH estan emparejados para formar una molécula monovalente. Se puede
preparar un anticuerpo de cadena sencilla segin el método conocido en la técnica (véase,
por ejemplo, Bird et al., (1988) Science 242: 423-426 y Huston et al., (1988) Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 85: 5879-5883). Un “diacuerpo” consiste en dos cadenas, comprendiendo
cada cadena una region variable de cadena pesada conectada a una region variable de
cadena ligera en la misma cadena polipeptidica conectadas mediante un enlazador peptidico
corto, donde las dos regiones en la misma cadena no se emparejan entre si pero con
dominios complementarios de la otra cadena para formar una molécula biespecifica. En la
técnica son conocidos métodos de preparacién de diacuerpos (véase, por ejemplo, Holliger
P. et al., (1993) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90: 6444-6448, y Poljak R. J. et al., (1994)
Structure 2: 1121-1123). Los anticuerpos de dominio (dAb) son pequefias unidades de
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unién funcionales de anticuerpos correspondientes a regiones variables de las cadenas
pesada o ligera de anticuerpos. Los anticuerpos de dominio se expresan bien en sistemas de
células bacterianas, de levadura y de mamifero. Son conocidos detalles adicionales de los
anticuerpos de dominio y los métodos de produccion de los mismos en la técnica (véase,
por ejemplo, las Patentes de Estados Unidos N° 6.291.158; 6.582.915; 6.593.081;
documentos WO04/003019 y WO03/002609). Los nanocuerpos se derivan de las cadenas
pesadas de un anticuerpo. Un nanocuerpo comprende tipicamente un dominio variable
sencillo y dos dominios constantes (CH2 y CH3) y conservan la capacidad de union a
antigeno del anticuerpo original. Se pueden preparar nanocuerpos mediante métodos
conocidos en la técnica (véase, por ejemplo, la Patente de Estados Unidos N° 6.765.087, la
Patente de Estados Unidos N° 6.838.259, documento WO 06/079372). Los unicuerpos
consisten en una cadena ligera y una cadena pesada de un anticuerpo 1gG4. Los unicuerpos
se pueden preparar mediante la eliminacion de la region bisagra de anticuerpos 1gG4. Se
pueden encontrar detalles adicionales de unicuerpos y de métodos de preparacion de los
mismos en el documento W02007/059782.

Ademas del resto de unidén, las moléculas de la invencion pueden comprender
ademas un resto para aumentar la semivida in vivo de la molécula, tal como, pero sin
limitacion, polietilenglicol (PEG), albimina sérica humana, grupos de glucosilacion, acidos
grasos y dextrano. Tales restos adicionales pueden conjugarse o combinarse de otro modo
con el resto de union usando métodos bien conocidos en la técnica.

Otro aspecto de la invencion proporciona una molécula de &cido nucleico que
codifica una secuencia de aminoacidos de una molécula de unién a CD134 segun el primer
aspecto de la invencion. La secuencia de aminoacidos codificada por la molécula de &cido
nucleico puede ser cualquier parte de un anticuerpo intacto, tal como una CDR, una
secuencia que comprende una, dos o tres CDR o una regién variable de una cadena pesada
0 una cadena ligera o puede ser una cadena pesada o una cadena ligera completa. En unas
realizaciones, la molécula de acido nucleico codifica una secuencia de aminoacidos que
comprende (1) una region CDR3, en particular una regién CDR3 de cadena pesada del clon
12H3 y/o clon 20E5 de anticuerpos; (2) una region variable de una cadena pesada o0 una
region variable de una cadena ligera del clon 12H3 y/o clon 20E5 de los anticuerpos; o (3)
una cadena pesada o una cadena ligera del clon 12H3 y/o clon 20E5 de los anticuerpos. En
otras realizaciones, la molécula de &cido nucleico codifica un polipéptido que comprende
una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en la SEC ID N°: 12, 13,
14,15, 16, 17, 18 0 19 o del grupo que consiste en la SEC ID N°: 4,5, 6, 7, 8,9, 10 u 11.

Las moléculas de acido nucleico provistas por la divulgacion se pueden obtener de
cualquier fuente que produzca un anticuerpo CD134 segln la invencion. Se puede aislar el
ARNM de células productoras de anticuerpo anti-CD134 mediante técnicas convencionales,
clonarse y/o amplificarse usando PCR y técnicas de construccion de genotecas y explorarse
usando protocolos convencionales para obtener moléculas de &cido nucleico que codifican
una secuencia de aminoacidos de un anticuerpo anti-CD134. Se puede usar el ARNm para
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producir ADNc para su uso en la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) o clonacion de
ADNCc de genes de anticuerpos. En una realizacién, la molécula de acido nucleico se
obtiene de un hibridoma que expresa un anticuerpo anti-CD134, tal como se ha descrito
anteriormente, con preferencia un hibridoma que tiene como uno de sus comparfieros de
fusion una célula de animal transgénico no humano que expresa genes de inmunoglobulina
humana. En otra realizacion, el hibridoma se obtiene de un animal no transgénico no
humano.

Una molécula de &cido nucleico que codifica la cadena pesada de un anticuerpo
anti-CD134 se puede construir fusionando una molécula de &cido nucleico que codifica la
region variable pesada con una molécula de &cido nucleico que codifica una region
constante de una cadena pesada. De manera similar, una molécula de acido nucleico que
codifica la cadena ligera de un anticuerpo anti-CD134 se puede construir fusionando una
molécula de acido nucleico que codifica la region variable de cadena ligera con una
molécula de acido nucleico que codifica una region constante de una cadena ligera. Las
moléculas de &cido nucleico que codifican la cadena VH y VL se pueden convertir en genes
de anticuerpo de longitud completa insertando las mismas en vectores de expresion que ya
codifican regiones constantes de cadena pesada y regiones constantes de cadena ligera,
respectivamente, de tal manera que el segmento VH esta unido operativamente al segmento
o los segmentos de region constante de cadena pesada (CH) en el vector y el segmento VL
esta unido operativamente al segmento de region constante de cadena ligera (CL) en el
vector. Como alternativa, las moléculas de acido nucleico que codifican las cadenas VH o
VL se convierten en genes de anticuerpo de longitud completa mediante unién, por
ejemplo, ligamiento de la molécula de acido nucleico que codifica una cadena VH con una
molécula de acido nucleico que codifica una cadena CH usando técnicas de biologia
molecular convencionales. Lo mismo se puede conseguir usando moléculas de acido
nucleico que codifiquen cadenas VL y CL. Entonces se pueden expresar moléculas de acido
nucleico que codifiquen las cadenas pesada y/o ligera completas de una célula en la que se
han introducido y se puede aislar el anticuerpo anti-CD134.

Las moléculas de é&cido nucleico se pueden usar para expresar de manera
recombinante grandes cantidades de anticuerpos anti-CD134, como se describe a
continuacion. Las moléculas de &cido nucleico se pueden usar también para producir otras
moléculas de union provistas por la divulgacion, tales como anticuerpos quiméricos,
anticuerpos de cadena sencilla, inmunoadhesinas, diacuerpos, anticuerpos mutados Yy
derivados de anticuerpos, como se describe a lo largo del presente documento. En una
realizacion se usa una molécula de &cido nucleico como sonda o como cebador de PCR
para secuencias especificas de anticuerpo. Por ejemplo, se puede usar una sonda de
molécula de acido nucleico en métodos de diagndstico o un cebador de PCR de molécula
de acido nucleico se puede usar para amplificar regiones de ADN que se podrian usar, entre
otras cosas, para aislar secuencias de &cido nucleico para su uso en la produccion de
regiones variables de los anticuerpos anti-CD134.
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Una vez que se obtienen las moléculas de ADN que codifican los segmentos VH y
VL de un anticuerpo anti-CD134, estas moléculas de ADN se pueden manipular
adicionalmente mediante técnicas de ADN recombinante, por ejemplo, para convertir los
genes de region variable en genes de cadena de anticuerpo completa, en genes de fragmento
Fab o en un gen de scFv.

Otro aspecto de la invencion proporciona un vector que comprende una molécula de
acido nucleico descrita anteriormente en el presente documento. La molécula de &cido
nucleico puede codificar una parte de una cadena ligera o cadena pesada (tal como una
CDR o0 region variable), una cadena ligera o pesada completa, un polipéptido que
comprende una parte 0 una totalidad de una cadena pesada o ligera o una secuencia de
aminoéacidos de un derivado de anticuerpo o fragmento de union a antigeno.

Un ejemplo de un vector de expresion adecuado es uno que codifica una secuencia
de inmunoglobulina CH o CL humana funcionalmente completa con sitios de restriccion
apropiados modificados mediante ingenieria genética de tal manera que se puede insertar y
expresar cualquier secuencia de VH o VL. El vector de expresion también puede codificar
un péptido sefial que facilite la secrecion de la secuencia de aminoécidos de la cadena de
anticuerpo de una célula hospedadora. EI ADN que codifica la secuencia de aminoécidos de
una cadena de anticuerpo se puede clonar en el vector de tal manera que el péptido sefal
esté ligado en fase con el extremo amino de la secuencia de aminoacidos de la cadena de
anticuerpo. El péptido sefial puede ser un péptido sefial de inmunoglobulina o un péptido
sefial heterdlogo (es decir, un péptido sefial de una proteina que no es inmunoglobulina).
Ademas de la secuencia de acido nucleico que codifica una secuencia de aminoacidos de un
anticuerpo anti-CD134 (genes de cadena de anticuerpo), los vectores de expresion llevan
secuencias reguladoras que controlan la expresion de los genes de cadena de anticuerpo en
una célula hospedadora. El disefio del vector de expresion, incluyendo la seleccion de
secuencias reguladoras, puede depender de factores tales como la eleccion de la célula
hospedadora a transformar, el nivel de expresién de la proteina deseado, etc. Las secuencias
reguladoras para la expresion de células hospedadoras de mamifero incluyen elementos
virales que dirigen altos niveles de expresion de proteina en células de mamifero, tales
como promotores y/o potenciadores derivados de LTR retrovirales, citomegalovirus (CMV)
(tales como el promotor/potenciador de CMV), Virus de Simio 40 (SV40) (tales como el
promotor/potenciador de SV40), adenovirus (por ejemplo, el promotor tardio principal de
adenovirus (AdMLP)), promotores de polioma y de mamifero fuertes tales como
promotores de inmunoglobulina nativa y de actina.

La célula hospedadora puede ser una célula de mamifero, de insecto, vegetal,
bacteriana o de levadura. Los ejemplos de lineas celulares de mamifero adecuadas como
células hospedadores incluyen células de ovario de hamster chino (CHO), células NSO,
células PER-C6, células SP2, células HEK-293T, células NIH-3T3, células HelLa, células
de rifion de cria de hamster (BHK), células de rifidn de mono verde africano (COS), células
de carcinoma hepatocelular humano (por ejemplo, Hep G2), células de pulmdn humanas,
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células A549 y varias lineas celulares diferentes. Los ejemplos de lineas celulares de
insecto incluyen Sf9 o Sf21. Los ejemplos de células hospedadoras vegetales incluyen
Nicotiana, Arabidopsis, lenteja de agua, cereales, trigo, patata, etc. Las células
hospedadoras bacterianas incluyen las especies E. coli y Streptomyces. Los ejemplos de
células hospedadoras de levadura incluyen Saccharomyces cerevisiae y Pichia pastoris.

Las secuencias de aminoacidos de una molécula de union expresadas por diferentes
lineas celulares o en animales transgénicos pueden tener una glucosilacion diferente. Sin
embargo, todas las moléculas de union codificadas por las moléculas de &cido nucleico
provistas en el presente documento o que comprenden las secuencias de aminoacidos
provistas en el presente documento son parte de la presente invencién, sin tener en cuenta la
glucosilacion de las moléculas de unién.

Otro aspecto de la invencion proporciona un método para la producciéon de una
molécula de unién a CD134 como se ha definido anteriormente usando presentacion en
fagos. EI método comprende (a) sintetizar una genoteca de anticuerpos humanos en un
fago, (b) explorar la genoteca con el CD134 o una parte del mismo, (c) aislar el fago que se
une al CD134 o una parte del mismo y (d) obtener el anticuerpo del fago. Un método
ilustrativo para preparar la genoteca de anticuerpos comprende la etapa de: (a) inmunizar
un animal no humano que comprende loci de inmunoglobulina humana con CD134 o una
parte antigénica del mismo para crear una respuesta inmunitaria; (b) extraer células
productoras de anticuerpo del animal inmunizado; (c) aislar el ARN que codifica las
cadenas pesada y ligera de los anticuerpos anti-CD134 de las células extraidas; (d) realizar
la transcripcion inversa del ARN para producir ADNc; (e¢) amplificar el ADNc; y (f)
insertar el ADNCc en un vector de presentacion en fagos, de tal manera que se expresen los
anticuerpos en el fago. Se pueden aislar anticuerpos anti-CD134 humano recombinantes o
fragmentos de unién a antigeno de los mismos explorando una genoteca de anticuerpos
combinatoria recombinante. La genoteca puede ser una genoteca de presentacion en fagos
de scFv generado usando ADNc de VL y VH humano preparados a partir de ARNm
aislados de células B. En la técnica son conocidos métodos para preparar y explorar tales
genotecas. Estan disponibles en el mercado los kits para generar genotecas de presentacion
en fagos.

En una realizacion preferida segun la invencion se proporciona una composicion,
por ejemplo, una composicion farmaceutica, que contiene una o una combinacion de
moléculas de unién como se describe en el presente documento y, opcionalmente, un
transportador farmacéuticamente aceptable. Las composiciones se pueden preparar
mediante métodos convencionales conocidos en la técnica. En algunas realizaciones, la
composicién comprende un anticuerpo anti-CD134 o un fragmento de unién a antigeno del
mismo. En una realizacion particular, la composicion comprende un clon 12H3 y/o clon
20E5 de anticuerpo o un fragmento de unién a antigeno de cualquier anticuerpo. En otras
realizaciones mas, la composicion comprende un derivado del clon 12H3 y/o clon 20E5 de

anticuerpo. La expresion “transportador farmacéuticamente aceptable” se refiere a
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cualquier sustancia inactiva que sea adecuada para su uso en una formulacién para el
suministro de una molécula de unién. Un transportador puede ser un antiadherente,
aglutinante, agente de recubrimiento, disgregante, carga o diluyente, conservante (tal como
un antioxidante, agente antibacteriano o antifingico), edulcorante, agente de retardo de la
absorcion, agente humectante, agente emulsionante, tampén y similares.

Las moléculas no peptidicas de la invencion se pueden administrar por via oral,
incluyendo por suspension, comprimidos y similares. Las formulaciones liquidas se pueden
administrar mediante inhalacién de microcépsulas liofilizadas o aerosolizadas. Se pueden
usar también supositorios. Se pueden usar vehiculos farmacéuticos adicionales para
controlar la duracion de accion de las moléculas de la invencion. La dosificacion y la
programacion para la formulacion que se seleccione se pueden determinar mediante
procedimientos convencionales bien conocidos en la técnica. Tales procedimientos
implican extrapolar un programa de dosificacion estimado de modelos animales y
determinar después la dosificacion 6ptima en un estudio de busqueda de dosis clinico
humano.

Las composiciones pueden estar en cualquier forma adecuada, tal como formas de
dosificacion liquidas, semisolidas y sélidas. Las diversas formas de dosificacion de las
composiciones se pueden preparar mediante técnicas convencionales conocidas en la
materia.

La cantidad relativa de una molécula de union incluida en la composicion variara
dependiendo de varios factores, tales como las caracteristicas deseadas de liberacion y
farmacodinamicas, la molécula de unién especifica y los transportadores usados y la forma
de dosificacion. La cantidad de una molécula de union en una Unica forma de dosificacion
generalmente serd la cantidad que produzca un efecto terapéutico, pero también puede ser
una cantidad menor. Generalmente, esta cantidad variara de aproximadamente el 0,001 por
ciento a aproximadamente el 99 por ciento, de aproximadamente el 0,1 por ciento a
aproximadamente el 70 por ciento, o de aproximadamente el 1 por ciento a
aproximadamente el 30 por ciento con respecto al peso total de la forma de dosificacion.

Ademas de la molécula de unién se pueden incluir uno o méas agentes terapeuticos
adicionales en la composicion o por separado como parte del mismo régimen de
tratamiento. Los ejemplos de agentes terapéuticos adicionales se describen méas adelante en
el presente documento. La cantidad adecuada del agente terapéutico adicional a incluir en la
composicion se puede seleccionar con facilidad por un experto en la materia y variara
dependiendo de varios factores, tales como el agente particular y los transportadores
usados, la forma de dosificacion y las propiedades de liberacién y farmacodinamicas
deseadas. La cantidad del agente terapéutico adicional incluido en una forma de
dosificacion unica generalmente sera aquella cantidad del agente que produzca un efecto
terapéutico, pero puede ser también una cantidad menor.

Las moléculas de union y las composiciones farmacéuticas que comprenden una
molécula de union proporcionada por la presente divulgacion son utiles con fines
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terapéuticos, de diagnostico u otros, tales como aumentar una respuesta inmunitaria, tratar
cancer, potenciar la eficacia de otra terapia contra el cancer o aumentar la eficacia de
vacunas Y tienen varias utilidades, tales como para su uso como medicamentos o0 agentes de
diagndstico. Por tanto, en un aspecto preferido de la invencion se proporcionan métodos de
uso de las moléculas de union o de composiciones farmacéuticas.

Un aspecto adicional de la invencién proporciona un método para la modulacion de
respuestas inmunitarias anti-tumorales mediadas por CD134 humano, incluyendo el
aumento de la funcion efectora de Tefs humanos que expresan CD134 humano y/o la
atenuacion de la funcion supresora de Tregs humanos que expresan CD134 humano usando
moléculas de union que se unen a CD134 humano, incluyendo anticuerpos anti-CD134
humano, que (1) evitan la interaccion de OX40L humano de origen natural con el receptor
CD134 humano y/o (2) no bloquean la sefializacion celular mediada por CD134 humano
después de la ocupacién con su OX40L humano de origen natural.

Otro aspecto de la invencion proporciona un metodo de modulacion de las
respuestas inmunitarias anti-tumorales mediadas por CD134 humano, por lo que dicho
método no incluye moléculas de union que se unen a CD134 humano, incluyendo
anticuerpos anti-CD134 humano, tales como miméticos de OX40L humano que
interaccionan con el dominio de unién a OX40L humano en el receptor CD134 humano y/o
bloguean la sefializacion celular de OX40L humano-CD134 humano.

