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ANTICUERPOS MONOCLONALES CD47 NOVEDOSOS Y USOS DE LOS MISMOS

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

La CD47 (Agrupacién de Diferenciacidén 47) primero
se identificd como un antigeno de tumor en cancer ovarico
humano en los afios de 1980. Desde entonces, CD47 se ha
encontrado que se expresa en multiples tipos de tumor humano
que incluyen leucemia mieloide aguda (AML), leucemia mieloide
crbébnica, leucemia linfoblédstica aguda (ALL), linfoma no de
Hodgkin (NHL), mieloma multiple (MM), cancer de vejiga vy
otros tumores sdélidos. Altos niveles de CD47 permiten a las
células de céncer evitar la fagocitosis a pesar de tener un
nivel mds alto de calreticulina - 1la sefial pro-fagocitica
dominante.

También conocida como proteina asociada a integrina
(IAP), el antigeno de cédncer ovarico OA3, antigeno
relacionado a Rh y MER6, CD47 es un receptor de transmembrana
de multiple extensidn que pertenece a la superfamilia de
inmunoglobulina. Su expresidén y actividad se ha implicado en
un numero de enfermedades 'y trastornos. Estd es una
glicoproteina de transmembrana ampliamente expresada con un
solo dominio similar a Ig y cinco regiones que abarcan
membrana, la cual funciona como un ligando celular para SIRPa
con el enlace mediado a través del dominio similar a V NH,-
terminal de la proteina reguladora de sefial a (SIRPa). SIRPa

se expresa principalmente en células mieloides, que incluyen
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macrdfagos, granulocitos, células dendriticas mieloides
(DCs), mastocitos y sus precursores que incluyen células
madre hematopoyéticas.

Los macréfagos limpian los patdgenos vy células
dafiadas o envejecidas de la corriente sanguinea por la via de
fagocitosis. CD47 de superficie celular interactiia con su
receptor en macrdéfagos, SIRPa, para inhibir la fagocitosis de
células saludables, normales. SIRPa inhibe la fagocitosis de
células hospederas mediante macréfagos, donde la ligacidén de
SIRPa en macrbéfagos mediante CD47 expresado en la célula
objetivo del hospedero genera una seflal inhibidora mediada
por SHP-1 que regula negativamente la fagocitosis.

De acuerdo con la funcidén de CD47 para inhibir 1la
fagocitosis de células normales, hay evidencia de dque es
transientemente regulada hacia arriba en células madre
hematopoyéticas (HSCs) y progenitoras justo antes y durante
su fase migratoria, y que el nivel de CD47 en estas células
determina la probabilidad de que son tragadas in vivo.

CD47 también es constitutivamente requlada hacia
arriba en un numero de cénceres, dgque 1incluyen leucemias
mieloides. La sobreexpresidén de CD47 en una linea de leucemia
mieloide incrementa su patogenicidad permitiéndole evadir la
fagocitosis. Se ha concluido que la regulacidén hacia arriba
de CD47 es un mecanismo importante ©para proporcionar

proteccidén a las HSCs normales durante la movilizaciédn
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mediada por inflamacidn, y que las progenitoras leucémicas
co-optan estabilidad con el fin de evadir la exterminacidn
con el macréfago.

Ciertos anticuerpos CD47 se han mostrado que
restauran la fagocitosis y previenen la aterosclerosis. Ver,
por ejemplo, Kojima y colaboradores, Nature, Vol. 36, 86-90
(Aug. 4, 2016). La presente invencidédn proporciona anticuerpos
CD47 novedosos o fragmentos inmunoldédgicamente activos de los
mismos que tienen baja inmunogenicidad en humanos y causan
bajo o nada de nivel de agotamiento de gldébulos rojos. Como
es bien conocido para una persona experta en la técnica,
tales anticuerpos se pueden llamar intercambiablemente
“anticuerpos anti-CD47”.

BREVE DESCRIPCION DE LA PRESENTE INVENCION

En un aspecto, la presente invencidén proporciona
anticuerpos monoclonales aislados % sus fragmentos
inmunolbégicamente activos que enlazan a CD47 humana. Por
brevedad, estos anticuerpos monoclonales aislados que enlazan
a CD47 'y sus fragmentos inmunoldgicamente activos son
referidos en la presente después como “anticuerpos CD47”. Los
anticuerpos CD47 de esta invencidén son capaces de modular,
por ejemplo, bloguear, inhibir, reducir, antagonizar,
neutralizar o de otra manera interferir con, la expresidn,
actividad y/o sefializacién de CD47, o la interaccidn entre

CD47 y SIRPa. Muy significativamente, los anticuerpos CD47 de
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esta invencidén no causan generalmente un nivel significativo
de agotamiento o hemaglutinacidén de gldébulos rojos humanos, vy
sorprendentemente en muchos casos no causan cualqgquier
agotamiento o hemaglutinacién de gldébulos rojos humanos en
todas partes. Adicionalmente, los anticuerpos CD47 de esta
invencidén tienen potentes actividades anti-tumor exhibidas.
En algunas modalidades, los anticuerpos CD47 de
esta invencidén cada una incluyen (a) una secuencia de cadena
pesada variable (VH) que es por lo menos 90% (por ejemplo,
por lo menos 95%) 1idéntica a una secuencia de aminoacidos
seleccionada del grupo que consiste de SEQ ID NO: 1, SEQ ID
NO: 3, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO:
11, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO: 17, SEQ ID NO:
19, SEQ ID NO: 21, SEQ ID NO: 23, SEQ ID NO: 25, SEQ ID NO:
27, SEQ ID NO: 29, SEQ ID NO: 31, SEQ ID NO: 33, SEQ ID NO:
35, SEQ ID NO: 37, SEQ ID NO: 39, SEQ ID NO: 41, SEQ ID NO:
43, SEQ ID NO: 45, SEQ ID NO: 47, SEQ ID NO: 49, SEQ ID NO:
51, SEQ ID NO: 53, SEQ ID NO: 55, SEQ ID NO: 57, SEQ ID NO:
59, SEQ ID NO: 61, SEQ ID NO: 63, SEQ ID NO: 65, SEQ ID NO:
67, SEQ ID NO: 69, SEQ ID NO: 71, SEQ ID NO: 73, SEQ ID NO:
75 y SEQ ID NO: 77; (b) una secuencia de cadena 1ligera
variable (VL) que es por lo menos 90% (por ejemplo, por 1lo
menos 95%) idéntica a una secuencia de aminoacidos
seleccionada del grupo que consiste de SEQ ID NO: 2, SEQ ID

NO: 4, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO:



12, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO:
20, SEQ ID NO: 22, SEQ ID NO: 24, SEQ ID NO: 26, SEQ ID NO:
28, SEQ ID NO: 30, SEQ ID NO: 32, SEQ ID NO: 34, SEQ ID NO:
36, SEQ ID NO: 38, SEQ ID NO: 40, SEQ ID NO: 42, SEQ ID NO:
44, SEQ ID NO: 46, SEQ ID NO: 48, SEQ ID NO: 50, SEQ ID NO:
52, SEQ ID NO: 54, SEQ ID NO: 56, SEQ ID NO: 58, SEQ ID NO:
60, SEQ ID NO: 62, SEQ ID NO: 64, SEQ ID NO: 66, SEQ ID NO:
68, SEQ ID NO: 70, SEQ ID NO: 72, SEQ ID NO: 74, SEQ ID NO:
76 y SEQ ID NO: 78.

En algunas otras modalidades, los anticuerpos CD47
de esta invencidén cada uno incluyen secuencias de cadena
VH/VL emparejadas que son por lo menos 90% (por ejemplo, por
lo menos 95%, 95%, 96, 97%, 98%, 99% o 99.5%) idénticas a un
par de secuencias de aminodcido VH y VL seleccionadas del
grupo que consiste de SEQ ID NO: 1 y SEQ ID NO: 2 (es decir,
1Al1), SEQ ID NO: 3 y SEQ ID NO: 4 (es decir, 1F8), SEQ ID NO:
5 yv SEQ ID NO: 6 (es decir, 2Al11), SEQ ID NO: 7 y SEQ ID NO:
8 (es decir, 2C2), SEQ ID NO: 9 y SEQ ID NO: 10 (es decir,
2D7), SEQ ID NO: 11 y SEQ ID NO: 12 (es decir, 2G4), SEQ ID
NO: 13 y SEQ ID NO: 14 (es decir, 2G11), SEQ ID NO: 15 y SEQ
ID NO: 16 (es decir, 6F4), SEQ ID NO: 17 y SEQ ID NO: 18 (es
decir, 5H1), SEQ ID NO: 19 y SEQ ID NO: 20 (es decir, 5Fo0),
SEQ ID NO: 21 y SEQ ID NO: 22 (es decir, 1F3), SEQ ID NO: 23
y SEQ ID NO: 24 (es decir, 2A4), SEQ ID NO: 25 y SEQ ID NO:

26 (es decir, 2Bl12), SEQ ID NO: 27 y SEQ ID NO: 28 (es decir,
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13A11), SEQ ID NO: 29 y SEQ ID NO: 30 (es decir, 15E1l), SEQ
ID NO: 31 y SEQ ID NO: 32 (es decir, 13H3), SEQ ID NO: 33 vy
SEQ ID NO: 34 (es decir, 14A8), SEQ ID NO: 35 y SEQ ID NO: 36
(es decir, 16H3), SEQ ID NO: 37 y SEQ ID NO: 38 (es decir,
1Al1), SEQ ID NO: 39 y SEQ ID NO: 40 (es decir, 1Al1-A), SEQ ID
NO: 41 y SEQ ID NO: 42 (es decir, 1A1-Q), SEQ ID NO: 43 y SEQ
ID NO: 44 (es decir, 1A2), SEQ ID NO: 45 y SEQ ID NO: 46 (es
decir, 1A8), SEQ ID NO: 47 y SEQ ID NO: 48 (es decir, 1B1),
SEQ ID NO: 49 y SEQ ID NO: 50 (es decir, 1B2), SEQ ID NO: 51
y SEQ ID NO: 52 (es decir, 1H3), SEQ ID NO: 53 y SEQ ID NO:
54 (es decir, 1H3-Q), SEQ ID NO: 55 y SEQ ID NO: 56 (es
decir, 1H3-A), SEQ ID NO: 57 y SEQ ID NO: 58 (es decir, 2A2),
SEQ ID NO: 59 y SEQ ID NO: 60 (es decir, 2A3), SEQ ID NO: 61
y SEQ ID NO: 62 (es decir, 2A6), SEQ ID NO: 63 y SEQ ID NO:
64 (es decir, 2A10), SEQ ID NO: 65 y SEQ ID NO: 66 (es decir,
2B1), SEQ ID NO: 67 y SEQ ID NO: 68 (es decir, 2C6), SEQ ID
NO: 69 y SEQ ID NO: 70 (es decir, 2E7), SEQ ID NO: 71 y SEQ
ID NO: 72 (es decir, 2E9), SEQ ID NO: 73 y SEQ ID NO: 74 (es
decir, 2F1), SEQ ID NO: 75 y SEQ ID NO: 76 (es decir, 2F3) vy
SEQ ID NO: 77 y SEQ ID NO: 78 (es decir, 34C5). En algunos
casos, los anticuerpos CD47 de esta invencidén cada uno
incluyen un par de secuencias de cadena VH y VL seleccionadas
del grupo que consiste de SEQ ID NO: 1 y SEQ ID NO: 2 (es
decir, 1Al), SEQ ID NO: 3 y SEQ ID NO: 4 (es decir, 1F8), SEQ

ID NO: 5 y SEQ ID NO: 6 (es decir, 2Al1l1), SEQ ID NO: 7 y SEQ
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ID NO: 8 (es decir, 2C2), SEQ ID NO: 9 y SEQ ID NO: 10 (es
decir, 2D7), SEQ ID NO: 11 y SEQ ID NO: 12 (es decir, 2G4),
SEQ ID NO: 13 y SEQ ID NO: 14 (es decir, 2G1l1), SEQ ID NO: 15
y SEQ ID NO: 16 (es decir, 6F4), SEQ ID NO: 17 y SEQ ID NO:
18 (es decir, 5H1), SEQ ID NO: 19 y SEQ ID NO: 20 (es decir,
5F6), SEQ ID NO: 21 y SEQ ID NO: 22 (es decir, 1F3), SEQ ID
NO: 23 y SEQ ID NO: 24 (es decir, 2A4), SEQ ID NO: 25 y SEQ
ID NO: 26 (es decir, 2B12), SEQ ID NO: 27 y SEQ ID NO: 28 (es
decir, 13Al1ll), SEQ ID NO: 29 y SEQ ID NO: 30 (es decir,
15E1), SEQ ID NO: 31 y SEQ ID NO: 32 (es decir, 13H3), SEQ ID
NO: 33 y SEQ ID NO: 34 (es decir, 14A8), SEQ ID NO: 35 y SEQ
ID NO: 36 (es decir, 16H3), SEQ ID NO: 37 y SEQ ID NO: 38 (es
decir, 1Al), SEQ ID NO: 39 y SEQ ID NO: 40 (es decir, 1Al-A),
SEQ ID NO: 41 y SEQ ID NO: 42 (es decir, 1A1-Q), SEQ ID NO:
43 y SEQ ID NO: 44 (es decir, 1A2), SEQ ID NO: 45 y SEQ ID
NO: 46 (es decir, 1A8), SEQ ID NO: 47 y SEQ ID NO: 48 (es
decir, 1B1), SEQ ID NO: 49 y SEQ ID NO: 50 (es decir, 1B2),
SEQ ID NO: 51 y SEQ ID NO: 52 (es decir, 1H3), SEQ ID NO: 53
y SEQ ID NO: 54 (es decir, 1H3-Q), SEQ ID NO: 55 y SEQ ID NO:
56 (es decir, 1H3-A), SEQ ID NO: 57 y SEQ ID NO: 58 (es
decir, 2A2), SEQ ID NO: 59 y SEQ ID NO: 60 (es decir, 2A3),
SEQ ID NO: 61 y SEQ ID NO: 62 (es decir, 2A6), SEQ ID NO: 63
y SEQ ID NO: 64 (es decir, 2A10), SEQ ID NO: 65 y SEQ ID NO:
66 (es decir, 2Bl), SEQ ID NO: 67 y SEQ ID NO: 68 (es decir,

2C6), SEQ ID NO: 69 y SEQ ID NO: 70 (es decir, 2E7), SEQ ID
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NO: 71 y SEQ ID NO: 72 (es decir, 2E9), SEQ ID NO: 73 y SEQ
ID NO: 74 (es decir, 2F1l), SEQ ID NO: 75 y SEQ ID NO: 76 (es
decir, 2F3) y SEQ ID NO: 77 y SEQ ID NO: 78 (es decir, 34CH).

