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ANTICUERPOS VISTA ANTIHUMANOS Y SU USO

SOLICITUDES RELACIONADAS

La presente solicitud reivindica prioridad de las solicitudes
provisionales estadounidenses n.° 62/323,193 presentada el 15
de abril de 2016, 62/343,355 presentada el 31 de mayo de
2016, 62/372,362 presentada el 9 de agosto de 2016,
62/385,627 presentada el 9 de setiembre de 2016, 62/425,184
presentada el 22 de noviembre de 2016, 62/363,929 presentada
el 19 de julio de 2016, 62/365,085 presentada el 21 de julio
de 2016, 62/385,805 presentada el 9 de setiembre de 2016,
62/363,931 presentada el 19 de Julio de 2016, 62/365,102
presentada el 21 de julio de 2016, 62/385,871 presentada el 9
de setiembre de 2016, 62/363,917 presentada el 19 de julio de
2016, 62/365,081 presentada el 21 de Julio de 2016,
62/385,888 presentada el 9 de setiembre de 2016, 62/364,073
presentada el 19 de julio de 2016, 62/365,166 presentada el
21 de julio de 2016, 62/385,893 presentada el 9 de setiembre
de 2016, 62/363,925 presentada el 19 de Jjulio de 2016,
62/365,087 presentada el 21 de Jjulio de 2016, 62/385,785
presentada el 9 de setiembre de 2016, 62/406,632 presentada
el 11 de octubre de 2016, cada una de las cuales se incorpora
en la presente a modo de referencia. La presente solicitud se

refiere a la solicitud PCT presentada el

de abril de 2017 “ANTI-HUMAN VISTA ANTIBODIES AND USE
THEREOF” (Expediente del agente n.° 43260.2214) que se
incorpora a modo de referencia y respecto de la cual también

se reivindica prioridad.
CAMPO DE LA INVENCION

La invencidén se refiere a la identificacién de anticuerpos
VISTA antihumanos novedosos y fragmentos de anticuerpos, es

decir, anticuerpos VISTA (Supresor de la Activacidn de
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células T que contiene Inmunoglobulina de la regidn V(1))
("WISTA") y fragmentos de anticuerpos de estos. Mas
especificamente, la presente solicitud proporciona agonistas
VISTA humanos novedosos, es decir, anticuerpos VISTA
antihumanos vy fragmentos de anticuerpos que agonizan o
promueven los efectos supresores de VISTA humano en la
inmunidad, particularmente la inmunidad de las células T.
Ademds, la invencidén se refiere al uso de tales agonistas
para potenciar o imitar los efectos supresores de VISTA en la
inmunidad tales como sus efectos supresores en la
proliferacién de células T CD4* o CD8*, activacién de células
T CD4* o CD8" y su efecto supresor en la produccién de
citocinas inmunes, particularmente citocinas
proinflamatorias. Ademds 1la invencidén se refiere al wuso
especifico de estos anticuerpos agonistas y fragmentos de
anticuerpos como profildcticos o productos terapéuticos,
especialmente para el tratamiento de afecciones donde 1la
prevencidén o inhibicidén de la inmunidad de células T y la
expresién de citocinas proinflamatorias es terapéuticamente
beneficiosa tal como autoinmunidad, inflamacidén, trastornos
alérgicos, sepsis, GVHD o para aliviar los efectos
secundarios inflamatorios de algunas afecciones como el
cancer.

La presente solicitud proporciona ademéas antagonistas
novedosos, es decir, anticuerpos VISTA antihumanos y
fragmentos de anticuerpos que antagonizan o inhiben 1los
efectos supresores de VISTA humano en la inmunidad,
particularmente los efectos de VISTA en la inmunidad de las
células T. Ademds, la invencidén se refiere al uso de tales

antagonistas novedosos para blogquear o inhibir los efectos
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supresores de VISTA en la inmunidad, es decir, sus efectos
supresores en la proliferacidén de células T CD4* o CD8Y,
activacién de células T CD4" o CD8' y 1la produccidén de
citocinas inmunes. Ademéds, la invencidén también se refiere al
uso especifico de estos anticuerpos antagonistas y fragmentos
de anticuerpos como profildcticos o productos terapéuticos,
especialmente en el tratamiento de afecciones donde 1la
promocidén de la inmunidad de las células T es
terapéuticamente beneficiosa tal como en el tratamiento de

cadncer o enfermedades infecciosas.
ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Las vias del regulador de punto de control negativo
inmunitario (NCR) han demostrado ser objetivos clinicos
extraordinarios en el tratamiento de enfermedades
relacionadas con el sistema inmunitario humano. El bloqueo de
dos NCR, CTLA-4 vy PD-1, mediante el wuso de anticuerpos
monoclonales (mAb) para mejorar la inmunidad tumoral esté
revolucionando el tratamiento del cancer y ha establecido
estas vias como objetivos clinicamente validados en 1la
enfermedad humana. Ademas las versiones solubles de 1los
ligandos de NCR que desencadenan las vias de NCR han
ingresado a la clinica como farmacos inmunosupresores para
tratar la autoinmunidad (es decir, AMP-110/B7-H4-Ig para la
artritis reumatoide).

VISTA (véase Ref. 1), es un ligando de NCR, cuyo familiar
filogenético mas cercano es PD-L1. VISTA tiene homologia con
PD-L1 pero muestra un patrdén de expresidn Unico restringido
al compartimiento hematopoyético. Especificamente, VISTA se
expresa constitutivamente y altamente en células mieloides

CD11lb P9 y se expresa en menores niveles en células T CD4' y
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CD8*. Al igual que el PD-L1, VISTA es un ligando que suprime
profundamente la inmunidad (Ref. 1) vy, como el PD-L1, el
bloqueo de VISTA permite el desarrollo de 1la inmunidad
terapéutica contra el cancer en modelos oncoldbégicos
preclinicos (véase Ref. 2). Mientras que el bloqueo de VISTA
mejora la inmunidad, especialmente la inmunidad de células T
mediadas por CD8* y CD4%, el tratamiento con una proteina de
fusién de Ig soluble del dominio extracelular de VISTA
(VISTA-Ig) suprime la inmunidad y ha demostrado detener el
avance de multiples modelos murinos de la enfermedad
autoinmune.

Una clara evidencia cientifica ha mostrado que VISTA es un
ligando gque induce wuna profunda supresidédn de células T.
Diferentes grupos han informado diversos anticuerpos VISTA
antihumanos antagonistas, inclusive Dartmouth College vy
Jannsen. Estos anticuerpos son utiles en el tratamiento de
las afecciones donde se desea la supresidén de los efectos
inmunosupresores de VISTA en la inmunidad de las células T,
tal como en el céancer y la infeccidén. Sin embargo, a leal
saber del inventor, no se ha identificado ningin anticuerpo
VISTA antihumano o fragmento de anticuerpo previamente dque
agonice los efectos de VISTA humano. Estos anticuerpos VISTA
antihumanos agonistas y fragmentos de anticuerpo se desearian
para tratar afecciones donde se desea la supresidn de 1la
inmunidad, particularmente la inmunidad de las células T y/o
afecciones donde la expresién de VISTA se regula por
disminucién de forma anormal.

COMPENDIO

Es un objeto de la invencidén proporcionar anticuerpos vy

fragmentos de anticuerpo novedosos que se unen
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especificamente a VISTA humano vy variantes de estos, por
ejemplo, anticuerpos VISTA antihumanos quiméricos, humanos,
humanizados o multiespecificos que se unen especificamente a
VISTA humano y gque promueven o imitan los efectos de VISTA
humano en la inmunidad.

Es un objeto especifico de la invencibén ©proporcionar
anticuerpos agonistas o fragmentos de anticuerpos de estos
que comprenden una regidén de unidén al antigeno gque se une
especificamente a VISTA humano donde el anticuerpo agonista o
fragmento de anticuerpo se une al mismo epitopo o a uno
superpuesto que cualquiera de los anticuerpos VISTA
antihumanos con las CDR y polipéptidos de cadena pesada vy
ligera variables mostrados en la Figura 4.

Es un objeto especifico de la invencidén proporcionar un
anticuerpo aislado o fragmento de anticuerpo de este dque
comprende una regién de unidén al antigeno que se une
especificamente al supresor de la activacidén de células T de
Ig de dominio V humano (VISTA humano), donde el anticuerpo o
fragmento de anticuerpo agoniza o promueve uno o0 mas de los
efectos de VISTA en la inmunidad, por ejemplo, comprende una
regidén constante de IgG2 humana o Fc de IgG2 humana
opcionalmente donde la regidn constante o Fc de IgG2 humana
se une a receptores gamma Fc inclusive CD32A humano y/o que
contiene una regidén constante o Fc de IgG2 humana que
comprende la unidén de IgG2 humana natural a receptores gamma
Fc y/o una IgG2 que se une a FcyRs inclusive uno o méas de
hFcyRI (CD64), FcyRIIA o hFcyRIIB, (CD32 o CD32A) y FcyR111lA
(CD16A) o FcyR111B (CD16B).

Es un objeto especifico de la invencidén ©proporcionar

anticuerpos agonistas o fragmentos de anticuerpos de estos
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que comprenden una regidén de unidn al antigeno gue se une
especificamente a VISTA humano donde el anticuerpo agonista o
fragmento de anticuerpo se une a un epitopo de VISTA gue
incluye o se superpone con un epitopo unido a cualgquiera de
los anticuerpos VISTA antihumanos con las secuencias de la
Figura 4.

Es un objeto especifico de la invencibén ©proporcionar
anticuerpos agonistas o fragmentos de anticuerpos de estos
que comprenden una regidén de unidén al antigeno que se une
especificamente a VISTA humano donde el anticuerpo agonista o
fragmento de anticuerpo se une o interacttia con uno o© més
residuos de un epitopo que comprende los residuos de
LLDSGLYCCLVVEIRHHHSEHRVH.

Es un objeto especifico de la invencién ©proporcionar
anticuerpos agonistas o fragmentos de anticuerpos de estos
que comprenden una regidén de unidén al antigeno que se une
especificamente a VISTA humano donde el anticuerpo agonista o
fragmento de anticuerpo se une o 1interactta con uno o mas
residuos de un epitopo gque comprende uno o mas residuos de
79EVQTCSERRPIRSO0, 48NVTLTCRLLGPVGO, 153HHHSEHRVHGAM1 64 ’
52LTCRLLGPVG6O, 56LLGPVDKGHDVTFYK70, 113LAQRHGLESASDHHG127,

153HHHSEHRVHGAM164, 93TFQDLHLHHGGHQAAL1O07,
146CLVVEIRHHHSEH158, 53TCRLLGPVDKG63, 123SDHHG127 y/o
153HHHSEHRVHGAM164.

Es un objeto especifico de la invencidén ©proporcionar
anticuerpos agonistas o fragmentos de anticuerpos de estos
que comprenden una regidén de unidn al antigeno que se une
especificamente a VISTA humano donde el anticuerpo agonista o

fragmento de anticuerpo se une o interacttia con uno o mas
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residuos de un epitopo que comprende uno © mas residuos de
7T9EVQTCSERRPIRSO0.

Es un objeto especifico de la invencidén ©proporcionar
anticuerpos agonistas o fragmentos de anticuerpos de estos
que comprenden una regidén de unidén al antigeno gque se une
especificamente a VISTA humano donde el anticuerpo agonista o
fragmento de anticuerpo promueve o potencia al menos un
efecto de VISTA humano en la inmunidad, por ejemplo, su
efecto supresor sobre uno cualgquiera o méds de inmunidad de
células T, activacién de monocitos, inducciédén de la
proliferacién de células T; induccién o supresidédn de 1la
expresién de citocinas, mayor supervivencia de monocitos,
induccién de citotoxicidad mediada por células dependiente de
anticuerpos (ADCC) en células que expresan VISTA e induccidn
de fagocitosis celular dependiente de anticuerpos (ADCP) en
células que expresan VISTA.

Es un objeto especifico de la invencidén ©proporcionar
anticuerpos agonistas o fragmentos de anticuerpos de estos
que comprenden una regidén de unidén al antigeno que se une
especificamente a VISTA humano donde el anticuerpo agonista o
fragmento de anticuerpo que comprende una regidén de unidn al
antigeno que se une especificamente a VISTA humano, donde el
anticuerpo o fragmento de anticuerpo que comprende secuencias
de cadena pesada y ligera variables con polipéptidos de CDR
idénticos como cualquiera de los anticuerpos VISTA
antihumanos que tienen las CDR y polipéptidos de cadena
pesada y ligera variable mostrados en la Figura 4, con la
condicién de que si dicho anticuerpo o fragmento comprende un
anticuerpo VISTA antihumano antagonista o fragmento de

anticuerpo, entonces el anticuerpo o fragmento de anticuerpo
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no comprende las mismas CDR que ninguno de VSTB112, VSTR1lle,
VSTB95, VSTB50, VSTB53 o VSTB6O.

Es un objeto especifico de la invencidén ©proporcionar
anticuerpos agonistas o fragmentos de anticuerpos de estos
que comprenden una regidén de unidén al antigeno gque se une
especificamente a VISTA humano donde el anticuerpo agonista o
fragmento de anticuerpo que comprende un anticuerpo VISTA
antihumano antagonista o fragmento, el anticuerpo o fragmento
de anticuerpo no comprende las mismas CDR que ninguno de
VSTB112, VSTB11l6, VSTRBR95, VSTB50, VSTB53 o VSTB6O.

Es un objeto especifico de la invencién proporcionar
anticuerpos agonistas o fragmentos de anticuerpos de estos
que comprenden una regidén de unidén al antigeno que se une
especificamente a VISTA humano donde el anticuerpo agonista o
fragmento de anticuerpo comprende un polipéptido de cadena
pesada variable y/o ligera variable con al menos 90 % de
identidad de secuencia <con los de un anticuerpo VISTA
antihumano que se selecciona de cualquiera de VSTB49-VSTB1l1l6,
donde las secuencias de cadenas de polipéptidos pesadas vy
ligeras variables de estos se muestran en la Figura 4, con la
condicién de que si dicho anticuerpo o fragmento comprende un
anticuerpo VISTA antihumano antagonista o fragmento, entonces
el anticuerpo o fragmento de anticuerpo no comprende las
mismas CDR que ninguno de VSTB112, VSTB11l6, VSTBR95, VSTB50,
VSTB53 o VSTB6O.

Es un objeto especifico de la invencidén ©proporcionar
anticuerpos agonistas o fragmentos de anticuerpos de estos
que comprenden una regidén de unidn al antigeno gue se une
especificamente a VISTA humano donde el anticuerpo agonista o

fragmento comprende una regidén de unidén al antigeno que se
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une especificamente a VISTA humano donde el anticuerpo
agonista o fragmento de anticuerpo comprende un polipéptido
de cadena pesada variable y/o ligera variable con al menos 95
% de identidad de secuencia con los de un anticuerpo VISTA
antihumano que se selecciona de cualquiera de VSTB49-VSTBllo,
donde las secuencias de polipéptidos pesadas vy ligeras
variables de estos se muestran en la Figura 4, con la
condicién de que si dicho anticuerpo o fragmento de
anticuerpo comprende un anticuerpo VISTA antihumano
antagonista o fragmento de anticuerpo, entonces el anticuerpo
o fragmento de anticuerpo no comprende las mismas CDR dque
ninguno de VSTB112, VSTBll6, VSTB95, VSTB50, VSTB53 o VSTBG6O.
Es un objeto especifico de la invencién proporcionar
anticuerpos agonistas o fragmentos de anticuerpos de estos
que comprenden una regidén de unidén al antigeno gque se une
especificamente a VISTA humano donde el anticuerpo agonista o
fragmento de anticuerpo comprende un polipéptido de cadena
pesada variable y/o ligera variable con al menos 96-99 % de
identidad de secuencia <con los de un anticuerpo VISTA
antihumano que se selecciona de cualquiera de VSTB49-VSTBllo,
donde las secuencias de polipéptidos pesadas y ligeras
variables de estos se muestran en la Figura 4, con la
condicién de que si dicho anticuerpo o fragmento comprende un
anticuerpo VISTA antihumano antagonista o fragmento de
anticuerpo, entonces el anticuerpo o fragmento de anticuerpo
no comprende las mismas CDR que ninguno de VSTB112, VSTBlle,
VSTB95, VSTB50, VSTB53 o VSTB6O.

Es un objeto especifico de la invencidén proporcionar
anticuerpos agonistas o fragmentos de anticuerpos de estos

que comprenden una regidén de unidén al antigeno que se une
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especificamente a VISTA humano donde el anticuerpo agonista o
fragmento de anticuerpo que comprende un polipéptido de
cadena pesada variable y/o ligera variable idéntico a los de
un anticuerpo VISTA antihumano que se selecciona de uno de
VSTB49-VSTB116, donde las secuencias de polipéptidos pesadas
y ligeras variables de estos se muestran en la Figura 4, con
la condicién de que si dicho anticuerpo o fragmento comprende
un anticuerpo VISTA antihumano antagonista o fragmento de
anticuerpo, entonces el anticuerpo o fragmento de anticuerpo
no comprende las mismas CDR que ninguno de VSTB112, VSTR1lle,
VSTBY95, VSTB50, VSTB53 o VSTB6O.

Es un objeto especifico de la invencidén proporcionar un
anticuerpo antagonista o fragmento de anticuerpo de este que
comprende una regién de unidén al antigeno que se une
especificamente a VISTA humano de acuerdo con cualquiera de
lo que antecede que antagoniza o bloquea al menos un efecto
de VISTA humano en la inmunidad.

Es un objeto especifico de la invencidén proporcionar un
anticuerpo agonista o fragmento de anticuerpo de este dque
comprende una regidén de unidén al antigeno que se une
especificamente a VISTA humano de acuerdo con cualquiera de
lo que antecede que agoniza o promueve al menos un efecto de
VISTA humano en la inmunidad.

Es un objeto especifico de la invencidén proporcionar un
anticuerpo agonista o fragmento de anticuerpo de este que
comprende una regién de unidén al antigeno que se une
especificamente a VISTA humano de acuerdo con cualquiera de
lo que antecede gque comprende un dominio constante humano.

Es un objeto especifico de la invencidn proporcionar un

anticuerpo agonista o fragmento de anticuerpo de este dque
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comprende una regién de unidbébn al antigeno que se une
especificamente a VISTA humano de acuerdo con cualquiera de
lo gue antecede que comprende un dominio constante humano que
se selecciona de IgGl, IgG2, IgG3 e IgG4, que opcionalmente
se modifica, por ejemplo, por mutaciones de eliminacién,
sustitucién o adicidédn o cualgquier combinacién de 1lo que
antecede.

Es un objeto especifico de 1la invencibén proporcionar un
anticuerpo agonista o fragmento de anticuerpo de este que
comprende una regién de unidén al antigeno gque sSe une
especificamente a VISTA humano de acuerdo con cualquiera de
lo que antecede donde el fragmento de anticuerpo comprende o
es un fragmento de anticuerpo Fab, F(ab')2 o scFv.

Es un objeto especifico de la invencidén proporcionar un
anticuerpo antagonista o fragmento de anticuerpo de este que
comprende una regién de unidén al antigeno que se une
especificamente a VISTA humano de acuerdo con cualquiera de
lo que antecede que blogquea o suprime al menos uno de 1los
efectos de VISTA humano en la inmunidad, por ejemplo,
seleccionado de su efecto supresor en la inmunidad de células
T, activacidédn de monocitos o proliferacidédn de células T;
induccidén o supresidén de la expresidén de citocinas, mayor
supervivencia de monocitos, supresiédn de citotoxicidad
mediada por células dependiente de anticuerpos (ADCC) de
células que expresan VISTA y supresidén de fagocitosis celular
dependiente de anticuerpos (ADCP) de células dgue expresan
VISTA.

Es un objeto especifico de la invencidn proporcionar un
anticuerpo agonista o fragmento de anticuerpo de este dque

comprende una regién de unidén al antigeno que se une
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especificamente a VISTA humano de acuerdo con cualquiera de
lo gue antecede que promueve o potencia al menos uno de 1los
efectos de VISTA humano en la inmunidad, ©por ejemplo,
seleccionado de su efecto supresor de inmunidad de células T,
activacién de monocitos, supresidén de la proliferacidédn de
células T; induccién o supresién de la expresidén de
citocinas, mayor supervivencia de monocitos, supresidén de
citotoxicidad mediada por células dependiente de anticuerpos
(ADCC) en células que expresan VISTA y supresién de
fagocitosis celular dependiente de anticuerpos (ADCP) de
células gque expresan VISTA.

Es un objeto especifico de la invencidén proporcionar un
anticuerpo agonista o fragmento de anticuerpo de este que
comprende una regién de unidén al antigeno que se une
especificamente a VISTA humano de acuerdo con cualquiera de
lo que antecede que comprende una regidn constante o Fc de
IgG2 humana.

Es un objeto especifico de la invencidén proporcionar un
anticuerpo agonista o fragmentos de anticuerpo de este dque
comprende una regidén de unidén al antigeno que se une
especificamente a VISTA humano de acuerdo con cualquiera de
lo que antecede que promueve o potencia el efecto supresor de
VISTA humano en la inmunidad, por ejemplo, su efecto en uno
cualquiera o mads de inmunidad de células T, activacidén de
monocitos, proliferacidn de células T; expresién de
citocinas, supervivencia de monocitos, citotoxicidad mediada
por células dependiente de anticuerpos (ADCC) en células que
expresan VISTA y fagocitosis celular dependiente de

anticuerpo (ADCP) en células que expresan VISTA.
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Es un objeto especifico de la invencidn proporcionar un
anticuerpo agonista o fragmento de anticuerpo de este dque
comprende una regién de unidén al antigeno que se une
especificamente a VISTA humano de acuerdo con cualquiera de
lo gque antecede que inhibe la inmunidad de células T y/o la
expresién de citocina proinflamatoria.

Es un objeto especifico de 1la invencibén proporcionar un
anticuerpo agonista o fragmento de anticuerpo de este dque
comprende una regién de unidén al antigeno que sSe une
especificamente a VISTA humano de acuerdo con cualquiera de
lo que antecede que es un anticuerpo humano, humanizado o
quimérico que comprende una regiédn Fc humana, por ejemplo
IgGl, IgG2, IgG3 e IgG4 humana o una guimera de cualquiera de
lo que antecede.

Es un objeto especifico de la invencidn proporcionar un
anticuerpo agonista o fragmento de anticuerpo de este dque
comprende una regién de unidén al antigeno que se une
especificamente a VISTA humano de acuerdo con cualquiera de
lo que antecede que es quimérico, humano o humanizado.

Es un objeto especifico de la invencidén proporcionar un
anticuerpo agonista o fragmento de anticuerpo de este dque
comprende una regién de unidén al antigeno que se une
especificamente a VISTA humano de acuerdo con cualquiera de
lo que antecede que comprende un dominio constante de IgG2
humana o regidén Fc que potencialmente puede mutarse.

Es un objeto especifico de la invencidén proporcionar un
anticuerpo agonista o fragmento de anticuerpo de este que
comprende una regién de unidébn al antigeno que se une
especificamente a VISTA humano de acuerdo con cualquiera de

lo que antecede que comprende un dominio constante de IgG2
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humana o fragmento de este o un hlgGl, hIgG3, hIgG4, IgA,
IgDh, IgE, o IgM, donde todo o sustancialmente todo el dominio
bisagra y CH1 de dicho anticuerpo y opcionalmente toda o
sustancialmente toda la regidén constante de cadena ligera se
reemplazé con toda o sustancialmente toda la cadena ligera
correspondiente y los dominios bisagra y CH1 (“regiones H2” o
“dominios H2”) de hlgG2.

Es un objeto especifico de 1la invencibén proporcionar un
anticuerpo agonista o fragmento de anticuerpo de este que
comprende una regién de unidén al antigeno gque sSe une
especificamente a VISTA humano de acuerdo con cualquiera de
lo que antecede que (i) comprende una regidén Fc de IgG2 donde
cualquiera o ambos del residuo de cisteina de cadena pesada
en la posicién 127 y el residuo de cisteina de cadena ligera
en la posicidén 214 (donde la numeracidn es segln Kabat) se
eliminan o cambiar a un residuo de aminodcidos diferente,
resultando en un aumento de las propiedades agonistas del
anticuerpo modificado resultante respecto de un anticuerpo
donde estos residuos permanecen sin cambpios, (ii) el residuo
de cisteina en la posicidén 214 en la regidén H2 de dicho
anticuerpo se muta o sustituye con otro aminoadcido y/o uno o
mas de los residuos de cisteina en las posiciones 127, 232 o
233 de la cadena pesada se eliminan o sustituyen con otro
aminodcido, (iii) comprende un dominio constante de IgG2
humana donde al menos un residuo de cisteina se elimina o
cambia a otro aminoadcido, (iv) compite con o se une al mismo
epitopo en VISTA humano que VSTB95 (secuencias pesada vy
ligera variables mostradas en la Figura 4).

Es un objeto especifico de la invencidn proporcionar un

anticuerpo agonista o fragmento de anticuerpo de este dque
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comprende una regidén de unidén al antigeno gue se une
especificamente a VISTA humano de acuerdo con cualquiera de
lo que antecede que:

(1) comprende las CDR Vi de SEQ ID NO:100, 101 y 102 y las
CDR V; de SEQ ID NO:103, 104 y 105;

(ii) comprende las CDR Vi de SEQ ID NO:110, 111 y 112 vy las
CDR V; de SEQ ID NO:113, 114 y 115;

(1i1i) comprende las CDR Vy de SEQ ID NO:120, 121 y 122 vy
las CDR Vy de SEQ ID NO:123, 124 y 125;

(iv) comprende las CDR Vy de SEQ ID NO:130, 131 y 132 vy las
CDR V; de SEQ ID NO:133, 134 y 135;

(v) comprende las CDR Vi de SEQ ID NO:140, 141 y 142 vy las
CDR V; de SEQ ID NO:143, 144 y 145;

(vi) comprende las CDR Vi de SEQ ID NO:150, 151 y 152 vy las
CDR V; de SEQ ID NO:153, 154 y 155;

(vii) comprende las CDR Vy de SEQ ID NO:160, 161 y 162 vy
las CDR Vy de SEQ ID NO:163, 164 y 165;

(viii) comprende las CDR Vy de SEQ ID NO:170, 171 y 172 vy
las CDR V; de SEQ ID NO:173, 174 y 175;

(ix) comprende las CDR Vy de SEQ ID NO:180, 181 y 182 vy las
CDR V., de SEQ ID NO:183, 184 y 185;

(x) comprende las CDR Vy de SEQ ID NO:190, 191 y 192 vy las
CDR Vy de SEQ ID NO:193, 194 y 195;

(xi) comprende las CDR Vy de SEQ ID NO:200, 201 y 202 y las
CDR V;, de SEQ ID NO:203, 204 y 205;

(x1ii) comprende las CDR Vy de SEQ ID NO:210, 211 y 212 vy
las CDR V; de SEQ ID NO:213, 214 y 215;

(xiii) comprende las CDR Vy de SEQ ID NO:220, 221 y 222 vy
las CDR V; de SEQ ID NO:223, 224 y 225;
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(xiv) comprende las CDR Vi de SEQ ID NO:
las CDR V; de SEQ ID NO:

(xv) comprende las CDR Vy

CDR V; de SEQ ID NO:243,
(xvi) comprende las
las CDR V; de SEQ ID NO:
(xvii) comprende las
las CDR V; de SEQ ID NO:
(xviii) comprende las
las CDR V; de SEQ ID NO:
(xix) comprende las

las CDR V; de SEQ ID NO:

(xx) comprende las CDR Vy

CDR V; de SEQ ID NO:293,
(xx1) comprende las
las CDR V; de SEQ ID NO:
(xxii) comprende las
las CDR V; de SEQ ID NO:
(xxiid) comprende las
las CDR Vi de SEQ ID NO
(xxiv) comprende las
las CDR V; de SEQ ID NO:
(xxVv) comprende las
las CDR V; de SEQ ID NO:
(xxvi) comprende las
las CDR V; de SEQ ID NO:
(xxvii) comprende las
las CDR V; de SEQ ID NO:
(xxviii) comprende las

las CDR V; de SEQ ID NO:

233,

244
CDR
253,
CDR
263,
CDR
273,
CDR
283,

294
CDR
303,
CDR
313,
CDR

1323,

CDR
333,
CDR
343,
CDR
353,
CDR
363,
CDR
373,

234 y

Vy de
254 vy

VH de

264 vy
Vy de
274 y
Vy de
284 vy

Vy de
304 vy
Vy de
314 vy
Vy de
324 vy
Vy de
334 y
Vy de
344 vy
Vy de
354 y
Vy de
364 vy
Vy de
374 y

235;

SEQ ID
255;

SEQ ID NO:

265;
SEQ ID
275;
SEQ ID
285;

SEQ ID
305;
SEQ ID
315;
SEQ ID
325;
SEQ ID
335;
SEQ ID
345;
SEQ ID
355;
SEQ ID
365;
SEQ ID
375;

de SEQ ID NO:240,
y 245;
NO:

NO:

NO:

de SEQ ID NO:290,

y 295;

NO:

NO:

NO:

NO:

NO:

NO:

NO:

NO:

230,

241

250,

260,

270,

280,

291

300,

310,

320,

330,

340,

350,

360,

370,

231 vy

y 242

251 vy

261 vy

271 vy

281 vy

y 292

301 vy

311 vy

321 y

331 vy

341 y

351 y

361 vy

371 vy

232 vy

y las

252 vy

262 y

272y

282 y

y las

302 y

312 vy

322 vy

332 vy

342 vy

352 vy

362 vy

372 vy
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(xx1ix) comprende las
las CDR V; de SEQ ID NO:
(xxx) comprende las
las CDR V; de SEQ ID NO:
(xxx1) comprende las
las CDR V; de SEQ ID NO:
(xxx1ii) comprende las
las CDR Vi de SEQ ID NO:
(xxxiii) comprende las
las CDR V; de SEQ ID NO:
(xxxiv) comprende las
las CDR V; de SEQ ID NO:
(XXXV) comprende las
las CDR V; de SEQ ID NO:
(xxxvi) comprende las
las CDR V; de SEQ ID NO:
(xxxvii) comprende las
las CDR V; de SEQ ID NO:
(xxxviii) comprende las
las CDR V; de SEQ ID NO:
(xxx1x) comprende las

las CDR V, de SEQ ID NO:

(x1) comprende las CDR Vy

CDR
383,
CDR
393,
CDR
403,
CDR
413,
CDR
423,
CDR
433,
CDR
443,
CDR
453,
CDR
463,
CDR
473,
CDR
483,

Vy de SEQ ID
384 y 385;
Vy de SEQ ID
394 y 395;
Vy de SEQ ID
404 y 405;
Vy de SEQ ID
414 y 415;
Vy de SEQ ID
424 y 425;
Vy de SEQ ID
434 y 435;
Vy de SEQ ID
444 vy 445;
Vy de SEQ ID
454 y 455;
Vy de SEQ ID
464 y 465;
Vy de SEQ ID
474 y 475;
Vy de SEQ ID
484 vy 485;

NO:

NO:

NO:

NO:

NO:

NO:

NO:

NO:

NO:

NO:

NO:

de SEQ ID NO:490,

polipéptidos de CDR VL de SEQ ID NO:493, 494

(x11) comprende las CDR Vy de SEQ ID NO:

los polipéptidos de
(x1ii) comprende
los polipéptidos de
(x1idii) comprende

los polipéptidos de

CDR VL de SEQ ID NO:503,

las CDR Vi de SEQ ID NO:

CDR VL de SEQ ID NO:513,
las CDR Vi de SEQ ID NO
CDR VL de SEQ ID NO:523,

380, 381 y

390, 391 y

400, 401 vy

410, 411 vy

420, 421 vy

430, 431 vy

440, 441 vy

450, 451 vy

460, 461 vy

470, 471 y

480, 481 vy

491 y 492

y 495;

500, 501 y

504 y 505;

510, 511 y
514 y 515;

:520, 521 y

524 y 525;

382 vy

392 vy

402 vy

412 vy

422 vy

432 vy

442 vy

452 vy

462 vy

472 vy

482 vy

y los

502 vy

512 vy

522 vy
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(x1iv) comprende las CDR Vi de SEQ ID NO:

los polipéptidos de CDR VL de SEQ ID NO:533,

(x1wv) comprende las CDR Vy de SEQ ID NO:

los polipéptidos de CDR VL de SEQ ID NO:543,

(x1vi) comprende las CDR Vy de SEQ ID NO:

los polipéptidos de CDR VL de SEQ ID NO:553,

(x1vii) comprende las CDR Vy de SEQ ID NO:

las CDR V; de SEQ ID NO:563, 564 y 565;

(x1viii) comprende las CDR Vy de SEQ ID NO:

las CDR V de SEQ ID NO:573, 574 y 575;

(x1ix) comprende las CDR Vy de SEQ ID NO:

las CDR V; de SEQ ID NO:583, 584 y 585;

(1) comprende las CDR Vi de SEQ ID NO:590,
CDR V; de SEQ ID NO:593, 594 y 595;

(1li) comprende las CDR Vy de SEQ ID NO:600,
CDR V; de SEQ ID NO:603, 604 y 605;

(1ii) comprende las CDR Vy de SEQ ID NO:

las CDR Vy de SEQ ID NO:613, 614 y 615;

(1iid) comprende las CDR Vy de SEQ ID NO:

las CDR Vy de SEQ ID NO:623, 624 y 625;

(1iv) comprende las CDR Vy de SEQ ID NO:

las CDR V; de SEQ ID NO:633, 634 y 635;
(1lv) comprende las CDR Vy de SEQ ID NO:640,
CDR Vi, de SEQ ID NO:643, 644 y 645;

(1vi) comprende las CDR Vy de SEQ ID NO:

las CDR Vy de SEQ ID NO:653, 654 y 655;

(1vii) comprende las CDR Vy de SEQ ID NO:

las CDR V; de SEQ ID NO:663, 664 y 665;

(1vidii) comprende las CDR Vy de SEQ ID NO:

las CDR Vi de SEQ ID NO:673, 674 y 675;

530,

534

540,

544

550,

554

560,

570,

580,

591

601

610,

620,

630,

641

650,

660,

670,

531 vy

y 535;

541 vy

y 545;

551 vy

y 555;

561 vy

571 y

581 vy

y 592

y 602

611 vy

621 vy

631 vy

y 642

651 vy

661 vy

671 vy

532 vy

542 vy

552 vy

562 vy

572 vy

582 vy

y las

y las

612 vy

622 vy

632 vy

y las

652 vy

662 vy

672 vy
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(1lix) comprende las CDR Vi de SEQ ID NO:

las CDR V; de SEQ ID NO:

(1x) comprende las CDR Vy

CDR V3 de SEQ ID NO:693,
(1xi) comprende las
las CDR V; de SEQ ID NO:
(1xii) comprende las
las CDR V; de SEQ ID NO:
(I1xidii) comprende las
las CDR V; de SEQ ID NO:
(1xiwv) comprende las
las CDR V; de SEQ ID NO:
(1xv) comprende las
las CDR V; de SEQ ID NO:
(1xvi) comprende las
las CDR V; de SEQ ID NO:
(Ixvii) comprende las
las CDR V; de SEQ ID NO:
(Ixviii) comprende las
las CDR V; de SEQ ID NO:
(1xix) comprende las
las CDR V; de SEQ ID NO:
(1xx) comprende las
las CDR V; de SEQ ID NO:
(1xxi) comprende las
las CDR V; de SEQ ID NO:
(1xxii) comprende las

las CDR V; de SEQ ID NO:

683,

694
CDR
703,
CDR
713,
CDR
723,
CDR
733,
CDR
743,
CDR
753,
CDR
763,
CDR
773,
CDR
783,
CDR
793,
CDR
803,
CDR

813,

684 v 685;

y 695;

Vy de SEQ ID
704 y 705;
Vy de SEQ ID
714 y 715;
Vy de SEQ ID
724 y 725;
Vy de SEQ ID
734 y 735;
Vy de SEQ ID
744 y T745;
Vy de SEQ ID
754 y 755;
Vy de SEQ ID
764 y 765;
Vy de SEQ ID
774 y T75;
Vy de SEQ ID
784 y 785;
Vy de SEQ ID
794 y 795;
Vy de SEQ ID
804 y 805;
Vy de SEQ ID

814 vy 815.

de SEQ ID NO:690,

NO:

NO:

NO:

NO:

NO:

NO:

NO:

NO:

NO:

NO:

NO:

NO:

680,

691

700,

710,

720,

730,

740,

750,

760,

770,

780,

790,

800,

810,

681

y 682 vy

y 692 y las

701

711

721

731

741

751

761

771

781

791

801

811

y 702 vy

y 712 vy

y 722 vy

y 732 vy

y 742 vy

y 752 vy

y 762 vy

y 772 vy

y 782 vy

y 792 vy

y 802 vy

y 812 vy

Es un objeto de 1la invencidn proporcionar un agonista de

VISTA de acuerdo con cualquiera de lo gque antecede que:
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(1)
polipéptido
(11)
polipéptido
(iid)
polipéptido
(iv)
polipéptido
(v)
polipéptido
(vi)
polipéptido
(vii)
polipéptido
(viii)
polipéptido
(1x)
polipéptido
(%)
polipéptido
(x1)
polipéptido
(x1ii)
polipéptido
(x111)
polipéptido
(x1iv)
polipéptido
(xv)

polipéptido

comprende
Vy, de SEQ
comprende
Vy, de SEQ
comprende
Vy, de SEQ
comprende
V;, de SEQ
comprende
V;, de SEQ
comprende
V;, de SEQ
comprende
V;, de SEQ
comprende
V;, de SEQ
comprende
V;, de SEQ
comprende
V;, de SEQ
comprende
V;, de SEQ
comprende
V;, de SEQ
comprende
Vy, de SEQ
comprende
Vy, de SEQ
comprende

Vi de SEQ

el
ID
el
ID
el
ID
el
ID
el
ID
el
ID
el
ID
el
ID
el
ID
el
ID
el
ID
el
ID
el
ID
el
ID
el
ID

polipéptido
NO:108;
polipéptido
NO:118;
polipéptido
NO:128;
polipéptido
NO:138;
polipéptido
NO:148;
polipéptido
NO:158;
polipéptido
NO:168;
polipéptido
NO:178;
polipéptido
NO:188;
polipéptido
NO:198;
polipéptido
NO:208;
polipéptido
NO:218;
polipéptido
NO:228;
polipéptido
NO:238;
polipéptido
NO:248;

Vi

Vi

Vi

Vi

Vi

Vi

de

de

de

de

de

de

de

de

de

de

de

de

de

de

de

SEQ

SEQ

SEQ

SEQ

SEQ

SEQ

SEQ

SEQ

SEQ

SEQ

SEQ

SEQ

SEQ

SEQ

SEQ

ID

ID

ID

ID

ID

ID

ID

ID

ID

ID

ID

ID

ID

ID

ID

NO:

NO:

NO:

NO:

NO:

NO:

NO:

NO:

NO:

NO:

NO:

NO:

NO

NO:

NO:

106

116

126

136

146

156

166

176

186

196

206

216

1226

236

246

el

el

el

el

el

el

el

el

el

el

el

el

el

el

el
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(xvi)
polipéptido
(xvii)
polipéptido
(xviii)
polipéptido
(xix)
polipéptido
(xx)
polipéptido
(xx1)
polipéptido
(xxii)
polipéptido
(xx1ii)
polipéptido
(xxiv)
polipéptido
(xxVv)
polipéptido
(xxvi)
polipéptido
(xxvii)
polipéptido
(xxviii)
polipéptido
(xx1x)
polipéptido
(xxx)

polipéptido

comprende
Vy, de SEQ
comprende
Vy, de SEQ
comprende
VL de SEQ
comprende
V;, de SEQ
comprende
V;, de SEQ
comprende
V;, de SEQ
comprende
V;, de SEQ
comprende
V;, de SEQ
comprende
V;, de SEQ
comprende
V;, de SEQ
comprende
V;, de SEQ
comprende
V;, de SEQ
comprende
Vy, de SEQ
comprende
Vy, de SEQ
comprende

Vi de SEQ

el
ID
el
ID
el
ID
el
ID
el
ID
el
ID
el
ID
el
ID
el
ID
el
ID
el
ID
el
ID
el
ID
el
ID
el
ID

polipéptido
NO:258;
polipéptido
NO:268;
polipéptido
NO:278;
polipéptido
NO:288;
polipéptido
NO:298;
polipéptido
NO:308;
polipéptido
NO:318;
polipéptido
NO:328;
polipéptido
NO:338;
polipéptido
NO:348;
polipéptido
NO:358;
polipéptido
NO:368;
polipéptido
NO:378;
polipéptido
NO:388;
polipéptido
NO:398;

Vi

Vi

Vi

Vi

Vi

Vi

de

de

de

de

de

de

de

de

de

de

de

de

de

de

de

SEQ

SEQ

SEQ

SEQ

SEQ

SEQ

SEQ

SEQ

SEQ

SEQ

SEQ

SEQ

SEQ

SEQ

SEQ

ID

ID

ID

ID

ID

ID

ID

ID

ID

ID

ID

ID

ID

ID

ID

NO:

NO:

NO:

NO:

NO:

NO:

NO:

NO:

NO:

NO:

NO:

NO:

NO:

NO:

NO:

256

266

276

286

296

306

316

326

336

346

356

366

376

386

396

el

el

el

el

el

el

el

el

el

el

el

el

el

el

el
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(xxx1)
polipéptido
(xxx11)
polipéptido
(xxx1i1i)
polipéptido
(xxxiv)
polipéptido
(XXXV)
polipéptido
(xxxvi)
polipéptido
(xxxvii)
polipéptido
(xxxviii)
polipéptido
(xxx1ix)
polipéptido
(x1)
polipéptido
(x11)
polipéptido
(x1ii)
polipéptido
(x1iii)
polipéptido
(x1iv)
polipéptido
(x1v)

polipéptido

comprende
Vy, de SEQ
comprende
Vy, de SEQ
comprende
Vy, de SEQ
comprende
V;, de SEQ
comprende
V;, de SEQ
comprende
V;, de SEQ
comprende
V;, de SEQ
comprende
V;, de SEQ
comprende
V;, de SEQ
comprende
V;, de SEQ
comprende
V;, de SEQ
comprende
V;, de SEQ
comprende
Vy, de SEQ
comprende
Vy, de SEQ
comprende

Vi de SEQ

el
ID
el
ID
el
ID
el
ID
el
ID
el
ID
el
ID
el
ID
el
ID
el
ID
el
ID
el
ID
el
ID
el
ID
el
ID

polipéptido
NO:408;
polipéptido
NO:418;
polipéptido
NO:428;
polipéptido
NO:438;
polipéptido
NO:448;
polipéptido
NO:458;
polipéptido
NO:468;
polipéptido
NO:478;
polipéptido
NO:488;
polipéptido
NO:498;
polipéptido
NO:508;
polipéptido
NO:518;
polipéptido
NO:528;
polipéptido
NO:533,

Vi

Vi

Vi

Vi

Vi

Vi

Vi

de

de

de

de

de

de

de

de

de

de

de

de

de

de

534 y 535;

SEQ

SEQ

SEQ

SEQ

SEQ

SEQ

SEQ

SEQ

SEQ

SEQ

SEQ

SEQ

SEQ

SEQ

polipéptido Vy de SEQ

NO:548;

ID

ID

ID

ID

ID

ID

ID

ID

ID

ID

ID

ID

ID

ID

ID

NO:

NO:

NO:

NO:

NO:

NO:

NO:

NO:

NO:

NO:

NO:

NO:

NO:

NO:

NO:

406

416

426

436

446

456

466

476

486

496

506

516

526

536

546

el

el

el

el

el

el

el

el

el

el

el

el

el

el

el
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(x1vi)
polipéptido
(x1vii)
polipéptido
(x1viii)
polipéptido
(x1ix)
polipéptido
(1)
polipéptido
(11)
polipéptido
(1id)
polipéptido
(1iid)
polipéptido
(liv)
polipéptido
(1lv)
polipéptido
(1vi)
polipéptido
(1vii)
polipéptido
(lviii)
polipéptido
(1ix)
polipéptido
(1x)
polipéptido

comprende
Vy, de SEQ
comprende
Vy, de SEQ
comprende
Vy, de SEQ
comprende
V;, de SEQ
comprende
V;, de SEQ
comprende
V;, de SEQ
comprende
V;, de SEQ
comprende
V;, de SEQ
comprende
V;, de SEQ
comprende
V;, de SEQ
comprende
V;, de SEQ
comprende
V;, de SEQ
comprende
Vy, de SEQ
comprende
Vy, de SEQ
comprende

Vi de SEQ

el
ID
el
ID
el
ID
el
ID
el
ID
el
ID
el
ID
el
ID
el
ID
el
ID
el
ID
el
ID
el
ID
el
ID
el
ID

polipéptido
NO:558;
polipéptido
NO:568;
polipéptido
NO:578;
polipéptido
NO:588;
polipéptido
NO:598;
polipéptido
NO:608;
polipéptido
NO:618;
polipéptido
NO:628;
polipéptido
NO:638;
polipéptido
NO:648;
polipéptido
NO:658;
polipéptido
NO:668;
polipéptido
NO:678;
polipéptido
NO:688;
polipéptido
NO:698;

Vi

Vi

Vi

Vi

Vi

Vi

de

de

de

de

de

de

de

de

de

de

de

de

de

de

de

SEQ

SEQ

SEQ

SEQ

SEQ

SEQ

SEQ

SEQ

SEQ

SEQ

SEQ

SEQ

SEQ

SEQ

SEQ

ID

ID

ID

ID

ID

ID

ID

ID

ID

ID

ID

ID

ID

ID

ID

NO:

NO:

NO:

NO:

NO:

NO:

NO:

NO:

NO:

NO:

NO:

NO:

NO:

NO:

NO:

556

566

576

586

596

606

616

626

636

646

656

666

676

686

696

el

el

el

el

el

el

el

el

el

el

el

el

el

el

el
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(1x1i)
polipéptido
(1xii)
polipéptido
(1xiii)
polipéptido
(1xiwv)
polipéptido
(1xv)
polipéptido
(1xvi)
polipéptido
(1xvii)
polipéptido
(1xviii)
polipéptido
(1xix)
polipéptido
(1xx)
polipéptido
(1xxi)
polipéptido
(1xxii)

polipéptido

comprende
Vy, de SEQ
comprende
Vy, de SEQ
comprende
Vy, de SEQ
comprende
V;, de SEQ
comprende
V;, de SEQ
comprende
V;, de SEQ
comprende
V;, de SEQ
comprende
V;, de SEQ
comprende
V;, de SEQ
comprende
V;, de SEQ
comprende
V;, de SEQ
comprende

Vi de SEQ

el
ID
el
ID
el
ID
el
ID
el
ID
el
ID
el
ID
el
ID
el
ID
el
ID
el
ID
el
ID

polipéptido
NO:708;
polipéptido
NO:718;
polipéptido
NO:728;
polipéptido
NO:738;
polipéptido
NO:748;
polipéptido
NO:758;
polipéptido
NO:768;
polipéptido
NO:778;
polipéptido
NO:788;
polipéptido
NO:798;
polipéptido
NO:808; vy
polipéptido
NO: 818.

Vi

Vi

Vi

Vi

Vi

Vi

de

de

de

de

de

de

de

de

de

de

de

de

SEQ ID

SEQ ID
SEQ ID
SEQ ID
SEQ ID
SEQ ID
SEQ ID
SEQ ID
SEQ ID
SEQ ID
SEQ ID

SEQ ID

NO:706 vy

NO:716 y
NO:726 vy
NO:736 vy
NO:746 vy
NO:756 vy
NO:766 vy
NO:776 vy
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Es un objeto especifico de la invencidén proporcionar un

anticuerpo agonista o fragmento de anticuerpo de este que

comprende una regién de unidén al antigeno que se une

especificamente a VISTA humano de acuerdo con cualquiera de

lo que antecede que comprende un dominio constante de IgG2
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humana donde opcionalmente al menos un residuo de cisteina se
elimina o cambia a otro aminoacido.

Es un objeto especifico de 1la invencibén proporcionar un
anticuerpo agonista o fragmento de anticuerpo de este dque
comprende una regién de unidén al antigeno que se une
especificamente a VISTA humano de acuerdo con cualquiera de

lo gue antecede que media cualgquier combinacién de al menos

uno de los siguientes efectos inmunoinhibidores: (i) reduce
la respuesta inmunitaria, (ii) reduce la activacidén de
células T, (iii) reduce la actividad de células T
citotdéxicas, (iv) reduce la actividad de linfocitos
citoliticos naturales (NK) , (v) reduce la actividad de
células T, (vi) reduce la secrecidn de citocinas

proinflamatorias, (vii) reduce la secrecidén de IL-2; (viii)
reduce la produccién de interferoén-v, (ix) reduce la
respuesta de Thl, (x) reduce la respuesta de Th2, (x1)
aumenta la cantidad de células y/o actividad de células T
reguladoras, (xii) aumenta la actividad de células
reguladoras y/o una o mas células supresoras derivadas
mieloides (MDSC) , iMC, células estromales mesenquimales,
monocitos que expresan TIEZ, (xiii) aumenta la actividad de
células reguladoras y/o la actividad de una o més células
supresoras derivadas mieloides (MDSC) , iMC, células
estromales mesenquimales, monocitos que expresan TIE2, (xiii)
aumenta los macrdéfagos M2, (xiv) aumenta la actividad de
macrdéfagos M2, (xv) aumenta los neutrdéfilos N2, (xvi) aumenta
la actividad de neutrdéfilos N2, (xvii) aumenta la inhibicidén
de la activacidén de células T, (xviii) aumenta la inhibicidn
de la activacidén de CTL, (xix) aumenta la inhibicidén de 1la

activacién de linfocitos NK, (xx) aumenta el agotamiento de
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células T, (xxi) reduce la respuesta de células T, (xxii)
reduce la actividad de células citotdxicas, (xxiii) reduce
las respuestas de la memoria especificas del antigeno, (xxiv)
inhibe 1la apoptosis o 1lisis de células, (xxv) reduce el
efecto citotdxico o citostdtico en las células, (xxvi) reduce
la destruccidn directa de células, (xxvii) reduce la
actividad de Thl7 vy/o (xxviii) reduce la citotoxicidad
dependiente del complemento vy/o citotoxicidad mediada por
células dependiente de anticuerpos, con la condicidén de que
dicho anticuerpo anti-VISTA o fragmento de unidén al antigeno
pueda provocar un efecto opuesto a uno o mas de (i)-(xxviii)
y opcionalmente se use para tratar la autoinmunidad, alergia,
inflamacién, trasplante o sepsis.

Es un objeto especifico de 1la invencidén proporcionar una
composicién farmacéutica o de diagndéstico que comprende un
anticuerpo agonista o fragmento de anticuerpo de este dque
comprende una regién de unidén al antigeno que se une
especificamente a VISTA humano de acuerdo con cualquiera de
lo que antecede.

Es un objeto especifico de la invencidén proporcionar un
método para el tratamiento y/o diagndéstico, o uso de una
composicién que contiene al menos un anticuerpo agonista o
fragmento de anticuerpo de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones que anteceden para uso diagndéstico o
terapéutico, cuyo método o uso comprende la administracidén a
un sujeto que lo necesita de al menos una dosificacidén o
composicién que comprende una cantidad eficaz desde el punto
de wvista terapéutico o de diagndéstico de al menos un
anticuerpo antagonista o fragmento de anticuerpo de acuerdo

con cualquiera de lo que antecede, por ejemplo, cancer o un
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trastorno infeccioso, opcionalmente donde el cancer es un
cancer de sangre o tumor sdélido, por ejemplo, uno rodeado por
un estroma tumoral que comprende células mieloides, células
T, o una combinacién de células mieloides y células T o un
cadncer dque se selecciona de leucemia, linfoma, sindrome
mielodisplasico o mieloma, céancer de pulmdén o una combinacidén
de estos o una leucemia gque comprende leucemia linfoblastica
aguda (ALL), leucemia linfocitica crénica (CLL), leucemia
mieloide (mieldbgena) aguda (AML), leucemia mieldgena crdénica
(CML); leucemia de células pilosas, leucemia prolinfocitica
de células T, leucemia linfocitica granular grande o leucemia
de células T en adultos.

Es un objeto especifico de la invencidén proporcionar un
método para el tratamiento vy/o diagndéstico, o uso de una
composicién que contiene al menos un anticuerpo agonista o
fragmento de anticuerpo de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones que anteceden ©para uso diagndbéstico o
terapéutico, cuyo método o uso comprende la administracidén a
un sujeto que lo necesita de al menos una dosificacidén o
composicidén que comprende una cantidad eficaz desde el punto
de vista terapéutico o de diagndéstico de al menos un
anticuerpo agonista o fragmento de anticuerpo de acuerdo con
cualquiera de lo que antecede o una composicidén de acuerdo
con cualquiera de lo que antecede.

Es un objeto especifico de la invencidén proporcionar un
método o uso de cualquier anticuerpo agonista o fragmento de
anticuerpo de acuerdo con cualquiera de lo que antecede para
lograr un efecto in vitro y/o in vivo de cualguiera o una
combinacién de al menos uno de los siguientes efectos

inmunoinhibidores: (i) reducir la respuesta inmunitaria, (ii)



10

15

20

25

30

reducir la activacién de células T, (1i1) reducir la

actividad de células T citotdxicas, (iv) reducir la actividad

de 1linfocitos <citoliticos naturales (NK), (v) reducir 1la
actividad de células T, (vi) reducir la secrecidén de
citocinas proinflamatorias, (vii) reducir la secrecidn de IL-
2; (viii) reducir la produccidén de interferdn-vy, (ix) reducir

la respuesta de Thl, (x) reducir la respuesta de Th2, (xi)
aumentar la cantidad de células y/o actividad de linfocitos T
reguladores, (xii) aumentar la actividad de células
reguladoras y/o una o méas células supresoras derivadas
mieloides (MDSC) , iMC, células estromales mesenquimales,
monocitos que expresan TIE2, (xiii) aumentar la actividad de
células reguladoras y/o la actividad de una o més células
supresoras mieloides (MDSC) , iMC, células estromales
mesenquimales, monocitos que expresan TIE2, (xiii) aumentar
los macrdéfagos M2, (xiv) aumentar la actividad de macrdéfagos
M2, (xv) aumentar los neutrdéfilos N2, (xvi) aumentar la
actividad de neutrdéfilos N2, (xvii) aumentar la inhibicidén de
la activacién de células T, (xviii) aumentar la inhibicidén de
la activacién de CTL, (xix) aumentar la inhibicidén de 1la
activacidén de linfocitos NK, (xx) aumentar el agotamiento de
células T, (xxi) reducir la respuesta de células T, (xxii)
reducir la actividad de células citotdxicas, (xxiii) reducir
las respuestas de la memoria especificas del antigeno, (xxiv)
inhibir la apoptosis o 1lisis de células, (xxv) reducir el
efecto citotdxico o citostdtico en las <células, (xxvi)
reducir la destruccidédn directa de células, (xxvii) reducir la
actividad de Thl7 vy/o (xxviii) reducir la citotoxicidad
dependiente del complemento vy/o citotoxicidad mediada por

células dependiente de anticuerpos, con la condicidén de qgue
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dicho anticuerpo anti-VISTA o fragmento de unidén al antigeno
pueda provocar un efecto opuesto a uno o mas de (i)-(xxviii)
y opcionalmente se use para tratar la autoinmunidad, alergia,
inflamacidén, trasplante o sepsis.

Es un objeto especifico de 1la invencibén proporcionar un
método o uso de cualquiera anticuerpo agonista o fragmento de
anticuerpo de acuerdo con cualquiera de lo que antecede para
usarse en el tratamiento o) prevencioén de alergia,
autoinmunidad, trasplante, terapia génica, inflamacién,
cancer, GVHD o sepsis, o para tratar o prevenir efectos
secundarios inflamatorios, autoinmunes o alérgicos asociados
con cualquiera de lo gque antecede en un sujeto humano.
Cualquier anticuerpo anti-VISTA o fragmento de wunidén al
antigeno o composicién, o método o uso de acuerdo con
cualquiera de 1lo que antecede, que comprende ademds otro
anticuerpo inmunomodulador o proteina de fusidén que se
selecciona de anticuerpos inmunoinhibidores o proteinas de
fusién que se dirigen a uno o més de CTLA4, PD-1, PDL-1, LAG-
3, TIM-3, BTLA, B7-H4, B7-H3, VISTA, y/0 anticuerpos
agonistas o proteinas de fusidén que se dirigen a uno o mas de
cp40, CD137, 0X40, GITR, CD27, CD28 o ICOS.

Un método o uso de cualquiera de lo que antecede que incluye
analizar la proteina VISTA por las células del individuo o en
fluidos corporales antes, simultdneamente con y/o después del
tratamiento.