La presente invencion desvela moléculas de unién que se unen a CD134 humano,
incluyendo anticuerpos anti-CD134 humano, para fines terapéuticos anti-tumorales. Los
anticuerpos anti-CD134 humano se unen al dominio extracelular de CD134 humano. Mas
especificamente, los anticuerpos anti-CD134 humano se unen a regiones que no se unen a
OX40L (es decir, los anticuerpos anti-CD134 humano no bloquean por completo la unién
de OX40L humano a CD134 humano) en el dominio extracelular de CD134 humano en
Tefs humanos y Tregs humanos activados.

En un aspecto particular se proporcionan métodos para aumentar la respuesta
inmunitaria en un mamifero que comprenden administrar al mamifero una cantidad
terapéuticamente eficaz de una molécula de unién como se describe en el presente
documento. En algunas realizaciones, la molécula de unién es un anticuerpo anti-CD134 o
un fragmento de union a antigeno del mismo y el mamifero es un ser humano. En otra
realizacion, la molécula de union es un clon 12H3 y/o clon 20E5 de anticuerpo 0 un
fragmento de union a antigeno de cualquier anticuerpo. La expresion “aumentar la
respuesta inmunitaria” se refiere a estimular, provocar, aumentar, mejorar o ampliar
cualquier respuesta del sistema inmunitario de un mamifero. La respuesta inmunitaria
puede ser una respuesta celular (es decir, mediada por células, tal como mediada por
linfocitos T citotoxicos) o una respuesta humoral (es decir, respuesta mediada por
anticuerpos) y puede ser una respuesta inmunitaria primaria o secundaria. Los ejemplos del
aumento de la respuesta inmunitaria incluyen actividad de células T auxiliares CD4+
aumentada y generacion de células T citoliticas. Se puede evaluar el aumento de la
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respuesta inmunitaria usando varias mediciones in vitro o in vivo conocidas por los
expertos en la materia incluyendo, pero sin limitacion, ensayos de linfocitos T citotdxicos,
liberacion de citocinas (por ejemplo, produccién de IL-2), regresion de tumores,
supervivencia de animales portadores de tumores, produccion de anticuerpos, proliferacion
de células inmunitarias, expresion de marcadores de superficie celular y citotoxicidad. En
una realizacion, el método aumenta una respuesta inmunitaria celular, en particular una
respuesta de células T citotoxicas.

Un aspecto de la invencidn proporciona una molécula de union que se une a CD134
humano, donde a o por encima de la concentracion de saturacion de dicha molécula de
union, el efecto en la union de OX40L a CD134 esta reducido no mas del 70 %, en células
T que expresan CD134 humano, como se mide mediante un ensayo de citometria de flujo
basado en fluorescencia, como se describe en el Ejemplo 2(f). Méas preferentemente, el
efecto en la union de OX40L a CD134 esta reducido no méas de aproximadamente el 60 %,
o0 aproximadamente el 50 %, o aproximadamente el 40 %, o aproximadamente el 30 %, o
aproximadamente el 20 %, o aproximadamente el 10 % o menos, o preferentemente no hay
reduccion en absoluto en la unién.

Otro aspecto de la invencion proporciona una molécula de unioén en la que a una
concentracion de 70 nM de la molécula de unidn, el efecto en la union de OX40L a CD134
esta reducido no més del 70 % en células T que expresan CD134 humano, como se mide
mediante un ensayo de citometria de flujo basado en fluorescencia, como se describe en
Ejemplo 2(f). Més preferentemente, el efecto en la union de OX40L a CD134 esta reducido
no mas de aproximadamente el 60 %, o aproximadamente el 50 %, o aproximadamente el
40 %, o aproximadamente el 30 %, o aproximadamente el 20 %, o aproximadamente el 10
% o0 menos, o preferentemente no hay reduccion en absoluto de la union.

Otro aspecto de la invencién proporciona una molécula de union que compite por la
unién a CD134 humano con un anticuerpo que comprende (1) una region variable de
cadena pesada que comprende la secuencia de aminoécidos de la SEC ID N°: 12 y (2) una
region variable de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoécidos de la SEC ID
N°: 13, como se muestra mediante competicion cruzada entre una de dichas moléculas de
union no marcadas y uno de dichos anticuerpos marcados con fluorescencia en linfocitos T
que expresan CD134 humano estimulados con PHA, como se mide mediante citometria de
flujo (descrito posteriormente en el Ejemplo 2(e)). Preferentemente, la union del dicho
anticuerpo, a o por encima de su concentracién de saturacién estd reducida al menos
aproximadamente el 50 %, o aproximadamente el 60 %, o aproximadamente el 70 %, o
aproximadamente el 80 %, o aproximadamente el 90 % o mas, y preferentemente esta
anulada cuando se ensaya mediante competicién cruzada frente a dicha molécula de unién.

Otro aspecto de la invencién proporciona una molécula de union que compite por la
unién a CD134 humano con un anticuerpo que comprende (1) una regidn variable de
cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEC ID N° 4y (2) una
region variable de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoécidos de la SEC ID
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N°: 5, como se muestra mediante la competicion cruzada entre una de dichas moléculas de
unién no marcadas y uno de dichos anticuerpos marcados con fluorescencia en linfocitos T
que expresan CD134 humano estimulados con PHA como se mide mediante citometria de
flujo (descrito posteriormente en el Ejemplo 2(e)). Preferiblemente, la unién de dicho
anticuerpo, a o por encima de su concentracion de saturacion, esta reducida en al menos
aproximadamente el 50 %, o aproximadamente el 60 %, o aproximadamente el 70 %, o
aproximadamente el 80 %, o aproximadamente el 90 % o maés, y preferentemente esta
anulada cuando se ensaya mediante competicion cruzada frente a dicha molécula de union.

Otro aspecto de la invencion proporciona una molécula de unidon que se une a
CD134 humano, en la que el efecto en la union de OX40L a CD134 en células T que
expresan CD134 humano esta reducido en no mas de aproximadamente el 70 %, o
aproximadamente el 60 %, o aproximadamente el 50 %, o aproximadamente el 40 %, o
aproximadamente el 30 %, o aproximadamente el 20 %, o aproximadamente el 10 % o
menos y donde dicha molécula de union adicionalmente no impide las respuestas
inmunoestimulantes y/o proliferativas de OX40L humano en células efectoras T que
expresan CD134 humano.

Otro aspecto de la invencion proporciona una molécula de unién que se une a
CD134 humano, donde la molécula de unién no evita la union del receptor CD134 humano
(OX40) al ligando de OX40 (OX40L) y donde dicha molécula de union ademéas no impide
las respuestas inmunoestimulantes y/o proliferativas de OX40L humano en las células
efectoras T que expresan CD134 humano.

Otro aspecto de la invencion proporciona una molécula de unién que se une a
CD134 humano, donde el efecto en la unién de OX40L a CD134 en células T que expresan
CD134 humano esta reducido en no mas de aproximadamente el 70 %, o aproximadamente
el 60 %, o aproximadamente el 50 %, o aproximadamente el 40 %, o aproximadamente el
30 %, o aproximadamente el 20 %, o aproximadamente el 10 % o menos, y donde dicha
molécula de unién aumenta las respuestas inmunoestimulantes y/o proliferativas de OX40L
humano sobre células efectoras T que expresan CD134 humano.

Otro aspecto de la invencion proporciona una molécula de unién que se une a
CD134 humano, donde la molécula de unién no evita la union del receptor CD134 humano
(OX40) al ligando de OX40 (OX40L) y donde dicha molécula de union aumenta las
respuestas inmunoestimulantes y/o proliferativas de OX40L humano en células efectoras T
que expresan CD134 humano.

Otro aspecto de la invencion proporciona una molécula de uniéon que se une a
CD134 humano, donde el efecto en la unién de OX40L a CD134 en células T humanas que
expresan CD134 humano esta reducido en no mas de aproximadamente el 70 %, o
aproximadamente el 60 %, o aproximadamente el 50 %, o aproximadamente el 40 %, o
aproximadamente el 30 %, o aproximadamente el 20 %, o aproximadamente el 10 % o
menos y donde dicha molécula de union ademéas no impide las respuestas de funcion
supresora de OX40L humano en células reguladoras T que expresan CD134 humano.
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Otro aspecto de la invencion proporciona una molécula de uniéon que se une a
CD134 humano, donde la molécula de unién no evita la union del receptor CD134 humano
(OX40) al ligando de OX40 (OX40L) y donde dicha molécula de unién ademas no impide
las respuestas de funcion supresora de OX40L humano sobre células reguladoras T que
expresan CD134 humano.

Otro aspecto de la invencion proporciona una molécula de uniéon que se une a
CD134 humano, donde el efecto en la union de OX40L a CD134 en células T humanas que
expresan CD134 humano esta reducido en no méas de aproximadamente el 70 %, o
aproximadamente el 60 %, o aproximadamente el 50 %, o aproximadamente el 40 %, o
aproximadamente el 30 %, o aproximadamente el 20 %, o aproximadamente el 10 % o
menos y donde dicha molécula de union aumenta las respuestas de funcion supresora de
OX40L humano sobre células reguladoras T que expresan CD134 humano.

Otro aspecto de la invencion proporciona una molécula de uniéon que se une a
CD134 humano, donde la molécula de union no evita la union del receptor CD134 humano
(OX40) al ligando de OX40 (OX40L) y donde dicha molécula de unién aumenta las
respuestas de funcion supresora de OX40L humano sobre células reguladoras T que
expresan CD134 humano.

Otro aspecto de la invencion proporciona una molécula de unién que se une a
CD134 humano, donde el efecto en la union de OX40L a CD134 en células T que expresan
CD134 humano esta reducido en no mas de aproximadamente el 70 %, o aproximadamente
el 60 %, o aproximadamente el 50 %, o aproximadamente el 40 %, o aproximadamente el
30 %, o aproximadamente el 20 %, o aproximadamente el 10 % o menos y donde dicha
molécula de unién ademas no impide las respuestas proliferativas de OX40L humano sobre
células reguladoras T que expresan CD134 humano.

Otro aspecto de la invencion proporciona una molécula de uniéon que se une a
CD134 humano, donde la molécula de unién no inhibe o evita la union del receptor CD134
humano (OX40) al ligando de OX40 (OX40L) y donde dicha molécula de unién ademas no
impide las respuestas proliferativas de OX40L humano sobre células reguladoras T que
expresan CD134 humano.

Otro aspecto de la invencion proporciona una molécula de unién que se une a
CD134 humano, donde el efecto en la union de OX40L a CD134 en células T que expresan
CD134 humano esta reducido en no mas de aproximadamente el 70 %, o aproximadamente
el 60 %, o aproximadamente el 50 %, o aproximadamente el 40 %, o aproximadamente el
30 %, o aproximadamente el 20 %, o aproximadamente el 10 % o menos y donde dicha
molécula de union inhibe las respuestas proliferativas de OX40L humano sobre células
reguladoras T que expresan CD134 humano.

Otro aspecto de la invencion proporciona una molécula de uniéon que se une a
CD134 humano, donde la molécula de unién no inhibe o evita la unién del receptor CD134
humano (OX40) al ligando de OX40 (OX40L) y donde dicha molécula de unién inhibe las
respuestas proliferativas de OX40L humano sobre las células reguladoras T que expresan
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CD134 humano.

Se describe del siguiente modo un método adecuado para medir la union simultanea
de OX40L y el anticuerpo anti-CD134. La sefial fluorescente de FITC (intensidad de
fluorescencia geomedia o media (MFI)) de la unién de OX40L humano en PBMC que
expresan CD134 humano estimuladas con PHA en ausencia de anticuerpo anti-CD134
humano se ajusta en el 100 %. La sefial de fluorescencia de PE (MFI) de la unién de
anticuerpo anti-CD134 humano a PBMC que expresan CD134 humano estimuladas con
PHA en ausencia de OX40L humano se ajusta en el 100 %. La reduccion de esta sefial de
fluorescencia de FITC y sefial de fluorescencia de PE cuando se afiaden simultdneamente
tanto OX40L humano como anticuerpo anti-CD134 humano a PBMC que expresan CD134
humano estimuladas con PHA preferentemente no supera aproximadamente el 70 %, o
aproximadamente el 60 %, o aproximadamente el 50 %, o aproximadamente el 40 %, o
aproximadamente el 30 %, o aproximadamente el 20 %, o aproximadamente el 10 % o
menos.

Un método adecuado para medir la ausencia del impedimento sobre las respuestas
proliferativas mediadas por OX40L de Tefs es el siguiente. La incorporacion de timidina
tritiada o BrdU en Tefs que expresan CD134 humano después del tratamiento con OX40L
humano se ajusta en el 100 %. El cambio (es decir, disminucién o aumento) de esta
incorporacion de timidina tritiada o BrdU cuando se afiaden simultaneamente tanto OX40L
humano como anticuerpo anti-CD134 humano a Tefs que expresan CD134 humano
activadas (por ejemplo, estimuladas con PHA o estimuladas con perlas anti-CD3/anti-
CD28) preferentemente no supera aproximadamente el 30 %, o aproximadamente el 20 %,
0 aproximadamente el 10 % 0 menos.

Un método adecuado para medir el aumento de las respuestas proliferativas
mediadas por OX40L de Tefs es el siguiente. La incorporacion de timidina tritiada o BrdU
en Tefs que expresan CD134 humano después del tratamiento con OX40L humano se
ajusta en el 100 %. El aumento de esta incorporacion de timidina tritiada o BrdU cuando se
afiaden simultaneamente tanto OX40L humano como anticuerpo anti-CD134 humano a
Tefs que expresan CD134 humano activadas (por ejemplo, estimuladas con PHA o
estimuladas con perlas anti-CD3/anti-CD28) preferentemente es mayor de
aproximadamente el 30 %, o aproximadamente el 40 %, o aproximadamente el 50 %, o
aproximadamente el 60 %, o aproximadamente el 70 % o mas.

Un método adecuado para medir la ausencia del impedimento de la funcién de
supresion mediada por OX40L de Tregs es el siguiente. La incorporacion de timidina
tritiada o de BrdU en Tefs que expresan CD134 humano que se co-cultivan con Tefs que
expresan CD134 humano (por ejemplo, proporcion Tef/Treg = 1:1), después del
tratamiento con OX40L se ajusta al 100 %. EI cambio (es decir, disminucién o aumento) de
esta incorporacion de timidina tritiada o BrdU cuando se afiaden simultaneamente tanto
OX40L humano como anticuerpo anti-CD134 humano a Tefs que expresan CD134 humano
activadas (por ejemplo, estimuladas con PHA o estimuladas con perlas anti-CD3/anti-
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CD28) que se co-cultivan con Tefs que expresan CD134 humano (por ejemplo, proporcion
Tef/Treg = 1:1) preferentemente no supera aproximadamente el 30 %, o aproximadamente
el 20 %, o aproximadamente el 10 % o menos.

Un método adecuado para medir el aumento de la funcion de supresion mediada por
OX40L de Tregs es el siguiente. La incorporacion de timidina tritiada o BrdU en Tefs que
expresan CD134 humano, que se co-cultivan con Tefs que expresan CD134 humano (por
ejemplo, proporcion Tef/Treg = 1:1) después del tratamiento con OX40L humano se
ajustan al 100 %. El aumento de esta incorporacion de timidina tritiada o BrdU cuando se
afiaden simultdneamente tanto OX40L humano como anticuerpo anti-CD134 humano a
Tefs que expresan CD134 humano activadas (por ejemplo, estimuladas con PHA o
estimuladas con perlas anti-CD3/anti-CD28), que se co-cultivan con Tefs que expresan
CD134 humano (por ejemplo, proporcion Tef/Treg = 1:1) preferentemente es mayor de
aproximadamente el 30 %, o aproximadamente el 40 %, o aproximadamente el 50 %, o
aproximadamente el 60 %, o aproximadamente el 70 % o mas.

Un método adecuado para medir la ausencia de impedimento de las respuestas
proliferativas mediadas por OX40L de Tregs es el siguiente. La incorporacion de timidina
tritiada o BrdU en Tregs que expresan CD134 humano después del tratamiento con OX40L
humano se ajusta al 100 %. ElI cambio (es decir, disminucién o aumento) de esta
incorporacion de timidina tritiada o BrdU cuando se afiaden simultaneamente tanto OX40L
humano como anticuerpo anti-CD134 humano a Tregs que expresan CD134 humano
activadas (por ejemplo, estimuladas con PHA o estimuladas con perlas anti-CD3/anti-
CD28) preferentemente no supera aproximadamente el 30 %, o aproximadamente el 20 %,
0 aproximadamente el 10 % 0 menos.

Un método adecuado para medir la inhibicion de las respuestas proliferativas
mediadas por OX40L de Tregs es el siguiente. La incorporacion de timidina tritiada o BrdU
en Tregs que expresan CD134 humano después del tratamiento con OX40L humano se
ajusta al 100 %. La reduccidn de esta incorporacién de timidina tritiada o BrdU cuando se
afiaden simultaneamente tanto OX40L humano como anticuerpo anti-CD134 humano a
Tregs que expresan CD134 humano activadas (por ejemplo, estimuladas con PHA o
estimuladas con perlas anti-CD3/anti-CD28) preferentemente es mayor de
aproximadamente el 30 %, o aproximadamente el 40 %, o aproximadamente el 50 %, o
aproximadamente el 60 %, o aproximadamente el 70 % o mas.

Otro aspecto de la invencidn proporciona un método de tratamiento de cancer en un
mamifero que comprende administrar al mamifero una cantidad terapéuticamente eficaz de
una molécula de unién como se describe en el presente documento.

En otra realizacion preferida de la invencion, la molécula de unién es un clon 12H3
y/o clon 20E5 de anticuerpo o un fragmento de unién a antigeno de cualquier anticuerpo.
En otra realizacién, el mamifero es un ser humano.

En otra realizacion preferida de la invencion se proporciona un método de
prevencion de cancer en un mamifero que comprende administrar al mamifero una cantidad
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terapéuticamente eficaz de una molécula de union como se describe en el presente
documento.

La expresion “prevenir cancer” o “prevencion de cancer” se refiere a retrasar,
inhibir o evitar la aparicion de un cancer en un mamifero en el que la aparicion de
oncogenesis 0 tumorigenesis no estd demostrada pero se identifica una predisposicion a
cancer como se determina mediante identificacion genética, por ejemplo, o de otro modo.
La expresion incluye también tratar un mamifero que tenga afecciones premalignas para
detener la progresion o causar la regresion de las afecciones premalignas a malignidad. Los
ejemplos de afecciones premalignas incluyen hiperplasia, displasia y metaplasia. En
algunas realizaciones, la molécula de unién es un anticuerpo anti-CD134 o un fragmento
del mismo como se describe en el presente documento. En otra realizacion de la invencion
se proporciona una molécula de unién seleccionada del clon 12H3 y/o clon 20E5 del
anticuerpo o un fragmento de union a antigeno de cualquier anticuerpo. En otra realizacion,
el mamifero es un ser humano.