Los anticuerpos CD47 de esta invencidn pueden ser
quiméricos o humanizados. Ellos pueden prevenir o reducir
significativamente a CD47 humana de interactuar con SIRPa, o
promueven la fagocitosis mediada por macrédfago de una célula
que expresa CD47.

Los anticuerpos CD47 de esta invencidn no causan un
nivel significativo o notable de hemaglutinacidn o)
agotamiento de gldbulos rojos, y en muchos casos no causan
hemaglutinacién o agotamiento de gldébulos rojos en todo.

En otro aspecto, la presente invencidn proporciona
anticuerpos monoclonales biespecificos aislados. Cada uno de
tales anticuerpos monoclonales biespecificos aislados
comprende un primer brazo y un segundo brazo, en donde el
primer brazo comprende un primer anticuerpo monoclonal o
fragmento inmunoldégicamente activo del mismo como es descrito
en lo anterior que enlaza a CD47 humana, y el segundo brazo
comprende un segundo anticuerpo monoclonal que no enlaza a
CD47 humana.

En algunas modalidades, el segundo brazo en 1los
anticuerpos monoclonales biespecificos aislados enlaza una
célula de céancer.

En algunas otras modalidades, los anticuerpos
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monoclonales biespecificos inhiben la interaccidédn entre CD47
humana y SIRPa humana.

En todavia otro aspecto, la presente invencidn
proporciona composiciones farmacéuticas cada una gque contiene
uno de los anticuerpos CD47 de esta invencidédn o un anticuerpo
monoclonal biespecifico aislado de esta invencidén, y un
portador o excipiente farmacéuticamente aceptable.

Como se utiliza en la presente, el término
“portador o excipiente farmacéuticamente aceptable” se
refiere a un portador o un excipiente que es Util para
preparar una composicidén o formulacidn farmacéutica que es
generalmente segura, no tdéxica, y no bioldgicamente ni de
otra manera indeseable. Un portador o excipiente empleado
tipicamente es uno adecuado para la administracidén a sujetos
humanos u otros mamiferos. Al hacer las composiciones, el
ingrediente activo usualmente se mezcla con, diluye por, o se
encierra con un portador o excipiente. Cuando el portador o
excipiente sirve como un diluyente, éste puede ser un
material sdélido, semi-sdélido o liquido, gque actla como un
vehiculo, portador o medio para el ingrediente activo del
anticuerpo.

También dentro del alcance de la presente invencidn
estd un método para tratar una enfermedad en un sujeto humano
en necesidad del mismo, y el método incluye administrar al

sujeto una cantidad terapéuticamente efectiva de un
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anticuerpo CD47 de esta invencidén, un anticuerpo monoclonal
biespecifico de esta invenciédn, o una composicidn
farmacéutica de esta invencién, y la enfermedad es un céancer,
una enfermedad fibrdética o cualgquier enfermedad relacionada
con la inhibicidén de fagocitosis. En algunos casos, el céancer
se puede seleccionar del grupo gque consiste de céancer
ovarico, céncer de colon, cancer de mama, cancer de pulmbn,
cancer de cabeza y cuello, cancer de vejiga, cancer
colorrectal, cancer pancreatico, linfoma no de Hodgkin,
leucemia linfocitica aguda, leucemia linfocitica crénica,
leucemia mieloide aguda, leucemia mieldgena crdénica, leucemia
de célula pilosa (HCL), leucemia prolinfocitica de célula T
(T-PLL), leucemia linfocitica granular grande, leucemia de
célula T de adulto, mieloma multiples, melanoma, leiomioma,
leiomiosarcoma, glioma, glioblastoma, mielomas, leucemias
monociticas, leucemias derivadas de célula B, leucemias
derivadas de célula T, linfomas derivados de célula B,
linfomas derivados de célula T, céncer del endometrio, céancer
de rifibn, melanoma, cancer de prdstata, cancer de tiroides,
cadncer de cervical, cancer gastrico, cancer de higado vy
tumores sdélidos; mientras gque la enfermedad fibrbética se
puede seleccionar del grupo que consiste de infarto
miocardico, angina, osteocartritis, fibrosis pulmonar, asma,
fibrosis «c¢istica, Dbronquitis y asma. Ejemplos de tumores

s6lidos incluyen, por ejemplo, céancer del endometrio, céncer
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de tiroides, cancer cervical, cancer gastrico, tumores de
mama, tumores ovaricos, tumores del pulmdn, tumores
pancreaticos, tumores de prbéstata, tumores de melanoma,
tumores colorrectales, tumores de pulmdbdn, tumores de cabeza y
cuello, tumores de vejiga, tumores esofagicos, tumores de
higado vy tumores de rifién y tumores CNS derivados del
neuroblasto. La enfermedad relacionada con la inhibicidén de
fagocitosis puede ser una enfermedad cardiovascular (por
ejemplo, aterosclerosis, ataque apoplético, enfermedad
cardiaca hipertensiva, enfermedad cardiaca reumdtica,
cardiomiopatia, arritmia del corazdédn, enfermedad cardiaca
congénita, enfermedad cardiaca valvular, carditis, aneurismas
aébrticos, enfermedad de la arteria periférica o trombosis
venosa) .

Como se utiliza en la presente, el término
“cantidad efectiva” se refiere a aquella cantidad de un
anticuerpo CD47 suficiente o requerida para efectuar el
tratamiento, pronéstico o diagnosis de una enfermedad
asociada con sefalizacidén dependiente de CD47, como es
descrito en la presente, cuando se administra a un sujeto.
Las cantidades terapéuticamente efectivas de anticuerpos
proporcionados en la presente, cuando se utilizan solos o en
combinacidén, variard dependiendo de la actividad relativa de
los anticuerpos (por ejemplo, gque promueven la fagocitosis

mediada por macrdédfago de células de céncer que expresan CD47)
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y dependiendo del sujeto y la condicién de enfermedad que es
tratada, el peso y la edad del sujeto, la severidad de 1la
condicién de enfermedad, la manera de administracién y 1los
similares, que se puede determinar facilmente por uno de
habilidad ordinaria en la técnica.

Como se utiliza en la presente, el término
“Yaislado” precedente a un anticuerpo CD47 de esta invencidn
significa que el anticuerpo estd sustancialmente libre de
otro material <celular. En wuna modalidad, un anticuerpo
aislado estd sustancialmente libre de otras proteinas de la
misma especie. En otra modalidad, un anticuerpo aislado se
expresa por una célula de una especie diferente y esté
sustancialmente libre de otras proteinas de la especie
diferente. Una proteina se puede volver sustancialmente libre
de componentes naturalmente asociados (o componentes
asociados con el sistema de expresidén celular utilizado para
producir el anticuerpo) mediante aislamiento, utilizando
técnicas de purificacidén de proteina bien conocidas en el
arte. En una modalidad, 1los anticuerpos, o fragmentos de
enlace de antigeno de la invencidén son aislados.

Todavia dentro del alcance de esta invencidédn estén
proteinas de fusidén cada una qgue comprende una primera
secuencia de aminoacidos y una segunda secuencia de
aminoadcidos, en donde la primera secuencia de aminodcidos es

SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 7, SEQ
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ID NO: 9, SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 15, SEQ ID
NO: 17, SEQ ID NO: 19, SEQ ID NO: 21, SEQ ID NO: 23, SEQ ID
NO: 25, SEQ ID NO: 27, SEQ ID NO: 29, SEQ ID NO: 31, SEQ ID
NO: 33, SEQ ID NO: 35, SEQ ID NO: 37, SEQ ID NO: 39, SEQ ID
NO: 41, SEQ ID NO: 43, SEQ ID NO: 45, SEQ ID NO: 47, SEQ ID
NO: 49, SEQ ID NO: 51, SEQ ID NO: 53, SEQ ID NO: 55, SEQ ID
NO: 57, SEQ ID NO: 59, SEQ ID NO: 61, SEQ ID NO: 63, SEQ ID
NO: 65, SEQ ID NO: 67, SEQ ID NO: 69, SEQ ID NO: 71, SEQ ID
NO: 73, SEQ ID NO: 75 o SEQ ID NO: 77, o una secuencia de
aminoacidos que es por lo menos 90% (por ejemplo, por 1lo
menos 95%) idéntica a la misma; y la segunda secuencia de
aminodcidos es SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 6, SEQ
ID NO: 8, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 14, SEQ ID
NO: 16, SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 20, SEQ ID NO: 22, SEQ ID
NO: 24, SEQ ID NO: 26, SEQ ID NO: 28, SEQ ID NO: 30, SEQ ID
NO: 32, SEQ ID NO: 34, SEQ ID NO: 36, SEQ ID NO: 38, SEQ ID
NO: 40, SEQ ID NO: 42, SEQ ID NO: 44, SEQ ID NO: 46, SEQ ID
NO: 48, SEQ ID NO: 50, SEQ ID NO: 52, SEQ ID NO: 54, SEQ ID
NO: 56, SEQ ID NO: 58, SEQ ID NO: 60, SEQ ID NO: 62, SEQ ID
NO: 64, SEQ ID NO: 66, SEQ ID NO: 68, SEQ ID NO: 70, SEQ ID
NO: 72, SEQ ID NO: 74, SEQ ID NO: 76 o SEQ ID NO: 78, o una
secuencia de aminodcidos que es por lo menos 90% (por
ejemplo, por lo menos 95%) idéntica a la misma.

En algunas modalidades, una proteina de fusidén de

esta invencidén incluye una combinacién de la ©primera
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secuencia de aminoacidos % la segunda secuencia de
aminoacidos, y la combinacidén de estas dos secuencias de
aminoadcidos es SEQ ID NO: 1 y SEQ ID NO: 2 (es decir, 1Al),
SEQ ID NO: 3 y SEQ ID NO: 4 (es decir, 1F8), SEQ ID NO: 5 vy
SEQ ID NO: 6 (es decir, 2Al11), SEQ ID NO: 7 y SEQ ID NO: 8
(es decir, 2C2), SEQ ID NO: 9 y SEQ ID NO: 10 (es decir,
2D7), SEQ ID NO: 11 y SEQ ID NO: 12 (es decir, 2G4), SEQ ID
NO: 13 y SEQ ID NO: 14 (es decir, 2G11), SEQ ID NO: 15 y SEQ
ID NO: 16 (es decir, 6F4), SEQ ID NO: 17 y SEQ ID NO: 18 (es
decir, 5H1), SEQ ID NO: 19 y SEQ ID NO: 20 (es decir, 5Fo0),
SEQ ID NO: 21 y SEQ ID NO: 22 (es decir, 1F3), SEQ ID NO: 23
y SEQ ID NO: 24 (es decir, 2A4), SEQ ID NO: 25 y SEQ ID NO:
26 (es decir, 2Bl12), SEQ ID NO: 27 y SEQ ID NO: 28 (es decir,
13A11), SEQ ID NO: 29 y SEQ ID NO: 30 (es decir, 15E1l), SEQ
ID NO: 31 y SEQ ID NO: 32 (es decir, 13H3), SEQ ID NO: 33 vy
SEQ ID NO: 34 (es decir, 14A8), SEQ ID NO: 35 y SEQ ID NO: 36
(es decir, 16H3), SEQ ID NO: 37 y SEQ ID NO: 38 (es decir,
1Al1), SEQ ID NO: 39 y SEQ ID NO: 40 (es decir, 1Al1-A), SEQ ID
NO: 41 y SEQ ID NO: 42 (es decir, 1A1-Q), SEQ ID NO: 43 y SEQ
ID NO: 44 (es decir, 1A2), SEQ ID NO: 45 y SEQ ID NO: 46 (es
decir, 1A8), SEQ ID NO: 47 y SEQ ID NO: 48 (es decir, 1BR1),
SEQ ID NO: 49 y SEQ ID NO: 50 (es decir, 1B2), SEQ ID NO: 51
y SEQ ID NO: 52 (es decir, 1H3), SEQ ID NO: 53 y SEQ ID NO:
54 (es decir, 1H3-Q), SEQ ID NO: 55 y SEQ ID NO: 56 (es

decir, 1H3-A), SEQ ID NO: 57 y SEQ ID NO: 58 (es decir, 2A2),
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SEQ ID NO: 59 y SEQ ID NO: 60 (es decir, 2A3), SEQ ID NO: 61
y SEQ ID NO: 62 (es decir, 2A6), SEQ ID NO: 63 y SEQ ID NO:
64 (es decir, 2A10), SEQ ID NO: 65 y SEQ ID NO: 66 (es decir,
2B1), SEQ ID NO: 67 y SEQ ID NO: 68 (es decir, 2C6), SEQ ID
NO: 69 y SEQ ID NO: 70 (es decir, 2E7), SEQ ID NO: 71 y SEQ
ID NO: 72 (es decir, 2E9), SEQ ID NO: 73 y SEQ ID NO: 74 (es
decir, 2F1), SEQ ID NO: 75 y SEQ ID NO: 76 (es decir, 2F3),
SEQ ID NO: 77 vy SEQ ID NO: 78 (es decir, 34C5) o una
combinacién que es por lo menos 90% (por ejemplo, por 1lo
menos 95%) idéntica a la misma para cada una de la primera y
segunda secuencias de aminoacidos.