Un método o uso de cualquiera de lo que antecede que incluye
analizar los niveles de VISTA en células hematopoyéticas.

Un método o uso de cualquiera de lo gque antecede gque incluye
analizar los niveles de VISTA en células hematopoyéticas

seleccionadas de cualgquiera de una o mas células de linaje
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mieloide y/o linfocitos, monocitos o neutrdéfilos, células T,
células B, linfocitos citoliticos naturales (NK) o linfocitos
citoliticos T naturales (NKT).

Un método o uso de cualquiera de lo que antecede donde al
anticuerpo VISTA antihumano agonista o fragmento comprende
las mismas CDR que un anticuerpo que se selecciona de VSTB49-
VSTB11l6 y una regidén Fc de IgG2 humana gque opcionalmente
puede mutarse o donde la regidén constante o Fc de IgG2
retiene la unidén a FcR natural y/o la capacidad de unirse a
CD32A.

El anticuerpo, composicién, método o uso de cualquiera de 1lo
que antecede donde el anticuerpo VISTA antihumano o fragmento
comprende una afinidad o KD por VISTA humano que es 50M o
menos como se determina por resonancia de plasmones
superficiales a 37 °C.

El anticuerpo, composicién, método o uso de cualquiera de 1lo
que antecede donde el anticuerpo VISTA antihumano o fragmento
comprende una afinidad o KD por VISTA humano que es 1nM o
menos como se determina por resonancia de plasmones
superficiales a 37 °C.

Es un objeto especifico de la invencidén ©proporcionar
anticuerpos VISTA antihumanos antagonistas y agonistas
aislados y fragmentos de anticuerpo agonista que comprenden
una regidén de unidén al antigeno que se une especificamente a
VISTA  humano donde los anticuerpos o) fragmentos de
anticuerpos comprenden secuencias pesada y ligera variables
donde los polipéptidos de CDR de —cualquiera de 1los
anticuerpos VISTA antihumanos tienen las secuencias mostradas
en la Figura 4, con la condicidén de que si dicho anticuerpo o

fragmento comprende un anticuerpo VISTA antihumano
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antagonista o fragmento de anticuerpo, entonces el anticuerpo
o fragmento de anticuerpo no comprende las mismas CDR que
ninguno de VSTB112, VSTBlle6, VSTB95, VSTB50, VSTB53 o VSTB6O.
Es un objeto especifico de la invencibén proporcionar
anticuerpos VISTA antihumanos antagonistas y agonistas
aislados y fragmentos de anticuerpos agonistas que comprenden
una regidén de unidén al antigeno que se une especificamente a
VISTA humano donde los anticuerpos o) fragmentos de
anticuerpos comprenden secuencias pesada y ligera variables
con los polipéptidos de CDR de un anticuerpo VISTA antihumano
que se selecciona de VSTB49-VSTB1l16, con la condicién de que
si dicho anticuerpo o fragmento comprende un anticuerpo VISTA
antihumano antagonista o fragmento de anticuerpo VISTA
antihumano, entonces el anticuerpo VISTA antihumano o el
fragmento de anticuerpo no comprende las mismas CDR que
ninguno de VSTB112, VSTBll6, VSTB95, VSTB50, VSTB53 o VSTBG6O.
Es otro objeto especifico de la invencidén proporcionar
anticuerpos antagonistas y agonistas aislados o fragmentos de
anticuerpos que comprenden las CDR de un anticuerpo VISTA
antihumano que se selecciona de VSTB49-VSTB116, que comprende
un polipéptido de cadena pesada variable y/o ligera variable

Qo (o)

con al menos 90 %, 95 % o 96-99 % de identidad de secuencia

X

con las secuencias de polipéptidos ©pesadas y ligeras
variables de VSTB49-VSTB116, con la condicidédn de que si dicho
anticuerpo o} fragmento comprende un anticuerpo VISTA
antihumano antagonista o fragmento, entonces el anticuerpo o
fragmento de anticuerpo no comprende las mismas CDR que
ninguno de VSTB112, VSTBlleo, VSTB95, VSTB50, VSTB53 o VSTB6O.
Es otro objeto especifico de la invencidén proporcionar

anticuerpos antagonistas y agonistas aislados o fragmentos de
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anticuerpos que comprenden las mismas CDR que cualquiera de
VSTB49-VSTB116, que comprenden un polipéptido de cadena
pesada variable y/o ligera variable que es/son idénticas a
las secuencias de polipéptidos pesadas y ligeras variables de
VSTB49-VSTB116, con la condicidén de que si dicho anticuerpo o
fragmento comprende un anticuerpo VISTA antihumano
antagonista o fragmento, entonces el anticuerpo o fragmento
de anticuerpo no comprende las mismas CDR que ninguno de
VSTB112, VSTB11l6, VSTRB95, VSTB50, VSTB53 o VSTB6O.

Es otro objeto especifico de la invencién proporcionar
anticuerpos VISTA antihumanos quiméricos, humanos,
humanizados, multiespecificos (por ejemplo, biespecificos)
antagonistas o agonistas aislados o fragmentos de anticuerpos
que comprenden una regidén de unidén al antigeno que se une
especificamente a VISTA humano que comprenden secuencias
pesada y ligera variables que tienen los polipéptidos de CDR
como cualquiera de los anticuerpos VISTA antihumanos dque
comprenden las CDR y polipéptidos de cadena pesada y ligera
variable divulgados en la Figura 4, con la condicidén de que
si dicho anticuerpo o fragmento comprende un anticuerpo VISTA
antihumano antagonista o fragmento de anticuerpo, entonces el
anticuerpo o fragmento de anticuerpo no comprende las mismas
CDR que ninguna de VSTB112, VSTBll6, VSTB95, VSTB50, VSTB53 o
VSTB6O0.

Es otro objeto especifico de la invencidén proporcionar
inmunosupresores novedosos, es decir, anticuerpos VISTA
antihumanos y fragmentos de anticuerpos, por ejemplo, los que
contienen dominios constantes de IgG2 humana o regiones Fc de
IgG2, opcionalmente donde la capacidad de unién a FcR de los

dominios constantes de IgG2 humana o regiones Fc de IgG2 se
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mantienen o potencian en comparacién con los dominios
constantes de IgG2 humana de tipo salvaje o regiones Fc de
IgG2, qgue agonizan, provocan o imitan los efectos de VISTA
humano en la inmunidad, por ejemplos, sus efectos supresores
en la actividad, diferenciacidén y proliferacidén de células T
y sus efectos supresores en la expresidédn de citocinas
proinflamatorias.

Es otro objeto especifico de la invencibén proporcionar
antagonistas novedosos, es decir, anticuerpos VISTA
antihumanos novedosos y fragmentos de anticuerpos que
antagonizan o bloquean los efectos de VISTA humano en la
inmunidad, particularmente sus efectos supresores en la
actividad, diferenciacién y proliferacién de células T y sus
efectos supresores en la expresidén de citocinas
proinflamatorias.

Es otro objeto especifico de la invencidén proporcionar
anticuerpos inmunosupresores novedosos y fragmentos de
anticuerpos que mejoran o imitan los efectos supresores de
VISTA en la inmunidad de 1las células T, es decir, dque
suprimen la proliferacidén de células T CD4* o CD8*, activacidn
de células T CD4*" o CD8" y su supresidén de la produccidn de
citocinas inmunes, particularmente citocinas proinflamatorias
como IL-2, IL-4, 1IL-6, IL-17, TINF-o, vy/o GM-CSF (factor
estimulante de colonias de macrdéfagos y granulocitos) y sus
efectos promotores en la expresiédn de quimiocinas o
quimioatrayentes tales como KC (quimioatrayente de
queratinocitos) o MIP-2 (proteina inflamatoria de macrdéfagos
2) .

Es otro objeto especifico de la invencidén proporcionar

anticuerpos novedosos y fragmentos de anticuerpos que
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bloquean o reducen los efectos supresores de VISTA en la
inmunidad de las c¢élulas T , es decir, gque potencian la
proliferacién de células T CD4" o CD8*, activacidén de células
T CD4* o CD8" y sus efectos supresores en la produccidén de
citocinas inmunes proinflamatorias, particularmente citocinas
proinflamatorias como IL-2, IL-4, IL-6, IL-17, TNF-o, y/o GM-
CSF (factor estimulante de colonias de macrdéfagos y
granulocitos) vy sus efectos promotores en la expresidén de
quimiocinas o quimiocatrayentes tales como KC (quimiocatrayente
de queratinocitos) o MIP-2 (proteina inflamatoria de
macréfagos 2) .

Es otro objeto especifico de la invencidén proporcionar
anticuerpos VISTA antihumanos agonistas o inmunosupresores
novedosos y fragmentos de anticuerpos de especificidad
epitdépica especifica o que compiten por unirse a VISTA humano
con anticuerpos VISTA antihumanos especificos.

Es otro objeto especifico de la invencidén proporcionar
anticuerpos VISTA antihumanos agonistas o inmunosupresores
novedosos y fragmentos de especificidad epitdépica especifica
O que compiten por unirse a VISTA humano con anticuerpos
VISTA antihumanos especificos gque agonizan (potencian,
provocan o 1imitan) los efectos supresores de VISTA en la
inmunidad, por ejemplo, sus efectos supresores en la
inmunidad de células T , es decir, proliferacidén de células T
CD4* o CD8", activacién de células T CD4* o CD8" y/o que
suprimen la produccidén de citocinas inmunes proinflamatorias
tales como IL-2, IL-4, IL-6, IL-17, TNF-o, y/o GM-CSF (factor
estimulante de colonias de macrdéfagos y granulocitos) y sus
efectos promotores en la expresién de guimiocinas o)

quimioatrayentes tales como KC (quimicatrayente de
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queratinocitos) o MIP-2 (proteina inflamatoria de macrdéfagos
2) .

Ademds la invencidén también se refiere al uso especifico de
estos anticuerpos VISTA antihumanos agonistas y fragmentos de
anticuerpos como profildcticos o productos terapéuticos,
especialmente en el tratamiento de afecciones donde 1la
prevencidén o inhibicidén o reduccidédn de reacciones inmunes es
deseable desde el punto de vista terapéutico vy, méas
particularmente, donde la prevencidén o inhibicidén o reduccidn
dela inmunidad de células T, o mas especificamente la
inmunidad de células T mediada por CD4" o CD8* es beneficiosa
desde el punto de vista terapéutico tal como autoinmunidad,
inflamacién, trastornos alérgicos, sepsis, GVHD y/o en el
tratamiento de receptores de terapia celular o trasplante,
por ejemplo, receptores de CAR-T o para aliviar los efectos
secundarios inflamatorios de algunas afecciones como el
cancer.

Ademas la invencidén se refiere al uso de anticuerpos VISTA
antihumanos antagonistas novedosos y fragmentos de
anticuerpos como profildcticos o productos terapéuticos,
especialmente en el tratamiento de afecciones donde se desea
promover la inmunidad, por ejemplo, la inmunidad de células T
o la inmunidad de células T mediada por CD4" o CD8"' es
beneficiosa desde el punto de vista terapéutico tal como
cancer o enfermedad infecciosa.

Otro objeto especifico de la invencidn es proporcionar un
anticuerpo VISTA antihumano agonista o antagonista de acuerdo
con la invencidén que se acopla a una etiqueta detectable,

enlazador o un resto terapéutico.
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Otro objeto especifico de la invencidn es proporcionar una
composicidén de diagndéstico o terapéutica que comprende una
cantidad eficaz desde el punto de vista de diagndéstico o
terapéutico de un anticuerpo VISTA antihumano agonista o
antagonista de acuerdo con la invencidén, por ejemplo, uno gque
contiene las mismas CDR que cualguiera de los anticuerpos con
las secuencias mostradas en la Figura 4, que es adecuado para
usar en la terapia humana, tal como una composicién que se
administra por via intravenosa, subcutdnea o intramuscular.
Otro objeto especifico de 1la invencidén es proporcionar
métodos de diagndéstico o terapéuticos que usan un anticuerpo
agonista de acuerdo con la invencién junto con otro agonista
inmune, por ejemplo, un agonista PD-1 o PD-L1, por ejemplo,
en el que el agonista PD-1 o PD-L1 se selecciona de un
anticuerpo anti-PD-1 o fragmento de anticuerpo, un anticuerpo
anti-PD-L1 o fragmento de anticuerpo, un polipéptido PD-L1 o
fragmento de este que puede ser monovalente o multimérico, un
polipéptido PD-1 o fragmento de este que ©puede ser
monovalente o multimérico, o un complejo o proteina de fusidn
que comprende cualquiera de los anteriores.

Es otro objeto especifico de la invencidén proporcionar
métodos de diagndéstico o terapéuticos que usan un anticuerpo
antagonista de acuerdo con la invencidén Jjunto con otro
antagonista inmune, por ejemplo, un antagonista PD-1 o PD-L1,
por ejemplo, donde el agonista PD-1 o PD-L1 se selecciona de
un anticuerpo anti-PD-1 antagonista o fragmento de
anticuerpo, un anticuerpo anti-PD-L1 antagonista o fragmento
de anticuerpo.

Es otro objeto especifico de la invencidn proporcionar

métodos para poner en contacto células inmunes in vitro o 1in
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vivo con un anticuerpo agonista o antagonista de acuerdo con
la invencidn, por ejemplo, células inmunes humanas, por
ejemplo, en el que las células puestas en contacto se
inyectan en un sujeto humano tal como un sujeto que padece
cdncer o una enfermedad infecciosa o alguien que padece una

afeccidén autoinmune, alérgica o inflamatoria.
BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Figura 1A-D. Esta figura muestra ensayos de tamizaje in vitro
e 1in vivo qgque se pueden usar para identificar mAb VISTA
supresores. A) células T purificadas se colocaron en placas
arriba de anti-CD3 en presencia del mAb indicado durante 72
horas. Se midié la proliferacidén por incorporacidn de H3. B)
Las células T DO11.10 purificadas se estimularon por ISQ APC
pulsadas durante 6 dias en presencia del anticuerpo indicado.
La proliferacidén se mididé a través del uso de tinte de
dilucidén CTV. C) GVHD se indujo por transferencia de células
C57BL/6 a receptores BALB/c irradiados. Se les inyectd a los
ratones I.P. 200 pg de anticuerpo los dias 0, 2 y 4 después
de la transferencia y se analizdé la supervivencia. D) Los
ratones se trataron con 10 mpk del anticuerpo indicado 3
horas antes de la administracién de ConA (15 mpk) vy se
analizé IL-2 en plasma a 6 por Luminex.

Figura 2A-F. Esta figura muestra que los anticuerpos VISTA
agonistas son i1nmunosupresores en multiples modelos de
enfermedad autoinmune. A) Los ratones NZB/W Fl1 se trataron
3X/semana con 8G8 o Ham Ig (200 pg) comenzado a las 25
semanas hasta el final del experimento. “X” denota momentos
en los que se sacrificdé todo el grupo tratado con control. B)
Los ratones se trataron con 200 pg de anticuerpo 3 horas

antes de la administracién de 15 mg/kg (mpk) de ConA y la
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supervivencia se siguidé durante 80 horas. C) Los ratones se
trataron secuencialmente con mAb de coldgeno II seguido de
LPS v la artritis se mididé por la inflamacidén de la patas. Se
administré 8G8 y Ham-Ig (200 pg) 3X dia por medio. D) Se
aplicé Imiquimod a la oreja de los ratones diariamente. EI1
dia 14, se administrdé 8G8 o Ham-Ig (200 pg) dia por medio vy
se midié el espesor de la oreja con calibradores. E, F) Se
aplicé Imiquimod a los lomos de los ratones diariamente. E1
dia 9, los ratones se sometieron a eutanasia y se separd piel
y se tifdé para determinar la expresidén de CD3 por IHC.

Figura 3. Esta figura muestra la expresién de VISTA en
ratones WT y hV-KI. Las células T CD4+, células T CD8", Tregs
(CD4* FoxP3"), y monocitos, CDllb*, Ly6C*, Ly6G™ se aislaron de
los nédulos linfaticos de ratones WT y VISTA KI, y se tifieron
con anticuerpos oVISTA contra proteina de ratdn o humano
respectivamente.

La Figura 4 contiene las secuencias de diferentes anticuerpos
VISTA antihumanos incluyendo los de INX800, INX801 e INXS00-
INX919.

La Figura 5 muestra los efectos de ejemplos de anticuerpos
VISTA antihumanos, es decir, INX800 e INX801l] en un modelo de
hepatitis ConA que evalta los efectos de estos en la
expresidn de diferentes citocinas, quimiocinas y
quimioatrayentes.

La Figura 6 muestra los efectos de ejemplos de anticuerpos
VISTA antihumanos, es decir, INX800 e INX801l] en un modelo de
animal de enfermedad de hospedador versus injerto (GVHD) 1in

vivo.
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La Figura 7 muestra los efectos de ejemplos de anticuerpos
VISTA antihumanos agonistas, es decir, INX800 o INX801] en
respuestas inmunitarias de células T impulsadas por CD3.

La Figura 8 muestra los efectos de ejemplos de anticuerpos
VISTA antihumanos agonistas, es decir, INX800 o INX801l en la
cantidad de poblaciones de células T especificas o en la
cantidad de células T totales.

La Figura 9 compara los efectos de ejemplos de anticuerpos
VISTA anti-humanos en ensayos ConA y en la expresién de
citocinas proinflamatorias y marcadores de inflamacién
selectos, es decir, interferdén IL-2, y e IL-12p70.

Figura 10A-C: muestra diferentes isoformas de IgG2. (A) E1
reordenamiento de disulfuro lleva a isoformas A y B, Jjunto
con la transicién de A/B (figura de Zhang, A. et 4l., 2015).
(B) Las isoformas son distinguibles por RP-HPLC. (C)
Cromatograma de RP-HPLC observado para INX901.

Figura 11: nmnuestra el enriquecimiento quimico de las
isoformas A o B de IgG2. (Linea negra, parte superior) el
cromatograma muestra un pico dominante de més a la izquierda
que define 1la forma B. (Linea roja, parte inferior) el
cromatograma muestra un pico dominante de mas a la derecha
que define la forma A.

Figura 12: compara las variantes de Fc silenciosas de INX901
respecto del reordenamiento de disulfuro. (Parte superior)
INX901 en una estructura principal de 1INX901 presenta una
mezcla esperada de isoformas A, A/B y B. (Medio) INX901Si en
una estructura principal de IgGl silenciosa existe como una
unica isoforma. (Parte inferior) INX901HSi posee una regidn
Fc silenciosa de IgGl con CHl/bisagra de IgG2, lo que permite

un reordenamiento de disulfuro equivalente a IgG2 natural.
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Figura 13. Las formas de INX901 biogquimicamente desviadas
igual pueden reducir la produccidén de citocina en la MLR. Los
sobrenadantes de dos MLR separadas se analizaron para
determinar la produccidén de citocina en el punto de tiempo de
72 horas por anédlisis Luminex. INX901 parental, desviacién A
y desviacidén B redujeron la produccién de TNFo e IL-2 en una
forma dependiente de la dosis.

Figura 14. Las formas de INX901 genéticamente Dbloqueadas
igual pueden reducir la produccidédn de citocina en la MLR pero
las variantes de Fc silenciosa no pueden. Los sobrenadantes
de cada MLR se analizaron para determinar la produccién de
citocina en el punto de tiempo de 72 horas por analisis

Luminex. INX901 parental, bloqueo A y bloqueo B redujeron la

produccidén de TNFa e IL-2 en una forma dependiente de 1la
dosis. Las variantes Si y HSi, que contienen mutaciones para
silenciar el dominio Fc, no suprimieron consecuentemente la
produccidén de citocina.

Figura 15. Las formas de INX908 genéticamente Dbloqueadas
igual pueden reducir la produccidén de citocina en la MLR pero
las variantes de Fc silenciosa no pueden. Los sobrenadantes
de cada MLR se analizaron para determinar la produccidén de
citocina en el punto de tiempo de 72 horas por analisis

Luminex. INX908 parental, bloqueo A y bloqueo B redujeron la

produccidén de TNFa e IL-2 en una forma dependiente de 1la
dosis. Las variantes Si y HSi, que contienen mutaciones para
silenciar el dominio Fc, no suprimieron consecuentemente la
produccidén de citocina.

Figura l6. Esta figura describe esquematicamente la

tecnologia Pepscan® usada para identificar epitopos lineales
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y discontinuados unidos por anticuerpos VISTA antihumanos
agonistas.

Figura 17: Esta figura muestra que los anticuerpos VISTA
antihumanos agonistas se unen a la misma secuencia central.
Figura 18: Esta figura resume el andlisis de epitopos para
diferentes anticuerpos VISTA antihumanos de acuerdo con la
invencién.

Figura 19: Esta figura muestra los epitopos unidos por
anticuerpos VISTA antihumanos agonistas e identifica ademés

residuos importantes implicados en la unién.
DESCRIPCION DETALLADA

A menos que se defina de otro modo, todos los términos
técnicos y cientificos utilizados en la presente tienen el
mismo significado que el comunmente entendido por un experto
en la técnica a la que pertenece la presente invencidn. Si
bien pueden utilizarse métodos vy materiales similares o
equivalentes a los descritos en la invencidn o)
experimentacidén de la presente invencidn, se describen en la
presente métodos vy materiales adecuados. Los materiales,
métodos y ejemplos son uUnicamente ilustrativos y no se
pretende que sean taxativos. La nomenclatura utilizada en
relacidén con los procedimientos y técnicas de laboratorio, de
quimica analitica, de quimica sintética organica y de quimica
medicinal y farmacéutica descritos en la presente son
aquellos bien conocidos y de uso comin en la técnica. Se
pueden utilizar técnicas de referencia para las sintesis
quimicas, los analisis quimicos, la elaboracién, formulacidn
y administracién farmacéutica y el tratamiento de pacientes.

Tal como se utiliza en la presente descripcién y en las

”

reivindicaciones que le siguen, el significado de “un”,
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“uno/a” y “el/la”, incluye la referencia al plural salvo dque
el contexto indique claramente lo contrario.

“Receptor de activacidén”, tal como se utiliza en la presente,
se refiere en términos generales a receptores de células
inmunes que se unen al antigeno, antigeno en complejo (p.
ej., en el contexto de moléculas MHC), proteinas de fusidn
con Ig, ligandos o anticuerpos. Los receptores de activacidn
no se limitan a receptores de células T (TCR), receptores de
células B (BCR), receptores de citocinas, receptores de LPS,
receptores del complemento y receptores de Fc. Por ejemplo,
los receptores de linfocitos T estdn presentes en las células
T y estédn asociados con moléculas CD3. Los receptores de

células T estan estimulados por antigeno en el contexto de

moléculas MHC (asi como por reactivos de activacidén de
células T policlonales). La activacién de células T mediante
TCR produce numerosos cambios, p. eJj., fosforilacidén de

proteinas, cambios en lipidos de membrana, flujos de iones,
alteraciones de nucledtidos ciclicos, cambios en la
transcripcidédn de ARN, cambios en la sintesis de proteinas vy
cambios en el volumen celular. Por ejemplo, los receptores de
células T estdn presentes en las células T y estdn asociados
con moléculas CD3. Los receptores de células T estéan
estimulados por antigeno en el contexto de moléculas MHC (asi
como por reactivos de activaciédn de células T policlonales).
La activacién de células T mediante TCR produce numerosos
cambios, p. ej., fosforilacidén de proteinas, cambios en
lipidos de membrana, flujos de iones, alteraciones de
nuclebdétidos ciclicos, cambios en la transcripcién de ARN,
cambios en la sintesis de proteinas y cambios en el volumen

celular.
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“Adyuvante”, tal como se wutiliza en la presente, hace
referencia a un agente que se utiliza para estimular el
sistema inmunitario y aumentar la respuesta a una vacuna, Sin
tener ningun efecto antigénico especifico en si mismo.
“Agonista” en la presente, se refiere a wuna molécula,
generalmente un anticuerpo o proteinas de fusidén que
potencian o imitan los efectos de una molécula especifica en
la inmunidad. Generalmente, en la presente solicitud esto se
referiré a anticuerpos agonistas VISTA antihumanos %
fragmentos de anticuerpos que potencian o imitan los efectos
de VISTA humano en la inmunidad, particularmente los efectos
supresores de VISTA en la inmunidad de las células T
(inmunidad de las células T CD4+ y/o CD8+), la expresidén de
citocinas proinflamatorias y sus efectos de la expresidén de
quimiocinas y quimioatrayentes especificos.

“Ayuda en el diagndéstico” o “ayuda en la deteccidn” de una
enfermedad hace referencia en la presente a que el nivel de
expresién de un polipéptido marcador particular o ARN
expresado se detecta solo o junto con uno o mas marcadores
con el fin de evaluar si un sujeto tiene células
caracteristicas de una enfermedad especifica o la aparicidn
de una enfermedad especifica o comprende disfuncidén inmune
tal como la inmunosupresidn caracterizada por la expresidn de
VISTA o) la regulacién por aumento inmune anormal
caracterizada por células que tienen menores niveles de
VISTA, tal como durante la autoinmunidad, inflamacidén o
respuestas alérgicas, p. e€j., en individuos con enfermedades
crbnicas y no crdnicas.

“Enfermedad alérgica”, tal como se utiliza en la presente, se

refiere en términos generales a una enfermedad que implica
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reacciones alérgicas. Mas especificamente, una “enfermedad
alérgica” se define como una enfermedad para la cual se
identifica un alérgeno, donde existe una fuerte correlaciédn
entre la exposicidén a ese alérgeno y el inicio del cambio
patoldgico, y donde se ha demostrado que ese cambio
patoldégico tiene un mecanismo inmunoldégico. En la presente,
un mecanismo inmunoldgico significa que los leucocitos
muestran una respuesta inmunitaria a la estimulacidén del
alérgeno.

"Aminodcido", tal como se utiliza en la presente, se refiere
en términos generales a aminodcidos sintéticos y de origen
natural, asi como a andlogos de aminocdcidos y miméticos de
aminoadcidos que funcionan de manera similar a los aminoacidos
de origen natural. Los aminodcidos de origen natural son los
codificados por el cdéddigo genético, asi como los aminoacidos
que se modifican posteriormente (p. ej., hidroxiprolina, vy-
carboxiglutamato y O-fosfoserina). Andlogos de aminodcidos se
refiere a compuestos que tienen la misma estructura gquimica
badsica que un aminoadcido de origen natural (es decir, un
carbono que estd unido a un hidrébégeno, un grupo carboxilo, un
grupo amino) y un grupo R (p. ej., homoserina, norleucina,
sulféxido de metionina, metionina metil sulfonio). Los
andlogos pueden tener grupos R modificados (p. ej.,
norleucina) o estructuras principales peptidicas modificadas
pero conservan la misma estructura quimica béasica que el
aminoacido de origen natural. Los miméticos de aminoacidos se
refieren a compuestos quimicos que tienen una estructura que
es diferente a la estructura quimica general de un aminoédcido
pero que funciona de una manera similar a un aminocacido de

origen natural.
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“Anergia” o “tolerancia”, o “supresidn prolongada de células
T especificas para antigenos” o “inmunosupresidédn prolongada”,
tal como se utiliza en la presente, se refiere en términos
generales a la refractividad para activar la estimulacidn
mediada por el receptor. La refractividad, en general, es
especifica del antigeno vy ©persiste después de gque 1la
exposicién al antigeno de tolerancia cesdé. Por ejemplo, la
anergia en células T (a diferencia de la falta de respuesta)
se caracteriza por la falta de produccién de citocinas, p.
ej., IL-2. La anergia de las células T ocurre cuando las
células T se exponen al antigeno y reciben una primera sefial
(un receptor de células T o una sefial mediada por CD-3) en
ausencia de una segunda seflal (una sefial coestimuladora). En
estas condiciones, una nueva exposicidédn de las células al
mismo antigeno (aun si la nueva exposicidén ocurre en
presencia de una molécula coestimuladora) tiene como
resultado la imposibilidad de producir citocinas y, por ende,
la imposibilidad de proliferar. Sin embargo, las células T
anérgicas montan respuestas a antigenos no relacionados vy
pueden proliferar si se cultivan con citocinas (p. ej., IL-
2). Por ejemplo, la anergia de las células T se puede
observar también mediante la falta de produccidén de IL-2
mediante células T como se mide por medio de un ensayo ELISA
o de proliferacidédn usando una linea celular indicadora. De
manera alternativa, se puede usar una construccidn génica
indicadora. Por ejemplo, las células T anérgicas fallan en
iniciar la transcripcidén del gen IL-2 inducida por un
promotor heterdélogo bajo el control del potenciador del gen
IL-2 5' o por un multimero de la secuencia API que puede

encontrarse dentro del potenciador (Kang et &l. (1992)
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Science 257: 1134). La modulacidén de una seflal coestimuladora
provoca la modulacidén de la funcidén efectora de una célula
inmune.

“Antagonista” en la presente, se refiere a una molécula,
generalmente un anticuerpo o proteinas de fusidén gque bloguean
o reducen los efectos de una molécula especifica en 1la
inmunidad. Generalmente, en la presente solicitud esto se
referird a anticuerpos antagonistas VISTA antihumanos vy
fragmentos de anticuerpos que blogquean o reducen los efectos
de VISTA humano en la inmunidad, particularmente los efectos
supresores de VISTA en la inmunidad de las células T
(inmunidad de las células T CD4* y/o CD8+), la expresidédn de
citocinas proinflamatorias vy los efectos de VISTA de 1la
expresién de quimiocinas y gquimiocatrayentes especificos.
“Anticuerpo”, tal como se utiliza en la presente, se refiere
en términos generales a una “parte de unidén al antigeno” de
un anticuerpo (también utilizada de forma intercambiable con
“parte de anticuerpo”, “fragmento de unién al antigeno”,
“fragmento de anticuerpo”), asi como moléculas de anticuerpo
completas. La frase “parte de unidén al antigeno”, tal como se
utiliza en la presente, se refiere a uno o mas fragmentos de

un anticuerpo que conservan la capacidad de unirse

especificamente a un antigeno (p. ej., VISTA o partes
especificas de estos). El término “anticuerpo”, como se usa
en la presente, incluye anticuerpos policlonales y

monoclonales enteros y cualquier fragmento de unidén al
antigeno (es decir, "parte de unidén al antigeno") o cadenas
simples de estos asi como anticuerpos Dbiespecificos vy
multiespecificos, por ejemplo, los que se unen a multiples

antigenos o multiples epitopos de antigenos. Un “anticuerpo”
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hace referencia a una glicoproteina que comprende al menos
dos cadenas pesadas (H) y dos cadenas ligeras (L)
interconectadas por enlaces disulfuro, o una parte de unién
al antigeno de estos. Cada cadena pesada comprende al menos
una regidén variable de cadena pesada (abreviada en la
presente como VH) y una regidén constante de cadena pesada. La
regién constante de cadena pesada estd compuesta por tres
dominios, Cyi, Cm y Cm- Cada cadena ligera estd compuesta por
al menos una regidén variable de cadena ligera (abreviada en
la presente como V) y una regién constante de cadena ligera.
La regidén constante de cadena ligera estd compuesta por un
dominio, CL. Las regiones Vy y V; pueden ademds subdividirse
en regiones de  hipervariabilidad, denominadas regiones
determinantes de complementariedad (CDR), intercaladas con
regiones que estidn mads conservadas, denominadas regiones
marco (FR). Cada VH y VL estd compuesta por tres CDR y cuatro
FR, dispuestas desde el extremo amino al extremo carboxi en
el siguiente orden: FR1, CDR1, FR2, CDR2, FR3, CDR3 y FR4.
Las regiones variables de las cadenas pesadas y 1ligeras
contienen un dominio de unidn que interactiia con un antigeno.
Las regiones constantes de los anticuerpos pueden mediar la
unién de la inmunoglobulina a los factores o tejidos
hospedadores, incluyendo diversas células del sistema
inmunitario (por ejemplo, células efectoras) y el primer
componente (Clg) del sistema de complemento clasico. Mas
generalmente, el término “anticuerpo” pretende incluir
cualquier estructura molecular que contiene una cadena de
polipéptidos con una forma especifica que se ajusta a un
epitopo y lo reconoce, donde una o mas interacciones de unidn

no covalente estabilizan el complejo entre la estructura
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molecular y el epitopo. La molécula de anticuerpo arquetipica
es la inmunoglobulina, y todos los tipos de inmunoglobulinas,
IgG, 1IgM, IgA, IgE, 1IgD, etc., de todas 1las fuentes, por
ejemplo, de humano, roedor, conejo, vaca, oveja, cerdo,
perro, otros mamiferos, pollos, otras aves, etc., se
consideran “anticuerpos”.

La funcidén de unidén al antigeno de un anticuerpo puede ser
realizada por fragmentos de un anticuerpo de longitud
completa. Los ejemplos no taxativos de fragmentos de unién al
antigeno comprendidos dentro de la expresidén “parte de unidn
al antigeno” de un anticuerpo incluyen (a) un fragmento Fab,
un fragmento monovalente gque consiste en los dominios Vi, Vg,
Cr v Cyi; (b) un fragmento F(ab'),, un fragmento bivalente que
comprende dos fragmentos Fab enlazados mediante un puente
disulfuro en la regidén Dbisagra; (c) un fragmento Fd que
consiste en los dominios Vi y Cuxi; (d) un fragmento Fv que
consiste en los dominios VL y VH de un solo grupo de un
anticuerpo, (e) un fragmento dAb (Ward et &l. (1989) Nature
341 : 544-546), que consiste en un dominio Vy y (f) una
regién determinante de la complementariedad (CDR) aislada.
Ademéas, aunque los dos dominios del fragmento Fv, Vi y Vg, son
codificados por genes separados, se pueden unir, utilizando
métodos recombinantes, por un enlazador sintético que les
permite formarse como una cadena de proteina simple donde las
regiones V, y Vy se emparejan para formar moléculas
monovalentes (conocidas como Fv de cadena simple (scFv)).
Véase, por ejemplo, Bird, et al. (1988) Science 242: 423-426;
Huston, et 4&l. (1988) Proc Natl. Acad. Sci. EUA 85: 5879-
5883; vy Osbourn, et &l. (1998) Nat. Biotechnol. 16: 778.

También se pretende gque los anticuerpos de cadena simple
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queden comprendidos dentro de la expresidédn “parte de unidn al
antigeno” de un anticuerpo. Cualquier secuencia Vy y Vi del
scFv especifico puede estar unida a un ADNc de regidn
constante de inmunoglobulina humana o secuencias gendmicas,
para generar vectores de expresidén que codifican moléculas de
IgG completas u otros isotipos. VH y Vi también se pueden
utilizar en la generacidén de Fab, Fv u otros fragmentos de
inmunoglobulinas, con el wuso de guimica de proteinas o
tecnologia de ADN recombinante. Otras formas de anticuerpos
de cadena simple, tales como los diacuerpos, también estan
comprendidas. Los diacuerpos son anticuerpos bivalentes vy
biespecificos, en los que los dominios Vi y V; se expresan en
una cadena de polipéptidos simple pero mediante el uso de un
enlazador que es muy corto para permitir el emparejamiento
entre los dos dominios en la misma cadena, obligando de esta
manera a los dominios a emparejarse con dominios
complementarios de otra cadena y creando dos sitios de unidn
al antigeno. Véase, p. ej., Holliger, et &l. (1993) Proc
Natl. Acad. Sci. EUA 90: 6444-6448; Poljak, et al. (1994)
Structure 2: 1121-1123. Ademés, un anticuerpo o parte de
unidén al antigeno de este (fragmento de unidén al antigeno,
fragmento de anticuerpo, parte de anticuerpo) puede ser parte
de moléculas de inmunoadhesidédn mas grandes, formadas por
asociacidédn covalente o no covalente del anticuerpo o parte de
anticuerpo con una O mas proteinas o péptidos diferentes. Los
ejemplos de moléculas de inmunoadhesidén incluyen el uso de la
regidén nlcleo de estreptavidina para elaborar una molécula
scFv tetramérica (Kipriyanov, et &l. (1995) Hum. Antibodies
Hybridomas 6: 93-101) y el uso de un residuo de cisteina, un

péptido marcador y una etiqueta de polihistidina de extremo C



10

15

20

25

30

para elaborar moléculas scFv Dbivalentes y Dbiotiniladas.
Kipriyanov, et &l. (1994) Mol. Immunol. 31: 1047-1058. Se
pueden preparar partes de anticuerpo, por ejemplo, fragmentos
Fab y F(ab'),, a partir de anticuerpos completos utilizando
técnicas convencionales, por ejemplo digestiédn de papaina o
pepsina, respectivamente, de anticuerpos completos. Ademéas,
se pueden obtener anticuerpos, partes de anticuerpos vy
moléculas de inmunoadhesién utilizando técnicas de ADN
recombinante estédndar, tal como se describe en la presente.
Los anticuerpos pueden ser ©policlonales, monoclonales,
xenogénicos, alogénicos, singénicos o formas modificadas de
estos, P. ej., anticuerpos humanizados, quiméricos,
biespecificos o multiespecificos.

“Anticuerpo que reconoce un antigeno” y “un anticuerpo
especifico para un antigeno” se utilizan de manera
intercambiable en la presente con la expresidén “un anticuerpo
que se une especificamente a un antigeno” y hacen referencia
a una inmunoglobulina o fragmento de esta que se une
especificamente a un antigeno.

“Antigeno”, tal como se utiliza en la presente, se refiere en
términos generales a una molécula o una parte de una molécula
que puede unirse por un anticuerpo que también puede inducir
a un animal a que produzca un anticuerpo que pueda unirse a
un epitopo de dicho antigeno. Un antigeno puede tener un
epitopo o tener mas de un epitopo. La reaccidn especifica
mencionada en la presente indica que el antigeno reaccionaré,
de manera muy selectiva, con su anticuerpo correspondiente y
no con la multitud de otros anticuerpos qgue pueden ser
suscitados por otros antigenos. En el caso de una respuesta

inmunitaria mejorada y deseada a antigenos especificos de
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interés, los antigenos incluyen, por ejemplo y entre otros,
antigenos de enfermedades infecciosas para los cuales se
puede provocar una respuesta inmunitaria protectora.

“Célula presentadora de antigenos”, tal como se utiliza en la
presente, se refiere en términos generales a células
presentadoras de antigenos profesionales (p. ej., linfocitos
B, monocitos, células dendriticas y células de Langerhans)
asi como otras células presentadoras de antigenos (p. e3j.,
queratinocitos, células endoteliales, astrocitos,
fibroblastos y oligodendrocitos).

“Molécula de &acido nucleico antisentido”, tal como se utiliza
en la presente, se refiere en términos generales a una
secuencia de nuclebdtidos que es complementaria a un A&cido
nucleico “sentido” que codifica una proteina (p. ej.,
complementaria a la cadena de codificacién de una molécula de
ADNc de doble cadena) complementaria a una secuencia de ARNm
o complementaria a la cadena de codificacidén de un gen. Por
consiguiente, las moléculas de 4&cido nucleico antisentido
pueden unirse mediante un hidrdégeno a las moléculas de &cido
nucleico sentido.

“Apoptosis”, tal como se utiliza en la presente, se refiere
en términos generales a muerte celular programada que se
puede caracterizar utilizando métodos conocidos en la
técnica. La muerte celular apoptdtica puede estar
caracterizada por encogimiento celular, formacidén de ampollas
en la membrana y condensacidédn de cromatina que culminan en la
fragmentacidén celular. Las células que experimentan apoptosis
también presentan un patrdn caracteristico de escisidédn de ADN

internucleosdédmico.
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“Autoinmunidad” o “enfermedad o afeccidén autoinmune”, tal
como se utiliza en la presente, se refiere en términos
generales a una enfermedad o trastorno que surge y se dirige
contra los propios tejidos de un individuo o un cosegregado o
manifestacidén de este o una afeccidén que resulta de este. En
la presente las afecciones autoinmunes incluyen afecciones
inflamatorias o alérgicas, p. ej., enfermedades crdénicas
caracterizadas por una reaccidédn inmune del hospedador contra
autoantigenos potencialmente asociados con la destruccidén de
tejidos tal como la artritis reumatoide.

“Receptor de células B” (BCR), tal como se utiliza en la
presente, se refiere en términos generales al complejo entre
Ig de membrana (mIg) y otros polipéptidos transmembrana (p.
ej., IgA. vy Ig ) encontrados en las células B. La funcidén de
transduccién de seflales de mlg es activada mediante
reticulacién de moléculas receptoras por antigenos
oligoméricos y multiméricos. Las células B también pueden ser
activadas por anticuerpos antiinmunoglobulina. Tras la
activacidén de BCR, se producen varios cambios en las células
B, incluso fosforilacidén de tirosina.

“Céancer”, tal como se utiliza en la presente, se refiere en
términos generales a cualquier enfermedad neoplasica (ya sea
invasiva o metastasica) caracterizada por la divisidn celular
anormal y no controlada que provoca crecimiento maligno o
tumor (p. ej., crecimiento celular no regulado). El término
“cancer” o “canceroso”, tal como se utiliza en la presente,
debe entenderse que abarca cualquier enfermedad neopléasica
(ya sea invasiva, no invasiva o metastasica) que se
caracteriza por la divisién celular anormal y no controlada

que provoca el crecimiento maligno o tumor, cuyos ejemplos no
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taxativos se describen en la presente. Esto incluye cualquier
afecciédn fisioldgica en mamiferos que normalmente se
caracteriza por un crecimiento celular no regulado. Los
ejemplos de cancer se ejemplifican en los ejemplos préacticos.
Los cadnceres incluyen también, de modo no taxativo,
carcinoma, linfoma, blastoma, sarcoma y leucemia. Los
ejemplos mas especificos de dichos canceres incluyen céncer
de células escamosas, cancer de pulmén (que incluye céncer
pulmonar microcitico, cancer pulmonar no microcitico,
adenocarcinoma de pulmén y carcinoma escamoso de pulmdn),
cadncer de peritoneo, céancer hepatocelular, cancer géastrico o
de estdémago (que incluye cancer gastrointestinal), céncer de
pancreas, glioblastoma, céncer de cuello de Utero, cancer de
ovario, céancer de higado, céancer de vejiga, hepatoma, céncer
de mama, cancer de colon, céncer colorrectal, carcinoma de
endometrio o uterino, carcinoma de las gléandulas salivales,
cancer de rifibn o renal, <céncer de higado, céancer de
prbéstata, céncer de wvulva, céancer de tiroides, carcinoma
hepatico y wvarios tipos de cancer de cuello y cabeza, asi
como también linfoma de células B (que incluye linfoma no
Hodgkin de grado bajo/folicular (LNH); LNH 1linfocitico
pequefio (SL); LNH de grado intermedio/folicular; LNH difuso
de grado intermedio; LNH inmunoblastico de grado alto; LNH
linfoblédstico de grado alto; LNH de células pequefias no
escindidas de grado alto; LNH de enfermedad wvoluminosa;

linfoma de células del manto; linfoma relacionado con el

SIDA; y macroglobulinemia de Waldenstrom) ; leucemia
linfocitica <crénica (LLC) ; leucemia linfoblastica aguda
(LLA); leucemia de células pilosas; leucemia mielobléastica

crénica; mieloma multiple vy sindrome linfoproliferativo
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postrasplante (SLPT) . Otros cdnceres aptos para el
tratamiento por la presente invencidén incluyen, de modo
taxativo, carcinoma, linfoma, blastoma, sarcoma y leucemia o
neoplasias malignas linfoides. Los ejemplos mas particulares
de dichos canceres incluyen colorrectal, de vejiga, ovario,
melanoma, cancer de células escamosas, cancer pulmonar (que
incluye cancer pulmonar microcitico, cancer pulmonar no
microcitico, adenocarcinoma de pulmdén y carcinoma escamoso de
pulmén), cancer de peritoneo, cancer hepatocelular, céancer
gastrico o de estdémago (que incluye céncer gastrointestinal),
cadncer de péancreas, glioblastoma, cancer de cuello de utero,
cancer de ovario, céancer de higado, céancer de vejiga,
hepatoma, cancer de mama, cancer de colon, cancer
colorrectal, carcinoma de endometrio o uterino, carcinoma de
las glandulas salivales, cancer de rifibn o renal, céncer de
higado, cancer de préstata, cancer de wvulva, cancer de
tiroides, carcinoma hepatico y diversos tipos de céancer de
cuello y cabeza, asi como también linfoma de células B (que
incluye linfoma no Hodgkin de grado bajo/folicular (LNH); LNH
linfocitico pequefio (SL); LNH de grado intermedio/folicular;
LNH difuso de grado intermedio; LNH inmunoblédstico de grado
alto; LNH linfoblastico de grado alto; LNH de células
pequefias no escindidas de grado alto; LNH de enfermedad
voluminosa; linfoma de células del manto; linfoma relacionado
con el SIDA; y macroglobulinemia de Waldenstrom); leucemia
linfocitica <crénica (LLC); leucemia 1linfobléstica aguda
(LLA); leucemia de células pilosas; leucemia mielobléastica
crbébnica y sindrome linfoproliferativo postrasplante (SLPT),
asi como también proliferacidén vascular anormal asociada con

la facomatosis, edema (tal como el gque se asocia con 1los
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tumores del cerebro) y sindrome de Meigs. Preferentemente, el
cdncer se selecciona del grupo dJgue consiste en cancer
colorrectal, cancer de mama, cancer colorrectal, cadncer
rectal, céncer pulmonar no microcitico, linfoma no Hodgkin
(LNH) , céancer de células renales, cancer de probstata, céancer
de higado, céancer de péancreas, sarcoma de tejido blando,
sarcoma de Kaposi, carcinoma carcinoide, céncer de cabeza vy
cuello, melanoma, cancer de ovario, mesotelioma y mieloma

miltiple. En una modalidad ejemplar, el cancer es de vejiga,

de ovario o) melanoma temprano 0 avanzado (incluso
metastéasico). En otra modalidad el cédncer es cédncer
colorrectal. Las afecciones cancerosas aptas para el

tratamiento de la invencidén incluyen canceres que expresan o
no expresan VISTA e incluyen ademéds canceres no metastédsicos
o no invasivos, asi como también cénceres invasivos o
metastasicos donde la expresidn de VISTA por las células
inmunes, estromales 0o enfermas suprime las respuestas
antitumorales y las respuestas inmunitarias antiinvasivas. EL1
método de la presente invencidén es particularmente adecuado
para el tratamiento de tumores vascularizados. Los céanceres
de acuerdo con la invencidén incluyen cénceres que expresan o
no expresan VISTA e incluyen ademas canceres no metastasicos
0 no invasivos, asi como también invasivos o metastédsicos
donde la expresién de VISTA por las células inmunes,
estromales o enfermas suprime las respuestas antitumorales vy
las respuestas inmunitarias antiinvasivas y aquellas
caracterizadas por tumores vascularizados.

“Anticuerpo quimérico”, tal como se utiliza en la presente,
se refiere en términos generales a una molécula de anticuerpo

en la cual la regidén constante, o una parte de esta, se
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altera, reemplaza o intercambia de modo que el sitio de unidn
al antigeno (regidén variable) estd wunido a wuna regidn
constante de una clase, funcidén efectora vy/o especie
diferente o alterada, o una molécula completamente diferente
que le confiere propiedades nuevas al anticuerpo quimérico,
por ejemplo, una enzima, toxina, hormona, factor de
crecimiento, fArmaco, la regidén variable o una parte de esta,
se altera, reemplaza o intercambia con una regidén variable
que tiene especificidad de antigeno diferente o alterada.
“Regidébn codificante”, tal como se utiliza en la presente, se
refiere en términos generales a regiones de una secuencia de
nucledtidos que comprenden codones que se traducen en
residuos de aminoadcidos, mientras que la frase “regidén no
codificante” se refiere a regiones de una secuencia de
nucledtidos que no se traducen en aminoadcidos (p. ej., las
regiones no traducidas 3' y 5'").

“Wariantes modificadas de manera conservadora”, tal como se
utiliza en la presente, aplica tanto a secuencias de
aminodcidos como a secuencias de A&cidos nucleicos, y con
respecto a secuencias de acidos nucleicos particulares, se
refiere en términos generales a variantes modificadas de
manera conservadora y hace referencia a los &cidos nucleicos
que codifican secuencias de aminoacidos idénticas o
badsicamente idénticas, o cuando el &cido nucleico no codifica
una secuencia de aminoéacidos, se refiere a secuencias
basicamente idénticas. Debido a 1la degradacidén del cdbdigo
genético, una gran cantidad de acidos nucleicos
funcionalmente idénticos codifican cualquier proteina dada.
“Wariaciones silenciosas” son una especie de variaciones de

dcidos nucleicos modificadas de manera conservadora. Cada
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secuencia de 4acido nucleico en la presente que codifica un
polipéptido también describe cada variacidén silenciosa
posible del &cido nucleico. Un experto reconocerada que cada
codédn en un acido nucleico (excepto AUG, gque comUnmente es el
unico coddén para la metionina, y TGG que comunmente es el
inico codbdbn para el triptdfano) puede ser modificado para
proporcionar una molécula funcionalmente idéntica.

“Regidén determinante de la complementariedad”, “regidn
hipervariable” o “CDR”, tal como se utilizan en la presente,
se refieren en términos generales a una o mas de las regiones
hipervariables o determinantes de la complementariedad (CDR)
encontradas en las regiones variables de cadenas 1ligeras o
pesadas de un anticuerpo. Véase Kabat, et &l. (1987)
Sequences of Proteins of Immunological Interest ©National
Institutes of Health, Bethesda, Md. Estas expresiones
incluyen las regiones hipervariables como se define en Kabat
et al. (1983) Sequences of Proteins of Immunological
Interest, Departamento de Salud y Servicios Humanos de 1los
Estados Unidos o 1los bucles hipervariables en estructuras
tridimensionales de anticuerpos. Chothia y Lesk (1987) J.
Mol. Biol. 196: 901-917. Las CDR en cada cadena se mantienen
a gran proximidad mediante regiones marco y, Jjunto con las
CDR de la otra cadena, contribuyen a la formacidén del sitio
de unidén al antigeno. Dentro de las CDR hay aminoacidos
selectos que han sido descritos como las regiones
determinantes de selectividad (SDR) gue representan los
residuos de contacto fundamentales usados por las CDR en la
interaccidén anticuerpo-antigeno. (Kashmiri Methods 36: 25-

34(2005)) .
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“Cantidad de control”, tal como se utiliza en la presente, se
refiere en términos generales a un marcador Jgue puede ser
cualgquier cantidad o un intervalo de cantidades que se
compara con una cantidad de prueba de un marcador. Por
ejemplo, una cantidad de control de un marcador puede ser la
cantidad de un marcador en un paciente con una enfermedad o
afeccién especifica o una persona sin dicha enfermedad o
afeccidén. Una cantidad de control puede estar en una cantidad
absoluta (p. ej., microgramo/ml) o una cantidad relativa (p.
ej., intensidad relativa de sefiales).

“Receptor coestimulador”, tal como se utiliza en la presente,
se refiere en términos generales a receptores que transmiten
una sefal coestimuladora a una célula inmune, p. ej., CD28 o
ICOS. Tal como se wutiliza en la presente, la frase
“receptores 1inhibidores” incluye receptores gque transmiten
una sefial negativa a una célula inmune, por ejemplo, una
célula T o un linfocito citolitico natural.

“Coestimular”, tal como se utiliza en la presente, se refiere
en términos generales a la capacidad de una molécula
coestimuladora para proporcionar una segunda sefial mediada
por el receptor de no activacidén (una “seflal coestimuladora’”)
que induce 1la proliferacién o la funcidén efectora. Por
ejemplo, una sefial coestimuladora puede provocar secrecidn de
citocinas (p. ej., en una célula T gque ha recibido una sefial
mediada por el receptor de células T). Las células inmunes
que han recibido una sefial mediada por el receptor de células
(p. ej., mediante un receptor de activacidn) en la presente
se pueden denominar “células inmunes activadas”. Con respeto
a las células T, la transmisidn de una sefial coestimuladora a

una célula T implica una via de sefializacidn gque no es
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inhibida por la ciclosporina A. Ademés, una sefial
coestimuladora puede inducir 1la secrecidén de citocinas (p.
ej., IL-2 y/o IL-10) en wuna célula T y/o puede evitar la
induccién de la falta de respuesta al antigeno, la induccién
de anergia o la induccidén de la muerte celular en la célula
T.

“Polipéptido coestimulador” o “molécula coestimuladora” en la
presente hace referencia a un polipéptido que, tras su
interaccién con una molécula de superficie de célula en las
células T, modula las respuestas de las células T.
“Sefializacién coestimuladora” tal como se wutiliza en la
presente es la actividad de sefializacién que deriva de 1la
interaccién entre los polipéptidos coestimuladores en las
células presentadoras de antigenos y sus receptores en las
células T durante las respuestas de células T especificas
para antigeno. Sin querer limitarnos a una Unica hipbtesis,
se cree que la respuesta de células T especificas para
antigenos estd mediada por dos sefiales: 1) acoplamiento del
receptor de células T (TCR) <con el ©péptido antigénico
presentado en el contexto de la MHC (sefial 1), y 2) una

segunda sefilal independiente del antigeno suministrada por el

contacto entre distintos pares de receptor/ligando
coestimuladores (sefial 2). Sin querer limitarnos a una Unica
hipdtesis, esta “segunda sefial” es fundamental para

determinar el tipo de respuesta de células T (activacidn
frente a inhibicidén) asi como también la resistencia y la
duracidén de esa respuesta, y esta regulada por sefilales tanto
positivas como negativas a partir de moléculas

coestimuladoras, tal como la familia B7 de proteinas.
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El polipéptido “B7” en la presente significa un miembro de 1la
familia B7 de proteinas que coestimula las células T qgue
incluyen, de modo no taxativo, B7-1, B7-2, B7-DC, B7-H5, B7-
H1, B7-H2, B7-H3, B7-H4, B7-Ho, B7-S3 y fragmentos
bioldégicamente activos y/o variantes de estos. Los fragmentos
bioldégicamente activos representativos incluyen el dominio
extracelular o los fragmentos del dominio extracelular dgue
coestimulan las células T.

“Dominio citoplasmatico”, tal como se utiliza en la presente,
se refiere en términos generales a la parte de una proteina
que se extiende en el citoplasma de una célula.

“Diagnbéstico”, tal como se utiliza en la presente, se refiere
en términos generales a identificar la presencia o naturaleza
de una afeccidén patoldgica. Los métodos de diagndstico
difieren en su sensibilidad % especificidad. La
“sensibilidad” de un ensayo de diagndéstico es el porcentaje
de individuos enfermos con prueba positiva (porcentaje de
“verdaderos positivos”). Los individuos enfermos no
detectados por el ensayo son “falsos negativos”. Los sujetos
que no estan enfermos y con prueba negativa en el ensayo, se
denominan “verdaderos negativos”. La “especificidad” de un
ensayo de diagndéstico es 1 menos la tasa de falso positivo,
donde la tasa de “falso positivo” se define como 1la
proporcidén de los 1individuos sin la enfermedad con prueba
positiva. Mientras que un método de diagndéstico particular
puede no proveer un diagndéstico definitivo de una afeccidn,
basta si el método provee una indicacidén positiva que ayuda
en el diagndstico.

“Diagndéstico” o “ayuda en el diagndéstico”, tal como se

utiliza en la presente, hace referencia en términos generales
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a la clasificacidén de una enfermedad o un sintoma, y/o a la
determinacidén de la probabilidad que un individuo padezca una
enfermedad (p. ej., de acuerdo con la ausencia o presencia de
la expresién de VISTA y/o mayor o menor expresidén mediante
células enfermas putativas y/o estromales, inmunitarias); la
determinacién de la gravedad de la enfermedad, el monitoreo
del avance de la enfermedad, el prondéstico del resultado de
una enfermedad vy/o las posibilidades de recuperacidédn. E1
término “detectar” también puede abarcar, opcionalmente,
cualquiera de los anteriores. E1l diagnéstico de una
enfermedad de acuerdo con la presente invencidén, en algunas
modalidades, se puede ver afectado por la determinacidédn de un
nivel de un polinucledétido o un polipéptido de la presente
invencidén en una muestra biolbdgica obtenida del sujeto, donde
el nivel determinado puede estar correlacionado <con la
predisposicidén a, presencia o ausencia de la enfermedad. Cabe
sefialar que una “muestra bioldgica obtenida del sujeto”
también puede comprender, opcionalmente, una muestra que no
se haya retirado fisicamente del sujeto.