Una diversidad de céanceres incluyendo malignos o benignos y/o primarios o
secundarios se puede tratar o prevenir con un método segun la invencion. Los ejemplos de
tales canceres son conocidos por los expertos en la materia y estan enumerados en libros de
texto convencionales tales como el Merck Manual of Diagnosis and Therapy (publicado por
Merck).

En otra realizacion de la invencidn, las moléculas de union se pueden administrar en
solitario como monoterapia o se pueden administrar en combinacion con uno o mas agentes
terapéuticos o terapias adicionales. Por tanto, en otra realizacion de la invencion se
proporciona un método de tratamiento o prevencion de cancer mediante una terapia de
combinacion, método que comprende administrar una molécula de unién como se describe
en el presente documento en combinacion con una 0 mas terapias 0 agentes terapéuticos
adicionales. La expresion “terapia adicional” se refiere a una terapia que no emplea una
molécula de unién proporcionada por la divulgacion como un agente terapéutico. La
expresion ‘“agente terapéutico adicional” se refiere a cualquier agente terapéutico distinto
de una molécula de unién proporciona por la divulgacion. En algunas realizaciones, la
molécula de unién es un clon 12H3 y/o clon 20E5 de anticuerpo anti-CD134 humano o un
fragmento de union a antigeno de cualquier anticuerpo. En un aspecto particular, la
presente divulgacion proporciona una terapia de combinacion para tratar cancer en un
mamifero que comprende administrar al mamifero una cantidad terapéuticamente eficaz de
una molécula de unién proporcionada por la divulgacién en combinaciéon con uno 0 mas
agentes terapéuticos adicionales. En una realizacion adicional el mamifero es un ser
humano.

Se puede usar una amplia diversidad de agentes terapéuticos contra el cancer en
combinacion con una molécula de unién. Un experto en la materia reconocera la presencia
y el desarrollo de otras terapias contra el cancer que se pueden usar en combinacion con los
métodos y las moléculas de unién de la presente divulgacion y no se limitara a las formas
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de terapia expuestas en el presente documento. Los ejemplos de categorias de agentes
terapéuticos adicionales que se pueden usar en la terapia de combinacion para tratar el
cancer incluyen (1) agentes quimioterapéuticos, (2) agentes inmunoterapéuticos y (3)
agentes de terapia hormonal.

La expresion “agente quimioterapéutico” se refiere a una sustancia quimica o
biolégica que puede causar la muerte de células cancerosas o interferir con la division,
reparacion, crecimiento y/o funcién de células cancerosas. Los ejemplos de agentes
quimioterapéuticos incluyen todos los desvelados en los documentos WO 2006/088639,
WO 2006/129163 y US 20060153808, cuyas divulgaciones se incorporan por referencia en
el presente documento.

La expresion “agente inmunoterapéuticos” se refiere a una sustancia quimica o
bioldgica que puede aumentar una respuesta inmunitaria de un mamifero. Los ejemplos de
agentes inmunoterapéuticos incluyen: bacilo Calmette-Guerin (BCG); citocinas tales como
interferones; vacunas tales como inmunoterapia personalizada MyVax, Onyvax-P,
Oncophage, GRNVACI, Favld, Provenge, GVAX, Lovaxin C, BiovaxID, GMXX vy
NeuVax; y anticuerpos tales como alemtuzumab (CAMPATH), bevacizumab (AVASTIN),
cetuximab (ERBITUX), gemtuzunab ozogamicina (MYLOTARG), ibritumomab tiuxetan
(ZEVALIN), panitumumab (VECTIBIX), rituximab (RITUXAN, MABTHERA),
trastuzumab (HERCEPTIN), tositumomab (BEXXAR), tremelimumab, CAT-3888 y
anticuerpos agonistas de receptor CD40 que se desvelan en el documento W02003/040170.

La expresion “agente de terapia hormonal” se refiere a una sustancia quimica o
biolégica que inhibe o elimina la produccion de una hormona o inhibe o contrarresta el
efecto de una hormona sobre el crecimiento y/o supervivencia de células cancerosas. Los
ejemplos de tales agentes adecuados para los métodos en el presente documento incluyen
los que estan desvelados en el documento US20070117809. Los ejemplos de agentes de
terapia hormonal particulares incluyen tamoxifen (NOLVADEX), toremifeno (Fareston),
fulvestrant (FASLODEX), anastrozol (ARIMIDEX), exemestano (AROMASIN), letrozol
(FEMARA), acetato de megestrol (MEGACE), goserelina (ZOLADEX) y leuprolida
(LUPRON). Las moléculas de union de esta divulgacion también se pueden usar en
combinaciéon con terapias hormonales no farmacolégicas tales como (1) métodos
quirargicos que eliminan todo o parte de los érganos o glandulas que participan en la
produccion de la hormona, tales como los ovarios, los testiculos, la glandula suprarrenal, la
glandula pituitaria y (2) tratamiento con radiacién en el que los 6rganos o las glandulas del
paciente se someten a radiacién en una cantidad suficiente para inhibir o eliminar la
produccién de la hormona abordada.

En otra realizacion de la invencidn se proporciona un método de tratamiento o
prevencion de cancer mediante una terapia de combinacion, método que comprende
administrar una molécula de unién como se desvela en el presente documento, y cirugia
para eliminar un tumor. La molécula de union se puede administrar al mamifero antes,
durante o después de dicha cirugia.
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La terapia de combinacidn para tratar cancer también incluye la combinacion de una
molécula de union proporcionada por la divulgacion con terapia por radiacion, tal como
radioterapia ionizante (electromagnética) (por ejemplo, rayos X o rayos gamma) y terapia
con radiacion de haz de particulas (por ejemplo, radiacion con energia lineal alta). La
fuente de radiacion puede ser externa o interna al mamifero. La molécula de union se puede
administrar al mamifero antes, durante o después de la terapia con radiacion.

Las moléculas de unidon y composiciones proporcionadas por la presente
divulgacién se pueden administrar a través de cualquier via de administracion entérica o via
parenteral adecuada. La expresion “via entérica” de administracion se refiere a la
administracion a través de cualquier parte del tracto gastrointestinal. Los ejemplos de las
vias entéricas incluyen la via oral, a través de la mucosa, bucal y rectal o la via
intragastrica. “Via parenteral” de administracion se refiere a una via de administracion
distinta de la via entérica. La via y el método de administracion adecuados pueden variar
dependiendo de varios factores tales como el anticuerpo especifico que se esta usando, la
velocidad de absorcién deseada, la formulacion o forma de dosificacion especifica usada, el
tipo o gravedad del trastorno que se estd tratando, el sitio de accion especifico y las
afecciones del paciente y se puede seleccionar de forma sencilla por una persona experta en
la materia.

La expresion “cantidad terapéuticamente eficaz” de una molécula de unién se
refiere a una cantidad que es eficaz con un fin terapéutico pretendido. Por ejemplo, en el
contexto de aumentar una respuesta inmunitaria, una “cantidad terapéuticamente eficaz” es
una cantidad que es eficaz en la estimulacion, provocacién, aumento, mejora o ampliacion
de cualquier respuesta de un sistema inmunitario de un mamifero. En el contexto de tratar
cancer, una “cantidad terapéuticamente eficaz” es cualquier cantidad que es suficiente para
causar cualquier efecto deseable o beneficioso en el mamifero que se estad tratando, tal
como inhibicién o crecimiento adicional o propagacion de células cancerosas, muerte de
celulas cancerosas, inhibicion de la recurrencia de cancer, reduccion del dolor asociado al
cancer o supervivencia mejorada del mamifero. En un método de prevencion de cancer, una
“cantidad terapéuticamente eficaz” es cualquier cantidad que es eficaz en el retraso,
inhibicion o prevencion de la aparicion de un cancer en el mamifero al que se administra la
molécula de union.

La cantidad terapeuticamente eficaz de una molécula de union habitualmente varia
de aproximadamente 0,001 a aproximadamente 500 mg/kg y mas habitualmente de
aproximadamente 0,05 a aproximadamente 100 mg/kg del peso corporal del mamifero. Por
ejemplo, la cantidad puede ser aproximadamente 0,3 mg/kg, 1 mg/kg, 3 mg/kg, 5 mg/kg, 10
mg/kg, 50 mg/kg o 100 mg/kg del peso corporal del mamifero. En algunas realizaciones, la
cantidad terapéuticamente eficaz de un anticuerpo anti-CD134 humano esta en el intervalo
de aproximadamente 0,1 - 30 mg/kg del peso corporal del mamifero. Se puede determinar
de forma sencilla por un experto en la materia el nivel de dosificacion preciso a administrar
y dependera de varios factores tales como el tipo y la gravedad del trastorno a tratar, la
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molécula de union particular empleada, la via de administracion, el momento de la
administracion, la duracion del tratamiento, la terapia adicional particular empleada, la
edad, el sexo, peso, estado, salud general e historial médico previo del paciente que se esta
tratando y factores similares bien conocidos en la materia.

Una molécula de uniéon o composicion habitualmente se administra en mdaltiples
ocasiones. Los intervalos entre dosis Unicas pueden ser, por ejemplo, semanalmente,
mensualmente, cada tres meses o anualmente. Un régimen de tratamiento ilustrativo
incluye la administracion una vez a la semana, una vez cada dos semanas, una vez cada tres
semanas, una vez cada cuatro semanas, una vez al mes, una vez cada 3 meses 0 una vez
cada tres a seis meses. Los regimenes de dosificacion tipicos para un anticuerpo anti-
CD134 humano incluyen 1 mg/kg de peso corporal 0 3 mg/kg de peso corporal mediante
administracion intravenosa, usando uno de los siguientes programas de dosificacion: (i)
cada cuatro semanas para seis dosificaciones, entonces cada tres meses; (ii) cada tres
semanas; (iii) 3 mg/kg de peso corporal una vez seguido de 1 mg/kg de peso corporal cada
tres semanas.

Esta invencion se aclara adicionalmente mediante los siguientes ejemplos, que no
estan concebidos de ninguna manera como limitaciones impuestas sobre el alcance de la
misma. Por el contrario, se ha de entender claramente que se puede recurrir a diversas otras
realizaciones, modificaciones y equivalentes de las mismas que después de leer la
descripcion en el presente documento pueden sugerirse a los expertos en la materia sin
apartarse del alcance de la presente invencion y/o el ambito de las reivindicaciones
adjuntas.

Ejemplos

Ejemplo 1. Generacidn de anticuerpos monoclonales de ratén anti-CD134 humano (=
0OX40)

(a). Generacion de células de insecto Sf9 que expresan CD134 en superficie

Se optimiz6 ADNc que codificaba la proteina CD134 humana (GenBank ref
CAB96543.1; véase la SEC ID N° 1) para expresion en células de insecto Sf9 (Spodoptera
frugiperda) y se sintetiz6 por GENEART, Regensburg, Alemania (véase SEC ID N° 2).
Este ADNCc se subclon6 en plasmido de transferencia de baculovirus pVL1393 (kit de
transfeccion BD cat N° 560129; BD Biosciences). Posteriormente, se cotransfectaron
células de insecto Sf9 (ATCC) con el plasmido de transferencia pVL1393 que contenia
ADNCc que codificaba CD134 humano junto con ADN de Baculovirus BaculoGold (kit de
transfeccion de BD) y después se incub6 a 27 °C durante 4-5 dias. Después de esta etapa de
co-transfeccion, se recogié el sobrenadante y se almacend a 4 °C, y se us6é para infectar mas
células de insecto Sf9 para amplificacion de virus. Para este fin, se transfectaron células de
insecto Sf9 con baculovirus recombinante amplificado, y después se incubd a 27 °C durante
3-5 dias. Estas células de insecto Sf9 se recogieron, se lavaron con PBS estéril, y se
separaron en alicuotas a 5 x 10° células/250 pl en PBS y se almacenaron a -80 °C para
obtener lisados celulares. Antes del almacenamiento, se confirmo la expresion en superficie
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de CD134 humano en células de insecto Sf9 transfectadas usando anti-CD134 humano de
raton conjugado con ficoeritrina (PE) 1:10 (clon ACT35; BD Biosciences) y citometria de
flujo.
(b). Inmunizacion y generacion de anticuerpos monoclonales de raton anti-CD134 humano

Se inyectd por via subcuténea a ratones BALB/c (hembras, 6 semanas de edad;
Charles River Laboratories) aproximadamente 400 ul de lisados de células de insecto Sf9
transfectadas con CD134 humano (alicuota de lisado celular de 250 pul + 250 pl de
adyuvante completo de Freund; Sigma) el dia 0. Se proporcionaron inyecciones
subcutaneas similares usando lisados de células de insecto Sf9 transfectadas con CD134 y
adyuvante incompleto de Freund (Sigma) el dia 21 y dia 42. Se proporcionaron inyecciones
de refuerzo intraperitoneales con lisados de células de insecto Sf9 transfectadas con CD134
humano (250 pl/raton) sin adyuvante el dia 61 y el dia 62. El dia 65, se fusionaron
esplenocitos de ratones inmunizados con células de mieloma SP2/ 0 (ATCC) usando
tecnologia de hibridoma convencional descrito inicialmente por Kéhler y Milstein (Nature
1975; 256: p495-497). Se expandieron hibridomas, que producian anticuerpos (clase de 1gG
de raton) frente a CD134 humano (explorado con ELISA convencional y técnicas de
citometria de flujo usando una proteina de fusibn Fcy humano: CD134 humano
recombinante (R&D Systems) y blastos de células T CD4 estimuladas con PHA (Roche)
que expresaban CD134 humano (véase Ejemplo 2 posterior) como dianas,
respectivamente), se crioconservaron y se clonaron por dilucion limitante. Se purificaron
anticuerpos monoclonales especificos anti-CD134 humano usando columnas de proteina G
(GE Healthcare), y dieron como resultado el clon 12H3 (isotipo IgGl x de ratén;
determinado con el kit de isotipo de anticuerpo monoclonal de raton de Roche Isostrip™) y
el clon 20E5 (isotipo 1gG1lk de ratdn; misma referencia) de anticuerpos monoclonales de
raton anti-CD134 humano.
Ejemplo 2. Caracterizacion por citometria de flujo de los anticuerpos monoclonales de
ratén anti CD34 humano clones 12H3 y 20E5
(a). Expresion de CD134 en linfocitos T humanos estimulados con PHA

Se aislaron células mononucleares de sangre periférica humana (PBMC) de
donantes sanos (consentimiento informado) por centrifugacion de densidad en Lymphoprep
(1,077 g/ml; Nycomed). Posteriormente, se complementaron 1-2x10° PBMC/ml en medio
de cultivo RPMI-1640 (Gibco) que contenia suero de ternero fetal al 10 % (Bodinco) y
gentamicina 50 pg/ml (Gibco) con 0, 0,1, 1,0 0 10,0 ug/ml de fitohemaglutinina-M (PHA -
M; Roche) a 37 °C/CO, 5 % durante 1-3 dias. Después del cultivo, las PBMC se recogieron
y se pusieron a 1 - 2x10° células/ml en solucién salina tamponada con fosfato helada que
contenia albumina de suero bovino 0,1 % (Sigma)/ NaN3 0,05 % (PBS/BSA/NaN3)
complementado con suero agrupado humano 10 % (HPS; receptores Fcy de bloqueo;
BioWhittaker). Las células se incubaron con 10 pg/ml del anticuerpo de raton anti-CD134
humano clon ACT35 disponible en el mercado (isotipo IgG1l de raton; BD Biosciences,
Alphen aan de Rijn, Paises Bajos) durante 30 minutos a 4 °C. Después de lavado
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exhaustivo en PBS/BSA/NaNj3, las células se incubaron posteriormente con anticuerpos de
cabra anti IgG de raton conjugados con PE diluido 1:200 (Jackson ImmunoResearch)
durante 30 minutos a 4 °C. Después de lavado exhaustivo en PBS/BSA/NaN3, las células se
incubaron con anticuerpo de ratén anti CD3 humano conjugado con isotiocianato de
fluoresceina (FITC) diluido 1:20 (BD Biosciences) para detectar linfocitos T durante 30
minutos a 4 °C. Después de lavado exhaustivo en PBS/BSA/NaNs, las células se fijaron en
formaldehido al 2 % en PBS/BSA/NaN; durante 30 minutos a 4 °C. La union de los
anticuerpos se midi6 usando citometria de flujo (FACSCalibur; BD Biosciences).

Como se muestra en la Figura 1 (n = 1 de cada donante), los linfocitos T humanos
en reposo/no estimulados derivados de sangre periférica no expresaron ningun CD134, sin
embargo, PHA estimulé de forma dependiente de la dosis los linfocitos T CD3P!v
humanos para expresar CD134 en superficie. Cuando se expusieron a PHA 10 ug/ml, los
niveles de expresion de CD134 en linfocitos T CD3"*"™° humanos activados parecian
alcanzar una meseta entre el “dia 1” y el “dia 2”, sin embargo, el porcentaje de linfocitos T
CD134P*1™o/CD3P™  hymanos aumentd en funcion del tiempo durante la
experimentacion.

(b). Expresion de CD134 en la subpoblacion de linfocitos T CD4 humanos estimulados con
PHA

Se generaron linfocitos T que expresaban CD134 humano estimulados con PHA (a
0y 100 ug/ml durante 1 dia, véase anteriormente). Las células se recogieron y se pusieron a
1-2x10%ml en PBS/BSA/NaN; helado complementado con HPS 10 % (receptores Fcy de
bloqueo; BioWhittaker). Las células se incubaron con anticuerpo de raton anti CD4
humano conjugado con FITC diluido 1:10 (BD Biosciences) o anticuerpo de raton anti-
CD8 humano conjugado con FITC diluido 1:10 (BD Biosciences) en combinacion con el
clon ACT35 de raton anti-CD134 humano conjugado con PE disponible en el mercado
diluido 1:10 (BD Biosciences) durante 30 minutos a 4 °C. Después de lavado exhaustivo en
PBS/BSA/NaNs3, las células se fijaron en formaldehido al 2% en PBS/BSA/NaNj; durante
30 minutos a 4 °C. La union de los anticuerpos se midié usando citometria de flujo
(FACSCalibur; BD Biosciences).

Como se muestra en la Figura 2, se observo expresion de CD134 en linfocitos T
CD4P*"™° hymanos estimulados con PHA y no en linfocitos T CD4P*"™° humanos en
reposo. Se descubri6 baja expresion de CD134 en linfocitos T CD8"™° humanos
activados por PHA y no en linfocitos T CD8""™° humanos en reposo (datos no
mostrados).