En algunas otras modalidades, una proteina de
fusién de esta invencidédn incluye una combinacidén de 1la
primera secuencia de aminodcidos y la segunda secuencia de
aminoadcidos, vy la combinacién de estas dos secuencias de
aminoadcidos es SEQ ID NO: 1 y SEQ ID NO: 2 (es decir, 1Al),
SEQ ID NO: 3 y SEQ ID NO: 4 (es decir, 1F8), SEQ ID NO: 5 vy
SEQ ID NO: 6 (es decir, 2Al1ll), SEQ ID NO: 7 y SEQ ID NO: 8
(es decir, 2C2), SEQ ID NO: 9 y SEQ ID NO: 10 (es decir,
2D7), SEQ ID NO: 11 y SEQ ID NO: 12 (es decir, 2G4), SEQ ID
NO: 13 y SEQ ID NO: 14 (es decir, 2G11), SEQ ID NO: 15 y SEQ
ID NO: 16 (es decir, 6F4), SEQ ID NO: 17 y SEQ ID NO: 18 (es
decir, 5H1), SEQ ID NO: 19 y SEQ ID NO: 20 (es decir, 5Fo0),
SEQ ID NO: 21 y SEQ ID NO: 22 (es decir, 1F3), SEQ ID NO: 23

y SEQ ID NO: 24 (es decir, 2A4), SEQ ID NO: 25 y SEQ ID NO:
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26 (es decir, 2Bl12), SEQ ID NO: 27 y SEQ ID NO: 28 (es decir,
13A11), SEQ ID NO: 29 y SEQ ID NO: 30 (es decir, 15E1l), SEQ
ID NO: 31 y SEQ ID NO: 32 (es decir, 13H3), SEQ ID NO: 33 vy
SEQ ID NO: 34 (es decir, 14A8), SEQ ID NO: 35 y SEQ ID NO: 36
(es decir, 16H3), SEQ ID NO: 37 y SEQ ID NO: 38 (es decir,
1Al1), SEQ ID NO: 39 y SEQ ID NO: 40 (es decir, 1Al1-A), SEQ ID
NO: 41 y SEQ ID NO: 42 (es decir, 1A1-Q), SEQ ID NO: 43 y SEQ
ID NO: 44 (es decir, 1A2), SEQ ID NO: 45 y SEQ ID NO: 46 (es
decir, 1A8), SEQ ID NO: 47 y SEQ ID NO: 48 (es decir, 1BR1),
SEQ ID NO: 49 y SEQ ID NO: 50 (es decir, 1B2), SEQ ID NO: 51
y SEQ ID NO: 52 (es decir, 1H3), SEQ ID NO: 53 y SEQ ID NO:
54 (es decir, 1H3-Q), SEQ ID NO: 55 y SEQ ID NO: 56 (es
decir, 1H3-A), SEQ ID NO: 57 y SEQ ID NO: 58 (es decir, 2A2),
SEQ ID NO: 59 y SEQ ID NO: 60 (es decir, 2A3), SEQ ID NO: 61
y SEQ ID NO: 62 (es decir, 2A6), SEQ ID NO: 63 y SEQ ID NO:
64 (es decir, 2A10), SEQ ID NO: 65 y SEQ ID NO: 66 (es decir,
2B1), SEQ ID NO: 67 y SEQ ID NO: 68 (es decir, 2C6), SEQ ID
NO: 69 y SEQ ID NO: 70 (es decir, 2E7), SEQ ID NO: 71 y SEQ
ID NO: 72 (es decir, 2E9), SEQ ID NO: 73 y SEQ ID NO: 74 (es
decir, 2F1), SEQ ID NO: 75 y SEQ ID NO: 76 (es decir, 2F3) o
SEQ ID NO: 77 y SEQ ID NO: 78 (es decir, 34CH).

En todavia algunas otras modalidades, una proteina
de fusidén de esta invencidn ademads puede incluir una proteina
adicional - ademds de la primera y segunda secuencias de

aminoacidos. La proteina adicional es un anticuerpo o una
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citocina.

En autn todavia algunas otras modalidades, una
proteina de fusidén de esta invencidén se puede conjugar con un
agente terapéutico de molécula pequefia (por ejemplo, agente
anti-cancer o anti-inflamacidén) o un marcador (por ejemplo,
un marcador bioldégico o marcador fluorescente).

En todavia otro aspecto, 1la presente invencidn
proporciona epitopos inmunodominantes codificados por el gen
CD47 que comprende una proteina recombinante qgque contiene
conformacionalmente un bucle TNMEAQ (residuos 26-31), T34,
E35, L74 y una bisagra LTR (residuos 101-103) de CD47.

En todavia otro aspecto, la presente invencién
proporciona moléculas bioldgicas que especificamente enlaza a
un epitopo conformacional qgue tiene una secuencia de
aminoadcidos que comprende un bucle TNMEAQ (residuos 26-31),
T34, E35, L74 y una bisagra LTR (residuos 101-103) de CD47,
en donde el anticuerpo puede enlazar especificamente a CD47.

Como se utiliza en la presente, el término
“moléculas bioldgicas” se propone para incluir anticuerpos
sintéticos (monoclonales o biespecificos), péptidos %
moléculas biomiméticas. El1 término “moléculas biomiméticas”
se refiere a moléculas que se disefian o se desarrollan para
tener estructuras o propiedades similares a o semejantes a
aquellas de 1los compuestos grandes dgque ocurren naturalmente

tales como proteinas o nucledtidos y que tienen un peso
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molecular de, por ejemplo, por lo menos 3,000, por lo menos
5,000 o por lo menos 10,000.

Todas 1las referencias citadas en 1la presente se

incorporan por referencia en su totalidad.
BREVE DESCRIPCION DE 1LOS DIBUJOS

La Fig. 1 muestra la respuesta dependiente de dosis
de los anticuerpos CD47 que enlazan a CD47-ECD monomérico.

La Fig. 2a vy Fig. 2b muestran la respuesta
dependiente de dosis de anticuerpos CD47 que enlazan a CD47-
ECD dimérico.

La Fig. 3a, Fig. 3b y Fig. 3c muestra la respuesta
dependiente de dosis de los anticuerpos CD47 que bloquean el
enlace de CD47 a SIRPa.

La Fig. 4a y la Fig. 4b muestran la respuesta
dependiente de dosis de los anticuerpos CD47 que enlazan a
células Raji CD47+; y la Fig. 4c, Fig. 4d y Fig. 4e muestran
la cinética de enlace y los datos de anticuerpos CD47 como es
medido mediante el andlisis Biocore.

La Fig. 5a y la Fig. 5b muestran la fagocitosis de
células de tumor por M® humano con anticuerpos CD47.

Las Figs. 6a-6c muestran la fagocitosis mediada por
macrbéfago de varias lineas de células de cancer de sangre
humana activadas por anticuerpos CD47.

Las Figs. 7a y 7b muestran propiedades que modelan

glébulos rojos (RBC) en el ensayo de aglutinacidédn de RBC con
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anticuerpos CD47.

Las Figs. 8a, 8b, 8c y 8d muestran actividades para
enlazar a RBC e inducir 1la aglutinacién de RBC mediante
anticuerpos CD en diferentes y méas altas dosis.

Las Figs. 9a, 9b, 9c y 9d muestran actividades de
enlace de RBC de los anticuerpos CD47.

La Fig. 10 muestra resultados de la aglutinacidn de
gldébulos rojos a través de mualtiples muestras de sangre
humana inducidos por anticuerpos CD47.

La Fig. 11 muestra las actividades de enlace de
plagueta humana de los anticuerpos CD47 y la fusidén SIRPa-Ig,
con CD61 manchado como un marcador de superficie para
plaquetas.

La Fig. 12 muestra los resultados de prueba de
aglutinacién de glébulos rojos de mono cynomolgus inducido
por anticuerpos CD47 y la fusidén SIRPo-Ig in vitro.

La Fig. 13 muestra los resultados de prueba de
fagocitosis y células AML que enlazan por anticuerpos CD47 vy
el control.

La Fig. 14a y Fig. 14b muestran la eficacia de
tratamientos con anticuerpos CD47 y el control en los ratones
de xenoinjerto de luciferasa-Raji.

La Fig. 15 muestra la polarizacidén del macrdfago en
ratones que llevan tumor inducido por anticuerpos CD47 y el

control.
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La Fig. 16 muestra los perfiles de expresidédn CD47
utilizando muestras PDX de varios tipos de céancer humano.

La Fig. 17 muestra resultados del estudio de
farmacia de seguridad (hematologia) en monos cynomolgus.

La Fig. 18 muestra la completacidén en el enlace de
CD47 entre los anticuerpos 1F8 y 5F9, y entre los anticuerpos
1F8 y 2Al, debido a sus diferentes epitopos, y estructuras
del complejo 5F9/CD47 y el complejo 1F8/CD47.

Las Figs. 19%a, 19b, 19c¢, 19d, 19%e, 19f, 19g y 1%9h
muestran los efectos del anticuerpo CD47, 13H3 en 1la
congregaciédn de RBC, hemoglobina, plaquetas vy linfocitos,
respectivamente.

La Fig. 20 muestra la fuerte afinidad de enlace de
34C5 a CD47-ECD recombinante.

La Fig. 21 muestra la fuerte afinidad de enlace de
34C5 a células Raji que llevan CD47.

La Fig. 22 muestra que 34C5 fue capaz de bloquear
efectivamente el enlace de CD47 a SIRPa, con una ECsy de 0.30
nM.

La Fig. 23 muestra que el anticuerpo 34C5 promovid
la fagocitosis de células de tumor por M® humano.

La Fig. 24 muestra el anticuerpo 34C5 que no causd
aglutinacidén de RBC in vitro.

La Fig. 25 muestra que el anticuerpo 34C5 disminuye

su enlace a RBC con 1la concentraciédn disminuida de este
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anticuerpo.

La Fig. 26 muestra las secuencias de aminoacidos de
algunos anticuerpos CD47 de esta invencidén y sus secuencias
de nucledtidos respectivas.

La Fig. 27 muestra la secuencia de aminocacidos para
el dominio similar a inmunoglobulina (Ig-V) de CD47, 19-141.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

La presente invencidén proporciona anticuerpos CD47
monoclonales aislados novedosos qgque pueden prevenir a CD47
humana de interactuar con SIRPa, o promover la fagocitosis
mediada por macrédfago de una célula que expresa CD47. Estos
anticuerpos CD47 no causan un nivel significativo o notable
de hemaglutinacidén o agotamiento de gldébulos rojos, y en
muchos casos no causan hemaglutinacién o agotamiento de
glébulos rojos en todo.

Como ejemplos, un anticuerpo CD47 de la invencidn
incluiria (a) una secuencia de cadena pesada variable (VH)
que es por lo menos 90% (por ejemplo, por lo menos 95%)
idéntica a una secuencia de aminodcidos seleccionada del
grupo que consiste de SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO:
5, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 13,
SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO: 17, SEQ ID NO: 19, SEQ ID NO: 21,
SEQ ID NO: 23, SEQ ID NO: 25, SEQ ID NO: 27, SEQ ID NO: 29,
SEQ ID NO: 31, SEQ ID NO: 33, SEQ ID NO: 35, SEQ ID NO: 37,

SEQ ID NO: 39, SEQ ID NO: 41, SEQ ID NO: 43, SEQ ID NO: 45,
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SEQ ID NO: 47, SEQ ID NO: 49, SEQ ID NO: 51, SEQ ID NO: 53,
SEQ ID NO: 55, SEQ ID NO: 57, SEQ ID NO: 59, SEQ ID NO: 61,
SEQ ID NO: 63, SEQ ID NO: 65, SEQ ID NO: 67, SEQ ID NO: 69,
SEQ ID NO: 71, SEQ ID NO: 73, SEQ ID NO: 75 y SEQ ID NO: 77;
y (b) una secuencia de cadena ligera variable (VL) que es por
lo menos 90% (por ejemplo, por lo menos 95%) idéntica a una
secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo gue consiste
de SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 8,
SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 16,
SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 20, SEQ ID NO: 22, SEQ ID NO: 24,
SEQ ID NO: 26, SEQ ID NO: 28, SEQ ID NO: 30, SEQ ID NO: 32,
SEQ ID NO: 34, SEQ ID NO: 36, SEQ ID NO: 38, SEQ ID NO: 40,
SEQ ID NO: 42, SEQ ID NO: 44, SEQ ID NO: 46, SEQ ID NO: 48,
SEQ ID NO: 50, SEQ ID NO: 52, SEQ ID NO: 54, SEQ ID NO: 56,
SEQ ID NO: 58, SEQ ID NO: 60, SEQ ID NO: 62, SEQ ID NO: 64,
SEQ ID NO: 66, SEQ ID NO: 68, SEQ ID NO: 70, SEQ ID NO: 72,
SEQ ID NO: 74, SEQ ID NO: 76 y SEQ ID NO: 78. En algunos
casos adicionales, un anticuerpo CD47 de esta invencidn
incluiria una secuencia de cadena VH/VL combinada que es por
lo menos 90% (por ejemplo, por lo menos 95%) idéntica a una
secuencia de aminodcidos seleccionada del grupo gque consiste
de SEQ ID NO: 1 y SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3 y SEQ ID NO: 4,
SEQ ID NO: 5 y SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7 y SEQ ID NO: 8, SEQ
ID NO: 9 y SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 11 y SEQ ID NO: 12, SEQ

ID NO: 13 y SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 15 y SEQ ID NO: 16, SEQ
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ID NO: 17 y SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 19 y SEQ ID
ID NO: 21 y SEQ ID NO: 22, SEQ ID NO: 23 y SEQ ID
ID NO: 25 y SEQ ID NO: 26, SEQ ID NO: 27 y SEQ ID
ID NO: 29 y SEQ ID NO: 30, SEQ ID NO: 31 y SEQ ID
ID NO: 33 y SEQ ID NO: 34, SEQ ID NO: 35 y SEQ ID
ID NO: 37 y SEQ ID NO: 38, SEQ ID NO: 39 y SEQ ID
ID NO: 41 y SEQ ID NO: 42, SEQ ID NO: 43 y SEQ ID
ID NO: 45 y SEQ ID NO: 46, SEQ ID NO: 47 y SEQ ID
ID NO: 49 y SEQ ID NO: 50, SEQ ID NO: 51 y SEQ ID
ID NO: 53 y SEQ ID NO: 54, SEQ ID NO: 55 y SEQ ID
ID NO: 57 y SEQ ID NO: 58, SEQ ID NO: 59 y SEQ ID
ID NO: 61 y SEQ ID NO: 62, SEQ ID NO: 63 y SEQ ID
ID NO: 65 y SEQ ID NO: 66, SEQ ID NO: 67 y SEQ ID
ID NO: 69 y SEQ ID NO: 70, SEQ ID NO: 71 y SEQ ID
ID NO: 73 y SEQ ID NO: 74, SEQ ID NO: 75 y SEOQO
SEQ ID NO: 77 y SEQ ID NO: 78.
Como se utiliza en la presente,

“anticuerpo” se utiliza en el sentido més

especificamente cubre anticuerpos monoclonales
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estructurales. Mientras que los anticuerpos exhiben
especificidad de enlace a un antigeno especifico, las
inmunoglobulinas incluyen tanto anticuerpos como otras
moléculas similares a anticuerpo que carecen de especificidad
de antigeno. Los polipéptidos de esta uUltima clase, por
ejemplo, se producen en bajos niveles por el sistema
linfadtico y en niveles incrementados por mielomas.

Como se utiliza en la presente, el término
“epitopo” significa cualquier determinante antigénico sobre
un antigeno para el cual el pardtopo de un anticuerpo enlaza.
Los determinantes epitdépicos usualmente consisten de
agrupamientos de superficie quimicamente activos de moléculas
tales como aminodcidos o cadenas laterales de azlUcar vy
usualmente tienen caracteristicas estructurales
tridimensionales especificas, asi como caracteristicas de
carga especificas.