“Cantidad eficaz”, tal como se utiliza en la presente, se
refiere en términos generales a la cantidad de un compuesto,
anticuerpo, antigeno o células que, cuando se administra a un
paciente para tratar una enfermedad, es suficiente para
lograr dicho tratamiento para la enfermedad. La cantidad
eficaz puede ser una cantidad eficaz para profilaxis y/o una
cantidad eficaz para prevencidédn. La cantidad eficaz puede ser
una cantidad eficaz para reducir, una cantidad eficaz para
prevenir la incidencia de signos/sintomas, para reducir la
gravedad de la incidencia de signos/sintomas, para eliminar

la incidencia de signos/sintomas, para enlentecer el
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desarrollo de la incidencia de signos/sintomas, para prevenir
el desarrollo de la incidencia de signos/sintomas, vy/o
efectuar la profilaxis de la incidencia de signos/sintomas.
La “cantidad eficaz” ©puede variar dependiendo de la
enfermedad y su gravedad y la edad, el peso, la historia
médica, la susceptibilidad y las afecciones preexistentes del
paciente que se tratard. La expresidén “cantidad eficaz” se
sinénimo de “cantidad terapéuticamente eficaz” a los efectos
de la presente invenciédn.

“Dominio extracelular” o “ECD” tal como se utiliza en la
presente, se refiere en términos generales a la parte de una
proteina que se extiende desde la superficie de una célula.
“Wector de expresidédn”, tal como se utiliza en la presente, se
refiere en términos generales a cualgquier sistema de
expresién recombinante con el fin de expresar una secuencia
de &cido nucleico de la invencidén in wvitro o in vivo, de
forma constitutiva o inducible, en cualgquier célula, incluida
la célula procariota, de levadura, fungica, de planta, de
insecto o de mamifero. El término incluye sistemas de
expresiédn lineales o circulares. El término incluye sistemas
de expresidn que permanecen episdmicos o integrados en el
genoma de la célula hospedadora. Los sistemas de expresidn
pueden tener la capacidad de autorreplicarse o no, es decir,
solo impulsar la expresidn transitoria en una célula. E1
término incluye casetes de expresidn recombinante que solo
contienen los elementos minimos necesarios para la
transcripcidén del acido nucleico recombinante.

“Familia”, tal como se utiliza en la presente, se refiere en
términos generales a las moléculas de polipéptido y é&cido

nucleico de la invencidén y significa dos o mas moléculas de
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polipéptido o &cido nucleico que tienen un dominio o motivo
estructural comin y que tienen suficiente homologia de
secuencia de aminoacidos o nucledtidos como se define en la
presente. Los miembros de la familia pueden ser de origen
natural o no y pueden ser de la misma especie o de especies
diferentes. Por ejemplo, una familia puede contener un primer
polipéptido de origen humano, asi como otros polipéptidos de
origen humano diferentes, o de manera alternativa puede
contener homélogos de origen no humano (p. ej., polipéptidos
de mono). Los miembros de una familia también pueden tener
caracteristicas funcionales comunes.

“Receptor Fc” (FcR), tal como se utiliza en la presente, se
refiere en términos generales a receptores de superficie
celular para la parte Fc de moléculas de inmunoglobulina
(Ig). Los receptores Fc se encuentran en muchas células que
participan en respuestas inmunitarias. Entre los FcR humanos
que se han identificado hasta el momento, se encuentran los
que reconocen IgG (denominados FcyR), IgE (FceRI), IgA (FcaR)
e IgM/A polimerizado (FceuR). Los FcR se encuentran en los
siguientes tipos de células: FceRI (mastocitos), FceRII
(muchos leucocitos), FcaR (neutrdéfilos) vy FcpR (epitelio
glandular, hepatocitos). (Hogg Immunol. Today 9: 185-86
(1988)). Los FcyR ampliamente estudiados son centrales en las
defensas inmunes celulares y son responsables de estimular la
liberacidn de mediadores de inflamacidn y enzimas
hidroliticas implicadas en la patogénesis de la enfermedad
autoinmune. (Unkeless, Annu. Rev. Immunol. 6: 251-87 (1988)).
Los FcyR proporcionan un enlace crucial entre células
efectoras y los linfocitos que secretan Ig, ya que los FcyR

de macrdéfagos/monocitos, leucocitos polimorfonucleares vy
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linfocitos citoliticos naturales (NK) confieren un elemento
de reconocimiento especifico mediado por IgG. Los leucocitos
humanos tienen al menos tres tipos diferentes de FcyRs para
IgG: hFcyRI (CD64) (encontrado en monocitos/macréfagos),
hFcyRIIA o hFcyRIIB, (CD32 o CD32A) (encontrado en monocitos,
neutréfilos, eosindéfilos, plaquetas, posiblemente células B y
la linea celular K562) y FcyR111A (CD16A) o FcyR111B (CD16B)
(encontrado en linfocitos citoliticos naturales, neutréfilos,
eosin6éfilos y macréfagos) .

“Regidén marco” o “FR”, tal como se utiliza en la presente, se
refiere en términos generales a una o mas regiones marco
dentro de las regiones variables de 1las cadenas 1ligera vy
pesada de un anticuerpo. Véase Kabat, et &l. Sequences of
Proteins of Immunological Interest Institutos Nacionales de
la Salud, Bethesda, Md (1987). Estas expresiones incluyen las
regiones de secuencias de aminodcidos interpuestas entre las
CDR dentro de las regiones variables de las cadenas ligera vy
pesada de un anticuerpo.

“Heterb6logo”, tal como se utiliza en la presente, se refiere
en términos generales a partes de un acido nucleico, indica
que el &cido nucleico comprende dos o méds subsecuencias que
no se encuentran en la misma relacidén entre si en la
naturaleza. Por ejemplo, el 4cido nucleico se produce
tipicamente de forma recombinante, con dos o m&s secuencias
de genes no relacionados dispuestas para realizar un nuevo
acido nucleico funcional (p. ej., un promotor de una fuente y
una regidén de codificacidén de otra fuente). De forma similar,
una proteina heterdloga indica que la proteina comprende dos

o0 mas subsecuencias que no se encuentran en la misma relacidn
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entre si en la naturaleza (por ejemplo, una proteina de
fusidn) .

“Alta afinidad”, tal como se utiliza en la presente, hace
referencia en términos generales a un anticuerpo o proteina
de fusidén que tiene una KD de al menos 107° M, més
preferentemente 1077 M, incluso més preferentemente al menos
1078 M e incluso més preferentemente al menos 107° M, 10710 M,
100" M o 107'* M para un antigeno o receptor diana. “Alta
afinidad” para un anticuerpo de IgG o proteina de fusidén en
la presente hace referencia a un anticuerpo que tiene una KD
de 10® M o menos, mas preferentemente 107 M o menos,
preferentemente 10°® M o menos, mds preferentemente 102 M o
menos e incluso mas preferentemente 1071 M, 10 "' M o 107 M
O menos para un antigeno o receptor diana. Con respecto
particular a los anticuerpos, la unién de “alta afinidad”
puede variar para distintos isotipos de anticuerpos. Por
ejemplo, la unidén de “alta afinidad” para un isotipo de IgM
se refiere a un anticuerpo que tiene una K, de 1077 M o menos,
mas preferentemente 107® M o menos.

“Homologia”, tal como se utiliza en la presente, se refiere
en términos generales a un grado de similitud entre una
secuencia de acido nucleico y una secuencia de acido nucleico
de referencia o entre una secuencia de polipéptidos y una
secuencia de polipéptidos de referencia. La homologia puede
ser parcial o completa. La homologia completa indica que las
secuencias de &cidos nucleicos o aminodcidos son idénticas.
Una secuencia de acidos nucleicos o aminoacidos parcialmente
homéloga es una que no es idéntica a la secuencia de acidos
nucleicos o aminoadcidos de referencia. El1 grado de homologia

se puede determinar mediante comparacidén de secuencias, por
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ejemplo, usando el software BlastP del Centro Nacional para
la Informacidén Biotecnoldgica (NCBI) que utiliza parédmetros
predeterminados. La frase Y“identidad de secuencia” se puede
utilizar indistintamente con “homologia”.

“Célula hospedadora”, tal como se utiliza en la presente, se
refiere en términos generales a una célula en la cual se
introduce una molécula de &cido nucleico de la invencién, tal
como un vector de expresidn recombinante de la invencidén. Las
células hospedadoras pueden ser células procariotas (p. ej.,
E. coli) o células eucariotas tal como células de levadura,
de insecto (p. ej., SF9), de anfibio o de mamifero tal como
CHO, Hela, HEK-293, p. ej., células cultivadas, explantes vy
células in vivo. Las frases “célula hospedadora” y “célula
hospedadora recombinante” se utilizan indistintamente en la
presente. Se entenderd que dichas frases no solo se refieren
a la célula del sujeto en particular, sino también a 1la
progenie o progenie potencial de tal célula. Debido a que
pueden ocurrir ciertas modificaciones en generaciones
sucesivas ocasionadas por mutaciones o) influencias
ambientales, la progenie puede, de hecho, no ser idéntica a
la célula original, pero igualmente puede estar incluida
dentro del alcance del término tal como se usa en la
presente.

“Anticuerpo monoclonal humano” se refiere a anticuerpos que
presentan una especificidad de unién individual que tiene
regiones variables donde las regiones marco y CDR derivan de
secuencias de inmunoglobulina de linea germinal humana. En
una modalidad, los anticuerpos monoclonales humanos se
producen por un hibridoma que incluye una célula B obtenida

de un animal no humano transgénico, por ej., un ratdn
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transgénico, que tiene un genoma que comprende un transgén de
cadena pesada humana vy un transgén de cadena ligera
fusionados con una célula inmortalizada. Esto incluye 1los
anticuerpos monoclonales completamente humanos y los
conjugados y variantes de estos, por ejemplo, gue se unen a
agentes efectores tales como los agentes terapéuticos o de
diagnéstico.

“Anticuerpo humanizado”, tal como se utiliza en la presente,
se refiere en términos generales a la inclusidén de
anticuerpos hechos por una célula no humana que tiene
regiones variables y constantes que han sido alteradas para
parecerse mas a anticuerpos hechos por una célula humana. Por
ejemplo, al alterar la secuencia de aminodcidos de 1los
anticuerpos no humanos para incorporar los aminocacidos que se
encuentran en las secuencias de inmunoglobulina de linea
germinal humana. Los anticuerpos humanizados de la invencidn
pueden incluir residuos de aminodcidos no codificados por las
secuencias de inmunoglobulinas de la linea germinal humana
(por ejemplo, mutaciones introducidas mediante mutagénesis
aleatoria o especifica del sitio in vitro o mediante mutacidn
somdtica in vivo), por ejemplo, en las CDR. La expresidn
“anticuerpo humanizado”, tal como se utiliza en la presente,
también incluye anticuerpos en los que se injertaron en
secuencias marco humanas, secuencias CDR derivadas de la
linea germinal de otra especie de mamifero, tal como un
ratén.

“Hibridacidén”, tal como se utiliza en la presente, se refiere
en términos generales a la interaccidén fisica de cadenas de
polinucledbtidos complementarias (incluso parcialmente

complementarias) mediante la formacién de enlaces de
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hidrégeno entre 1los nucledtidos complementarios cuando las
cadenas estadn dispuestas antiparalelas unas con respecto a
las otras.

“Dominio IgV” y “dominio IgC”, tal como se utilizan en la
presente, se refieren en términos generales a dominios
miembros de la superfamilia Ig. Estos dominios corresponden a
unidades estructurales que tienen patrones de plegamiento
diferentes denominados pliegues de Ig. Los pliegues de Ig
estdn compuestos por un sandwich de dos léaminas [, donde cada
una consiste en cadenas [ antiparalelas de 5-10 aminoacidos
con un enlace disulfuro conservado entre las dos léaminas en
la mayoria de los dominios pero no en todos. Los dominios IgC
de moléculas Ig, TCR y MHC comparten los mismos tipos de
patrones de secuencias y se denominan conjunto CI dentro de
la superfamilia Ig. Otros dominios IgC se encuentran dentro
de otros conjuntos. Los dominios IgV también comparten
patrones de secuencias y se denominan dominios del conjunto
V. Los dominios IgV son mas largos que los dominios C vy
forman un par adicional de cadenas R.

“Célula inmune”, tal como se utiliza en la presente, se
refiere en términos generales a células de origen
hematopoyético y que desempefian un papel en la respuesta
inmunitaria. Las células inmunes incluyen, de modo no
taxativo, linfocitos, tales como linfocitos B y células T;
linfocitos <citoliticos naturales; células dendriticas vy
células mieloides, por ejemplo, monocitos, macrdfagos,
eosindéfilos, mastocitos, basdéfilos y granulocitos.
“Inmunoensayo”, tal como se wutiliza en la presente, se
refiere en términos generales a un ensayo que utiliza un

anticuerpo gque se une especificamente a un antigeno. E1



10

15

20

25

30

inmunoensayo puede estar caracterizado por el uso de
propiedades de unidén especificas de un anticuerpo particular
para aislar, dirigir a y/o cuantificar el antigeno.
“Enfermedad (o trastorno o afeccidn) relacionada con el
sistema inmunitario”, tal como se utiliza en la presente,
debe entenderse que abarca cualquier enfermedad, trastorno o
afeccidén que se selecciona del grupo que incluyen, de modo no
taxativo, enfermedades autoinmunes, trastornos inflamatorios
y trastornos inmunes que se asocian con el rechazo al
trasplante de injertos, tal como el rechazo agudo o crénico
al trasplante de 6rganos, el trasplante alogénico de células
madre, el trasplante autdélogo de células madre, el trasplante
de médula 6sea y la enfermedad de injerto contra huésped.
“Respuesta inmunitaria”, tal como se utiliza en la presente,
se refiere en términos generales a respuestas inmunitarias
mediadas por células T y/o mediadas por células B que estan
influenciadas por la modulacidén de la coestimulacién de
células T. Algunos ejemplos de respuestas inmunitarias
incluyen respuestas de células B (p. ej., produccidén de
anticuerpos), respuestas de células T (p. ej., produccidédn de
citocinas y citotoxicidad celular) vy activacidédn de células
que responden a la citocina, p ej., macrdéfagos. Tal como se
utiliza en la presente, la frase “modulacidédn por disminuciédn”
con referencia a la respuesta inmunitaria incluye una
disminucidn en una o mas respuestas inmunitarias
cualesquiera, mientras que la frase “modulacidn por aumento”,
con referencia a la respuesta inmunitaria, incluye un aumento
en una O mas respuestas inmunitarias cualesquiera. Se
entenderd que la modulacidén por aumento de un tipo de

respuesta inmunitaria puede conducir a una modulacidén por
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disminucidén correspondiente en otro tipo de respuesta
inmunitaria. Por ejemplo, la modulacidén por aumento de 1la
produccidén de determinadas citocinas (p. ej., IL-10) puede
conducir a la modulacidén por disminucién de respuestas
inmunitarias celulares.

Respuesta “inmunoldégica” o “inmunitaria” en la presente hace
referencia al desarrollo de una respuesta humoral (mediada
por anticuerpo) y/0 celular (mediada por células T
especificas para antigenos o sus productos de secrecidn)
dirigida contra un péptido en un paciente receptor. Dicha
respuesta puede ser una respuesta activa inducida por 1la
administracién de inmundégeno o una respuesta pasiva inducida
por la administracién de anticuerpo o) células T
sensibilizadas. Sin querer limitarnos a una uUnica hipodtesis,
se provoca una respuesta 1inmunitaria celular mediante 1la
presentacién de epitopos de polipéptido junto con la Clase I
o Clase II de moléculas MHC para activar las células T CD4*
colaboradores especificas para antigenos y/o las células T
citotdxicas cD8*, respectivamente. La respuesta puede
implicar también la activacidén de monocitos, macrdéfagos,
linfocitos citoliticos naturales, baséfilos, células
dendriticas, astrocitos, células microgliales, eosindéfilos,
activacidén o seleccidn de neutrd6filos u otros componentes de
inmunidad innata. La presencia de una respuesta inmunoldgica
mediada por células puede determinarse mediante ensayos de
proliferacién (células T CD4") o ensayos de CTL (linfocito T
citotdéxico). Las contribuciones relativas de las respuestas
celulares y humorales al efecto terapéutico o protector de un
inmundégeno pueden distinguirse aislando por separado 1los

anticuerpos y las células T de un animal inmunizado singénico
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y midiendo el efecto protector o terapéutico en un segundo
sujeto.

“Agente inmunogénico” o “inmundgeno” es un resto capaz de
inducir una respuesta inmunoldégica contra si mismo al
administrarse a un mamifero, opcionalmente Jjunto con un
adyuvante.

Los “trastornos inflamatorios”, las “afecciones
inflamatorias” vy/o la “inflamacidén”, se wutilizan de forma
intercambiable en la presente, y hacen referencia en términos
generales a las enfermedades inflamatorias crdénicas o agudas,
e incluyen expresamente las enfermedades inflamatorias
autoinmunes y las afecciones alérgicas inflamatorias. Estas
afecciones incluyen, a modo de ejemplo, anomalias
inflamatorias caracterizadas por la respuesta inmunitaria no
regulada para estimulos perjudiciales, tales como patdgenos,
células dafiadas o irritantes. Los trastornos inflamatorios
cimentan una amplia variedad de enfermedades humanas. Las
enfermedades no inmunes con origenes etioldgicos en 1los
procesos inflamatorios incluyen céancer, aterosclerosis vy
enfermedad cardiaca isquémica. Los ejemplos de trastornos que
se asocian con la inflamacién incluyen: la prostatitis
crdédnica, la glomerulonefritis, hipersensibilidades, la
enfermedad inflamatoria pélvica, la lesidén por reperfusidn,
sarcoidosis, wvasculitis, «cistitis intersticial, wvasculitis
urticarial normocomplementémica, pericarditis, miositis,
sindrome antisintetasa, escleritis, sindrome de activacidén de
macrdéfagos, sindrome de Behget, sindrome PAPA, sindrome de
Blau, gota, enfermedad de Still del Joven 'y adulto,
criropirinopatias, sindrome de Muckle-Wells, sindrome

autoinflamatorio familiar inducido por el frio, enfermedad
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inflamatoria multisistémica de inicio neonatal, fiebre
mediterrdnea familiar, sindrome neuroldgico, cutdneo vy
articular infantil y crénico, artritis idiopatica Juvenil
sistémica, sindrome de hiper-IgD, sindrome de Schnitzler,
sindrome peridédico asociado al receptor de TNF (TRAPSP),
gingivitis, periodontitis, hepatitis, cirrosis, pancreatitis,
miocarditis, wvasculitis, gastritis, gota, artritis por gota,
y trastornos inflamatorios de 1la piel, seleccionados del
grupo que consisten en psoriasis, dermatitis atépica, eccema,
rosacea, urticaria y acné.

“Sefial inhibidora”, tal como se utiliza en la presente, se
refiere en términos generales a una sefial transmitida
mediante una molécula receptora inhibidora en una célula
inmune. Una seflal antagoniza una sefial mediante un receptor
de activacién (p. ej., mediante una molécula TCR, CD3, BCR o
Fc) y puede provocar, p. ej., la 1inhibicién de: segunda
generacién mensajera; proliferacidén; o funcidén efectora en la
célula inmune, p. ej., reduccidén de fagocitosis, produccidn
de anticuerpos o citotoxicidad celular, o la falta de
produccibén de mediadores (p. ej., citocinas (p. ej., IL-2)
y/o0 mediadores de respuestas alérgicas) por parte de la
célula inmune; o el desarrollo de anergia.

“Aislado”, tal como se utiliza en la presente, se refiere en
términos generales al material retirado de su entorno
original en el cual se produce naturalmente vy, por ende,
alterado por el hombre de su entorno natural e incluye
polipéptidos “recombinantes”. El material aislado puede ser,
por ejemplo, acido nucleico exdgeno incluido en un sistema de
vectores, acido nucleico exdbdgeno contenido dentro de una

célula hospedadora o cualquier material que haya sido
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retirado de su entorno original vy, por ende, haya sido
alterado por el hombre (p. ej., “anticuerpo aislado”). Por
ejemplo, “aislado/a” o “purificado/a”, tal como se utiliza en
la presente, se refiere en términos generales a una proteina,
ADN, anticuerpo, ARN o parte bioldégicamente activa de estos,
que estd sustancialmente libre de material celular u otras
proteinas contaminantes de la fuente celular o tisular de la
cual deriva la sustancia bioldégica, o sustancialmente libre
de precursores gquimicos u otros quimicos cuando se sintetiza
quimicamente. Tal como se utiliza en la presente el término
“aislado/a” hace referencia a un compuesto de interés (por
ejemplo, un polinucledétido o un polipéptido) gque se encuentra
en un entorno diferente del aquel en el que se produce el
compuesto de forma natural, por ejemplo, separado de su medio
natural tal como al concentrar un péptido en una
concentracién que no se encuentra en la naturaleza.
“Aislado/a” incluye compuestos gque se encuentren en muestras
enriquecidas sustancialmente para el compuesto de interés y/o
en las que el —compuesto de interés estd parcial o
sustancialmente purificado.

Un “anticuerpo aislado”, tal como se utiliza en la presente,
se refiere a un anticuerpo que estd sustancialmente libre de
otros anticuerpos que tienen diferentes especificidades
antigénicas (p. €ej., un anticuerpo aislado que se une
especificamente a VISTA) estd sustancialmente libre de
anticuerpos que se unen especificamente a antigenos distintos
a VISTA). Ademéas, un anticuerpo aislado puede carecer
considerablemente de otro material celular vy/o productos

quimicos.
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“Isotipo” se refiere en la presente a la clase de anticuerpo
(p. ej., IgM o IgGl) que se codifica por genes de la regidn
constante de cadena pesada.

"K-asoc." o "Ka", tal como se utiliza en la presente, se
refiere en términos generales la velocidad de asociacidédn de
una interaccidén anticuerpo-antigeno especifica, mientras que
el término "Kdiss" o "Kd", tal como se utiliza en la
presente, se refiere a la velocidad de disociacién de una
interaccidén anticuerpo-antigeno especifica.

El término “Kp”, tal como se utiliza en la presente, pretende
hacer referencia a 1la constante de disociacidén, que se
obtiene de la proporcién de Kd a Ka (es decir, Kd/Ka) y se
expresa como una concentracidén molar (M). Los valores Ky para
los anticuerpos se pueden determinar usando métodos Dbien
establecidos en 1la técnica tales como la resonancia de
plasmones (BIAcore®), ELISA y KINEXA. Un método preferido
para determinar la Kp de un anticuerpo se constituye mediante
el wuso de una resonancia de plasmones superficiales,
preferentemente utilizando un sistema de biosensor, tal como
un sistema Biacore® o mediante ELISA. Tipicamente, estos
métodos se efectuan a 25 ° o 37 °C. Los anticuerpos para uso
terapéutico generalmente poseeran una Kp cuando se determina
por resonancia de plasmones superficiales de 50 nM o menos o
mas tipicamente 1 nM o menos a 25 ° o 37 °C.

“Etiqueta” o un “resto detectable”, tal como se utiliza en la
presente, se refiere en términos generales a una composicidn
que se puede detectar con medios espectroscédpicos,
fotoquimicos, bioquimicos, inmunoquimicos, gquimicos u otros

medios fisicos.
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“Rigurosidad baja”, “rigurosidad media”, “rigurosidad alta” o
“condiciones de rigurosidad muy alta", tal como se utiliza en
la presente, se refiere en términos generales a condiciones
de lavado e hibridacidén de acidos nucleicos. Las directrices
para realizar las reacciones de hibridacidén se pueden
encontrar en Ausubel, et &4l., Short Protocols in Molecular
Biology (5a ed.) John Wiley & Sons, NY (2002). Los ejemplos
de condiciones de hibridacién especificas incluyen, entre
otros: (1) condiciones de hibridacién con rigurosidad baja en
6 X de cloruro de sodio/citrato de sodio (SSC) a
aproximadamente 45 °C, seguido de dos lavados en 0. 2XSSC,
SDS al 0.1 % al menos a 50 °C. (la temperatura de los lavados
puede aumentarse a 55 °C para condiciones con rigurosidad
baja); (2) condiciones de hibridacidén con rigurosidad media
en 6XSSC a aproximadamente 45 °C, seguido de uno o més
lavados en 0. 2X SSC, SDS al 0. 1% a 60 °C; (3) condiciones
de hibridacién con rigurosidad alta en 6XSSC a
aproximadamente 45 °C, seguido de uno o mas lavados en 0.
2X. SSC, sSDS al 0.1 % a 65 °C; y (4) las condiciones de
hibridacidén con rigurosidad muy alta son 0. 5M de fosfato
sédico, SDS al 7 % a 65 °C, seguido de uno o més lavados a
0.2XSSC, v SDS al 1 % a 65° C.

“Mamifero”, tal como se utiliza en la presente, se refiere en
términos generales a cualquiera y todos los animales
vertebrados de sangre caliente de la clase Mamiferos, incluso
los seres humanos, caracterizados por una capa de pelo sobre
la piel y, en las hembras, glandulas mamarias productoras de
leche para alimentar a las c¢rias. Algunos ejemplos de
mamiferos incluyen, entre otros, alpacas, armadillos,

capibaras, gatos, camellos, chimpancés, chinchillas, ganado,
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perros, cabras, gorilas, hamsteres, caballos, seres humanos,
lémures, llamas, ratones, primates no humanos, cerdos, ratas,
ovejas, musaraflas, ardillas y tapires y ratones de campo. Los
mamiferos incluye, entre otros, especies Dbovina, canina,
equina, felina, murina, ovina, porcina, primate y roedor. EL
mamifero también incluye cualgquiera y todos los enumerados en
las Especies de mamiferos del mundo (Mammal Species of the
World) administradas por el Museo Nacional de Historia
Natural del Instituto Smithsoniano, en Washington D.C.
“Anticuerpo multiespecifico” se refiere a un anticuerpo con 2
o més regiones de unién al antigeno. Esto incluye anticuerpos
biespecificos. Estas regiones de unién al antigeno puede
unirse a diferentes antigenos o a diferentes epitopos del
mismo antigeno.

“Molécula de &cido nucleico de origen natural”, tal como se
utiliza en la presente, se refiere en términos generales a
una molécula de ARN o ADN gque tiene una secuencia de
nucledtidos que se produce en la naturaleza (p. ej., codifica
una proteina natural).

“Acido nucleico” o “secuencia de &cido nucleico”, tal como se
utiliza en la presente, se refiere en términos generales a un
oligonucledétido de ribonucledtido desoxi o ribonucledtido en
forma de cadena simple o doble. El1 término abarca &cidos
nucleicos, es decir, oligonucledétidos, que contienen analogos
conocidos de nucledétidos naturales. El1 término también abarca
estructuras parecidas a 4cido nucleico con estructuras
principales sintéticas. A menos que se indigque lo contrario,
una secuencia &cidos nucleicos en particular también abarca
implicitamente las variantes modificadas de manera

conservadora de esta (por ejemplo, sustituciones de codones
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redundantes) y secuencias complementarias asi como también la
secuencia 1indicada de manera explicita. El término &cido
nucleico se wutiliza indistintamente con gen, ADNc, ARNm,
oligonucledétido y polinucledtido.

“Unido operativamente”, tal como se utiliza en la presente,
se refiere en términos generales a cuando dos fragmentos de
ADN se unen de tal manera que las secuencias de aminoacidos
codificadas por los dos fragmentos de ADN permanecen dentro
del marco.

“Paratopo”, tal como se utiliza en la presente, se refiere en
términos generales a la parte de un anticuerpo que reconoce
un antigeno (p. ej., el sitio de unidén al antigeno de un
anticuerpo). Los pardtopos pueden ser una pequefia regidédn (p.
ej., 15-22 aminoacidos) de 1la regién Fv del anticuerpo vy
pueden contener partes de las cadenas ligera y pesada del
anticuerpo. Véase Goldsby, et &l. Antigens (capitulo 3)
Immunology (5% Ed.) Nueva York: W. H. Freeman y Company,
paginas 57-75.

“Paciente” o “sujeto” o “receptor”, “individuo”, o “individuo
tratado” se utilizan de manera intercambiable en la presente,
y hacen referencia en términos generales a cualquier animal
que necesita tratamiento ya sea para aliviar un estado de 1la
enfermedad o para prevenir la aparicidén o reaparicidén de un
estado de enfermedad. Ademés, “paciente”, tal como se utiliza
en la presente, se refiere en términos generales a cualquier
animal que tiene factores de riesgo, antecedentes de
enfermedad, susceptibilidad, sintomas y signos, que fue
diagnosticado previamente, qgue corre riesgo de contraer una
enfermedad o que es miembro de una poblacidén de pacientes de

una enfermedad. El paciente puede ser un paciente clinico tal
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como un ser humano o un paciente veterinario tal como un
animal de compafiia, domesticado, de ganado, exdético o de
zooldgico.

“Polipéptido”, “péptido” y “proteina” se utilizan de forma
indistinta y se refieren en términos generales a un polimero
de residuos de aminoacidos de cualquier longitud,
independientemente de la modificacidén (p. ej., fosforilaciédn
o glicosilacidén). Los términos se aplican a polimeros de
aminodcidos donde uno o méas residuos de aminocdcidos es un
andlogo o mimético de un aminocdcido de origen natural
correspondiente, asi como a polimeros de aminocacidos de
origen natural. Los términos se aplican a polimeros de
aminoadcidos en los que uno o méas residuos de aminodcidos son
un mimético quimico artificial de un aminodcido de origen
natural correspondiente, asi como también a polimeros de
aminoadcidos de origen natural y polimeros de aminodcidos de
origen no natural. Los polipéptidos pueden modificarse, por
ejemplo, por la adicidén de residuos de carbohidratos para
formar glicoproteinas. Los términos “polipéptido”, “péptido”
y “proteina” incluyen de forma expresa glicoproteinas, asi
como también no glicoproteinas.

“Promotor”, tal como se utiliza en la presente, se refiere en
términos generales a una serie de secuencias de acido
nucleico que dirigen la transcripcidén de un &cido nucleico.
Tal como se utiliza en la presente, un promotor incluye
secuencias de &cidos nucleicos necesarias cercanas al sitio
de inicio de la transcripcidn, tales como, en el caso de un
promotor de polimerasa tipo II, un elemento TATA. Un promotor
también incluye opcionalmente elementos blogqueadores o)

potenciadores distales, que se pueden ubicar hasta a varios



10

15

20

25

30

miles de pares de Dbases del sitio de inicio de 1la
transcripcidén. Un promotor "constitutivo" es un promotor gue
es activo en la mayoria de las condiciones ambientales y de
desarrollo. Un promotor "inducible"™ es un promotor que es
activo en regulacidén ambiental y de desarrollo.

"Cantidad profilédcticamente eficaz", tal como se utiliza en
la presente, se refiere en términos generales a la cantidad
de un compuesto que, cuando se administra a un paciente para
profilaxis de una enfermedad o prevencidén de la reaparicidn
de una enfermedad, es suficiente para llevar a cabo dicha
profilaxis para la enfermedad o reaparicién. La cantidad
profiladcticamente eficaz puede ser una cantidad eficaz para
prevenir la incidencia de signos y/o sintomas. La “cantidad
profiladcticamente eficaz” puede variar dependiendo de 1la
enfermedad y su gravedad y la edad, peso, historia médica,
predisposicién a afecciones, afecciones preexistentes del
paciente que serd tratado.

“Wacuna profiladctica” vy/o “vacunacidén profildctica” hace
referencia a una vacuna utilizada para prevenir una
enfermedad o sintomas asociados con una enfermedad tal como
un cancer o una afeccidén infecciosa.

“Profilaxis”, tal como se utiliza en la presente, se refiere
en términos generales a un curso de terapia donde no hay
signos y/o sintomas presentes en el paciente, se encuentran
en remisidén o estuvieron presentes anteriormente en un
paciente. La profilaxis incluye evitar que se produzca una
enfermedad después del tratamiento de una enfermedad en un
paciente. Ademads, la prevencidn incluye tratar pacientes que
potencialmente pueden desarrollar la enfermedad,

especialmente pacientes que son susceptibles a la enfermedad
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(p. ej., miembros de una poblacidn de pacientes gque tienen
factores de riesgo o se encuentran en riesgo de desarrollar
la enfermedad) .

“Recombinante”, tal como se wutiliza en la presente, se
refiere en términos generales a un producto, p. ej., a una
célula, 4&cido nucleico, proteina o vector, indica que la
célula, &cido nucleico, proteina o vector ha sido modificado
mediante la introduccidén de una proteina o &cido nucleico
heterdlogo, o mediante la alteracidén de una proteina o &acido
nucleico natural, o gque la célula deriva de una célula
modificada de este modo. Por 1lo tanto, por ejemplo, las
células recombinantes expresan genes dgue no se encuentran
dentro de la forma natural (no recombinante) de la célula o
expresan genes naturales que de lo contrario se expresan de
forma andémala, se subexpresan o no sSe expresan en lo
absoluto.

La expresidén “anticuerpo humano recombinante”, tal como se
usa en la presente, incluye todos los anticuerpos humanos que
se preparan, expresan, crean o aislan por medios
recombinantes, tales como (a) anticuerpos aislados de un
animal (p. ej., un ratén) que es transgénico o
transcromosomal para genes de inmunoglobulina humana o un
hibridoma preparado a partir de estos (que se describe
adicionalmente mas adelante), (b) anticuerpos aislados de una
célula hospedadora transformada para expresar el anticuerpo
humano, p. ej., de un transfectoma, (c) anticuerpos asilados
de una biblioteca combinatoria de anticuerpos recombinantes,
humanos y (d) anticuerpos preparados, expresados, creados o0
asilados por otros medios que implican corte y empalme de

secuencias de genes de inmunoglobulina humana a otras
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secuencias de ADN. Dichos anticuerpos humanos recombinantes
presentan regiones variables en las que las regiones marco y
CDR derivan de secuencias de inmunoglobulina de linea
germinal humana. En determinadas modalidades, sin embargo,
tales anticuerpos humanos recombinantes pueden ser sometidos
a mutagénesis in vitro (o mutagénesis somética in vivo cuando
se utiliza un animal transgénico para secuencias Ig humanas)
y por lo tanto las secuencias de aminocdcidos de las regiones
Vy v Vi, de los anticuerpos recombinantes son secuencias que,
aungue derivan de y se relacionan a las secuencias VH y VL de
la linea germinal humana puede gue no existan naturalmente
dentro del repertorio de la linea germinal del anticuerpo
humano in wvivo

“Secuencia sefial” o “péptido sefial”, tal como se utiliza en
la presente, se refiere en términos generales a un péptido
que contiene aproximadamente 15 o méds aminodcidos que se
produce en el extremo N de polipéptidos secretores y unidos a
la membrana y que contiene una gran cantidad de residuos de
aminoadcidos hidrofdébicos. Por ejemplo, una secuencia sefial
contiene al menos aproximadamente 10-30 residuos de
aminoadcidos, preferentemente aproximadamente 15-25 residuos
de aminoadcidos, mé&s preferentemente aproximadamente 18-20
residuos de aminocdcidos e incluso mas preferentemente
aproximadamente 19 residuos de aminoadcidos, y tiene al menos

aproximadamente 35-65 %, preferentemente aproximadamente 38-

\O

50 % e incuso més preferentemente aproximadamente 40-45 % de
residuos de aminoadcidos hidrofdébicos (p. ej., valina,
leucina, isoleucina o fenilalanina). Una “secuencia sefial”,

también denominada en la técnica “péptido sefial”, sirve para
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dirigir un polipéptido que contiene dicha secuencia hacia una
bicapa lipidica, y se escinde y se secreta.

7

“Se une especificamente (o selectivamente)” a un anticuerpo,
“es especificamente (o selectivamente) inmunoreactivo con” o
“interactia o se une especificamente”, tal como se utiliza en
la presente, se refiere en términos generales a una proteina
o péptido (u otro epitopo), vy se refiere, en algunas
modalidades, a una reaccidén de unidn que es determinante de
la presencia de la proteina en una poblacidén heterogénea de
proteinas y otras biologias. Por ejemplo, en las condiciones
designadas de inmunoensayo, los anticuerpos especificados se
unen a una proteina particular al menos dos veces mayores gue
el fondo (sefial no especifica) y no se unen sustancialmente
en una cantidad significativa a otras proteinas presentes en
la muestra. Normalmente, una reaccidén especifica o selectiva
es al menos dos veces la sefial o el ruido de fondo y méas
tipicamente mas de aproximadamente de 10 a 100 wveces el
fondo.

"Hibridable especificamente" y "complementario", tal como se
utilizan en la presente, se refieren en términos generales a
un acido nucleico que puede formar enlaces hidrdégeno con otra
secuencia de acido nucleico por tipos Watson-Crick
tradicionales u otros tipos no tradicionales. La energia
libre de unidén para una molécula de &cido nucleico con su
secuencia complementaria es suficiente para permitir gque la
funcidén relevante del acido nucleico continte, p. ej., la
actividad del ARNi. La determinacién de energias de uniédn
libres para moléculas de Aacidos nucleicos se conoce en la
técnica. (Véase, por ejemplo, Turner, et al. CSH Symp. Quant.

Biol. LII: 123-33 (1987); Frier, et &l. PNAS 83: 9373-77
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1986); Turner, et &4l. J. Am. Chem. Soc. 109:3783-85 (1987)).
Un porcentaje de complementariedad indica el porcentaje de
residuos contiguos en una molécula de A&cido nucleico que
pueden formar enlaces hidrbégeno (p. ej., pares de bases
Watson-Crick) con una segunda secuencia de &acido nucleico (p.
ej., aproximadamente al menos 5, 6, 7, 8, 9, 10 de 10 son
aproximadamente al menos 50 %, 60 %, 70 %, 80 %, 90 % y 100 %
complementarias, inclusive). "Perfectamente complementario" o
100 % complementarios se refiere en términos generales a
todos los residuos contiguos de un enlace hidrdégeno de
secuencia de &cido nucleico con la misma cantidad de residuos
contiguos en una segunda secuencia de &cido nucleico.
"Complementariedad sustancial" se refiere a cadenas de
polinucledétidos que presentan aproximadamente al menos 90 %
de complementariedad, excluyendo las regiones de las cadenas
de polinucledtidos, por ejemplo excedentes, que se
seleccionan para ser no complementarias. La unidén especifica
requiere un grado suficiente de complementariedad para evitar
la unidén no especifica del compuesto oligomérico a secuencias
no diana en condiciones en las cuales se desea una unidn
especifica, es decir, en condiciones psicoldgicas en el caso
de ensayos o tratamiento terapéutico in vivo, o en el caso de
ensayos 1in vitro, en las condiciones en las cuales se
realizan los ensayos. Las secuencias no diana normalmente
difieren en al menos 5 nucledtidos.

“Signos” de enfermedad, tal como se utiliza en la presente,
se refiere en términos generales a cualquier anomalia que
indica enfermedad, detectable en el examen del paciente; una
indicacién objetiva de enfermedad, a diferencia de un

sintoma, que es una indicacién subjetiva de enfermedad.
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“Soporte sdélido”, “soporte” 'y “sustrato”, tal como se
utilizan en la presente, se refieren en términos generales a
cualguier material que proporcione una estructura sdélida o
semisdélida con la cual se puede unir otro material, incluso,
entre otros, soportes lisos (p. ej., superficies de metal,
vidrio, pléstico, silicona y cerdmica) asi como materiales
texturizados y porosos.

“Ectodominio (ECD) soluble” o “ectodominio” o
“molécula (s) /proteina(s) de VISTA solubles” de VISTA como se
utiliza en 1la presente, significa moléculas de VISTA no
unidas a la superficie celular y cualquier parte de estas,
que incluye, de modo no taxativo: proteinas de fusién VISTA o
proteinas de fusidén de ECD-Ig VISTA, donde el dominio
extracelular VISTA o fragmento de este se fusiona con un
resto de inmunoglobulina (Ig) que hace que la molécula de
fusién se vuelva soluble, o fragmentos y derivados de esta,
proteinas con el dominio extracelular de VISTA fusionado o
unido a una parte de una proteina bioldgicamente activa o
quiméricamente activa tal como el producto génico E7 del
virus del papiloma, el antigeno p97 asociado al melanoma o
proteinas del env del VIH, o fragmentos y derivados de estas;
proteinas de fusidén hibridas (quiméricas) tales como VISTA-
Ig, o fragmentos y derivados de estas. Dichas proteinas de
fusidén se describen mas detalladamente a continuacidn.
“Molécula (s) /proteina(s) de VISTA soluble” en la presente
incluye también moléculas VISTA sin el dominio transmembrana
para hacer que la proteina se vuelva soluble o fragmentos vy
derivados de esta; fragmentos, partes o derivados de esta, y
moléculas mutantes VISTA solubles. Las moléculas de VISTA

solubles utilizadas en los métodos de acuerdo con al menos
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algunas modalidades de la invencidn pueden incluir o no una
secuencia de péptido sefial (lider).

“Sujeto” o “paciente” o “individuo” en el contexto de 1la
terapia o diagndéstico en la presente incluye cualquier animal
humano o no humano. La expresién “animal no humano” incluye
todos los vertebrados, por ejemplo, mamiferos y no mamiferos,
tales como primates no humanos, ovejas, perros, gatos,
caballos, wvacas, pollos, anfibios, reptiles, etc., es decir,
cualgquiera adecuado para ser tratado de acuerdo con la
presente invencién incluye, de modo no taxativo, sujetos
mamiferos y aves, y son preferentemente mamiferos. Cualquier
sujeto mamifero que necesita ser tratado de acuerdo con la
presente invencidén es adecuado. Los sujetos humanos de ambos
géneros y en cualquier etapa de desarrollo (es decir, recién
nacido, nifo, joven, adolescente y adulto) ©pueden ser
tratados de acuerdo con la presente invencién. La presente
invencidén también se puede llevar a cabo en sujetos animales,
particularmente sujetos mamiferos tales como ratones, ratas,
perros, gatos, ganado, cabras, ovejas y caballos con fines
veterinarios, vy con fines de andlisis de farmacos vy de
desarrollo de féarmacos. “Sujetos” se utiliza indistintamente
con “individuos” y “pacientes”.

"Sustancialmente libres de precursores quimicos u otros
quimicos", tal como se utiliza en la presente, se refiere en
términos generales a preparaciones de proteina VISTA en las
cuales la proteina se separa de precursores gquimicos u otros
quimicos implicados en la sintesis de la proteina. En una
modalidad, la frase "sustancialmente libres de precursores
quimicos u otros quimicos" incluye preparaciones de proteina

o)

VISTA que tienen menos de aproximadamente el 30 % (en peso
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seco) de precursores quimicos o quimicos distintos de VISTA,
mas preferentemente menos de aproximadamente el 20 % de
precursores quimicos o quimicos distintos de VISTA, aun mas

de

o°

preferentemente menos de aproximadamente el 10
precursores quimicos o quimicos distintos de VISTA, y mas
preferentemente menos de aproximadamente el 5% de
precursores quimicos o quimicos distintos de VISTA.
“Sintomas” de enfermedad, tal como se utiliza en la presente,
se refiere en términos generales a cualquier fendémeno mérbido
o salida de lo normal en estructura, funcidédn o sensacidn,
experimentado por el paciente y que indica enfermedad.
"Célula T", tal como se utiliza en la presente, se refiere en
términos generales a células T CD4+ y células T CD8+. E1
término célula T también incluye células T de tipo 1
auxiliares T y células T de tipo 2 auxiliares T.

“Terapia”, “terapéutico”, “que trata” o “tratamiento”, tal
como se wutiliza en la presente, se refiere en términos
generales a tratar una enfermedad, detener o reducir el
desarrollo de 1la enfermedad o sus sintomas clinicos, y/o
aliviar la enfermedad, provocando la regresidén de la
enfermedad o) sus sintomas clinicos. Terapia abarca
profilaxis, tratamiento, remedio, reduccién, alivio y/o
proporcionar alivio de una enfermedad, signos y/o sintomas de
una enfermedad. Terapia abarca un alivio de los signos y/o
sintomas en pacientes con signos y/o sintomas de enfermedad
en curso (p. ej., inflamacidén, dolor). Terapia también abarca
“profilaxis”. El término “reducido”, con fines de terapia, se
refiere en términos generales a la reduccidén <clinica
significativa de los signos vy/o sintomas. Terapia incluye

tratar recaidas o signos y/o sintomas recurrentes (p. ej.,
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inflamacidén, dolor). Terapia abarca, entre otros, disipar la
aparicién de signos y/o sintomas en cualquier momento asi
como reducir los signos y/o sintomas existentes y eliminar
los signos y/o sintomas existentes. Terapia incluye tratar
enfermedad crénica (“mantenimiento”) y enfermedad aguda. Por
ejemplo, tratamiento incluye tratar o prevenir recaidas o la
recurrencia de signos y/o sintomas (p. ej., inflamacidn,
dolor) .

“Célula Treg” (a veces también denominadas células T
supresoras o células Treg inducibles o iTregs), tal como se
utiliza en la presente, se refiere a una subpoblacién de
células T que modulan el sistema inmunitario y mantienen la
tolerancia a autoantigenos y pueden detener enfermedades
autoinmunitarias. Las células T reguladoras Foxp3*® CD4*CD25*
(Tregs) son fundamentales para mantener la tolerancia
periférica en condiciones normales.

“Dominio transmembrana”, tal como se utiliza en la presente,
se refiere en términos generales a una secuencia de
aminodcidos de aproximadamente 15 residuos de aminodcidos de
longitud que abarca la membrana plasmatica. Mas
preferentemente, un dominio transmembrana incluye
aproximadamente al menos 20, 25, 30, 35, 40 o 45 residuos de
aminoacidos y abarca la membrana plasmética. Los dominios
transmembrana son ricos en residuos hidrofdbicos y
normalmente tienen una estructura helicoidal . En una

a
modalidad, al menos el 50 %, 60 %, 70 %, 80 %, 90 %, 95

o\

o)
mads de los aminodcidos de un dominio transmembrana son
hidrofébicos, p. ej., leucinas, 1isoleucinas, tirosinas o

triptdédfanos. Los dominios transmembrana se describen en, por
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ejemplo, Zagotta, et &l. Annu. Rev. Neurosci. 19:235-263
(19906) .

“Animal transgénico”, tal como se utiliza en la presente, se
refiere en términos generales a un animal no humano,
preferentemente un mamifero, mas preferentemente un ratdn, en
el cual una o més de las células del animal incluyen un
“transgén”. El1 término “transgén” se refiere a ADN exdgeno
que estd integrado en el genoma de una célula a partir del
cual se desarrolla un animal transgénico y gque permanece en
el genoma del animal maduro, por ejemplo dirigiendo 1la
expresién de un producto génico codificado en uno o més tipos
de células o tejidos del animal transgénico.

“Falta de respuesta”, tal como se utiliza en la presente, se
refiere en términos generales a 1la refractividad de las
células inmunitarias a la estimulacién, P. ej., la
estimulaciédn mediante un receptor de activacién o una
citocina. La falta de respuesta puede ocurrir, p. ej., debido
a la exposicidén a inmunosupresores o altas dosis de antigeno.
"Regidn variable" o "VR", tal como se utiliza en la presente,
se refiere en términos generales a los dominios dentro de
cada par de cadenas ligera y pesada en un anticuerpo dgue
estan directamente involucrados en la unidén del anticuerpo al
antigeno. Cada cadena pesada tiene en un extremo un dominio
variable (Vy) seguido de una cantidad de dominios constantes.
Cada cadena ligera tiene wun dominio wvariable (Vi) en un
extremo y un dominio constante en su otro extremo; el dominio
constante de la cadena ligera estd alineado con el primer
dominio constante de la cadena pesada, y el dominio variable
de cadena ligera estd alineado con el dominio variable de 1la

cadena pesada.
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“VWector”, tal como se utiliza en la presente, se refiere en
términos generales a una molécula de acido nucleico capaz de
transportar otra molécula de acido nucleico a la cual ha sido
unida. Un tipo de vector es un “pléasmido”, lo qgue hace
referencia a un bucle de ADN de doble cadena circular al que
se pueden ligar segmentos de ADN adicionales. Otro tipo de
vector es un vector viral, en el qgque los segmentos de ADN
adicionales se pueden ligar en el genoma viral. Determinados
vectores pueden replicarse de forma autdénoma en una célula
huésped en la gque se introducen (por ejemplo, vectores
bacterianos que tienen un origen bacteriano de replicacién y
vectores episomales de mamiferos). Otros vectores (por
ejemplo, vectores no episomales de mamiferos) estéan
integrados en el genoma de una célula hospedadora luego de la
introduccién en la célula hospedadora, vy desde alli se
replican junto con el genoma hospedador. Ademds, determinados
vectores pueden dirigir la expresidédn de genes a los que se
encuentran unidos de forma operativa. Los vectores en la
presente se denominan "vectores de expresidén recombinantes" o
simplemente "vectores de expresidédn". En general, los vectores
de expresidén de utilidad en las técnicas de ADN recombinante
suelen encontrarse en forma de pléasmidos. En la presente
memoria descriptiva, “plésmido” y “wvector” se pueden utilizar
de forma indistinta, ya que el plésmido es la forma de vector
mas comunmente utilizada. Sin embargo, la invencidén incluye
otras formas de vectores de expresidn, como vectores virales
(p. ej., retrovirus, adenovirus y virus adenoasociados sin
capacidad de replicacién), que cumplen funciones
equivalentes. Las técnicas y procedimientos por lo general se

llevan a cabo mediante métodos convencionales bien conocidos
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en la técnica y tal como se describe en varias referencias
generales y mas especificas que se citan y discuten a 1lo
largo de la presente memoria descriptiva. Véase, por ejemplo,
Sambrook et 4l. Molec. Cloning: Lab. Manual [3a Ed] Cold
Spring Harbor Laboratory Press (2001). Se pueden utilizar
técnicas estdndares para el ADN recombinante, la sintesis de
oligonucledétidos y el cultivo y la transformacidén de tejidos
(por ejemplo, electroporacidén, lipofeccidn). Las reacciones
enzimdticas y las técnicas de purificacidén se pueden realizar
de acuerdo con las especificaciones del fabricante, o como se
realiza comunmente en la técnica o como se describe en la
presente.

Tras haber definido determinados términos vy expresiones
utilizados en la presente solicitud, se describiran
adicionalmente mas adelante los anticuerpos anti-VISTA vy
fragmentos de anticuerpos de unidén al antigeno y métodos para
la produccidén y uso de estos, los cuales se incluyen dentro
de la invenciédn.

La presente invencidén se refiere a anticuerpos y fragmentos
de anticuerpos que comprenden una regidén de unidn al antigeno
que se une al supresor de la activacidén de células T de Ig de
dominio V (VISTA). VISTA es un regulador del punto de control
que suprime de manera negativa las respuestas inmunitarias.
Véase Wang et &l., "VISTA, a novel mouse Ig superfamily
ligand that negatively regulates T cell responses," J. Exp.
Med., 208(3) 577-92 (2011). Esta proteina se expresa en
neutré6filos humanos normales, monocitos vy subconjuntos de
células T. Ademéas, las células de monos cynomolgus expresan

VISTA en un patrdén similar a las células humanas normales.
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VISTA también se expresa en las células de sangre periférica,
por ejemplo, de pacientes con céancer.

La unidén de un anticuerpo anti-VISTA antagonista o fragmento
de anticuerpo a VISTA de acuerdo con la invencidn
antagonizarad al menos uno de los efectos de VISTA en la
inmunidad, suprimiendo de ese modo los efectos supresores de
VISTA en la inmunidad, por ejemplo, inmunidad de células T
y/0 expresién de citocinas. Por contraste, la unién de un
anticuerpo anti-VISTA agonista o fragmento de anticuerpo a
VISTA de acuerdo con la invencidén agonizaréd, provocard o
imitard al menos uno de los efectos de VISTA en la inmunidad
promoviendo de ese modo al menos uno de los efectos
supresores de VISTA en la inmunidad, por ejemplo, la
supresién de la inmunidad de células T o la supresidén de la
expresién de citocinas proinflamatorias especificas o su
efecto promotor de la expresidn de determinados
quimioatrayentes y quimiocinas.

Estos fragmentos de anticuerpo incluyen, a modo de ejemplo,
fragmentos de anticuerpo Fab, F(ab'), y scFv. Estos
anticuerpos o fragmentos de anticuerpos pueden comprender una
regidén constante de anticuerpo o fragmento o variante de
esta. Estos anticuerpos y fragmentos de anticuerpos incluyen
los que se unen a proteinas VISTA expresadas en células
hematopoyéticas 'y otras células, por ejemplo, células
mieloides y/o linfocitos, monocitos, neutré6filos células T,
linfocitos citoliticos naturales (NK), linfocitos citoliticos
T naturales (NKT), una célula tumoral y/o en el microambiente
del tumor (TME). El1 microambiente del tumor es el ambiente

celular del tumor. Puede incluir células inmunes
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circundantes, fibroblastos, wvasos sanguineos, otras células,
moléculas de sefializacidén y la matriz extracelular.

Los anticuerpos que bloquean o inhiben los efectos de VISTA
se pueden utilizar para mejorar las respuestas inmunitarias
humanas, en particular las respuestas inmunitarias a las
neoplasias malignas e infeccidén. Por el contrario, 1las
moléculas que agonizan VISTA tales como VISTA soluble, por
ejemplo VISTA-Ig y los anticuerpos VISTA antihumanos
agonistas y fragmentos de la presente se pueden utilizar para
suprimir las respuestas i1nmunitarias humanas no deseadas
tales como las respuestas autoinmunitarias alérgicas, de
GVHD, de sepsis o inflamatorias indeseadas

La presente solicitud proporciona anticuerpos VISTA
antihumanos agonistas y antagonistas novedosos inclusive 1los
que comprenden las mismas CDR que cualquiera de 1los
anticuerpos VISTA antihumanos con las secuencias mostradas en
la Figura 4. Si bien antes de la presente invencidén se habia
informado en la literatura una cantidad de anticuerpos VISTA
antihumanos antagonistas, no se habia informado ningun
anticuerpo VISTA antihumano agonista o) fragmento de
anticuerpo.

Como se divulga en los ejemplos experimentales que siguen,
los 1inventores inicialmente produjeron 2 anticuerpos VISTA
antihumanos guiméricos derivados de un anticuerpo VISTA
antihumano murino (lE8 con las secuencias de la Figura 4) que
respectivamente contienen regiones constantes humanas de IgG2
sin modificaciones o regiones constantes de IgG2 donde el
residuo de cisteina en la posicidén 127 de la cadena kappa
cambidé a un residuo de serina. Tal como se muestra en 1los

Ejemplos y las Figuras a las que se hace referencia alli, se
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descubridé que ambos anticuerpos agonizaban o imitaban los
efectos supresores de VISTA en la inmunidad con base al menos
en (i) su capacidad de reducir la expresidén de ciertas
citocinas proinflamatorias tales como IL-2, IL-4, IL-6, IL-
17, factor estimulante de colonias de macrofagos y
granulocitos (GM-CSF) y factor alfa de necrosis tumoral (TNF-
a) asi como reducir la expresidén de ciertas qguimiocinas o
quimioatrayentes tales como KC (quimiocina derivada de
queratinocito) o MIP-2 (proteina 2 inflamatoria de
macrédfagos); (ii) suprimir la actividad de células T en un
modelo de GVHD y (iii) suprimir las respuestas de células T
impulsadas por CD3.

Ademds, después de aislar estos 2 anticuerpos agonistas, se
obtuvieron otros 10 anticuerpos VISTA antihumanos agonistas
quiméricos que contienen regiones Fc o constantes de IgG2
humana usando métodos andlogos. Estos anticuerpos se
obtuvieron de los anticuerpos a los que se hace referencia en
la presente como GG8, VSTB95 (INX903), VSTB103 (INX904),
VSTB53 (INX905), VSTBO92 (INX908), VSTB50 (INXS00),
VSTB56 (INX901), VSTB63 (INX902), VSTB54 (INX906) N
VSTB66 (INX907) (con las secuencias en la Figura 4).
Particularmente, estos anticuerpos VISTA antihumanos
quiméricos tienen las secuencias variables mostradas en la
Figura 4 vy regiones constantes de IgG2 humana. Como se
informa en las Tablas de Resumen 1 y 2 gque siguen, estos
anticuerpo VISTA antihumanos, al evaluarse por el uso de
agrupacidén de anticuerpos, demostraron unirse a 2 grupos de
epitopos diferentes designados Grupo 1 y Grupo 2. Como se

describe en la Figura 4, el epitopo gque corresponde al Grupo
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2 incluye residuos en 2 péptidos diferentes presentes en
VISTA humano, es decir, NLTLLDSGL y VQTGKDAPSNC.

Como se indica en las Tablas 1 y 2 gque siguen, se descubribd
que estos 12 anticuerpos VISTA antihumanos diferentes eran
inmunosupresores en al menos un modelo de inmunosupresidén vy
muchos en varios modelos de inmunosupresidén. En particular,
se demostrd que INX905, INX908, INX901, INX902 e INX906 eran
inmunosupresores en 2 formatos de ensayo diferentes. Si bien
todos estos anticuerpos eran inmunosupresores y parecian
provocar, promover o agonizar los efectos inmunosupresores de
VISTA, INX901, INX902 e INX906 e INX908 parecen ser 1los méas
inmunosupresores.