(c). Unién de anticuerpos monoclonales de raton anti-CD134 humano clones 12H3 y 20E5
en linfocitos T que expresan CD134 humano estimulados con PHA

Se generaron linfocitos T que expresaban CD134 humano estimulados con PHA (a
10 ng/ml durante 2 dias; véase anteriormente). Las células se recogieron y se pusieron a 1 -
2x10%/ml en PBS/BSA/NaN; helado complementado con HPS 10 % (receptores Fcy de
bloqueo; BioWhittaker). Las células se incubaron con 0, 0,007, 0,02, 0,07, 0,2, 0,6, 1,9, 5,6,
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16,7, 50,0 ug/ml del anticuerpo de ratén anti-CD134 humano clon ACT35 disponible en el
mercado (isotipo 1gG de raton; BD Biosciences) y anticuerpo de raton anti-CD134 humano
clon 12H3 o clon 20E5 generado de forma interna durante 30 minutos a 4 °C. Despues de
lavado exhaustivo en PBS/BSA/NaNs;, las células se incubaron posteriormente con
anticuerpos de cabra anti IgG de ratén conjugados con PE diluido 1:200 (Jackson
ImmunoResearch) durante 30 minutos a 4 °C. Después de lavado exhaustivo en
PBS/BSA/NaNs3, las células se incubaron con anticuerpo de ratén anti-CD3 humano
conjugado con FITC diluido 1:20 (BD Biosciences) para detectar linfocitos T durante 30
minutos a 4 °C. Después de lavado exhaustivo en PBS/BSA/NaN3, las células se fijaron en
formaldehido al 2 % en PBS/BSA/NaNj3 durante 30 minutos a 4 °C. La union de
anticuerpos se midié usando citometria de flujo (FACSCalibur; BD Biosciences).

Como se muestra en la Figura 3 (media + DT, resultados observados en dos
donantes), el anticuerpo de ratén anti-CD134 humano clon ACT35, clon 12H3 y clon 20H5

POSItive astimulados

saturo las moléculas de superficie de CD134 humano en linfocitos T CD3
con PHA a aproximadamente 5,0-10,0 ug/ml. Usando estos dos donantes, se observé unién
semi maxima a aproximadamente 0,5 pg/ml para el anticuerpo de ratéon anti-CD134
humano clon 12H3, y a aproximadamente 2,5 ug/ml para el anticuerpo de raton anti-CD134
humano clon ACT35 y clon 20ES5.

(d). Unidn de los anticuerpos monoclonales de raton anti-CD134 humano clones 12H3 y
20E5 en linfocitos T positivos para CD8 y positivos para CD4 que expresaban CD134
humano estimulados con PHA

Se generaron linfocitos T que expresaban CD134 humano estimulados con PHA (a
20 ug/ml durante 1 dia, véase anteriormente). Las células se recogieron y se pusieron a 1-
2x10%/ml en PBS/BSA/NaN; helado complementado con HPS 10 % (receptores Fcy de
blogueo; BioWhittaker). Las células se incubaron con 20,0 ug/ml de control de isotipo
IgG1lk de raton (BD Biosciences) o con 20,0 ug/ml del anticuerpo monoclonal de raton
anti-CD134 humano clon 12H3 o clon 20E5 durante 30 minutos a 4 °C. Después de lavado
exhaustivo en PBS/BSA/NaNs3, las células se incubaron posteriormente con anticuerpos de
cabra anti IgG de ratdon conjugados con PE diluido 1:100 (Jackson ImmunoResearch)
durante 30 minutos a 4 °C. Después de lavado exhaustivo en PBS/BSA/NaNs, las células se
incubaron durante 30 minutos a 4 °C con anticuerpo de raton anti-CD4 humano conjugado
con FITC diluido 1:20 (BD Biosciences) o con anticuerpo de raton anti CD8 humano
conjugado con FITC diluido 1:20 (BD Biosciences) para detectar subpoblaciones de
linfocitos T. Después de lavado exhaustivo en PBS/BSA/NaNs3, las células se fijaron en
formaldehido al 2 % en PBS/BSA/NaN3 durante 30 minutos a 4 °C. La unién de los
anticuerpos se midié usando citometria de flujo (FACSCalibur; BD Biosciences).

Como se muestra en la Figura 4, el anticuerpo monoclonal de raton anti-CD134
humano clon 12H3 y clon 20E5 demostro tincion positiva en la subpoblacion de linfocitos
T CD4P*"™° hymanos activados y baja tincién positiva en la subpoblacién de linfocitos T
CD8P™® humanos activados.
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(e). Competicion cruzada de anticuerpos de raton anti-CD134 humanos clones 12H3 y
20E5 no marcados con anticuerpos de ratdn anti-CD134 comerciales conjugados con PE
en linfocitos T que expresan CD134 humanos estimulados con PHA

Se generaron linfocitos T que expresaban CD134 humano estimulados con PHA (a
10 pg/ml o a 20 pg/ml durante 4 dias o durante 1 dia, respectivamente; véase
anteriormente). Las células se recogieron y se pusieron a 1-2x10° células/ml en
PBS/BSA/NaN; helado complementado con HPS 10 % (receptores Fcy de bloqueo;
BioWhittaker). Las células se incubaron con 20 ug/ml de anticuerpo de raton anti-CD134
humanos clon 12H3 no marcado 10 ug/ml o con el clon 20E5 no marcado 10 ug/ml durante
30 minutos a 4 °C. Las células se incubaron posteriormente con el anticuerpo de raton anti-
CD134 humano clon ACT35 (BD Biosciences) o clon L106 (BD Biosciences; véase
también patente de Godfrey) disponible en el mercado conjugado con PE diluido 1:20
durante 30 minutos a 4 °C. Después de lavado exhaustivo en PBS/BSA/NaN3, las células se
fijaron en formaldehido al 2 % en PBS/BSA/NaN3 durante 30 minutos a 4 °C. La unién de
anticuerpos anti -CD134 disponibles en el mercado conjugados con PE se midié usando
citometria de flujo (FACSCalibur; BD Biosciences).

Como se muestra en la Figura 5, la pre-incubacién con el anticuerpo de raton anti-
CD134 humano clon 12H3 no marcado bloqued parcialmente la union del anticuerpo de
raton anti-CD134 humano clon L106 conjugado con PE comercial frente a CD134 humano
en linfocitos T estimulados con PHA. La pre-incubacién con el clon de anticuerpo de ratén
anti-CD134 humano no marcado 20E5 bloqued ligeramente la union del anticuerpo de
raton anti-CD134 humano clon L106 conjugado con PE comercial frente a CD134 humano
en linfocitos T estimulados con PHA. La pre-incubacion con el anticuerpo de ratdn anti-
CD134 humano clon 12H3 y clon 20E5 no marcado no mostré efectos en la union del
anticuerpo de raton anti-CD134 humano clon ACT35 conjugado con PE comercial frente a
CD134 humano en linfocitos T estimulados con PHA.

Estos resultados demostraron que el anticuerpo de ratén anti-CD134 humano clon
12H3 reconocid especificamente CD134 humano (bloqueo parcial de la unién del clon
L106) en linfocitos T estimulados con PHA, y se uni6 (ii) con un epitopo no idéntico en
CD134 humano, que se reconocia por el anticuerpo de ratén anti-CD134 humano clon L106
comercial. Estos resultados también demostraron que el anticuerpo de raton anti-CD134
humano clon 20E5 (i) reconocia especificamente CD134 humano (bloqueo ligero de la
unién del clon L106) en linfocitos T estimulados con PHA, y (ii) se unia con un epitopo no
idéntico, que se reconocia por el anticuerpo de raton anti-CD134 humano clon L106
comercial. Ademas, estos resultados demostraron que el anticuerpo de raton anti-CD134
humano clon 12H3 y clon 20E5 parecian reconocer los epitopos CD134 humanos en
linfocitos T estimulados con PHA, que eran diferentes del epitopo reconocido por el
anticuerpo de raton anti- CD134 humano clon ACT35 comercial. Ademas, estos resultados
demostraron que el anticuerpo de raton anti-CD134 humano clon 12H3 y clon 20E5 parecia
reconocer epitopos CD134 humanos diferentes (lo que se demuestra por bloqueo parcial
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frente a bloqueo ligero de la union de L106, respectivamente) en linfocitos T estimulados
con PHA.

(f). Union simultdnea de ligando OX40 humano recombinante y los anticuerpos de raton
anti-CD134 humano clones 12H3 y 20E5 en linfocitos T que expresan CD134 humano
estimulados con PHA

Se generaron linfocitos T que expresaban CD134 humano estimulados con PHA (a
10 ug/ml durante 1 dia, véase anteriormente). Las células se recogieron y se pusieron a 1-
2x10° células/ml en PBS/BSA/NaN; helado complementado con HPS 10 % (receptores Fcy
de bloqueo; BioWhittaker). Las células se incubaron con 10,0 pug/ml de ligando OX40
humano recombinante marcado con polihistidina (OX40L; R & D Systems) en
combinacion con 50,0 pg/ml de anticuerpo anti-polihistidina (IgG1 de raton, clon
AD1.1.10; R & D Systems) durante 30 minutos a 4 °C. Después de lavado exhaustivo en
PBS/BSA/NaNj3, las células se incubaron posteriormente con anticuerpos de cabra anti-IgG
de raton conjugados con FITC diluido 1:100 (Jackson ImmunoResearch) durante 30
minutos a 4 °C. Después de lavado exhaustivo en PBS/BSA/NaNs3, las células se incubaron
con el anticuerpo monoclonal de ratén anti-CD134 humano clon 12H3 o clon 20E5
biotinilado (usando N-hidroxisuccinimido- biotina de Pierce) 10,0 pg/ml durante 30
minutos a 4 °C. Después de lavado exhaustivo en PBS/BSA/NaNs3, las células se incubaron
con estreptavidina conjugada con PE diluido 1:100 (Jackson ImmunoResearch) durante 30
minutos a 4 °C. Después de lavado exhaustivo en PBS/BSA/NaNs, las células se fijaron en
formaldehido al 2 % en PBS/BSA/NaN3 durante 30 minutos a 4 °C. La union de OX40L
humano y anticuerpos anti-CD134 humano se midié usando citometria de flujo
(FACSCalibur, BD Biosciences).

Como se muestra en la Figura 6, tanto el anticuerpo monoclonal de ratén anti-
CD134 humano clon 12H3 como el anticuerpo monoclonal de raton anti-CD134 humano
clon 20E5 se unieron simultaneamente con OX40L humano en linfocitos T que expresaban
CD134 humano estimulados con PHA. Esto indic6 que el anticuerpo monoclonal de ratén
anti-CD134 humano clon 12H3 y clon 20E5 no interaccionan con epitopos dentro de la
region de union de OX40L en receptores de CD134 humanos. Este hallazgo se diferencia
del anticuerpo monoclonal de raton anti-CD134 humano clon L106 disponible en el
mercado (Universidad de Stanford/Patente de Godfrey EP 0 726 952 B1), que reconocia un
epitopo dentro de la region de union de OX40L humana de receptores de CD134 humanos
(Taylor y Schwarz. J Immunol Methods 2001, 255: 67-72; Kirin y La Jolla Institute/patente
de Croft WO 2007/ 062235 A2).

(9). Expresion de CD134 en linfocitos T efectores y reguladores humanos después de
estimulacion con perlas estimuladoras de anticuerpo anti-CD3 humano/anti-CD28 humano

Se purificaron linfocitos T CD4 humanos de PBMC por seleccion positiva usando
anticuerpos de raton anti-CD4 humano conjugados con microperlas (Miltenyi Biotec) y
columnas Magnet/LS VarioMACS™ (Miltenyi Biotec). Posteriormente, estos linfocitos T
CD4 se tifieron con anticuerpos de raton anti-CD4 humano conjugados con FITC (DAKO)



10

15

20

25

30

35

40

40

y anticuerpos de ratén anti-CD25 humano conjugados con PE (BD Biosciences). Se
seleccionaron linfocitos T efectores convencionales CD4PSo/ CD25™%M0 (Tefs) y
linfocitos T reguladores CD4P*""°/CD25%" (Tregs) usando un clasificador celular por
citometria de flujo Altra (Beckman-Coulter). Esto dio como resultado enriquecimientos de
> 95 % de Tefs y de > 95 % de Tregs. Los Tefs y Tregs se pusieron en 2,5x10° células/ml
en medio de cultivo RPMI-1640/glutamax (Gibco) complementado con piruvato 0,02 mM
(Gibco) penicilina 100 U/ml (Gibco), estreptomicina 100 ug/ml (Gibco) y HPS inactivado
por calor 10 % (HPS;; de LMI). Después, las células se sembraron a 2,5x10* células/200
ul/pocillo en placas de fondo redondo de 96 pocillos (Greiner), y se estimularon con perlas
estimuladoras de anticuerpo de ratén anti CD3 humano/de ratdn anti-CD28 humano (perlas
CD3/CD28; Invitrogen) a 1 perla/2 células en presencia de interleucina-2 humana
recombinante 25 U/ml (Proleukin® de Novartis Pharmaceuticals UK Ltd) a 37 °C/CO, 5 %
durante 2-8 dfas. Después del cultivo, las células se recogieron y se pusieron a 1-2x10°
células/ml en PBS helado/BSA 0,2 % vy se tifieron simultdneamente con anticuerpo de raton
anti-CD4 humano conjugado con FITC diluido 1:50 (Dako), anticuerpo de ratén anti-CD25
humano conjugado con PE diluido 1:10 (BD Biosciences), anticuerpo de ratén anti-CD3
humano conjugado con ECD™ diluido 1:50 (Beckman-Coulter), anticuerpo de raton anti-
CD134 humano conjugado con PE-Cy™ 5 diluido 1:10 (clon ATC35; BD Biosciences) y
anticuerpo de raton anti-CD127 humano conjugado con PE-Cy™ 7 diluido 1:10
(eBiosciences). La unién de anticuerpos se midié usando citometria de flujo (FACSCalibur;
BD Biosciences).

Como se muestra en la Figura 7 (n = 1 de cada donante), los Tefs humanas y Tregs
humanas en reposo/no estimulados purificados de sangre periférica (dia 0) no expresaban
ningn CD134, sin embargo, los Tefs humanas y Tregs humanas estimulados con perlas
CD3/CD28 expresaron CD134 en superficie. La expresion de CD134 en Tefs humanas y
Tregs humanas activados alcanzé un pico después de 2 dias en cultivo, y se atenud después
de 5y 8 dias en cultivo.

Ejemplo 3. Caracterizacion bioldgica de los anticuerpos monoclonales de ratén anti-
CD134 humano clones 12H3 y 20E5

(a). Proliferacion de linfocitos T que expresan CD134 humano estimulados con PHA
después de tratamiento con los anticuerpos de ratén anti- CD134 humano clones 12H3 y
20E5

Se generaron linfocitos T que expresaban CD134 humano estimulados con PHA (a
0 y 10 pg/ml durante 1 dia, véase anteriormente). Las células se recogieron y se
suspendieron a 2x10° células/ml en medio de cultivo RPMI (Gibco) que contenia suero de
ternero fetal al 10 % (Bodinco) y gentamicina 50 ug/ml (Gibco). Las células se sembraron
a 0,1x10° células/100 ul/pocillo (es decir, 1x10° células/ml) en placas de fondo plano de 96
pocillos (Corning) y se expusieron a 0, 0,025, 0,25, 2,5 o 25,0 ug/ml del anticuerpo
monoclonal de raton anti-CD134 humano clon 12H3 o el anticuerpo monoclonal de raton
anti-CD134 humano clon 20E5 y/o en combinacion con 0, 0,01, 0,1 o0 1,0 ug/ml de OX40L
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humano recombinante marcado con polihistidina (en presencia de una relacion molar 1:5 de
anticuerpos anti-polihistidina de ratén; R & D Systems) a 37 °C/CO, 5 % durante 6 dias.
Después de 6 dias, se midio la proliferacion celular usando el ELISA™ de proliferacion
celular colorimétrico (incorporacion de BrdU) (Roche) y un lector de ELISA (BioRad) a
A450 nm.

Como se muestra en la Figura 8 (media + DT, n = 4 usando un donante), el
anticuerpo monoclonal de ratén anti-CD134 humano clon 12H3 y el anticuerpo monoclonal
de raton anti-CD134 humano clon 20E5 indujeron de forma dependiente de la dosis
proliferacion en linfocitos T que expresaban CD134 humano estimulados con PHA. El
anticuerpo monoclonal de ratén anti-CD134 humano clon 12H3 indujo proliferacién a 0,25,
2,5y 25 pg/ml. El anticuerpo monoclonal de ratén anti-CD134 humano clon 12H3 indujo
proliferacion a 2,5 y 25 ug/ml. Ademés, OX40L humano también indujo de forma
dependiente de la dosis proliferacion en linfocitos T que expresaban CD134 humano
estimulados con PHA. OX40L humano indujo proliferacion a 0,1 y 1,0 ug/ml. Los
linfocitos T CD134™%%"° humanos en reposo (sin estimulacién por PHA) no mostraron
ninguna respuesta proliferativa después de tratamiento con el anticuerpo monoclonal de
raton anti-CD134 humano clon 12H3, el anticuerpo monoclonal de raton anti-CD134
humano clon 20E5 u OX40L humano (datos no mostrados).

Como se muestra en la Figura 9 (media + DT, n = 2 usando un donante), el
anticuerpo monoclonal de raton anti-CD134 humano clon 12H3 (a 2,5 y 25 ug/ml), el
anticuerpo monoclonal de raton anti-CD134 humano clon 20E5 (a 2,5 y 25 pg/ml), y
OX40L humano (a 1,0 pg/ml) indujeron proliferacion en linfocitos T que expresaban
CD134 humano estimulados con PHA. Los no tratados (solamente medio) o el tratamiento
con control de isotipo 1gG1lk de raton (a 2,5y 25 ug/ml; BD Biosciences) no demostraron
ningun efecto en proliferacion de linfocitos T que expresaban CD134 humano estimulados
con PHA. La combinacion de anticuerpo monoclonal de raton anti-CD134 humano clon
12H3 a 2,5 y 25 ug/ml (o a concentraciones menores; datos no mostrados) o el anticuerpo
monoclonal de ratén anti-CD134 humano clon 20E5 a 2,5 y 25 ug/ml (o a concentraciones
menores; datos no mostrados) con OX40L humano a 1,0 pg/ml (0 a concentraciones
menores; datos no mostrados) no demostré ningun efecto reciproco (es decir, sinérgico o
aditivo, o incluso inhibidor) en la proliferacion de linfocitos T que expresaban CD134
humano estimulados con PHA.