Como se utiliza en la presente, el término
“anticuerpos nativos e inmunoglobulinas” son usualmente
glicoproteinas heterotetraméricas de aproximadamente 150,000
daltons, compuestas de dos cadenas ligeras (L) idénticas vy
dos cadenas pesadas (H) idénticas. Cada cadena 1ligera se
enlaza a una cadena pesada por un enlace de disulfuro

A\Y

covalente (también 1llamado par VH/VL”), mientras que el
numero de enlaces de disulfuro wvaria entre las cadenas

pesadas de diferentes isotipos de inmunoglobulina. Cada
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cadena pesada y ligera también tiene puentes de disulfuro de
intracadena regularmente espaciados. Cada cadena pesada tiene
en un extremo un dominio variable (VH) seguido por un numero
de dominios constantes. Cada cadena ligera tiene un dominio
variable en un extremo (VL) y un dominio constante en su otro
extremo; el dominio constante de la cadena ligera se alinea
con el primer dominio constante de la cadena pesada, y el
dominio variable de cadena ligera se alinea con el dominio
variable de la cadena pesada. Los residuos de aminoacido
particulares se refiere que forman una interfaz entre 1los
dominios variables de cadena ligera vy pesada. Ver, por
ejemplo, Clothia vy colaboradores, J. Mol. Biol., 186:651
(1985); Novotny and haber, proc. Natl Acad Sci. U.S.A.,
82:4592 (1985).

Como se utiliza en la presente, el término
“variable” se refiere al hecho de que ciertas porciones de
los dominios variables difieren extensivamente en secuencia
entre los anticuerpos vy se utilizan en el enlace vy
especificidad de cada anticuerpo particular para su antigeno
particular. Sin embargo, la variabilidad no se distribuye
uniformemente por todos los dominios variables de
anticuerpos. Esta se concentra en tres segmentos llamados
regiones de determinacién de complementariedad (CDRs) o
regiones hipervariables en ambos de los dominios variables de

cadena ligera y cadena pesada. Las porciones mas altamente
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conservadas de dominios variables son llamados la estructura
(FR) . Los dominios variables de las cadenas pesada y ligera
nativos cada uno comprenden cuatro regiones FR, que adoptan
grandemente una configuracién de lamina P, conectado por tres
CDRs, que forman bucles que conectan y, en algunos casos, due
forman parte de, la estructura de lémina . Las CDRs en cada
cadena se mantienen conjuntamente de estrecha proximidad por
las regiones FR vy, <con las CDRs de la otra cadena,
contribuyen a la formacién del sitio de enlace de antigeno de
los anticuerpos. Ver, por ejemplo, Kabat vy colaboradores,
Sequences of Proteins of Immunological Interest, Quinta
Edicidén, Instituto Nacional de Salud, Bethesda, Md. (1991).
Los dominios constantes no se involucran directamente en el
enlace de un anticuerpo a un antigeno, pero exhibe varias
funciones efectoras, tal como la participacidén del anticuerpo
en la toxicidad celular dependiente de anticuerpo. Las
secuencias de regidédn variable de interés incluyen las
secuencias de regidén variable humanizadas proporcionadas para
anticuerpos CD47. Por ejemplo, 1Al incluye SEQ ID NO: 1
(pesada) y SEQ ID NO: 2 (ligera), 1F8 incluye SEQ ID NO: 3
(pesada) y SEQ ID NO: 4 (ligera) y 2A11 incluye SEQ ID NO: 5
(pesada) y SEQ ID NO: 6 (ligera).

La digestidén con papaina de anticuerpos produce dos
fragmentos de enlace de antigeno idénticos, llamados

fragmentos “Fab”, cada uno con un solo sitio de enlace de
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antigeno, y un fragmento “Fc¢” residual, cuyo nombre refleja
su habilidad para cristalizar facilmente. El1 tratamiento con
pepsina produce un fragmento F(ab’)2 gque tiene dos sitios de
combinacidén de antigeno y es todavia capaz de la reticulacidn
de antigeno. “Fv” es el fragmento de anticuerpo minimo que
contiene un sitio de reconocimiento y enlace de antigeno
completo. En una especie Fv de dos cadenas, esta regidn
consiste de un dimero de un dominio variable de cadena pesada
y cadena ligera en asociacidén no covalente, hermética. En una
especie Fv de una sola cadena (scFv), un dominio wvariable de
una cadena pesada y una cadena ligera se puede enlazar
covalentemente por un enlazador de péptido flexible tal gque
las cadenas 1ligera vy ©pesada pueden asociarse en una
estructura “dimérica” andloga a aquella en una especie Fv de
dos cadenas. Es en esta configuracidén que las tres CDRs de
cada dominio variable interactian para definir un sitio de
enlace de antigeno en la superficie del dimero VH-VL.
Colectivamente, las seis CDRs confieren especificidad de
enlace de antigeno al anticuerpo. Sin embargo, atn un solo
dominio wvariable (o la mitad de un Fv gue comprende
Uinicamente tres CDRs especificas para un antigeno) tiene la
habilidad para reconocer y enlazar a antigeno, aungue una
menor afinidad que el sitio de enlace completo. Ver, por
ejemplo, Pluckthun, in The  Pharmacology of Monoclonal

Antibodies, Vol. 113, Rosenburg and Moore eds., Springer-



10

15

20

25

28

Verlag, New York, pp. 269-315 (1994).

El fragmento Fab también contiene el dominio
constante de la cadena ligera y el primer dominio constante
(CH;) de la cadena pesada. Los fragmentos Fab’ difieren de
los fragmentos Fab por la adicidén de unos pocos residuos del
carboxi terminal del dominio de cadena pesada CH; que incluye
una o mas cisteinas de la regidédn de bisagra de anticuerpo.
Fab’-SH es la designacidén en la presente para Fab’ en la cual
el residuo(s) de cisteina de los dominios constante lleva un
grupo tiol libre. Los fragmentos de anticuerpo F(ab’),
originalmente se produjeron como pares de fragmentos Fab’ que
tienen cisteinas de bisagra entre ellos. Otros acoplamientos
quimicos de fragmentos de anticuerpo también son conocidos.

Hay cinco clases mayores de inmunoglobulinas: IgA,
IgDh, IgE, IgG e 1IgM, vy varias de éstas ademds se pueden
dividir en subclases (isotipos) por ejemplo, IgGl, IgG2,
IgG3, 1IgG4, IgAl, IgA2. Los dominios constantes de cadena
pesada que corresponden a las diferentes clases de
inmunoglobulinas son llamados a, 8, €& Y y MU, respectivamente.
Las estructuras de subunidad y las configuraciones
tridimensionales de diferentes clases de inmunoglobulinas son
bien conocidas.

Como se utiliza en la presente, el término
“fragmento de anticuerpo”, y todas las variantes gramaticales

del mismo, se definen como porcidén de un anticuerpo intacto
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que comprende el sitio de enlace de antigeno o regidn
variable del anticuerpo intacto, en donde la porcidn esté
libre de los dominios de cadena pesada contantes (es decir
CH2, CH3 y CH4, dependiendo del isotipo de anticuerpo) de la
regiédn Fc del anticuerpo intacto. Ejemplos de fragmentos de
anticuerpo incluyen los fragmentos Fab, Fab’, Fab’ -SH,
F(ab’), y Fv; diacuerpos; cualquier fragmento de anticuerpo
que es un polipéptido que tiene una estructura primaria gue
consiste de wuna secuencia no interrumpida de residuos de
aminoacido contiguos (referidos en la ©presente como un
“fragmento de anticuerpo de una sola cadena” o “polipéptido
de una sola cadena”), que incluye sin limitacién (1)
moléculas de Fv de una sola cadena (scFv), (2) polipéptidos
de una sola cadena gue contienen Unicamente un dominio
variable de cadena ligera, o un fragmento del mismo que
contiene las tres CDRs del dominio variable de cadena ligera,
sin una porcidédn de cadena pesada asociada y (3) polipéptidos
de una sola cadena gue contienen Unicamente una regidn
variable de cadena pesada, o un fragmento del mismo gue
contiene las tres CDRs de la regidén variable de cadena
pesada, sin una porcidén de cadena ligera asociada; vy
estructuras multi-especificas o multivalentes formadas de
fragmentos de anticuerpo. En un fragmento de anticuerpo dque
comprende una o mas cadenas pesadas, la cadena(s) pesada

puede contener cualquier secuencia de dominio constante (por
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ejemplo, CHl1 en el isotipo IgG) encontrado en una regidn no
Fc de un anticuerpo intacto, vy/o puede contener cualquier
secuencia de regidén de bisagra encontrada en un anticuerpo
intacto, vy/o puede contener una secuencia de cremallera de
leucina fusionada o situada en la secuencia de regidén de
bisagra o la secuencia de dominio constante de la cadena(s)
pesada.

A menos que se indique especificamente 1o
contrario, el término “conjugado” utilizado en la presente se
define como una molécula heterogénea formada por la unidn
covalente de uno o més fragmentos de anticuerpo a una O mas
moléculas de polimero, en donde la molécula heterogénea es
soluble en agqua, es decir soluble en fluidos fisioldgicos tal
como sangre, y en donde la molécula heterogénea estd libre de
cualquier agregado estructurado. Un conjugado de interés es
polietilenglicol (PEG). En el contexto de 1la definicién
anterior, el término “agregado estructurado” se refiere a (1)
cualgquier agregado de moléculas en solucidén acuosa que tiene
una estructura de cubierta esferoide o de esfera, tal que la
molécula heterogénea no es una micela u otra estructura de
emulsidén, y no es anclada a una bicapa de lipido, vesicula o
liposoma; vy (2) cualquier agregado de moléculas en forma
s6élida o no solubilizada, tal como la matriz de cuenta de
cromatografia, que no libera 1la molécula heterogénea en

solucidén en contacto con una fase acuosa. Por consiguiente,
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el término “conjugado” como se define en la presente abarca
la molécula heterogénea mencionada en 1lo anterior en un
precipitado, sedimento, matriz bioerosionable u otro sdélido
capaz de liberar la molécula heterogénea en solucidn acuosa
en la hidratacidén del sdélido.

Como se utiliza en la presente, el término
“anticuerpo monoclonal” (mAb) se refiere a un anticuerpo
obtenido de una poblacidén de anticuerpos sustancialmente
homogéneos, es decir, los anticuerpos individuales que
comprenden la poblacidén son idénticos excepto por posibles
mutaciones que ocurren naturalmente que pueden estar
presentes en cantidades menores. Los anticuerpos monoclonales
son altamente especificos, siendo dirigidos contra un solo
sitio antigénico. Cada mAb se dirige contra un solo
determinante en el antigeno. Ademéds de su especificidad, los
anticuerpos monoclonales son ventajosos en que se pueden
sintetizar por el cultivo de hibridoma, no contaminado por
otras inmunoglobulinas. El modificador “monoclonal” indica el
caradcter del anticuerpo como es obtenido de una poblacidn
sustancialmente homogénea de anticuerpos, y no se va a
considerar como que requiere la produccidén del anticuerpo por
cualgquier método particular. Por ejemplo, los anticuerpos
monoclonales que se utilizan de acuerdo con la presente
invencidén se pueden hacer en una célula B inmortalizada o

hibridoma de la misma, o se puede hacer por métodos de ADN
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recombinantes.

Los anticuerpos monoclonales en la presente
incluyen anticuerpos hibridos vy recombinantes producidos
mediante el empalme de un dominio variable (que incluye
hipervariable) de un anticuerpo CD47 con un dominio constante
(por ejemplo, anticuerpos “humanizados”) o una cadena ligera
con una cadena pesada, © una cadena de una especie con una
cadena de otra especie, o fusiones con proteinas heterdlogas,
sin considerar la especie de origen o clase o designacidén de
clase o subclase de inmunoglobulina, asi como fragmentos de
anticuerpos (por ejemplo, Fab, F(ab’), y Fv) mientras dque
exhiban la actividad bioldégica deseada.

Los anticuerpos monoclonales en la presente
especificamente incluyen anticuerpos “quiméricos”
(inmunoglobulinas) en los cuales una porcidén de la cadena
pesada y/o ligera es idéntica con u homdéloga a las secuencias
correspondientes en anticuerpos derivados de una especie
particular o que ©pertenece a una clase o subclase de
anticuerpo particular, mientras que el resto de la cadena (s)
idéntica con u hombéloga a las secuencias correspondientes en
anticuerpos derivados de otra especie o que pertenece a otra
clase o sub-clase de anticuerpo, asi como fragmentos de tales
anticuerpos, mientras que exhiban la actividad bioldgica
deseada.

Como se wutiliza en la presente, un anticuerpo



10

15

20

25

33

“aislado” es uno gque se ha identificado vy separado vy/o
recuperado de un componente de su ambiente natural. Los
componentes contaminantes de su ambiente natural son
materiales que interferirian con los usos de diagndstico o
terapéuticos para el anticuerpo, y pueden incluir enzimas,
hormonas y otros solutos proteindceos o no proteindceos. En
algunas modalidades, el anticuerpo serd purificado (1) a
mayor que 75% en peso del anticuerpo como es determinado por
el método de Lowry, y mucho mads de preferencia més de 80%,
90% o 99% en peso, o (2) a homogeneidad mediante SDS-PAGE
bajo condiciones de reduccidén o de no reduccidn utilizando el
azul de Coomassie, o de preferencia, el manchado con plata.
El anticuerpo aislado incluye el anticuerpo in situ con
células recombinantes puesto que por lo menos un componente
del ambiente natural del anticuerpo no estard presente.
Ordinariamente, sin embargo, el anticuerpo aislado seré
preparado por al menos una etapa de purificacidn.

Como se utiliza en la presente, el término “epitopo
marcado” se refiere a un anticuerpo CD47 fusionado a wuna
“marca de epitopo”. El polipéptido de marca de epitopo tiene
bastantes residuos para proporcionar un epitopo contra el
cual se puede hacer un anticuerpo, todavia es bastante corto
que no interfiere con la actividad del anticuerpo CD47. La
marca de epitopo de preferencia es suficientemente unica de

modo que el anticuerpo especifico para el epitopo no
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reacciona de manera cruzada sustancialmente con otros
epitopos. Los polipéptidos de marca adecuados generalmente
tienen por lo menos 6 residuos de aminocdcido y usualmente
entre aproximadamente 8-50 residuos de aminoacido (de
preferencia entre aproximadamente 9-30 residuos). Ejemplos
incluyen la marca c-myc y los anticuerpos 8F9, 3C7, 6E10, G4,
B7 vy 9E10 a los mismos (ver, por ejemplo, Evan vy
colaboradores, Mot. Ceil. Biol., 5(12):3610-3616 (1985)); vy
la marca de glicoproteina D (gD) del virus de Herpes Simple vy
su anticuerpo (ver, por ejemplo, Paborsky y colaboradores,
Protein Engineering, 3(6):547-553 (1990)).

Como se utiliza en la presente, el término
“etiqueta” se refiere a un compuesto o composicidn detectable
que se conjuga directamente o indirectamente al anticuerpo.
La etiqueta por si misma puede ser detectable por si misma
(por ejemplo, etiquetas de radioisdétopo o) etiquetas
fluorescentes), o, en el caso de una etiqueta enzimatica,
puede catalizar 1la alteracidén quimica de un compuesto o
composicidén de substrato que es detectable.