Ademds, otros anticuerpos VISTA antihumanos quiméricos que
comprenden dominios constantes de IgG2 humana que contienen
las secuencias variables de otros anticuerpos anti-VISTA
mostrados en la Figura 4 se deben tamizar para determinar sus
propiedades inmunosupresoras Yy su capacidad de agonizar o
imitar los efectos inmunosupresores y de otro tipo de VISTA
humano. En funcidén de los resultados obtenidos a la fecha,
este tamizaje deberia identificar otros anticuerpos VISTA
antihumanos agonistas, particularmente los que se unen al
mismo epitopo. Ademads, los anticuerpos VISTA antihumanos
agonistas de acuerdo con la invencidédn han demostrado ser
eficaces (inmunosupresores) en varios modelos de enfermedad
animal autoinmune e inflamatoria inclusive artritis, lupus o
SLE, GVHD, enfermedad inflamatoria intestinal (IBD) o}
colitis, enfermedad infecciosa crbédnica % aguda o
hepatotoxicidad y ©psoriasis. En funcidédn de esto, los
anticuerpos agonistas VISTA antihumanos de la presente

deberian ser adecuados para usarse en el tratamiento
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terapéutico y profilactico de afecciones autoinmunitarias,
alérgicas e inflamatorias.

Como se destaca, los anticuerpos VISTA antihumanos de IgG2
quiméricos con las secuencias mostradas en la Figura 4
demostraron ser inmunosupresores en diferentes modelos de
inmunosupresidén. Estos anticuerpos ademds provocan estos
efectos inmunosupresores en una forma inmunomoduladora
especifica en vez de efectuando el agotamiento de tipos
especificos de células T o agotando las células T en general.
Como se muestra en mas detalle en los ejemplos, 1los
anticuerpos VISTA antihumanos agonistas de IgG2 quiméricos
que contienen una mutacién en la regidén bisagra provocaron
sustancialmente los mismos efectos supresores en la
inmunidad, es decir, la mutacién dentro de la regidn
constante de IgG2 parecid no provocar mejora en la supresidn
en las condiciones experimentales evaluadas. Por el
contrario, ambas formas IgG2A e IgG2 B y las mezclas de estas
provocaron los mismos efectos inmunosupresores. Ademds, en
funcién de los experimentos divulgados en los ejemplos,
pareceria que la unidén de FcyR puede contribuir a las
propiedades agonistas de los anticuerpos VISTA antihumanos en
cuestidén. En particular, se descubridé que la inclusidén de
regiones constantes de IgG2 silenciosas eliminaron 1las
propiedades inmunosupresoras de 1los anticuerpos agonistas
evaluados. En funcidédn de estos resultados, se realiza la
hipdétesis de que uno o mas FcyR pueden afectar las
propiedades agonistas de estos anticuerpos y, en particular,
se realiza la hipdtesis de que la unidén de FcyRIIA (CD32 o
CD32A) o FcyRIIB (CD32B) puede estar implicada en las
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propiedades agonistas de los anticuerpos agonistas en
cuestidn.

Usando los mismos métodos, se espera gque se puedan obtener
otros anticuerpos VISTA antihumanos de IgG2, por ejemplo,
otros derivados de anticuerpos VISTA antihumanos con las
secuencias mostradas en la Figura 4. Como se menciond, se
obtuvieron 12 anticuerpos VISTA antihumanos agonistas a la
fecha inclusive los que tienen las secuencias contenidas en
la Figura 4. En funcidén de estos resultados se anticipa que
se pueden generar otros anticuerpos VISTA antihumanos
agonistas y se puede demostrar que son inmunosupresores.
También se anticipa que se pueden generar otros anticuerpos
VISTA antihumanos agonistas que se unen al mismo epitopo o a
uno superpuesto y/0 compiten con cualqgquiera de los
anticuerpos que contienen las secuencias mostradas en la
Figura 4. En ejemplos de modalidades, estos anticuerpos se
uniran al epitopo que corresponde a los anticuerpos del Grupo
1 o Grupo 2 o competirdn por unirse a VISTA humano con tales
anticuerpos.

Los métodos para identificar uno o méds epitopos especificos
unidos por un anticuerpo se conocen en la técnica. En los
ejemplos de trabajo, los Solicitantes divulgan la elucidacidn
del epitopo unido por una cantidad de anticuerpos anti-VISTA
de acuerdo con la invencidén. Por lo tanto, en ejemplos de
modalidades, los anticuerpos VISTA antihumanos agonistas de
acuerdo con la invencidn comprenderdn regiones constantes de
IgG2 o fragmentos de estas, de la forma A, forma B o una
mezcla de lo que antecede. En ejemplos de modalidades, estos
anticuerpos se unirdn a uno o mas FcyRs, por ejemplo, se

unirdn al mismo FcyRs que una regidén Fc de IgG2 humana de
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tipo salvaje o intacta. En otros ejemplos de modalidades, el
anticuerpo se unird a CD32 (CD32A vy/o CD32B). Esto puede
lograrse por el uso de regiones constantes de IgG2
modificadas o de tipo salvaje que se unen a CD32 (CD32A y/o
CD32B) . Ademas, el anticuerpo agonista puede modificarse para
incorporar otro polipéptido tal como otro polipéptido Fc o
regién de unidén al antigeno que se une a FcyRs tal como CD32A
y/o CD32B.

Las regiones constantes o Fc de IgG2 contenidas en los
anticuerpos VISTA antihumanos agonistas de la invenciédn
opcionalmente pueden modificarse, por ejemplo, para alterar
la funcién efectora, por ejemplo, para alterar la unidén a
FcR, unién a FcRN, unién al complemento, glicosilacién vy
similares. En particular, las regiones constantes o Fc de
IgG2 contenidas en los anticuerpos VISTA antihumanos
agonistas de la invencidén opcionalmente pueden modificarse
por la conversién de la cisteina en la posiciédn 27 o ademds
opcionalmente por la conversidn de otro residuo de cisteina u
otros residuos, por ejemplo, en la regidén bisagra a otro
aminodcido, por ejemplo, una serina. Otras potenciales
modificaciones de Fc se divulgan a continuacidn.

Estos anticuerpos agonistas VISTA pueden usarse en el
tratamiento o prevencidén de enfermedades o para tratar,
reducir o mejorar los efectos patoldgicos asociados con
estas, ©por ejemplo, inflamacién, en el tratamiento o
prevencidén de afecciones donde la supresidén de la inmunidad
de células T o la expresidén de citocinas proinflamatorias y/o
mayor expresidén de guimiocinas y quimiocatrayentes es
beneficial desde el punto de vista terapéutico o)

profildctico. Estas afecciones incluyen, en particular,
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autoinmunidad, alergia, trastornos inflamatorios, sepsis,
GVHD vy para 1inhibir respuestas inmunitarias de células T
indeseadas contra células, tejidos u o6érganos trasplantados,
tales como células CAR-T o construcciones de terapia génica o
células gque las contienen.

Como se menciond, los ejemplos de afecciones gue pueden
tratarse terapéuticamente o profildcticamente usando un
anticuerpo VISTA antihumano agonista de acuerdo con la
invencién incluyen afecciones autoinmunitarias, afecciones
alérgicas, afecciones inflamatorias, GVHD, trasplante vy
sepsis. Como se menciond, los anticuerpos VISTA antihumanos
agonistas de acuerdo con la invencidén han demostrado ser
terapéuticamente eficaces e inmunosupresores en varios
modelos de enfermedad animal inclusive artritis, enfermedad
inflamatoria intestinal (IBD), lupus, GVHD, infeccidén aguda o
crénica/hepatotoxicidad y modelos de enfermedad psoriédsica.
Por lo tanto, los anticuerpos de la invencidn deberian ser
adecuados para usarse en el tratamiento de afecciones donde
se desea la supresidén de la inmunidad, especialmente la
inmunidad de las células T, desde el punto de vista

terapéutico.

A. USO DE ANTICUERPOS VISTA ANTIHUMANOS AGONISTAS O
ANTAGONISTAS Y FRAGMENTOS DE ESTOS EN LA TERAPIA Y EL
DIAGNOSTICO

Se pueden utilizar composiciones que contienen agonistas de
acuerdo con la invencidén para inhibir la inmunidad de 1las
células T y para tratar afecciones donde esto es
terapéuticamente deseable tal como las afecciones de

autoinmunidad, alergia o inflamatorias. Estas composiciones
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comprenderdn una cantidad de un anticuerpo agonista o
fragmento de anticuerpo de acuerdo con la invencidén eficaz
para suprimir la activacidén o proliferacidédn de células T o
expresién de citocinas u otros efectos de VISTA en un sujeto
que lo necesita. Estas afecciones autoinmunitarias,
inflamatorias y alérgicas incluyen, por ejemplo, condiciones
de artritis tales como RA, artritis psoriédsica, psoriasis,
escleroderma, esclerosis multiple, lupus, IBD, ITP, diabetes,
GVHD, sarcoidosis, asma alérgica, hepatotoxicidad asociada
con hepatitis y para inhibir las respuestas inmunitarias de
células T indeseadas contra células, tejidos u o6érganos
trasplantados, tales como células CAR-T o construcciones de
terapia génica o células que las contienen o similares.

Afecciones especificas donde los anticuerpos de la invencidn
se pueden usar solos o) junto con otros productos
terapéuticos, especialmente otras moléculas inmunosupresoras
incluyen sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA),
atrofia esplénica adquirida, uveitis anterior aguda,
encefalomielitis diseminada aguda (ADEM), artritis gotosa
aguda, leucoencefalitis hemorragica necrotizante aguda,
sinusitis aguda o crodénica, meningitis purulenta aguda (u
otros trastornos inflamatorios del sistema nervioso central),
inflamacidén grave aguda, enfermedad de Addison, adrenalitis,
diabetes mellitus de inicio en adultos (diabetes tipo II),
hipoparatiroidismo idiopatico de inicio en adultos (AOIH),
agammaglobulinemia, agranulocitosis, wvasculitis, inclusive
vasculitis, opcionalmente vasculitis de vasos grandes,
opcionalmente polimialgia reumdtica vy artritis de células
gigantes (de Takayasu), afecciones alérgicas, dermatitis de

contacto alérgica, dermatitis alérgica, angeitis
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granulomatosa alérgica, trastornos de hipersensibilidad
alérgica, neuritis alérgica, reaccidén alérgica, alopecia
areata, alopecia totalis, sindrome de Alport, alveolitis,
opcionalmente alveolitis alérgica o alveolitis fibrosante,
enfermedad de Alzheimer, amiloidosis, esclerosis lateral
amilotrdéfica (ALS; enfermedad de Lou Gehrig), un trastorno
relacionado con eosindéfilos, opcionalmente eosinofilia,
anafilaxis, espondilitis anquilosante, angiectasia, nefritis
mediada por anticuerpos, nefritis Anti-GBM/Anti-TBM,
enfermedades mediadas por el complejo de antigeno y
anticuerpo, enfermedad antimembrana basal glomerular,
sindrome de anticuerpos antifosfolipidos, sindrome
antifosfolipido (APS), aftas, estomatitis aftosa, anemia
apléasica, arritmia, arterioesclerosis, trastornos
ateroesclerdéticos, artritis, opcionalmente artritis
reumatoide tal como artritis aguda o artritis reumatoide
crbnica, artritis crdénica progresiva, artritis deformantes,
escariases, aspergiloma, eosindéfilos que contienen
granulomas, aspergilosis, espermiogénesis, asma,
opcionalmente asthma Dbronchiale, asma bronquial o asma
autoinmune, ataxia telangiectasia, esclerosis atéaxica,
ateroesclerosis, autismo, angiodema autoinmune, anemia
aplasica autoinmune, gastritis atrdéfica autoinmune, diabetes
autoinmune, enfermedad autoinmune de testiculos y ovario que
incluye orquitis y ooforitis autoinmune, trastornos
autoinmunes asociados con la enfermedad del colageno,
disautonomia autoinmune, enfermedad autoinmune del oido,
opcionalmente enfermedad autoinmune del oido interno (AGED),
enfermedades enddcrinas autoinmunes que incluyen tiroiditis

tales como la tiroiditis autoinmune, sindrome de enteropatia
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autoinmune, insuficiencia gonadal autoinmune, pérdida
auditiva autoinmune, hemélisis autoinmune, hepatitis

autoinmune, trastorno hepatoldégico autoinmune, hiperlipidemia

autoinmune, inmunodeficiencia autoinmune, enfermedad
autoinmune del oido interno (AIED), miocarditis autoinmune,
neutropenia autoinmune, pancreatitis autoinmune,
poliendocrinopatias autoinmunes, sindrome poliglandular
autoinmune tipo I, retinopatia autoinmune, plrpura
trombocitopénica inmunitaria (ATP), enfermedad tiroidea
autoinmunitaria, urticaria autoinmunitaria, enfermedades

gastrointestinales mediadas por el sistema inmunitario,
neuropatias axonales y neuronales, enfermedad de Balg,
enfermedad de Behcet, lesidén por reperfusidén-isquemia vy
familiar benigna, angiitis linfocitica benigna, enfermedad de
Berger (nefropatia por IgA), pulmén del cuidador de aves,
ceguera, enfermedad de Boeck, bronquiolitis obliterante (sin
trasplante) contra NSIP [neumonia intersticial no
especifical, bronquitis, aspergilosis bronconeumdénica,
sindrome de Bruton, penfigoide bulloso, sindrome de Caplan,
cardiomiopatia, isquemia cardiovascular, sindrome de
Castleman, enfermedad celiaca, esprue celiaco (enteropatia
por gluten), degeneracidén cerebelosa, isquemia cerebral vy
vascularizacidédn que acompafia la enfermedad, enfermedad de
Chagas, canalopatias, opcionalmente epilepsia, canalopatias
del SNC, coriorretinitis, coroiditis, un trastorno
hematoldégico autoinmune, hepatitis activa crdénica o hepatitis
activa crdénica autoinmune, dermatitis de contacto crénica,
neumonia eosinofilica crdénica, sindrome de fatiga crénica,
hepatitis crénica, neumonitis por hipersensibilidad crénica,

artritis inflamatoria crénica, polineuropatia desmielinizante
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inflamatoria crénica (CIDP), inflamacidn crdénica intratable,
candidiasis mucocuténea crbénica, neuropatia crénica,
opcionalmente polineuropatias de IgM o neuropatia mediada por
IgM, enfermedad obstructiva de las vias respiratorias
crbénica, enfermedad inflamatoria pulmonar crbénica,
osteomielitis crbénica multifocal recurrente (CRMO) ,
tiroiditis crénica (tiroiditis de Hashimoto) o tiroiditis
subaguda, sindrome de Churg-Strauss, penfigoide cicatricial/
penfigoide mucoso benigno, trastornos inflamatorios del SNC,
vasculitis del SNC, enfermedad celiaca, sindrome de Cogan,
enfermedad de aglutininas frias, colitis poliposa, colitis
tales como <colitis wulcerativa, colitis wulcerosa, colitis
colagenosa, afecciones que implican infiltracidén de células T
% respuestas inflamatorias crbnicas, blogqueo cardiaco
congénito, infeccidén por rubéola congénita, anemia positiva
de Coombs, enfermedad de arteria coronaria, miocarditis de
Coxsackie, sindrome de CREST (calcinosis, fendbmeno de
Raynaud), enfermedad de Crohn, crioglobulinemia, sindrome de
Cushing, ciclitis, opcionalmente ciclitis crdénica, ciclitis
heterocrémica, iridociclitis, o ciclitis de Fuch, fibrosis
quistica, toxicidad inducida por citocinas, sordera, artritis
degenerativa, enfermedades desmielinizantes, opcionalmente,
enfermedades desmielinizantes autoinmunes, neuropatias
desmielinizantes, dengue, dermatitis herpetiforme y
dermatitis atdpica, dermatitis gque incluye dermatitis por
contacto, dermatomiositis, dermatosis con componentes
inflamatorios agudos, enfermedad de Devic (neuromielitis
6ptica), trastorno diabético de la arteria mayor, nefropatia
diabética, retinopatia diabética, anemia de Diamond-Blackfan,

fibrosis pulmonar intersticial difusa, cardiomiopatia
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dilatada, lupus discoide, enfermedades que implican
diapédesis de leucocitos, sindrome de Dressler, contractura
de Dupuytren, infeccidén por ecovirus, eccema gue incluye
eccema alérgico o) atdépico, encefalitis tal como la
encefalitis de Rasmussen vy la encefalitis del tronco
encefdlico y/0 limbica, encefalomielitis, opcionalmente

encefalomielitis alérgica o encefalomielitis alérgica vy

encefalomielitis alérgica experimental (EAE), Thiperplasia
endarterial, endocarditis, oftalmologia endécrina,
endometriosis, fibrosis endomiocéardica, endoftalmia

facoanafildctica, endoftalmitis, enteritis alérgica, sindrome

de sindrome eosinofilia-mialgia, fascitis eosinofilica,
queratoconjuntivitis epidérmica, epidermélisis ampollosa
adquirida (EBA), episclera, epiescleritis, infeccidén por

virus de Epstein-Barr, eritema elevatum y diutinum, eritema
multiforme, eritema nudoso leproso, eritema nudoso,
eritroblastosis fetal, dismotilidad esofagica,
crioglobulinemia mixta esencial, etmoide, sindrome de Evan,
encefalomielitis alérgica experimental (EAE), deficiencia del
factor VIII, pulmédn de granjero, fiebre reumatica, sindrome
de Felty, fibromialgia, alveolitis fibrosante, filariasis,
glomeruloesclerosis focal y segmentaria (GEFS), intoxicacidn
por alimentos, atrofia gastrica frontal, artritis de células
gigantes (artritis temporal), hepatitis de células gigantes,
polimialgia de células gigantes, glomerulonefritidis,
glomerulonefritis (GN) con y sin sindrome nefrético tal como
la glomerulonefritis crdénica o aguda (p. ej., GN primaria),
sindrome de Goodpasture, artritis por gota, sindromes
asociados con la trasfusidén de granulocitos, granulomatosis

que 1incluye granulomatosis linfomatoide, granulomatosis con
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poliangitis (GPA), uveitis granulomatosa, enfermedad de
Grave, sindrome de Guillain-Barré, psoriasis guttata,
hemoglobinuria paroxistica, enfermedad de Hamman-Rich,
enfermedad de Hashimoto, encefalitis de Hashimoto, tiroiditis
de Hashimoto, hemocromatosis, anemia hemolitica o anemia
hemolitica inmune que incluye la anemia hemolitica autoinmune
(AIHA), anemia hemolitica, hemofilia A, puUrpura de Henoch-
Schonlein, herpes gestationis, infecciédn por virus de
inmunodeficiencia humana (VIH), hiperalgesia,
hipogammaglobulinemia, hipogonadismo, hipoparatiroidismo,
diabetes insipida idiopédtica, parédlisis facial idiopéatica,
hipotiroidismo idiopatico, nefropatia por IgA idiopatica, GN
membranosa idiopédtica o nefropatia membranosa idiopatica,
sindrome nefritico idiopatico, fibrosis pulmonar idiopéatica,
esprué idiopatico, purpura trombocitopénica idiopatica (ITP),
nefropatia por Iga, enfermedades mediadas por IgE,
opcionalmente anafilaxia vy rinitis atdépica o alérgica,
enfermedad esclerosante relacionada con IgG4, ileitis
regional, nefritis compleja inmune, respuestas inmunitarias
asociadas con la hipersensibilidad retardada y aguda mediada
por citocinas y células T, GN mediada por inmunidad,
lipoproteinas inmunoreguladoras gque incluyen el sindrome de
dificultad respiratoria aguda o del adulto (SDRA), miositis
por cuerpos de inclusidn, artritis infecciosa, infertilidad
debido a anticuerpos antiespermatozoides, inflamacidén de toda
o parte de la uvea, enfermedad intestinal inflamatoria (IBD),
enfermedades cutaneas hiperproliferativas inflamatorias,
miopatia inflamatoria, diabetes dependiente de insulina (tipo
1), insulitis, «cistitis intersticial, enfermedad pulmonar

intersticial, fibrosis pulmonar intersticial, iritis,
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trastorno por reperfusidédn isquémica, inflamacidn articular,
artritis juvenil, dermatomiositis juvenil, diabetes juvenil,
diabetes mellitus de inicio juvenil (tipo 1), que incluye la
diabetes mellitus con dependencia de la insulina pedidtrica
(IDDM), artritis reumatoide de inicio juvenil, sindrome de
Kawasaki, queratoconjuntivitis seca, tripanosomiasis,
sindrome de Lambert-Eaton, leishmaniasis, lepra, leucopenia,
deficiencia de adhesidn de leucocitos, vasculitis
leucocitocléastica, leucopenia, liquen plano, ligquen
escleroso, conjuntivitis lefiosa, dermatosis IgA lineal,
enfermedad IgA lineal (LAD), sindrome de Loffler, hepatitis
lupoide, 1lupus (que incluye nefritis, cerebritis, alopecia
discoide, extrarenal, no renal y pedidtrica), lupus (LES),
lupus eritematoso diseminado, artritis de Lyme, enfermedad de
Lyme, neumonitis intersticial linfoide, malaria, infertilidad
autoinmune masculina vy femenina, maxiliar, vasculitis de
vasos medios (que incluye enfermedad de Kawasaki %
poliarteritis nodosa), GN proliferativa membranosa o de
membrana (MPGN), que incluye GN rapidamente progresiva y de
Tipo I vy Tipo II, GN membranosa (nefropatia membranosa),
enfermedad de Meniere, meningitis, colitis microscédpica,
poliangitis microscépica, migrafia, nefropatia de cambios
minimos, enfermedad mixta del tejido conjuntivo (MCTD),
mononucleosis infecciosa, uUlcera de Mooren, enfermedad de
Mucha-Habermann, neuropatia motora multifocal, insuficiencia
enddécrina multiple, sindrome de lesidn orgédnica multiple tal
como aquel que sigue a la septicemia, trauma o hemorragia,
sindrome de lesidén organica multiple, esclerosis multiples
(EM) tal como la ES oéptico-espinal, esclerosis multiple,

paperas, trastornos musculares, miastenia grave tal como
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miastenia grave asociada a la timoma, miastenia grave,
miocarditis, miositis, narcolepsia, enterocolitis necrosante

y colitis transmural vy enfermedad intestinal inflamatoria

autoinmune, vasculistis necrosante, cuténea o de
hipersensibilidad, sindrome de lupus neonatal (NLE) ,
nefrosis, sindrome nefroético, enfermedad neurolodgica,
neuromielitis 6ptica (de Devic), neuromielitis bptica,

neuromiotonia, neutropenia, linfocitis no cancerosa, uveitis
no granulomatosa, timoma no maligna, trastornos inflamatorios
orbitales y oculares, penfigoide cicatricial ocular,
ooforitis, oftalmia simpatica, sindrome de opsoclono mioclono

(OMS) o sindrome de opsoclono mioclono (OMS), y neuropatia

sensorial, neuritis bptica, orquitis granulomatosa,
osteoartritis, reumatismo palindrémico, pancreatitis,
pancitopenia, PANDAS (trastornos pedidtricos

neuropsiquiatricos autoinmunes asociados a estreptococo),

degeneracidén cerebelosa paraneoplésica, sindrome
paraneoplésico, sindromes paraneoplésicos que incluyen
sindromes paraneoplésicos neuroldgicos, opcionalmente

sindrome miasténico de Lambert-Eaton o sindrome de Lambert-
Eaton, enfermedades parasitarias tales como leishmania,
hemoglobinuria paroxistica nocturna (HNP), sindrome de Parry
Romberg, pars planitis (uveitis periférica), sindrome de
Parsonnage-Turner, infeccidn por parvovirus, penfigoide tal
como penfigoide ampolloso y penfigoide cuténeo, pénfigo (que
incluye pénfigo wvulgar), pénfigo eritematoso, pénfigo
foliéaceo, penfigoide de membranas mucosas de pénfigo,
pénfigo, UGlcera ©péptica, paradlisis ©periddica, neuropatia
periférica, encefalomielitis perivenosa, anemia perniciosa,

uveitis facoantigénica, pneumonocirrosis, sindrome de POEMS,
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poliarteritis nodosa, poliartritis crénica primaria de Tipo

I, IT y III, policondritis (p. ej., policondritis refractaria

o recidivante) enfermedad autoinmune poliendécrina,
deficiencia poliendbécrina, sindromes poliglandulares,
opcionalmente sindromes poliglandulares autoinmunes (o
sindromes de endocrinopatia poliglandulares), polimialgia
reumatica, polimiositis, polimiositis/dermatomiositis,
polineuropatias, polirradiculitis aguda, sindrome de

poscardiotomia, uveitis posterior o uveitis autoinmune,
sindrome de infarto postmiocéardico, sindrome
pospericardiotomia, nefritis posestreptocbdcica, sindrome
posvacunacién, demencia presenil, cirrosis biliar primaria,
hipotiroidismo primario, mixedema idiopéatica primaria,
linfocitosis primaria, que incluye la linfocitosis de
linfocitos B monoclonales, opcionalmente gamopatia monoclonal
benigna y gamopatia monoclonal de importancia indeterminada,
MGUS, mixedema primaria, EM progresiva primaria (EMPP), vy ES
con recaidas y remisiones (EMRR), colangitis esclerosante
primaria, dermatitis por progesterona, esclerosis sistémica
progresiva, artritis proliferativa, psoriasis tal como
psoriasis en placa, psoriasis, artritis psoriasica,
proteinosis alveolar pulmonar, eosinofilia por infiltracidn
pulmonar, aplasia o anemia eritrocitaria pura (PRCA), aplasia
eritrocitaria pura, sinusitis purulenta o no purulenta,
psoriasis pustulosa y psoriasis en las ufias, pielitis,
pioderma gangrenoso, tiroiditis de Quervain, fendmeno de
Raynaud, artritis reactiva, aborto recurrente, reduccidn en
la respuesta de la presidén sanguinea, distrofia simpética
refleja, esprué refractario, enfermedad o sindrome de Reiter,

policondritis recidivante, lesidén por reperfusidén del tejido
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de miocardio u otros, lesidn por reperfusidn, sindrome de
dificultad respiratoria, sindrome de las piernas inquietas,
autoinmunidad de la retina, fibrosis retroperitoneal,
sindrome de Reynaud, enfermedades reumaticas, fiebre
reumatica, reumatismo, artritis reumatoide, espondilitis
reumatoidea, infeccidén por virus de la rubeola, sindrome de
Sampter, sarcoidosis, esquistosomiasis, sindrome de Schmidt,
SCID [inmunodeficiencia combinada grave] y enfermedades
asociadas al virus de Epstein-Barr, esclera, escleritis,
esclerodactilia, escleroderma, opcionalmente escleroderma
sistémica, colangitis esclerosante, esclerosis diseminada,
esclerosis tal como esclerosis sistémica, pérdida auditiva
neurosensorial, espondiloartropatias seronegativas, sindrome
de Sheehan, sindrome de Shulman, silicosis, sindrome de
Sjogren, autoinmunidad testicular y esperma, sinusitis
esfenoide, sindrome de Stevens-Johnson, sindrome del hombre
rigido (o persona rigida), endocarditis bacteriana subaguda
(SBE), lupus eritematoso cutaneo subagudo, pérdida auditiva
repentina, sindrome de Susac, corea de Sydenham, oftalmia
simpatica, lupus eritematoso sistémico (LES), lupus
eritematoso sistémico, LES cutédneo, vasculitis necrosante
sistémica, vasculitis asociada a ANCA, opcionalmente
vasculitis o sindrome de Churg-Strauss (CSS), tabes dorsal,

arteritis de Takayasu, telangiectasia, arteritis de células

gigantes/arteritis temporal, tromboangeitis obliterante,
trombocitopenia, que incluye purpura trombdtica
trombocitopénica (PTT) vy trombocitopenia mediada por la

inmunidad o autoinmune tal como la purpura trombocitopénica
idiopatica (PTI) que incluye la PTI crdénica o aguda, purpura

trombocitopénica (PTT), tirotoxicosis, 1lesién del tejido,
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sindrome de Tolosa-Hunt, necrdlisis epidérmica téxica,
sindrome del choque téxico, reaccidén a la transfusidn,
hipogammaglobulinemia transitoria de la infancia, mielitis
transversa, eosinofilia pulmonar tropical, tuberculosis,
colitis ulcerativa, enfermedad indiferenciada del tejido
conectivo (UCTD), urticaria, opcionalmente urticaria alérgica
crbébnica vy urticaria idiopatica crdénica, que incluye la
urticaria autoinmune crénica, uveitis, uveitis anterior,
uveoretinitis, wvalvulitis, disfuncidén wvascular, vasculitis,
artritis vertebral, dermatosis vesiculoampollosas, vitiligo,
granulomatosis de Wegener (granulomatosis con poliangeitis
(GPA)), sindrome de Wiskott-Aldrich o sindrome de hiper-IgM
ligado a x.

Por contraste, se pueden utilizar composiciones que contienen
anticuerpos VISTA antagonistas de acuerdo con la invencidn
para promover la inmunidad de células T vy para tratar
afecciones donde esto es terapéuticamente deseable tal como
cancer 'y afecciones infecciosas tales como infecciones
virales, bacterianas, de levadura, fungicas, de protozoarios
y parédsitos. Estas composiciones comprenderan una cantidad de
un antagonista de acuerdo con la invencidén eficaz para
promover la activacién o proliferacién de células T o
expresiédn de citocinas u otros efectos de VISTA en un sujeto
que lo necesita. Estas afecciones de céancer incluyen, por
ejemplo, canceres sanguineos y tumores sdélidos tales como
leucemias, linfomas, sindrome mielodispléasico, mieloma,
cancer de pulmdn y otros canceres identificados en la

presente.
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Deberia entenderse que las enfermedades identificadas que se
identificaron en la presente pretender ser ejemplares y no
exhaustivas.

Los agonistas y antagonistas en cuestidén se pueden combinar
con otros productos terapéuticos que se pueden administrar en
las mismas o distintas composiciones, al mismo tiempo o© en
momentos distintos. Por ejemplo, los agonistas en cuestidén se
pueden administrar en un régimen terapéutico que incluye la
administracién de un agonista de PD-1 o PD-L1, CTLA4-Ig, una
citocina, un agonista o antagonista de «citocina u otro
agonista o antagonista del receptor.

Regulacidén por disminucidn de respuestas inmunitarias

La regulacidén por aumento o potenciacidédn de 1la funcidn
inhibidora de un polipéptido VISTA puede usarse para regular
por disminucidén las respuestas inmunitarias. La regulacidn
por disminucién puede ser en la forma de la inhibicidén o
bloqueo de una respuesta inmunitaria que ya estd en curso o
puede implicar inducir una respuesta inmunitaria. Las
funciones de las células inmunes activadas pueden inhibirse
mediante la regulacidén por disminucidédn de respuestas de
células inmunes o por la induccidén de anergia especifica de
células inmunes o ambas. Por ejemplo, los anticuerpos
agonistas VISTA pueden unirse al polipéptido VISTA que se
expresa en varias células inmunes y de ese modo regular por
disminucién de la respuesta 1inmunitaria. Este anticuerpo
agonista puede ser monoespecifico o multiespecifico, por
ejemplo, puede comprender un anticuerpo biespecifico tal como
BiTE. Por ejemplo, tal anticuerpo puede comprender un resto
de unidén al antigeno VISTA y otro resto de unidédn al antigeno,

por ejemplo, que se dirige a un receptor de superficie
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celular en una célula inmune, por ejemplo, una célula T, una
célula B o una célula mieloide. Tal anticuerpo, ademas de
comprender un sitio de wunién al antigeno VISTA, puede
comprender un sitio de unién gque se une a un receptor del
antigeno de células B, un receptor del antigeno de células T
o un Fc u otro receptor, para dirigir la molécula a una
poblacién de células especifica. La seleccidén de este segundo
antigeno por el anticuerpo biespecifico proporciona
flexibilidad en la seleccidén de una poblacidén celular a la
que dirigirse. Los anticuerpos agonistas VISTA gue promueven
o imitan la actividad de VISTA pueden potenciar la
interaccién de VISTA con sus compafieros de unidén naturales.
Como se divulga en la presente, otros anticuerpos agonistas o
de activacién de VISTA pueden identificarse por su capacidad
de inhibir la actividad o proliferacidén de células T y/o en
funcién de sus efectos inmunosupresores in vitro o modelos de
enfermedad inflamatoria, alérgica o autoinmune.

Una cantidad de lecturas reconocidas en la técnica de
activacién celular puede emplearse para medir, por ejemplo,
la proliferacidén celular o funcidédn efectora (por ejemplo,
produccidén de anticuerpos, produccidn de citocinas,
fagocitosis) en presencia del agente de activacidédn. La
capacidad de un anticuerpo de prueba de agonizar o promover
los efectos de VISTA humano y de ese modo blogquear esta
activacidén puede determinarse facilmente al medir la
capacidad del agente de afectar wuna reduccidén en la
proliferacidén o funcidédn efectora qgque se estd midiendo. Por
consiguiente, la capacidad de un anticuerpo de prueba de ser

inmunosupresor 'y Dbloquear la activaciédn inmune puede
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determinarse midiendo la produccidn de citocina y/o
proliferacidén en diferentes concentraciones de antigeno.

La tolerancia puede inducirse contra antigenos especificos
mediante la coadministracién de un antigeno con un anticuerpo
agonista VISTA de acuerdo con la invencién. Por ejemplo, la
tolerancia puede inducirse a las respuestas inmunitarias de
polipéptidos especificos a alérgenos o se pueden inhibir los
polipéptidos externos para los que es indeseable una
respuesta inmunitaria. Por ejemplo, los pacientes que reciben
Factor VIII frecuentemente generan anticuerpos contra este
factor de coagulacién. La coadministracién de un anticuerpo
agonista VISTA de acuerdo con la invencidén que estimula o
imita la actividad de VISTA o la interaccidén con su compafiero
de unidén natural, con el factor VIII recombinante puede
suprimir esta respuesta inmunitaria indeseada.

Un anticuerpo agonista VISTA de acuerdo con la invencidn
puede usarse en combinacidén con otro agente que bloquea la
actividad de receptores coestimuladores en una célula inmune
O que agoniza la actividad de otro receptor inmunosupresor o
ligando expresado en células inmunes para modular por
disminucidén las respuestas inmunitarias. Algunos ejemplos de
moléculas incluyen: PD-1, agonistas de PDL-1, formas solubles
de CTLA-4, anticuerpos anti-B7-1, anticuerpos anti-B7-2,
anticuerpos antagonistas que se dirigen a uno o méas de LAG-3,
TIM-3, BTLA, B7-H4, B7H3, et al. y/o anticuerpos agonistas
que se dirigen a uno o mas de CD40, CD137, 0X40, GITR, CD27,
CD28 o ICOS o combinaciones de estos. Estos restos pueden
combinarse en una Unica composicidn o compuesto, por ejemplo,
un anticuerpo Dbiespecifico gque <contiene un anticuerpo

agonista VISTA de acuerdo con la invencidén y que comprende
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ademads otro anticuerpo agonista inmune o puede comprender un
polipéptido de fusidbn que contiene un anticuerpo agonista
VISTA de acuerdo con la presente que se fusiona con otro
polipéptido inmunosupresor u otro agente activo. De manera
alternativa, estos restos pueden administrarse como entidades
separadas o discretas (simultdneamente o en secuencia) en la
misma composicidédn o en composiciones diferentes para regular
por disminucién las respuestas inmunitarias mediadas por
célula inmune en un sujeto.

Ejemplos de moléculas inmunoinhibidoras especificas que se
pueden combinar con anticuerpos agonistas VISTA de acuerdo
con la invencidén incluyen anticuerpos que bloguean una sefial
coestimuladora (por ejemplo, contra CD28 o ICOS), anticuerpos
que activan una sefial inhibidora mediante CTLA4, y/0
anticuerpos contra otros marcadores de célula inmune (por
ejemplo, contra CD40, ligando de CD40 o citocinas), proteinas
de fusidén (por ejemplo, CTLA4-Fc o PD-1-Fc) vy farmacos
inmunosupresores (por ejemplo, rapamicina, ciclosporina A o
FK500) .

En una modalidad adicional, los anticuerpos biespecificos que
contienen anticuerpos agonistas VISTA de acuerdo con la
invencidén son Utiles para dirigirse a una poblacidn celular
especifica, por ejemplo, usando un marcador gue se encuentra
solo en determinado tipo de célula, por ejemplo, linfocitos
B, monocitos, células dendriticas o células de Langerhans. La
regulacidédn por disminucidén de las respuestas inmunitarias al
activar la actividad de VISTA o las interacciones de células
inmunes de VISTA (y por lo tanto la estimulacién de la
funcién de sefializacidén negativa de VISTA) es uUtil en la

regulacién por disminucidén de la respuesta inmunitaria, por
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ejemplo, en situaciones de trasplante de tejido, piel vy
6rganos, en enfermedad de hospedador versus injerto (GVHD) o
alergias o en enfermedades autoinmunes e inflamatorias tales
como lupus eritematoso sistémico, IBD, RA, psoriasis vy
esclerosis maltiple. Por ejemplo, el blogueo de la funcidn de
las células inmunes resulta en una reduccién de la
destruccién del tejido en trasplante de tejido. Tipicamente,
en trasplantes de tejido, el rechazo del trasplante comienza
mediante su reconocimiento como extrafio por las células
inmunes, seguido de una reaccidén inmune gque destruye el
trasplante. La administracién de una molécula gque promueve la
actividad de VISTA o la interaccidén de VISTA con sus
compafieros de unidén natural, o células inmunes solas o junto
con otro agente de modulacién por reduccidén antes de un
trasplante, o a la misma vez, puede inhibir la generacidédn de
una sefial coestimuladora. Ademés, la promocidén de la
actividad de VISTA también ©puede ser suficiente ©para
anergizar las células inmunes, induciendo de ese modo la
tolerancia en un sujeto.

Para lograr inmunosupresidén o tolerancia suficiente en
algunas enfermedades o en algunos sujetos, puede ser
necesario bloquear la funcién coestimuladora de otras
moléculas. Por ejemplo, puede ser deseable Dblogquear la
funcidén de B7-1 y B7-2 al administrar una forma soluble de
una combinacidén de péptidos con una actividad de cada uno de
estos antigenos o anticuerpos de Dbloqueo contra estos
antigenos (separados o juntos en una Unica composicidn) antes
del trasplante o a la misma vez. De manera alternativa, puede

ser deseable promover la actividad inhibidora de VISTA e
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inhibir adicionalmente una actividad coestimuladora de B7-1
y/o B7-2.

Los anticuerpos agonistas VISTA antihumanos en cuestidédn son
especialmente uUtiles para el tratamiento de una enfermedad
autoinmune. Muchos trastornos autoinmunes son el resultado de
una activacién inapropiada de células inmunes gue reaccionan
contra el tejido propio y que promueven la produccién de
citocinas y autoanticuerpos implicados en la patologia de las
enfermedades. Prevenir la activacién de células inmunes
autorreactivas puede reducir o eliminar los sintomas de 1la
enfermedad. La administracién de 1los anticuerpos agonistas
VISTA antihumanos en cuestién que promueven la actividad de
VISTA o la interaccidén de VISTA con sus compaferos de unidén
naturales puede inducir la tolerancia especifica del antigeno
de células inmunes autorreactivas que podria llevar a un
alivio a largo plazo de la enfermedad. Ademéas, la
coadministracidén de agentes que bloquean la coestimulacidén de
células inmunes al alterar las interacciones entre el
receptor y el ligando de moléculas B7 «con receptores
coestimuladores puede ser Util para inhibir la activacidén de
células inmunes para prevenir la produccidn de
autoanticuerpos o citocinas que pueden estar implicados en el
proceso de la enfermedad.

La regulacidén por disminucidén de una respuesta Iinmunitaria
mediante estimulacidén de la actividad de VISTA o la
interaccidén de VISTA con sus compafieros de unidn naturales
usando los anticuerpos agonistas VISTA antihumanos en
cuestidén también puede ser Util para el tratamiento de un
ataque autoinmune de tejidos autdlogos. Por lo tanto, las

afecciones provocadas o empeoradas por un ataque autoinmune
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(por ejemplo, enfermedad cardiaca, infarto del miocardio o
aterosclerosis) puede mejorarse o potenciarse aumentando la
actividad de VISTA o unién de VISTA a su compafero de unidn
natural. Por 1lo tanto, estd dentro del alcance de 1la
invencién modular las afecciones empeoradas por un ataque
autoinmune, tal como trastornos autoinmunes (asi Ccomo
afecciones tales como enfermedad cardiaca, infarto del
miocardio vy aterosclerosis) al estimular 1la actividad de
VISTA o interaccidén de VISTA con su receptor contrario usando
los anticuerpos agonistas VISTA antihumanos en cuestién.

Como se menciond anteriormente, la eficacia de los
anticuerpos VISTA antihumanos agonistas de acuerdo con la
invencidén para prevenir o aliviar trastornos autoinmunes e
inflamatorios puede determinarse usando una cantidad de
modelos animales bien caracterizados de enfermedades
autoinmunes e inflamatorias humanas. Ejemplos incluyen
encefalitis autoinmune experimental murina, lupus eritematoso
sistémico en ratones MRL/lpr/lpr o ratones hibridos NZB,
artritis de coladgeno autoinmune murina, diabetes mellitus en
ratones NOD vy ratas BB y miastenia grave experimental en
murinos. Véase Paul ed., Fundamental Immunology, Raven Press,
Nueva York, 1989, paginas 840-856.

La inhibicidén de la activacidédn de células inmunes es ademas
util terapéuticamente en el tratamiento de alergias vy
reacciones alérgicas, por ejemplo, inhibiendo la produccidn
de IgE. Los anticuerpos agonistas VISTA antihumanos en
cuestidn que promueven o imitan la actividad de VISTA o la
interaccidén de VISTA con sus compafieros de unidén naturales
pueden administrarse a un sujeto alérgico para inhibir las

respuestas alérgicas mediadas por células inmunes en el
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sujeto. La estimulacidédn de 1la actividad o interaccidén de
VISTA con sus compaferos de unioén naturales, puede
acompafiarse de la exposicidén a alérgenos Jjunto con moléculas
de MHC apropiadas. Las reacciones alérgicas pueden ser de
naturaleza sistémica o local, dependiendo de 1la via de
entrada del alérgeno y el patrdédn de depdsito de IgE en
mastocitos o baséfilos. Por 1lo tanto, las respuestas
alérgicas mediadas por células inmunes pueden inhibirse local
o sistémicamente mediante la administracién de los
anticuerpos agonistas VISTA antihumanos en cuestidn.

Seleccidédn de anticuerpos anti-VISTA gque se unen al mismo

epitopo

En determinadas modalidades, un anticuerpo anti-VISTA
agonista de acuerdo con la invencidén posee las propiedades
funcionales deseadas tales como la modulacidn de la
estimulacién inmunitaria y las funciones relacionadas. Como
se muestra en la Figura 4 y como se divulga en los ejemplos
de trabajo, se aclard la especificidad epitdépica de una
cantidad de anticuerpos agonistas VISTA antihumanos de
acuerdo con la invencién. Debido a que se descubridé gque una
cantidad de anticuerpos que se demostrd que se unian al mismo
epitopo eran inmunosupresores, sSe espera que se puedan
identificar otros anticuerpos agonistas VISTA que se unen al
mismo epitopo o uno superpuesto, es decir, interactuaran con
uno o méas de los residuos de aminoadcidos del polipéptido
VISTA humano con el que los ejemplos de anticuerpos agonistas
VISTA se unen. Pueden seleccionarse otros anticuerpos con la
misma especificidad de epitopo y/o aquellos que tienen la
capacidad de competir de forma cruzada por la unidn al

antigeno VISTA con los anticuerpos deseados. Por ejemplo, se
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puede determinar la especificidad epitdépica de un anticuerpo
deseado usando una genoteca de péptidos superpuestos dJque
comprende el polipéptido VISTA entero, por ejemplo, 15 mer o
una genoteca de péptidos superpuestos que constituye una
parte que contiene un epitopo deseado de VISTA y anticuerpos
que se unen a los mismos péptidos o se determina gque uno o
més residuos de estos en la genoteca se unen al mismo epitopo
lineal o de conformacién. En los ejemplos, la especificidad
de epitopos se determindé usando métodos Pepscan® dgue se
pueden usar para 1identificar epitopos lineales y de
conformacién.

Modificacién de anticuerpos agonistas de acuerdo con la

invencién

Ademdas o de forma alternativa a las modificaciones hechas
dentro las regiones marco o CDR, los anticuerpos de acuerdo
con al menos algunas modalidades de la invencidén se pueden
modificar genéticamente para gque 1incluyan modificaciones
dentro la regién Fc, comlnmente para alterar una o més
propiedades funcionales del anticuerpo, tal como la semivida
en suero, la fijacidédn del complemento, la unidédn al receptor
de Fc y/o la citotoxicidad celular dependiente del antigeno.
Asimismo, un anticuerpo de acuerdo con al menos algunas
modalidades de la invencidén se puede modificar gquimicamente
(p. ej., se pueden acoplar uno o mas restos quimicos al
anticuerpo) o) se puede modificar para alterar su
glicosilacidn, nuevamente para alterar una o mas propiedades
funcionales del anticuerpo. Dichas modalidades se describen
adicionalmente a continuacién. La numeracidén de los residuos

en la regidén Fc es la del indice EU de Kabat.
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En una modalidad, la regidén bisagra de CH1 se modifica de
manera que la cantidad de residuos de cisteina en la regidn
bisagra se modifique, por ejemplo, aumente o disminuya. Este
enfoque se describe adicionalmente en la patente
estadounidense No. 5,677,425 por Bodmer et 4l. Se modifica la
cantidad de residuos de cisteina en la regidén bisagra de CHI
para, por ejemplo, facilitar el montaje de las cadenas ligera
y pesada, o para aumentar o disminuir la estabilidad del
anticuerpo.

En otra modalidad, la regidén bisagra Fc de un anticuerpo se
muta para disminuir la semivida bioldgica del anticuerpo. Méas
especificamente, se introducen una o mas mutaciones de
aminoadcidos en la regidén de interfaz de dominio CH2-CH3 del
fragmento Fc-bisagra de manera que el anticuerpo tenga una
unién a la proteina A estafilocdbdcica (SpA) alterada con
respecto a la unién a SpA del dominio Fc-bisagra natural.
Este enfoque se describe ademds més detalladamente en la
patente estadounidense n.° 6,165,745 por Ward et &l.

En otra modalidad, el anticuerpo se modifica para aumentar su
semivida Dbioldgica. Son posibles diversos enfoques. Por
ejemplo, se pueden introducir una o mas de las siguientes
mutaciones: T252L, T254S y T256F, como se describe en la
patente estadounidense n.° 6,277,375 concedida a Ward. De
manera alternativa, para aumentar la semivida bioldgica, el
anticuerpo se puede modificar dentro de la regidén CHI o CL
para que contenga un epitopo de unidén al receptor salvaje
tomado de dos bucles de un dominio CH2 de una regidn Fc de
una IgG, como se describe en las patentes estadounidenses n.°

5,869,046 y 6,121,022 concedidas a Presta et al.
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En incluso otras modalidades, la regidén Fc se altera al
reemplazar al menos uno residuo de aminoacidos con un residuo
de aminodcidos diferente para alterar las funciones efectoras
del anticuerpo. Por ejemplo, uno o mas aminodcidos que se
seleccionan de los residuos de aminoacidos 234, 235, 236,
237, 297, 318, 320 y 322 se pueden reemplazar con un residuo
de aminodcidos distinto, de manera que el anticuerpo tenga
una afinidad modificada por un ligando efector pero conserve
la capacidad de unidén al antigeno del anticuerpo original. E1
ligando efector con respecto al cual se modifica la afinidad
puede ser, por ejemplo, un receptor Fc o el componente Cl del
complemento. Este enfoque se describe ademas mas
detalladamente en las patentes estadounidenses n.° 5,624,821
y 5,648,260, ambas de Winter et 4l.

En otro ejemplo, uno o mas aminodcidos seleccionados de los
residuos de aminodcidos 329, 331 y 322 se pueden reemplazar
con un residuo de aminodcidos distinto, de manera que el
anticuerpo tenga una unién a Clg modificada y/o citotoxicidad
dependiente del complemento (CDC) menor o inexistente. Este
enfoque se describe ademds mas detalladamente en las patentes
estadounidenses n.° 6,194,551 por Idusogie et &l.

En otro ejemplo, se modifican wuno o méds residuos de
aminoacidos dentro de las posiciones de aminoacido 231 y 239
para modificar de este modo la capacidad del anticuerpo de
fijar el complemento. Este enfoque se describe adicionalmente
en la publicacién PCT WO 94/29351 por Bodmer et &al.

En incluso otro ejemplo, 1la regidén Fc se modifica para
aumentar la afinidad del anticuerpo por un receptor Fy
mediante la modificaciédn de uno o mads aminodcidos en 1las

siguientes posiciones: 238, 239, 248, 249, 252, 254, 255,
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256, 258, 265, 267, 268, 269, 270, 272, 276, 278, 280, 283,
285, 286, 289, 290, 292, 293, 294, 295, 296, 298, 301, 303,
305, 307, 309, 312, 315, 320, 322, 324, 326, 327, 329, 330,
331, 333, 334, 335, 337, 338, 340, 360, 373, 376, 378, 382,
388, 389, 398, 414, 416, 419, 430, 434, 435, 437, 438 o 439.
Este enfoque se describe adicionalmente en la publicacidén PCT
WO 00/42072 por Presta. Ademds, se han mapeado los sitio de
unién en la IgGl humana para FcyRI, FcyRII, FcyRIII y FcRn y
se han descrito las variantes con mejor unién (véase Shields,
R. L. et 4&l. (2001) J. Biol. Chem. 276:6591-6604). Las
mutaciones especificas en las posiciones 256, 290, 298, 333,
334 y 339 se muestran para mejorar la unidén a FcyRIII. De
manera adicional, se ha demostrado que los siguientes
mutantes de combinacién mejoran la unién de FcyRIII:
T256A/S298A, S298A/E333A, S298A/K224A vy S298A/E333A/K334A.
Asimismo, las mutaciones tales como M252Y/S254T/T256E o
M428L/N434S mejoran la unidén a FcRn y aumentan la semivida en
circulacidén del anticuerpo (véase Chan CA and Carter PJ
(2010) Nature Rev Immunol 10:301-316)

En incluso otra modalidad, el anticuerpo puede modificarse
para anular el intercambio de grupo Fab in vivo.
Especificamente, este proceso implica el intercambio de las
medias moléculas de IgG4 (una cadena pesada mas una cadena
ligera) entre otros anticuerpos de IgG4 1o que resulta de
manera eficaz en anticuerpos especificos b  que son
funcionalmente monovalentes. Las mutaciones a la regidn
bisagra y los dominios constantes de la cadena pesada pueden
detener este intercambio (véase Aalberse, RC, Schuurman J.,

2002, Immunology 105:9-19).
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En incluso otra modalidad, se modifica la glicosilacidén de un
anticuerpo. Por ejemplo, se puede realizar un anticuerpo
aglicosilado (es decir, el anticuerpo carece de
glicosilacién). La glicosilacién se puede modificar, por
ejemplo, para aumentar la afinidad del anticuerpo para el
antigeno. Dichas modificaciones de carbohidratos se pueden
lograr, por ejemplo, mediante la modificacién de uno o més
sitios de glicosilacidén dentro de la secuencia de anticuerpo.
Por ejemplo, se puede realizar una o més sustituciones de
aminodcidos que provocan la eliminacidén de uno o més sitios
de glicosilacién marco de regidén variable para eliminar asi
la glicosilacidén en ese sitio. Dicha aglicosilacidén puede
aumentar la afinidad del anticuerpo para el antigeno. Este
enfoque se describe ademéds més detalladamente en las patentes
estadounidenses n.° 5,714,350 y 6,350,861 por Co et &l.

De manera adicional o alternativa, se puede elaborar un
anticuerpo con un tipo modificado de glicosilacidn, como un
anticuerpo hipofucosilado que tiene cantidades reducidas de
residuos fucosilados o) un anticuerpo que tiene mas
estructuras GlcNAc Dbisectantes. Se ha demostrado que estos
patrones de glicosilacién modificados aumentan la capacidad
de ADCC de los anticuerpos. Estas modificaciones de
carbohidratos se pueden lograr a través, por ejemplo, de la
expresién del anticuerpo en una célula hospedadora con
maquinaria de glicosilacidén modificada. En la técnica se han
descrito células con maquinaria de glicosilacidén modificada vy
se pueden utilizar como células cuales en las cuales expresar
los anticuerpos recombinantes de acuerdo con al menos algunas
modalidades de la invencidén y producir asi un anticuerpo con

glicosilacién modificada. Por ejemplo, las lineas celulares



10

15

20

25

30

Ms704, Ms705 % Ms709 carecen del gen de la
fucosiltransferasa, FUT8 (una (1,06) fucosiltransferasa), de
manera que los anticuerpos expresados en las lineas celulares
Ms704, Ms705 y Ms709 carecen de fucosa en sus carbohidratos.
Las lineas celulares Ms704, Ms705 y Ms709 FUT8 se crean por
la interrupcidén dirigid del gen FUT8 en las células CHO/DG44
usando dos vectores de reemplazo (véase la publicacién de
patente estadounidense n.° 20040110704 por Yamane et &l. vy
Yamane-Ohnuki et 4&l. (2004) Biotechnol Bioeng 87:614-22).
Como ejemplo adicional, EP 1,176,195 por Hanai et 4&l.,
describe una linea celular con un gen FUT8 funcionalmente
interrumpido, que codifica una fucosiltransferasa, de manera
que los anticuerpos expresados en dicha linea celular
muestran hipofucosilacidén al reducir o eliminar la enzima
relacionada con el enlace 1,6. Hanai et &l. también
describieron las lineas celulares que tienen una actividad
enzimatica baja para agregar fucosa a la N-acetilglucosamina
que se une a la regidén Fc del anticuerpo o no tiene 1la
actividad enzimatica, por ejemplo, la linea celular del
mieloma de rata YB2/0 (ATCC CRL 1662). La publicacién PCT WO
03/035835 por Presta describe una linea celular CHO variante,
células Lecl3, con menor capacidad de acoplar la fucosa a los
carbohidratos wunidos a Asn(297), que provoca también la
hipofucosilacidédn de anticuerpos expresados en esa célula
hospedadora (véase también Shields, R. L. et &l. (2002) J.
Biol. Chem. 277:26733-26740). La publicacién PCT WO 99/54342
por Umana et 4l., describe las lineas celulares modificadas
genéticamente para expresar las glicosiltransferasas que
modifican la glicoproteina (p. ej., P(l,4)-N-

acetilglucosaminiltransferasa III (GnTIII)) de manera que los
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anticuerpos expresados en las lineas celulares modificadas
genéticamente muestran mas estructuras GlcNac bisectantes que
provocan mayor actividad de ADCC de los anticuerpos (véase
también Umana et &l. (1999) Nat. Biotech. 17: 176-180). De
manera alternativa, los residuos de fucosa del anticuerpo se
pueden escindir usando una enzima fucosidasa. Por ejemplo, la
fucosidasa o-L-fucosidasa quita los residuos fucosilo de 1los
anticuerpos (Tarentino, A. L. et &l. (1975) Biochem. 14:5516-
23) .

Otra modificacidén de los anticuerpos en la ©presente
contemplada por la invencidén es la pegilacidén o la adicidén de
otros restos solubles en agua, comunmente polimeros, por
ejemplo, con el fin de mejorar la semivida. Un anticuerpo
puede pegilarse, por ejemplo, para aumentar la semivida
bioldégica (p. ej., suero) del anticuerpo. Para pegilar un
anticuerpo, el anticuerpo o fragmento de este, se hace
reaccionar cominmente con polietilenglicol (PEG), tal como un
éster reactivo o derivado de aldehido de PEG, en condiciones
en las gque uno o mas grupos PEG se acoplan al anticuerpo o
fragmento de anticuerpo. Preferentemente, la pegilacidn se
realiza utilizando una reaccidédn de acilacidn o una reaccidn
de algquilacidédn con una molécula PEG reactiva (o un polimero
soluble en agua reactivo andlogo). Tal como se utiliza en la
presente, el término “polietilenglicol” comprende cualgquiera
de las formas de PEG gque se usaron para obtener otras
proteinas, tales como la mono (Ci-Cio) alcoxi- o ariloxi-
polietilenglicol o polietilenglicol-maleimida. En
determinadas modalidades, el anticuerpo que se quiere pegilar
es un anticuerpo aglicosilado. Los métodos para pegilar las

proteinas se conocen en la técnica y se pueden aplicar a los
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anticuerpos de acuerdo con al menos algunas modalidades de la
invencibén. Véase, por ejemplo, EP 0 154 316 por Nishimura et
al. y EP 0 401 384 por Ishikawa et al.