(b). Proliferacién de linfocitos T efectores y T reguladores que expresaban CD134 humano
estimulados con perlas anti-CD3 humano/anti-CD28 después de tratamiento con los
anticuerpos de raton anti-CD134 humano clones 12H3 y 20E5

Se purificaron linfocitos T CD4 humanos de PBMC por seleccion negativa usando
un coctel de anticuerpos de raton (BD Biosciences) dirigidos contra CD8 (clon RPA-T8),
CD14 (clon M5E2), CD16 (clon 3G8), CD19 (clon 4G7), CD33 (clon P67.6), CD56 (clon
B159) y CD235a (HIR2) humanos. Después de una incubacion con IgG de oveja anti-raton
conjugado con Dynabeads® (Invitrogen), se recogieron linfocitos T CD4 no unidos del
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concentrador de particulas magnéticas Dynal, MPC™ -6 (Invitrogen). A partir de estos
linfocitos T CD4 enriquecidos se separaron Tregs CD25% y Tefs CD25™%"° por
clasificacion de MACS usando 10 pl de anticuerpos de ratén anti-CD25 humano
conjugados con microperlas (Miltenyi Biotec)/10” células y columnas de MS/Magnet
MiniMACS™ (columnas LS/Magnet VarioMACS™ Miltenyi Biotec (Miltenyi bistec)).
Esto dio como resultado enriquecimientos de > 90 % de Tefs y de > 90 % de Tregs. Los
Tefs y Tregs se pudieron en 0,25x10° células/ml en medio de cultivo RPMI-1640/glutamax
(Gibco) complementado con piruvato 0,02 mM (Gibco), penicilina 100 U/ml (Gibco),
estreptomicina 100 pg/ml (Gibco) y HPS; 10 %. Después, se sembraron Tefs y Tregs a
2,5x10* células/200 pl/pocillo (es decir, 0,125x10° células/ml) en placas de fondo redondo
de 96 pocillos (Greiner) y se estimularon con perlas CD3/CD28 (Invitrogen) a 1 perla/5
células con o sin el anticuerpo monoclonal de raton anti-CD134 humano clon 12H3 5,0
ug/ml, anticuerpo monoclonal de ratén anti-CD134 humano clon 20E5 5,0 ug/ml, OX40L
humano recombinante marcado con polihistidina 1,0 ug/ml (en presencia de una relacion
molar 1:5 de anticuerpo anti- polihistidina de raton; R & D Systems), una combinacion de
5,0 ug/ml de anticuerpo monoclonal de raton anti-CD134 humano clon 12H3 con OX40L
humano recombinante marcado con polihistidina 1,0 ug/ml (en presencia de una relacion
molar 1:5 de anticuerpo anti-polihistidina de ratén), o una combinacion de anticuerpo
monoclonal de ratdon anti-CD134 humano clon 20E5 5,0 pug/ml con OX40L humano
recombinante marcado con polihistidina 1,0 ug/ml (en presencia de una relacion molar 1:5
de anticuerpo anti-polihistidina de raton) a 37 °C/C0O, 5 % durante 4 o 5 dias. Después de 4
0 5 dias, se midio la proliferacion celular usando incorporacion de 0,5 uCi de timidina
tritiada (Perkin y Elmer) y un contador 3 (Canberra Packard).

Como se muestra en la Figura 10 (media = DT), aunque las perlas estimuladoras
CD3/CD28 por si solas indujeron proliferacion considerable en Tefs que expresaban
CD134 humanos (es decir, medio), el anticuerpo monoclonal de ratén anti-CD134 humano
clon 12H3 u OX40L humano indujeron proliferacion adicional en Tefs que expresaban
CD134 humano estimulados con perlas CD3/CD28. El anticuerpo monoclonal de raton
anti-CD134 humano clon 20E5 no indujo proliferacion adicional en Tefs que expresaban
CD134 humano estimulados con perlas CD3/CD28.

Como se muestra en la Figura 11 (media + ETM de 5 donantes), el anticuerpo
monoclonal de raton anti-CD134 humano clon 12H3 y el anticuerpo monoclonal de raton
anti-CD134 humano clon 20E5 no indujeron o indujeron proliferacién baja de Tregs que
expresaban CD134 humano estimulados con perlas CD3/CD28, mientras que OX40L
humano indujo proliferacion muy fuerte en Tregs que expresaban CD134 humano
estimulados con perlas CD3/CD28.

Como se muestra en la Figura 12A (media £ DT), el anticuerpo monoclonal de ratén
anti-CD134 humano clon 12H3 en combinacion con OX40L humano no demostré ningdn
efecto reciproco (es decir, inhibidor, sinérgico o aditivo) en Tefs que expresaban CD134
humano estimulados con perlas CD3/CD28. Ademas, el anticuerpo monoclonal de raton
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anti-CD134 humano clon 20E5 en combinacién con OX40L humano no demostré ningdn
efecto reciproco (es decir, inhibidor, sinérgico o aditivo) en Tefs que expresaban CD134
humano estimulados con perlas CD3/CD28 (datos no mostrados).

Como se muestra en la Figura 12B (media £ DT), a diferencia del efecto (falta de €l)
observado con respuestas proliferativas mediadas por OX40L humano en Tefs que
expresaban CD134 humano estimulados con perlas CD3/CD28, el anticuerpo monoclonal
de raton anti-CD134 humano clon 12H3 suprimia fuertemente las respuestas proliferativas
mediadas por OX40L humano en Tregs que expresaban CD134 humano estimulados con
perlas CD3/CD28.

(c). Funcién de supresion de linfocitos T reguladores que expresaban CD134 humano
estimulados con perlas anti-CD3 humano/anti-CD28 después del tratamiento con
anticuerpos de raton anti-CD134 humano clones 12H3 y 20E5

Se purificaron linfocitos T CD4 humanos a partir de PBMC, y se enriquecieron Tefs
y Tregs como se ha descrito en el Ejemplo 3 (b) anterior. Los Tefs y Tregs se pusieron en
0,25x10° células/ml en medio de cultivo RPMI 1640/glutamax (Gibco) complementado con
piruvato 0,02 mM (Gibco), penicilina 100 U/ml (Gibco), estreptomicina 100 pg/mi
(Gibco), HPS; 10 %. Después, los Tefs se sembraron a 2,5x10* células/200 ul/pocillo (es
decir, 0,125x10° Tefs/ml) y se co-cultivaron con 2,5x10" Tregs supresores/200 pl/pocillo
(es decir, 0,125x10° Tregs/ml; relacion Tefs/ Tregs = 1:1) en placas de fondo redondo de 96
pocillos (Greiner). Estos co-cultivos de Tefs/Tregs se estimularon con perlas CD3/CD28
(Invitrogen) a 1 perla/10 células con o sin anticuerpo monoclonal de raton anti-CD134
humano clon 12H3 5,0 ug/ml, anticuerpo monoclonal de ratéon anti-CD134 humano clon
20E5, 5,0 pg/ml y OX40L humano recombinante marcado con polihistidina 1,0 pg/ml (en
presencia de una relacion molar 1:5 de anticuerpo anti-polihistidina de raton; R & D
Systems) a 37 °C/CO;, 5 % durante 5 dias. Después de 5 dias, la proliferacion celular se
midio usando incorporacion de timidina tritiada 0,5 uCi (Perkin y Elmer) y un contador 8
(Canberra Packard).

Como se muestra en la Figura 13 (media £ DT), las Tregs humanas suprimieron
respuestas proliferativas de Tefs humanas inducidas por perlas CD3/CD28 (es decir,
medio). Esta funcién supresora de Tregs humanas se amortigud en presencia del anticuerpo
monoclonal de raton anti-CD134 humano clon 12H3 o en presencia de OX40L humano. El
clon del anticuerpo monoclonal de raton anti-CD134 humano 20E5 no mostré ningun
efecto en la funcion supresora de Tregs humanas.

Ejemplo 4. Caracterizacion genética molecular de los clones de anticuerpos
monoclonales de ratdén anti- CD134 humano 20E5 y 12H3
(a). Isotipacion y degradacion de Edman

Se determinaron la clase, isotipo y tipo de cadena ligera de inmunoglobulina de
raton de los anticuerpos monoclonales de raton anti-CD134 humano clones 20E5 y 12H3
purificados con proteina G usando el kit de isotipo de anticuerpo monoclonal de ratén
IsoStrip™ (Roche), y se mostré que ambos anticuerpos monoclonales de raton anti-CD134
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humano clones 20E5 y 12H3 eran 1gG1 de raton con cadenas ligeras «.

Después de electroforesis LDS-PAGE convencional, usando el sistema Novex®
NuPage® de gel premoldeado (Invitrogen) en condiciones reducidas (DTT y calentamiento
a 70 °C), se electrotransfirio el anticuerpo monoclonal de ratén anti-CD134 humano clon
20E5 a una membrana de transferencia de fluoruro de polivinilideno (PDVF/Immobilon-P)
(Millipore), y se tifid con azul brillante de Coomassie (BioRad). Después, las bandas de
cadenas pesadas y ligeras (50 kDa y 25 kDa, respectivamente) se escindieron de la
membrana de PVDF, y se usaron para andlisis de degradacion de Edman (realizado por
EuroSequence, Groningen, Paises Bajos) para determinar las secuencias de aminoacidos N
terminales. Los resultados se muestran en la SEC ID N° 3 y SEC ID N° 61 para el
anticuerpo monoclonal de raton anti-CD134 humano clon 20E5. Se determinaron once
aminoacidos de los extremos N terminal de cadenas pesadas y 11 aminoacidos de los
extremos N-terminal de cadenas ligeras.

(b). RT PCR

Se recogieron células de hibridoma del clon 20E5 y 12H3 de cultivo celular. Las
células se lavaron con PBS, se separaron en alicuotas en frascos que contenian 5 x 10°
células, y se almacenaron como sedimentos a -80 °C. Los sedimentos celulares se usaron
para aislar ARN usando el mini kit de aislamiento RNeasy (Qiagen). Se determiné la
concentracion de ARN (A260 nm) y el ARN se almacend a -80 °C. Rendimiento total de
ARN aislado: 27,3 ng y 58,4 ug para el clon 20E5 y clon 12H3, respectivamente (relacion
A260/A280 para ambos 1,9). Por transcriptasa inversa, se sintetizO ADNc a partir de 1 pg
de ARN usando el kit de sintesis de ADNc de primera cadena menos RevertAid™ H
(Fermentas), y se almaceng a -20 °C.

Basandose en el isotipo (kappa/lgG1 de raton) y anélisis de degradacion de Edman
del anticuerpo monoclonal de raton anti-CD134 humano clon 20E5, se disefiaron los
siguientes cebadores para amplificar regiones V del anticuerpo monoclonal de ratén anti-
CD134 humano clon 20E5.

N° de cebador* Secuencia ** SEC ID N°. Direccion  Gen
201 GACAGTTGGTGCAGCATCAG 39 antisentido mkappa
266 CACTGGATGGTGGGAAGATG 40 antisentido mkappa
203 GGCCAGTGGATAGACAGATG 41 antisentido mlgG1
204 TGGACAGGGATCCAGAGTTC 42 antisentido mlgG1
259 GCGAAGTACAAYTNCARCARWSNGG 43 sentido 20E5HC
260 GCGTACAATTACARCARWSNGGNCC 44 sentido 20E5HC
265 GCGATATACARATGACNCARAC 45 sentido 20E5LC

* N° de acuerdo con el sistema de codificacion interna de Bioceros;
** Cebadores degenerados: N=A,C,GoT,Y=CoT,R=A0oG,W=Ao0T,yS=Go
C.

Basandose en el isotipo (kappa/lgG1 de ratdn) del anticuerpo monoclonal de raton
anti-CD134 humano clon 12H3 y los cebadores con sentido que hibridan con ADNc que
codifican péptidos sefial de raton (parcialmente basados en Antibody Engineering VVolumen
1 Kontermann, Roland E.; Dibel, Stefan (Eds.), Springer Lab Manuals, 22 ed., 2010), se
disefiaron los siguientes cebadores para amplificar regiones V del anticuerpo monoclonal
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de ratén anti-CD134 humano clon 12H3.

N° de

cebador* Secuencia ** SEC ID N° Direccion Gen
416 CAGTGGATAGACAGATGGGGG 46 antisentido mlgG1
394 ACTGGATGGTGGGAAGATGG 47 antisentido mkappa
405 ATGGGATGGAGCTRTATCATSYTCTT 48 sentido Péptido sefial
410 ATGGRATGGAGCKGGGTCTTTMTCTT 49 sentido Péptido sefial
389 ATGGGCWTCAAAGATGGAGTCACA 50 sentido Péptido sefial

* N° de acuerdo con el sistema de codificacion interna de Bioceros;
** Cebadores degenerados: N=A,C,GoT,Y=CoT,R=A0G,W=A0T,yS=Go
CCM=CoAyK=GoT.

Los cebadores 201 y 266 son antisentido disefiados para hibridar dentro de la regién
constante del gen kappa de raton en la posicion 214-232 y 236-255, respectivamente
(basandose en el nimero de referencia V00807 [version V00807.1]).

Los cebadores 203 y 204 son antisentido disefiados para hibridar dentro de la regién
constante de IgG1 de raton en la posicion 115-134 y 221-240, respectivamente (basandose
en el nimero de referencia J00453 [version J00453.1]).

Los cebadores 259 y 260 son cebadores degradados con sentido (degradacion
respectivamente 512 y 256) que hibridan en el extremo N -terminal (aminoécido 1-8 y 2-9,
respectivamente) de la cadena pesada del anticuerpo de raton anti-CD134 humano clon
20E5 baséandose en la degradacion de Edman.

El cebador 265 es un cebador degradado con sentido (degradacion de 16) que
hibrida en el extremo N-terminal (aminoacido 1-7) de la cadena ligera del anticuerpo de
raton anti-CD134 humano clon 20E5 basandose en la degradaciéon de Edman.

Cebador 416 es antisentido disefiado para hibridar dentro de la regidon constante de
IgG1 de raton en la posicion 111-131 (basandose en el nimero de referencia J00453
[version J00453.1]).

El cebador 394 es antisentido disefiado para hibridar dentro de la region constante
del gen kappa de raton en la posicion 235 a 254 (basandose en el numero de referencia
V00807 [version VV00807.1]).

Los cebadores 389, 405 y 410 son cebadores degradados (degradacion
respectivamente 2, 8 y 8) que hibridan con secuencias peptidicas sefial de anticuerpos
murinos. El cebador 389 se disefio para la cadena ligera, los cebadores 405 y 410 para la
cadena pesada.

Los cebadores 201, 266, 203, 204, 259, 260 y 265 se usaron en diversas
combinaciones para amplificar regiones variables del anticuerpo de ratdén anti- CD134
humano clon 20E5, y los cebadores 416, 394, 405, 410 y 389 se usaron en diversas
combinaciones para amplificar regiones variables del anticuerpo de ratdén anti-CD134
humano clon 12H3. Se realizaron diversas PCR diferentes usando ADNc generado de
ambos clones como un molde.

Se us0 ADN polimerasa Pfx Accuprime™ (Invitrogen) para amplificar regiones
variables de cadenas pesadas y ligeras tanto del anticuerpo de raton anti-CD134 humano
clon 20E5 como del clon 12H3. Los productos de PCR se analizaron en un gel de agarosa
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al 1 %. Los productos de reacciones de PCR se purificaron en gel y se clonaron en el vector
pCR-Blunt 1l - TOPO® para andlisis de secuencia. A partir de plasmidos que contenian un
inserto de PCR, se analizaron insertos clonados por secuenciacion de ADN (realizada por
ServicXS BV, Leiden, Paises Bajos o Macrogen, Amsterdam, Paises Bajos) usando T7 para
obtener la secuencia consenso para regiones V de los anticuerpos de raton anti-CD134
humano clones 20E5 y 12H3. Se obtuvieron once reacciones de cadena pesada de
secuencias informativas y tres reacciones de secuencia de cadena ligera informativas para el
anticuerpo de ratdn anti-CD134 clon 20E5. Se obtuvieron cinco reacciones de cadena
pesada de secuencias informativas y 3 reacciones de secuencias de cadena ligera
informativas para el anticuerpo de raton anti-CD134 clon 12H3. Basandose en esta
informacidn, se determinaron secuencias consenso de regiones V de ambos anticuerpos
(véase SEC ID N°4, 5,12 y 13).

El listado o andlisis de un documento aparentemente previamente publicado en la
presente memoria descriptiva no deberia interpretarse como un reconocimiento de que el
documento es parte del estado de la técnica o es conocimiento general comun.

Ejemplo 5. Generacion de anticuerpos monoclonales quiméricos 1gG4/kappa humano
y/o 1gG1/kappa humano (es decir, intercambiando dominios constantes de ratén por
dominios constantes 1gG/kappa humanos) anti-CD134 humano clones 20E5 y 12H3

Basandose en determinadas regiones V murinas (véase Ejemplo 4 (b) anterior) de
los anticuerpos de ratén anti-CD134 clones 20E5 y 12H3, se realiz un disefio para generar
versiones de anticuerpos quiméricos humanos. Para este fin, se pidieron secuencias de
ADNCc optimizadas para células CHO (véase SEC ID N° 20 (que codifica la cadena pesada
de IgG4 humana quimérica clon 20E5) SEC ID N° 21 (que codifica la cadena x ligera
humana quimeérica clon 20E5), SEC ID N° 22 (que codifica la cadena 1gG1 pesada humana
quimérica clon 20E5), SEQ ID N° 23 (que codifica la cadena 1gG4 pesada humana
quimeérica clon 12H3) y SEC ID N° 24 (que codifica la cadena ligera k humana quimérica
clon 12H3)), en GENEART (Regensburg Alemania), que codificaban un péptido sefial
murino seguido de la cadena ligera variable unida a region constante kappa humana, o
seguido de la cadena pesada variable unida con la region constante de IgG humana. Este
disefio se realiz6 para ambos anticuerpos; para el clon 20E5, se unid la cadena pesada
variable con 1gG4 humana o con la region constante de IlgG1 humana; para el clon 12H3, se
unié la region de cadena pesada variable con region constante de 1gG4 humana. Usando
enzimas de restriccion adecuadas, se subclonaron ADNc generados en plasmidos de
expresion derivados de pcDNA3.1. Se expresaron anticuerpos quiméricos usando el sistema
de expresion MAX CHO (células CHO-S) FreeStyle™ (Invitrogen). Se purificaron
anticuerpos expresados usando columnas de proteina A de cromatografia de afinidad (GE
Healthcare). Para secuencias de aminoacidos quiméricos, véase SEC ID N° 25, 26, 27, 28 y
29.

