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DESCRIPCION
Anticuerpos anti-o,3s.
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere de manera general al campo de la biologia molecular y concretamente a
anticuerpos contra las integrinas a.fs.

Antecedentes de lainvencién

Las integrinas son una superfamilia de receptores de superficie celular que media en la adhesion célula-célula y
célula-matriz. Estas proteinas es conocido que proporcionan anclaje, asi como sefales, para el crecimiento,
migracion y diferenciacion celulares durante el desarrollo y la reparacién de tejidos. Las integrinas también se han
implicado en la desdiferenciacion e invasion celulares, especialmente en el caso de que las células pierdan su forma
especializada y se conviertan en células cancerosas metastatizantes.

Las integrinas son proteinas heterodiméricas compuestas de dos subunidades unidas no covalentemente: ay 8. La
especificidad de union de las integrinas esta dictada por la combinacion de 8 cadenas a diferentes con 8 cadenas 3
diferentes. La integrina a,fs puede unirse a varios ligandos, entre ellos la fibronectina, la tenascina, la vitronectina y
el recientemente identificado péptido asociado a latencia, "LAP", un péptido de 278 amino4cidos sintetizado como
parte de la proteina precursora TGF-f (Munger et al., Cell 96(3):319-328, 1999). El LAP es cortado a partir de la
forma madura de la proteina TGF-f3 en forma de péptido N-terminal durante la secrecion, pero sigue asociado no
covalentemente a TGF-B para mantener su estado latente. Este complejo no puede unirse al receptor de TGF-f y
por lo tanto no es bioldgicamente activo. La integrina a,Bs puede unirse directamente a un motivo RGD contenido
dentro de LAP, resultando en la liberacion del mismo y en la activacién de TGF-B. Debido a que la union de a6 a
LAP podria resultar importante en la conversién de TGF-B a su estado activo, el bloqueo de la unién podria resultar
en la inhibicion de la activacion de TGF- mediada por a6 y en la patologia fibrotica asociada.

El D1 (Huang et al., patente US n° 2001/0056076A1) da a conocer métodos y composiciones que comprenden
antagonistas de a,fs. Se dan a conocer para el tratamiento de la fibrosis por lesion aguda pulmonar. Se dan a
conocer ademas métodos de tratamiento de la fibrosis por lesién aguda pulmonar.

El D2 (Xue et al., BBRC vol. 288, paginas 610-618, 2001) da a conocer el papel de la integrina a,fs en el crecimiento
in vivo e in vitro del carcinoma oral de células escamosas humano. La expresion de a,fs se describe en muestras
diferentes; su funcion en la adhesion y en otros fendmenos ha sido descrita y se informa de estudios en ratones.

Sumario de lainvencién

La presente invencion se basa en el descubrimiento y la caracterizaciéon de anticuerpos de alta afinidad contra a.fs,
incluyendo la identificacibn y andlisis de residuos aminoacidos clave en las regiones determinantes de
complementariedad (CDR) de dichos anticuerpos.

La presente invencion comprende un anticuerpo monoclonal que: (a) se une especificamente a a,fs, (b) inhibe la
union de a,B6 a su ligando, tal como LAP, fibronectina, vitronectina y tenascina con un valor de IC50 inferior al de
10D5 (solicitud publicada de patente internacional WO 99/07405), (c) bloguea la activacién de TGF-$3, (d) contiene
determinadas secuencias de aminoacidos en las CDR (por ejemplo aquellas mostradas en las figuras 7A 'y 7B) que
proporcionan especificidad de union a a,s, (€) se une especificamente a la subunidad 36, y/o (f) reconoce a,fs €n
los procedimientos de inmunotincion, tales como la inmunotincion de tejidos incluidos en parafina.

Se ha descubierto que los anticuerpos que se unen a a,fs pueden agruparse en clases y subclases biofisicamente
diferenciadas. Una clase de anticuerpos muestra la capacidad de bloquear la union de un ligando (por ejemplo LAP)
a oyBs (bloqueantes). Esta clase de anticuerpos puede dividirse adicionalmente en subclases de bloqueantes
dependientes de cationes y bloqueantes independientes de cationes. Algunos de los bloqueantes dependientes de
cationes contienen una secuencia peptidica de arginina-glicina-aspartato (RGD), mientras que los bloqueantes
independientes de cationes no contienen una secuencia RGD. Otra clase de anticuerpos muestra la capacidad de
unirse a a,Bs y sin embargo no bloquea la uniéon de a,s a un ligando (no bloqueantes).