Métodos para modificar anticuerpos genéticamente

En determinadas modalidades, se puede utilizar un anticuerpo
anti-VISTA agonista de acuerdo con la invencidén que tiene
secuencias Vy y Vi para crear nuevos anticuerpos anti-VISTA,
respectivamente, modificando las secuencias Vy y/o V; o las
regiones constantes acopladas a estas. Por lo tanto, en otro
aspecto de acuerdo con al menos algunas modalidades de 1la
invencién, las caracteristicas estructurales de un anticuerpo
anti-VISTA de acuerdo con al menos algunas modalidades de la
invencién se usan para crear anticuerpos anti-VISTA
estructuralmente relacionados que conservan al menos una
propiedad funcional de 1los anticuerpos de acuerdo con al
menos algunas modalidades de 1la invencidén, tales como la
unién al VISTA humano. Por ejemplo, una o mas regiones CDR de
un anticuerpo VISTA o mutaciones de estas se pueden combinar
de forma recombinante con regiones marco conocidas y/u otras
CDR para crear anticuerpos anti-VISTA modificados
genéticamente de forma recombinante adicionales, de acuerdo
con al menos algunas modalidades de 1la invencidn, como se
expuso anteriormente. Otros tipos de modificaciones incluyen
aquellas que se describen en la seccidn anterior. El material
de partida para el método de modificacidn genética es una o
mas de las secuencias Vy y/o V; proporcionadas en la presente,
O una o mas regiones CDR de estas. Para crear el anticuerpo
modificado genéticamente, no es necesario preparar en
realidad (es decir, expresar como una proteina) un anticuerpo

que tenga una o mas de las secuencias Vy y/o Vi, proporcionadas



10

15

20

25

en la presente o0 una o mas regiones CDR de estas. En lugar de
eso, la informacidén incluida en las secuencias se utiliza
como material de partida para crear secuencias de “segunda
generacidén” derivadas de las secuencias originales y luego
las secuencias de “segunda generacidn” se preparan y expresan
como una proteina.

Las técnicas de Dbiologia molecular estédndar se pueden
utilizar para preparar y expresar la secuencia del anticuerpo
modificado. Preferentemente, el anticuerpo anti-VISTA
codificado por las secuencias de anticuerpos modificados es
uno gue conserva una, algunas o todas las propiedades
funcionales de 1los anticuerpos anti-VISTA, respectivamente,
producidos por medio de los métodos y con secuencias
proporcionada en la presente, cuyas propiedades funcionales
incluyen la unién al antigeno VISTA con un nivel de Kp
especifico o inferior vy/o la modulacién de respuestas
inmunitarias y/o la unidén selectiva a células diana deseadas
tales como, por ejemplo, las que expresan el antigeno VISTA.
Las propiedades funcionales de los anticuerpos modificados se
pueden evaluar usando ensayos estandar disponibles en la
técnica vy/o descritos en la ©presente. En determinadas
modalidades de los métodos para modificar anticuerpos
genéticamente de acuerdo con al menos algunas modalidades de
la invencidn, se pueden introducir mutaciones de forma
aleatoria o selectiva en toda la secuencia de codificacidén de
anticuerpos anti-VISTA o parte de esta y los anticuerpos
anti-VISTA modificados resultantes se pueden analizar para
determinar la actividad de wunidén vy/u otras propiedades

funcionales deseadas.



10

15

20

25

En la técnica se han descrito métodos mutacionales. Por
ejemplo, la publicacién PCT WO 02/092780 por Short describe
los métodos para crear 'y analizar las mutaciones de
anticuerpos usando mutagénesis por saturacidn, ensamblaje de
ligacidén sintética o una combinacién de estos. De manera
alternativa, la publicacién PCT WO 03/074679 por Lazar et al.
describe métodos para usar los métodos de investigacidn
informdtica para optimar las propiedades fisicogquimicas de
los anticuerpos.

Moléculas de acido nucleico gque codifican anticuerpos

La invencidén proporciona ademéas dcidos nucleicos que
codifican un anticuerpo anti-VISTA de acuerdo con la
invencién, o un fragmento o conjugado de este. Los acidos
nucleicos pueden estar presentes en células completas, en un
lisado celular o en una forma sustancialmente pura o
parcialmente purificada. Un &cido nucleico estd “aislado” o
“se vuelve sustancialmente puro” cuando se purifica lejos de
otros componentes celulares u otros contaminantes, por
ejemplo, otros acidos nucleicos celulares o proteinas,
mediante técnicas estandar, que incluyen tratamiento
alcalino/SDS, bandas de CsCl, cromatografia en columna,
electroforesis en gel de agarosa y otras conocidas en 1la
técnica. Véase, F. Ausubel, et 4l., ed. (1987) Current
Protocols in Molecular Biology, Greene Publishing and Wiley
Interscience, Nueva York. Un &cido nucleico de acuerdo con al
menos algunas modalidades de 1la invencidn puede ser, por
ejemplo, ADN o ARN vy puede contener o no secuencias
intrdénicas. En una modalidad preferida, el &4cido nucleico es

una molécula de ADNc.
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Los &cidos nucleicos de acuerdo con al menos algunas
modalidades de la invencidén se pueden obtener usando técnicas
estdndar de Dbiologia molecular. Para los anticuerpos
expresados por hibridomas (p. ej., hibridomas preparados a
partir de ratones transgénicos que llevan genes de
inmunoglobulina humana como se describird adicionalmente méas
adelante), se puede obtener el ADNc que codifica las cadenas
pesada y 1ligera del anticuerpo realizadas por el hibridoma
mediante técnicas de amplificacidédn por PCR estandar o
clonacién de ADNc. Para 1los anticuerpos obtenidos de una
biblioteca de genes de inmunoglobulina (p. ej., usando
técnicas de expresién en fago), se puede recuperar de la
biblioteca el &cido nucleico gque codifica el anticuerpo.

Una vez que se obtienen los fragmentos de ADN que codifican
los segmentos Vg y Vi, estos fragmentos de ADN se pueden
manipular adicionalmente mediante técnicas estdndar de ADN
recombinante, por ejemplo, para convertir los genes de 1la
regién variable en genes de cadena del anticuerpo de longitud
completa, en genes de fragmento Fab o en un gen scFv. En
estas manipulaciones, un fragmento de ADN que codifica Vg o Vy
se une operativamente a otro fragmento de ADN que codifica
otra proteina, tal como una regidén constante del anticuerpo o
un enlazador flexible. Como se definid anteriormente, “unido
operativamente” se refiere a que los dos fragmentos de ADN se
unen de tal manera que las secuencias de aminoacidos
codificadas por los dos fragmentos de ADN permanecen dentro
del marco.

El ADN aislado que codifica la regidén Vy puede convertirse en
un gen de cadena pesada de longitud completa al unir

operativamente el ADN que codifica la Vy con otra molécula de
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ADN que codifica las regiones constantes de cadena pesada
(CH1, CH2 vy CH3). Las secuencias de genes de la regidn
constante de cadena pesada humana se conocen en la técnica
(véase, por ejemplo, Kabat, E. A., el 4l. (1991) Sequences of
Proteins of Immunological Interest, quinta edicidn.,
Departamento de Salud y Servicios Sociales de los Estados
Unidos, publicacién del NIH N.o 91-3242) y se pueden obtener
fragmentos de ADN que abarcan estas regiones mediante
amplificacién por PCR esténdar. La regidén constante de cadena
pesada puede ser una regién constante de IgGl, IgG2, IgG3,
IgG4, IgA, IgE, IgM o IgD, pero méds preferentemente es una
regién constante de IgGl, IgG2 o IgG4. Para un gen de cadena
pesada del fragmento Fab, el ADN que codifica VH puede unirse
operativamente a otra molécula de ADN que codifica solamente
la regidén constante de cadena pesada Cyi.

E1 ADN aislado que codifica la regidén V; puede convertirse en
un gen de cadena ligera de longitud completa (asi como
también en un gen de cadena ligera Fab) al unir
operativamente el ADN que codifica V; a otra molécula de ADN
que codifica la regidén constante de cadena ligera, C;. Se
conocen en la técnica las secuencias de los genes de regidn
constante de cadena ligera humana (véase, p. ej., Kabat, E.
A., et al. (1991) Sequences of Proteins of Immunological
Interest, quinta edicidén., Departamento de Salud y Servicios
Sociales de los Estados Unidos, publicacidén del NIH N.o 91-
3242) y se pueden obtener fragmentos de ADN que abarcan estas
regiones mediante amplificacidén por PCR estandar. La regidn
constante de cadena 1ligera puede ser una regidn constante
kappa (x) o lambda (A), pero mas preferentemente es una

regidén constante x.
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Para crear un gen scFv, los fragmentos de ADN que codifican
Vg v Vi, se unen operativamente a otro fragmento que codifica
un enlazador flexible, por ejemplo, que codifica la secuencia
de aminodcidos (Gly4-Ser)3, de manera que las secuencias Vy y
V;, pueden expresarse como una proteina de cadena simple
contigua, es decir, con las regiones V; y Vy unidas mediante
el enlazador flexible (véase, p. ej., Bird et &l. (1988)
Science 242:423-426; Huston et &al. (1988) Proc. Natl. Acad.
Sci., EUA 85:5879-5883; McCafferty et 4l., (1990) Nature
348:552-554) .

Produccién de anticuerpos monoclonales anti-VISTA

Los anticuerpos monoclonales anti-VISTA (mAbs) y los
fragmentos de unién al antigeno de acuerdo con la presente
invencién pueden producirse mediante una variedad de
técnicas, que incluyen la metodologia convencional de
anticuerpos monoclonales, por ejemplo, la técnica estandar de
hibridacién celular somatica de Kohler y Milstein (1975)
Nature 256:495. Pese a que se prefieren procedimientos de
hibridacién celular somatica, en principio, también se pueden
usar otras técnicas para producir anticuerpos monoclonales,
por ejemplo, transformacidédn viral u oncogénica de linfocitos
B.

Un sistema animal preferido para preparar hibridomas es el
sistema murino. La produccidén de hibridomas en el ratdn es un
procedimiento muy bien establecido. En la técnica se conocen
los protocolos vy las técnicas de inmunizacidén para el
aislamiento de los esplenocitos inmunizados para su fusidn.
Los compafieros de fusidén (por ej., células de mieloma
murinas) y procedimientos de fusidén también son conocidos.

Los anticuerpos qguiméricos o humanizados de la presente
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invencidén se pueden preparar de acuerdo con la secuencia de
un anticuerpo monoclonal murino preparado como se describid
anteriormente. E1 ADN que codifica la inmunoglobulina de
cadena ligera y pesada se puede obtener del hibridoma murino
de interés vy modificarse genéticamente para dgue contenga
secuencias de inmunoglobulina no murina (p. ej., humana)
usando técnicas estédndar de biologia molecular. Por ejemplo,
para crear un anticuerpo gquimérico, las regiones variables
murinas se pueden unir a regiones constantes humanas usando
métodos conocidos en la técnica (véase, p. ej., la patente
estadounidense n.° 4,816,567 concedida a Cabilly et 4&l.).
Para crear un anticuerpo humanizado, las regiones CDR murinas
se pueden insertar en un marco humano usando métodos
conocidos en la técnica (véase, P- ej., la patente
estadounidense n.° 5,225,539 concedida a Winter y la patente
estadounidense n.° 5,530,101; 5,585,089; 5,693,762 %
6,180,370 concedida a Queen et al.).

De acuerdo con al menos algunas modalidades de la invencidn,
los anticuerpos son anticuerpos monoclonales humanos. Dichos
anticuerpos monoclonales humanos dirigidos contra VISTA se
generan usando ratones transgénicos o transcromosdémicos que
tienen partes del sistema inmunitario humano en vez del
sistema del ratén. Los ratones transgénicos y
transcromosdémicos incluyen ratones gque se denominan en la
presente HuMAb Mouse™ (ratdén HuMAb) y KM Mouse™ (ratdédn KM),
respectivamente y se denominan de forma conjunta en la
presente “ratones de Ig humana”. El1 HuMAb Mouse™ (Medarex
Inc.) contiene miniloci de genes de inmunoglobulina humana
que codifican las secuencias de inmunoglobulina de cadena

ligera x y Yy y cadena pesada 1 no organizadas, Jjunto con



10

15

20

25

30

mutaciones dirigidas que inactivan los loci de cadena u y K
endbgenas (véase, p. ej., Lonberg, et al. (1994) Nature
368 (6474): 856-859). Por consiguiente, los ratones presentan
expresién reducida de IgM de ratdén o kX y en respuesta a la
inmunizacidén, los transgenes introducidos de cadena pesada y
ligera humanas experimentan cambio de clase y mutacidn
somdtica para generar anticuerpos monoclonales k de IgG
humana con alta afinidad Lonberg, N. et &l. (1994), que
antecede; revisado en Lonberg, N. (1994) Handbook of
Experimental Pharmacology 113:49-101; Lonberg, N. vy Huszar,
D. (1995) Intern. Rev. Immunol. 13: 65-93, y Harding, F. vy
Lonberg, N. (1995) Ann. N.Y. Acad. Sci. 764:536-546). La
preparacién y uso del ratdédn HuMab ® vy las modificaciones
gendmicas llevadas por dicho ratén, se describen
adicionalmente en Taylor, L. et al. (1992) Nucleic Acids
Research 20:6287-6295; Chen, J. et &l. (1993) International
Immunology 5:647-656; Tuaillon et 4&l. (1993) Proc. Natl.
Acad. Sci. EUA 90:3720-3724; Choi et 4&l. (1993) Nature
Genetics 4: 117-123; Chen, J. et 4l. (1993) EMBO J. 12: 821-
830; Tuaillon et a&l. (1994) J. Immunol. 152:2912-2920;
Taylor, L. et &l. (1994) International Immunology 6:579-591;
y Fishwild, D. et &l. (1996) Nature Biotechnology 14: 845-
851, cuyo contenido se incorpora especificamente en la
presente en su totalidad a modo de referencia. Véanse
adicionalmente las patentes estadounidenses n.° 5,545,806;
5,569,825; 5,625,126; 5,633,425; 5,789, 650; 5,877,397;
5,0661,0106; 5,814,318; 5,874,299; y 5,770,429; todas
concedidas a Lonberg vy Kay; patente estadounidense n.°
5,545,807 concedida a Surani et 4l.; publicacién PCT n.° WO
92/03918, WO 93/12227, WO 94/25585, WO 97/13852, WO 98/24884
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y WO 99/45962, todas concedidas a Lonberg vy Kay; vy la
publicacidén PCT n.° WO 01/14424 concedida a Korman et 4l.

En otra modalidad, los anticuerpos humanos de acuerdo con al
menos algunas modalidades de la invencién se pueden mejorar
usando un ratdédn que lleva secuencias de inmunoglobulina
humana en transgenes y transcromosomas, tal como un ratdn que
lleva un transgén de cadena pesada humana y un transcromosoma
de cadena ligera humana. Dichos ratones, denominados en la
presente “ratones™ KM” se describen més detalladamente en 1la
publicacidén PCR WO 02/43478 concedida a Ishida et 4l.

Ademds, los sistemas de animales transgénicos alternativos
que expresan genes de inmunoglobulina humana se encuentran
disponibles en la técnica y se pueden utilizar para mejorar
los anticuerpos anti-VISTA de acuerdo con al menos algunas
modalidades de la invencidén. Por ejemplo, se puede utilizar
un sistema transgénico alternativo denominado Xenoratdn
(Abgenix, Inc.); dichos ratones se describen en, por ejemplo,
las patentes estadounidenses n.° 5,939,598; 6,075,181;
6,114,598; 6, 150,584 y 6,162,963 concedidas a Kucherlapati
et al.

Asimismo, los sistemas de animales transcromosdmicos
alternativos que expresan genes de inmunoglobulina humana se
encuentran disponibles en la técnica y se pueden utilizar
para mejorar los anticuerpos anti-VISTA de acuerdo con al
menos algunas modalidades de la invencidén. Por ejemplo, se
pueden utilizar ratones que tienen tanto un transcromosoma de
cadena pesada humana como un transcromosoma de cadena ligera
humana, denominados “ratones TC”; dichos ratones se describen
en Tomizuka et &al. (2000) Proc. Natl. Acad Sci. USA 97:722-

727. Ademds, se han descrito en la técnica vacas gue poseen
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los transcromosomas de cadena ligera y pesada humana (Kuroiwa
et 4l. (2002) Nature Biotechnology 20:889-894) vy se pueden
utilizar para mejorar los anticuerpos anti-VISTA de acuerdo
con al menos algunas modalidades de la invencidn.

Los anticuerpos monoclonales humanos de acuerdo con al menos
algunas modalidades de la invencidén pueden prepararse también
usando métodos de expresidédn en fagos para analizar las
genotecas de genes de inmunoglobulina humana. Dichos métodos
de expresidén en fagos para aislar los anticuerpos humanos se
establecen en la técnica. Véase, por ejemplo: Las patentes
estadounidenses n.° 5,223,409; 5,403,484 \ 5,571,698
concedidas a Ladner et 4l.; las patentes estadounidenses n.°
5,427,908 y 5,580,717 concedidas a Dower et al.; las patentes
estadounidenses n.° 5,969,108 vy 6,172,197 concedidas a
McCafferty et al.; y las patentes estadounidenses n.°
5,885,793; 6,521,404; 6,544,731; 6,555,313; 6,582,915 vy
6,593,081 concedidas a Griffiths et &l.

Los anticuerpos monoclonales humanos de acuerdo con al menos
algunas modalidades de la invencidén se pueden preparar
también usando ratones SCID en los que se han reconstituido
células inmunes humanas de manera que se pueda generar una
respuesta del anticuerpo humano tras la inmunizacidén. Dichos
ratones se describen, por ejemplo, en las patentes
estadounidenses n.° 5,476,996 y 5,698,767 concedidas a Wilson
et al.

Inmunizacidén de ratones con Ig humana

En algunas modalidades, los ratones con Ig humana se utilizan
para mejorar los anticuerpos anti-VISTA humanos de acuerdo
con la invencidén, por ejemplo, mediante la inmunizacidén de

dichos ratones con una preparacién purificada o enrigquecida
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del antigeno VISTA vy/o proteina de fusidén VISTA o VISTA
recombinante, como se describe por Lonberg, N. et &l. (1994)
Nature 368(6474): 856-859; Fishwild, D. et al. (1996) Nature
Biotechnology 14: 845-851; y la publicacidén PCT WO 98/24884 y
WO 01/14424. Preferentemente, los ratones tendrédn 6-16
semanas de edad tras la primera infusidén. Por ejemplo, se
puede utilizar una preparacién purificada o recombinante (en
una dosis que varia de .5-50 pg) del antigeno VISTA para
inmunizar a los ratones con Ig humana de forma
intraperitoneal.

En general, los ratones transgénicos responden cuando se
inmunizan inicialmente de forma intraperitoneal (IP) con el
antigeno en el adyuvante completo de Freund, seguido de
inmunizaciones IP semana por medio (hasta un total de 6) con
antigeno en el adyuvante incompleto de Freund. Sin embargo,
se descubridé que los adyuvantes que no son los de Freund son
eficaces también. Ademas, se descubridé que las células
completas en ausencia de adyuvante son sumamente
inmunogénicas. La respuesta inmunitaria se puede monitorear
durante el transcurso del protocolo de inmunizacidén con
muestras de plasma que se obtienen por sangrados
retroorbitales. El plasma se puede analizar por ELISA (tal
como se describe a continuacidn) y los ratones con
suficientes titulaciones de inmunoglobulina humana anti-VISTA
se pueden usar para las fusiones. Los ratones se pueden
estimular intravenosamente con antigeno 3 dias antes del
sacrificio y la remocidén del bazo. Se espera que pueda ser
necesario realizar 2-3 fusiones ©por cada inmunizacidn.
Cominmente se inmunizan entre 6 vy 24 ratones para cada

antigeno. Habitualmente se utilizan ambas cepas HCo7 y HCol2.
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Asimismo, tanto el transgén HCo7 como el Hcol2 pueden
hibridarse juntos en un uUnico ratdén gque tiene dos transgenes
de cadena pesada humana diferentes (HCo7/HCo 12). De forma
alternativa o adicional, es posible utilizar la cepa del KM
Mouse™ (ratdédn KM). En un ejemplo de modalidad, estos ratones
se modificarédn para producir selectivamente anticuerpos IgG2
humanos.

Generaciodén de hibridomas que producen anticuerpos

monoclonales humanos

En determinadas modalidades, pueden generarse hibridomas que
producen un anticuerpo anti-VISTA monoclonal humano de
acuerdo con la invencidén usando esplenocitos y/o células de
nédulos 1linféticos de ratones inmunizados que se pueden
aislar y fusionar con una linea celular inmortalizada, tal
como una linea celular de mieloma de ratdén. Los hibridomas
resultantes se pueden analizar para determinar la produccidn
de anticuerpos especificos del antigeno. Por ejemplo, las
suspensiones de células simples de linfocitos esplénicos de
ratones inmunizados se pueden fusionar con un sexto de 1la
cantidad de células de mieloma de ratdn gque no secretan
P3X63-Ag8.653 (ATCC, CRL 1580) con PEG al 50 %. Las células
se colocan en placas en aproximadamente 2X105 en una placa de
microtitulacidédn de fondo plano, seguido de una incubacidn de
dos semanas en medio selectivo que contiene suero de clon

de

o°

fetal al 20 %, 18 % de medios acondicionados Y“653”, 5
origen (IGEN), 4 mM de L-glutamina, 1 mM de piruvato de
sodio, 5 mM de HEPES, 0.055 mM de 2-mercaptoetanol, 50
unidades/ml de penicilina, 50 mg/ml de estreptomicina, 50
mg/ml de gentamicina y IX HAT (Sigma; se agrega HAT 24 horas

después de la fusidén). Luego de aproximadamente dos semanas,
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las células se pueden cultivar en medio donde HAT se remplaza
por HT. Los pocillos individuales se pueden analizar luego
mediante ELISA para determinar anticuerpos IgM vy IgG
monoclonales humanos. Una vez dque ocurre el crecimiento
extensivo de hibridomas, el medio se puede observar
generalmente después de 10-14 dias. Los hibridomas que
secretan anticuerpos se puede volver a colocar en placas,
volver a analizarse y, si siguen siendo positivos para la IG
humana, los anticuerpos monoclonales se pueden subclonar al
menos dos veces mediante dilucién limitante. Los subclones
estables se pueden cultivar luego 1in vitro para generar
pequefias cantidades de anticuerpo en medio de cultivo de
tejido para su caracterizacidn.

Para purificar los anticuerpos monoclonales humanos, 1los
hibridomas seleccionados pueden cultivarse en matraces de
agitacién de dos litros para la purificacién de anticuerpos
monoclonales. Los sobrenadantes pueden filtrarse y
concentrarse antes de la cromatografia de afinidad con la
proteina A-Sefarosa (Pharmacia, Piscataway, N.J.). La IgG
eluida se puede verificar mediante electroforesis en gel vy
cromatografia liquida de alto rendimiento para asegurar la
pureza. La solucidén amortiguadora se puede intercambiar en
PBS vy la concentracién se puede determinar mediante 0D280
usando 1.43 de coeficiente de extincidédn. Los anticuerpos
monoclonales se pueden separar en alicuotas y almacenar a -80
°C.

Generacidn de transfectomas que producen anticuerpos

monoclonales

En determinadas modalidades, un anticuerpo anti-VISTA de

acuerdo con la invencidén se puede producir en un transfectoma
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de célula hospedadora usando, por ejemplo, una combinacidn de
técnicas de ADN recombinante y métodos de transfeccidn de
genes como se conoce en la técnica (P. ej., Morrison, S.
(1985) Science 229: 1202). Por ejemplo, para expresar
anticuerpos o fragmentos de anticuerpos de estos, se pueden
obtener ADN que codifican las cadenas pesadas y ligeras de
longitud completa o parcial mediante técnicas estéandar de
biologia molecular (p. ej., amplificacidén por PCR o clonacién
de ADNc usando un hibridoma que expresa el anticuerpo de
interés) vy los ADN se pueden insertar en vectores de
expresién de manera que los genes se unen operativamente a
secuencias de control de traduccidén y transcripcidén. En este
contexto, la frase “unido operativamente” quiere decir que un
gen del anticuerpo se liga a un vector de manera que las
secuencias de control de traduccidédn y transcripcidédn dentro
del wvector cumplen su funcidén prevista para regular la
transcripcidén y traduccidédn del gen del anticuerpo. El1 vector
de expresidédn y las secuencias de control de expresidén se
seleccionan para que sean compatibles con la célula
hospedadora de expresidédn utilizada. El1 gen de cadena ligera
del anticuerpo y el gen de cadena pesada del anticuerpo se
pueden insertar en un vector separado o, mas tipicamente,
ambos genes se insertan en el mismo vector de expresidn. Los
genes del anticuerpo se insertan en el vector de expresidn
mediante métodos estédndar (p. ej., ligadura de sitios de
restriccidén complementarios en el fragmento del gen de
anticuerpo y vector o ligadura de extremo romo si no esta
presente ningtn sitio de restriccidén). Se pueden utilizar las
regiones variables de <cadena ©pesada vy ligera de 1los

anticuerpos descritos en la presente para crear genes de
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anticuerpo de longitud completa de cualquier isotipo de
anticuerpo insertandolos en vectores de expresidén que vya
codifican las regiones <constantes de cadena ligera vy
constante de cadena pesada del isotipo deseado de manera dque
el segmento Vi se une operativamente a los segmentos Cy dentro
del wvector, vy el segmento V; se une operativamente al
segmento C; dentro del wvector. De manera adicional o
alternativa, el vector de expresidén recombinante puede
codificar un péptido sefial que facilita la secrecidén de la
cadena de anticuerpo de una célula hospedadora. El1 gen de la
cadena del anticuerpo se puede clonar en el vector de manera
que el péptido sefial se une en el marco al extremo amino del
gen de cadena del anticuerpo. El péptido sefial puede ser un
péptido sefial de inmunoglobulina o un péptido seflal
heterdlogo (es decir, un péptido sefial de una proteina que no
es inmunoglobulina) .

Caracterizacidén de la unidén del anticuerpo al antigeno

En determinadas modalidades, la especificidad de unién de un
anticuerpo anti-VISTA agonista de acuerdo con la invencidén se
determina mediante técnicas de ensayos de unién del
anticuerpo conocidas tal como ELISA. En un ELISA de ejemplo,
las placas de microtitulacidén se recubren con un antigeno
purificado, en la presente VISTA, a 0.25 pg/ml en PBS y luego
se bloquean con albUmina de suero bovino al 5 % en PBS. Las
diluciones del anticuerpo (p. ej., diluciones de plasma de
ratones inmunizados) se agregan a cada pocillo y se incuban
durante 1-2 horas a 37 °C. Las placas se lavan con PBS/Tween
y luego se incuban con reactivo secundario (p. ej., para

anticuerpos humanos, un reactivo policlonal especifico para

FC de 1IgG de cabra-anti-humana) conjugado con fosfatasa
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alcalina durante 1 hora a 37 °C. Luego del lavado, las placas
se desarrollan con sustrato de pNPP (1 mg/ml) y se analizan a
OD de 405-650. Preferentemente, para las fusiones se usaréan
los ratones qgque desarrollan las mayores titulaciones.

Un ensayo ELISA tal como se describidé anteriormente puede
usarse también para analizar hibridomas gque muestran
reactividad positiva con el inmunébgeno VISTA. Los hibridomas
que se unen con alta afinidad a VISTA se subclonan y se
caracterizan adicionalmente. Se puede elegir un clon de cada
hibridoma, que <conserva 1la reactividad de las <células
originales (mediante ELISA), para realizar un banco de 5-10
viales de células almacenadas a -140 °C y para purificar
anticuerpos.

Para purificar 1los anticuerpos anti-VISTA, los hibridomas
seleccionados pueden cultivarse en matraces de agitacidén de
dos litros para la purificacidén de anticuerpos monoclonales.
Los sobrenadantes pueden filtrarse y concentrarse antes de la
cromatografia de afinidad con la proteina A-Sefarosa
(Pharmacia, Piscataway, N.J.). La IgG eluida se puede
verificar mediante electroforesis en gel vy cromatografia
ligquida de alto rendimiento para asegurar la pureza. La
solucidén amortiguadora se puede intercambiar en PBS y la
concentracién se puede determinar mediante 0OD280 usando 1.43
de coeficiente de extincidn. Los anticuerpos monoclonales se
pueden separar en alicuotas y almacenar a -80 °C.

Para determinar si los anticuerpos monoclonales anti-VISTA
seleccionados se unen a epitopos uUnicos, cada anticuerpo
puede biotinilarse usando reactivos comercialmente
disponibles (Pierce, Rockford, IL). Se pueden realizar

estudios de competicidn que usan anticuerpos monoclonales no
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marcados 'y anticuerpos monoclonales biotinilados usando
placas ELISA recubiertas con VISTA como se describibd
anteriormente. Se puede detectar la unidén de mAb biotinilado
con una sonda de fosfatasa alcalina-estreptavidina.

Para determinar el isotipo de anticuerpos purificados, se
pueden realizar ELISA de isotipo usando reactivos especificos
para anticuerpos de un isotipo particular, por ejemplo, IgG2.
Por ejemplo, para determinar el isotipo de un anticuerpo
monoclonal humano, los pocillos de placas de microtitulacién
pueden recubrirse con Ag/ml de inmunoglobulina antihumana
durante la noche a 4 °C. Luego de bloquear con BSA al 1 %,
las placas se hacen reaccionar con 1 mug/ml o menos de
anticuerpos monoclonales de prueba o controles de isotipos
purificados, a temperatura ambiente durante una a dos horas.
Los pocillos pueden hacerse reaccionar luego con IgGl humana
o sondas conjugadas con fosfatasa alcalina especifica para la
IgM humana. Las placas se desarrollan y analizan tal como se
describe anteriormente.

Las IgG anti-VISTA pueden someterse a prueba adicionalmente
para determinar la reactividad <con el antigeno VISTA,
respectivamente, mediante transferencia Western. Brevemente,
el antigeno VISTA puede prepararse y someterse a
electroforesis en gel de poliacrilamida de dodecilsulfato de
sodio. Luego de la electroforesis, los antigenos separados se
transfieren a membranas de nitrocelulosa, se Dbloquean con
suero fetal bovino al 10 % y se sondean con los anticuerpos
monoclonales que seran probados. La unidén a IgG humana puede
detectarse usando fosfatasa alcalina de IgG anti-humana vy
desarrollarse con comprimidos de sustrato BCIP/NBT (Sigma

Chem. Co., St. Louis, Mo.).
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En otro aspecto, la presente invencidén presenta conjugados de
anticuerpo-fadrmaco (ADC) gque consisten en un anticuerpo (o
fragmento de anticuerpo tal como un fragmento variable de
cadena simple (scFv) unido a un farmaco de carga util (a
menudo citotdéxico). E1l anticuerpo hace que el ADC se una a
las células cancerosas diana. A menudo el ADC es
internalizado luego por la célula y el farmaco se libera en
la célula. Debido al direccionamiento, los efectos
secundarios son inferiores y brindan una ventana terapéutica
mas amplia. Los enlazadores hidrofilicos (p. ej., PEG4Mal)
ayudan a evitar que el fédrmaco sea bombeado fuera de las
células resistentes al cancer a través de transportadores MDR
(resistencia a multiples farmacos).

En otro aspecto, la presente invencién presenta
inmunoconjugados que comprenden un anticuerpo anti-VISTA o un
fragmento de este, conjugado con un agente terapéutico, tal
como un citotoxina, un farmaco (p. ej., un inmunosupresor) o
una radiotoxina. En la presente dichos conjugados son
llamados “inmunoconjugados”. Los inmunoconjugados que
incluyen una o mas citotoxinas se denominan “inmunotoxinas”.
Una citotoxina o agente citotdxico incluye cualgquier agente
que es perjudicial para las células (p. ej., las mata). Los

ejemplos incluyen taxol, <citocalasina B, gramicidina D,

bromuro de etidio, emetina, mitomicina, etopdsido,
tenopdsido, vincristina, vinblastina, colchicina,
doxorubicina, daunorubicina, dihidroxi antracina diona,
mitoxantrona, mitramicina, actinomicina D, 1-

deshidrotestosterona, glucocorticoides, procaina, tetracaina,
lidocaina, propranolol y puromicina y andlogos u homdélogos de

estos. Los agentes terapéuticos también incluyen, por
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ejemplo, antimetabolitos (p. ej., metotrexato, =
mercaptopurina, 6-tioguanina, citarabina, 5-fluorouracil
decarbazina), agentes alquilantes (p. ej., mecloretamina,
tiocepa clorambucilo, melfaldn, carmustina (BSNU) y lomustina
(CCNU) , ciclotosfamida, busulféan, dibromomanitol,
estreptozotocina, mitomicina C y cis-diclorodiamina platino
(IT) (DDP) cisplatino), antraciclinas (p. ej., daunorrubicina
(anteriormente daunomicina) vy doxorrubicina), antibidticos
(p- ej., dactinomicina (anteriormente actinomicina),
bleomicina, mitramicina vy antramicina (AMC) ) y agentes
antimitéticos (p. ej., vincristina y vinblastina).

Otros ejemplos de citotoxinas terapéuticas que se pueden
conjugar con un anticuerpo de acuerdo con al menos algunas
modalidades de la invencién incluyen duocarmicinas,

calicheamicinas, maitansinas y auristatinas y derivados de

estas. Un ejemplo de un conjugado de anticuerpo de
calicheamicina estd comercialmente disponible (Mylotarg™
Wyeth) .

Las citotoxinas se pueden conjugar con anticuerpos de acuerdo
con al menos algunas modalidades de la invencidén usando la
tecnologia de enlazadores disponible en la técnica. Los
ejemplos de tipos de enlazadores que se ha utilizado para
conjugar una citotoxina con un anticuerpo incluyen, de modo
no taxativo, hidrazonas, tioéteres, ésteres, disulfuros vy
enlazadores que contienen péptidos. Se puede elegir un
enlazador que es, por ejemplo, susceptible a la escisidn
mediante pH bajo dentro del compartimiento lisosdmico o
susceptible a la escisidén mediante proteasas, tales como
proteasas preferentemente expresadas en el tejido tumoral,

por ejemplo, catepsinas (p. ej., las catepsinas B, C, D).
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Para un debate adicional sobre los tipos de citotoxinas,
enlazadores y métodos para conjugar agentes terapéuticos con
anticuerpos, véase también Saito, G. et &l. (2003) Adv. Drug
Deliv. Rev. 55: 199-215; Trail, P. A. et &al. (2003) Cancer
Immunol. Immunother. 52:328-337; Payne, G. (2003) Cancer Cell
3:207-212; Allen, T. M. (2002) Nat. Rev. Cancer 2:750-763;
Pastan, I. y Kreitman, R. J. (2002) Curr. Opin. Investig.
Drugs 3: 1089-1091; Senter, P. D. y Springer, C. J. (2001)
Adv. Drug Deliv. Rev. 53:247-264.

Los anticuerpos de la presente invencidén se pueden conjugar
también con un isdétopo radioactivo para generar radiofarmacos
citotdéxicos, también denominados radioinmunoconjugados. Los
ejemplos de isdétopos radiocactivos que se pueden conjugar con
anticuerpos para uso de forma terapéutica y de diagndstico
incluyen, de modo no taxativo, yodo 131, indio 111, itrio 90

y lutecio 177. En la técnica se establecen los métodos para

preparar radioinmunoconjugados. Los radioinmunoconjugados
estéan comercialmente disponibles, incluidos Zevalin®
(BiogenlDEC) vy Bexxar®. (Corixa Pharmaceuticals), y métodos
similares se pueden utilizar para preparar

radioinmunoconjugados usando los anticuerpos de acuerdo con
al menos algunas modalidades de la invenciédn.

Los anticuerpos VISTA anti-humanos agonistas y conjugados que
los contienen de acuerdo con al menos algunas modalidades de
la 1invencidén pueden usarse para modificar wuna respuesta
bioldégica dada, y el resto de farmaco no debe interpretarse
como limitado a agentes terapéuticos quimicos cléasicos. Por
ejemplo, el resto de farmaco puede ser una proteina o
polipéptido que posea una actividad bioldégica deseada. Dichas

proteinas puede incluir, por ejemplo, una toxina
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enzimaticamente activa o fragmento activo de esta, tal como
abrina, ricina A, exotoxina de pseudomonas © toxina de
difteria; una proteina tal como factor de necrosis tumoral o
interferén-y; o modificadores de la respuesta bioldgica tales
como, por ejemplo, linfocinas, interleucina-1 (“"IL-1"),
interleucina-2 (“"IL-2"), interleucina-6 (“"IL-06"), factor
estimulante de colonias de granulocitos y macréfagos (“GM-
CSF”), factor estimulante de colonias de granulocitos (“G-
CSEF”) u otros factores de crecimiento.

Las técnicas para conjugar dichos restos terapéuticos a
anticuerpos son conocidos, véase, por ej., Arnon et 4&l.,
"Monoclonal Antibodies For Immunotargeting Of Drugs In Cancer
Therapy", en Monoclonal Antibodies And Cancer Therapy,
Reisfeld et 4l1. (eds.), pp. 243-56 (Alan R. Liss, Inc. 1985);
Hellstrom et 4&l., "Antibodies For Drug Delivery", in
Controlled Drug Delivery (2da ed.), Robinson et &l. (eds.),
pags. 623-53 (Marcel Dekker, Inc. 1987); Thorpe, "Carriers Of
Cytotoxic Agents In Cancer Therapy: A Review", en Monoclonal
Antibodies '84: Biological And Clinical Applications,
Pinchera et 4&l. (eds.), pp. 475-506 (1985) ; "Analysis,
Results, And Future Prospective Of The Therapeutic Use Of
Radiolabeled Antibody In Cancer Therapy", en Monoclonal
Antibodies For Cancer Detection And Therapy, Baldwin et al.
(eds.), pp. 303-16 (Academic Press 1985), y Thorpe et al.,
"The Preparation And Cytotoxic Properties 0Of Antibody-Toxin
Conjugates", Immunol. Rev., 62: 119-58 (1982).

Moléculas biespecificas

De acuerdo con al menos algunas modalidades, 1la invencidn
abarca también anticuerpos agonistas anti-VISTA

multiespecificos. Los anticuerpos multiespecificos son
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anticuerpos monoclonales que tienen especificidades de unidn
para al menos dos sitios diferentes. En otro aspecto, 1la
presente invencidén presenta moléculas Dbiespecificas que
comprenden un anticuerpo anti-VISTA o un fragmento de este,
de acuerdo con al menos algunas modalidades de la invencién.
Un anticuerpo de acuerdo con al menos algunas modalidades de
la invencidén, o partes de unidén al antigeno de este, se
pueden derivar o unir a otra molécula funcional, por ejemplo,
otro péptido o proteina (p. ej., otro anticuerpo o ligando
para un receptor) para generar una molécula biespecifica que
se une a al menos dos sitios de unidén diferentes o moléculas
diana. El anticuerpo de acuerdo <con al menos algunas
modalidades de la invencidén se puede derivar de hecho o unir
a mas de wuna molécula funcional adicional para generar
moléculas multiespecificas que se unen a mas de dos sitios de
unién diferentes y/o moléculas diana; se pretende también que
dichas moléculas multiespecificas estén comprendidas por la
expresién “molécula biespecifica”, tal como se utiliza en la
presente. Para crear un molécula biespecifica de acuerdo con
al menos algunas modalidades de la invencidén, un anticuerpo
se puede unir funcionalmente (p. ej., mediante acoplamiento
quimico, fusidn genética, asociacidédn no covalente o de otro
modo) a una o mas moléculas de unidén adicionales, tal como
otro anticuerpo, fragmento de anticuerpo, péptido o mimético
de unidn de manera que da resultado una molécula
biespecifica. En determinadas modalidades, una de las
especificidades de unidén de los anticuerpos biespecificos es
para VISTA y la otra es para cualquier otro antigeno. En
determinadas modalidades, los anticuerpos biespecificos se

pueden unir a dos epitopos diferentes de VISTA. Los



10

15

20

25

anticuerpos Dbiespecificos también pueden wutilizarse para
localizar agentes citotdxicos de células qgue expresan el
VISTA. Los anticuerpos biespecificos pueden prepararse como
anticuerpos de longitud completa o fragmentos de anticuerpos.
Un anticuerpo biespecifico de acuerdo con al menos algunas
modalidades de la invencidén es un anticuerpo gque se puede
unir simultédneamente a dos dianas que son de distintas
estructuras. Los anticuerpos Dbiespecificos (bsAb) vy 1los
fragmentos de anticuerpos biespecificos (bsFab) de acuerdo
con al menos algunas modalidades de la invencidén tienen al
menos un grupo que se une especificamente a un antigeno de
linfocitos B o epitopo y al menos otro grupo gue se une
especificamente a un conjugado dirigible.

De acuerdo con al menos algunas modalidades, la invencidn
abarca también una proteina de anticuerpo de fusidén que es
una molécula de unién al antigeno producida de forma
recombinante en la que se unen dos o mas segmentos de
fragmentos de anticuerpo o anticuerpos de cadena simple
diferentes con las mismas o distintas especificidades. Se
puede producir una variedad de proteinas de anticuerpo de
fusidén biespecificas wusando ingenieria molecular. En una
forma, la proteina del anticuerpo de fusidén biespecifica es
monovalente, consiste, por ejemplo, en enviado con un Unico
sitio de unidén para un antigeno y un fragmento Fab con un
Uinico sitio de unidén para un segundo antigeno. En otra forma,
la proteina del anticuerpo de fusidén Dbiespecifica es
divalente, consiste, por ejemplo, en una IgG con dos sitios
de unidén para un antigeno y dos scFv con dos sitios de unidn

para un segundo antigeno.
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La invencidén abarca anticuerpos manipulados con tres o mas
sitios de unidén a antigenos funcionales, que incluyen
“anticuerpos de pulpo” (véase, p. ej. US 2006/0025576A1), vy
“FAb de accidén dual” o anticuerpos “DAF” que comprenden un
sitio de wunién a antigenos gque se une a VISTA, asi como
también otro antigeno diferente (véase, P. ej. us
2008/0069820) . Por consiguiente, la presente invencién
incluye moléculas biespecificas que comprende al menos una
primera especificidad de wunidén para VISTA y una segunda
especificidad de unidén para un segundo epitopo diana. De
acuerdo con al menos algunas modalidades de la invencidén, el
segundo epitopo diana es un receptor Fc, por ejemplo, FcyRI
humano (CD64) o un receptor FcaR humano (CD89). Por lo tanto,
la invencién incluye moléculas biespecificas capaces de
unirse tanto a células efectoras que expresan FcyR, FcaR o
FcsR (por ejemplo, monocitos, macréofagos o} células
polimorfonucleares (PMN)) como a células diana que expresan
VISTA, respectivamente. Estas células biespecificas dirigen
las células gue expresan VISTA y desencadenan actividades
celulares efectoras mediadas por el receptor FC tales como
fagocitosis de células que expresan VISTA, citotoxicidad
mediada por células dependiente de anticuerpos (ADCC) ,
liberacidén de citocinas o generacidédn de anidn superdxido.

De acuerdo con al menos algunas modalidades de la invencidn
en las que la molécula Dbiespecifica es multiespecifica, la
molécula puede incluir también una tercera especificidad de
unidén, ademas de una especificidad de unidén a anti-Fc. En una
modalidad, la tercera especificidad de unidén es una parte del
factor antimejoramiento (EF), por ejemplo, una molécula que

se une a una proteina de superficie implicada en la actividad



10

15

20

25

30

citotdéxica y por lo tanto aumenta la respuesta inmunitaria
contra la célula diana.

La ‘“parte del factor antimejoramiento”  puede ser un
anticuerpo, fragmento de anticuerpo funcional o un ligando
que se une a una molécula dada, por ejemplo, un antigeno o un
receptor, y por lo tanto provoca un mejoramiento del efecto
de los determinantes de unidén para el receptor Fc o antigeno
de célula diana. La “parte del factor antimejoramiento” se
puede unir a un receptor Fc o un antigeno de célula diana. De
manera alternativa, la parte del factor antimejoramiento
puede unirse a una entidad que es diferente a la entidad a la
cual se unen las primeras vy segundas especificidades de
unién. Por ejemplo, la parte del factor antimejoramiento
pueden unirse al linfocito T citotdéxico (p. ej., mediante
cb2, CDb3, CDb8, (CD28, <Cb4, <CD40, 1ICAM-1 u otra célula
inmunitaria que provoca una mayor respuesta inmunitaria
contra la célula diana).

De acuerdo con al menos algunas modalidades de la invencidn,
las moléculas biespecificas comprenden como una especificidad
de unidén al menos un anticuerpo o un fragmento de anticuerpo
de este, que incluye, por ejemplo, un Fab, Fab', F(ab')2, Fv,
o Fv de cadena simple. El anticuerpo también puede ser un
dimero de cadena ligera o cadena pesada o cualquier fragmento
minimo de este tal como un Fv o una construccidn de cadena
simple como se describe en Ladner et al. La patente
estadounidense n.° 4,946,778, cuyo contenido se incorpora de
forma expresa mediante esta referencia.

En una modalidad, la especificidad de unidén para un receptor
Fcy se proporciona por un anticuerpo monoclonal, cuya unidn

no estd bloqueada por la inmunoglobulina humana G (IgG). Tal
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como se utiliza en la presente, la expresidn “receptor IgG”
hace referencia a cualgquiera de los ocho genes de cadena Vv
ubicados en el cromosoma 1. Estos genes codifican un total de
doce membranas o isoformas de receptores solubles dque se
agrupan en tres clases de receptores Fcy: FcyRI (CD64),
FcyRII(CD32), y FcyRIII (CDl6). En una modalidad preferida,
el receptor Fcy es un FcyRI de alta afinidad humano. E1 FcyRI
humano es una molécula de 72 kDa, gque muestra alta afinidad
para la IgG monomérica. La produccién y caracterizacidédn de
determinados anticuerpos monoclonales anti-Fcy y preferidos
se describe en Fanger et &4l., en la publicacién PCT WO
88/00052 y en la patente estadounidense n.° 4,954,617, cuyas
indicaciones se incorporan en su totalidad mediante esta
referencia. Estos anticuerpos se unen a un epitopo de FcyRI,
FcyRII o FcyRIII en un sitio que es distinto del sitio de
unidén a Fey del receptor y, por lo tanto, su unidédn no se
bloquea sustancialmente por los niveles fisioldbgicos de 1la
IgG. Anticuerpos anti-FcyRI conocidos incluyen mAb 22, mAb
32, mAb 44, mAb 62 y mAb 197. El1l hibridoma que produce mAb 32
estd disponible a través de la American Type Culture
Collection (Coleccidén de Cultivos Tipo de Estados Unidos),
n.° de acceso a GenBank HB9469. En otras modalidades, el
anticuerpo del receptor anti-Fcy es una forma humanizada del
anticuerpo monoclonal 22 (H22) . La produccién y
caracterizacidén del anticuerpo 22 se describe en Graziano,
R.F. et &l. (1995) J. Immunol. 155 (10): 4996-5002 vy 1la
publicacién PCT WO 94/10332. El1 anticuerpo H22 que produce la
linea celular se deposita en la American Type Culture
Collection con el nombre HAQ22CLI y tiene el n.° de acceso

CRL 11177.
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En incluso otras modalidades, la especificidad de unidén para
un receptor Fc se proporciona por un anticuerpo que se une a
un receptor de IgA humana, por ejemplo, un receptor Fc-o (Fc
aRI (CD89)), cuya unidn no se bloguea preferentemente mediante
la inmunoglobulina A (IgA) humana. La expresidén “receptor de
IgA” pretende incluir el producto génico de un gen a (FcoRI)
ubicado en el cromosoma 19. Este gen es conocido por
codificar wvarias 1isoformas transmembrana alternativamente
empalmadas de 55 a 10 kDa. FcaRI (CD89) se expresa de forma
constitutiva en monocitos/macréfagos, granulocitos
eosinofilicos vy neutrofilicos, pero no en poblaciones de
células no efectoras. Fc oRI tiene afinidad media
(aproximadamente 5X10°7 M™!) para IgAl e IgA2, la cual aumenta
tras la exposicidén a citocinas tales como G-CSF o GM-CSF
(Morton, H. C. et &l. (1996) Critical Reviews 1in Immunology
16:423-440). Se identificaron cuatro anticuerpos monoclonales
especificos para FcoRI identificados como A3, A59, A62 y A77,
que se unen a FcoRI fuera del dominio de unidén al ligando de
IgA (Monteiro, R. C. et &l. (1992) J. Immunol. 148: 1764).

Si bien se prefieren los anticuerpos monoclonales humanos, se
pueden emplear otros anticuerpos en las moléculas
biespecificas que, de acuerdo con al menos algunas
modalidades de la invencidn, son anticuerpos monoclonales
humanizados, quiméricos y murinos. Las moléculas
biespecificas de la presente 1invencidén se pueden preparar
conjugando las especificidades de unidén de constituyentes,
por ejemplo, la especificidad de unidén de anti-FcR y anti-
VISTA usando los métodos conocidos en la técnica. Por
ejemplo, la especificidad de unidén de cada molécula

biespecifica se puede generar por separado y luego conjugarse
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entre si. Cuando las especificidades de unidén son proteinas o
péptidos, es posible wutilizar una variedad de agentes de
acoplamiento o reticulacidén para la conjugacidén covalente.
Los ejemplos de agentes de reticulacidén incluyen la proteina

A, carbodiimida, N-succinimidil-S-acetil-tioacetato (SATA),

5,5'"-ditiobis (4cido 2-nitrobenzoico) (DTNB) , o—
fenilenedimaleimida (oPDM) , N-succinimidyi-3- (2-piridild-
itio propionato (SPDP) y sulfosuccinimidil 4- (N-
maleimidometil) ciclohaxano-l-carboxilato (sulfo-SMCC)

(véase, p. ej., Karpovsky et 4&l. (1984) J. Exp. Med. 160:
1686; Liu, M A et 4l1. (1985) Proc. Natl. Acad. Sci. USA
82:8048) . Otros métodos incluyen aquellos que se describen en
Paulus (1985) Behring Ins. Mitt. No. 78, 118-132; Brennan et
al. (1985) Science 229:81-83), vy Glennie et 4&l. (1987) J.
Immunol. 139: 2367-2375) . Los agentes de conjugacidn
preferidos son SATA y sulfo-SMCC, ambos disponibles a través
de Pierce Chemical Co. (Rockford, Il.). Cuando los restos de
unidén son anticuerpos, estos se pueden conjugar mediante la
unién de sulfidrilo de las regiones bisagra de extremo C de
las dos cadenas pesadas. En una modalidad particularmente
preferida, la regidén bisagra se modifica para que contenga un
numero impar de residuos de sulfidrilo, preferentemente uno,
antes de la conjugacién.

De manera alternativa, ambas especificidades de unidén pueden
codificarse en el mismo vector y expresarse y ensamblarse en
la misma célula hospedadora. Este método es particularmente
util cuando la molécula biespecifica es un mAbXmAb, mAbXFab,
FabXF(ab')2 o proteina de fusidén XFab del 1ligando. Una
molécula biespecifica de acuerdo con al menos algunas

modalidades de la invencidén puede ser una molécula de cadena
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simple que comprende un anticuerpo de cadena simple vy un
determinante de unidén o una molécula biespecifica de cadena
simple que comprende dos determinantes de unidén. Las
moléculas biespecificas pueden comprender al menos dos
moléculas de cadena simple. Los métodos para preparar las
moléculas biespecificas se describen, por ejemplo, en la
patente estadounidense n.c 5,260,203; la patente
estadounidense n.° 5,455,030; la patente estadounidense n.°
4,881,175; la patente estadounidense n.° 5,132,405; la
patente estadounidense n.° 5,091,513; la patente
estadounidense n.° 5,476,786; la patente estadounidense n.°
5,013,653; la patente estadounidense N° 5,258,498; y patente
estadounidense n.° 5,482,858.

Las técnicas ©para realizar anticuerpos multiespecificos
incluyen, de modo no taxativo, expresidén conjunta
recombinante de dos pares de cadena pesada-cadena ligera de
inmunoglobulina con diferentes especificidades (ver Milstein
y Cuello, Nature 305: 537 (1983)), WO 93/08829, y Traunecker
et 4l., EMBO J. 10: 3655 (1991)), y modificacidén de “botdn en
ojal” (véase, . ej., la patente estadounidense n.°
5,731,168) . También es posible producir anticuerpos
multiespecificos mediante la modificacién de efectos de
direccionamiento electroestatico para crear moléculas
heterodiméricas de Fc de anticuerpos (WO 2009/089004A1);
intercambio controlado de grupo Fab (véase Labrijn et al.,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 110(13) :5145-50 (2013));
reticulacidén de dos o mas anticuerpos o fragmentos (véase, p.
ej., patente estadounidense n.° 4,676,980, y Brennan et al.,
Science, 229: 81 (1985)), el uso de cremalleras de leucina

para producir anticuerpos biespecificos (véase, por ejemplo,



10

15

20

25

30

Kostelny et 4&l., J. Immunol. 148(5): 1547-1553 (1992)), el
uso de tecnologia de “diacuerpo” para elaborar fragmentos de

anticuerpos biespecificos (véase, por ejemplo, Hollinger et

4l., Proc. Natl. Acad. Sci. EUA, 90:6444-6448 (1993)); vy el
uso de dimeros Fv de cadena simple (sFv) (véase, p. ej.
Gruber et al., J. Immunol., 152:5368 (1994)) ; v la

preparacidén de anticuerpos triespecificos tal como @se
describidé, por ejemplo, en Tutt et 4&l. J. Immunol. 147: 60
(1991) .

La unién de las moléculas biespecificas a sus dianas
especificas se puede confirmar mediante, por ejemplo, ensayo
por inmunoabsorcidn ligado a enzimas (ELISA),
radioinmunoensayo (RIA), analisis de FACS, bioensayo (por
ejemplo, inhibicién de crecimiento), o mediante ensayo de
inmunotransferencia. Cada uno de estos ensayos generalmente
detecta la presencia de complejos de proteina-anticuerpo de
interés particular al emplear un reactivo marcado (por
ejemplo, un anticuerpo) especifico para el complejo de
interés. Por ejemplo, los complejos de FcR-anticuerpo pueden
detectarse wusando, por ejemplo, un anticuerpo ligado a
enzimas o fragmento de anticuerpo gue reconoce Yy Se une
especificamente a los complejos de anticuerpo-FcR. De manera
alternativa, los complejos se pueden detectar wutilizando
cualquiera de una variedad de imnunoensayos. Por ejemplo, el
anticuerpo puede estar marcado de forma radicactiva, y se
puede utilizar en un radioinmunoensayo (RIA) (ver, por
ejemplo, Weintraub, B., Principles of Radioimmunoassays,
Seventh Training Course on Radioligand Assay Techniques, The
Endocrine Society, Marzo, 1986, el cual se incorpora a la

presente mediante referencia). El1 isbétopo radioactivo se
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puede detectar mediante tales medios como el uso de un
contador 2 o) un contador de centelleo 0 mediante

autoradiografia.

USOS DE ANTICUERPOS ANTAGONISTAS Y COMPOSICIONES
FARMACEUTICAS QUE LOS CONTIENEN

Inmunoterapia para el cancer

A diferencia de las terapias dirigidas a tumores que tienen
el objetivo de inhibir las vias moleculares que son
fundamentales para el crecimiento y desarrollo tumoral, y/o
la reduccién de células tumorales, la inmunoterapia para el
cancer tiene la finalidad de estimular el propio sistema
inmunitario del paciente para eliminar las células cancerosas
que proporcionan destruccidédn tumoral prolongada. Se pueden
utilizar diversos enfoques en la inmunoterapia para el
cancer, entre ellos estdn las vacunas terapéuticas para el

cancer que inducen respuestas de células T especificas para

el tumor vy anticuerpos inmunoestimuladores (es decir,
antagonistas de receptores inhibidores = puntos de control
del sistema inmunitario) para qguitar las vias

inmunosupresoras.

Las respuestas clinicas con la terapia dirigida o terapias
contra el céancer convencionales tienden a ser temporales ya
que las células cancerosas desarrollan resistencia vy se
produce la recurrencia del tumor. No obstante, el uso clinico
de la inmunoterapia para el cancer en los ultimos afios ha
demostrado que este tipo de terapia puede tener respuestas
clinicas durables, lo gue muestra un enorme impacto en la
supervivencia a largo ©plazo. Sin embargo, aunque las

respuestas son a largo plazo, solo una pequefia cantidad de
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pacientes responden (al contrario que la terapia convencional
o dirigida, donde una gran cantidad de pacientes responden
pero las respuestas son temporales).