Como se utiliza en la presente, el término “fase
s6lida” se refiere a una matriz no acuosa a la cual puede
adherirse el anticuerpo de la presente invencidén. Ejemplos de
fases sélidas abarcadas en la presente incluyen aquellas
parcialmente o completamente de vidrio (por ejemplo vidrio de

poro controlado), ©polisacaridos (por ejemplo, agarosa),
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poliacrilamidas, poliestireno, alcohol polivinilico %
siliconas. En ciertas modalidades, dependiendo del contexto,
la fase s6lida puede comprender la cavidad de una placa de
ensayo; en otras es una columna de purificacidén (por ejemplo,
una columna de cromatografia por afinidad). Este término
también incluye una fase sdélida discontinua de particulas
discretas. Ver, por ejemplo, la Patente de los Estados Unidos
No. 4,275,149.

La presente invencién también proporciona
composiciones farmacéuticas qgque contienen estos anticuerpos
CDh47 y métodos para tratar enfermedades en un sujeto con
estos anticuerpos CD47 o composiciones farmacéuticas.

Como se utiliza en la presente, el término
“tratamiento” o “tratar” se refiere a tanto el tratamiento
terapéutico como medidas profildcticas o preventivas de una
enfermedad (tal como cancer o una enfermedad fibrdética).
Aquellos en necesidad de tratamiento incluyen aquellos ya con
una enfermedad asi como aquellos en los cuales se va a
prevenir la enfermedad.

Ejemplos de cancer incluyen, pero no estan
limitados a, céncer ovarico, céncer de colon, céancer de mama,
cadncer de pulmdbén, céncer de cabeza vy cuello, céncer de
vejiga, cancer colorrectal, cancer pancreatico, linfoma no de
Hodgkin, leucemia linfocitica aguda, leucemia linfocitica

crbébnica, leucemia mieloide aguda, leucemia mieldgena crénica,
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mieloma multiple, melanoma, leiomioma, leiomiosarcoma,
glioma, glioblastoma, mielomas, leucemias monociticas,
leucemias derivadas de célula B, leucemias derivadas de
célula T, linfomas derivados de célula B, linfomas derivados
de célula T y tumores sdélidos. La enfermedad fibrdética puede
ser, por ejemplo, infarto miocardiaco, angina, osteoartritis,
fibrosis pulmonar, asma, fibrosis cistica, bronquitis o asma.

Como se utiliza en la presente, el término “sujeto”
para propdésitos de tratamiento se refiere a cualgquier animal
clasificado como mamifero, que incluye humanos, animales
domésticos y de granja, y animales de zooldgico, de deportes
0 mascotas, tales como perros, caballos, gatos, wvacas, etc.
De preferencia, el mamifero es humano.

Los anticuerpos CD47 de esta invencidn también se
pueden utilizar in vitro e in vivo para monitorear el curso
de la terapia de enfermedad de CD47. De esta manera, por
ejemplo, al medir el incremento o disminucidén en el numero de
células que expresan CD47, particularmente células de céancer
que expresan CD47, se puede determinar si un régimen
terapéutico particular dirigido en aminorar la enfermedad es
efectivo.

Los anticuerpos CD47 de esta invencidén se pueden
utilizar en inmunoensayos in vitro en los cuales se pueden
utilizar en fase liquida o enlazados a un portador de fase

sb6lida. Ademéds, los anticuerpos CD47 en estos inmunoensayos
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se pueden marcar detectablemente de varias maneras. Ejemplos
de tipos de inmunoensayos dque pueden utilizar anticuerpos
monoclonales de la invencidén son la citometria de flujo, por
ejemplo FACS, MACS, inmunohistoquimica, inmunoensayos
competitivos y no competitivos en formato ya sea directo o
indirecto. La deteccidén de los antigenos utilizados en los
anticuerpos CD47 de esta invencidén se puede hacer utilizando
inmunoensayos gque se corren vya sea en los modos hacia
adelante, inverso o) simultéaneo, que incluyen ensayos
inmunohistogquimicos en muestras fisioldgicas. Aquellos de
habilidad en la técnica sabréan, o facilmente pueden
discernir, otros formatos de inmunoensayos sin
experimentacidédn indebida.

Los anticuerpos CD47 de 1la invencidén se pueden
enlazar a muchos portadores diferentes vy utilizar para
detectar la presencia de células gque expresan CD47. Ejemplos
de portadores bien conocidos incluyen vidrio, poliestireno,
polipropileno, polietileno, dextrano, nailon, amilasas,
celulosas naturales y modificadas, poliacrilamidas, agarosas
y magnetita. La naturaleza del portador puede ser vya sea
soluble o insoluble para propdsitos de la invencidédn. Aquellos
expertos en la técnica sabran de otros portadores adecuados
para enlazar a anticuerpos monoclonales, o serdn capaces de
averiguar a éstos, utilizando la experimentacidén de rutina.

Hay muchas marcas diferentes y métodos para marcar
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conocidos para aquellos de habilidad ordinaria en la técnica,
que encuentran uso como trazadores en métodos terapéuticos,
para el uso en métodos de diagnéstico y los similares. Para
propdésitos de diagndéstico una marca se puede enlazar
covalentemente o no covalentemente a un anticuerpo de 1la
invencién o un fragmento del mismo, que incluyen fragmentos
que consisten o que comprenden secuencias CDR. Ejemplos de
tipos de marcas que se pueden utilizar en la presente
invencién incluyen enzimas, radioisdétopos, compuestos
fluorescentes, metales coloidales, compuestos
quimioluminiscentes y compuestos bioluminiscentes. Aquellos
de habilidad ordinaria en la técnica sabrdn de otras marcas
adecuadas para enlazar a los anticuerpos monoclonales de la
invencién, o serdn capaces de averiguar de tal clase,
utilizando la experimentacidén de rutina. Ademds, el enlace de
estas marcas a los anticuerpos monoclonales de la invencidn
se pueden hacer utilizando técnicas estdndares comunes para
aquellos de habilidad ordinaria en el arte.

En algunas modalidades, un anticuerpo CD47 de esta
invencidén se une a una nanoparticula, por ejemplo para el uso
en la formacién de dimagen. Las nanoparticulas utiles son
aquellas conocidas en la técnica, por ejemplo, qgue incluyen
sin limitacidédn, nanoparticula de Raman-silice-oro (R-Si-Au-
NP). La R-Si-Au-NPs consisten de la molécula organica de

Raman, con una firma espectral de banda reducida, adsorbida
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sobre un nucleo de oro. Debido a que la molécula organica de
Raman se puede cambiar, cada nanoparticula puede llevar su
propia firma, para de esta manera permitir que maltiples
nanoparticulas sean detectadas de manera independiente
simultaneamente por la multiplexacidén. La nanoparticula
completa es encapsulada en una cubierta de silice para
mantener la molécula organica de Raman sobre el nanontcleo de
oro. La (PEG)-ilacidén de polietilenglicol opcional de R-Si-
Au-NPs incrementa su biodisponibilidad y proporciona “mangos”
funcionales para unir las porciones de direccidn. Ver, por
ejemplo, Thakor vy colaboradores (2011), Sci. Transl. Med.,
3(79) :7%9ra33; Jokerst % colaboradores (2011) Small.,
7(5) :625-33; Gao y colaboradores (2011) Biomaterials,
32(8):2141-8.

Para propbdésitos de 1la invencidén, CD47 se puede
detectar por los anticuerpos CD47 de esta invencidédn cuando se
presenta en fluidos bioldégicos y en tejidos, in vivo o in
vitro. Cualgquier muestra que contiene una cantidad detectable
de CD47 se puede utilizar. Una muestra puede ser un liquido
tal como orina, saliva, fluido cerebroespinal, sangre, suero
y los similares, o un sélido o semisdélido tales como tejidos,
heces y los similares o alternativamente, un tejido sdélido
tal como aquellos comunmente utilizados en la diagnosis
histoldégica.

Otra técnica de marcacidédn gque puede dar por
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resultado mayor sensibilidad consiste de acoplar los
anticuerpos a haptenos de bajo peso molecular. Estos haptenos
luego pueden ser especificamente detectados por medio de una
segunda reaccidén. Por ejemplo, es comun utilizar haptenos tal
como biotina, que reacciuona con avidina, o dinitrofenol,
piridoxal o fluoresceina, que puede reaccionar con
anticuerpos anti-hapteno especificos.

Como una materia de conveniencia, un anticuerpo
CD47 de esta invencidn se puede proporcionar en un kit, es
decir, en una combinacidén empaguetada de reactivos en
cantidades predeterminadas con instrucciones para realizar el
ensayo de diagnéstico. Donde el anticuerpo es marcado con una
enzima, el kit incluird substratos y cofactores requeridos
por la enzima (por ejemplo, un precursor de substrato gque
proporciona el croméforo o fluordforo detectable). Ademés,
otros aditivos pueden ser incluidos tales como
estabilizadores, amortiguadores (por ejemplo, un amortiguador
de blogqueo o amortiguador de 1lisis) y los similares. Las
cantidades relativas de los diversos reactivos se puede
variar ampliamente para proporcionar concentraciones en
solucién en los reactivos que optimizan sustancialmente la
sensibilidad del ensayo. Particularmente, los reactivos se
pueden proporcionar como polvos secos, usualmente
liofilizados, gque incluyen excipientes que en disolucidn

proporcionardn una solucién de reactivo que tiene 1la
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concentracidén apropiada.

Las formulaciones terapéuticas que comprenden uno o
mas anticuerpos de la invencién se preparan para el
almacenamiento al mezclar el anticuerpo que tiene el grado
deseado de pureza con portadores, excipientes o)
estabilizadores fisioldégicamente aceptables, opcionales (ver
por ejemplo, Remington's Pharmaceutical Sciences, l6ava
edicidén, Osol, A. Ed. (1980)), en la forma de formulaciones
liofilizadas o) soluciones acuosas. La composicidén de
anticuerpo serd formulada, dosificada y administrada en un
aspecto consistente con la buena ©practica médica. Los
factores para consideracidédn en este contexto incluyen el
trastorno particular que es tratado, la condicidédn clinica del
paciente individual, la causa del trastorno, el sitio de
suministro del agente, el método de administracién, 1la
programacién de administracidédn y otros factores conocidos
para los profesionales médicos. La “cantidad terapéuticamente
efectiva” del anticuerpo que es administrado serd gobernada
por tales consideraciones, vy la cantidad minima necesaria
para prevenir la enfermedad asociada con CD47.

La dosis terapéutica puede ser por 1o menos
aproximadamente 0.01 pg/kg de peso corporal, por lo menos
aproximadamente 0.05 pg/kg de peso corporal; por lo menos
aproximadamente 0.1 upg/kg de peso corporal, por lo menos

aproximadamente 0.5 pg/kg de peso corporal, por 1lo menos
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aproximadamente 1 pug/kg de peso corporal, por lo menos
aproximadamente 2.5 upg/kg de peso corporal, por lo menos
aproximadamente 5 pg/kg de peso corporal, y no mas de
aproximadamente 100 ung/kg de peso corporal. Serd entendido
por uno de habilidad en la técnica que tales guias seréan
ajustadas para el peso molecular del agente activo, por
ejemplo, en el uso de fragmentos de anticuerpo, o en el uso
de conjugados de anticuerpo. La dosificacidén también se puede
variar para administracién localizada, por ejemplo
intranasal, inhalacién, etc., o) para administracién
sistémica, por ejemplo, intraperitoneal (I.P.), intravenosa
(I.V.), intradérmica (I.D.), intramuscular (I.M.) y los
similares.

Un anticuerpo CD47 de esta invencidn no necesita
ser, pero opcionalmente se formula con uno o mas agentes que
potencializan la actividad, o gque de otra manera incrementan
el efecto terapéutico. Estos generalmente se utilizan en las
mismas dosificaciones y con rutas de administracidén como se
utilizan anteriormente en la presente o aproximadamente de 1
a 99% de las dosificaciones empleadas hasta ahora.

Los portadores, excipientes o) estabilizadores
aceptables son no téxicos a los recibidores en las
dosificaciones y concentraciones empleadas, e incluyen
amortiguadores tales como fosfato, citrato y otros &cidos

organicos; antioxidantes que incluyen A&cido ascdrbico vy
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metionina; conservadores (tal como cloruro de
octadecildimetilbencil amonio; cloruro de hexametonio;
cloruro de benzalconio, cloruro de bencetonio; fenol, alcohol

butilico o Dbencilico; algquil parabenos tal como metil o

propil parabeno; catecol; resorcinol; ciclohexanol; 3-
pentanol; y m-cresol); polipéptidos de bajo peso molecular
(menor que aproximadamente 10 residuos); proteinas, tal como

albimina de suero, gelatina o inmunoglobulinas; polimeros
hidrofilicos tal como polivinilpirrolidona; aminodcidos tal
como glicina, glutamina, asparagina, histidina, arginina o
lisina; monosacaridos, disacaridos y otros carbohidratos que
incluyen glucosa, manosa o dextrinas; agentes quelantes tal
como EDTA; azuUcares tales como sacarosa, manitol, trehalosa o
sorbitol; contraiones que forman sal tal como sodio;
complejos de metal (por ejemplo, complejos de Zn-proteina);
y/o surfactantes no idénicos tales como TWEEN"S, PLURONICS™ o
polietilenglicol (PEG). Las formulaciones dque se wutilizan
para administracién in vivo deben ser estériles. Esto se
realiza facilmente mediante filtracidén a través de membranas
de filtracidn estériles.

Los ingredientes activos que contienen anticuerpos
CD47 también se pueden atrapar en microcapsula preparada, por
ejemplo, mediante técnicas de coacervacidédn o mediante
polimerizacidén interfacial, por ejemplo, hidroximetilcelulosa

o microcapsula de gelatina % microcapsula de
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poli (metilmetacrilato), respectivamente, en sistemas de
suministro de farmaco coloidal (por ejemplo, liposomas,
microesferas de albUmina, microemulsiones, nanoparticulas vy
nanocapsulas) 0O en macroemulsiones. Tales técnicas se
describen en Remington’s Pharmaceutical Sciences 16th
edition, Osol, A. Ed. (1980).

Un anticuerpo CD47 o composicidén farmacéutica de
esta invencidén se puede administrar mediante cualquier medio
adecuado, que incluye parenteral, subcutaneo,
intraperitoneal, intrapulmonar e intranasal. Las infusiones
parenterales incluyen la administracién intramuscular,
intravenosa, intraarterial, intraperitoneal o subcuténea.
Ademéds, el anticuerpo anti-CD47 se administra adecuadamente
mediante infusidn pulsada, particularmente con dosis
declinantes del anticuerpo.

Para la prevencidén o tratamiento de enfermedad, 1la
dosificacidédn apropiada de anticuerpo dependerd del tipo de
enfermedad que es tratada, como es definido en lo anterior,
la severidad y curso de la enfermedad, si el anticuerpo se
administra para propdsitos preventivos, terapia previa, la
historia clinica del paciente y respuesta de anticuerpo, y el
buen juicio del médico asistente. El1 anticuerpo se administra
adecuadamente al paciente en una vez o durante una serie de
tratamientos.