De acuerdo con lo anteriormente expuesto, en algunas formas de realizacion de la presente invencion, algunos
anticuerpos de la presente invencion son dependientes de cationgs divzalentes2 para la unién a a,8s, mientras que
otros son independientes de cationes. Son cationes ejemplares Ca®’, Mg~ y Mn°".

La invencion se refiere a un anticuerpo monoclonal o fragmento de union a antigeno del mismo que:
(a) se une especificamente a a,3s y no a otras integrinas av,

(b) inhibe la unién de a,Bs a péptido asociado a latencia (LAP) con un valor de IC50 inferior al del anticuerpo anti-
ayBs 10D5 en un tampén que comprende los cationes divalentes Ca2+y Mgz+, y
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(c) compite con el anticuerpo producido por el hibridoma 6.8G6, que presenta el nimero de acceso de la ATCC
PTA-3645 para la unién a a,s biotinilado en un tampén que comprende los cationes divalentes ca* y Mg”.

La invencion se refiere a un anticuerpo monoclonal o fragmento de unién a antigeno del mismo tal como se ha
mencionado anteriormente, en el que el anticuerpo comprende:

a) las mismas secuencias polipeptidicas de cadenas pesada y ligera que un anticuerpo producido por el
hibridoma 6.1A8, niimero de acceso de la ATCC PTA-3647, o

b) las mismas secuencias polipeptidicas de cadenas pesada y ligera que un anticuerpo producido por el
hibridoma 6.3G9, nimero de acceso de la ATCC PTA-3649, o

c) las mismas secuencias polipeptidicas de cadenas pesada y ligera que un anticuerpo producido por el
hibridoma 6.8G6, niumero de acceso de la ATCC PTA-3645, o

d) las mismas secuencias polipeptidicas de cadenas pesada y ligera que un anticuerpo producido por el
hibridoma 6.2B1, numero de acceso de la ATCC PTA-3646, o

e) las mismas secuencias polipeptidicas de cadenas pesada y ligera que un anticuerpo producido por el
hibridoma 7.1G10, niumero de acceso de la ATCC PTA-3898, o

f) las mismas secuencias polipeptidicas de cadenas pesada y ligera que un anticuerpo producido por el
hibridoma 7.7G5, nimero de acceso de la ATCC PTA-3899, o

g) las mismas secuencias polipeptidicas de cadenas pesada y ligera que un anticuerpo producido por el
hibridoma 7.1C5, nimero de acceso de la ATCC PTA-3900,

Convenientemente, la unién entre el anticuerpo y a,3s es independiente de los cationes divalentes.

La invencion se refiere a un anticuerpo anti-a,fs tal como se ha mencionado anteriormente, comprendiendo dicho
anticuerpo una secuencia de dominio variable de cadena pesada de cualquiera de entre SEC ID n°® 19 a n° 24, SEC
ID n° 34, SEC ID n® 35 0 SEC ID n° 36, en la que dicho anticuerpo se une especificamente a a,86 ¥y no a otras
integrinas ay o integrinas no especificas, e inhibe la unién de a,Bs al péptido asociado a latencia (LAP) con un valor
de IC50 inferior al del anticuerpo anti-ay8s 10D5.

La invencion se refiere a un anticuerpo anti-a,¢ tal como se ha indicado anteriormente, comprendiendo dicho
anticuerpo una secuencia de aminoacidos de cualquiera de entre SEC ID n° 19 a n°® 24, n°® 34 a n° 38, n° 40, n°® 41,
n°® 43 a n° 45, en la que dicho anticuerpo se une especificamente a a,8s y no a otras integrinas a, o integrinas no
especificas, e inhibe la union de a,fs al péptido asociado a latencia (LAP) con un valor de IC50 inferior al del
anticuerpo anti-aBs 10D5.

La invencién se refiere a un anticuerpo anti-a,Bs tal como se ha indicado anteriormente, en el que el anticuerpo
comprende las regiones determinantes de complementariedad 1, 2 y 3 de cadena pesada y las regiones
determinantes de complementariedad 1, 2 y 3 de cadena ligera, en las que las regiones determinantes de
complementariedad (CDR) 1, 2 y 3 de cadena pesada comprenden las secuencias SEC ID n® 3, n° 6 y n° 9,
respectivamente, y en las que las CDR de cadena ligera comprenden las SEC ID n® 12, n°® 14 y n° 18,
respectivamente, en las que dicho anticuerpo se une especificamente a a,86 y no a otras integrinas ay o integrinas
no especificas, e inhibe la uniéon de a,Bs al péptido asociado a latencia (LAP) con un valor de IC50 inferior al del
anticuerpo anti-ays 10D5.