Ejemplo 6. Caracterizacion de union del anticuerpo monoclonal quimérico humano
1gG4/kappa y/o 1gG1/kappa anti-CD134 humano clon 20E5
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(a). Caracteristicas de union del anticuerpo monoclonal humano 1gG4x anti-CD134
humano clon 20E5 en linfocitos T positivos para CD4 que expresan CD134 humano
estimulados con PHA

Se generaron linfocitos T que expresaban CD134 humano estimulados con PHA (a
10 ug/ml durante 1 dia; véase anteriormente). Las células se recogieron y se pusieron a 1-
2x10° células/ml en PBS/BSA/NaNs helado. Las células se incubaron con 0, 0,007, 0,02,
0,07, 0,2, 0,6, 1,9, 5,6, 16,7, 50,0 pg/ml de anticuerpo quimérico humano 1gG4x anti-
CD134 humano clon 20E5 durante 30 minutos a 4 °C. Después de lavado exhaustivo en
PBS/BSA/NaNs, las células se incubaron posteriormente con anticuerpos de ratén anti-
IgG4 humano conjugados con FITC diluidos 1:50 (Sigma) durante 30 minutos a 4 °C.
Después de lavado exhaustivo en PBS/BSA/NaN3, las células se incubaron con anticuerpo
de raton anti-CD4 humano conjugado con PE diluido 1:10 (BD Biosciences) durante 30
minutos a 4 °C. Después de lavado exhaustivo en PBS/BSA/NaN3, las células se fijaron en
formaldehido al 2 % en PBS/BSA/NaN3 durante 30 minutos a 4 °C. La unidén de los
anticuerpos se midi6 usando citometria de flujo (FACSCalibur; BD Biosciences).

El anticuerpo quimérico humano 1gG4k anti-CD134 humano clon 20E5 saturd las
moléculas de superficie CD134 humanas en linfocitos T CD4P*"""® estimulados con PHA a
aproximadamente 5,0-10,0 ug/ml (datos no mostrados). Se observé unién semi-maxima a
aproximadamente 1,0 ug/ml para el anticuerpo quimérico humano IgG4x anti-CD134
humano clon 20E5 (datos no mostrados).

(b). Unién del anticuerpo monoclonal quimérico humano 1gG4 x anti-CD134 humano clon
20E5 en linfocitos T positivos para CD8 y positivos para CD4 que expresan CD134
humano estimulados con PHA

Se generaron linfocitos T que expresaban CD134 humano estimulados con PHA (a
10 pg/ml durante 1 dia; vease anteriormente). Las células se recogieron y se pusieron a 1-
2x10° células/ml en PBS/BSA/NaN; helado. Las células se incubaron con o sin 20,0 ug/mi
del anticuerpo quimérico humano IgG4x anti-CD134 humano clon 20E5 durante 30
minutos a 4 °C. Después de lavado exhaustivo en PBS/BSA/NaNj3, las células se incubaron
posteriormente durante 30 minutos a 4 °C con anticuerpos de cabra anti-lgG humano
(especificos de Fcy) conjugados con PE diluido 1:200 (Jackson ImmunoResearch) durante
30 minutos a 4 °C. Después de lavado exhaustivo en PBS/BSA/NaNs, las células se
incubaron con anticuerpo de ratén anti-CD4 humano conjugado con FITC diluido 1:10 (BD
Biosciences) o con anticuerpo de ratén anti-CD8 humano conjugado con FITC diluido 1:10
(BD Biosciences) para detectar subpoblaciones de linfocitos T. Después de lavado
exhaustivo en PBS/BSA/NaNs, las células se fijaron en formaldehido al 2 % en
PBS/BSA/NaN; durante 30 minutos a 4 °C. La unién de anticuerpos se midié usando
citometria de flujo (FACSCalibur; BD Biosciences).

El anticuerpo quimérico humano IgG4xk anti-CD134 humano clon 20E5 demostrd
tincion positiva en la subpoblacion de linfocitos T CD4P*""° humanos activados por PHA,
y baja tincién positiva en la subpoblacién de linfocitos T CD8”"™° humanos activados por
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PHA (datos no mostrados).

(c). Union de anticuerpo monoclonal quimérico humana IgG4« anti-CD134 humano clon
20E5 en linfocitos T positivos para CD28 y positivos para CD4 que expresan CD134
humano estimulados con perlas estimuladoras de anticuerpos anti-CD3 humano/anti-CD28
humano

Se aislaron células mononucleares de sangre periférica humana (PBMC) de
donantes sanos (consentimiento informado) por centrifugacion de densidad en Lymphoprep
(1,077 g/ml; Nycomed). Posteriormente, se estimularon 1x10° PBMC/ml en medio de
cultivo RPMI - 1640 (Gibco) que contenia suero de ternero fetal 10 % (Bodinco) y
gentamicina 50 ug/ml (Gibco) con perlas estimuladoras de anticuerpo de raton anti-CD3
humano/de raton anti-CD28 humano (perlas CD23/CD28; Invitrogen) a 1 perla/4 células en
ausencia o presencia de interleucina-2 humana recombinante 25 U/ml (PeproTech) a 37
°C/CO;, 5 % durante 1 dia. Después del cultivo, las PBMC se recogieron y se pusieron a 1-
2x10° células/ml en PBS/BSA/NaN; helado. Las células se incubaron con o sin 20,0 ug/mi
de anticuerpo quimérico humano lgG4x anti- CD134 humano clon 20E5 durante 30
minutos a 4 °C. Después de lavado exhaustivo en PBS/BSA/NaNj3, las células se incubaron
posteriormente con anticuerpos de cabra anti-lgG humano (especificos de Fcy) conjugados
con PE diluido 1:200 (Jackson ImmunoResearch) durante 30 minutos a 4 °C. Después de
lavado exhaustivo en PBS/BSA/NaNj3, las células se incubaron durante 30 minutos a 4 °C
con anticuerpo de raton anti-CD4 humano conjugado con FITC diluido 1:10 (BD
Biosciences) o con anticuerpo de ratdn anti-CD8 humano conjugado con FITC diluido 1:10
(BD Biosciences) para detectar subpoblaciones de linfocitos T. Después de lavado
exhaustivo en PBS/BSA/NaNs, las células se fijaron en formaldehido al 2 % en
PBS/BSA/NaN; durante 30 minutos a 4 °C. La union de anticuerpos se midié usando
citometria de flujo (FACSCalibur; BD Biosciences).

Como se muestra en la Figura 14, el anticuerpo quimérico humano 1gG4x anti-
CD134 humano clon 20E5 demostr6 tincion positiva en la subpoblacion de linfocitos T
CD4P*"™° hymanos activados por perlas CD3/CD28 vy tincién positiva baja en la
subpoblacién de linfocitos T CD8P*""° humanos activados por perlas CD3/CD28. No se
observd efecto aparente usando complemento de IL-2 humana recombinante.

Ejemplo 7. Caracterizacion bioldgica del anticuerpo monoclonal quimérico humano
1gG4/kappa anti-CD134 humano clon 20E5

(a). Proliferacion de linfocitos T que expresan CD134 humano estimulados con PHA
después del tratamiento con el anticuerpo monoclonal quimérico humano lgG4x anti-
CD134 humano clon 20E5

Se generaron linfocitos T que expresaban CD134 humano estimulados con PHA (10
ug/ml durante 1 dia; véase anteriormente). Las células se recogieron y suspendieron a
2x10° células/ml en medio de cultivo RPMI (Gibco) que contenia suero de ternero fetal al
10 % (Bodinco) y gentamicina 50 pg/ml (Gibco). Las células se sembraron a 0,1x10°
células/100 ul/pocillo (es decir, 1x10° células/ml) en placas de fondo plano de 96 pocillos
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(Corning) y se expusieron a anticuerpo quimérico humano IgG4k anti-CD134 humano clon
20E5 25,0 ug/ml o a anticuerpo humano 1gG4x anti-CD40 humano de control 25,0 pug/mi
(PG102; PanGenetics), 0 a OX40L humano recombinante marcado con polihistidina 1,0
ug/ml (en presencia de una relacion molar 1:5 de anticuerpo de raton anti-polihistidina; R
& D Systems) a 37 °C/CO; 5 % durante 6 dias. Después de 6 dias, la proliferacion celular
se midio usando el ELISA™ de proliferacion celular colorimétrico (incorporacion de BrdU)
(Roche) y un lector de ELISA (BioRad) a A450 nm.

Como se muestra en la Figura 15 (media £ DT), el anticuerpo quimérico humano
IgG4k anti-CD134 humano clon 20E5 (hu20E5) y OX40L humano indujeron proliferacion
en linfocitos T que expresaban CD134 humano estimulados con PHA. Sin tratamiento
(solamente medio) o el tratamiento con anticuerpo humano IgG4xk anti- CD40 humano de
control (hulgG4) no demostraron ningun efecto en la proliferacion de linfocitos T que
expresaban CD134 humano estimulados con PHA.

(b). Proliferacion de linfocitos T que expresaban CD134 humano estimulados con PHA
después del tratamiento con el anticuerpo monoclonal quimérico humano 1gG4x anti-
CD134 humano clon 20E5 en combinacion con OX40L humano recombinante

Se generaron linfocitos T que expresaban CD234 humano estimulados con PHA (10
ug/ml durante 1 dia; véase anteriormente). Las células se recogieron y se suspendieron a
2x10° células/ml en medio de cultivo RPMI (Gibco) que contenia suero de ternero fetal 10
% (Bodinco) y gentamicina 50 pg/ml (Gibco). Las células se sembraron a 0,1x10°
células/100 pl/pocillo (es decir, 1x10° células/ml) en placas de fondo plano de 96 pocillos
(Corning) y se expusieron a 0, 0,025, 0,25, 2,5 o 25,0 ug/ml de anticuerpo quimerico
humano 1gG4k anti-CD134 humano clon 20E5 y/o en combinacién con 0, 0,01, 0,1, 0 1,0
ug/ml de OX40L humano recombinante marcado con polihistidina (en presencia de una
relaciéon molar de 1:5 del anticuerpo anti- polihistidina de raton; R & D Systems) a 37
°C/CO;, 5% durante 6 dias. Después de 6 dias, se midio la proliferacion celular usando el
ELISA™ de proliferacion celular colorimétrico (incorporacién de BrdU) (Roche) y un
lector de ELISA (BioRad) a A450 nm.

Como se muestra en la Figura 16 (media £ DT), el anticuerpo quimérico humano
IgG4«k anti-CD134 humano clon 20E5 (hu20E5) y OX40L humano indujeron de forma
dependiente de la dosis la proliferacion en linfocitos T que expresaban CD134 humano
estimulados con PHA. El anticuerpo quimérico humano IgG4k anti-CD134 humano clon
20E5 indujo de forma dependiente del donante proliferaciéon a 2,5 y 25 pug/ml (donante 1) o
a 0,25, 2,5y 25 pg/ml (donante 2). Ademés, OX40L humano indujo de forma dependiente
del donante proliferacion a 0,1 y 1,0 pg/ml (donante 1) 0 a 0,01, 0,1 y 1,0 ug/ml (donante
2).

Como se muestra en la Figura 17 (media + DT), la combinacién del anticuerpo
quimérico humano IgG4x anti-CD134 humano clon 20E5 (hu20E5) a 2,5y 25 pg/ml (0 a
concentraciones menores, datos no mostrados) con OX40L humano a 0,1y 1,0 ug/ml (o a
concentraciones menores, datos no mostrados) no demostraron ningun efecto reciproco (es
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decir, sinérgico o aditivo, o incluso inhibidor) en la proliferacion en linfocitos T que
expresaban CD134 humano estimulados con PHA.

(c). Proliferacion de linfocitos T que expresaban CD134 humano estimulados con perlas
estimuladoras de anticuerpo anti-CD3 humano/anti-CD28 humano despueés del tratamiento
con el anticuerpo monoclonal quimérico humano 1gG4x anti-CD134 humano clon 20E5

Se aislaron células mononucleares de sangre periférica humana (PBMC) de
donantes sanos (consentimiento informado) por centrifugacion de densidad en Lymphoprep
(1,077 g/ml; Nycomed). Posteriormente, se sembraron PBMC a 0,1x10° células/100
ul/pocillo (es decir, 1x10° células/ml) en placas de fondo plano de 96 pocillos (Corning) en
medio de cultivo RPMI - 1640 (Gibco) que contenia suero de ternero fetal al 10 %
(Bodinco) y gentamicina 50 ug/ml (Gibco), y se estimularon con perlas estimuladoras de
anticuerpo de raton anti-CD3 humano/de raton anti-CD28 humano (perlas CD3/CD28;
Invitrogen) a 1 perla/2 células en ausencia o presencia de interleucina-2 humana
recombinante 25 U/ml (PeproTech) a 37 °C/CO, 5%. Después de 1 dia o después de 2 dias,
estos linfocitos T que expresaban CD134 humano estimulado por perlas CD3/CD28 (sin y
con interleucina-2) se expusieron a 25,0 ug/ml de anticuerpo quimérico humano 1gG4x
anti-CD134 humano clon 20E5 o a OX40L humano recombinante marcado con
polihistidina 1,0 ug/ml (en presencia de una relacién molar 1:5 de anticuerpo de ratén anti-
polihistidina; R & D Systems) a 37 °C/CO, 5% durante 6 dias o durante 5 dias,
respectivamente. Las células, que se estimularon inicialmente con combinacion de perlas
CD3/CD28 mas interleucina-2 humana recombinante, se volvieron a estimular 1 dia antes
de las mediciones de proliferacion celular con 25 U/ml de interleucina-2 humana
recombinante. Después de 6 dias o después de 5 dias de exposicidn al anticuerpo quimérico
humano IgG4k anti-CD134 humano clon 20E5 o a OX40L humano, se midio la
proliferacion celular usando ELISA™ de proliferacion celular colorimétrico (incorporacion
de BrdU) (Roche) y un lector de ELISA (BioRad) a A450 nm.

Como se muestra en la Figura 18 (media £ DT, n = 3, usando un donante), aunque
las perlas estimuladoras CD3/CD28 por si solas indujeron proliferacién considerable en
linfocitos T que expresaban CD134 humano (es decir, medio), el anticuerpo quimérico
humano 1gG4x anti-CD134 humano clon 20E5 (hu20E5) y OX40L humano indujeron
proliferacion adicional en linfocitos T que expresaban CD134 humano estimulados con
perlas CD3/CD28. La adicion de interleucina-2 solamente parecia potenciar la proliferacion
basal (es decir, medio) en linfocitos T que expresaban CD134 humano estimulados con
perlas CD3/CD28.

(d). Respuestas inmunoestimuladoras en macacos rhesus después del tratamiento con
anticuerpos humanos (quiméricos) anti-CD134 humano clones 12H3 y 20E5

Pueden inmunizarse los primates no humanos macacos rhesus con la proteina del
virus de la inmunodeficiencia de simios, gp130, como se describe en Weinberg et al. (J
Immunother 2006; 29: 575-585).

Se esperaba que los ganglios linfaticos de drenaje de monos inmunizados tratados
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con los anticuerpos humanos (por ejemplo, quiméricos o humanizados o desinmunizados;
por ejemplo, subclase 1gG1l o 1gG4 humana) anti-CD134 humano clones 12H3 y 20E5
mostraran ganglios linfaticos agrandados en comparacién con monos inmunizados de
control. Se espera que los monos tratados con anticuerpos humanos (por ejemplo,
quimericos, humanizados o desinmunizados) anti-CD134 humano clones 12H3 y 20E5
muestren mayores titulos de anticuerpo especificos de gpl30, y mayores respuestas de
células T de larga duracion, en comparacion con los controles. No deberia haber sefiales
evidentes de toxicidad en monos tratados con anticuerpo anti-CD134 humano clon 12H3 o
tratados con el clon 20E5 (por ejemplo, quimérico, humanizado o desinmunizado).
Ejemplo 8. Caracterizacion de los dominios CD134 humanos y epitopos reconocidos
por anticuerpo monoclonal de ratén anti-CD134 humano clones 12H3 y 20E5

(@). Union de los anticuerpos monoclonales de raton anti-CD134 humano clones 12H3 y
20E5 con proteina de fusion de FCy humano:CD134 humano recombinante reducida y no
reducida (transferencia de Western)

Se sometieron a electroforesis mil trescientos o 650 ng/carril (para tincion de azul
brillante de Coomassie) o 250 ng/carril (para transferencia de Western) de proteina de
fusion Fcy humano: CD134 humano recombinante (IgG1) (R & D Systems) usando geles
tris-bis 4-12 % y tampon de ejecucion MOPS (Invitrogen) en una diversidad de condiciones
reductoras y no reductoras (véase Figura 19-A) en el sistema Novex® NuPage® de
electroforesis desnaturalizante de LDS-PAGE premoldeada. Después, se tifio la proteina de
fusion Fcy humano: CD134 humano recombinante con azul brillante de Coomassie
(BioRad) o se electrotransfiri6 a una membrana de transferencia de fluoruro de
polivinilideno (PDVF) (Millipore). Después de bloquear con PBS/Tween 20
0,05%/fraccion V de BSA 1% (Roche) durante 20 minutos a TA, las membranas de PDVF
se incubaron con 100 ng/ml del anticuerpo monoclonal de ratén anti-CD134 humano clon
12H3 o 20E5 durante 1 hora a TA. En paralelo, se usé el anticuerpo de control de isotipo
IgG1xk de ratdon 100 ng/ml (BD Biosciences) como un control negativo. Después de lavado
exhaustivo en PBS/Tween 20 0,05%, se determind la unién del anticuerpo monoclonal de
ratén anti-CD134 humano clon 12H3 o 20E5 con anticuerpos de cabra especificos anti-Fcy
de raton conjugados con peroxidasa de rabano rusticano diluido 1:5000 (Jackson
ImmunoResearch) durante 1 hora a TA, seguido de una solucion lista para usar de sustrato
TMB (Sigma) para deteccion colorimétrica.