En otra modalidad de la invencidn, se proporciona
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un articulo de manufactura que contiene materiales utiles
para el tratamiento de 1los trastornos descritos en 1o
anterior. El1l articulo de manufactura comprende un recipiente
y una etiqueta. Los recipientes adecuados incluyen, por
ejemplo, botellas, viales, Jjeringas y tubos de ensayo. Los
recipientes se pueden formar a partir de una variedad de
materiales tal como vidrio o pléastico. El recipiente contiene
una composicidén que es efectiva para tratar la condicidn vy
puede tener un orificio de acceso estéril (por ejemplo, el
recipiente puede ser una bolsa de solucidn intravenosa o un
vial gque tiene un tapdn perforable por una aguja de inyeccidn
hipodérmica). El1 agente activo en la composicidén es el
anticuerpo anti-CD47. La marca sobre, o asociada con, el
recipiente indica que la composicidén se utiliza para tratar
la condicién de eleccidén. E1 articulo de manufactura ademas
puede comprender un segundo recipiente qgue comprende un
amortiguador farmacéuticamente aceptable, tal como solucidn
salina amortiguada con fosfato, solucidén de Ringer y solucidn
de dextrosa. Este ademds puede incluir otros materiales
deseables desde un punto de vista comercial y por el usuario,
que incluye otros amortiguadores, diluyentes, filtros,
agujas, Jjeringas e inserciones de paquete con instrucciones
para uso.

Los siguientes ejemplos se exponen para

proporcionar a aquellos de habilidad ordinaria en la técnica
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con una divulgacidén y descripcidén completa de cbdmo hacer vy
utilizar la presente invencidn, y no se proponen para limitar
el alcance de 1lo gque los inventores consideran como su
invencidén ni se propone para representar que los experimentos
enseguida son todos o los Unicos experimentos realizados. Se
han hecho esfuerzos para asegurar la precisidén con respecto a
los nimeros utilizados (por ejemplo, cantidades,
temperaturas, etc.) pero algunos errores y desviaciones
experimentales deben ser tomados en cuenta. A menos gue se
indique de otra manera, las partes son partes en peso, el
peso molecular es el peso molecular promedio en peso, la
temperatura estd en grados centigrados y la presidén estd en o
cerca de la atmosférica.

Todas las publicaciones y solicitudes de patente
citadas en esta especificacidédn se incorporan en la presente
por referencia como si cada publicacién individual o
solicitud de patente fuera especificamente e individualmente
indicada que es incorporada por referencia.

La presente invencidédn se ha descrito en términos de
modalidades particulares encontradas o propuestas por el
presente inventor para comprender modos preferidos para la
practica de la invencidn. Serd apreciado por aquellos de
habilidad en la técnica gque, en vista de 1la presente
descripcidén, numerosas modificaciones y cambios se pueden

hacer en 1las modalidades particulares ejemplificadas sin
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apartarse del alcance propuesto de la invencidn. Por ejemplo,
debido a la redundancia de coddn, se pueden hacer cambios en
la secuencia de ADN implicita sin afectar la secuencia de
proteina. Por otra parte, debido a las consideraciones de
equivalencia funcional bioldgica, se puede hacer cambios en
la estructura de proteina sin afectar la accidén bioldgica en
la clase o cantidad. Todas de tales modificaciones se
proponen para ser incluidas dentro del alcance de las
reivindicaciones adjuntas.

Establecimiento de la Biblioteca de Fago

CD47 es un receptor de membrana de 50 kDa que tiene
el dominio IgV N-terminal extracelular, cinco dominios de
transmembrana y una cola intracelular C-terminal corta. La
proteina de dominio CD47-IgV humana conjugada con Fc humana o
la proteina de dominio CD47-1IgV humana biotinilada
(ACROBiosystems) se utilizdé como el antigeno para la
captacidén de biblioteca de fago.

La biblioteca de fago se construy® utilizando
vectores de fagémido que consistieron de los fragmentos de
gen de anticuerpo que se amplificaron de los bazos o médulas
6seas de >50 sujetos humanos saludables. E1 formato de
anticuerpo es el fragmento variable de una sola cadena (VH +
enlazador + VL). El tamafio de biblioteca fue 1.1x1010 y la
diversidad de secuencia se analizé como sigue. Para los 62

clones recolectados de la biblioteca y ademds secuenciados,
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16 secuencias que tienen truncamiento, desplazamiento de
estructura o coddn ambar; 46 secuencias gque tienen scFv de
longitud completa de las cuales todas las secuencias HCDR3
son Unicas. En los 46 scFv de longitud completa, 13
secuencias tienen cadena ligera lambda y 33 secuencias tienen
cadena ligera kappa.
Captacién de Fago y Seleccién del Clon

Para obtener los clones de fago que especificamente
enlazan al dominio CD47-IgV humano, se utilizaron dos métodos
para la captacidén de fago.
1. Captacién con inmunotubo de la biblioteca de fago contra
CD47-IgV humana

En este método, las bibliotecas de fago
desarrolladas como es describidé en lo anterior primero se
incubaron en inmunotubo recubierto con caseina durante 2
horas. La proteina de fusidén CD47-IgV-Fc humana se utilizd
para la primera ronda de captacidén. Los fagos no enlazados se
removieron al lavar con PBST durante 5-20 veces. Los fagos
enlazados se eluyeron con solucidén de Trietilamina 100 mM
recientemente ©preparada vy se neutralizaron mediante la
adicién de un amortiguador Tris-HCl, para llegar a ser las
primeras acumulaciones del fago de salida. Esta primera
acumulaciédn de fago de salida se rescatd a través de 1la
infeccidén de células TG-1 de E. Coli para amplificacidn,

seguido por la segunda ronda de captacidédn utilizando CD47-IgV



10

15

20

25

49

humana biotinilada como antigeno. Los fagos enlazados se
eluyeron en el mismo proceso y llegaron a ser la segunda
acumulacién de fago de salida que luego se rescatd y luego
nuevamente se sigquid por la tercera ronda de captacidn
utilizando la proteina de fusidén CD47-IgV-Fc humana como
antigeno. Los fagos enlazados luego llegaron a ser la tercera
acumulacién de fago de salida y se sometieron a la cuarta
ronda de captacidén utilizando CD47-IgV humana biotinilada.
2. Captacién de solucién de biblioteca de fago contra CD47-
IgV humana

En este seqgundo método, las bibliotecas de fago
primero se incubaron y se colocaron en cuentas magnéticas de
estreptavidina de 100 pL bloqueadas con caseina para agotar
los enlazadores de cuentas de estreptavidina. Las cuentas
magnéticas de estreptavidina y AG0084-hulgGl/k se utilizaron
para el agotamiento negativo. La biblioteca agotada se
rescatd, la cual fue seguida por la segunda ronda de
captaciédn utilizando CD47-IgV humana biotinilada como
antigenos y ademds se sometidé al agotamiento negativo con
cuentas magnéticas de estreptavidina bloqueadas con caseina.
Los fagos no enlazados se removieron mediante lavado con PBST
durante 5-20 veces. Los fagos enlazados se eluyeron con una
solucidén de Trietilamina 100 mM recientemente preparada, se
neutralizaron mediante la adicidén del amortiguador Tris-HCI1,

y luego se rescataron, lo cual fue seguido por la tercera
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ronda de captacidén utilizando la proteina de fusidén CD47-IgV-
Fc humana y se agotd con AG0084-hulgGl/k. Los fagos enlazados
luego llegaron a ser la tercera acumulacién de fago de salida
y se sometieron a la cuarta ronda de captacidédn utilizando
CD47-IgV humana biotinilada y el agotamiento negativo con las
cuentas magnéticas de estreptavidina blogqueadas con caseina.
Después de este proceso, multiples clones de fago
que especificamente enlazaron al dominio CD47-IgV humano se
obtuvieron y se enriquecieron. Ellos luego se diluyeron y se
colocaron en placa para el crecimiento a 37°C durante 8 horas
y se capturaron por el filtro recubierto de anticuerpo anti-
kappa durante la noche. CD47-IgV humana biotinilada (50 nM) vy
el conjugado NeutrAvidin-AP (dilucidén 1:1000) se aplicaron al
filtro para detectar los <clones de fago positivamente
enlazados. Las placas de fago positivas se recolectaron y se
eluyeron en 100 pL de amortiguador de elucidén de fago.
Aproximadamente 10-15 pL de fagos eluidos se utilizaron para
infectar 1 mL de células azules XL1 para ser el fago de
titulo alto (HT) para ELISA de un solo punto de fago (SPE).
Los c¢lones individuales positivos recolectados del filtro
luego se sometieron al enlace de la proteina de fusién CD47-
IgV-Fc humana vy la proteina del dominio CD47-IgV humana
biotinilada. Estos clones individuales positivos también se
secuenciaron para sus genes VH y VL. Todos 1los aciertos

positivos con genes VH vy VL Unicos se c¢lonaron en 1los
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vectores de expresidén pFUSE2ss-CLIg-hk (cadena ligera,
InvivoGen, Cat No. pfuse2ss-hclk) y pFUSEss-CHIg-hGl (cadena
pesada, InvivoGen, Cat No. pfusess-hchgl). Los anticuerpos se
expresaron en células HEK293 vy se purificaron mediante
Agarosa de Proteina A Plus.

Maduracién por afinidad de anticuerpos CD-47

La afinidad de enlace de los anticuerpos CD-47 de
esta invencidén se puede mejorar mediante la maduracidn por
afinidad in wvitro, por ejemplo, mediante la mutacién
aleatorizada especifica del sitio, que dio por resultado
secuencias mutadas que también estdn dentro del alcance de
esta invencién.

Por ejemplo, el analisis BiaCore de 1F8, un
anticuerpo CD47 de esta invencidén, mostrdé una afinidad de
enlace (KD) de 2.8 nM con una alta velocidad de disociaciédn
de 1.04E-03 1/s, que se podria mejorar mediante la maduraciédn
por afinidad in vitro. Un andlisis extensivo de la secuencia
CDR de la cadena pesada y la cadena ligera de 1F8 identificd
varios residuos en las regiones HCDR1 y LCDR1 que podrian ser
aleatorizados por mutacidén. Por lo tanto, las bibliotecas de
mutagénesis aleatorias se pueden construir e introducir en
los residuos especificos para generar una variedad de nuevas
secuencias. Las bibliotecas de mutagénesis CDR se captaron
utilizando CD47 ECD soluble biotinilado en fase de soluciédn

bajo la condicidén de equilibrio. Después de multiples rondas
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de captacién con la concentracidédn de antigeno reducida, los
aglutinantes de salida enriguecidos se seleccionaron para la
prueba de ELISA de enlace y subsecuentemente se convirtieron
en IgG completos que se sometieron al analisis BiaCore para
seleccionar especificamente la secuencia mejorada fuera de la
tasa. A través de este proceso de clasificacidén, 1las
moléculas de anticuerpo de esta invencidn se pueden construir
para mejores propiedades totales para aplicaciones clinicas.
Ejemplo 1. Clasificacién por ELISA de clones de fago que
enlazan a la proteina CD47-ECD recombinante

La proteina de fusidén CD47-Fc humana recombinante
(Acrobiosystems) se recubridé en 2 ug/mL en solucidén salina
amortiguadora de fosfato (PBS) sobre placas de microtitulo
durante 2 horas a la temperatura ambiente (RT). Después del
recubrimiento del antigeno, las cavidades se bloguearon con
PBS/Tween al 0.05% (PBST) con BSA al 1% durante 1 hora a la
temperatura ambiente (RT) . Después del lavado de las
cavidades con PBST, los fagos purificados de las colonias
individuales se adicionaron a las cavidades y se incubaron
durante 1 hora a RT. Para la deteccidn de los clones de fago
de enlace, 1los anticuerpos secundarios conjugados con HRP
contra M13 (Jackson Immuno Research) se adicionaron, seguido
por la adicién de substratos fluorogénicos (Roche). Entre
todas las etapas de incubacién, las cavidades de la placa se

lavaron con PBST tres veces. lLa fluorescencia se mididé en un



10

15

20

25

53

lector de placa TECAN Spectrafluor. Los clones de fago
positivos se seleccionaron para la secuenciacidén de los genes
de cadena pesada y cadena ligera.

Todos los anticuerpos CDh47 probados de esta
invenciédn muestran buenas actividades de enlace para la
proteina de fusién CD47-Fc humana recombinante.

Ejemplo 2. Analisis por ELISA de anticuerpos que bloquean la
interaccién de CD47 a SIRPa

La proteina de fusidén CD47 humana/Fc de ratdn
humana recombinante de la proteina CD47 biotinilada
(Acrobiosystems) se recubridé en 1 upg/mL en PBS sobre placas
de microtitulo durante 2 horas a RT. Después del
recubrimiento del antigeno las cavidades se Dbloquearon con
PBS/Tween al 0.05% (PBST) con BSA al 1% durante 1 hora a RT.
Después del lavado de las cavidades con PBST, los anticuerpos
diluidos en PBS se adicionaron a las cavidades (5 pg/mL) y se
incubaron durante 1 hora a RT. Para la deteccidén de los

anticuerpos de enlace, los anticuerpos secundarios conjugados

con HRP contra Fc humana (Jackson Immuno Research) se
adicionaron, seguido por la adicidn de substratos
fluorogénicos (Roche). Entre todas las etapas de incubacién,

las cavidades de las placas se lavaron con PBST tres veces.
La fluorescencia se midié en un lector de placa TECAN
Spectrafluor.

Todos los anticuerpos CDh47 probados de esta
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invenciédn mostraron buenas actividades de enlace para la
proteina de fusidén CD47-Fc humana recombinante y la proteina
CD47 biotinilada.
Ejemplo 3. Anadlisis por ELISA de los anticuerpos que bloquean
la interaccién de CD47 a SIRPa

La proteina de fusiodén CD47-Fc recombinante
(Acrobiosystems) se recubridé en 1 upg/mL en PBS sobre placas
de microtitulo durante 16 horas a 4°C. Después del bloqueo
durante 1 hora con BSA al 1% en PBST a RT, 1 ug/ml de
proteina SIRPa-His se adiciondé ya sea en la ausencia o en
presencia de anticuerpos CD47 (10 pg/mL) a RT durante 1 hora.
Las placas se lavaron subsecuentemente tres veces vy se
incubaron con un anticuerpo secundario anti-His conjugado con
HRP durante 1 hora a RT. Después del lavado, la solucidn de
TMB se adicioné a cada cavidad durante 30 minutos vy la
reaccidén se detuvo con H;SO, 2.0 M, y la OD se mididé a 490 nm.