La invencién se refiere a un anticuerpo anti-o,s tal como se ha indicado anteriormente, en el que dicho anticuerpo
se une a ayfs soluble pero no se une a la subunidad Be.

La invencion se refiere a un anticuerpo anti-a,s tal como se ha indicado anteriormente, en el que dicho anticuerpo
impide la activacion de TGF-8.

La invencion se refiere a un anticuerpo anti-a,fs tal como se ha indicado anteriormente, en el que el anticuerpo
comprende las regiones determinantes de complementariedad 1, 2 y 3 de cadena pesada y las regiones
determinantes de complementariedad 1, 2 y 3 de cadena ligera, en el que dicho anticuerpo compite con 6.8G6
numero de acceso de la ATCC PTA-3645 para la unién a a,s y contiene un motivo FXY en CDR3 de la cadena
pesada, en el que dicho anticuerpo se une especificamente a a,s Yy no a otras integrinas ay 0 integrinas no
especificas, e inhibe la union de a,fs al péptido asociado a latencia (LAP) con un valor de IC50 inferior al del
anticuerpo anti-ays 10D5.

La invencion se refiere a un anticuerpo anti-a,s tal como se ha indicado anteriormente, en el que dicho anticuerpo
contiene una mutacion en un residuo aminoacido que es un sitio para la glucosilacién, de manera que se elimina el
sitio de glucosilacion.

La invencion se refiere a un anticuerpo anti-a,6 tal como se ha indicado anteriormente producido por un hibridoma
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seleccionado de entre el grupo constituido por 6.1A8 nimero de acceso de la ATCC PTA-3647, 6.3G9 nimero de
acceso de la ATCC PTA-3649, 6.8G6 numero de acceso de la ATCC PTA-3645, 6.2B1 numero de acceso de la
ATCC PTA-3646, 7.1G10 nimero de acceso de la ATCC PTA-3898, 7.7G5 nimero de acceso de la ATCC PTA-
3899, 7.1C5 numero de acceso de la ATCC PTA-3900, o un fragmento de unién a antigeno de un anticuerpo
producido por dicho hibridoma.

La invencion se refiere a un anticuerpo anti-ovfs tal como se ha indicado anteriormente que se une especificamente
a oyBs y No a otras integrinas ay o integrinas no especificas, e inhibe la unién de a,B¢ al péptido asociado a latencia
(LAP) con un valor de IC50 inferior al del anticuerpo anti-a,8s 10D5 seleccionado de entre el grupo constituido por un
anticuerpo:

a) cuyas regiones determinantes de complementariedad (CDR) 1, 2 y 3 de cadena pesada comprenden las
secuencias de SEC ID n® 1, n° 4 y n° 7, respectivamente, y cuyas CDR 1, 2 y 3 de cadena ligera comprenden
las secuencias de SEC ID n° 10, n® 13 y n° 15, respectivamente,

b) cuyas regiones determinantes de complementariedad (CDR) 1, 2 y 3 de cadena pesada comprenden las
secuencias de SEC ID n° 3, n° 5 y n° 8, respectivamente, y cuyas CDR 1, 2 y 3 de cadena ligera comprenden
las secuencias de SEC ID n® 11, n® 14 y n° 17, respectivamente,

c) cuyas regiones determinantes de complementariedad (CDR) 1, 2 y 3 de cadena pesada comprenden las
secuencias SEC ID n° 3, n°® 6 y n® 9, respectivamente, y cuyas CDR 1, 2 y 3 de cadena ligera comprenden las
secuencias SEC ID n° 12, n° 14 y n° 18, respectivamente,

d) cuyas regiones determinantes de complementariedad (CDR) 1, 2 y 3 de cadena pesada comprenden las
secuencias de SEC ID n® 2, n° 46 y n°® 47, respectivamente, y cuyas CDR 1, 2 y 3 de cadena ligera
comprenden las secuencias de SEC ID n° 48, n° 13 y n° 16, respectivamente.

Convenientemente, dicho anticuerpo contiene una mutacién en un residuo aminoacido que es un sitio para la
glucosilacién, de manera que se elimina el sitio de glucosilacién.