Como se muestra en la Figura 19-B, la proteina de fusién FCy humano: CD134
humano recombinante en condiciones no reductoras (y desnaturalizantes de LDS sin y con
desnaturalizacion por calor, condicion a y b, respectivamente) demostrd una masa
molecular de aproximadamente 130-140 kDa. La no reduccion sin calentamiento
(condicion a) mostro dos bandas en proximidad estrecha, lo que sugiere que una fraccion de
la proteina de fusién Fcy humano: CD134 humano recombinante estaba incompletamente
desnaturalizada/desplegada. La no reduccion con calentamiento (condicion b) mostro una
banda, lo que sugirio que la proteina de fusién Fcy humano: CD134 humano recombinante



10

15

20

25

30

35

40

52

estaba completamente desnaturalizada/desplegada. La proteina de fusién Fcy humano:
CD134 humano recombinante en condiciones reductoras (y desnaturalizantes de LDS sin 'y
con desnaturalizacién por calor, condicion ¢ y d, respectivamente) dio como resultado
bandas a aproximadamente 110 kDa (condicién c¢) y a aproximadamente 60-65 kDa
(condicidn d). Una observacion anterior sugirié una reduccién incompleta de la proteina de
fusion Fcy humano: CD134 humano recombinante, y una observacion posterior sugirié
reduccion/degradacion completa de los enlaces disulfuro que unian dos fragmentos de Fcy
derivados de 1gG1l humana dentro de cada molécula de proteina de fusién Fcy humano:
CD134 humano recombinante.

Como se muestra en la Figura 19-C, tanto el anticuerpo de raton anti-CD134
humano clon 12H3 como el clon 20E5 reconocieron la proteina de fusion Fcy humano:
CD134 humano recombinante en condiciones no reductoras (y desnaturalizantes de LDS
sin 'y con desnaturalizacion por calor, condicion a y b, respectivamente) a
predominantemente aproximadamente 130 kDa. Por el contrario, el anticuerpo de raton
anti-CD134 humano clon 12H3 mostr6 solamente una ligera unioén con la proteina de
fusion Fcy humano: CD134 humano recombinante en condiciones reductoras (y
desnaturalizantes de LDS, sin y con desnaturalizacién por calor, condicion ¢ y d,
respectivamente), mientras que el anticuerpo de raton anti-CD134 humano clon 20E5
mostré una fuerte union con la proteina de fusion Fcy humano: CD134 humano
recombinante en condiciones reductoras (y desnaturalizantes de LDS sin y con
desnaturalizacion por calor, condicién c y d, respectivamente).

Estos resultados demostraron que los anticuerpos de ratén anti-CD134 humano clon

12H3 y clon 20E5 reconocian especificamente CD134 humano. Ademas, estos resultados
mostraron que los anticuerpos de ratén anti-CD134 humano clon 12H3 y clon 20E5 parecia
reconocer epitopos CD134 humanos diferentes, lo que se demuestra por unién ligera (clon
12H3) frente a union fuerte (clon 20E5) respectivas con la proteina de fusion FCy humano:
CD134 humano recombinante en condiciones reductoras (y desnaturalizantes de LDS con 'y
sin desnaturalizacion por calor). Estos resultados sugieren que el anticuerpo de ratén anti-
CD134 humano clon 12H3 reconocia un epitopo en CD134 humano, que no es sensible a
desnaturalizacion (LDS y tratamiento por calor) y sensible a la reduccion (es decir,
degradacion de enlace o enlaces disulfuro, mas probablemente relacionados con dominios
ricos en cisteina (DRC), por DTT). Estos resultados sugirieron que el anticuerpo de ratén
anti-CD134 humano clon 20E5 reconocia un epitopo en CD134 humano, que no era
sensible a desnaturalizacion (LDS y tratamiento por calor) y no era sensible a reduccion (es
decir, degradacion del enlace o los enlaces disulfuro, mas probablemente relacionados con
DRC, por DTT).
(b). Union de los anticuerpos monoclonales de raton anti-CD134 humano clones 12H3 y
20E5 con la construccion de CD134 humana de longitud completa y diversas
construcciones de CD134 humano truncadas expresadas en la linea celular 293-F (mapeo
de dominios)
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Para analizar la especificidad fina de los anticuerpos monoclonales de raton anti-
CD134 humano clones 12H3 y 20E5, se determind la localizacion del epitopo o los
epitopos reconocidos por los anticuerpos monoclonales de ratén anti-CD134 humano
clones 12H3 y 20E5 por mapeo de dominios. La capacidad de los anticuerpos
monoclonales de raton anti-CD134 humano clones 12H3 y 20E5 para unirse con
construcciones de CD134 humano truncadas, expresadas en la superficie de células 297-F
(derivados de HEK) se determino por analisis de FACS.

Basandose en la bibliografia (Swiss- Prot: P43489.1; Latza et al Eur J Immunol
1994; 24: 677-683; Bodmer et al. Trends Biochem Sci 2002; 27: 19-26; Compaan et al.
Structure 2006; 14: 1321-1330; patente de Estados Unidos 2011/0028688 Al), se
identificaron dominios ricos en cisteina (DRC) y una estructura de tipo bisagra en la region
extracelular de CD134 humano. Los DRC se codifican DRC1, DRC2, (truncado) DRC3,
(truncado) DRC4 (véase Figura 20). Los DRC contienen tipos de moédulos topoldgicamente
distintos, denominados un mddulo A y un mddulo B (véase también Figura 20). Los
maodulos A son estructuras en forma de C, y los médulos B son estructuras en forma de S.
Un DRC tipico estd compuesto habitualmente de médulos A1-B2 o médulos A2- Bl (o,
menos frecuentemente, un par diferente de modulos, como A1-B1) con 6 restos de cisteina
conservados, en que el numeral indica el nimero de enlaces disulfuro dentro de cada
modulo (véase también Figura 20). Como se muestra en la Figura 20, se generaron y se
expresaron 5 construcciones de CD134 humano diferentes: (1) construccién de CD134
humano de longitud completa, que comienza con DRCL1 en el extremo N-terminal (es decir,
el médulo A1-B2 de CDR1 abarca los aminoacidos 29-65), y por lo tanto se indica como
“DRC1”, y comprendia los aminoacidos 1-277 (véase SEC ID N° 1), (2) construccion
“DRC2”, que comienza con DRC2 N-terminal (es decir, el moédulo A1-B2 de DRC2 abarca
los aminoacidos 66-107), y comprendia los aminoacidos 66-277 unidos con los
aminoacidos del péptido sefial 1-28 (véase SEC ID N° 30), (3) construccion “DRC3”, que
comienza con DRC3 N terminal (es decir, el modulo Al-B1 de DRC3 abarca los
aminoacidos 108-146 (de acuerdo con Compaan et al. Structure 2006; 14: 1321-1330) o el
maodulo Al de DRC3 truncado abarca los aminoacidos 108-126 (de acuerdo con Latza et al
Eur J Immunol 1994, 24: 677-683)), y comprendia los aminoéacidos 108-277 unidos con los
aminoéacidos del péptido sefial 1-28 (véase SEC ID N° 31), (4) construccion ’DRC4”, que
consiste en modulo B1 de subdominio DRC3 o DRC4 N-terminal/mddulo B1 de DRC4
truncado (es decir, el modulo A1-B1 de DRC4 abarca los aminoacidos 127-167 (Latza et
al. Eur J Immunol 1994; 24: 677-683) o una combinacion (no mostrada en la Figura 20) del
modulo B1 del subdominio DRC3 con el modulo A1 de DRC4 truncado abarca los
aminoacidos 127-146 con los aminoacidos 147-167, respectivamente (Compaan et al.
Structure 2006; 14: 1321-1330), y comprendia los aminoacidos 127-277 unidos con
aminoacidos del péptido sefial 1-28 (véase SEC ID N° 32) y (5) construccion “DRC4
truncada (TC)”, que consiste en modulo B1 de subdominio DRC4 o DRC truncado N
terminal (es decir, el médulo A1 de DRC4 truncado abarca los aminoécidos 147-167
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(Compaan et al. Structure 2006; 14: 1321-1330) o el modulo B1 del subdominio DRC4 (no
mostrado en la Figura 20; Latza et al Eur J Immunol 1994; 24: 677-683) abarca los
aminoacidos 147-167) y comprendia los aminoacidos 147-277 unidos con los amino&cidos
de péptidos sefial 1-28 (véase SEC ID N° 33). Por PCR de ensamblaje usando ADN
polimerasa Pfx Accuprime™ (Invitrogen), se generaron estas 5 construcciones de CD134
humano usando cebadores mostrados en la siguiente tabla:
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SECID
N° de cebador*  Secuencia N° Direccion  Gen

362 CTCGGATCCGCCACCATGTGCGTG 51 sentido Lider CD134
363 AGAATTCTTATTAGATCTTGGCCA 55 antisentido  Extremo CD134
364 ACTGTCACTGGACCCTGCGGTCCC 52 sentido DRC2

365 GGGACCGCAGGGTCCAGTGACAGT 53 antisentido DRC2

366 ACTGTCACTGGAAGGTGCAGGGCT 54 sentido DRC3

367 AGCCCTGCACCTTCCAGTGACAGT 56 antisentido DRC3

368 ACTGTCACTGGACCCTGCCCCCCT 57 sentido DRC4

369 AGGGGGGCAGGGTCCAGTGACAGT 58 antisentido DRC4

370 ACTGTCACTGGATGCACCCTGGCT 59 sentido DRC4 truncado
371 AGCCAGGGTGCATCCAGTGACAGT 60 antisentido  DRC4 truncado

* N° de cebador de acuerdo con el sistema de codificacion interna de Bioceros

Brevemente, se amplificaron el ADNc que codifica los aminoacidos 1-28 del
péptido sefial y el ADNCc que codifica los aminoacidos 66-277 de CD134 humano usando
respectivamente el par de cebadores 362/365 y 364/363 en una reaccion de PCR con
CD134 humano de longitud completa como un molde. Posteriormente, se generd una
construccion “DRC2” usando estos dos productos de PCR en una PCR de ensamblaje
usando el par de cebadores 362/363. EI ADNc que codificaba la construccion “DRC 2” se
subclono en un plasmido de expresion derivado de pcDNA3.1 usando sitios de restriccion
adecuados. De forma similar, se generaron construccion “DRC3” (aminoécidos 1-28 del
péptido sefial unidos con los aminoacidos 108-277 de CD134 humano), la construccion
“DRC4” (aminoéacidos 1-28 del péptido sefial unidos con los aminoacidos 127 -277) y la
construccion “DRC4 truncado” (aminodcidos 1-28 del péptido sefial unidos con los
aminoéacidos 147-277) y se subclonaron en plasmidos de expresion derivados de pcDNA3.1
usando los cebadores correspondientes mostrados en la tabla anteriormente mencionada.
Ademas, también se volvio a clonar CD134 humano de longitud completa (SEC ID N° 1)
en un plasmido de expresion derivado de pcDNA3.1.

Usando el Sistema de Expresion FreeStyle™ 293 (Invitrogen), se transfectaron de
forma transitoria células 293-F FreeStyle™ (Invitrogen) con las 5 variantes generadas de
CD134 humano. Después de 48-72 horas, se analiz6 la expresion de CD134 humano en
superficie en células transfectadas por analisis de FACS. Para este fin, se recogieron células
transfectadas y se pusieron a 1-2x10° células/ml en PBS/BSA/NaN; helado. Las células se
incubaron con 20,0 ug/ml de los anticuerpos monoclonales de raton anti-CD134 humano
clones 12H3 y 20E5 durante 30 minutos a 4 °C. En paralelo, se usé anticuerpo de control de
isotipo 1gG1k de raton 20,0 ug/ml (BD Biosciences) como un control negativo. Después de
lavado exhaustivo en PBS/BSA/NaNs, las células se incubaron posteriormente con
anticuerpos de cabra anti IgG de raton (especificos de Fcy) conjugados con PE diluidos
1:200 (Jackson ImmunoResearch) durante 30 minutos a 4 °C. Después de lavado
exhaustivo en PBS/BSA/NaNjs, las células se fijaron en formaldehido al 2% en
PBS/BSA/NaN3; durante 30 minutos a 4 °C. La unién de los anticuerpos se midio usando
citometria de flujo (FACSCalibur; BD Biosciences).

Como se muestra en la figura 21, los anticuerpos de raton anti-CD134 humanos
clones tanto 12H3 como 20E5 reconocieron CD134 humano de longitud completa
(indicado como construccion “DRC1”) en células 293-F transfectadas, mientras que los
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anticuerpos de raton anti-CD134 humano clones tanto 12H3 como 20E5 no mostraron
unién en células 293-F transfectadas con simulacion. Ademas, los anticuerpos de raton anti-
CD134 humano clones 12H3 y 20E5 reconocieron variantes de CD134 humano truncadas
que carecian de DRC1 y DRC1-DRC2 (indicadas como construccion “DRC2” y
construccion “DRC3”, respectivamente) en células 293-F transfectadas. Por el contrario, la
union del anticuerpo de raton anti-CD134 humano clon 12H3 contra variante de CD134
humano truncada que carecia de DRC1-DRC2- médulo Al de DRC3 truncado (indicada
como construccion “DRC4”) sera muy débil, y la union del anticuerpo de raton anti-CD134
humano clon 12H3 contra la variante de CD134 humano truncada que carecia de DRC1-
DRC2-mddulo Al de DRC3 truncado-mdédulo Al de subdominio DRC4 (de acuerdo con la
definicion de Latza et al. Eur J Immunol 1994; 24. 677-683) o como alternativa DRC1-
DRC2-modulo A1-B1 de DRC3 (de acuerdo con la definicion de Compaan et al. Structure
2006; 14: 1321-1330; indicada como construccion “tcDRC4”) estaba completamente
ausente, mientras que el anticuerpo de raton anti-CD134 humano clon 20E5 mostré una
fuerte unidn contra la variante de CD134 humano truncada que carecia de DRC1-DRC2-
modulo Al de DRC3 truncado (indicado como construccion “DRC4”) y contra la variante
de CD134 humano truncada que carecia de DRC1-DRC2-mddulo Al de DRC3 truncado-
modulo Al de subdominio DRC4 (de acuerdo con la definicion de Latza et al. Eur J
Immunol 1994; 24: 677-683) o como alternativa DRC1-DRC2-médulo Al1-B1 de DRC3
(de acuerdo con la definicion de Compaan et al. Structure 2006; 14: 1321-1330; indicada
como construccion “tcDRC4”).

Estos resultados demostraron que los anticuerpos de ratéon anti-CD134 humano
clones 12H3 y 20E5 reconocian especificamente CD134 humano (comparacion de
transfeccion con CD134 humano de longitud completa frente a transfeccidn de simulacion).
Ademas, estos resultados demostraron que los anticuerpos de ratén anti-CD134 humano
clones 12H3 y 20E5 parecia reconocer epitopos CD134 humanos diferentes, lo que se
demuestra por falta de union (usando clon 12H3) frente a union fuerte (usando clon 20E5)
respectiva con variante de CD134 humano truncada que carecia de DRC1-DRC2-mddulo
Al de DRC3 truncado (indicado como construccion “DRC4”) y con variante de CD134
humano truncada que carecia de DRC1-DRC2-médulo A1 de DRC3 truncado-modulo Al
de subdominio DRC4 (de acuerdo con la definicion de Latza et al. Eur J Immunol 1994;
24: 677-683) o como alternativa DRC1-DRC2-modulo A1-B1 de DRC3 (de acuerdo con la
definicion de Compaan et al. Structure 2006; 14: 1321-1330; indicado como construccion
“tcDRC4”). Estos resultados demostraron que el anticuerpo de raton anti-CD134 humano
clon 12H3 no parecia reconocer un epitopo CD134 humano en DRC1 y DRC2, y el
anticuerpo de raton anti-CD134 humano clon 20E5 no parecia reconocer un epitopo CD134
humano en DRC1, DRC2 y moédulo Al de DRC3 truncado-modulo Al de subdominio
DRC4 (de acuerdo con la definicion de Latza et al. Eur J Immunol 1994; 24: 677-683) o
como alternativa DRC1-DRC2-mddulo A1-B1 de DRC3 (de acuerdo con la definicion de
Compaan et al. Structure 2006; 14: 1321-1330). Estos resultados demostraron que el
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anticuerpo de raton anti-CD134 humano clon 12H3 parecia reconocer un epitopo lineal o
no lineal/conformacional en el médulo Al de DRC3 truncado (de acuerdo con la definicion
de Latza et al. Eur J Immunol 1994; 24: 677-683) con la secuencia de aminoacidos 108-126
(es decir, el péptido de 19 unidades RCRAGTQPLDSYKPGVDCA; véase SEC ID N°: 34)
en CD134 humano extracelular o la secuencia de aminoacidos 108-126 (es decir, el péptido
de 19 unidades RCRAGTQPLDSYKPGVDCA, véase SEC ID N°: 34) formaba una parte
crucial para la union con un epitopo no lineal/conformacional en mddulo Al de DRC3
truncado/médulo A1-B1 de DRC4 (de acuerdo con la definicién de Latza et al. Eur J
Immunol 1994; 24. 677-683), y posiblemente en la estructura de tipo bisagra, con la
secuencia de aminoacidos 108-214 (véase SEC ID N°: 35) en CD134 humano extracelular.
Estos resultados demostraron que el anticuerpo de raton anti-CD134 humano clon 20E5
parecia reconocer un epitopo lineal o no lineal/conformacional en el médulo Al de DRC4
truncado (de acuerdo con la definicion de Compaan et al. Structure 2006; 14: 1321-1330), y
posiblemente en la estructura de tipo bisagra, con la secuencia de aminoacidos 147-214
(SEC ID N©: 36), en CD134 humano extracelular.