Todos los anticuerpos CDh47 probados de esta
invencién efectivamente bloquearon el enlace de la proteina
CD47-SIRPa.
Ejemplo 4. Respuesta dependiente de dosis de anticuerpos CD47
que enlazan a CD47-ECD monomérico

Después del enlace directo y la clasificacién por
competicidédn, un anticuerpo CD47 de esta invencidén 1F8 se
selecciond para esta prueba, en comparacién con dos

anticuerpos de referencia existentes. La proteina CD47
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biotinilada (Acrobiosystems) se recubrié en 1 ug/mL en PBS
sobre placas de microtitulo durante 2 horas a RT. Después del
recubrimiento del antigeno, las cavidades se bloguearon con
PBS/Tween al 0.05% (PBST) con BSA al 1% durante 1 hora a RT.
Después del 1lavado de las cavidades con PBST, diferentes
concentraciones de anticuerpos CD47 se adicionaron a la
cavidad y se incubaron durante 1 hora a RT. Para la deteccidn
de los anticuerpos de enlace, los anticuerpos secundarios
conjugados con HRP contra Fc humana (Jackson Immuno Research)
se adicionaron seqguido por la adicidén de substratos
fluorogénicos (Roche). Entre todas las etapas de incubacidn,
las cavidades de las placas se lavaron con PBST tres veces.
La fluorescencia se midié en un lector de placa TECAN
Spectrafluor.

Los anticuerpos de referencia b5F9 y 2A1 se
produjeron de acuerdo con la secuencia de Hub5F9 y CC-90002
como es descrito por los investigadores en la Universidad de
Stanford, Inhibrx LLC, y Celgene Corp. (ver, por ejemplo, la
Patente de los Estados Unidos No. 9,017,675 B2, Patente de
los Estados Unidos No. 9,382,320. Patente de 1los Estados
Unidos No. 9,221,908, Publicacién de Solicitud de Patente de
los Estados Unidos No. 2014/0140989 y WO 2016/109415) y se
utilizaron para el mismo estudio.

Como se muestra en la Fig. 1, todos 1los tres

anticuerpos (1F8, 5F9 y 2Al) mostraron actividades de enlace
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similares a CD47-ECD monomérica.
Ejemplo 5. Respuesta dependiente de dosis de anticuerpos CD47
que enlazan a CD47-ECD dimérico

Los tres anticuerpos CD47 utilizados en el Ejemplo
4 (es decir, 1F8, 5F9 y 2Al) también se utilizaron en este
estudio.

La proteina de fusién de CD47/Fc de ratdn
(Acrobiosystems) se recubridé en 1 upg/ml en PBS sobre placas
de microtitulo durante 2 horas a RT. Después del
recubrimiento del antigeno las cavidades se Dbloquearon con
PBS/Tween al 0.05% (PBST) con BSA al 1% durante 1 hora a RT.
Después del lavado de las cavidades con PBST, concentraciones
diferentes de los anticuerpos anti-CD47 se adicionaron a la
cavidad y se incubaron durante 1 hora a RT. Para la deteccidn
de los anticuerpos de enlace, los anticuerpos secundarios
conjugados con HRP contra Fc humana (Jackson Immuno Research)
se adicionaron seqguido por la adicidén de substratos
fluorogénicos (Roche). Entre todas las etapas de incubacién,
las placas de las cavidades se lavaron con PBST tres veces.
La fluorescencia se midié en un lector de placa TECAN
Spectrafluor.

Del mismo modo, como se muestra en la Fig. 2a,
entre los tres anticuerpos probados 1F8, 5F9 vy 2Al1, todos
ellos mostraron actividades de enlace similares a CD47-ECD

dimérico.
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Otro estudio de enlace se condujo para comparar la
afinidad de enlace de dos anticuerpos de esta invencidn, es
decir, 1F8 y 13H3, a CD49-ECD recombinante. Como se muestra
en la Fig. 2b, estos dos anticuerpos también exhibieron
actividades de enlace similares de una manera dependiente de
dosis, con ECsy que es 0.038 nM para 1F8 y 0.045 nM para 13H3.
Ejemplo 6. Respuesta dependiente de dosis de anticuerpos CD47
que bloquean el enlace de CD47 a SIRPa

Tres anticuerpos CD47 (es decir, 1F8, 5F9 y 2Al)
también se utilizaron en este estudio.

La proteina de fusidn CD47-Fc recombinante
(Acrobiosystems) se recubridé en 1 pg/ml en PBS sobre placas
de microtitulo durante 16 horas a 4°C. Después del bloqueo
durante 1 h con BSA al 1% en PBST a RT, 1 pg/mL de proteina
SIRPa-His se adiciondé ya sea en la ausencia o presencia de
diferentes concentraciones de anticuerpos anti-CD47 a RT
durante 1 h. Las placas se lavaron subsecuentemente tres
veces y se incubaron con un anticuerpo secundario anti-His
conjugado con HRP durante 1 h a RT. Después del lavado, la
solucidén de TMB se adiciond a cada cavidad durante 30 minutos
y la reaccidén se detuvo con Hy;SO, 2 M y la OD se midié a 490
nm.

Nuevamente, como se muestra en la Fig. 3a, todos
los tres anticuerpos mostraron actividades similares en

bloquear el enlace de CD47 a SIRPa.
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Otro estudio se condujo para comparar la habilidad
de los dos anticuerpos CD47 de esta invencidén 1F8 y 13H3 para
bloguear el enlace de CD47 a SIRPa. Como se muestra en 1la
Fig. 3b y Fig. 3c, estos dos anticuerpos también exhibieron
actividades de bloqueo similares de una manera dependiente de
dosis, con ICsy que es 0.78 nM para 1F8 y 0.20 nM para 13H3.
Ejemplo 7. Respuesta dependiente de dosis de anticuerpos CD47
que enlazan a células Raji CD47"

Tres anticuerpos CD47 (es decir, 1F8, 5F9 y 2Al)
también se probaron en este estudio.

Las células Rajli que expresan enddgenamente CD47
humana sobre la superficie se mancharon con diferentes
concentraciones de los anticuerpos 1F8, 5F9 y 2A1 a 4°C
durante 30 minutos. Luego, las células se lavaron con PBS
tres veces, seguido por la incubacién con el anticuerpo
especifico de Fc anti-humano marcado con APC (Invitrogen) a
4°C durante 30 minutos. El enlace se mididé utilizando un
FACSCanto (Becton-Dickinson).

Como se muestra en la Fig. 4a, todos 1los tres
anticuerpos mostraron actividades similares en el enlace a
las células Raji CD47", siguiendo el mismo patrén dependiente
de dosis.

Otro estudio se condujo para comparar la habilidad
de los dos anticuerpos CD47 de esta invencidén 1F8 y 13H3 para

enlazar a las células Raji que llevan CD47. Como se muestra
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en la Fig. 4b, 13H3 exhibidé la afinidad mas fuerte que 1F8 en
el enlace de las células Raji que llevan CD47, con ECsy que es
2.95 nM para 1F8 y 1.06 nM para 13H3.

La Fig. 4c y Fig. 4d muestran la cinética de enlace
de 1F8 y 13H3, respectivamente, como se mide por el anédlisis
Biocore; y la Fig. 4e muestra los datos.

Ejemplo 8. Estudio de fagocitosis de células de tumor por el
macréfago humano (M)

Tres anticuerpos CD47 (es decir, 1F8, 5F9 y 2Al)
también se utilizaron en este estudio.

Las PBMCs se aislaron de la sangre humana, y los
monocitos se diferenciaron en macréfagos durante 6 dias. Los
macréfagos derivados de monocitos (MDMs) se rasparon y se
colocaron en placas de 24 cavidades y se dejaron adherir
durante 24 horas. La linea celular de tumor humano Raji que
expresd enddgenamente CD47 se eligid como células objetivo y
se marcaron con 1 upuM CFSE durante 10 minutos, luego se
adicioné a la MDMs en una relacidén de 5:1 de células de tumor
por fagocito y los anticuerpos CD47 se adicionaron en varias
dosis. Después de la incubacidén durante 3 horas, las células
objetivo no fagocitosadas se deslavaron <con PBS vy los
fagocitos restantes se rasparon, se mancharon con el
anticuerpo CD14 de marcador de macrdfago, y se analizaron
mediante citometria de flujo. La fagocitosis se mididé al

confinar en células CD14" y luego al estimar el por ciento de
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células CFSE".

Como se muestra en la Fig. 5a, todos estos tres
anticuerpos probados (es decir, 1F8, 5F9 y 2Al) mostraron
actividades similares en promover la fagocitosis de células
de tumor por M® humano. Las figs. 6a, 6b y 6c muestran la
fagocitosis mediada por macréfago de tres lineas celulares de
cadncer de sangre humana diferentes, activadas por los tres
anticuerpos CD47.

Otro estudio se condujo para comparar la habilidad
de dos anticuerpos CD47 de esta invencidédn 1F8 y 13H3 para
promover la fagocitosis de células de tumor por M® humana.
Como se muestra en la Fig. 5b, 13H3 vy 1F8 exhibieron
habilidad similares con 13H3 con fagocitosis ligeramente mas
fuerte en algunas concentraciones.

Ejemplo 9. Propiedad de Modulacién de RBC en el Ensayo de
Aglutinacién de RBC

Las RBCs humanas se diluyeron a 10% en PBS y se
incubaron a 37°C durante 2 horas con la titulacién de
anticuerpos CD47 en una placa de 96 cavidades de fondo
redondo. La evidencia de hemaglutinacidén se demuestra por la
presencia de RBCs no aceptadas, que aparecen Ccomo una
turbiedad comparada con un punto rojo puntualizado de RBCs no
hemaglutinadas (ver las Figs 7a y 8a). Las graficas en las
Figs. 7b vy 8b muestran 1la cuantificacién del ensayo de

hemaglutinacidn, denotado “indice de aglutinacidén”
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determinado al cuantificar el area de la pelotilla de RBC en
la presencia del anticuerpo, normalizada a aquella del
control IgG.

Como se muestra en las Figs. 7a, 7b, 8a vy 8b,
mientras que el anticuerpo CD47, 5F9 ya mostrd aglutinacidn
de RBC significativa a una concentracidén de o mas alta que es
0.1 wpg/ulL, los anticuerpos CD47, 1F8 y 2A1 dieron por
resultado esencialmente nada de aglutinacién RBC en las
concentraciones probadas hasta 30 ug/ul (Figs. 7a y 7b) o aun
hasta 150 pg/mL (Figs. 8a y 8b).

Del mismo modo, las Figs. 8c y 8d muestran que los
anticuerpos CD47 de esta invencidén (es decir, 1F8 vy 13H3)
dieron esencialmente nada de aglutinacidén de RBC en las
concentraciones probadas de hasta 150 upg/mL, mientras que el
anticuerpo CD47, F947 ya mostrd aglutinacidén de RBC
significativa a wuna concentracién de o mas alta que 0.1
pg/ul.

Ejemplo 10. Ensayo de Enlace de RBC

El enlace de anticuerpos CD47 contra RBCs humanas
se examindé mediante citometria de flujo. Las RBCs humanas se
incubaron con anticuerpos CD47 (10 pg/mL) a 4°C durante 1
hora, seguido por la adicidén del anticuerpo secundario
conjugado con APC a 4°C durante 30 minutos.

Como se muestra en las Figs. %9a y Sb,

sorprendentemente, el anticuerpo CD47 de esta invencidén 1F8
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no enlazé a RBC mientras gque los anticuerpos CD47 de
referencia 5F9 y 2A1 1o hicieron en 1las concentraciones
probadas.

Del mismo modo, 1las Figs. 9c y 9d muestran dque
mientras que 1F8 no dio por resultado enlace de RBC en las
concentraciones probadas, 13H3 uUnicamente dio por resultado
un enlace de RBC muy bajo en las concentraciones probadas.
Ejemplo 11. Ensayo de Aglutinacién de RBC

Las RBCs se recolectaron de seis individuos
saludables machos y seis individuos saludables hembras para
el analisis de la aglutinacidédn de RBC mediante la adicidén de
anticuerpos CD47. Las Figs. 10a y 10b muestran los resultados
de titulacidén en el ensayo de hemaglutinacidn, que se denota
“indice de aglutinacidédn” como se determina al medir el &rea
de las pelotillas RBC en 1la presencia del anticuerpo,
normalizada a aquella del control de IgG o anticuerpo de
referencia.

Ejemplo 12. Ensayo de Enlace de Plaqueta

El enlace de los anticuerpos CD47 de esta invencidn
contra plaquetas humanas se examindé mediante citometria de
flujo. La sangre entera periférica humana se incubd con 1los
anticuerpos CD47 de prueba de esta invencién (a 10 pug/mL) o
la fusidén de SIRPa-Ig y CD61 se manchdé como un marcador de
superficie para plaquetas. El enlace de anticuerpos CD47 o la

fusidén SIRPoa-Ig se mididé al confinar en la poblacidn positiva
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de CDol (plaquetas) y al examinar adicionalmente los
porcentajes de CD47 o el enlace de la fusidén SIRPa-Ig.

Como se muestra en la Fig. 11, los anticuerpos CD47
probados de esta invencidén no enlazaron apreciablemente las
plaguetas humanas mientras que las proteinas SIRPa 1o
hicieron.

Ejemplo 13. Ensayo de Aglutinacién de RBC Mono Cynomolgus

RBCs de mono cynomolgus macho y hembra se diluyeron
con 10% en PBS y se incubaron a 37°C durante 2 horas con las
concentraciones indicadas de anticuerpos CD47 en una placa de
96 cavidades de fondo redondo. La evidencia de
hemaglutinacidén se demostrdé por la presencia de RBCs no
asentadas, gue aparecen como una turbiedad comparada con un
punto rojo puntualizado de RBCs no hemaglutinadas, como se
muestra en la Fig. 1l2a. La Fig. 12b muestra los resultados de
titulacidén del -ensayo de hemaglutinacién, que se denota
“indice de aglutinacidédn” como se determina al medir el &rea
de las pelotillas RBC en 1la presencia del anticuerpo,
normalizada a aquella del control IgG.

Los datos muestran que los anticuerpos CD47
probados de esta invencién no indujeron apreciablemente la
aglutinacidén de RBC de cynomolgus in vitro.

Ejemplo 14. Fagocitosis de Células AML Humanas Primarias
mediante Anticuerpos CD47

Las PBMCs primarias del paciente AML (AML-PBOO3F)
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se marcaron con 1 pM de CFSE durante 10 minutos, luego se
adicionaron a MDMs en una relacidén de 5:1 de células de tumor
por fagocito y los anticuerpos CD47 indicados se adicionaron
en varias concentraciones. Después de la incubacién de 3
horas, las células objetivo no fagocitosadas se deslavaron
con PBS y los fagocitos restantes se rasparon, se mancharon
con un anticuerpo CD14 y se analizaron mediante citometria de
flujo. La fagocitosis se mididé al confinar en células CDl14+ y
luego al estimar el ©porcentaje de células CFSE+. La
fagocitosis se mididé como es mencionado previamente.