La invencién se refiere a un anticuerpo anti-a,f6 tal como se ha indicado anteriormente o un fragmento de unién a
antigeno del mismo seleccionado de entre el grupo constituido por un anticuerpo que comprende:

a) una secuencia de dominio variable de cadena pesada de SEC ID n° 19 y la secuencia de dominio variable de
cadena ligera de SEC ID n° 37,

b) una secuencia de dominio variable de cadena pesada de SEC ID n° 20 o n° 21 y la secuencia de dominio
variable de cadena ligera de SEC ID n° 38,

¢) una secuencia de dominio variable de cadena pesada de SEC ID n° 22 y la secuencia de dominio variable de
cadena ligera de SEC ID n° 43,

d) una secuencia de dominio variable de cadena pesada de SEC ID n° 23 y la secuencia de dominio variable de
cadena ligera de SEC ID n° 44,

e) una secuencia de dominio variable de cadena pesada de SEC ID n° 24 y la secuencia de dominio variable de
cadena ligera de SEC ID n° 45,

f) una secuencia de dominio variable de cadena pesada de SEC ID n° 34 o n° 35 y la secuencia de dominio
variable de cadena ligera de SEC ID n° 40,

g) una secuencia de dominio variable de cadena pesada de SEC ID n° 36 y la secuencia de dominio variable de
cadena ligera de SEC ID n° 41.

Anticuerpo monoclonal segun la reivindicacion 1 que: (a) se une especificamente a a8, y (b) inhibe la union de a,fs
al péptido asociado a latencia (LAP) con un valor de IC50 inferior al del anticuerpo 10D5, en el que el anticuerpo es
producido por el hibridoma 6.3G9, depositado con el nimero de acceso de la ATCC PTA-3649 o el hibridoma 6.8G6,
depositado con el nimero de acceso de la ATCC PTA 3645. Convenientemente, la union entre el anticuerpo y a6
es dependiente de los cationes divalentes. Convenientemente, el catién divalente es Ca®, Mg* o Mn*'.
Convenientemente, la union entre el anticuerpo y a,s es independiente de cationes divalentes.

La invencion se refiere a un anticuerpo anti-a,Be tal como se ha indicado anteriormente, comprendiendo dicho
anticuerpo una secuencia de dominio variable de cadena pesada SEC ID n® 20 o n°® 21, y una secuencia de dominio
variable de cadena ligera SEC ID n° 38.

La invencién se refiere a un anticuerpo anti-o,8s tal como se ha indicado anteriormente que comprende una
secuencia de dominio variable de cadena pesada SEC ID n® 24 y una secuencia de dominio variable de cadena
ligera SEC ID n° 45.
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En otro aspecto, la invencién se refiere a una composicion para prevenir o tratar una enfermedad mediada por a,fs
en un mamifero, en la que la enfermedad es fibrosis, soriasis, esclerosis, cancer, lesién aguda pulmonar, lesion
renal, lesion hepatica o sindrome de Alport, que comprende el anticuerpo indicado anteriormente y un portador
farmacéuticamente aceptable. Convenientemente, el anticuerpo se conjuga con un agente citotoxico.
Convenientemente, el anticuerpo es dependiente de cationes divalentes.

En otro aspecto, la invencion se refiere a la utilizacion de un anticuerpo tal como se ha indicado anteriormente, para
la preparacion de una composicién farmacéutica para tratar un sujeto que presenta, o que presenta el riesgo de
presentar, una enfermedad mediada por a,8s, en la que la enfermedad es fibrosis, soriasis, esclerosis, cancer, lesion
aguda pulmonar, lesién renal, lesién hepatica o sindrome de Alport. Convenientemente el sujeto es un ser humano.
Convenientemente la fibrosis es esclerodermia, cicatrizacion, fibrosis hepatica, fibrosis renal o fibrosis pulmonar.
Convenientemente el cancer es epitelial, oral, de piel, cervical, ovérico, faringeo, esofagico, de cabeza y cuello,
prostatico, de colon, pancreatico, laringeo, pulmonar, mamario, renal o colorrectal.

En otro aspecto, la invencion se refiere a un método in vitro para detectar a,fs en una muestra de tejido de un
mamifero, que comprende poner en contacto la muestra de tejido con el anticuerpo tal como se ha indicado
anteriormente.