Cuando se detecta un tumor de forma clinica, este ya ha
evadido el sistema de defensa inmunitario al adquirir
propiedades inmunoresistentes e inmunosupresoras y al crear
un entorno tumoral Iinmunosupresor a través de diversos
mecanismos y una variedad de células inmunitarias. Por 1lo
tanto, en la inmunoterapia para el céancer es cada vez mas
claro que es necesaria una combinacidén de terapias para
determinar la eficacia clinica.

Los enfoques de combinacién son necesarios y se espera dque
aumenten la cantidad de pacientes que se benefician de 1la
inmunoterapia y expande la cantidad y tipos de canceres que
responden, expandiendo las indicaciones del posible céancer
para agentes de puntos de control mas alla de 1las
indicaciones iniciales que muestran actualmente la eficacia
del bloqueo de los puntos de control del sistema inmunitario
como monoterapia. La combinacién de enfoques
inmunomoduladores pretende maximizar los resultados y superar
los mecanismos de resistencia de la mayoria de los tumores a
un Unico enfoque. Por lo tanto, los tumores que se
identifican tradicionalmente como no inmunogénicos pueden
volverse probablemente inmunogénicos 'y responden a la
inmunoterapia a través de la coadministracién de terapias
proinmunogénicas disefiladas para aumentar las respuestas
inmunitarias antitumorales del paciente. Los posibles agentes
cebadores se detallan en la presente mas adelante.

La base cientifica subyacente para el drastico aumento de la

eficacia de la terapia de combinacién afirma que el blogqueo
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de los puntos de control del sistema inmunitario como una
monoterapia inducird las regresiones tumorales solamente
cuando haya una respuesta inmunitaria antitumoral fuerte
preexistente que se “desencadene” cuando se bloquea la via.
De acuerdo con al menos algunas modalidades de la invencién,
los anticuerpos especificos para VISTA, fragmentos de
anticuerpos, conjugados y composiciones que los comprenden,
se utilizan para el tratamiento de todos los tipos de céncer
en la inmunoterapia para el céncer en la terapia de
combinacién.

El término “tratamiento”, tal como se utiliza en la presente,
hace referencia al tratamiento terapéutico vy las medidas
preventivas o profilécticas, que en este Ejemplo se refieren
al tratamiento de efectos secundarios inflamatorios del
cancer; sin embargo, también se describirdn a continuacién,
los usos de anticuerpos y composiciones farmacéuticas que se
proporcionan también para el tratamiento de enfermedades
infecciosas, sepsis, y/o afecciones autoinmuntarias, y/o para
inhibir una activacién inmunitaria no deseada que permite la
terapia génica. Aquellos que necesitan tratamiento incluyen
aquellos que padecen céancer asi como aquellos en los cuales
se debe prevenir el céncer. Por lo tanto, el mamifero a ser
tratado en la presente puede haber sido diagnosticado como
portador de un cancer o puede estar predispuesto o ser
propenso al cancer. Tal como se utiliza en la presente, la
expresién “que trata” hace referencia a prevenir, retrasar la
aparicién, curar, revertir, atenuar, aliviar, minimizar,
suprimir, detener 1los efectos nocivos o estabilizar 1los
sintomas discernibles de las enfermedades, trastornos o

afecciones cancerosas descritas anteriormente. Esto también
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incluye la gestidn del cancer como se describid
anteriormente. Se entiende por “gestionar” gque se reduce la
gravedad de la enfermedad, se reduce la frecuencia de 1los
episodios de la enfermedad, se reduce la duracidén de dichos
episodios, se reduce la gravedad de dichos episodios, se
enlentece/reduce el crecimiento o proliferacidén celular del
cidncer, se enlentece el avance de al menos un sintoma, se
mejora al menos un parametro fisico medible y similares. Por
ejemplo, los anticuerpos anti-VISTA inmunoestimuladores
deberian promover la inmunidad de las células T o células
citoliticas naturales o citocinas con las células diana, por
ejemplo, céncer, células infectadas o patdégenas y, de este
modo tratar el cancer o las enfermedades infecciosas
reduciendo las <células implicadas en la afeccidédn. Los
anticuerpos anti-VISTA agonistas deberian reducir la
actividad de 1los células T o células citoliticas naturales
y/o0 la secrecidén de las citocinas proinflamatorias que estéan
implicadas en la patologia de 1la enfermedad de alguna
enfermedad inmunitaria tal como las afecciones
autoinmuntarias, inflamatorias o alérgicas y de esta manera
tratar o aliviar la patologia de la enfermedad vy 1la
destruccidén tisular que se puede asociar con dichas
afecciones (p. ej., la destruccidn articular asociada con las
afecciones de la artritis reumatoide).

Un “mamifero”, a los efectos de tratamiento, hace referencia
a cualquier animal clasificado como mamifero, lo que incluye
humanos, animales domésticos vy de granja y animales de
zooldbgico, de deporte o mascotas, tales como perros,
caballos, gatos, vacas, etc. Preferentemente, el mamifero es

un ser humano. Preferentemente el mamifero es un ser humano
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que estd diagnosticado con uno de la enfermedad, trastorno o
afecciones descritas anteriormente o, de manera alternativa,
alguien que estéd predispuesto a al menos un tipo de céancer.
El término “cantidad terapéuticamente eficaz” se refiere a
una cantidad del agente de acuerdo con la presente invencidn
que es eficaz para tratar una enfermedad o trastorno en un
mamifero. Los agentes terapéuticos de la presente invencidn
pueden proporcionarse al sujeto solo o como parte de una
composicién farmacéutica donde estos se mezclan con un
portador farmacéuticamente aceptable.

Un anticuerpo anti-VISTA, un fragmento, un conjugado de este
como se describe en la presente vy/o una composicidn
farmacéutica que los comprende, de acuerdo con al menos
algunas modalidades de la presente invencién se pueden
administrar también en terapia de combinacidén, es decir,
combinados con otros agentes potenciadores y/u otras
terapias. De acuerdo con al menos algunas modalidades, el
anticuerpo anti-VISTA podria utilizarse en combinacidén con
cualquiera de los tratamientos para el céncer de atencidn
médica estdndar <conocido en la técnica (como se puede
encontrar, por ejemplo, en
http://www.cancer.gov/cancertopics) .

Por ejemplo, la terapia de combinacidén puede incluir un
anticuerpo anti-VISTA, un fragmento, un conjugado de este y/o
composicidén farmacéutica que los comprende, combinado con al
menos un agente modulador inmunitario o terapéutico
adicional, otros compuestos o 1inmunoterapias o estrategia
estimuladora inmunitaria, como se describe en la presente.
Los anticuerpos anti-VISTA antagonistas se pueden usar en

combinacidén con anticuerpos agonistas que se dirigen a puntos
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de control inmunitarios que incluyen mAb anti-CTLA4, tales
como ipilimumab, tremelimumab; anti-PD-1 tales como nivolumab
BMS-936558/ MDX-1106/0N0O-4538, AMP224, CT-011, MK-3475,
antagonistas anti-PDL-1 tales como BMS-936559/ MDX-1105,
MEDI4736, RG-7446/MPDL3280A; Anti-LAG-3 tales como IMP-321),
anti-TIM-3, anti-BTLA, anti-B7-H4, anti-B7-H3,; anticuerpos
agonistas que se dirigen a proteinas inmunoestimulantes, gue
incluyen mAb anti-CD40 tales como CP-870,893, lucatumumab,
dacetuzumab; mAb anti-CD137 tales como BMS-663513 urelumab,
PF-05082566; mAb anti-0X40, tales como anti-0X40; mAb anti-
GITR tales como TRX518; mAb anti-CD27, tales como CDX-1127; vy
mAb anti-ICOS.

Las citocinas son mensajeros moleculares que permiten que las
células del sistema inmunitario se comuniquen entre si para
generar una respuesta coordinada, potente pero autolimitada
para un antigeno diana. Las terapias a base de citocinas
representan un intento directo de estimular el sistema
inmunitario del propio paciente para rechazar el céancer. El
creciente interés en las uUltimas dos décadas por aprovechar
el sistema inmunitario para erradicar el cancer ha ido
acompafiado por esfuerzos intensificados por caracterizar
citocinas y explotar sus amplias redes de sefializacidn para
desarrollar tratamientos para el céncer. Las citocinas
estimulan directamente las células efectoras inmunitarias vy
las células estromales en el sitio del tumor y mejoran el
reconocimiento de células tumorales mediante células
efectoras citotdxicas. Los numerosos estudios del modelo
tumoral en animales han demostrado que las citocinas tienen
una amplia actividad antitumoral y esto se ha traducido en

una cantidad de enfoques a base de citocinas para la terapia
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para el cancer (Lee y Margolin 2011, Cancers 3(4):3856-93).
Una cantidad de citocinas se encuentran en desarrollo
preclinico o clinico como agentes que ©potencial las
respuestas inmunitarias antitumorales para la inmunoterapia
para el cancer, que incluyen entre otros: IL-2, IL-7, IL-12,
I.-15, 1I1.-17, 1IL-18 e 1IL-21, 1IL-23, 1IL-27, GM-CSF, IFNo
(interferdén o), IFNB, e IFNy.

Los anticuerpos anti-VISTA antagonistas y composiciones
farmacéuticas que los contienen también se pueden administrar
junto con otros compuestos o inmunoterapias. Por ejemplo, la
terapia de combinacién puede incluir un compuesto de 1la
presente invencidén combinado con al menos un agente modulador
inmunitario o) terapéutico adicional, o) estrategia
inmunoestimulante, que incluye, de modo no taxativo, wvacunas
para tumores, terapia adoptiva de células T, reduccidén de
Treg, anticuerpos (p. ej., Dbevacizumab, Erbitux), péptidos,
pepticuerpos, pequefias moléculas, agentes quimioterapéuticos
tales como agentes citotdxicos vy citoestaticos (p. ej.,
paclitaxel, cisplatino, vinorelbina, docetaxel, gemcitabina,
temozolomida, dirinotecan, 5FU, carboplatino), modificadores
inmunolégicos tales como interferones e interleucinas,
anticuerpos inmunoestimulantes, hormonas del crecimiento u
otras citocinas, acido félico, vitaminas, minerales,
inhibidores de la aromatasa, 1ARN, inhibidores de la histona
desacetilasa, inhibidores de la proteasoma y demas.

De acuerdo con al menos algunas modalidades, las células
inmunitarias, preferentemente las células T, se pueden poner
en contacto in wvivo o ex vivo con los agentes terapéuticos
para modular las respuestas inmunitarias. Las células T

puestas en contacto con los agentes terapéuticos pueden ser
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cualgquier célula que expresa el receptor de células T, dgue
incluye los receptores de células T o/B e y/&. Las células T
incluyen todas las células que expresan CD3 que incluyen
subconjuntos de células T que también expresan CD4 y CDS. Las
células T incluyen células de memoria y sin tratamiento vy
células efectoras tales como CTL. Las células T incluyen
también células tales como las células Thl, Tel, Th2, Th2,
Th3, Thl7, Th22, Treg y Trl. Las células T incluyen también
células citoliticas naturales y clases similares unicas del

linaje de células T.

USO DE ANTICUERPOS ANTI-VISTA AGONISTAS Y COMPOSICIONES
FARMACEUTICAS QUE LOS CONTIENEN PARA EL TRATAMIENTO DE
ENFERMEDAD AUTOINMUNE

De acuerdo con al menos algunas modalidades, los anticuerpo
de anti-VISTA, fragmentos, conjugados de estos o una
composicién farmacéutica que los comprende, como se describe
en la presente, que funcionan como agentes terapéuticos que
estimulan el VISTA, se pueden wutilizar para tratar una
enfermedad relacionada con el sistema inmunitario.
Opcionalmente, la afeccidén relacionada con el sistema
inmunitario comprende una afeccidén relacionada con la
inmunidad, enfermedades autoinmunitarias como se menciona en
la presente, rechazo al trasplante y la enfermedad de injerto
contra hospedador y/o para bloquear o promover la
estimulacién del sistema dinmunitario mediada por VISTA,
enfermedades relacionadas con la inmunidad como se menciona
en la presente vy/o para la inmunoterapia (promocidén o

inhibicidén de la estimulacidén del sistema inmunitario).
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Opcionalmente la afeccidén inmunitaria se selecciona de la
enfermedad autoinmunitaria, el rechazo al trasplante,
enfermedad inflamatoria, afeccidén alérgica o enfermedad de
injerto contra hospedador. Opcionalmente el tratamiento se
combina con otro resto Util ©para tratar la afeccién
relacionada con la inmunidad.

Por lo tanto, el tratamiento de la esclerosis multiple
mediante el uso de agentes de acuerdo con al menos algunas
modalidades de la presente invencidén se puede combinar con,
por ejemplo, cualgquier agente terapéutico conocido o método
para tratar la esclerosis multiple, opcionalmente como se
describe en la presente.

Por lo tanto, el tratamiento de la artritis reumatoide u otra
afeccidn artritica, mediante el uso de anticuerpos agonistas
se puede combinar con, por ejemplo, cualquier agente
terapéutico conocido o método para tratar la artritis
reumatoide, opcionalmente como se describe en la presente.
Por 1lo tanto, el tratamiento de IBD mediante el uso de
anticuerpos agonistas se puede combinar con, por ejemplo,
cualquier agente terapéutico conocido o método para tratar la
IBD, opcionalmente como se describe en la presente.

Por lo tanto, el tratamiento de psoriasis mediante el uso de
anticuerpos agonistas se puede combinar con, por ejemplo,
cualquier agente terapéutico conocido o método para tratar la
psoriasis, opcionalmente como se describe en la presente.

Por lo tanto, el tratamiento de diabetes tipo 1 mediante el
uso de anticuerpos agonistas se puede combinar con, por
ejemplo, cualquier agente terapéutico conocido o método para
tratar la diabetes tipo 1, opcionalmente como se describe en

la presente.
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Por lo tanto, el tratamiento de uveitis mediante el uso de
anticuerpos agonistas se puede combinar con, por ejemplo,
cualquier agente terapéutico conocido o método para tratar la
uveitis, opcionalmente como se describe en la presente.

Por lo tanto, el tratamiento de psoriasis mediante el uso de
anticuerpos agonistas se puede combinar con, por ejemplo,
cualquier agente terapéutico conocido o método para tratar la
psoriasis, opcionalmente como se describe en la presente.

Por lo tanto, el tratamiento del sindrome de Sjdogren mediante
el uso de anticuerpos agonistas se puede combinar con, por
ejemplo, cualgquier agente terapéutico conocido o método para
tratar el sindrome de Sjdgren, opcionalmente como se describe
en la presente.

Por lo tanto, el tratamiento de lupus eritematoso sistémico
mediante el uso de anticuerpos agonistas se puede combinar
con, por ejemplo, cualguier agente terapéutico conocido o
método para tratar el lupus eritematoso sistémico,
opcionalmente como se describe en la presente.

Por lo tanto, el tratamiento de GVHD mediante el uso de
anticuerpos agonistas se puede combinar con, por ejemplo,
cualquier agente terapéutico conocido o método para tratar la
GVHD, opcionalmente como se describe en la presente.

Entonces, el tratamiento de infeccidén crdénica o aguda y/o
hepatotoxicidad asociada con esta, por ejemplo hepatitis,
mediante el uso de anticuerpos agonistas se puede combinar
con, por ejemplo, cualguier agente terapéutico conocido o
método para tratar infeccién crbnica o aguda y/o
hepatotoxicidad asociada con esta, opcionalmente como se

describe en la presente.
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En las terapias descritas anteriormente, se le administraréa
preferentemente a un sujeto con wuna de las afecciones
inflamatorias o autoinmuntarias mencionadas anteriormente u
otra un anticuerpo anti-VISTA inmunoinhibidor descrito en la
presente o fragmento de unidén al antigeno de acuerdo con la
invencidén, cuyo anticuerpo imita o agoniza al menos un efecto
mediado por VISTA sobre la inmunidad, por ejemplo, suprime
las células T citotdéxicas o 1la actividad de 1las células
citoliticas naturales y/0 la produccién de citocinas
proinflamatorias que estadn implicadas en la patologia de 1la
enfermedad, evitando o aliviando asi los sintomas de 1la
enfermedad y provocando potencialmente una remisioén
prolongada de la enfermedad, por ejemplo, debido a la
induccién de Treg que logran la tolerancia a las células T o
la inmunosupresidén prolongada.

Los agentes terapéuticos y/o una composiciédn farmacéutica que
los comprende, como se menciona en la presente, de acuerdo
con al menos algunas modalidades de la invencidén, se pueden
administrar como el ingrediente activo solo o junto con otros
farmacos en tratamientos inmumoduladores u otros agentes
antiinflamatorios, por ejemplo, para el tratamiento o la
prevencidén del rechazo crénico o agudo de aloinjerto o
xenoinjertos o trastornos autoinmuntarios o inflamatorios, o

para inducir la tolerancia.

USO DE ANTICUERPOS ANTI-VISTA AGONISTAS Y COMPOSICIONES
FARMACEUTICAS QUE LOS CONTIENEN PARA EL TRATAMIENTO DE SEPSIS
De acuerdo con al menos algunas modalidades, los anticuerpos
VISTA, fragmentos, conjugados de estos y/o una composicidn

farmacéutica como se describe en la presente se pueden
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utilizar para tratar la sepsis. La sepsis es una complicacidn
potencialmente mortal de una infeccidn. La sepsis representa
un sindrome clinico complejo gque se desarrolla cuando la
respuesta del hospedador inicial contra wuna infeccidén se
amplia o desregula inadecuadamente, volviéndose dafiina para
el hospedador. La fase hiperinflamatoria inicial (“tormenta
de citocinas”») en la sepsis va seguida por un estado de

inmunosupresién (Hotchkiss et &l 2013 Lancet Infect. Dis.

13:260-268) . Esta ultima fase de inmunidad deteriorada,
denominada también “inmunoparalisis” se manifiesta en 1la
imposibilidad de eliminar la infeccién primaria, la

reactivacién de virus tales como el VHS y el citomegalovirus,
y el desarrollo de infecciones nuevas secundarias, a menudo
con organismos que no son particularmente virulentos para el
paciente inmunocompetente. La gran mayoria de los pacientes
sépticos en la actualidad sobrellevan su lesidn
hiperinflamatoria inicial solamente para terminar en la
unidad de cuidados intensivos con disfuncidén multiorgénica
inducida por sepsis durante dias hasta semanas posteriores.
La inmunosupresidén inducida por sepsis se reconoce cada vez
mas como la disfuncidén Iinmunitaria principal en estos
pacientes vulnerables. La eliminacién de patdgenos
deteriorados luego de la infeccién primaria vy/o la
susceptibilidad a las infecciones secundarias contribuye con
altas tasas de morbilidad y mortalidad asociadas con la
sepsis.

De acuerdo con al menos algunas modalidades de la presente
invencidén, se proporciona el uso de wuna combinacidén de

agentes terapéuticos y/o una composicidn farmacéutica que los
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comprende, como sSe menciona en la presente, y un agente
terapéutico conocido eficaz para tratar la sepsis.

De acuerdo con al menos algunas modalidades de la presente
invencién, se proporciona el wuso de una combinacién de
agentes terapéuticos y/o una composicidn farmacéutica que los
comprende, como se menciona en la presente, se puede combinar
con el tratamiento estédndar o nuevos tratamientos para la
sepsis, con terapias que bloquean la tormenta de citocinas en
la fase hiperinflamatoria inicial de 1la sepsis vy/o con
terapias que tienen efecto inmunocestimulador con el fin de
superar la fase de inmunosupresién inducida por la sepsis.

La combinacién con tratamientos estdndar para la sepsis,
segun lo recomendado por la “International Guidelines for
Management of Severe Sepsis and Septic Shock” (Directrices
internacionales para la gestién de la sepsis grave y choque
séptico) (Dellinger et 4al 2013 Intensive Care Med 39: 165-
228), algunas de las cuales se describen a continuacidn.

1. Los antibidticos de amplio espectro que tienen
actividad contra todos los patdgenos probables (bacterianos
y/o fungicos, el tratamiento comienza cuando se diagnostica
la sepsis, pero el patdgeno especifico no se identifica),
ejemplo Cefotaxima (Claforan®), Ticarcilina vy clavulanato
(Timentin®), Piperacilina y tazobactam (Zosyn®), Imipenem vy
cilastatina (Primaxin®), Meropenem (Merrem®), Clindamicina
(Cleocina), Metronidazol (Flagyl®), Ceftriaxona (Rocephin®),
Ciprofloxacina (Cipro®), Cefepima (Maxipime®), Levofloxacina
(Levaquin®), Vancomicina o cualquier combinacién de 1los
fadrmacos enumerados.

2. Vasopresores: Norepinefrina, Dopamina, Epinefrina,

vasopresina de ejemplo
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3. Esteroides: ejemplo: Hidrocortisona, Dexametasona, o
Fludrocortisona, terapia intravenosa o) de otro modo
inotrdépica: Dobutamina de ejemplo para pacientes con sepsis

con disfuncidédn del miocardio

4, Proteina C activada humana recombinante (rhAPC), tal
como la drotrecogina alfa (activada) (DrotAA).
5. Los bloqueadores R reducen adicionalmente la

inflamacién local y sistémica.
6. Intervenciones metabdlicas tales como piruvato,

succinato o sustituciones de dosis elevada de insulina.

USO DE ANTICUERPOS ANTI-VISTA Y COMPOSICIONES FARMACEUTICAS
QUE LOS CONTIENEN PARA REDUCIR LA ACTIVACION INMUNITARIA NO
DESEADA QUE SIGUE A LA TERAPIA CELULAR O GENICA O TRASPLANTE

Como se usa en la presente el término “terapia génica”
comprende cualquier tipo de terapia génica, terapia génica
mediada por vector, transferencia génica, transferencia
génica mediada por virus vy ademéds comprende determinadas
terapias celulares, por ejemplo, terapias celulares CAR T vy
CAR NK. De acuerdo con al menos algunas modalidades de la
presente invenciédén, los anticuerpos anti-VISTA, un fragmento,
un conjugado de estos y/o composiciones farmacéuticas como se
describe en la presente, se dirigen a VISTA vy tienen
actividad inhibidora en las respuestas inmunitarias, podrian
usarse como agentes terapéuticos para reducir la activacidn
inmunitaria no deseada dque sigue a la terapia génica o
celular utilizada para el tratamiento de diversas
enfermedades genéticas. Sin animo de limitarnos a una uUnica
teoria, dichos anticuerpos tienen actividad inhibidora tipo

VISTA en las respuestas inmunitarias y/o mejoran la actividad
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inhibidora inmunitaria de VISTA, opcionalmente mediante 1la
inhibicién de células T patdgenas vy/o células citoliticas
naturales.

Muchos productos de la terapia génica para el tratamiento de
enfermedades genéticas se encuentran actualmente en ensayos
clinicos. Los estudios recientes documentan éxito terapéutico
para varias enfermedades genéticas que usan vectores de la
terapia génica. Las estrategias de la terapia génica se
caracterizan por 3 elementos fundamentales, el gen dque se
transferird, el tejido diana en el cual se introducira el
gen, y el vector (vehiculo de suministro de genes) utilizado
para facilitar el ingreso del gen en el tejido diana. La gran
mayoria de los ensayos clinicos de 1la terapia génica han
explotado vectores virales como vehiculos de administracidén
muy eficientes, que incluyen retrovirus, lentivirus,
adenovirus, virus asociados con el adenovirus, virus
pseudotipo y virus del herpes simple. Sin embargo, las
interacciones entre el sistema inmunitario humano y todos 1los
componentes de los vectores de la terapia génica parecen
representar una de las limitaciones principales a la eficacia
terapéutica de larga duracidén. Los estudios humanos han
mostrado que la probabilidad de una respuesta inmunitaria del
hospedador con respecto al vector wviral es alta. Dichas
respuestas inmunitarias al virus o el ©propio producto
transgénico, que provoca la formacién de anticuerpos
neutralizantes y/o la destruccién de células transductoras
mediante células citotdxicas, pueden interferir en gran
medida con la eficacia terapéutica (Seregin y Amalfitano 2010
Viruses 2:2013; Mingozzi y High 2013 Blood 122:23; Masat et
4l 2013 Discov Med. 15:379). Por 1lo tanto, desarrollar
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estrategias para eludir las respuestas inmunitarias vy
facilitar la expresiédn a largo plazo de las proteinas
terapéuticas transgénicas es uno de los principales retos
para el éxito de la terapia génica en la clinica.

Los factores que influyen la respuesta inmunitaria contras
las proteinas transgénicas codificadas por vectores virales
incluyen la via de administracidén, la dosis del vector, la
inmunogenicidad de la proteina transgénica, el estado
inflamatorio del hospedador y el serotipo de la cépside. Se
cree que estos factores influyen en la inmunogenicidad al
desencadenar la inmunidad innata, la produccidén de citocinas,
la maduracién APC, la presentacién de antigenos y, en UGltima
instancia, el cebado de células T sin tratar en efectores
funcionales (Mingozzi vy High 2013 Blood 122:23). Por 1lo
tanto, la idea para moderar la activacidén inmunitaria al
interferir con estos mecanismos surgidé ldégicamente con el
objetivo de inducir una inmunosupresidén a corto plazo, evitar
la sensibilizacidén inmunitaria temprana gque sigue a la
administracién de vectores y promueve la tolerancia a largo
plazo.

Como una estrategia para inhibir la activacidén inmunitaria no
deseable que sigue a la terapia génica, particularmente luego
de multiples inyecciones, se evalud el tratamiento de
inmunomodulacién al dirigir dos puntos de control no
redundantes de la respuesta inmunitaria en el momento del
suministro del vector en modelos animales. Los estudios de
las respuestas inmunitarias mediadas por vectores tras 1la
instalacidén del vector adenoviral en el pulmdn en ratones o
monos mostraron que el tratamiento temporal con anticuerpo

anti-CD40L conduce a la supresidén de las respuestas
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inmunitarias inducidas con adenovirus; por consiguiente, se
les podria administrar a los animales vectores del
adenovirus. El tratamiento corto con este Ab provocd efectos
a largo plazo en las funciones inmunitarias y prolongd 1la
inhibicién de 1la respuesta humoral especifica para el
adenovirus més allid del tiempo en que los efectos del Ab no
yo resultaron més significativos, que sefalan al potencial
terapéutico en el blogqueo de esta via coestimuladora como un
régimen inmunomodulador para permitir la administracidén de
vectores de transferencia genética (Scaria et &al. 1997 Gene
Ther. 4: 611; Chirmule et &l 2000 J. Virol. 74: 3345). Otros
estudios mostraron que la coadministracién de CTLA4-Ig y un
Ab anti-CD40L cerca del momento de 1la administracidén de
vectores primarios disminuyd las respuestas inmunitarias para
el vector, prolongé la expresidén génica mediada por
adenovirus a largo plazo y permitidé la transferencia genética
mediada por adenovirus secundaria, incluso luego que 1los
efectos inmunosupresores de estos agentes vya no estaban
presentes, lo que indica gque puede resultar posible obtener
persistencia asi como también la transferencia genética
mediada por adenovirus secundaria con terapias
inmunosupresoras temporales (Kay et &l 1997 Proc. Natl. Acad.
Sci. U. S. A. 94:4686). En otro estudio, la administracién
similar de CTLA4-Ig y un Ab anti-CD40L detuvo la formacidn de
Ab neutralizantes contra el vector y permitid la expresidn de
transferencia genética, siempre que el tratamiento se
administrara durante cada inyeccidén de transferencia genética
(Lorain et &l 2008 Molecular Therapy 16:541). Ademéds, la
administracién de CTLA4-Ig a los ratones, incluso como uUnica

administracién, provocd la supresién de las respuestas
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inmunitarias y prolongd la expresidn transgénica en punto de
tiempo tempranos (Adriouch et al 2011 Front. Microbiol. 2:
199). Sin embargo, el CTLA4-Ig solo no fue suficiente para
eliminar las respuestas inmunitarias contra el producto
transgénico. El tratamiento combinado que dirige dos puntos
de control del sistema inmunitario con CTLA4-Ig y PD-L1 o
PDL-2 provocd mejora sinérgica de la tolerancia transgénica
en puntos de tiempo posteriores, al dirigir probablemente dos
mecanismos no redundantes de inmunomodulacidén, lo gque provoca
persistencia transgénica y expresién a largo plazo (Adriouch
et 41 2011 Front. Microbiol. 2: 199).

De acuerdo con al menos algunas modalidades de la presente
invencién, los agonistas de la presente se pueden usar para
superar la limitacién de respuestas inmunitarias a terapia
génica, se podrian usar para reducir la activacioén
inmunitaria no deseada que sigue a la terapia génica solos o
con otros activos. Los enfoques actuales incluyen la
exclusién de pacientes con anticuerpos para el vector de
suministro, la administracidén de altas dosis de vectores, el
uso de céapsides vacias para adsorber anticuerpos antivectores
que permiten la transduccidén de vectores posteriores, ciclos
de intercambio plasmadtico repetidos (plasmaféresis) para
adsorber inmunoglobulinas 'y reducir la titulacidén del
anticuerpo antivector.

Los nuevos enfoques que intentan superar estas limitaciones
se pueden dividir en dos amplias categorias: la modificaciédn
selectiva del propio vector Ad y la modificacidén inmunitaria
preventiva del hospedador (Seregin y Amalfitano 2010 Viruses
2:2013). La primera categoria comprende diversas estrategias

innovadoras que incluyen: (1) Muestra de Ad-cépside de
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inhibidores especificos o ligandos; (2) modificaciones
covalentes del resto de céapside del vector Ad completo; (3)
el uso de promotores especificos para el tejido y vias de
administracién locales; (4) el uso de Ad modificados con
genomas; y (5) el desarrollo de Ad de serotipo alternativo o
quimérico.

La segunda categoria de métodos incluye el uso de farmacos
inmunosupresores o compuestos especificos para bloquear vias
inmunitarias importantes que se sabe qgque son inducidas por
vectores virales. Los agentes inmunosupresores han sido
probados en estudios preclinicos y han mostrado eficacia en
la prevenciédn o erradicacidédn de respuestas inmunitarias para
el vector de transferencia vy producto trasgénico. Estos
incluyen agentes inmunosupresores generales tales como
ciclosporina A; ciclofosfamida; FK506; glucocorticoides o
esteroides tales como dexametasona; bloqueo de TLRY9 tal como
el oligonucledbétido ODN-2088 del antagonista TLR9; bloqueo de
TNF-a con anticuerpos anti-TNF-a o anticuerpo TNFR-Ig, Erk vy
otros inhibidores de sefializacién tal como U0126. En el
entorno clinico, la administracidén de glucocorticoides se ha
utilizado con éxito para atenuar las respuestas de células T
dirigidas <contra 1la capside viral tras 1la transferencia
genética del higado del wvector del wvirus asociado con el
adenovirus (AAV) que expresa el transgén del factor IX humano
para pacientes con hemofilia B grave (Nathwani et &1 2011 N.
Engl. J. Med. 365:2357).

En contraposicién a 1los enfoques anteriores que utilizan
farmacos que tienden a inmunosuprimir “globalmente” o no
especificamente el hospedador, se han desarrollado méas

enfoques inmunosupresores selectivos. Estos incluyen el uso
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de agentes que  proporcionan Dbloqueo de interacciones
coestimuladoras positivas, tal como CD40 vy CD154, 1ICOS e
ICOSL, CD28 y CD80 o CD86 (gque incluye CTLA4-Ig), ligandos
NKG2D y NKG2D, LFA-1 y ICAM, LFA-3 y CD2, 4- 1BB y 4-1BBIL,
OX40 vy O0X40L, GITR vy GITRL y agentes que estimulan 1los
receptores coestimuladores negativos tales como CTLA-4, PD-1,
BTLA, LAG-3, TIM-1, TEVI-3, KIR, y los receptores para B7-H4
y B7-H3. Algunos de estos se han utilizado en estudios de
trasplantes preclinicos y clinicos (Pilat et &l 2011 Sem.
Immunol. 23:293).

En el gen o) terapias génicas que se describieron
anteriormente o para tratar los indicios de trasplante, se le
administrard preferentemente a un sujeto que tiene o wva a
recibir una terapia génica o celular o un tejido u o&érgano
trasplantado, un anticuerpo anti-VISTA inmunoinhibidor que se
describe en la presente o fragmento de unidén al antigeno de
acuerdo con al menos algunas modalidades de la presente
invencidén, cuyo anticuerpo que se describe anteriormente en
la presente mejora, agoniza o imita al menos un efecto
mediado por VISTA en la inmunidad, por ejemplo, su efecto
inhibidor en la actividad de células citoliticas naturales o
células T <citotdéxicas vy/o su efecto inhibidor en 1la
produccibén de citocinas proinflamatorias, o su efecto
estimulador en Treg, previniendo o reduciendo asi las
respuestas inmunitarias del hospedador contra la célula o gen
utilizado en la terapia o una respuesta inmunitaria no
deseada contra las células, o&érgano o tejido trasplantado.
Preferentemente el tratamiento provocaré tolerancia
inmunitaria prolongada contra las células, tejido u &érgano

trasplantado o inyectado. En algunos casos, por ejemplo, en
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el caso de las células, tejidos u o6rganos trasplantados gque
contienen células inmunitarias, el anticuerpo anti-VISTA
inmunoinhibidor que se describe en la presente o fragmento de
unién al antigeno se pueden poner en contacto con las
células, tejido u dérgano antes de la inyeccidén o trasplante,
y/0 las células potencialmente inmunitarias del beneficiarios
del trasplante con el fin de tolerar las células inmunitarias
y prevenir potencialmente una respuesta inmunitaria no

deseada o reaccidédn inmunitaria a GVHD.

COMPOSICIONES FARMACEUTICAS

En otro aspecto, la presente invencién proporciona una
composicién, por ejemplo, una composicidén farmacéutica que
contiene uno o una combinacién de anticuerpos VISTA anti-
humanos de acuerdo con la invencidén vy opcionalmente otro
agente activo o inmunosupresor. Por lo tanto, la presente
invencidén presenta una composicidén farmacéutica que comprende
una cantidad terapéuticamente eficaz de anticuerpos VISTA
anti-humanos de acuerdo con al menos algunas modalidades de
la presente invencidédn. En particular la presente invencidn
presenta una composicidén farmacéutica que comprende una
cantidad terapéuticamente eficaz [inmunosupresora] de al
menos un anticuerpo VISTA anti-humano agonista o fragmento de
anticuerpo de acuerdo con la presente invencidn.

Una composiciédn farmacéutica de acuerdo con al menos algunas
modalidades de la presente invencidn, [es decir en el caso de
anticuerpos antagonistas VISTA descritos en la presente] se
puede usar para el tratamiento de cancer, donde el cancer es
no metastatico, invasivo o metastéatico, y/o para el

tratamiento de trastornos relacionados inmunitarios,
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autoinmunidad, alergia, GVHD, inflamacidén o hepatotoxicidad
asociada con trastorno infeccioso y/o sepsis [es decir, en el
caso de anticuerpos antagonistas VISTA descritos en 1la
presente]. “Tratamiento” se refiere tanto a tratamiento
terapéutico como a medidas profildcticas o preventivas.
Aquellos qgue necesitan tratamiento incluyen aquellos que vya
tienen el trastorno asi como aquellos en los cuales se debe
prevenir el trastorno. Por 1lo tanto, el mamifero a ser
tratado en la presente puede haber sido diagnosticado como
que padece el trastorno o puede estar predispuesto o ser
propenso al trastorno. Un “mamifero”, a los efectos de
tratamiento, hace referencia a cualquier animal clasificado
como mamifero, lo que incluye humanos, animales domésticos vy
de granja y animales de =zooldgico, de deporte o mascotas,
tales Ccomo perros, caballos, gatos, vacas, etc.
Preferentemente, el mamifero es un ser humano.

La expresidén “cantidad terapéuticamente eficaz” se refiere a
una cantidad del agente de acuerdo con la presente invencidn
que es eficaz para tratar una enfermedad o trastorno en un
mamifero. Los agentes terapéuticos de la presente invencidn
pueden proporcionarse al sujeto solo o como parte de una
composicién farmacéutica donde estos se mezclan con un
portador farmacéuticamente aceptable. En muchos casos 1los
anticuerpos anti-VISTA agonistas o antagonistas de acuerdo
con la invencidén se usaran en combinacidén con otros agentes
inmunoterapéuticos o terapéuticos Utiles en el tratamiento de
una afeccidn especifica.

Se dice gue una composicidén es un “portador farmacéuticamente
aceptable” si un paciente receptor puede tolerar su

administracién. Como se wusa en la presente, “portador
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farmacéuticamente aceptable” incluye todos vy cualesquiera
solventes, medios de dispersidén, recubrimientos, agentes
antibacterianos y antiflingicos, agentes isotdénicos y
retardantes de la absorcioén % similares que sean
fisioldgicamente compatibles. Preferentemente, el portador es
adecuado para la administracién intravenosa, intramuscular,
subcuténea, parenteral, espinal o epidérmica (p. ej.,
mediante inyeccién o infusién).

Dichas composiciones incluyen agua estéril, solucidén salina
tamponada (p. ej., Tris-HCl, acetato, fosfato), pH y fuerza
iénica y opcionalmente aditivos tales como detergentes vy
agentes solubilizantes (p. ej., polisorbato 20, polisorbato
80), antioxidantes (p. ej., acido ascérbico, metabisulfito de
sodio), conservantes (p. ej., Thimersol, alcohol bencilico) vy
sustancias volumétricas (p. ej., lactosa, manitol). Se pueden
utilizar también solventes no acuosos o vehiculos como se
detalla a continuacién.

Los ejemplos de portadores acuosos y no acuosos adecuados que
se pueden emplear en las composiciones farmacéuticas de
acuerdo con algunas modalidades de la invencién incluyen
agua, etanol, polioles (tales como glicerol, propilenglicol,
polietilenglicol y similares) y mezclas adecuadas de estos,
aceites vegetales, tales como aceite de oliva vy ésteres
organicos inyectables, tal como oleato de etilo. Puede
mantenerse la fluidez adecuada, por ejemplo, utilizando
materiales de recubrimiento tal como lecitina, manteniendo el
tamafio de particula necesario en caso de dispersiones vy
utilizando tensioactivos. Dependiendo de la via de
administracién, el compuesto activo, es decir, los

anticuerpos monoclonales o policlonales y fragmentos de unidn
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al antigeno y conjugados que los contienen, vy/o andamios
alternativos, que se unen especificamente a cualquiera de las
proteinas de VISTA o molécula biespecifica pueden recubrirse
en un material para proteger el compuesto de la accidén de
dcidos y otras condiciones naturales que pueden inactivar el
compuesto. Los compuestos farmacéuticos de acuerdo con al
menos algunas modalidades de la invencidén pueden incluir una
o) mas sales farmacéuticamente aceptables. Una “sal
farmacéuticamente aceptable” hace referencia a una sal dque
conserva la actividad Dbioldégica deseada del compuesto
original y no imparte ninguin efecto toxicoldégico no deseado
(véase, por ejemplo, Berge, S. M., et &l. (1977) J. Pharm.
Sci. 66: 1-19). Los ejemplos de dichas sales incluyen sales
de adicién de &cido y sales de adicidén de base. Las sales de
adicidén de 4cido incluyen aquellas derivadas de éacidos
inorganicos no téxicos, tales como <clorhidrico, nitrico,
fosférico, sulftrico, bromhidrico, yodhidrico fosforoso vy
similares, asi como de &acidos organicos no tdéxicos tales como
dcidos alifdticos monocarboxilicos y dicarboxilicos, acidos
alcanoicos sustituidos con fenilo, &cidos hidroxialcanoicos,
dcidos aromaticos, &acidos sulfdénicos aromaticos y alifaticos
y similares. Las sales de adicidén de Dbase incluyen las
derivadas de metales alcalinotérreos, tales como sodio,
potasio, magnesio, calcio y similares, asi como de aminas
organicas no tédéxicas, tales como N,N'-dibenciletilendiamina,
N-metilglucamina, cloroprocaina, colina, dietanolamina,
etilendiamina, procaina y similares.

Una composicién farmacéutica de acuerdo con al menos algunas
modalidades de la invencidén también puede incluir un

antioxidante farmacéuticamente aceptable. Los ejemplos de
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antioxidantes farmacéuticamente aceptables incluyen: (1)
antioxidantes solubles en agua, tales como &acido ascédrbico,
clorhidrato de cisteina, bisulfato de sodio, metabisulfito de
sodio, sulfito de sodio vy similares; (2) antioxidantes
solubles en aceite, tales como palmitato de ascorbilo,
hidroxianisol butilado (BHA), hidroxitolueno butilado (BHT),
lecitina, propil galato, alfa-tocoferol y similares; y (3)
agentes quelantes de metal, tales como &cido citrico, é&cido
etilendiamina tetraacético (EDTA), sorbitol, &cido tartérico,
acido fosférico y similares.

Dichas composiciones también pueden contener adyuvantes,
tales Ccomo conservantes, agentes humectantes, agentes
emulsionantes y agentes dispersantes. La prevencién de 1la
presencia de microorganismos se puede asegurar mediante
procedimientos de esterilizacidén, anteriormente, y mediante
la inclusién de diversos agentes antibacterianos %
antifingicos, por ejemplo, parabeno, clorobutanol, fenol,
adcido sérbico y similares. También puede ser deseable incluir
agentes isotdénicos, tales como azucares, cloruro de sodio vy
similares, a las composiciones. Ademés, la absorcidén
prolongada de la forma farmacéutica inyectable puede
provocarse por la 1inclusidén de agentes que retrasan la
absorcién tales como monostearato de aluminio y gelatina.

Los portadores farmacéuticamente aceptables incluyen
soluciones o dispersiones acuosas estériles 'y polvos
estériles para la preparacidén extempordnea de soluciones o
dispersiones inyectables estériles. El uso de dichos medios y
agentes para sustancias farmacéuticamente activas se conoce
en la técnica. Excepto en la medida en la gque cualquier

agente o medio convencional no sea compatible con el
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compuesto activo, se contempla su uso de este en las
composiciones farmacéuticas de acuerdo con al menos algunas
modalidades de la invencidén. También pueden incorporarse
compuestos activos complementarios en las composiciones.

Usualmente, las composiciones terapéuticas deben ser
esterilizadas y estables en las condiciones de fabricacién y
almacenamiento. La composicién puede formularse como una
solucidén, microemulsidén, liposoma u otra estructura ordenada
adecuada para una concentracién alta de farmaco. El1 portador
puede ser un solvente o un medio de dispersidén que contenga,
por ejemplo, agua, etanol, poliol (por ejemplo, glicerol,
propilenglicol vy polietilenglicol 1liquido vy similares) vy
mezclas adecuadas de estos. Puede mantenerse la fluidez
adecuada, por ejemplo, mediante el uso de un recubrimiento
tal como lecitina, mediante el mantenimiento del tamafio de
particula requerido en el caso de la dispersidén y mediante el
uso de tensiocactivos. En muchos casos, serd preferible
incluir en la composicidén agentes isotdnicos, por ejemplo,
azlcares, polialcoholes como manitol, sorbitol o cloruro de
sodio en la composicidén. Se puede producir la absorcidn
prolongada de composiciones inyectables mediante al incluir
un agente que retrasa la absorcién en la composicidn, por
ejemplo, sales de monoestearato y gelatina. Las soluciones
inyectables esterilizadas se pueden preparar mediante la
incorporacién del compuesto activo en la cantidad necesaria
en un solvente apropiado con un ingrediente o una combinacidn
de ingredientes enumerados anteriormente, seglun sea
necesario, seguido por esterilizaciédn, microfiltraciédn.
Generalmente, las dispersiones se preparan mediante 1la

incorporacioén del compuesto activo en un vehiculo
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esterilizado que contiene un medio de dispersidn basico y los
otros ingredientes necesarios de los mencionados
anteriormente. En el caso de los polvos estériles para la
preparacidén de soluciones inyectables estériles, los métodos
preferidos de preparacién son el secado al wvacio vy
liofilizacién que proporcionan un polvo del ingrediente
activo més cualquier ingrediente adicional deseado a partir
de wuna solucién de los mismos previamente filtrada en
condiciones esterilizadas.

Las soluciones inyectables esterilizadas se pueden preparar
mediante la incorporacidén del compuesto activo en la cantidad
necesaria en un solvente apropiado con un ingrediente o una
combinacién de ingredientes enumerados anteriormente, segun
sea necesario, seguido por esterilizacidén, microfiltracidn.
Generalmente, las dispersiones se preparan mediante la
incorporacién del compuesto activo en un vehiculo
esterilizado que contiene un medio de dispersidn bésico y los
otros ingredientes necesarios de los mencionados
anteriormente. En el caso de los polvos estériles para la
preparacidén de soluciones inyectables estériles, los métodos
preferidos de preparacién son el secado al wvacio vy
liofilizacién que proporcionan un polvo del ingrediente
activo més cualquier ingrediente adicional deseado a partir
de wuna solucidén de los mismos previamente filtrada en
condiciones esterilizadas.

Una composicidén de la presente invencidén se puede administrar
mediante una o mas vias de administracidén usando uno o méas de
una variedad de métodos conocidos en la técnica. Como 1o
comprenderd el experto en la técnica, la via y/o el modo de

administracién variaréan dependiendo de los resultados
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deseados. Las vias de administracidén preferidas para 1los
agentes terapéuticos de acuerdo con al menos algunas
modalidades de la invencidén incluyen la administracidén
intravascular (p. ej., inyeccién o infusidén), intravenosa,
intramuscular, intradérmica, intraperitoneal, subcuténea,
espinal, oral, enteral, rectal, pulmonar (p. ej.,
inhalacién), nasal, tdépica (que incluye transdérmica, bucal vy
sublingual), intravesical, intravitrea, intraperitoneal,
vaginal, administracidén al cerebro (p- ej.,

intracerebroventricular, intracerebral vy difusién mejorada

por conveccidén), suministro de SNC (p. ej., intratecal,
perispinal e intraespinal) o parenteral (que incluye
subcuténea, intramuscular, intravenosa e intradérmica),
transmucosal (p. ej., administracioén sublingual),

administracién o administracidén mediante un implante u otras
vias de administracidén parenterales, por ejemplo, mediante
inyecciébn o infusién u otras vias de administracidén vy/o
formas de administracidédn conocidas en la técnica. La
expresiédn “administracidn parenteral”, tal como se utiliza en
la presente, significa modos de administracién diferentes de
la administracidén enteral vy tépica, generalmente mediante
inyeccibén, e 1incluyen, de modo no taxativo, 1inyeccidén e
infusidn intravenosa, intramuscular, intraarterial,
intratecal, intracapsular, intraorbitaria, intracardiaca,
intradérmica, intraperitoneal, transtraqueal, subcuténea,
subcuticular, intraarticular, subcapsular, subaracnoidea,
intraespinal, epidural e intraesternal. En una modalidad
especifica, una proteina, un agente terapéutico o una

composicién farmacéutica de acuerdo con al menos algunas



10

15

20

25

30

modalidades de la presente invencidédn se puede administrar de
forma intraperitoneal o intravenosa.

De manera alternativa, un anticuerpo especifico para VISTA de
acuerdo con la invencidén se puede administrar mediante una
via no parenteral, tal como una via de administracidédn tépica,
epidérmica o mucosa, por ejemplo, de forma intranasal, oral,
vaginal, rectal, sublingual o tépica.

Los compuestos activos pueden prepararse con portadores que
protegeran el compuesto de la liberacidén rapida, tal como una
formulacién de liberacidén controlada incluyendo implantes,
parches transdérmicos % sistemas microencapsulados de
liberacién. Se pueden usar ©polimeros Dbiodegradables vy
biocompatibles, como el acetato de etilenvinilo, los
polianhidridos, el 4&cido poliglicélico, el colégeno, 1los
poliortoésteres y el &cido polilactico. Muchos métodos para
la preparacidédn de tales formulaciones estdn patentados o son
conocidos generalmente por los expertos en la técnica. Véase
por ejemplo, Sustained and Controlled Release Drug Delivery
Systems, J. R. Robinson, ed., Marcel Dekker, 1Inc., Nueva
York, 1978.

Las composiciones terapéuticas pueden administrarse con
dispositivos médicos conocidos en la técnica. Por ejemplo, en
una modalidad preferida, una composicidén terapéutica de
acuerdo con al menos algunas modalidades de la invencidn se
puede administrar con un dispositivo de inyeccidén hipodérmica
sin aguja, tal como los dispositivos descritos en la patente
estadounidense n.° 5,399,163; 5,383,851; 5,312,335;
5,004,413; 4,941,880; 4,790,824; o 4,596,556. Los ejemplos de
implantes y médulos conocidos vy Utiles en la presente

invencién incluyen: La patente estadounidense n.° 4 487 603



10

15

20

25

30

que describe una bomba de microinfusién implantable para
dispensar la medicacién a wuna velocidad controlada, la
patente estadounidense n.c° 4,486,194 que describe un
dispositivo terapéutico para administrar medicamentos a
través de la piel, la patente estadounidense n.° 4,447,233
que describe una bomba de infusidén de medicacién para
administrar medicacién a una velocidad de infusién precisa,
la patente estadounidense n.° 4,447,224 que describe un
aparato de infusidén implantable de flujo variable para la
administracién continua de farmaco, la patente estadounidense
n.° 4,439,196 qgue describe un sistema de administracidén de
farmaco osmbético con compartimientos multicédmara y la patente
estadounidense n.° 4,475,196 que describe un sistema de
administracién de farmaco osmético. Dichas patentes se
incorporan a la presente mediante esta referencia. Los
expertos en la técnica conocen muchos otros implantes,
sistemas de administracidén y mdéddulos.

En determinadas modalidades, los anticuerpos anti-VISTA
pueden formularse para asegurar la distribucidén adecuada in
vivo. Por ejemplo, la barrera sangre-cerebro (BBB) excluye
varios compuestos altamente hidrofilicos. Para asegurar due
los compuestos terapéuticos de acuerdo con al menos algunas
modalidades de 1la invencidén crucen el BBB (si se desea),
estos se pueden formular, por ejemplo, en liposomas. Para
métodos para fabricar liposomas, véase, por ej., la patente
estadounidense n.° 4,522,811; 5,374,548; y 5,399,331. Los
liposomas pueden comprender uno o mas restos que se
transportan de forma selectiva en células u &6rganos
especificos, por lo que se mejora el suministro de farmacos

dirigidos (véase, por ej., V. V. Ranade (1989) J. C(Clin.
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Pharmacol. 29:685). Los restos de direccionamiento de ejemplo
incluyen folato o Dbiotina (véase, ©por ej., la patente
estadounidense n.° 5,416,016 a Low et &l.); manosidas
(Umezawa et &l., (1988) Biochem. Biophys. Res. Commun. 153:
1038); anticuerpos (P. G. Bloeman et 4&l. (1995) FEBS Lett.
357: 140; M. Owais et al. (1995) Antimicrob. Agents
Chemother. 39: 180) ; receptor A de la proteina de
tensioactivo (Briscoe et 4&l. (1995) Am. J Physiol. 1233:
134); pl20 (Schreier et 4l. (1994) J. Biol. Chem. 269:9090);
véase también K. Keinanen; M. L. Laukkanen (1994) FEBS Lett.
346: 123; J. J. Killion; e I. J. Fidler (1994) Immunomethods
4:273.

En incluso otra modalidad, se pueden utilizar los
inmunoconjugados de la invencidén para compuestos diana (p.
ej., agentes terapéuticos, etiquetas, citotoxinas,
inmunosupresores de radiotoxinas, etc.) para células que
tienen receptores de superficie celular de VISTA al unir
dichos compuestos al anticuerpo que se describen en la
presente. Por lo tanto, la invencidédn proporciona también
métodos para localizar células que expresan VISTA ex vivo O
in vivo (p. ej., con una etiqueta detectable, tal como un
radioisdétopo, un compuesto fluorescente, una enzima o un
cofactor de enzimas). De manera alternativa, se pueden
utilizar inmunoconjugados para matar células que tienen
receptores de superficie celular de VISTA al dirigir
citotoxinas o radiotoxinas al antigeno VISTA.

Como se usa en la presente, “portador farmacéuticamente
aceptable” incluye todos y cualesquiera solventes, medios de
dispersidn, recubrimientos, agentes antibacterianos v

antifingicos, agentes isotdnicos % retardantes de la



10

15

20

25

30

absorcidén y similares que sean fisioldgicamente compatibles.

Preferentemente, el portador es adecuado para la
administracidn intravenosa, intramuscular, subcuténea,
parenteral, espinal o epidérmica (p. ej., mediante inyeccidn
o infusidén). Dependiendo de 1la via de administracidén, el

compuesto activo, es decir, el conjugado de polipéptidos
solubles que contiene el ectodominio del antigeno VISTA,
anticuerpo, inmunoconjugado, andamios alternativos y/o
molécula biespecifica, se puede recubrir en un material para
proteger el compuesto de la accidén de los é&cidos y otras
condiciones naturales que pueden inactivar el compuesto. Los
compuestos farmacéuticos de acuerdo con al menos algunas
modalidades de la invencidén pueden incluir una o mas sales
farmacéuticamente aceptables. Una “sal farmacéuticamente
aceptable” hace referencia a wuna sal que conserva la
actividad Dbiolbégica deseada del compuesto original vy no
imparte ningun efecto toxicoldégico no deseado (véase, por
ejemplo, Berge, S. M., et &l. (1977) J. Pharm. Sci. 66: 1-
19). Los ejemplos de dichas sales incluyen sales de adicidn
de 4cido y sales de adicidén de base. Las sales de adicidén de
adcido incluyen aquellas que derivan de &cidos inorgéanicos no
téxicos, tales como clorhidrico, nitrico, fosférico,
sulfarico, Dbromhidrico, yodhidrico, fosforoso y similares,
asi como también de acidos organicos no téxicos tales como
acidos alifaticos mono- y dicarboxilicos, acidos alcanoicos
sustituidos con fenilo, &cidos hidroxi alcanoicos, éacidos
aromaticos, acidos sulfdénicos alifaticos y aromaticos vy
similares. Las sales de adicién de base incluyen 1las
derivadas de metales alcalinotérreos, tales como sodio,

potasio, magnesio, calcio y similares, asi como de aminas
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organicas no tébéxicas, tales como N,N'-dibenciletilendiamina,
N-metilglucamina, cloroprocaina, colina, dietanolamina,
etilendiamina, procaina y similares.

Una composicién farmacéutica de acuerdo con al menos algunas
modalidades de la presente invencidén también puede incluir un
antioxidante farmacéuticamente aceptable. Los ejemplos de
antioxidantes farmacéuticamente aceptables incluyen: (1)
antioxidantes solubles en agua, tales como &cido ascérbico,
clorhidrato de cisteina, bisulfato de sodio, metabisulfito de
sodio, sulfito de sodio vy similares; (2) antioxidantes
solubles en aceite, tales como palmitato de ascorbilo,
hidroxianisol butilado (BHA), hidroxitolueno butilado (BHT),
lecitina, propil galato, alfa-tocoferol y similares; y (3)
agentes quelantes de metal, tales como &acido citrico, é&cido
etilendiamina tetraacético (EDTA), sorbitol, &cido tartérico,
acido fosférico y similares. Los ejemplos de portadores
acuosos y no acuosos adecuados que se pueden emplear en las
composiciones farmacéuticas de acuerdo con algunas
modalidades de la invencién incluyen agua, etanol, polioles
(tales como glicerol, propilenglicol, polietilenglicol vy
similares) y mezclas adecuadas de estos, aceites vegetales,
tales como aceite de oliva y ésteres organicos inyectables,
tal como oleato de etilo. Puede mantenerse la fluidez
adecuada, por ejemplo, utilizando materiales de recubrimiento
tal como lecitina, manteniendo el tamafio de ©particula
necesario en caso de dispersiones y utilizando tensiocactivos.
Dichas composiciones también pueden contener adyuvantes,
tales Como conservantes, agentes humectantes, agentes
emulsionantes y agentes dispersantes. La prevencidédn de la

presencia de microorganismos se puede asegurar mediante
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procedimientos de esterilizacidn, anteriormente, y mediante
la inclusién de diversos agentes antibacterianos %
antifingicos, por ejemplo, parabeno, clorobutanol, fenol,
dcido sérbico y similares. También puede ser deseable incluir
agentes isotdénicos, tales como azucares, cloruro de sodio vy
similares, a las composiciones. Ademés, la absorcidn
prolongada de la forma farmacéutica inyectable puede
provocarse por la inclusién de agentes que retrasan la
absorcién tales como monostearato de aluminio y gelatina.