Como se muestra en las Figs. 13a-13h, los
anticuerpos CD47 probados de esta invencidén todos mostraron
capacidad es de enlace de AML significativas (mayores dque
75%) vy las capacidades de fagocitosis (por lo menos 36%)
todas las cuales son mucho mas altas que el anticuerpo CD47
de referencia utilizado en el mismo ensayo.

Ejemplo 15. Eficacia In Vivo de 1F8 Utilizando el Modelo de
Xenoinjerto de Luciferasa-Raji (CDX)

Los ratones NSG se injertados con Raji Luc-EGFP a
una concentracidén de 1 milldén de células/ratdn por la via de
la inyeccidén en la vena de la cola. Ellos se formaron en
imagen in vivo para determinar el nivel de injerto cinco dias
de post injerto. El tratamiento de anticuerpos CD47 (es
decir, 1F8, 5F9 y 2Al1) inicidé desde el mismo dia a una dosis

de 10 mg/kg. Todos los ratones se inyectaron un dia si y otro



10

15

20

25

65

no por la via de la inyeccidn intraperitoneal. Los ratones se
formaron en imagen 1in vivo por la via del sistema de
formacidén de imagen IVIS Lumina III en los siguientes puntos
de tiempo: Dia 0 de tratamiento con anticuerpos, Dia 2 de
tratamiento, Dia 6 de tratamiento y Dia 9 de tratamiento. E1
crecimiento de tumor en los ratones se midié mediante el
analisis de radiacidén de bioluminiscencia a través de sistema
de formacidén de imagen vivo en in vivo.

Como se puede observar en la Fig. 14a, el andlisis
de la radiacidén de bioluminiscencia muestra que los tumores
en los ratones escasamente crecieron dentro de los primeros
tres dias después de los tratamientos con el anticuerpo CD47
probado de esta invencidén (es decir, 1F8) y los tumores se
redujeron desde el dia 6 después de los tratamientos. En
comparacién, los tumores en los ratones tratados con el
anticuerpo CD47 de referencia continuaron creciendo durante
el mismo periodo de tratamiento.

De manera similar, la Fig. 14b muestra que el
anticuerpo CD47, 13H3 también fue efectivo in vivo en el
modelo de xenografia de Raji en diferentes concentraciones de
prueba.

Al final del estudio de xenoinjerto de Raji, todos
los ratones se sacrificaron mediante el uso de CO, para la
eutanasia de roedor. Los esplenocitos de cuatro grupos de

ratones se aislaron y se analizaron para el porcentaje de
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macrbdfagos M1, (% de CD80 positivo en macrdédfagos positivos de
F4/80) y macrdéfagos M2 (% de CD206 positivo en macrdfagos
positivos de F4/80) mediante el andlisis de citometria de
flujo.

Como se muestra en las Figs. 15a-15b, todos 1los
anticuerpos CD47 probados (incluyendo 1F8) fueron capaces de
inducir la polarizacidén del macrdédfago en ratones que llevan
tumor.

Ejemplo 16. Perfil de expresién de CD47 utilizando muestras
de PDX de varios tipos de cancer humano

54 muestras PDX (a través de 7 tipos de céancer
humano) se analizaron para la expresidén de CD47 mediante el
manchado con inmuno-histoquimica. Los niveles de manchado de
CD47 en varias muestras PDX se registraron mediante geometria
e intensidad de manchado. Las Figs. 16a, 1l6b y 16c muestran
los diferentes niveles de expresidédn de CD47 después de los
tratamientos con anticuerpos CD47.

Ejemplo 17. Estudio de Safety Pharma (estudios de PK de
Cynomolgus in vivo)

Los monos cynomolgus naive se infusionaron
intravenosamente con vehiculo (n=2), 1F8 (n=3, 15 mg/kg) vy
5F9 (n=3, 15 mg/kg). La hematologia (CBC) se analizd dentro
de 24 horas después de la coleccidén de la sangre, dos veces
antes de las inyecciones y en 3, 6, 10, 14 y 21 dias después

de la administracidén del anticuerpo. Los pardmetros CBC se
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examinaron utilizando el —conteo de Eritrocitos (RBC),
Hemoglobina (HGB), Reticulocitos Absolutos vy Conteos de
Plaquetas. Los resultados se representan en las Figs. 17a-17d
y mostraron qgque los tratamientos con 1F8 no afectaron 1los
parametros de hematologia en el mono cynomolgus.

De manera similar, los monos cynomolgus naive (n=2)
se inyectaron intravenosamente con el anticuerpo CD47, 13H3 a
una dosis de 20 mg/kg. Su sangre se recolectd mediante
venipuncién en tubos sin anticoagulante en diferentes puntos
de tiempo. El1 nivel en suero del anticuerpo CD47, 13H3 se
midié mediante ELISA wutilizando la proteina CD47 como el
reactivo de recubrimiento, seguido por la deteccidén con un
anticuerpo secundario anti-Kappa humano conjugado con HRP.
Los parametros farmacocinéticos en mono cynomolgus se
analizaron por Winolin y se muestran en la Fig. 17e y la

siguiente tabla.

Chax AUCq-¢ AUCins CL
T1/2 (h) . .
(Hg/ml) (dia*pg/ml) (dia*ug/ml) (ml/hr/kg)
145.2%10. 536.4% 10692.1x 10712.5% 1.880%
8 63.9 1300.9 1298.4 0.228

Estudio de Safety Pharm (Hematologia) del Anticuerpo 13H3 en

Mono Cynomolgus

Los monos cynomolgus naive se infusionaron
intravenosamente con una sola dosis o dosis repetidas

(dosificacién semanal) del anticuerpo 13H3 (20 mg/kg). Los
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parametros de hematologia (CBC) se examinaron que incluyen el
conteo de Eritrocitos (RBC), Hemoglobina (HGB), Conteos de
Plaquetas y Conteos de Linfocitos en los puntos de tiempo
indicados después de la administracidédn del anticuerpo.

Las Figs. 19%a, 19b, 19c¢, 19d, 19e, 19f, 19g y 1%h
muestran los efectos del anticuerpo CD47, 13H3 en la
congregacién de RBC, hemoglobina, plaquetas y linfocitos.
Ejemplo 18. Estructura del Anticuerpo 1F8

El escrutinio del epitopo de anticuerpos CD47 se
estimé mediante ELISA de competicidén. La proteina CD47 ECD vy
el primer anticuerpo anti-CD47 se pre-incubaron y se
adicionaron a un segundo anticuerpo anti-CD47 Dbiotinilado
detectado por el anticuerpo de HPR de Estreptavidina. Si el
primer anticuerpo anti-CD47 competid contra el de CD47 ECD al
segundo anticuerpo, ambos anticuerpos se colocaron en 1los
mismos o sobrepuestos cajones de epitopo. Si no es asi, ellos
se colocaron en cajones de epitopo no sobrepuestos. Los
resultados representados en las Figs. 18a y 18b muestran que
el anticuerpo CD47 de esta invencidén 1F8 tiene un diferente
epitopo que aquellos de los anticuerpos de referencia 5F9 vy
2A1.

La Fig. 18c muestra la estructura de cristal de Ab
5F9 de referencia (parte superior) en el complejo con CD47-
ECD humana (verde) como se reporta en la literatura (Ver, por

ejemplo, J. Clin. Investigation, 126, 7:2610-2620).
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La Fig. 18d muestra la estructura de cristal de
1F8-Fab (parte superior) en el complejo con CD47-ECD humana
(verde). La estructura compleja de CD47-1F8 Fab adopta la
orientacién de cabeza a cabeza mas recta, distinto a las
estructuras complejas de CD47-SIRPa y el diacuerpo CD47-5F9
que representa la orientacién de cabeza a cabeza inclinada.
El epitopo 1F8 en CD47 es discontinuo y extensivo que incluye
los residuos L3, V25, T26, N27, M28, E29, A30, 031, T34, E35,
Y37, A53, L54, L74, K75, G76, T99, E100, L1011, T102 y R103,
de los cuales 13, N27, E29, 31, T34, E35, Y37, A53, T99,
E100, L101, T102 y R103 estan involucrados en las
interacciones con SIRPq, que explican las propiedades
antagonisticas de 1F8. La estructura compleja también revela
el dominio VH de las formas 1F8 de 8 enlaces de hidrdégeno y 4
puentes de sal de CD47 y el dominio VL de 1F8 forma 8 enlaces
de hidrdégeno a CD47 también.

Distinto a las estructuras complejas CD47-
IgV/anticuerpo o complejo SIRPa publicadas, el anticuerpo 1F8
enlaza epitopos principalmente diferentes del objetivo aunque
todos estan enlazados en la similar orientacién de cabeza a
cabeza. El1l epitopo 1F8 en CD47 es conformacionalmente
discontinuo e incluye un bucle TNMEAQ (residuos 26-31), T34,
E35, L74 y una bisagra LTR (residuos 101-103) de CD47. Muchas
interacciones de enlace de hidrédgeno se forman entre las

cadenas laterales de los residuos de anticuerpo y los atomos
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de oxigeno de la cadena principal de CD47. Un puente de sal
también se forma entre R103 de 1F8 y E35 de CD47. Varios
contactos de Van der Waals también se observan gque son
criticos para mantener la orientacidén apropiada. E1 dominio
VH del anticuerpo 1F8 se involucra principalmente en enlazar
al T34, E35 y la bisagra LTR (residuos 101-103) de C(CD47,
mientras que el dominio VK interactta con el bucle TNMEAQ
(residuos 26-31) y L74. Estos epitopos en CD47 son diferentes
de aquellos en el anticuerpo 5F9 vy SIRPa. E1 anélisis
estructural sugiere que dos bucles largos (residuos 26-38 vy
52-59) del anticuerpo 1F8 ayudan a enlazar a CD47 en una
orientacién casi vertical que puede conducir al anticuerpo
que es separado de tal manera que CD47 en las células
adyacentes no podrian ser puenteadas por el anticuerpo, para
de esta manera prevenir la mayoria de la hemaglutinacidén de
células de sangre.

La Fig. 188 muestra la comparacidn de la
interaccién de 5F9 y 1F8 con CD47.

La superposicidén de la estructura compleja 5F9/CD47
del anticuerpo de referencia en la estructura compleja de
1F8/CD47 revela que la orientacién de enlace de CD47 es muy
diferente entre estos dos complejos. Aunque ambos anticuerpos
tienen orientacidén de enlace de cabeza a cabeza, CD47 es
girado horizontalmente por aproximadamente 180 grados. La

estructura del complejo 1F8/CD47 tiene piroglutamato N-
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terminal CD47 cerca del bucle de cadena ligera en 1los
residuos 61-64, mientras que 5F9 tiene el N-terminal CD47
entre 3 bucles de cadena pesada de W52, N32 y W10l. En el
anticuerpo 1F8, los residuos de cadena pesada Trp33 y Argl03
forman el contacto de wvan der Waals y un puente de sal con
Leul0l vy Glu35 de (CD47, respectivamente. En la misma
posicidén, el residuo 5F9 de anticuerpo con punto de Tyrl0l
hacia el N-terminal de CD47 a través de un contacto de van
der Waals y Argl02 forma un enlace de hidrdégeno con Glul04 de
CD47. Los residuos del bucle de 1F8 del anticuerpo Asn3l,
Trp33 y los residuos de bisagra Argb3 y Aspb6 forman la red
de enlace de hidrégeno inter-dominio, luego Asn31l y Arg53
forman enlaces de hidrdégeno con la cadena principal de LeulQl
y Thr34 en CD47. En la misma zona interfacial, 5F9 no se
muestra para hacer interaccidén, excepto que el residuo Tyr 52
forma un contacto de van der Waals con Leu3 en CD47. La
bisagra (residuo 52-56) es 3 residuos méds cortos que aquel de
1F8 (residuos 52-59). En la cadena ligera, tanto Fab 1F8 vy
5F9 tienen wvarias interacciones de enlace de hidrdégeno
importantes con CD47 del bucle (V29-Y38 en 1F8 y V152-Y158 en
5F9). Los residuos Y97 y Y98 en 1F8 “empujan” el bucle
(residuos 26-38) alejados, y éstos uUltimos formaron 2 enlaces
de hidrdégeno entre 1F8 y CD47, especificamente entre Arg34 de
1F8 y la cadena principal de Leu74 en CD47, y entre Arg36 de

1F8 y la cadena principal de Thr26 en CD47. Sin embargo, los
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residuos de 5F9, Gly218 y Ser219 (que corresponden a Tyr97 vy
Tyr98 en 1F8) causan que el bucle (residuos 149-158) en 5F9
forme 3 enlaces de hidrébgeno con CD47 (en Asnl57-Lys39,
Tyr1l59-Glul04 y Lysl77-Thr99). También similar a aquel en la
cadena ©pesada, el Dbucle (residuos 149-158) en 5F9 es
aproximadamente 3 residuos més corto que aquel en 1F8
(residuos 26-38). Estos bucles relativamente mds largos en
1F8 principalmente contribuyen a la orientacidén de enlace de
CD47.
Ejemplo 19. Anticuerpo CD47, 34C5

Para generar anticuerpos CD47 anti-humanos,
diferentes razas de ratones de 6-8 semanas que incluyen
ratones BALB/C, C57/BL6 o SJL se inmunizaron con la proteina
de dominio extracelular CD47 humana recombinante por varias
rondas. Después de la inmunizaciédn, los ratones con
suficientes titulos de IgG anti-CD47 se reforzaron con el
mismo antigeno seguido por fusidén. Los sobrenadantes de
hibridoma se probaron para el enlace directo con la proteina
CD47 ECD humana y la competicidén del enlace de SIRPa a CD47
mediante clasificacidén de ELISA. A través de una serie de
ensayos de clasificacién, 34C5 se selecciond para
humanizacién y ademéds la caracterizacidén in vitro de acuerdo
con los ensayos descritos en lo anterior.

La Fig. 20 y la Fig. 21 muestran la fuerte afinidad

de enlace de 34C5 a CD47-ECD recombinante (con una ECsg de
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0.27 nM) y a las células Raji que llevan CD47 (con una ECsy de
0.83 nM) respectivamente.

La Fig. 22 muestra que 34C5 fue capaz de bloquear
efectivamente el enlace de CD47 a SIRPa, con una ECsy de 0.30
nM.

La Fig. 23 muestra que el anticuerpo 34C5 promovid
la fagocitosis de células de tumor por M® humana.

La Fig. 24 muestra que el anticuerpo 34C5 no causa
aglutinacién de RBC in vitro.

La Fig. 25 muestra que el anticuerpo 34C5 disminuye
su enlace a RBC con 1la concentracidén disminuida de este

anticuerpo.