Usando una cristalografia, Compaan et al. (Structure 2006; 14: 1321-1330)
descubrieron recientemente la implicacion critica de DRC1, DRC2 (especialmente el bucle
Al y los restos inmediatamente siguientes), y DRC3 (principalmente el bucle Al) en
CD134 humano durante la interaccion con el Ligando OX40 (CD252)/CD134 (=0X40).
Este descubrimiento concuerda bien con los hallazgos de los inventores de que (1, véase
anteriormente) el anticuerpo de raton anti-CD134 humano clon 20E5 no parecia reconocer
un epitopo CD134 humano en DRC1, DRC2 y médulo Al de DRC3 truncado-modulo Al
de subdominio DRC4 (de acuerdo con la definicidon de Latza et al. Eur J Immunol 1994;
24: 677-683) 0 como alternativa DRC1-DRC2-mddulo A1-B1 de DRC3 (de acuerdo con la
definicion de Compaan et al. Structure 2006; 14: 1321-1330) en CD134 humano
extracelular, y (2, véase anteriormente) el anticuerpo de ratén anti-CD134 humano clon
20E5 se unia simultaneamente con OX40L humano en linfocitos T que expresaban CD134
humano estimulados con PHA. Esto sugirié que el anticuerpo de ratén anti-CD134 humano
clon 20E5 reconocia un epitopo en CD134 humano, que no estaba implicado criticamente
en la interaccion de CD134 humano con OX40L humano. Ademas, los hallazgos de los
inventores de que (1, vease anteriormente) en el anticuerpo de raton anti-CD134 humano
clon 12H3 parecia reconocer un epitopo lineal o no lineal/conformacional en el moédulo Al
de DRC3 truncado (de acuerdo con la definicion de Latza et al. Eur J Immunol 1994; 24:
677-683) con la secuencia de aminoacidos 108-126 (es decir, el péptido de 19 unidades
RCRAGTQPLDSYKPGVDCA,; véase SEC ID N°: 34) en CD134 humano extracelular, o la
secuencia de aminoacidos 108-126 (es decir, el péptido de 19 unidades
RCRAGTQPLDSYKPGVDCA,; véase SEC ID N°: 34) formaban una parte crucial para la
unién con un epitopo no lineal/conformacional en el médulo A1 de DRC3 truncado/mdédulo
Al1-Bl de DRC4 (de acuerdo con la definicion de Latza et al. Eur J Immunol 1994; 24:
677-683), y posiblemente en la estructura de tipo bisagra, con la secuencia de aminoacidos
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108-214 (véase SEC ID N°: 35) en CD134 humano extracelular y (2 véase anteriormente),
el anticuerpo de raton anti-CD134 humano clon 12H3 unido simultdneamente con OX40L
humano en linfocitos T que expresaban CD134 humano estimulados con PHA,
corroboraron la idea de que el epitopo (como se ha descrito anteriormente) en CD134
humano que se reconocia por el anticuerpo de ratéon anti-CD134 humano clon 12H3 no
estaba implicado de forma critica en la interaccion de CD134 humano con OX40L humano.
(c). Mapeo de epitopos (1) del anticuerpo monoclonal de ratén anti-CD134 humano clon
12H3 usando ELISA de péptidos derivados de CD134 humano

Para analizar adicionalmente la especificidad fina del anticuerpo monoclonal de
raton anti-CD134 humano clon 12H3, se determino la localizacion del epitopo reconocido
por el anticuerpo monoclonal de ratén anti-CD134 humano clon 12H3 por mapeo de
epitopos. La capacidad del anticuerpo monoclonal de raton anti-CD134 humano clon 12H3
para unirse con un péptido derivado de CD134 humano, que se correspondia a la secuencia
de aminoacidos de modulo Al de DRC3 truncado-mdédulo Al de subdominio de DRC4 (de
acuerdo con la definicion de Latza et al. Eur J Immunol 1994; 24: 677-683), se determind
por ELISA.

Se recubrieron placas de ELISA de fondo plano de noventa y seis pocillos (Corning)
con 10 ng/pocillo de péptido derivado de CD134 humano (sintetizado por Pepscan Presto,
Lelystad, Paises Bajos), que se correspondia con la secuencia de aminoacidos del mddulo
Al de DRC3 truncado-moédulo Al de subdominio DRC4 (véase SEC ID N°: 38) o con 10
ng/pocillo del péptido de control derivado de fibronectina humana (sintetizado por Pepscan
Presto, Lelystad, Paises Bajos), que se correspondia con la secuencia de aminoacidos del
dominio estructural de tipo Il extra (véase SEC ID N°: 37) en PBS durante una noche a 4
°C. Después de lavado exhaustivo en PBS/Tween 20 0,5%, las placas se bloguearon en
PBS/Tween 20 0,05%/fraccion V de BSA 1% (Roche) durante 1 hora a TA.
Posteriormente, las placas se incubaron con 0, 0,00005 — 50,0 (etapas de dilucion 10 veces
en tampdn de blogqueo) ug/ml de anticuerpo monoclonal de raton anti-CD134 humano clon
12H3 o anticuerpo de control de isotipo IgGik de raton (BD Biosciences) durante 1 hora a
TA. Despues de lavado exhaustivo en PBS/Tween 20 0,05%, se determino la union de los
anticuerpos con anticuerpos de cabra especificos de Fcy anti 1gG de ratdn conjugados con
peroxidasa de rabano rusticano diluidos 1:5000 (Jackson ImmunoResearch) durante 1 hora
a TA, seguido de una solucion lista para usar del sustrato de TMB (Invitrogen) para
deteccidn colorimétrica. Después de afiadir H,SO4 1M, se midieron las densidades Opticas a
una longitud de onda de 450 nm (longitud de onda de referencia de 655 nm) usando un
lector de microplacas (BioRad).

Como se muestra en la figura 23-A (n=1), el anticuerpo monoclonal de ratdn anti-
CD134 humano clon 12H3 se uni6 de forma dependiente de dosis y especificamente al
péptido derivado de CD134 humano, mientras que el anticuerpo de control de isotipo de
IgGix de raton no demostré unién con el péptido derivado de CD134 humano. Tanto el
anticuerpo monoclonal de raton anti-CD134 humano clon 12H3 como el anticuerpo de
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control de isotipo 1gG;k demostraron ausencia de union con el péptido de control derivado
de fibronectina humana.

Estos resultados demostraron que el anticuerpo de ratén anti-CD134 humano clon
12H3 reconocia especificamente un epitopo en CD134 humano (comparacion de péptido
derivado de CD134 humano frente a péptido de control derivado de fibronectina humana).
Ademas, estos resultados demostraron que el anticuerpo de raton anti-CD134 humano clon
12H3 parecia reconocer un epitopo lineal o no lineal/conformacional en el médulo Al de
DRC3 truncado-moédulo Al de subdominio DRC4 (de acuerdo con la definicion de Latza et
al. Eur J Immunol 1994; 24: 677-683) con la secuencia de aminoacidos 108-146 (es decir,
péptido de 39 unidades RCRAGTQPLDSYKPGVDCAPCPPGHFSPGDNQACKPWTN;
véase SEC ID N°: 38) en CD134 humano extracelular.

(d) Mapeo de epitopos (2) de los anticuerpos monoclonales de raton anti-CD134 humano
clones 12H3 y 20E5 usando Tecnologia de Mapeo de Epitopos CLIPS por Pepscan

Puede usarse Tecnologia de Mapeo de Epitopos CLIPS por Pepscan (Lelystad,
Paises Bajos) para determinar los epitopos reconocido por los anticuerpos de raton anti-
CD134 humano clones 12H3 y 20E5. Esta tecnologia de CLIPS permite la determinacion
de epitopos lineales, conformaciones, discontinuos y complejos que implicaban complejos
proteicos dimeéricos o multiméricos. Para este fin, la secuencia de aminoacidos lineal de
CD134 humano = OX40 (SEC ID N°: 1) se usa como la proteina diana.

Ejemplo 9. Caracterizacion de los dominios y epitopos de CD134 humano
reconocidos por los anticuerpos monoclonales quiméricos humanos 1gG4/kappa y/o
IgGl/kappa anti-CD134 humano clones 12H3 y 20E5

(@). Union de los anticuerpos quiméricos humanos IgG4x y/o 1gG1lx anti-CD134 humano
clones 12H3 y 20E5 con construccion de CD134 humano de longitud completa y diversas
construcciones de CD134 humano truncadas en la linea celular 293-F (mapeo de
dominios).

Para analizar la especificidad fina de los anticuerpos monoclonales quiméricos
humanos 1gG4k y/o 1gGlk anti-CD134 humano clones 12H3 y 20E5, se determind la
localizacion del epitopos o los epitopos reconocidos por los anticuerpos monoclonales
quimeéricos humanos 1gG4k y/o 1gGlk anti-CD134 humano clones 12H3 y 20E5 por
mapeo de dominios. La capacidad de los anticuerpos monoclonales humanos quimericos
lgG4k y/o 1gGlk anti-CD134 humano clones 12H3 y 20E5 para unirse con las
construcciones de CD134 humano truncadas (véase Ejemplo 8 (b) anterior), expresadas en
la superficie de células 297-F (derivadas de HEK), se determind por analisis de FACS.

Usando el Sistema de Expresion FreeStyle™ 293 (Invitrogen), se transfectaron de
forma transitoria células 293-F FreeStyle™ (Invitrogen) con las 5 variantes generadas de
CD134 humano (véase anteriormente). Después de 48-72 horas, se analiz6 la expresion de
CD134 humano en superficie en células transfectadas por analisis de FACS. Para este fin,
se recogieron células transfectadas y se pusieron a 1-2x10° células/ml en PBS/BSA/NaNs3
helado. Las células se incubaron con o sin anticuerpos monoclonales quiméricos humanos
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9G4k y/o 1gG1k anti-CD134 humano 20,0 ug/ml clones 12H3 y 20E5 durante 30 minutos
a 4 °C. Después de lavado exhaustivo en PBS/BSA/NaNj, las células se incubaron
posteriormente con anticuerpos de cabra anti IgG humano conjugados con PE diluido 1:200
(especificos de Fcy) (Jackson ImmunoResearch) durante 30 minutos a 4 °C. Después de
lavado exhaustivo en PBS/BSA/NaNs, las células se fijaron en formaldehido al 2% en
PBS/BSA/NaN3; durante 30 minutos a 4 °C. La unidén de los anticuerpos se midié usando
citometria de flujo (FACSCalibur; BD Biosciences).

Como se muestra en la figura 22, tanto el anticuerpo monoclonal quimérico humano
9G4k e IgGlk anti-CD134 humano clon 12H3 como el anticuerpo monoclonal quimérico
humano IgG4k anti-CD134 humano clon 20E5 demostraron caracteristicas de union contra
diversas construcciones de CD134 humano truncadas en células transfectadas, que eran
idénticas a las caracteristicas de union de sus anticuerpos de raton anti-CD134 humano
parentales clones 12H3 y 20E5 correspondientes homologos (véase Ejemplo 8(b) anterior;
para comparacion, véase figura 22 frente a figura 21).

(b). Mapeo de epitopos de anticuerpo monoclonal quimérico humano 1gG4x anti-CD134
humano clon 12H3 usando ELISA de péptidos derivados de CD134 humano

Para analizar adicionalmente la especificidad fina del anticuerpo monoclonal
quimeérico humano 1gG4k anti-CD134 humano clon 12H3, se determind la localizacion del
epitopo reconocido por el anticuerpo monoclonal quimérico humano 1gG4xk anti-CD134
humano clon 12H3 por mapeo de epitopos. La capacidad del anticuerpo monoclonal
quimérico humano 1gG4x anti-CD134 humano clon 12H3 para unirse con un péptido
derivado de CD134 humano, que correspondia a la secuencia de aminoacidos del médulo
Al de DRC3 truncado-médulo Al de subdominio DRC4 (de acuerdo con la definicion de
Latza et al. Eur J Immunol 1994; 24: 677-683), se determino por ELISA.

Se recubrieron placas de ELISA de fondo plano de noventa y seis pocillos (Corning)
con péptido derivado de CD134 humano 10 ng/pocillo (sintetizado por Pepscan Presto,
Lelystad, Paises Bajos), que correspondian a la secuencia de aminoacidos de mddulo Al de
DRC3 truncado-médulo Al de subdominio DRC4 (véase SEC ID N° 38) o con 10
ng/pocillo de péptido de control derivado de fibronectina humana (sintetizado por Pepscan
Presto, Lelystad, Paises Bajos), que se correspondia con la secuencia de aminoacidos del
dominio estructural de tipo Il extra (véase SEC ID N°: 37) en PBS durante una noche a 4
°C. Después de lavado exhaustivo en PBS/Tween 20 0,5%, las placas se bloquearon en
PBS/Tween 20 0,05%/fraccibn V de BSA 1% (Roche) durante 1 hora a TA.
Posteriormente, las placas se incubaron con 0, 0,00005 — 50,0 (etapas de dilucion 10 veces
en tampodn de bloqueo) pg/ml de anticuerpo monoclonal quimérico humano IgG4x CD134
humano clon 12H3 o anticuerpo de control humano IgG4x anti CD40 humano (Biocult)
durante 1 hora a TA. Después de lavado exhaustivo en PBS/Tween 20 0,05%, se determind
la unién de anticuerpos con anticuerpos especificos de Fcy anti 1IgG humano de cabra
conjugados con peroxidasa de rabano rusticano diluida 1:5000 (Jackson ImmunoResearch)
durante 1 hora a TA, seguido de una solucion lista para usar del sustrato de TMB
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(Invitrogen) para deteccion colorimétrica. Después de afiadir H,SO, 1M, se midieron las
densidades Opticas a una longitud de onda de 450 nm (longitud de onda de referencia de
655 nm) usando un lector de microplacas (BioRad).

Como se muestra en la figura 23-B (n=1), el anticuerpo monoclonal quimérico
humano 1gG4k anti-CD134 humano clon 12H3 se unia de forma dependiente de dosis y
especificamente al péptido derivado de CD134 humano, mientras que el anticuerpo de
control humano IgG4k anti CD40 humano no demostré ninguna unién con el péptido
derivado de CD134 humano. Ni el anticuerpo monoclonal quimérico humano 1gG4k anti-
CD134 humano clon 12H3 ni el anticuerpo de control humano IgG4k anti CD40 humano
demostraron ninguna union con péptido de control derivado de fibronectina humana.

Estos resultados demostraron que el anticuerpo monoclonal quimérico humano
IgG4xk anti-CD134 humano clon 12H3 reconocia especificamente un epitopo en CD134
humano (comparacion de péptido derivado de CD134 humano frente a péptido de control
derivado de fibronectina humana). Ademas, estos resultados demostraron que el anticuerpo
monoclonal quimérico humano 1gG4k anti-CD134 humano clon 12H3 parecia reconocer un
epitopo lineal o no lineal/conformacional en el médulo A1 de DRC3 truncado-médulo Al
de subdominio DRC4 (de acuerdo con la definicion de Latza et al. Eur J Immunol 1994;
24: 677-683) con la secuencia de aminoacidos 108-146 (es decir, péptido de 39 unidades
RCRAGTQPLDSYKPGVDCAPCPPGHFSPGDNQACKPWTN; véase SEC ID N°: 38) en
CD134 humano extracelular.

La lista de secuencias adjunta forma parte de la presente memoria descriptiva.

En SEC ID N°: 1, que es la secuencia de aminoacidos de CD134 humano (GenBank
ref CAB96543.1; aa 1-277) un péptido sefial estd en los aminoacidos (aa) 1-28) y una
region transmembrana en los aminoacidos 215-235.

SEC ID N° 61, que forma los 11 aminoacidos N terminales de SEC ID N°: 5,
también es de interés. Este es el equivalente de cadena ligera de 20E5 de SEC ID N°: 3, que
es los 11 aminoéacidos N terminales de la cadena pesada de 20E5.

SEC ID N° 37 (TYSSPEDGIHELFPAPDGEEDTAELQGGC), secuencia de
amino&cidos del péptido derivado de fibronectina humana, corresponde a la secuencia de
aminoacidos del dominio estructural de tipo 1l extra (ED1; Peters et al. Am Rev Resp Dis
1988; 138: 167-71).
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REIVINDICACIONES

1.- Una molécula de unién que se une a CD134 humano, caracterizada porque la
molécula de union no evita la union del receptor CD134 humano (OX40) al ligando de
OX40 (OX40L); en donde la molécula de unién comprende una region variable de cadena
pesada que comprende:

(@) una CDRL1 de cadena pesada que comprende la secuencia de aminoécidos de la
SEC ID Ne°: 14;

(b) una CDR2 de cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de la
SEC ID No:15;

(c) una CDR3 de cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de la
SEC ID N°: 16;

y en donde la molécula de unién comprende una region variable de cadena liviana que
comprende:

(d) una CDR1 de cadena liviana que comprende la secuencia de aminoacidos de la
SEC ID Ne°: 17;

(e) una CDR2 de cadena liviana que comprende la secuencia de aminoacidos de la
SEC ID N°:18;

(f) una CDR3 de cadena liviana que comprende la secuencia de aminoéacidos de la
SEC ID N°: 19.

2.- Una molécula de union de acuerdo con la reivindicacion 1, que comprende:
(@ una region variable de cadena pesada que comprende la secuencia de
aminoéacidos de la SEC ID N°: 12; y
(b) una region variable de cadena ligera que comprende la secuencia de
aminoacidos de la SEC ID N°: 13.

3.- Una molécula de unién segun la reivindicacién 1 o 2, que es un anticuerpo

humano, o es un anticuerpo quimérico, humanizado o Delmmunized ™.

4.- Una molécula de union segun una cualquiera de las reivindicaciones precedentes
en donde la molécula de unidn es un anticuerpo IgM, IgD, 1gG, IgA o IgE.

5.- Una molécula de unién de acuerdo con la reivindicacion 4, en donde dicho
anticuerpo es un anticuerpo IgG.

6.- Una molécula de unién segun cualquiera de las reivindicaciones precedentes en
donde la molécula de unién es un anticuerpo monoclonal.

7.- Una molécula de &cido nucleico que codifica una molécula de union segin una
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cualquiera de las reivindicaciones precedentes.

8.- Un vector de expresion que comprende al menos una molécula de &cido nucleico
segun la reivindicacion 7.

9.- Una célula hospedadora que comprende un vector segun la reivindicacion 8, en
donde dicha célula hospedadora es seleccionada del grupo que consiste de células de ovario
de hdmster chino (CHO), células NSO, células PER-C6, células SP2, células HEK-293T,
células NIH-3T3, células HelLa, células de rifion de cria de hamster (BHK), células de rifion
de mono verde africano (COS), células de carcinoma hepatocelular humano, células de
pulmon humanas, células A549, células Sf9 o células Sf21.

10.- Un proceso para preparar una molécula de union segun cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 6 que comprende las etapas de (i) preparar moléculas de union a
CD134 y (ii) explorar dichas moléculas para identificar y obtener moléculas de union que
no impidan la unién de OX40L a CD134.

11.- Un proceso de acuerdo con la reivindicacion 10, en donde dichas moléculas de
uniéon a CD134 son identificadas luego de la exposicion del CD134 a una concentracion
saturada de OX40L.

12.- Un proceso segun la reivindicacion 10 o la reivindicacion 11 caracterizado por
que la molécula de union es un anticuerpo monoclonal y comprende inmunizar un animal
con CD134 humano, preparar hibridomas que secreten anticuerpos anti-CD134 e identificar
hibridomas que produzcan anticuerpos anti-CD134.
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RESUMEN

La invencion proporciona anticuerpos que se unen especificamente a CD134
humano. Los anticuerpos anti-CD134 humano de la invencién se unen especificamente al
dominio extracelular de CD134 humano, incluyendo dominios que no se unen al ligando de
OX40 (OX40L) en CD134 humano, que se expresa por ejemplo en linfocitos T CD4 y/o
CD8 efectores (Tefs) convencionales humanos activados y en linfocitos T CD4 reguladores
(Tregs) supresores humanos activados. Los anticuerpos anti-CD134 humano de la
invencion son Utiles (por ejemplo, para potenciar la funcion efectora anticancerosa de Tefs
y/o para inhibir la funcion supresora de Tregs) para el tratamiento contra el cancer.
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