Los portadores farmacéuticamente aceptables incluyen
soluciones o) dispersiones acuosas estériles y  polvos
estériles para la preparacidén extempordnea de soluciones o
dispersiones inyectables estériles. El1 uso de dichos medios vy
agentes para sustancias farmacéuticamente activas se conoce
en la técnica. Excepto en la medida en la gque cualquier
agente o medio convencional no sea compatible con el
compuesto activo, se contempla su uso de este en las
composiciones farmacéuticas de acuerdo con al menos algunas
modalidades de la invencién. También pueden incorporarse
compuestos activos complementarios en las composiciones.
Usualmente, las composiciones terapéuticas deben ser
esterilizadas y estables en las condiciones de fabricacidén y
almacenamiento. La composicidén puede formularse como una
solucidén, microemulsidn, liposoma u otra estructura ordenada
adecuada para una concentracién alta de farmaco. El1 portador
puede ser un solvente o un medio de dispersidn que contenga,
por ejemplo, agua, etanol, poliol (por ejemplo, glicerol,
propilenglicol vy polietilenglicol 1liquido vy similares) vy
mezclas adecuadas de estos. Puede mantenerse la fluidez

adecuada, por ejemplo, mediante el uso de un recubrimiento
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tal como lecitina, mediante el mantenimiento del tamafio de
particula requerido en el caso de la dispersidén y mediante el
uso de tensioactivos. En muchos casos, serd preferible
incluir en la composicidén, agentes isotdnicos, por ejemplo,
azucares, polialcoholes como manitol, sorbitol o cloruro de
sodio en la composicién. Se puede producir la absorcién
prolongada de composiciones inyectables mediante al incluir
un agente que retrasa la absorcién en la composicidn, por
ejemplo, sales de monoestearato y gelatina. Las soluciones
inyectables esterilizadas se pueden preparar mediante 1la
incorporacién del compuesto activo en la cantidad necesaria
en un solvente apropiado con un ingrediente o una combinacidn
de ingredientes enumerados anteriormente, segun sea
necesario, seguido  por esterilizaciédn, microfiltracién.
Generalmente, las dispersiones se preparan mediante la
incorporacién del compuesto activo en un vehiculo
esterilizado que contiene un medio de dispersidén bésico y los
otros ingredientes necesarios de los mencionados
anteriormente. En el caso de los polvos estériles para la
preparacidén de soluciones inyectables estériles, los métodos
preferidos de preparacién son el secado al wvacio vy
liofilizacién que proporcionan un polvo del ingrediente
activo més cualquier ingrediente adicional deseado a partir
de wuna solucidén de los mismos previamente filtrada en
condiciones esterilizadas.

Las soluciones inyectables esterilizadas se pueden preparar
mediante la incorporacidén del compuesto activo en la cantidad
necesaria en un solvente apropiado con un ingrediente o una
combinacién de ingredientes enumerados anteriormente, segun

sea necesario, seguido por esterilizacién, microfiltracidn.
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Generalmente, las dispersiones se preparan mediante la
incorporacién del compuesto activo en un vehiculo
esterilizado que contiene un medio de dispersidén béasico y los
otros ingredientes necesarios de los mencionados
anteriormente. En el caso de los polvos estériles para la
preparacidén de soluciones inyectables estériles, los métodos
preferidos de preparacién son el secado al wvacio vy
liofilizacién que proporcionan un polvo del ingrediente
activo més cualquier ingrediente adicional deseado a partir
de wuna solucién de los mismos previamente filtrada en
condiciones esterilizadas.

La cantidad de ingrediente activo gque se puede combinar con
los materiales portadores para ©producir una forma de
dosificacién unitaria dependerd del sujeto tratado y del modo
particular de administracién. La cantidad de ingrediente
activo gque se puede combinar con un material portador para
producir una forma de dosificacidédn unitaria en general sera
la cantidad de composicidédn que produce un efecto terapéutico.
Generalmente, del cien por ciento, esta cantidad wvariara de
aproximadamente 0.01 por ciento a aproximadamente noventa vy
nueve por ciento de ingrediente activo, preferentemente de
aproximadamente 0.1 por ciento a aproximadamente 70 por
ciento, mas preferentemente de aproximadamente 1 por ciento a
aproximadamente 30 por ciento de ingrediente activo en
combinacidén con un portador farmacéuticamente aceptable.

Los regimenes de dosificacidédn se ajustan para proporcionar la
respuesta Optima deseada (por ejemplo, una respuesta
terapéutica). Por ejemplo, se puede administrar un Unico
bolo, se pueden administrar varias dosis divididas con el

correr del tiempo o la dosis se puede reducir o aumentar
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proporcionalmente como se indica por las exigencias de 1la
situacién terapéutica. Resulta especialmente ventajoso
formular las composiciones parenterales en forma de
dosificacién unitaria para facilitar la administracidén y la
uniformidad de la dosis. Tal como se utilizan en la presente,
las formas de dosificacién wunitaria hacen referencia a
unidades fisicamente individuales adecuadas como
dosificaciones unitarias para el sujeto a tratar, en las dque
cada unidad contiene una cantidad predeterminada de compuesto
activo calculada para producir el efecto terapéutico deseado
junto con el portador farmacéutico requerido. La
especificacién para las formas de dosificacidén unitarias de
acuerdo con al menos algunas modalidades de la presente
invencidén estédn regidas y dependen directamente de (a) las
caracteristicas uUnicas del compuesto activo seleccionado y el
efecto terapéutico particular a lograr y (b) las limitaciones
inherentes a la técnica de composicidén de dicho compuesto
activo para el tratamiento de la sensibilidad en 1los
individuos.

Para la administracidén del anticuerpo VISTA que se describe
en la presente, la dosificacién varia de aproximadamente
0.0001 a 100 mg/kg, y mas comunmente 0.01 a 5 mg/kg, del peso
corporal del hospedador. Por ejemplo las dosificaciones
pueden ser de 0.3 mg/kg de peso corporal, 1 mg/kg de peso
corporal, 3 mg/kg de peso corporal, 5 mg/kg de peso corporal
o 10 mg/kg de peso corporal o dentro del intervalo de 1-10
mg/kg. Un régimen de tratamiento de ejemplo supone la
administracidén una vez por semana, una vez cada dos semanas,
una vez cada tres semanas, una vez cada cuatro semanas, una

vez al mes, una vez cada 3 meses o0 una vez cada tres a 6
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meses. Los regimenes de dosificacidén preferidos para un
anticuerpo que se describe en la presente de acuerdo con al
menos algunas modalidades de la presente invencidén incluye 1
mg/kg de peso corporal o 3 mg/kg de peso corporal mediante la
administracién intravenosa, proporcionadndose el anticuerpo
que se describe en la presente usando uno de los siguientes
programas de dosificacién: (i) cada cuatro semanas durante
seis dosificaciones, luego cada tres meses; (ii) cada tres
meses; (iii) 3 mg/kg de peso corporal una vez seguido de 1
mg/kg de peso corporal cada tres semanas.

En algunos métodos, dos o més anticuerpos monoclonales con
diferentes especificidades de unién se administran de manera
simulténea, en cuyo caso la dosificacidén de cada anticuerpo
descrito en la presente administrado se encuentra dentro de
los intervalos indicados. El anticuerpo descrito en 1la
presente frecuentemente se administra en multiples ocasiones.
Los intervalos entre las dosificaciones unicas pueden ser,
por ejemplo, diariamente, semanalmente, mensualmente, cada
tres meses o anualmente. Los intervalos también pueden ser
irregulares tal como se indica mediante la medicién de los
niveles en sangre del antigeno diana en el paciente. En
algunos métodos, la dosificacidén se ajusta para lograr una
concentracidén de anticuerpos en plasma de aproximadamente 1-
1000 mug/ml vy en algunos métodos aproximadamente 25-300
microgramo/ml.

Alternativamente, el agente terapéutico se puede administrar
como una formulacidén de liberacidn sostenida, en cuyo caso se
requiere una administracidén menos frecuente. La dosificacidn
y la frecuencia pueden variar dependiendo de la semivida del

agente terapéutico en el paciente. En general, los
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anticuerpos humanos muestran la semivida més larga, seguida
de anticuerpos humanizados, anticuerpos gquiméricos %
anticuerpos no humanos. La semivida para las proteinas de
fusién puede variar ampliamente. La dosificacidén vy la
frecuencia de administracidén puede variar segun si el
tratamiento es profildctico o terapéutico. En aplicaciones
profiladcticas, se administra una dosificacién relativamente
baja en intervalos relativamente no frecuentes durante un
periodo de tiempo prolongado. Algunos pacientes contintan
recibiendo tratamiento por el <resto de sus vidas. En
aplicaciones terapéuticas, a veces se necesita una
dosificacién relativamente alta en intervalos de dosificacidn
relativamente cortos hasta que la evolucidén de la enfermedad
se reduzca o finalice, y preferentemente hasta que el
paciente muestre una mejora parcial o completa de 1los
sintomas de la enfermedad. Posteriormente, se le puede
administrar al paciente un régimen profiléctico.

Los niveles de dosificacidén reales de los ingredientes
activos en las composiciones farmacéuticas de la presente
invencién pueden variar para obtener una cantidad de
ingrediente activo que es eficaz para alcanzar la respuesta
terapéutica deseada para un paciente, composicidén y modo de
administracidén particulares, sin ser téxica para el paciente.
El nivel de dosificacidén seleccionado dependerd de una
variedad de factores farmacocinéticos que incluyen 1la
actividad de los compuestos particulares de la presente
invencidén empleada o el éster, la sal o la amida del mismo,
la via de administracidén, el momento de administracidédn, la
velocidad de excrecidén del compuesto particular que se esté

empleando, la duracidén del tratamiento, otros farmacos,
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compuestos vy/o materiales wusados en combinacién con 1los
compuestos particulares empleados, la edad, el sexo, peso, el
estado general de salud y la historia clinica del paciente
que se estd tratando vy factores similares conocidos por
aquellos expertos en la técnica.

Habiéndose descrito la invencién se proporcionan los
siguientes ejemplos para ilustrar adicionalmente la invenciédn

y sus ventajas inherentes.

EJEMPLOS

EJEMPLO 1: Uso de los ensayos para evaluar Ab VISTA anti-

raté4n inmunosupresores

Los presentes inventores desarrollaron varios ensayos para
evaluar anticuerpos VISTA anti-ratdn agonistas putativos. Tal
como se muestra en la Figura 1 se usaron ensayos de
evaluacién in vitro e in vivo para identificar los mAb anti-
VISTA inmunosupresores. En los experimentos en la Figura 1A
se colocaron en placas células T arriba de anti-CD3 en
presencia del mAb indicado durante 72 horas. Se midié 1la
proliferacidén por incorporacidn de H3. En los experimentos en
la Figura 1B se estimularon células purificadas DO11.10 T por
ISQ APC pulsadas durante 6 dias en presencia del anticuerpo
indicado. La proliferacidén se midid a través del uso de tinte
de dilucidén CTV. En los experimentos de la Figura 1C se
indujo GVHD ©por transferencia de células C57BL/6 en
recipientes BALB/c irradiados. Se les inyectd a los ratones
I.P. con 200 pg de anticuerpo los dias 0, 2 y 4 después de 1la

transferencia y se analizé la supervivencia. En los
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experimentos de la Figura 1D se trataron los ratones con 10
mpk del anticuerpo indicado 3 horas antes de la
administracién de ConA (15 mpk) y se analizdé IL-2 en plasma a
6 por Luminex.

Mas particularmente, en el primer ensayo, las células T CD4"
se aislaron e incubaron con Abl, Ab2 o Ab3 antes de agregarse
a las placas recubiertas con anti-CD3. Después de 3 dias de
cultivo, las células T se pulsaron con timidina tritiada, que
se 1incorpora mediante células proliferantes. Cabe destacar
que, Abl y Ab2 indujeron una reduccidén considerable en 1la
tasa proliferativa de las células T, mientras que Ab3 no tuvo
efecto (Figura 1). En un ensayo similar donde las células T
transgénicas se estimularon con APC pulsados de antigeno, la
activacién de células T se mididé por dilucidén de tinte
proliferativo. Similar al ensayo de anti-CD3, Abl suprimid 1la
proliferacién de células T especificas de antigeno por ~50%
(Figura 1B). Estos datos indican que el mAb Ab3 bloquea la
funcién de mVISTA (es decir, potencia las respuestas
inmunitarias) mientras que Abl y Ab3 estimulan la funcidn
mVISTA y regulan por disminucidén las respuestas inmunitarias
clave.

También se determindé si Ab3 y Abl podrian distinguirse usando
modelos animales in vivo, particularmente en modelos de
hepatitis GVHD y ConA. Los ratones con GVHD que se trataron
con un anticuerpo de control (Ham Ig) tuvieron una enfermedad
progresiva y tuvieron que someterse a eutanasia a las 4
semanas después del injerto tal como se esperaba (Figura 1C).
Los ratones tratados con Ab3 también fueron susceptibles
GVHD, y de hecho la mayoria de los ratones murieron antes que

el grupo tratado de control, lo que indica que Ab3 puede
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exacerbar la enfermedad. Por el contrario, todos los ratones
tratados con Abl no mostraron sintomas obvios de GVHD y la
mayoria estuvieron sanos por al menos 40 dias.
Especificamente en estos experimentos los ratones con GVHD
que se trataron con un anticuerpo de control (Ham 1Iqg)
tuvieron una enfermedad progresiva y tuvieron que someterse a
eutanasia a las 4 semanas después del injerto tal como se
esperaba (Figura 1C). Los ratones tratados con Ab3 también
fueron susceptibles GVHD, y de hecho 1la mayoria de 1los
ratones murieron antes que el grupo tratado de control, 1o
que 1indica que Ab3 puede exacerbar la enfermedad. Por el
contrario, todos los ratones tratados con Abl no mostraron
sintomas obvios de GVHD y la mayoria estuvo sanos por al
menos 40 dias.

En el modelo ConA, los inventores analizaron si cada
anticuerpo VISTA impactaria la respuesta bien caracterizada
de citocina de célula T a ConA. Cabe destacar que Abl, pero
no Ab3, indujo niveles reducidos de citocina en plasma de IL-
2 (Figura 1D). Especificamente, en el modelo ConA, 1los
inventores analizaron adicionalmente si cada anticuerpo VISTA
impactaria la respuesta bien caracterizada de citocina de
célula T a ConA. Cabe destacar que Abl, pero no Ab3, indujo
niveles reducidos de citocina en plasma de IL-2 (Figura 1D).
Por lo tanto estos resultados demuestran que los mAb anti-
VISTA (Abl y Ab2) son inmunosupresores y también se ha
demostrado que dichos anticuerpos VISTA anti-ratdn
inmunosupresores se pueden distinguir de anticuerpos VISTA
anti-ratdé4n inmunosupresores inflamatorios (Ab3). Como se
muestra en la Figura 1 Abl es eficaz (inmunosupresor) en

multiples modelos inflamatorios que incluyen GVHD,
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glomerulonefritis tipo lupus NZB/W F1, hepatitis inducida por
concanavalina A (ConA), artritis inducida por anticuerpo de
coldgeno (CAIA), y psoriasis inducida por imigquimod. En cada
una de estas enfermedades, la administracidén de Abl durante
la evolucidén de la enfermedad redujo mucho la patologia y/o
mortalidad. Cada modelo enumerado tiene un requisito UGnico en
las células T para la evolucidén de la enfermedad. Tanto GVHD

como ConA se conducen por respuestas de célula T Thl.

EJEMPLO 2: Identificacién de Ab anti-VISTA gque suprimen

autoinmunidad en diferentes modelos de enfermedad autoinmune

En los experimentos en la Figura 2A-F los efectos de los
diferentes Ab anti-ratén VISTA nuevamente se compararon en
diferentes modelos de enfermedad. En los experimentos en la
Figura 2A los ratones NZB/W F1 se trataron 3X/semana con Abl
o Ham Ig (200 pg) comenzado a las 25 semanas hasta el final
del experimento. “X” denota momentos en los que se sacrificéd
todo el grupo tratado con control. En el experimento en la
Figura 2B los ratones se trataron con 200 pg de anticuerpo 3
horas antes de la administracién de 15 mg/kg (mpk) de ConA y
la supervivencia se siguidé durante 80 horas. En el
experimento en la Figura 2C los ratones se trataron
secuencialmente con mAb de colageno II seguido de LPS y la
artritis se mididé por 1la inflamacidén de la patas. En los
experimentos se administrdé Abl y Ham-Ig (200 ug) 3X dia por
medio. En el experimento en la Figura 2D se aplicdé Imiquimod
a la oreja de cada ratdén diariamente. E1 dia 14, se
administré Abl o Ham-Ig (200 pg) dia por medio y se midid el

espesor de la oreja con calibres. En el experimento en la
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misma Figura 2E-F se aplicdé Imiquimod al lomo de los ratones
diariamente. E1 dia 9, los ratones se sometieron a eutanasia
y se separd piel y se tifid para determinar la expresidn de
CD3 por IHC.

Como se muestra en la Figura 2A-F, en cada una de estos
modelos experimentales, la administracién de Abl durante la
evolucién de la enfermedad particular redujo mucho la
patologia vy/o mortalidad. Cada modelo enumerado tiene un
requisito Unico en las células T para la evolucidén de 1la
enfermedad. Tanto GVHD como ConA se conducen por respuestas
de célula T Thl.

La psoriaris inducida por Imiquimod es una enfermedad
accionada por IL-17/23 donde las células T se seleccionan en
la capa dérmica de la piel. Abl redujo considerablemente la
cantidad de células CD3* en la dermis (Figura 2E y F), pero
no causdé impacto sobre las poblaciones de células T
esplénicas (no se muestran datos), lo que indica que este Ab
VISTA anti-ratdn suprimid preferentemente la inmunidad en la
lesidén inflamatoria.

Lupus NZB/W F1 es una enfermedad multifactorial con aportes
de células B, células T y células mieloides. En este modelo,
la administracidén terapéutica de Abl redujo los niveles de
proteinuria que indican el dafio reducido a los rifiones.
Finalmente, CAIA no implica inmunidad de adaptacidén, en
cambio estd accionada por macrdéfagos y granulocitos. La
supresidédn por anti-VISTA en este modelo indica que el
anticuerpo también puede impactar sobre el compartimiento
mieloide. Como tal, el mAb VISTA supresor parece mediar los
efectos sobre la célula T y los compartimientos inmunitarios

innatos.
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Entonces, como se muestra en la Figura 1 y Figura 2 ambos Ab
VISTA anti-ratdédn de hémster monoclonal Abl y AB2 indujeron
una reduccidén considerable en la relacidén proliferativa de
las células T, mientras que Ab3 no tuvo efecto (Figura 1). En
un ensayo similar donde las células T transgénicas fueron
estimuladas con APC pulsados de antigeno, la activacidédn de
células T se mididé por dilucidén de tinte proliferativo.
Similar al ensayo de anti-CD3, Abl suprimié la proliferaciédn
de células T especificas de antigeno por ~50% (Figura 1B).
Estos datos sugieren que Abl y Ab2 estimulan la funcidén de
VISTA y por tanto regulan por disminucidén las respuestas
inmunitarias clave.

Particularmente, Abl, un anticuerpo VISTA anti-ratdédn de
hadmster fue eficaz en mUltiples modelos inflamatorios que
incluyen GVHD, glomerulonefritis tipo lupus NzZB/W F1,
hepatitis inducida por concanavalina A (ConA), artritis
inducida ©por anticuerpo de coldgeno (CAIA), vy psoriasis
inducida por imigquimod (Figura 1 y 2). En cada una de estas
enfermedades, la administracién de Abl durante la evolucidn
de la enfermedad redujo mucho la patologia y/o mortalidad.
Cada modelo enumerado tiene un requisito Unico en las células
T para la evolucidén de la enfermedad. Tanto GVHD como ConA se
conducen por respuestas de célula T Thl. Como se menciona
anteriormente, la psoriaris inducida por Imiquimod es una
enfermedad accionada por IL-17/23 donde 1las células T se
seleccionan en la capa dérmica de la piel. Entonces, la
supresidén por Abl en este modelo autoinmune particular indica
que el anticuerpo también puede afectar el compartimiento

mieloide. Entonces, estos mAb VISTA anti-ratdén
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inmunosupresores parecen mediar los efectos sobre la célula T

y los compartimientos inmunitarios innatos.

EJEMPLO 3: Desarrollo de ratones de insercidédn VISTA humano

para su uso en el andlisis de Ab VISTA anti-humanos agonistas

Los ejemplos anteriores se refieren al aislamiento vy
caracterizacién de Ab VISTA anti-ratdédn agonistas. Hasta el
momento no se ha reportado en la bibliografia todavia un Ab
VISTA anti-humano agonista. Esto a pesar del hecho de que
muchos anticuerpos VISTA anti-humanos antagonistas han sido
identificados por el presente Cesionario y otros grupos. Por
lo tanto, antes de antes invencidén no era seguro si se podian
identificar anticuerpos VISTA anti-humanos agonistas.

Dichos anticuerpos serian muy beneficiosos ya que actualmente
no hay agentes terapéuticos humanos aprobados que exploten la
funcién natural de NCR para suprimir la respuesta
inmunitaria. Aunque Orencia (CTLA4-Ig) es eficaz, solo actua
bloqueando la interaccidén y senda de CD28-B7 y no funciona
estimulando una senda de regulacidédn por disminucidén. Como se
ilustra mediante los efectos inmunosupresores potentes de 2
mAb anti-VISTA agonistas diferentes como se muestra en los
ejemplos a continuacidén, el engranaje de esta senda puede
resultar una revolucidén en la gestidn diferentes enfermedades
autoinmunes humanas. Ademds, el impacto inmunosupresor de
anti-VISTA sobre los mecanismos efectores autoinmunes innatos
y adaptivos los distingue de muchos otros agentes
antiinflamatorios.

Con respecto a lo anterior, surgié la hipdtesis de que un

reactivo necesario y deseado en el andlisis de Ab VISTA anti-
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humanos agonistas es un ratdén de insercidn VISTA humano. Un
ratdén de insercidn VISTA humano fue creado por el presente
cesionario (“ratén hV-KI”). Estos ratones hV-KI expresan
VISTA humano como remplazo de VISTA de ratédn.
Particularmente, como se muestra en la Figura 3 las células T
CD4*, células T CD8*, Tregs (CD4" FoxP3"), y monocitos, CDllb",
Ly6C*, Ly6G~ se aislaron de los nédulos linfaticos de ratones
WT y VISTA KI, y se tifieron con anticuerpos oVISTA contra
proteina de ratén o humano respectivamente. E1 patrdén de
expresién de los hV-KI es idéntico al que se observa en
ratones WT vya que las células T CD4*" y CD8%, células T
reguladoras y monocitos todos expresan cantidades coherentes
de proteina superficial entre las dos cepas (véase Figura 3).
Ademas, los ratones hV-KI no desarrollan signos de enfermedad
inflamatoria que se observan en ratones VISTA KO, 1lo dque
indica que hVISTA es completamente funcional dentro del
sistema inmunitario del ratdén (no se muestran datos). Por 1lo
tanto, este modelo de ratdén se puede usar en diferentes

ensayos para analizar mAb inmunosupresores.

EJEMPLO 4: Sintesis de anticuerpos VISTA anti-humanos

agonistas putativos

Las secuencias de diferentes anticuerpos VISTA anti-humanos
estan comprendidas en la Figura 4. Estos anticuerpos se unen
especificamente con VISTA humano, por ejemplo, VSTB49-
VSTB116, vy poseen propiedades antagonistas de VISTA, es
decir, estos anticuerpos inhiben los efectos supresores de

VISTA sobre inmunidad cuando tienen en el formato IgGl, por
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ejemplo, cuando el anticuerpo comprende una regidédn IgGl Fc
que es de tipo salvaje, es decir, no modificado.

Entre los anticuerpos identificados en la Figura 4 esta 1ES8.
Este anticuerpo VISTA anti-humano murino comprende 1los
polipéptidos de cadena ligera y pesada variable establecidos
a continuacién y fue convertido mediante los inventores en
dos formas quiméricas humanas. El primer anticuerpo quimérico
denominado en la presente INX800 fue obtenido por la unidén de
polipéptidos de regidédn constante ligera y variable de IgG2
humana con los polipéptidos de cadena ligera vy ©pesada
variable de 1E8. En este primer anticuerpo quimérico ninguno
de los residuos de aminodcidos dentro de las regiones
constantes de IgG2 fue modificado.

El segundo anticuerpo quimérico denominado en la presente
INX801 fue obtenido de forma similar por la unidén de
polipéptidos de regidn constante ligera y variable de IgG2
humana con los polipéptidos de cadena ligera vy pesada
variable de 1E8. En este segundo anticuerpo gquimérico el
residuo de cisteina en la posicidédn 127 dentro de la cadena
kappa de IgG2 humana se convirtid en una serina. De otro modo
ninguno de los residuos de aminoacidos dentro de las regiones

constantes de IgG2 fue modificado.

Polipéptido IE8 Vy

EVKLLESGGGLVQPGGSLKLSCAASGEDESRYWMSWVROAPGKGLEWIGEVYPDSSTINYT

PSLKDKFIISRDNAKNTLYLOMIKVRSEDTALYYCARGRGDYWGQGTSVTVSS (SEQ ID

NO:57)

Polipéptido IE8 Vi
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DIOMTQSPASLSASVGETVTITCRASGNIHNYLSWYHQKQOGKSPOLLVYNAKTLADGVPSR
FSGSGSGTQYSLKINSLOQPEDEFGSYYCONFWSTPFTFGSGTKLEIKR. (SEQ ID
NO:58)

EJEMPLO 5: Evaluacién de anticuerpos VISTA anti-humanos

agonistas putativos en modelo animal ConA

Los efectos de ambos anticuerpos IgG2 quiméricos se
compararon en un modelo de hepatitis A de concavalina. En
este modelo in vivo se predosificaron diferentes animales con
10 mg/kg de anticuerpo IgG2 gquimérico (INX800 o INX801l) o con
un anticuerpo de control 3 horas antes de la administracidn
de concavalina A. 3 horas después de la administracién del
anticuerpo los ratones fueron dosificados con ConA a 12
mg/kg. A estos animales y los controles luego se les extrajo
sangre por puncién cardiaca 6 horas después de la
dosificacién con ConA. Todos los ratones parecian bien, sin
morbilidad y mortalidad evidente.

La sangre luego se analizdé para determinar la expresidén de
citocina. Particularmente, se corrid 32-plex usando plasma
obtenido de las muestras tomadas de sangre usando métodos
convencionales y kit de analisis de citocina usado
convencionalmente para el andlisis de citocina. Como se
muestra en 1la Figura 5 1la expresidén de varias citocinas
proinflamatorias se suprimid considerablemente en los
animales a los gque se les administrd anticuerpos INX800 o
INX801 en comparacidn con los animales de control.
Particularmente, los niveles de GM-CSF, IL-2, IL-4, IL-6, IL-

17 y TNF-a fueron todos considerablemente menores en 1los
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animales tratados con INX800 o INX801] en comparacidédn con los
controles. La expresidédn (reducida) de estas citocinas fue
sustancialmente idéntica en los animales tratados con INX800
o INX801.

También, la expresidén de ciertas quimiocinas (quimiocina
derivada de queratinocitos o “KC”) y proteina inflamatoria de
macréfagos 2 (MIP-2) aumentd considerablemente en los
animales tratados con INX800 o INX801l en comparacidén con los
controles. Nuevamente, la expresidén (aumentada) de estas
proteinas fue sustancialmente idéntica en los animales
tratados con INX800 o INX801l. En funcidén de estos resultados
INX800 e INX801 parecen ser agonistas de VISTA potentes vya
que pueden provocar los efectos inmunosupresores andlogos que
VISTA provoca sobre la expresién de varias citocinas

inflamatorias.

EJEMPLO 6: Evaluacién de anticuerpos VISTA anti-humanos

agonistas putativos en modelo animal de enfermedad de injerto
contra hospedador (GVHD).

Los efectos de los mismos anticuerpos VISTA anti-humanos
agonistas putativos, INX800 e INX801] también se compararon en
un modelo animal de enfermedad de injerto contra hospedador
(GVHD) en comparaciédn con animales no tratados o controles
tratados con anticuerpo irrelevante. En este modelo animal
las células T se transfirieron de modo adoptivo en
hospedadores irradiados y se mididé el peso corporal como
lectura de la enfermedad. En funcidén de la evolucidn de la
enfermedad GVHD todos los ratones de control (8/8) fueron
sometidos a eutanasia. Los resultados de estos estudios de

animales se muestran en la Figura 6. Como se muestra ninguno
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de los ratones tratados con INX800 o INX801 [0/8] tuvo que
someterse a eutanasia ya que GVHD se redujo considerablemente
como resultado del tratamiento con anticuerpo INX800 o
INX801. En funcién de estos resultados tanto INX800 como
INX801] parecen ser agonistas de VISTA potentes ya que parecen
suprimir de forma potente las respuestas inmunitarias de

GVHD.

EJEMPLO 7: Efectos de anticuerpos VISTA anti-humanos

agonistas putativos sobre respuestas inmunitarias de células
T accionadas por CD3

Los efectos de 1los mismos anticuerpos VISTA anti-humanos
agonistas, INX800 e INX801] también se compararon en cuanto a
su potencial para suprimir respuestas inmunitarias de células
T accionadas por CD3. En estos experimentos las placas se
recubrieron con OKT3 (2.5 wug/ml). Las <células T fueron
preincubadas con anticuerpo durante 30 minutos. Las células T
tratadas con anticuerpo luego se agregaron a las placas
recubiertas con OKT3 y las células T se cultivaron en estas
placas durante 72 horas. Como lectura de los posibles efectos
de los anticuerpos sobre las respuestas 1inmunitarias de
células T accionadas por CD3, se determindé la proliferacidn
de células T usando métodos de incorporacidén de tritio, un
método muy aceptado para detectar la proliferacidn de células
T. Como se muestra en la Figura 7, la proliferacidédn de
células T se redujo considerablemente en las células T
cultivadas que fueron tratadas con anticuerpos INX800 o
INX801 en comparacidédn con los cultivos de células T de

control.
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EJEMPLO 8: Efectos de anticuerpos VISTA anti-humanos

agonistas putativos sobre poblaciones de células T
especificas y cantidades totales de células T

Los experimentos también se vieron afectados para comparar
los posibles efectos de los mismos anticuerpos VISTA anti-
humanos, INX800 e INX801l, sobre las cantidades de células T
especificas asi como sobre la cantidad total de células T.
Estos experimentos fueron conducidos para evaluar si los
efectos observados de los anticuerpos VISTA anti-humanos de
la presente sobre citocinas y las células T podrian ser
atribuidos a la reduccidn de células (un efecto no
especifico) en vez de que tres anticuerpos provogquen un
efecto inmunosupresor en funcioén de sus efectos
inmunosupresores mediados por VISTA especificos sobre
inmunidad.

Ambos anticuerpos VISTA anti-humanos agonistas, INX800 e
INX801, no tuvieron efecto considerable sobre la cantidad de
poblaciones de células T, o sobre 1la cantidad total de
células T. Ademéas, los resultados con ambos anticuerpos
INX800 e INX801 fueron sustancialmente los mismos. Los
resultados de ejemplos de experimentos estdn en la Figura 8.
En funcidén de ello, los efectos agonistas observados de

INX800 e INX801l no parecen poder atribuirse a la reduccidn de

células. En cambio, ambos de estos anticuerpos parecen
provocar un efecto inmunosupresor sobre la
activacién/proliferacioén de células T, respuestas

inmunitarias de GVHD y la expresidn de citocinas
proinflamatorias en funcidén de sus efectos inmunosupresores

mediados por VISTA especificos de promocidn sobre inmunidad.
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EJEMPLO 9: Resumen de los efectos de diferentes Ab VISTA

anti-humanos agonistas en diferentes modelos inmunitarios
Como se muestra en la Tabla 1 y 2 a continuacidén los efectos
inmunosupresores o agonistas de diferentes anticuerpos VISTA
anti-humanos se evaluaron con las secuencias en la Figura 4.
A la fecha 12 anticuerpos VISTA anti-humanos quiméricos han
demostrado ser inmunosupresores. Algunos de los resultados
obtenidos a la fecha se resumen en las Tablas. Los
anticuerpos en grupo 1 todos compiten por la unidén con VISTA
humano pero no compiten por la unidén de VISTA con anticuerpos
en grupo 2. Por el contrario, 1los anticuerpos VISTA anti-
humanos en grupo 2 todos compiten por la unidén con VISTA
humano entre si pero no con anticuerpos en grupo 1.

El anticuerpo en la Tabla 2 gque estd marcado como
“inconcluso” provocd diferentes efectos, que incluyen efectos
inmunosupresores en el mismo ensayo o provocd resultados
ambiguos por otras razones. Como se muestra en la Tabla 1 y 2
un total de 12 anticuerpos VISTA anti-humanos fueron aislados
que son Iinmunosupresores en ensayos MLR o ensayos ConA y/u
otros ensayos 1in vitro e 1in vivo o modelos de enfermedad
GVHD, autoinmune o inflamatoria gque imitan o agonizan los
efectos inmunosupresores de VISTA humano. En funcidén de
estos resultados se espera que otros anticuerpos VISTA anti-
humanos se puedan obtener por métodos anadlogos que incluyen
los que tienen la misma o diferente especificidad epitdpica
de VISTA.

También, los experimentos en la Figura 9 comparan los efectos
de diferentes anticuerpos VISTA anti-humanos en ensayos ConA

y sobre la expresidédn de citocinas proinflamatorias vy



marcadores de inflamacidén selectos, es decir, interferdédn IL-
2, y e IL-12p70.

TABLA 1 (ANTICUERPOS VISTA ANTI-HUMANOS HUMANOS (0]
HUMANIZADOS)
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Grupo
de
epitop
ID de mAb o Origen
HFA
INX903|VST Hybr
B95 1 (His)
Fago,
INX904 | VST origina
B103 1 1

ler
ensa Supresié
yo n como
Prol IgG2
if En
MLR ensayo
como Condi |MLR y/o
IgGl |Kd, M | cién ConA Hep
anali
zado
para
inmun
1.26E | osupr
-10 esidén
anali
zado
para
inmun
6.36E | osupr
-10 esién | +/-

2ndo
ensayo
Prolif
MLR
como

IgGl)

si




anali

zado
para
HFA inmun
INX905]|VST Hybr 2.64E | osupr
B53 (Fc) -11 esidén
**ana
lizad
o
para
HFA inmun
INX908|VST Hybr 9.34E | osupr
B92 (Fc) -11 esidn
anali
zado
para
HFA inmun
INX900 | VST Hybr 6.32E | osupr
B50 (Fc) -10 esiébn | +/-
anali
zado
para
HFA inmun
INX901 | VST Hybr 2.35E | osupr
B56 (Fc) -11 esidébn | ++ si
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INX902|VST

B63

INX906|VST

B54

8.30E

-10

anali

zado

para

inmun

osupr

esidén

INX907|VST

B66

2.53E

-11

anali

zado

para

inmun

osupr

esidén

8.06E

-11

anali

zado

para

inmun

osupr

esidén
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HFA a ser
INX909|VST Hybr 6.29E | anali
B67 (Fc) +/- -11 zado
HFA
Hybr a ser
INX913|VST (Inter 3.78E | anali
B85 FAD) -11 zado
Fago, a ser
INX914|VST origin 7.68E | anali
B97 al +/- -10 zado
a ser
INX915|VST Fago, 1.67E | anali
B106 IIM +/- -10 zado
a ser
INX916|VST Fago, 8, 90E analiz
B107 ILM -11 ado
a ser
INX917|VST Fago, 2.02E analiz
B110 ILM +/- -10 ado
a ser
INX918|VST Fago, 4.33E analiz
B113 ILM -11 ado
a ser
INX919|VST Fago, 1,45E analiz
B115 ILM -10 ado si
HFA a ser
INX910|VST Hybr 2.26E | analiz
B73 (His) +/- -09 ado si
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INX911|VSTB

76

INX912 |VSTB

84

VSTB100

VSTB101

VSTB102

VSTB104

HFA
Hybr
(InterF
AD)
Fago,
origina
1
Fago,
origina
1

Fago,

origina

1
Fago,
origina

1

a ser
1.31E | anali
-09 zado

a ser

anali
2.03E | zado
-09
1.48E
-09
3.18E
-09
2.98E
-09
6.75E
-10
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1.15E-

10

4.94E-

10

1.02E-

10

1.71E-

10

1.56E-

10

1.52E-

10

2.13E-

10

5.07E-

10

1.04E-

10

Fago,
VSTB105 ILM

Fago,
VSTB108 ILM

Fago,
VSTB109 ILM

Fago,
VSTB111 ILM

Fago,
VSTB112 ILM

Fago,
VSTB114 ILM

Fago,
VSTB116 ILM

HFA Hybr
VSTB49 (Fc)

HFA Hybr
VSTB51 (Fc)

HFA Hybr
VSTB59 (Fe)

1.06E-

10
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VSTB65

VSTB70

VSTB81

VSTB98

VSTB99

VSTB60

VSTB78

VSTB74

Fago,
origin
al

Fago,

origin

al

1.08E

-09

2.23E

-09

3.12E

-10

2.28E

-09

1.54E

-09

3.56E

-10

1.13E

-09

5.62E

-10
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TABLA 2 (ANTICUERPOS VISTA ANTI-HUMANOS MURINOS)

Anticuerpo Anticuerpo Supresor? Prolif MLR Kd,
1E8~* 1 Si ++ NT
GG8 1 Si ++ NT
GAl 2 inconcluso _ NT
* Se muestra es inmunosupresor en 2 formas de IgG2

diferentes.

EJEMPLO 10: Determinacién de epitopos de anticuerpos VISTA

anti-humanos por mapeo de epitopos de células B
La especificidad epitdépica de algunos anticuerpos VISTA anti-
humanos agonistas putativos se determiné usando matrices de

péptido habituales usando fragmentos de VISTA humano, usando

métodos patentados [ProArray Ultra™]. Esencialmente, la

determinacién de la unidn de anticuerpo a péptido se realizbd
por incubacién de muestras de anticuerpo con una micromatriz

de péptido ProArray Ultra™ seguido de incubacidén con un

anticuerpo secundario etiquetado por fluorescencia. Después

de varios pasos de lavado las matrices ProArray Ultra™ se

secaron y escanearon usando un escaneo de micromatriz por
fluorescencia de alta resoluciédn.

Todos los péptidos (enumerados a continuacidn) se sintetizan

por separado, y se unen con la superficie de 1la platina

ProArray Ultra™ usando tecnologia patentada de Prolmmune.
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Este proceso optimizado asegura que los péptidos se presenten
en la matriz de forma tal que imiten de cerca las propiedades
de la regién de proteina correspondiente, salvando la
variacién fisioquimica inherente de los péptidos libres por
si mismos y haciendo una plataforma de matriz de proteina vy
péptido combinado compatible. Los analitos de prueba
(péptidos y proteinas) se administran en la platina ProArray
Ultra™ en puntos especificos y los archivos gal adecuados
permiten la alineacidén exacta de los rasgos de la matriz
resultante nuevamente al analito depositado.

La unién de péptido y anticuerpo se determina por incubacidn
de muestras de anticuerpo (proporcionadas por el cliente) con
las platinas ProArray Ultra™ seguido de incubacidén con un
anticuerpo secundario etiquetado por fluorescencia. Después
de la incubacién final y los pasos de lavado las
micromatrices se secan y escanean en un sistema de escaneo de
micromatriz de alta resoluciédn.

Después de escanear las platinas ProArray Ultra™ etiquetadas
por fluorescencia, el escéner registra una imagen que se
evalta usando un software de andlisis de imégenes, qgue
permite la interpretacidén y cuantificacidén de los niveles de
intensidades fluorescentes asociadas con cada punto
fluorescente en la platina de micromatriz escaneada. La
micromatriz de péptidos se basa en una biblioteca de péptidos
superpuestos sintetizada a partir de la secuencia de
polipéptidos de VISTA humano. En funcidén de la secuencia 15-
mer, los péptidos de 1la micromatriz superpuestos por 12
aminoacidos se generaron usando tecnologia ProArray Ultra™ de
Prolmmune. Detalles de los péptidos sintetizados se enumeran

en la Tabla 3 (a continuacidn). “Posicidn” se refiere al



aminoacido del inicio vy final dentro de la secuencia de
polipéptidos de 1la cual deriva el péptido. Los péptidos
sintetizados se inmovilizaron en platinas ProArray Ultra™ en
24 submatrices idénticas, cada una comprende péptidos de
prueba y rasgos de control en puntos por sextuplicado. Los

péptidos se muestran en la Tabla 3 que figura a continuacién.

TABLA 3: Detalles del péptido
ProArray Ultra™

ID de Posicién Secuencia

péptido

1 1-15 FKVATPYSLY
VCPEG (SEQ
ID NO:7)

2 4-18 ATPYSLYVCP
EGONV (SEQ
ID NO:8)

3 7-21 YSLYVCPEGQ
NVTLT
(SEQ ID
NO:9)

4 10-24 YVCPEGQNVT
LTCRL
(SEQ ID
NO:10)
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13-27

16-30

19-33

22-36

25-39

28-42

31-45

PEGQONVTLTC
RLLGP
(SEQ ID
NO:11)

ONVTLTCRLL
GPVDK (SEQ
ID NO:12)

TLTCRLLGPV
DKGHD (SEQ
ID NO:13)

CRLLGPVDKG
HDVTF (SEQ
ID NO:14)

LGPVDKGHDV
TFYKT (SEQ

ID NO:15)
VDKGHDVTEY
KTWYR

(SEQ ID
NO:16)
GHDVTFYKTW
YRSSR

(SEQ ID

NO:17)



12

13

14

15

16

17

34-48

37-51

40-54

43-57

46-60

49-63

VTEFYKTWYRS
SRGEV
(SEQ ID
NO:18)
YKTWYRSSRG
EVQTC
(SEQ ID
NO:19)
WYRSSRGEVQ
TCSER
(SEQ ID
NO:20)
SSRGEVQTCS
ERRPI
(SEQ ID
NO:21)
GEVQTCSERR
PIRNL
(SEQ ID
NO:22)
QTCSERRPIR
NLTFQ
(SEQ ID

NO:23)



18

19

20

21

22

23

52-66

55-69

58-72

61-75

64-78

67-81

SERRPIRNLT
FODLH

(SEQ ID
NO:24)
RPIRNLTFQD
LHLHH

(SEQ ID
NO: 25)
RNLTFQODLHL
HHGGH

(SEQ ID
NO:26)
TFQDLHLHHG
GHQAA

(SEQ ID
NO:27)
DLHLHHGGHQ
AANTS

(SEQ ID
NO:28)
LHHGGHQAAN
TSHDL

(SEQ ID

NO:29)



24

25

26

277

28

29

70-84

73-87

76-90

79-93

82-96

85-99

GGHQAANTSH
DLAQR

(SEQ ID
NO:30)
QAANTSHDLA
QRHGL

(SEQ ID
NO:31)
NTSHDLAQRH
GLESA

(SEQ ID
NO:32)
HDLAQRHGLE
SASDH

(SEQ ID
NO:33)
AQRHGLESAS
DHHGN

(SEQ ID
NO:34)
HGLESASDHH
GNFSI

(SEQ ID

NO:35)



30

31

32

33

34

35

88-102

91-105

94-108

97-111

100-114

103-117

ESASDHHGNFE
SITMR

(SEQ ID
NO:36)
SDHHGNFSIT
MRNLT

(SEQ ID
NO:37)
HGNFSITMRN
LTLLD

(SEQ ID
NO:38)
FSITMRNLTL
LDSGL

(SEQ ID
NO:39)
TMRNLTLLDS
GLYCC

(SEQ ID
NO:40)
NLTLLDSGLY
CCLVV

(SEQ ID

NO:41)



36

37

38

39

40

41

106-120

109-123

112-126

115-129

118-132

121-135

LLDSGLYCCL
VVEIR

(SEQ ID
NO:42)
SGLYCCLVVE
IRHHH

(SEQ ID
NO:43)
YCCLVVEIRH
HHSEH

(SEQ ID
NO:44)
LVVEIRHHHS
EHRVH

(SEQ ID
NO:45)
EIRHHHSEHR
VHGAM

(SEQ ID
NO:46)
HHHSEHRVHG
AMELQ

(SEQ ID

NO:47)



42

43

44

45

46

47

124-138

127-141

130-144

133-147

136-150

139-153

SEHRVHGAME
LOVQT

(SEQ ID
NO:48)
RVHGAMELQV
QTGKD

(SEQ ID
NO:49)
GAMELQVQTG
KDAPS

(SEQ ID
NO:50)
ELQVQTGKDA
PSNCV

(SEQ ID
NO:51)
VQTGKDAPSN
CVVYP

(SEQ ID
NO:52)
GKDAPSNCVV
YPSSS

(SEQ ID

NO:53)
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48 142-156 APSNCVVYPS

SSQODS
(SEQ ID
NO:54)

49 145-159 NCVVYPSSSQO
DSENT
(SEQ ID
NO:55)

50 148-162 VYPSSSQDSE
NITAA
(SEQ ID
NO:56)

Los resultados de este andlisis de epitopos con anticuerpos

VISTA anti-humanos particulares se resumen en la Figura 4.

EJEMPLO 11: Ensayo de agrupamiento de epitopos

Ademds las propiedades de unidén epitdépica de algunos
anticuerpos VISTA anti-humanos con secuencias que se muestran
en la Figura 4 fueron caracterizadas colocando estos
anticuerpos en diferentes “grupos” de epitopos en funcidn de
sus caracteristicas de unidén como se describe a continuacidn.
Métodos: El1 sistema ProteOn XPR36 (BioRad) se usd para
realizar la agrupacidén de epitopos. Los chips ProteOn GLC
(BioRad, Cat#176-5011) se recubrieron con dos conjuntos de 6

anticuerpos monoclonales (mAbs) usando las instrucciones del



10

15

20

25

30

fabricante para quimica de acoplamiento con amina (BioRad,
cat #176-2410). Los mAb competidores se preincubaron en
exceso (250 nM de concentracién final) con VISTA humano (25
nM de concentraciédn final) durante 4 horas a temperatura
ambiente y 6 en un momento se corrieron en el chip recubierto
con los ©paneles de mAb recubiertos con un tiempo de
asociacién de 4 minutos seguido de disociacidén durante 5
minutos. Luego de cada corrida, los chips se regeneraron con
100 nM de &acido fosférico.

El anédlisis de datos implicaba agrupamiento de todos 1los
sensogramas por ligando y aplicacién de un asistente de
alineacién que realiza de forma automdtica una alineacidén de
los ejes X e Y, y remocidén del dispositivo. Luego se aplicd
una correccién Interspot a los datos.

Se definié un mAb no competidor como que tiene una sefial de
unién igual o > a la sefial Al (unidén solo con VISTA humano).
Se definid®é un mAb competidor como que tiene una sefial de
unién « a la sefial Al (es decir, unidén solo con VISTA
humano) . Por ejemplo VSTB49 y VSTB51 que formaron un complejo
con VISTA no se unieron con VSTB85 recubierto en el chip vy
por lo tanto se clasificaron como competidores por el mismo
sitio de wunidén en VISTA y VSTB85. Los resultados de este
analisis de agrupacidén con anticuerpos VISTA anti-humanos
particulares se resumen en la Figura 4.

EJEMPLO 12: Mapeo de epitopos de anticuerpos anti-VISTA

usando estudios de intercambio de hidrégeno/deuterio (H D)

Los epitopos de anticuerpo de anticuerpos anti-VISTA se
pueden identificar por varios métodos tales como escaneo de
alanina e intercambio de hidrdégeno/deuterio (H D) y matrices

de péptidos superpuestos como se describe en el ejemplo
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anterior. Otros ejemplos de medios para identificar epitopos
de anticuerpos VISTA anti-humanos agonistas putativos se
describen a continuacidn.

Para identificar los epitopos para VSTB50, 60, 95 y 112 en
VISTA  humano, se realizdé intercambio de solucién de
hidrégeno/deuterio-espectrometria de masas (HDX-MS) wusando
los Fab correspondientes. Para el intercambio de H/D, 1los
procedimientos usados para analizar la perturbacién de Fab
fueron similares a los descritos anteriormente (Hamuro et &l,
J. Biomol. Techniques 14:171-182, 2003; Horn et al,
Biochemistry 45:8488-8498, 2006) con algunas modificaciones.
Se prepararon Fab a partir de IgG con digestidén de papaina vy
captura de proteina A usando kit de preparacidén de Fab Pierce
(Thermo Scientific, Cat# 44985). La secuencia de proteina de
VISTA humano contiene seis sitios de glicosilacidén enlazados
con N. Para mejorar la cobertura de la secuencia, la proteina
se desglicosild con PNGase F. La proteina de VISTA
desglicosilada se incubd en una solucidén de agua deuterada
para horas predeterminadas que resultan en la incorporacidn
de deuterio en atomos de hidrdégeno intercambiables. La
proteina de VISTA deuterada formaba un complejo con un Fab de
VSTB50, VSTB60, VSTB95 o VSTB11l2 en 46 6xido de deuterio
(D20) a 4 °C durante 30 seg, 2 min, 10 min y 60 min. La
reacciédn de intercambio se inactivdé por ©pH bajo y las
proteinas se digirieron con pepsina. Se controlaron 1los
niveles de deuterio en los péptidos identificados a partir
del cambio de masa en LC-MS. Como control de referencia, la
proteina de VISTA se procesd de forma similar salvo gue no
formaba un complejo con las moléculas de Fab. Se infiere que

las regiones unidas con Fab son agquellos sitios relativamente
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protegidos de intercambio y por tanto que contienen una mayor
fraccidén de deuterio que la proteina de VISTA de referencia.
Alrededor del 94% de la proteina podria estar mapeada con
péptidos especificos.

Los mapas de perturbacién de solucién HDX-MS de VISTA con
VSTB50 / VSTB60, y VSTB95 / VSTB112 se mapearon Yy se
identificaron dos grupos de epitopos. Anti-VISTA VSTB50
reconoce el mismo epitopo que VSTB60; VSTB95 se une a otra
regién de epitopo que VSTBl1l2 en VISTA. Anti-VISTA VSTB50 vy
60 comparten el mismo epitopo que comprende segmentos, 103
NLTLLDSGL111l (SEQ ID NO:59), vy 136VQTGKDAPSNC146 (SEQ ID
NO:60) Anti-VISTA VSTB95 y VSTBl1l2 parecen dirigirse a
epitopos similares, que comprenden segmentos
27PVDKGHDVTF36 (SEQ ID NO:61), <y 54RRPIRDLTFQDL65(SEQ 1ID
NO:62). Estos resultados de HDX-MS proporcionan los epitopos
de nivel péptido para ejemplos de anticuerpos anti-VISTA con
secuencias identificadas en la Figura 4. No hubo regiones de
epitopos superpuestos para estos dos grupos de epitopos.
Estos resultados estdn conforme a los datos de agrupacidén de
competencia previos en cuando a que no compiten entre si.
Nuevamente los resultados del anédlisis de epitopos para
varios anticuerpos VISTA anti-humanos analizados como se
describe en la presente se resumen en la Figura 4.

EJEMPLO 13: Ensayos para identificar anticuerpos VISTA anti-

humanos agonistas

Tal como se describe en la presente, identificamos una docena
de anticuerpos VISTA anti-humanos agonista y deberiamos tener
otros una vez conducidos experimentos corroborativos
adicionales en los modelos inmunitarios antes descritos o una

vez que se repitan con otros anticuerpos. Los anticuerpos
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identificados en la Figura 4 por denominaciones “VSTB” son
anticuerpos anti-VISTA de reaccidn cruzada de mono cynomolgus
con alta afinidad y completamente humanos (intervalo de
afinidad de biblioteca 298-24 pM para humano y 443-26 pM para
mono cynomolgus) que, en funcidén del aislamiento exitoso de
varios anticuerpos anti-humanos agonistas deberian provocar
la identificacidén de otros anticuerpos VISTA anti-humanos
agonistas, especialmente otros que se unen al grupo de

epitopos 1 o 2. Estos métodos se describen a continuacién.

ANALISIS FUNCIONAL IN VITRO

CD4 directo mediado: En este enfoque las células T CD4* se

aislan por seleccidn negativa a partir de esplenocitos hV-KI.
Luego se incuban 1x105 células T con cada uno de los 50 mAb
VISTA (20 pg/ml) o un control de isotipo durante 30 minutos
en hielo. Las células T y el anticuerpo luego se colocaran en
placas de fondo plano de 96 pocillos recubiertas con anti-
CD3y se cultivaron durante 72 horas. Después de cumplidas las
72 horas, se agregara timidina tritiada al cultivo durante 8
horas para medir la proliferacidn por incorporacidén de H3.
Usando este ensayo, podemos analizar todos los 50 mAb en un
solo experimento en triplicados técnicos. Cada anticuerpo
serd analizado en tres experimentos independientes para
confirmar la actividad. Los mAb que reducen la proliferacidn
a una cantidad estadisticamente considerable en comparacién
con el control de isotipo, seréan identificados como
“supresores”. Todos los mAb supresores identificados en el
andlisis inicial luego seran sometidos a prueba nuevamente en
el mismo ensayo, para generar una curva de respuesta a la

dosis. Cada anticuerpo serd analizado en diluciones de medio
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log (30 pg/ml=>0.01 ug/ml) y se calcularadn los valores de
IC50 para proliferacidén. Todos los anticuerpos identificados
como supresores en el ensayo hV-KI se confirmardn por células
T humanas primarias y se clasificardn por puntuaciones de
IC50 para proliferacidn.

Ensayo de reactividad cruzada de NHP: En este ensayo

analizaremos la actividad funcional en una especie tox
relevante, Macaca fascicularis (de aqui en mas denominados
primates no humanos o “NHP”), a través de los ensayos de
proliferacién mediados por CD3 idéntico descritos ©para
ratones y humanos, a través del uso del clon de CD3, SP34,
que acciona la proliferacidén de células T potente. Se obtuvo
sangre entera de NHP a partir de primates World Wilde
(Florida, EUA) vy 1las células T se aislardn a través de
separacién magnética. Las células T se incubaridn con
anticuerpo y se cultivardn en placas recubiertas con CD3
durante 72 horas. La proliferacién se medira por
incorporacién de tritio y se generaridn puntuaciones de IC50

para cada anticuerpo.

ANALISIS FUNCIONAL USANDO MODELOS ANIMALES IN VIVO

1. PRUEBAS DE ANTICUERPOS AGONISTAS VISTA DE ACUERDO CON
LA INVENCION EN UN MODELO ANIMAL DE HEPATITIS INDUCIDO POR
CONCANAVALINA A

La hepatitis autoinmune (AIH) es una enfermedad inflamatoria
crbnica del higado, caracterizada por la pérdida de
autotolerancia que lleva a respuestas de células B y T contra
el higado. El1 modelo ConA representa el sistema mejor
caracterizado por entender la patogénesis de AIH. ConA es una

lectina que se une a restos de azucar especificos, que estéan
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enriquecidos en el higado. La modificacidédn de estos residuos
de azlcar por resultados de ConA en la rapida activacidén de
células T CD4" a través de la interaccidén con estructuras de
MHC modificado expresadas por macrdéfagos del higado. Ocurre
una produccién de citocina intensa pero transitoria con 1la
mayoria de las citocinas de células T candénicas (IL-2, IL-3,
IFNy y TNFa) gque alcanzan niveles en plasma médximos dentro de
las 4-6 horas. Cabe destacar que la inflamacién inducida por
ConA puede estar bloqueada por células T CD4+ reducidas. E1
modelo ConA con ratones hV-KI se puede usar para confirmar la
actividad supresora de mAn anti-VISTA agonistas de acuerdo
con la invencidén. Los ratones se pesan y tratan con 10 mpk de
anticuerpo anti-VISTA o el control de isotipo adecuado 3
horas antes de la inyeccidén con 15 mpk de ConA. Los mAb anti-
VISTA se administraron I.P. mientras que ConA se inyectd en
la vena caudal en estos ratones. A las 6 horas después de la
administracién de ConA los ratones fueron sometidos a
eutanasia y se recogid sangre. La fraccidén de plasma luego se
analizard para determinaron citocinas en plasma por un ensayo
miultiplex para 32 citocinas. Cada anticuerpo se analiza dos
veces en experimentos independientes para confirmar la
actividad. Para cada citocina en 32-plex, se realizara un
ANOVA de wuna via, con una post-prueba de Dunnett para
comparar cada anticuerpo anti- con el control de isotipo. E1
mAn anti-VISTA analizado se clasifica en funcidén de la
eficacia de supresién de citocina (cuadnto se suprimid 1la
citocina) y variabilidad (cuan consistente es la supresidn
dentro de cada experimento y entre experimentos). Se hace
énfasis adicional en mAb gue suprime citocinas que se asocian

canénicamente con la activacidén de células T.
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Como se describe en una solicitud PCT relacionada presentada
en la misma fecha y anteriormente, varios anticuerpos VISTA
anti-humanos de acuerdo con la invencidn fueron analizados en
el modelo ConA y fueron eficaces (inmunosupresores) alli, es
decir, suprimieron la produccién de citocinas inducida por
ConA 'y promovieron la supervivencia y en particular
suprimieron la expresién de citocinas implicada en la
activacién de células T incluido IL-2. Particularmente, los
inventores analizaron INX800, INX801, y INX903 y INX904 asi
como anticuerpos VISTA anti-murinos agonistas y todos fueron
eficaces (inmunosupresores) en el modelo de hepatitis de
ConA. Entonces, los anticuerpos VISTA anti-humanos agonistas
de acuerdo con la invencidén deberian ser utiles en el
tratamiento/prevencidén de inflamacién y  hepatotoxicidad
asociadas con algunas afecciones infecciosas crénicas vy

agudas tales como hepatitis.