En otro aspecto, la invencion se refiere a una célula seleccionada de entre el grupo constituido por una célula de
hibridoma 6.1A8, nimero de acceso de la ATCC PTA-3647; una célula de hibridoma 6.3G9, nimero de acceso de la
ATCC PTA-3649; una célula de hibridoma 6.8G6, niimero de acceso de la ATCC PTA-3645; una célula de hibridoma
6.2B1, nimero de acceso de la ATCC PTA-3646; una célula de hibridoma 7.1G10, nimero de acceso de la ATCC
PTA-3898; una célula de hibridoma 7.7G5, nimero de acceso de la ATCC PTA-3899; una célula de hibridoma
7.1C5, niumero de acceso de la ATCC PTA-3900.

En algunas formas de realizacion, los anticuerpos se unen especificamente a a,fs pero no inhiben la union de a,fs
al péptido asociado a latencia (LAP). Por lo menos algunos de dichos anticuerpos son capaces de unirse a a,s en
secciones de tejido incluidas en parafina y, por lo tanto, pueden utilizarse con fines diagndsticos. Entre los
anticuerpos ejemplificativos se incluyen 6.2A1 y 6.2E5.

La presente invencion también comprende composiciones que comprenden uno o mas anticuerpos de la presente
invencion y un portador farmacéuticamente aceptable. En algunas de dichas composiciones, los anticuerpos se
encuentran conjugados con un agente citotdxico (es decir, un agente que perjudica la viabilidad y/o las funciones de
una célula), tal como una toxina o un radionucleido. Los anticuerpos en dichas composiciones pueden ser
anticuerpos dependientes de cationes. Las composiciones pueden administrarse en un sujeto (por ejemplo un
mamifero, tal como un ser humano) que presenta, o0 en riesgo de presentar, una enfermedad mediada por a,fs, de
manera que se trate (por ejemplo se alivie, se mitigue, se reduzca, se prevenga o0 se posponga la apariciéon) una
enfermedad. Entre los ejemplos de dichas enfermedades se incluyen, aunque sin limitacion, fibrosis (por ejemplo
esclerodermia, cicatrizacion, fibrosis hepatica, fibrosis pulmonar y fibrosis renal), psoriasis, cancer (por ejemplo
cancer epitelial, oral, de piel, cervical, ovarico, faringeo, laringeo, esofagico, pulmonar, mamario, renal o colorrectal),
sindrome de Alport, lesiones agudas y crénicas de pulmodn, higado, rifidn y otros organicos internos, y esclerosis de
pulmon, higado, rifién y otros érganos internos. Pueden resultar riesgos de presentar dichas enfermedades debidos
a una predisposicién genética, determinados estilos de vida, tales como el tabaquismo y el alcoholismo, la
exposicion a contaminantes ambientales, tales como el amianto, algunas condiciones fisioldgicas tales como la
diabetes, la infeccion por virus de la hepatitis (por ejemplo la infeccién por virus de la hepatitis C), las enfermedades
autoinmunologicas y algunos tratamientos médicos, tales como la terapia de radiacion.

La presente exposicion comprende ademas métodos para detectar a,fs en una muestra de tejido de un mamifero
(por ejemplo un ser humano), que comprende poner en contacto la muestra de tejido con el anticuerpo de la
exposicion, tal como 6.2A1y 6.2E5.

La presente exposicién comprende ademas células de los hibridomas 6.1A8, 6.2B10, 6.3G9, 6.8G6, 6.2B1, 6.2A1,
6.2E5, 7.1G10, 7.7G5 y 7.1C5; acidos nucleicos aislados que comprenden una secuencia codificante de cualquiera
de entre SEC IDn° 19 an® 45y n° 61 a n® 64; polipéptidos aislados que comprenden una secuencia de aminoacidos
de cualquiera de entre SEC IDn°19 an®45y n° 61 a n° 64.

Un anticuerpo de la presente invencién se refiere a un anticuerpo completo, por ejemplo un anticuerpo que
comprende dos cadenas pesadas y dos cadenas ligeras, o a un fragmento de union a antigeno de un anticuerpo
completo, tal como un fragmento Fab, un fragmento Fab', un fragmento F(ab’), o un fragmento F(v). Un anticuerpo
de la presente invencion puede ser un anticuerpo murino o un homélogo del mismo, o un anticuerpo totalmente
humano. Un anticuerpo de la presente invencion también puede ser un anticuerpo humanizado, un anticuerpo
quimérico o un anticuerpo de cadena sencilla. Un anticuerpo de la presente invencion puede ser cualquier isotipo y
subtipo, por ejemplo IgA (por ejemplo IgAl e IgA2), IgG (por ejemplo IgGi, 19G2, 1gG3 € IgGa), IgE, IgD, IgM, en las
que las cadenas ligeras de las inmunoglobulinas pueden ser de tipo k 0 A.