2. PRUEBAS DE ANTICUERPOS AGONISTAS VISTA DE ACUERDO CON
LA INVENCION EN MODELOS ANIMALES DE ENFERMEDAD DE INJERTO
CONTRA HOSPEDADOR

GVHD es una enfermedad sistémica mediada por transferencia
adoptiva de células T alogénicas en un hospedador irradiado.
Hay cinco ©pasos principales que son criticos en 1la
patogénesis de GVHD; 1) dafio al hospedador, mas cominmente en
la forma del evento de irradiacidén que precede a la
transferencia de células T; 2) activacidédn de células T
alogénicas por APC de donante y hospedador; 3) expansidn de
las células T en los ndédulos linfaticos y bazo; 4) trafico a
sitios periféricos tales como la piel, intestino, higado vy

pulmones; y 5) dafio al hospedador accionado por células T y
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también células mieloides seleccionadas. En determinados
modelos, tales como cepa original F1-», ocurre una GVHD
crbédnica que es un modelo adecuado para lupus a medida que el
ratdén desarrolla nefritis glomerular mediada por complejo
inmunitario vy mAb anti-nuclear. Cabe destacar que 1la
eliminacién genética de VISTA de las <células T donantes
resulta en una forma mas agresiva de GHVD que la observada en
ratones que reciben células T de tipo salvaje.

Este ensayo se puede usar para 1identificar y <clasificar
agonismo de candidatos VISTA anti-humanos agonistas. También
este ensayo se puede usar para confirmar que los anticuerpos
agonistas de acuerdo con la invencidén se pueden usar para
tratar o prevenir GVHD. En este modelo los ratones BALB/c se
irradian letalmente y se les da células T esplénicas o de la
médula 6sea alogénicas de ratones hV-KI para inducir GVHD; vy
un grupo no recibe células T como control negativo. Los
ratones que reciben las células T alogénicas se dividen en el
grupo de control Ig y los grupos de tratamiento. Se usaréan
hasta cuatro mAb VISTA uUnicos en un solo experimento, con
ocho ratones por grupo y se conducen dos experimentos
reproducidos. 10 mpk u otra dosis de anticuerpo se administra
en el momento de la transferencia de células T asi como en
los dias 2 y 4 después de la transferencia. El peso corporal
de cada ratdén se rastreard y cualquier ratdé4n que pierda mas
del 20% de su peso corporal inicial serd sacrificado. Se
generan curvas de Kaplan Meier para cada experimento con una
prueba estadistica de rango logaritmico gque comprara cada
anticuerpo anti-VISTA con el control. Si los cuatro mAb VISTA
protegen totalmente contra GVHD, entonces 1los ensayos de

respuesta a la dosis serédn corridos en el modelo de GVHD
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tratando a los grupos con 10, 3, 1 y 0.3 mpk de anticuerpo.
Los valores de LD50 serédn calculados para cada anticuerpo.

Como se describe en la solicitud relacionada presentada en la
misma fecha vy anteriormente se evaludé wuna cantidad de
anticuerpos VISTA anti-humanos agonistas de acuerdo con la
invencién en este modelo animal. Estos anticuerpos analizados
fueron todos eficaces (inmunosupresores) en este modelo, es
decir, redujeron los sintomas de la enfermedad, enlentecieron
la evolucidén de la enfermedad, redujeron la pérdida de peso
asociada con la enfermedad y promovieron la supervivencia.
Particularmente, cada INX800, INX801, INX901, INX902, INX903
e INX904 fue evaluado y se demostrd que alivia o previene
sintomas de la enfermedad en este modelo animal. También, se
determiné usando las formas A y B de INX901 que tanto 1la
forma A como la B fueron igualmente eficaces en el modelo

animal de GVHD.

3. PRUEBAS DE ANTICUERPOS AGONISTAS VISTA DE ACUERDO CON
LA INVENCION EN UN MODELO ANIMAL DE ENFERMEDAD INTESTINAL
INFLAMATORIA.

La enfermedad intestinal inflamatoria (IBD), enfermedad de
Crohn y colitis ulcerosa resultan de interacciones complejas
y definidas de forma incompletas entre respuestas
inmunitarias del hospedador, susceptibilidad genética,
factores ambientales y el contenido luminal entérico.
Estudios recientes de asociacidén de genoma completo reportan
asociaciones entre genes reguladores de células inmunitarias
y susceptibilidad a IBD. Tanto 1los genes intrinsecos de
células inmunitarias adaptivas como innatas se representan en

estos estudios, lo que indica una funcidén central para estas
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poblaciones celulares en la patogénesis de IBD. Existen
actualmente més de 50 modelos animales de IBD humana.
Mientras gque ningin modelo fenocopia perfectamente IBD
humana, muchos son Utiles para estudiar varios aspectos de la
enfermedad humana, incluido el inicio y la evolucidén de 1la
enfermedad y la respuesta cicatrizante.

En un modelo de IBD bien establecido se inicia inflamacién
intestinal con transferencia adoptiva de célula esplénicas
singénicas T CD4"' CD45RB" en ratones receptores faltos de
células T y B. La poblacién de células T CD4+ CD45RBhi
contiene principalmente células T naturales cebadas para
activacién que son capaces de inducir inflamacién del colon e
intestino delgado crénica. Este método permite que el
investigador modifique variables experimentales clave due
incluyen poblaciones de células inmunitarias adaptivas e
innatas para responder a cuestiones biolédgicamente relevantes
con relacidén a la patogénesis de la enfermedad. Ademéds, este
método proporciona el inicio preciso del comienzo de la
enfermedad y un transcurso del tiempo bien caracterizado que
permite el estudio cinético de <rasgos <clinicos de 1la
evolucién de la enfermedad en ratones. La inflamacidn
intestinal inducida por este método comparte muchos rasgos
con IBD humana gque incluye inflamacidén crdénica transmural de
intestino delgado 'y grueso, patogénesis accionada por
citocinas tales como TNF e IL-12 y sintomas sistémicos tales
como desgaste. Entonces, es un sistema de modelo ideal para
estudiar la patogénesis de IBD humana.

Como se describe en una solicitud PCT relacionada presentada
en la misma fecha se analizd un anticuerpo VISTA anti-humano

agonista de acuerdo con la invencién (INX901) y demostrd ser
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eficaz en este modelo de IBD. Particularmente este anticuerpo
agonista demostrdé suprimir los niveles de citocinas vy
prevenir o 1inhibir de forma eficaz (i) pérdida de peso
relacionada con colitis, (ii) pérdida de peso asociada con
evolucidén de colitis, (1iii) acortamiento de colon, (1v)
seleccidén de infiltrados inflamatorios en el colon y (v)
desarrollo de <colitis. Entonces, los anticuerpos VISTA
agonistas de acuerdo con la invencidén se pueden usar en el
tratamiento de IBD y afecciones intestinales e inflamatorias

relacionadas.

4. PRUEBAS DE ANTICUERPOS AGONISTAS VISTA DE ACUERDO CON
LA INVENCION EN MODELOS ANIMALES DE LUPUS.

Lupus es una afeccidén autoinmune o inflamatoria con sintomas
que incluyen inflamacién del rifidén, proteina elevada vy
esplenomegalia. Hay 4 tipos de lupus de los cuales el lupus
eritematoso sistémico o “SLE” es la forma mas comun. Esta
enfermedad puede ser leve o grave y puede afectar sistemas de
6rganos principales. Lupus es una afeccién autoinmune de
causa desconocida que puede resultar en inflamacidén de 1los
rifiones, denominada nefritis por lupus, dgque puede afectar 1la
capacidad corporal de filtrar desperdicios de la sangre o si
es grave puede resultar en dafio a los rifiones lo gque requiere
didlisis o trasplante de rifidn. También SLE puede resultar en
un aumento de presidn arterial en los pulmones, denominado
hipertensién pulmonar, que puede causar dificultad para
respirar. Ademads SLE puede causar inflamacién del sistema
nervioso y cerebro que puede provocar problemas de memoria,
confusidébn, cefaleas y apoplejias. Ademas SLE puede resultar

en inflamacién en los vasos sanguineos del cerebro gque puede
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provocar fiebre alta, convulsiones y cambios de conducta.
También SLE puede resultar en el endurecimiento de las
arterias o enfermedad de las arterias coronarias, la
acumulacién de depdsitos en las paredes de las arterias
coronarias, puede llevar a un ataque al corazdn.

Tal como se describe en wuna solicitud PCT relacionada
presentada en la misma fecha se analizaron anticuerpos VISTA
anti-humanos agonistas de acuerdo con la invencién (INX903,
INX901, INX901-A y INX901-B) y anticuerpos VISTA anti-murinos
y demostraron ser eficaces en diferentes modelos de lupus que
incluyen el modelo de lupus MRL/lpr, el modelo de lupus
NZBWEF-1 y el modelo B6D2F. El1 modelo B6D2F es un modelo
murino donde SLE estd inducido por 1la transferencia de
esplenocitos desprovistos de DDEl1 CD8 por inactivacién de
VISTA humano (donante) en un hospedador B6D2F1 (receptor). En
este modelo, 1la activacidén policlonal de células CD4 T
donante acciona la activacidén, expansiédn de células B
hospedadoras cognadas y su produccidén de autoanticuerpos que
llevan a enfermedad renal. Los rasgos de tipo lupus de B6 CDS8
desprovistos qgque se transfieren al modelo B6D2F1 incluyen:
(1) glomerulonefritis de complejo inmunitario; (2) ab anti-
nucleares; (3) ab anti-ADNdc; y (4) ab anti-RBC (positividad
Coombs). Ademas este modelo se enfrenta con diferencias
basadas en el sexo cuanto a la gravedad de la enfermedad
renal.

En 3 modelos diferentes de lupus anticuerpos VISTA murinos vy
anti-humanos agonistas demostraron ser eficaces y reducir la
incidencia del desarrollo de la enfermedad de lupus,
evolucién de la enfermedad, reducir niveles de proteinuria,

inhibir nefritis y dafio a los rifiones, reducir activacidén y
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acumulacidén de células T, reducir activacidén y acumulacidn de
células B, e 1inhibir 1la produccién de autoanticuerpos.
Particularmente, INX903, INX901, INX901-A y INX901-B
demostraron (i) reducir la proliferacidén vy activacidédn de
células T, (ii) reducir 1la activacidén vy acumulacidén de
células B cognadas (expresidédn de MHCII), reducir 1la
esplenomegalia, reducir la produccidén de auto-anticuerpos de
IgG anti-ADNdc y reducir la firma de interferdén de tipo I.
También estos efectos inmunosupresores no se vieron
impactados por el hecho de si la regidén constante de IgG2
humana del anticuerpo estaba en la forma A o B. Entonces,
los anticuerpos VISTA agonistas de acuerdo con la invenciédn
se pueden usar en el tratamiento de lupus vy afecciones

autoinmunes e inflamatorias relacionadas.

5. PRUEBAS DE ANTICUERPOS AGONISTAS VISTA EN UN MODELO
ANIMAL DE PSORIASIS

Modelo de psoriaris inducida por Imiquimod (IMQD)

La capacidad de anticuerpos anti-VISTA para tratar psoriasis
fue evaluada wusando el modelo de psoriasis inducida por
Imigquimod (IMQD) . Imiquimod (IMQD) es una crema
comercialmente disponible que contiene agonistas TLR7/8 que
se usa ampliamente para afecciones dermatoldgicas tales como
infecciones virales y melanoma. La aplicacién de IMQD en la
piel durante varios dias resulta en el engrosamiento de 1la
epidermis mediante ©proliferacidén de los queratinocitos.
Ademéds, ocurre una infiltracidén inmunoldgica en la capa de la
dermis con poblaciones de células T y células mieloides. La

administracién recurrente de IMQD crea una lesidén en la piel
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similar a la observada en pacientes con psoriasis. Se cree
que IL-17 y IL-23 son las citocinas principales implicadas en
la respuesta inmunitaria a IMQD.

Como se describe en una solicitud PCT relacionada presentada
en la misma fecha se analizé un anticuerpo anti-VISTA
agonista y demostrd ser eficaz en este modelo de psoriasis.
Particularmente, este método redujo la cantidad de células
CD3" T que se infiltran en la piel tratada con Imiquimod. En
funcioén de los resultados observados los anticuerpos
agonistas VISTA se pueden usar en el tratamiento o prevencidn
de psoriasis y otras afecciones de la piel inflamatorias o

autoinmunes mediadas con células T.

6. PRUEBAS DE ANTICUERPOS AGONISTAS VISTA EN UN MODELO
ANIMAL DE ARTRITIS

Los efectos inmunosupresores de anticuerpos anti-VISTA para
tratar artritis se pueden analizar en modelos animales
diferentes. Como se describe en una solicitud PCT relacionada
presentada en la misma fecha se analizaron anticuerpos VISTA
anti-humanos vy anti-murinos agonistas y demostraron ser
eficaces en un modelo de artritis bien aceptado, es decir, el
modelo de CIA o artritis inducido por coldgeno. INX800,
INX901, INX902 e INX903 asi como los anticuerpos anti-VISTA
anti-murinos de hamster se analizaron en este modelo de
artritis. El1 desarrollo de la enfermedad se evalud midiendo
hinchazén e inflamacidén en las articulaciones afectadas con
el paso del tiempo. La puntuacidén clinica se logrd
adjudicando una puntuacidén de 1 para cada dedo hinchado, una
puntuacidédn de 5 para una pata hinchada y una puntuacidén de 5

para una mufieca o tobillo hinchado (sistema de puntuacién de
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Charles River Labs), que sumados proporcionan una puntuacidn
maxima de 60 para cada animal.

Tal como se muestra en esta solicitud PCT cada uno de estos
anticuerpos redujo la enfermedad de artritis y INX901 e
INX902 redujeron considerablemente el alcance de la
enfermedad. En funcidén de estos resultados los anticuerpos
agonistas anti-humanos VISTA se pueden usar en el tratamiento
o prevencidédn de artritis reumatoide y otras afecciones

inflamatorias o autoinmunes.

EJEMPLO 14: Evaluacién de la funcién de la estructura de IgG2

humana en una actividad inmunosupresora/agonista de
anticuerpo a-humano VISTA INX901 en diferentes modelos in
vitro e in vivo

Los anticuerpos en una estructura de IgG2 humana natural
existen como una mezcla de isoformas provocada por
transposicién de enlace disulfuro entre cisteinas presentes
en la cadena pesada bisagra, CHl, y cadena ligera (Zhang, A.,
(2015), “Conformational difference in human IgG2 disulfide
isoforms revealed by hydrogen/deuterium exchange mass
spectrometry”, Biochemistry, 54(10), 1956-1962; Figura 10).
Estas isoformas se evaluaron por RP-HPLC (Figura 10), en
funcién de métodos desarrollados por Dillon et &l.,
“Optimization of a reversed-phase high-performance liquid
chromatography/mass spectrometry method for characterizing
recombinant antibody heterogeneity and stability”, J
Chromatography A, 1120(1), 112-120. El método optimizado usbd
un contenido de fase B mévil organico mayor y mas profundo
con relacidén al de Dillon (id). Las formas separadas A y B

enriquecidas a partir de INX901 se prepararon de cerca



10

15

20

25

30

siguiendo las condiciones informadas en Dillon (id) pero
combinadas con un intercambio de amortiguador nuevamente en
DPBS y un procedimiento de remocidédn de endotoxina usado
posteriormente a las reacciones de enriquecimiento (Figura
11).

En el transcurso de preparar estos experimentos se observd
que la inversién de la forma enriquecida A ocurre méas
radpidamente de lo esperado, y a una concentracién de reactivo
redox residual menor gque 1lo esperado. El wuso de un
procedimiento de desalinizacidén a Dbase de exclusidén por
tamafio de centrifugado rédpido entonces fue utilizado lo que
parecidé prevenir en gran medida esta inversidén. Como se
muestra en el panel (A) en la Figura 10 la transposicidén de
disulfuro 1lleva a las isoformas A vy B, Jjunto con la
transicién de A/B (reproducido a partir de Zhang, A. et &l.,
2015). Las isoformas (B) se pueden distinguir por RP-HPLC
(figura de Zhang, A. et al., 2015). Cromatograma de (C) RP-
HPLC observado para INX901.

El método RP-HPLC optimizado por los inventores para detectar
isoformas de IgG2 se describe a continuacidén. En la Figura
11: (linea negra, arriba) el cromatograma muestra un pico mas
a la izquierda dominante que define la forma B. (linea roja,
abajo) el cromatograma muestra un pico derecho dominante que

define la forma A.

Métodos RP-HPLC optimizados para deteccién de isoformas

Preparacidén de fase mévil A (0.1% v/v TFA en agua) :

1. Se mide 1.0 L de agua Milli-Q en un cilindro graduado

de 1.0 L
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2. Se agrega 1.0 mL de TFA al 1 L de agua usando una
jeringa de vidrio Hamilton de 1 mL

3. Se transfiere la solucidén a una botella de 1 L, y se
mezcla bien.

4. Vence 2 semanas después de preparado

Preparacién de fase mévil B (70% v/v IPA, 20% v/v ACN, 9.9%
v/v agua, 0.1% v/v TFA):

1. Se mide 700 L de IPA en un cilindro graduado de 1.0 L
2. Se mide 200 mL de ACN en un cilindro graduado de 250
mL y se transfiere al cilindro graduado de 1.0 L gue contiene
700 mL de IPA

3. Se agrega agua Milli-Q al cilindro graduado de 1.0 L
que contiene 700 mL de IPA y 200 mL de ACN hasta que el
liqguido alcanza la marca de 1.0 L

4. Se agrega 1.0 mL de TFA al 1 L de agua usando una
jeringa de vidrio Hamilton de 1 mL

5. Se transfiere la solucidén a una botella de 1 L, y se
mezcla bien.

6. Vence 2 semanas después de preparado

Condiciones de la cromatografia RP-HPLC
1. Columna A (orificio grande): Zorbax 300SB-C8, b5um,

2.1x150mm, <<OR>>

2. Columna B (orificio angosto): Zorbax 300SB-C8, 3.5um,
1x50mm

3. Fase mévil A: TFA en agua al 0.1 % v/v

4. Fase mévil B: 70% v/v IPA, 20% v/v ACN, 9.9% v/v

agua, 0.1% v/v TFA
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5.

Velocidad de flujo: 0.5 mL/min para columna A o 0.25

mL/min para columna B

6. Compartimiento de columna: 75.0 *1.0 °C
7. Deteccidén: 214 nm
8. Gradiente de fase moéovil RP-HPLC (Tabla
continuacidn)

Tiempo % fase moévil

(min) B

0 15

2 26

34 36

35 75

36 15

40 15

Métodos de enriquecimiento de isoforma del disulfuro INX901

Enriquecimiento de forma B

1.
2.1

792.
495.
396.
237.

Se agrega en tubo no pirogénico libre de endotoxina:
mL de INX901 (5.66 mg/mL)
6 uL. 1 M Tris pH 8.0
4 uL agua libre de endo
3 agua libre de endo adicional
8

uL de 100 mM cisteina

a
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39.6 puL de 100 mM cistamina

2. Se agita (levemente), luego se coloca tapado a 2-8°C
durante 24hr

3. Concentrador de giro Soaked Pall microsep en 0.3M NaOH 2
hr a TA, luego se enjuaga 3X con 10X DPBS, luego 3X con agua
libre de endo. Se secd al aire en BSC antes de usar

4. Siguiendo las instrucciones del vendedor para regenerar
0.5 mL de columna de remocidén de endotoxina, usando la opcidn
0.2N NaOH/ 95% etanol (2 hrs a TA) para el paso 3; se usa 1 X
DPBS como amortiguador de equilibro final

5. Se concentré6 ~4,020 ulL de reaccidédn (del Paso 2) en un
microsep separado PALL (como se prepara anteriormente).

6. Se concentrd a 2,500 X G durante 35 min hasta menos de
0.4 mL (210X) luego se volvidé a diluir con 4 mL 1X DPBS, se
repitidé 2 veces adicionales

7. Se concentrdé a 2,500 X G durante 15 min hasta menos de 2
mL, luego se agrega nuevamente 1X DPBS a 2 mL

8. Se agrega 2 mL de muestra intercambiada con amortiguador
a la columna de remocidén de endotoxina tapada inferior seca
por centrifugacidédn y regenerada, se tapa herméticamente, se
invierte y se coloca a temperatura ambiente, se invierte 3
veces mas cada ~20 minutos, luego se centrifuga la muestra en
tubo no pirogénico (1 min a 500 X G, segun instrucciones del

vendedor), se coloca a 2-8°C

Enriquecimiento de forma A

1. Se agrega en tubo no pirogénico libre de endotoxina:
1750 uL de INX901 (6.2 mg/mL)

370 pL agua libre de endo

700 pL 1M Tris pH8.0
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435 pL 8M GdCl

210 uL 0.1 M Cisteina HCl1l (se hace fresco a partir de
solucidén de 1 M)

35 pL 0.1 M Cistamina -2HC1 (se hace fresco a partir de
solucidén de 1 M)

(volumen final de 3500 ulL)

2. Se agita (levemente), luego se coloca tapado a 2-8°C
durante 24hr

3. Se prepararon columnas de centrifugacién #7- 2 mL Zeba
(Thermo P/N 89890) segun instrucciones del vendedor,
equilibrando en 1 X solucidén salina tamponada con fosfato de
Dulbecco (DPBS).

4. Se cargan 500 uL de la mezcla de reaccidén anterior en
cada uno de los #7, y se centrifugan 2 minutos a 1000 X G
(también segun las instrucciones del vendedor), recogiendo en
tubos libres de pirdgeno limpios.

5. Se coloca en microsep despirogenado PALL, se centrifuga
un total de 1  hora, 10 minutos, se concentra  hasta
aproximadamente 1.7 mL a aproximadamente 5 mg/mL

6. Se agregan todos los ~ 1.7 mL anteriores a una columna
de centrifugacidén de remocidn de endotoxina de 0.5 mL (Thermo
P/N 88274) preparada segun las instrucciones del vendedor
(que incluye durante la noche en 0.2 M NaOH a temperatura
ambiente), equilibrado en 1 X DPBS. Se deja a temperatura
ambiente aproximadamente 1 hr, luego se coloca a 4°C durante
aproximadamente otra 1 hr, en ambos casos se invierte el tubo
tapado alrededor de cada 15 minutos.

7. Se recupera preparado por centrifugacidédn 500 X G durante

1 minuto (también segln las instrucciones del vendedor).



10

15

20

25

30

8. Volumen recuperado: aproximadamente 1.3 mL a 4.61 mg/ mL
(todas 1las concentraciones basadas en el coeficiente de

extincién de IgG acumulada NanoDrop de 0.73)

Variantes bloqueadas de IgG2 A y B

Sustituciones especificas de la secuencia de aminodcidos de
IgG2 son capaces de prevenir la transposicidén de disulfuro, y
dependiendo de la mutacién resultardn en una conformacidn
bloqueada que es de tipo A o tipo B (Martinez, et 4al.,
(2008) . “Disulfide connectivity of human immunoglobulin G2
structural isoforms”, Biochemistry, 47(28), 7496-7508; Allen,
et al., (2009), “Interchain disulfide bonding in human IgG2
antibodies probed by site-directed mutagenesis”,
Biochemistry, 48(17), 3755-3766.

Los 1inventores entonces diseflaron variantes INX901 e INX908
con mutacién C233S (blogqueada A) o Cl27S (blogueada B)
(numeracidédn FEu) para hacer coincidir las variantes 1IgG2
usadas por White et al., (2015), “Conformation of the human
immunoglobulin G2 hinge imparts superagonistic properties to
immunostimulatory anticancer antibodies”, Cancer Cell, 27 (1),
138-148. A continuacidén se enumeran las secuencias de cadena

pesada constante.

IgG2 C233S (blogqueada A)

ASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSS
GLYSLSSVVTVPSSNEGTQTYTCNVDHKPSNTKVDKTVERKCSVECPPCPAPPVAGPSVE
LFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVOEFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQENSTER
VVSVLTVVHODWLNGKEYKCKVSNKGLPAPIEKTISKTKGOQPREPQVYTLPPSREEMTKN
QVSLTCLVKGEFYPSDIAVEWESNGOPENNYKTTPPMLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQOGN
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VESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK (SEQ ID NO:63)

IgG2 C1l27S (blogqueada B)
ASTKGPSVFPLAPSSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTEFPAVLQSS
GLYSLSSVVTVPSSNFGTQTYTCNVDHKPSNTKVDKTVERKCCVECPPCPAPPVAGPSVE
LFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVOEFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQENSTER
VVSVLTVVHOQDWLNGKEYKCKVSNKGLPAPTEKTISKTKGQPREPQVYTLPPSREEMTKN
QVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPMLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGN
VFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK (SEQ ID NO:64)

Variantes de Fc silenciosas

Los inventores disefilaron las variantes INX901 e INX908 con
una regidén silenciosa de Fc introduciendo 1las siguientes
mutaciones puntuales en una estructura de IgGl:
L234A/L235A/G237A/P238A/H268A/A330S/P331S (McCarthy et 4&l.,
(2015) solicitud de patente estadounidense 14/818864.
Washington, DC: U.S. En un tipo de wvariante (INX901Si e
INX908Si), 1la regién CHl/bisagra de 1la regidén constante
pesada es IgGl natural, gue no soporte la transposicidn de
disulfuro de wuna IgG2 natural (Figura 12, medio). En un
segundo tipo de variante (INX901HSi e INX908HSi), la regidn
CHl1/bisagra es IgG2 natural, que soporta la transposicidn de
disulfuro (White, A. L. et al., 2015) (Figura 12, abajo). A
continuacidén se enumeran las secuencias de cadena pesada

constante para ambos tipos de variantes.

IgGl con Fc silencioso (INX901Si e INX908Si)
ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSS
GLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPEAAGA
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SSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSAEDPEVKENWYVDGVEVHNAKTKPREEQYN
STYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPSSIEKTISKAKGOQPREPQVYTLPPSREE
MTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEWESNGOPENNYKTTPPVLDSDGSEFEFLYSKLTVDKSRW
QOGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK (SEQ ID NO:65)

IgG2 CHl/bisagra+ IgGl Fc silencioso (INX901HSi e INX908HS1)
ASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTEFPAVLQSS
GLYSLSSVVTVPSSNEGTQTYTCNVDHKPSNTKVDKTVERKCCVECPPCPAPEAAGASSV
FLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSAEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTY
RVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPSSTEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTK
NQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQOG
NVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK (SEQ ID NO:66)

Los experimentos en la Figura 12 comparan las propiedades
inmunitarias de las variantes silenciosas de Fc INX901 con
respecto a la transposicién de disulfuro. (Arriba) INX901 en
una estructura de IgG2 muestra una mezcla esperada de las
isoformas A, A/B, y B. (Medio) INX901Si en una estructura de
IgGl silenciosa existe como una isoforma simple. (Abajo)
INX901HS1i posee una regidn Fc silenciosa de IgGl con una
CHl/bisagra de 1IgG2, que permite la transposicidén de
disulfuro equivalente a IgG2 natural. Estos resultados
indican que la unidén de FcR parece afectar las propiedades

agonistas de los anticuerpos inventivos.

EJEMPIO 15: Funcién de INX901] e INX908 en varias estructuras

de Ig para determinar el requisito de regiones bisagra y Fc
Realizamos experimentos para evaluar los requisitos
funcionales de regiones CHl/bisagra y Fc de la cadena pesada

de los anticuerpos VISTA anti-humanos, INX901 e INX908. En su
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estado original ambas moléculas estan en estructuras de IgG2
humana natural y por lo tanto las mezclas de isoformas
distintas desde el punto de vista de la conformacidén resultan
en transposicién de disulfuro. La reaccién de linfocitos
mixta de alta densidad celular (MLR) se eligidé para estos
estudios como indican los datos anteriores que este ensayo
proporciona una lectura sélida de funcionalidad tanto de
INX901 como INX908. Las siguientes modificaciones de INX901
y/o INX908 se realizaron para investigar si las isoformas
especificas eran responsables de la funcidén: desviacidn
bioguimica a la isoforma A o B, modificaciones genéticas para
“bloguear” la conformacién en la forma A o B, y moléculas
quiméricas donde se silencidé Fc vy la regidn CHl/bisagra
deriva de IgGl, donde la transposicidén de disulfuro no ocurre
o IgG2, que permite la transposicidén de disulfuro natural.
Los resultados del ensayo indican que INX901 e INX908
retienen la funcidén sin perjuicio de si estd en la forma A,
forma B o la mezcla de formas que la caracteriza IgG2
natural. Ademds, INX901 e INX908 requieren una regidn Fc
activa para funcionalidad.

MLR es un ensayo inmunoldgico estadndar que depende del
emparejamiento incorrecto de MHC clase I y II para conducir
una respuesta de células T alogénicas. Las células
mononucleares de sangre periférica se aislan de dos
individuos emparejados de forma incorrecta, se incuban juntas
y como resultado de estos emparejamientos incorrectos ocurre
la produccidén y citocina y proliferacidén. Las condiciones de
alta densidad celular (HCD), significa que los cultivos con
>1x107 células/ml, fueron reportados anteriormente para

aclarar las funciones agonistas de anticuerpos in vitro.
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Nuestros datos previos indican que INX901 e 1INX908 pueden

suprimir la expresién de TNFa en condiciones de HCD en el
MIR.

El ensayo de MLR HCD se usd para evaluar la funcidén de INX901
e INX908 siguiendo las modificaciones genéticas o bioguimicas
con respecto a las isoformas de disulfuro de IgG2 vy/o
silenciamiento de Fc de cada anticuerpo. Antes de correr el
MLR, <cada anticuerpo se confirmé para unirse a VISTA
recombinante mediante ELISA. INX901 se envidé a Elion, LLC
(Louisville, CO) donde se modificdé por redox para dar
predominantemente la forma (INX901 A desviado) o forma B
(INX901 B desviado). La desviacién fue confirmada por RP-HPLC
como se describe en el ejemplo anterior. (Figura 11). Cada
anticuerpo, asi como INX901] parental, se diluydé en una

respuesta a la dosis en HCD MLR y la produccidén de citocinas

se mididé por Luminex. Los datos previos indicaron que TNFa

y/o IL-2 son lecturas sbélidas para la funcidédn de anticuerpo

del anticuerpo parental INX901l. En dos MLR separados, TNFa vy
IL-2 se redujeron por INX901 parental, INX901 A desviado e
INX901 B desviado en comparacidén con el control de IgG2
(Figura 13).

Para confirmar 1los datos de la Figura 13, se realizaron
variantes adicionales de INX901 con mutaciones para generar
variantes bloqueadas en la forma A o forma B. Ademas, las
versiones quiméricas de INX901 se realizaron con regiones Fc
completamente silenciosas para analizar la funcidén del
dominio Fc. INX901 Si es un anticuerpo IgGl completamente
silencioso. INX901 HSi tiene un Fc IgGl completamente
silencioso, pero también posee una regidn IgG2 CHl/bisagra

que permite la transposiciédn de disulfuro gque se puede
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distinguir de una IgG2 natural. Antes de correr el MLR, cada
anticuerpo se confirmé para unirse a VISTA recombinante
mediante ELISA. Al confirmar 1los datos de la desviacidn

bioquimica, las versiones de bloqueo A y B de INX901 fueron

capaces de reducir la produccién de IL-2 y TNFa (Figura 14).
Por el contrario, las versiones Si y HSi de INX901 fueron

incapaces de reducir la produccidén de IL-2 y TNFa (Figura
14).

Para confirmar los datos de la Figura 14, se realizaron
mutaciones idénticas al anticuerpo INX908 para generar
variantes bloqueadas en la forma A o forma B. Ademés, las
versiones quiméricas de INX908 se realizaron con regiones Fc
completamente silenciosas para analizar la funcidén del
dominio Fc. INX908 Si es un anticuerpo IgGl completamente
silencioso. INX908 HSi tiene wuna IgGl Fc completamente
silenciosa pero contiene la regidén de IgG2 CHl/bisagra. Antes
de correr el MLR, cada anticuerpo se confirmdé para unirse a
VISTA recombinante mediante ELISA. Al confirmar los datos con

las variantes 1INX901, las versiones de Dbloqueo A y B de

INX908 fueron capaces de reducir la produccidén de IL-2 y TNFa
(Figura 15). Por el contrario, las versiones Si y HSi de

INX908 fueron incapaces de reducir la produccidén de IL-2 vy

TNFo (Figura 15).

EJEMPLO 15: Mapeo de epitopos discontinuo de anticuerpos

agonistas usando métodos PEPPSCAN

Pepscan usa matrices de péptidos para determinar epitopos
lineales y discontinuos. Esta metodologia es un método
aceptado usado por muchos investigadores vy compafiias para

determinar epitopos de anticuerpos. La Figura 16 describe
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esquematicamente la tecnologia Pepscan® usada para
identificar epitopos 1lineales vy discontinuos unidos por
varios anticuerpos VISTA anti-humanos agonistas de acuerdo

con la invencidn.

LOS PRINCIPIOS DE LA TECNOLOGIA CLIPS

La tecnologia CLIPS fija estructuralmente los péptidos en
estructuras tridimensionales definidas. Esto resulta en
imitaciones funcionales de aun los sitios de unidén mas
complejos. La tecnologia CLIPS se wusa ahora de forma
rutinaria para dar forma a Dbibliotecas de péptidos en
estructuras de bucle simple, doble o triple asi como pliegues
de tipo lémina o tipo hélice. La reaccidén de CLIPS ocurre
entre grupos de bromo del andamiaje CLIPS y cadenas laterales
de tiol de cisteinas. La reaccidn es rapida y especifica en
condiciones leves. Usando esta quimica elegante, las
secuencias de proteinas naturales se transforman en

construcciones de CLIPS con una variedad de estructuras.

ANALISIS DETALLADO DE BIBLIOTECA COMBINATORIA CLIPS

En andlisis de biblioteca CLIPS comienza con la conversidén de
la proteina diana en una Dbiblioteca de hasta 10,000
construcciones de péptidos superpuestos usando un disefio de
matriz combinatoria. En un portador sélido, se sintetiza una
matriz de péptidos lineales que posteriormente toma la forma
de construcciones CLIPS definidas espacialmente. Las
construcciones que representan ambas partes de los epitopos
discontinuos en la conformacidén correcta se unen al
anticuerpo con alta afinidad lo que se detecta y cuantifica.

Las construcciones gque presentan el epitopo incompleto se
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unen al anticuerpo con menor afinidad mientras que las
construcciones que no contienen el epitopo no se unen. La
informacién de afinidad se usa en andlisis iterativos para
definir la secuencia y conformacidén de epitopos en detalle. A
continuacién se resumen los resultados de este analisis de

epitopos.

ANTICUERPOS INX901, INX902, INX904, INX906, INX907, INX908

Cuando se analizan en condiciones de rigurosidad moderada los
anticuerpos INX901, INX902, INX904, INX906, INX907, INX908 se
unen fuertemente con imitaciones de epitopos lineales y de
conformacién. Los péptidos unidos contienen secuencias nucleo
1sNVTLTCRLLGPV,, (SEQ ID NO:67), -sEVQTCSERRPIR.,(SEQ ID NO:68),
1,3SDHHGNFS;3, (SEQ ID NO:69)y .5;HHHSEH;ss (SEQ ID NO:70),
mientras el tramo de péptido ;9EVQTCSERRPIRy; (SEQ ID NO:68)es
la parte dominante del epitopo.

Andlisis adicionales de datos registrados con imitaciones de
epitopos lineales nos permitieron identificar residuos que
son 1mportantes para unirse con INX 904, INX906, INX907 e
INX908, ya que mutantes Ala dobles en determinadas posiciones
redujeron considerablemente las intensidades de seflales. En
particular, el reemplazo de residuos CR dentro de
4sNVTLTCRLLGPVgqy (SEQ ID NO:71 )afecta la unidén de INX906,
INX907 e INX908. También el reemplazo de residuos TC dentro
de ¢EVQTCSERRPIRy; (SEQ ID NO:68) afecta considerablemente la
unidén de INX904 e INX907.

ANTICUERPO INX800

Cuando se analizan en condiciones de rigurosidad moderada el

anticuerpo INX800 no se unidé de forma detectable con
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imitaciones de epitopos simples o lineales limitados pero
mostrd unioén detectable con imitaciones de epitopos
discontinuos. El1 andlisis de datos obtenidos con imitaciones
de epitopos discontinuos sugiere que el anticuerpo INX800
reconoce un epitopo discontinuo con secuencias nucleo
<sTCRLLGPVDKG¢; (SEQ ID NO:72), 101HGGHQAA;,;(SEQ ID NO:73),
121 SASDHHGNFS;5, (SEQ ID NO:74) vy ,5;HHHSEHRVHGAM;s; (SEQ 1ID
NO:75), donde la secuencia 153HHHSEHRVHGAM; ¢4 (SEQ ID

NO:76) representa el sitio de reconocimiento dominante.

ANTICUERPOS INX803 E INX804

Cuando se analizan en condiciones de rigurosidad alta 1los
anticuerpos INX803 e INX804 no se unen con ningun péptido
presente en la matriz. Cuando se analizan en condiciones de
rigurosidad moderada ambos anticuerpos se unen con
imitaciones de epitopos discontinuos. El andlisis acumulativo
de perfiles de unidén sugiere que ambos anticuerpos reconocen
de forma similar los tramos de péptido s5,LTCRLLGPV¢, (SEQ ID
NO:77), +9EVQTCSERRPIRy;, (SEQ ID NO:78), o3HLHHGGHQAA,y, (SEQ ID
NO:79), 1,;SDHHGNFS;5,(SEQ ID NO:80), ;5sHHHSEHRVHGAM;,(SEQ ID
NO:81), donde la regidén 5LTCRLLGPVgy (SEQ ID NO:77) es el

sitio de reconocimiento dominante.

ANTICUERPO INX900

Cuando se analiza en condiciones de rigurosidad alta el
anticuerpo INX900 se une muy débilmente con imitaciones de
epitopos lineales con secuencias nucleo 9EVQTCSERRPIRgg (SEQ
ID NO:68). Cabe destacar que la unidén mayor fue observada con
imitaciones de epitopos discontinuos que ademds de 1la

secuencia ;¢EVQTCSERRPIRy, (SEQ ID NO:68)contiene secuencias
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nucleo scLLGPVDKGHDVTFYK, (SEQ ID NO:82),
11;LAQRHGLESASDHHG;,7 (SEQ ID NO:83), ;5:HHHSEHRVHGAM,.,(SEQ ID
NO:84) .

ANTICUERPO INX903

Cuando se analizan en condiciones de rigurosidad alta el
anticuerpo INX903 no se unidé con 1imitaciones de epitopos
lineales pero se unidé débilmente con imitaciones de epitopos
de conformacién. E1 andlisis de perfiles de intensidad
registrados sugiere que el anticuerpo reconoce un epitopo
discontinuo compuesto por secuencias nucleo ;9EVQTCSERRg; (SEQ
ID NO:85), osTFODLHLHHGGHQAA ;7 (SEQ ID NO:86),
146CLVVEIRHHHSEH; 55 (SEQ ID NO:87), donde la secuencia
79EVQTCSERRg7; (SEQ ID NO:85) es el nucleo del epitopo.

ANTICUERPO INX905

Cuando se analiza en condiciones de rigurosidad alta el
anticuerpo INX905 se une con epitopos lineales con secuencias
nacleo 79EVQTCSERRPgs (SEQ ID NO:88). Los datos adquiridos con
mutantes Ala dobles indican que el motivo RR dentro de
79EVQTCSERRPggs (SEQ ID NO:88) es clave para el reconocimiento.
Los perfiles de intensidad registrados con 1imitaciones de
epitopos discontinuos sugieren que la adicidén de secuencias
de péptidos 53TCRLLGPVDKG43; (SEQ ID NO:89), ,,3SDHHG;,; (SEQ ID
NO:90) v 153HHHSEHRVHGAM;4, (SEQ ID NO:91) aumenta la unidén del
anticuerpo. La Figura 17 mnmuestra que la mayoria de los
anticuerpos VISTA anti-humanos agonistas se unen con la misma
secuencia nucleo. La Figura 18 también resume los resultados
de epitopos. La Figura 19 muestra los epitopos unidos por los

anticuerpos VISTA anti-humanos agonistas de ejemplo de



acuerdo con la invencidédn e identifica residuos importantes

implicados en la unidn.
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LISTADO SE SECUENCIAS

SEQ ID NO:1: Homo sapiens VISTA (Nombres alternativos: B7-H5;
B7H5; DDlalfa; GI24; PP2135; SISP1) SECUENCIA DE AMINOACIDOS

1 mgvptaleag swrwgsllfa lflaaslgpv aafkvatpys
lyvcpeggnv tltcrllgpv
61 dkghdvtfyk twyrssrgev gtcserrpir nltfgdlhlh
hgghgaants hdlagrhgle
121 sasdhhgnfs itmrnltlld sglycclvve irhhhsehrv
hgamelgvgt gkdapsncvv
181 ypsssgdsen itaaalatga civgilclpl illlvykgrg
aasnrragel vrmdsniggi
241 enpgfeaspp aqgipeakvr hplsyvagrqg psesgrhlls
epstplsppg pgdvifpsld
301 pvpdspnfev i

SEQ ID NO:2: Mus musculus VISTA SECUENCIA DE AMINOACIDOS
1 mgvpavpeas sprwgtllla iflaasrglv aafkvttpys
lyvcpeggna tltcrilgpv
61 skghdvtiyk twylssrgev gmckehrpir nftlghlghh
gshlkanash dgpgkhglel
121 asdhhgnfsi tlrnvtprds glycclviel knhhpeqgrfy
gsmelgvgag kgsgstcmas
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181 negdsdsita aalatgaciv gilclplill
hrragelvrm dsntggienp
241 gfettppfgg mpeaktrppl syvagrgpse

tplsppgpgd vifpsldpvp
301 dspnseai

SEQ ID NO:3: Mus musculus VISTA SECUENCIA DE AMINOACIDOS

lvykgrgvas

sgryllsdps

1 mgvpavpeas sprwgtllla iflaasrglv aafkvttpys

lyvcpeggna tltcrilgpwv
61 skghdvtiyk twylssrgev gmckehrpir
gshlkanash dgpgkhglel
121 asdhhgnfsi tlrnvtprds glycclviel
gsmelgvgag kgsgstcmas
181 negdsdsita aalatgaciv gilclplill
hrragelvrm dssntggien
241 pgfettppfqg gmpeaktrpp lsyvagrgps
stplsppgpg dvifpsldpv
301 pdspnseai

nftlghlghh

knhhpeqgrfy

lvykgrgvas

esgryllsdp

SEQ ID NO:4: Homo sapiens VISTA (Nombres alternativos:

B7H5; DDlalfa; GI24; PP2135; SISPI1) SECUENCIA DE ACIDOS

NUCLEICOS

1 gggggcgggt gectggageca cggcgetggg gecgeccgea

gcgctcactc gctcgcactce
61 agtcgcggga ggcttccccg cgccggccgce

ctcccecggceca ccagaagttce

gtcccgcececg
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121 ctctgcgcgt ccgacggcga
tggaggccgg cagctggcgce

181 tggggatccc tgctcttcgce
taggtccggt ggcagccttc

241 aaggtcgcca cgccgtattc
ggcagaacgt caccctcacc

301 tgcaggctct tgggccctgt
ccttctacaa gacgtggtac

361 cgcagctcga ggggcgaggt
ggcccatccg caacctcacg

421 ttccaggacc ttcacctgca
ccaacaccag ccacgacctg

481 gctcagcgcc acgggctgga
gcaacttctc catcaccatg

541 cgcaacctga ccctgctgga
tggtggtgga gatcaggcac

601 caccactcgg agcacagggt
aggtgcagac aggcaaagat

661 gcaccatcca actgtgtggt
atagtgaaaa catcacggct

721 gcagccctgg ctacgggtgce
gcctcceccecect catcctgetce

781 ctggtctaca agcaaaggca
cccaggagct ggtgcggatg

841 gacagcaaca ttcaagggat
cctcaccacc tgcccagggg

901 atacccgagg ccaaagtcag
cccagcggca gccttctgag

961 tctgggcggc atctgctttc

ctcctccagg ccccggagac

catgggcgtc

tctctteetg

cctgtatgtc

ggacaaaggg

gcagacctgc

ccatggaggc

gtcggcctcec

tagcggcctc

ccatggtgcc

gtacccatcc

ctgcatcgta

ggcagcctcc

tgaaaacccc

gcaccccctg

ggagcccagc

cccacggccc

gctgcgtceccc

tgtcccgagg

cacgatgtga

tcagagcgcc

caccaggctg

gaccaccatg

tactgctgcc

atggagctgc

tcctcecccagg

ggaatcctct

aaccgccgtg

ggctttgaag

tcctatgtgg

acccccctgt
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1021 gtcttcttcc catccctgga
actttgaggt catctagccc

1081 agctggggga cagtgggctg
ggtgcatttg agccagggct

1141 ggctctgtga gtggcctcct
tccectectge tctgggcectca

1201 gatactgtga catcccagaa
tggatgctac atggggatgc

1261 tggacggctc agcccctgtt
agattctccc ctagagacct

1321 gaaattcacc agctacagat
agaagtctca gaacgtccag

1381 cccttcagca gctctcegttce
gtggcagcat cagtgggaca

1441 agatggacac tgggccaccc
gcacggtgga gagacttctc

1501 ccccgtggec geccttggetce
ctcttctgtc agacttcctc

1561 tttgtaccac agtggctctg
ctggccatcg ccaccttccc

1621 cagctgcctc ctaccagcag
caggttaagt caatctgggg

1681 cttccactgc ctgcattcca
ccgaaacggg aagtacatat

1741 tggggcatgg tggcctccgt
aatctgaggc caggacagat

1801 gttgccccac ccactggaga
ggggccttct gggaaggtga

1861 gtggagaggg gcacctgccc
ctcccactgce tcagcgcggg

ccctgtcececct

ttgtggctgg

tggcctcggce

gcccagcccce

ccaaggattt

gccaaatgac

tgagacatga

tcccaggcecac

cccegttttg

gggccaggcc

tttctctgaa

gtccccagag

gagcaaatgg

tggtgctgag

cccgcecectcec

gactctccaa

gtctggggca

cctggttccc

tcaacccctce

tggggtgctg

ttacatctta

gccttgggat

cagacacagg

cccgaggctg

tgcctgccca

gatctgtcaa

cttggtggtc

tgtcttgggc

ggaggtgggt

ccatccceccta
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1921 ccattgcaag ggtgccacac
acacttctga gtatgaagcg

1981 ggatgctatt aaaaactaca
ctggagatgg attgtaagag

2041 ccagtttaaa tctgcactct
accttccact ccatacaatc

2101 tgggcctggt ggagtcttcg
gtgcgggtga tgttcccatc

2161 tcctgcttgt gggcatgccc
taggcaaggt gagtcctctg

2221 tggaattgtg attgaaggat
tagggggcat ctctgtacac

2281 tctgggggta aaacagggaa
acaggtgagg tggggctggg

2341 cagaccccct gtagcgttta
actgtggaga gcatagtcca

2401 gcctgggcat ttgtctccta
tgagctgggc ctgggtgctg

2461 aaagccagga tttggggcta
attgcttggg gggttggggg

2521 gatggaaaag gggagcacct
gagccctggg cctgtggcta

2581 cagccaggga accccacctg
agccccccag ttaggcccaa

2641 aggaatggtc cactgagggc
ggccaggggc tttgaggaga

2701 gggtaaacat aggcccggag
ggccagaata tgcccaaacc

2761 ccggcttctc ccttgtccct
ttttgttcce tctggtcacc

aatgtcttgt

tggggaaaca

gctgctcctc

cttcagagcc

tggctttgtt

tttaaagcag

ggcagtgcct

gcaggatggg

gcagcctaca

ggcgggaaga

ctaggctgcc

gacacatggc

ctcctgctcet

atggggctga

aggcagaggg

ccaccctggg

ggtgcaaacc

ccccaccceccecce

attcggccag

tttatacaca

gggaggagag

gagcatgggg

ggccccaggt

ctggctctgce

tgttcgccca

tggcagcagt

cctgcttcta

gcctgggcectg

cacctcgagt

gggtcccttc
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2821 acaatgcttg atgccagctg
ctggccatgg tggcacacac

2881 ctgtcctccc agcactttgce
gcttaagccc aggtgttcaa

2941 ggctgctgtg agctgtgttc
ggggacggag caaaactttg

3001 cctcaaaaca aattttaaaa
ggtatgtttt tcacaattca

3061 tgggggcctg catggcagga
gttcctggag tcgaaggaca

3121 agcccacagc ccagattccg
gcatgccctg ccctcectgggg

3181 aggctggcct ggccccagcc
cagagacaac ttctaagaat

3241 ttggctgcca gaccccaggc
agggaggcgg cccgcagcag

3301 aacagccacc gcacttcctc
ccctgccecte tettcectcectgg

3361 acccttttac aactgaacgc
tgttttcagc gaaatttact

3421 ctgagctccc agttccatct
tgcctacaac gcactaggga

3481 cgtccctecce tgctgcectget
agccgcccte tgagttgcecc

3541 gggatggtag tgcctctgat
gctggggtgc atgggagagc

3601 tgggtgcgag aacatggcgc
actaggggct ggggcaggag

3661 gctcctggag cgctggattc
gagagggaaa tccatgcttt

ccataggaag

agggctgagg

gagccactac

agaaagaaag

gtggggacag

gttctcccaa

ctcagctgct

ctggctgctg

ctcagcttcc

atctgggcett

tcatccatgg

ggggaggggc

gccagccctg

ctccaggggg

gtggcacagt

agggtgctgg

tggaaggacc

actccagceccet

aaggaaagag

gacacctgct

ctcaggaaga

gaccttgagg

ctgtgtggag

tctggtgcgg

cgtggtttcc

ccacaggccc

aggctgctgg

gtggctgtgg

cgggaggagce

ctgaggccct
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3721 taagaactaa ttcattgtta
gggccatctt acctatctcc

3781 tgacattcac agtttaatag
ctcccaggga gaggctgaag

3841 gaatggaatt gaaagcacca
cagcggggac tgctcagcac

3901 tccctaaaaa cacaccatgg
tgggcaggct ggccctgcecet

3961 gggggagtcc gtggcgatgg
gagccccagg acctgcetttt

4021 caaaagactt ctgcctgacc
tggcccaggg cagaggggct

4081 gatacatggc ctttttcagg
acttgggagt gtgcagtggg

4141 acagggggct gcaggggtcc
ttggcccectg gggtcecctgec

4201 tcatgaatga ggccttcccc
gggggctggg ttaacgtttt

4261 ctcagggaac cacaatgcac
taaccaggat gctgggaaca

4321 aaggcctctt gaagcccagce
ggcccagccc atagacggca

4381 caggccacct ggcccattcc
attgctgctt ctcttcaccc

4441 catggaggct atgtcaccct
agagggattc tgaatgatca

4501 atatagcttg gtgagacagt
ctgccttggg cacgggagag

4561 ggaagtggca gcatgcatgc
tagaatactt ggtgctttcc

ggagatcaat

agacttcctg

tttggagggt

aggccactgg

gcgctggggt

agagctccca

gggtgctcct

tgccaccacc

agggctggcc

gaaagaggaa

cacagcccag

ctgggcattc

aactatcctg

gccgagatag

tgtttcttgg

caggaattag

cctttattcc

tttgctgaca

tgactgctgg

ggaggtgcag

ctacatgcag

cgcggggtgg

gagcaccaac

tgactgtgct

ctggggttgc

ctgagcatga

cctgctttgce

gaatgtgttg

atagccatgt

ccttttetgt
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4621 aacacacttt cacatgtgtt gtaacttgtt tgatccaccc

ccttccectga aaatcctggg

4681 aggttttatt gctgccattt aacacagagg gcaatagagg

ttctgaaagg tctgtgtctt

4741 gtcaaaacaa gtaaacggtg gaactacgac taaa

//

SEQ ID NO:5: Homo sapiens VISTA

B7H5; DDlalfa; GI24; PP2135;

NUCLEICOS DE CODIFICACION

SISP1)

(Nombres alternativos:

SECUENCIA DE ACIDOS

1 ctcgccgege tgagccgect cgggacggag ccatgcggceg

ctgggcctgg gccgcggtcg
61 tggtccccct cgggccgcag

cggggcccgg cgggaggceac

121 agaggacgca gcagcctggc
cgccaccgcc agcgcgtcect

181 cccgcgaggg gctgcccgag
ctcaggacct gagttctccg

241 acgcccacat gacatggctg
cgacggcgcc ttaaggaagc

301 ggtgcggaag cagggacaag
tccececcagga cctceccaggtg

361 cagaagtgac cgcggagact
gctgctgaaa gaggccacgg

421 agcgccggtt ctcagggcett

gggggcgggc ctgcggectgg
481 tgggcgaggc ctttcactgc

ggtggacaag cggacgctgg

ctcgtgctcc

cagcgcgcag

gcccccaagce

aactttgtcc

aagccgcggg

ctgcttcacg

ctggacccgce

cggctgcagg

tcgggggcegt

atcccccecaa

catcccaggc

ggcggccgga

atctcttcgg

agtttcagga

tgctgcccca

gtccccgecg
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541 tggagctgca tggtttccag
cttcctgcga ggctccggtce
601 tgagcctggc ctcgggtcgg
catcttccag ttctctgcca
661 gtctgcacgt ggaccacagt
gctgcgggcc cgggacgtgg
721 tgtgtgttct catctgtatt
cacgtgcctg gaggccgtcect
781 caggcctgga gagcaacagc
gcaggggctg ctgcagctgc
841 aggctggaca gtacgcttct
cggggccgtc ctcaccatcc
901 aggcgggctc cagcttctcc
agggcgccca ggggggctgg
961 cgaggagctg ccgccggatc
gccecgtggtce accacaataa
1021 agagccctcc accctcaaaa
//
SEQ ID NO:6: Mus musculus VISTA

DE CODIFICACION

gctcctgetg

ttcacggccc

gagctgcagg

gagtccctgt

agggtcttca

gtgtttgtgg

gggctgctcc

ccggggaccc

daaaaaaaaa

SECUENCIA DE ACIDOS NUCLEICOS

cccaaggtgc

ccgtgtceccgg

gcaaggcccg

gccagcgcca

cgctacaggt

acaatggctc

tgggcacgtg

tcctactgat

aaaaa

1 ctcgccgcecge tgagccgcecct cgggacggag ccatgcggcg

ctgggcctgg gccgcggtcg
61 tggtccccct cgggccgcag

cggggcccgg cgggaggeac

121 agaggacgca gcagcctggc
cgccaccgcc agcgcgtcect

181 cccgcgaggg gctgcccgag
ctcaggacct gagttctccg

241 acgcccacat gacatggctg
cgacggcgcc ttaaggaagc

ctcgtgctcc

cagcgcgcag

gcccccaagce

aactttgtcc

tcgggggcegt

atcccccecaa

catcccaggce

ggcggccgga
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301 ggtgcggaag cagggacaag
tcccceccagga cctceccaggtg

361 cagaagtgac cgcggagact
gctgctgaaa gaggccacgg

421 agcgccggtt ctcagggctt
gggggcgggc ctgcggctgg

481 tgggcgaggc ctttcactgce
ggtggacaag cggacgctgg

541 tggagctgca tggtttccag
cttcctgcga ggctccggtce

601 tgagcctggc ctcgggtcgg
catcttccag ttctctgcca

661 gtctgcacgt ggaccacagt
gctgcgggcec cgggacgtgg

721 tgtgtgttct catctgtatt
cacgtgcctg gaggccgtct

781 caggcctgga gagcaacagc
gcaggggctg ctgcagctgc

841 aggctggaca gtacgcttct
cggggccgtc ctcaccatcc

901 aggcgggctc cagcttctcc
agggcgccca ggggggctgg

961 cgaggagctg ccgccggatc
gcccgtggtce accacaataa

1021 agagccctcc accctcaaaa

aagccgcggg

ctgcttcacg

ctggacccgc

cggctgcagg

gctcctgcectg

ttcacggccec

gagctgcagg

gagtccctgt

agggtcttca

gtgtttgtgg

gggctgctcc

ccggggaccce

daaaaaaaaa

atctcttcgg

agtttcagga

tgctgccccea

gtccccgecg

cccaaggtgc

ccgtgtceccgg

gcaaggcccg

gccagcgcca

cgctacaggt

acaatggctc

tgggcacgtg

tcctactgat

daaaaa