En algunas formas de realizacion, el anticuerpo de la invencion puede comprender una mutacion (por ejemplo una
delecion, una sustitucion o una adicién) en una o mas (por ejemplo 2, 3, 4, 5 o 6) posiciones determinadas en la
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cadena pesada, de manera que la funcién efectora del anticuerpo (por ejemplo la capacidad del anticuerpo de unirse
a un receptor de Fc o un factor del complemento) se altera sin afectar a la capacidad de unién a antigenos del
anticuerpo. En otras formas de realizacion, el anticuerpo de la presente invencién puede contener una mutacion en
un residuo aminoacido que es un sitio para la glucosilacion, de manera que se elimina el sitio de glucosilacién. Dicho
anticuerpo puede presentar funciones efectoras reducidas que resulten clinicamente beneficiosas u otras funciones
no deseadas, conservando simultdneamente su afinidad de uniéon a antigeno. La mutacién de un sitio de
glucosilacion también puede resultar beneficiosa para el desarrollo de procedimientos (por ejemplo de expresion y
purificacién de proteinas). En todavia otras formas de realizacién, las cadenas pesadas o ligeras pueden contener
mutaciones que incrementen la afinidad o la potencia.

Algunos de los hibridomas de fusién n® 6 y n° 7 han sido depositados en la American Type Culture Collection
("ATCC", P.O. Box 1549, Manassas, VA 20108, USA) bajo el Tratado de Budapest. Los clones de hibridoma 6.1A8,
6.2B10, 6.3G9, 6.8G6 y 6.2B1 fueron depositados el 16 de agosto de 2001, y presentan los nimeros de acceso
ATCC n® PTA-3647, PTA-3648, PTA-3649, PTA-3645 y PTA-3646, respectivamente. Los clones de hibridoma 6.2A1,
6.2E5, 7.1G10, 7.7G5 y 7.1C5 fueron depositados el 5 de diciembre de 2001 y presentan los niUmeros de acceso de
la ATCC PTA-3896, PTA-3897, PTA-3898, PTA-3899 y PTA-3900, respectivamente. Ver la Tabla 1 a continuacion.

Los anticuerpos de la invencion resultan utiles para tratar cualquier afeccion o enfermedad clinicamente no deseable
(tal como se comenta en la presente memoria) que se encuentre mediada por la unién de a,f¢ a su ligando, tal como
LAP y fibronectina. Dichos anticuerpos pueden ser mas potentes, por su mayor afinidad o avidez, y dependencia o
independencia de cationes de la unién a ligando, que los anticuerpos de a,fs de la técnica anterior.

Ademas de las aplicaciones terapéuticas de los anticuerpos de la invencién, especialmente los blogueantes, la clase
no bloqueante de anticuerpo puede utilizarse con fines diagndsticos, tales como los ensayos de captura de
antigenos, los ensayos de inmunosorcion ligada a enzima (ELISA), la inmunohistoquimica y similares.

Otras caracteristicas y ventajas de la invencion resultardn evidentes a partir de la descripcion detallada, dibujos y
reivindicaciones, posteriormente.

Breve descripcion de los dibujos

Las figuras 1A y 1B son graficos de columnas que muestran los resultados de un ensayo de captura celular que
determina la capacidad de diversos anticuerpos monoclonales ("mAb") anti-o,8s de unirse a células FDC-P1
transfectadas con B (control: células no transfectadas).

La figura 2A es un gréfico que muestra los resultados de los ensayos de ELISA que determinan la capacidad de
diversos anticuerpos monoclonales anti-a,f¢ purificados "Fusion n° 6" de unirse a a6 humana recombinante soluble
("ayBs_hs"). Dichos anticuerpos se generaron mediante inmunizacién de ratones Be-/- con ays truncada humana
soluble. Los nimeros en la leyenda indican los nimeros de los clones. Para los nombres de clon correspondientes,
ver la Tabla 2.

La figura 2B es un grafico que muestra los resultados de los ensayos de ELISA que determinan la capacidad de
diversos anticuerpos monoclonales "Fusion 7" anti-a,8s purificados de unirse a a,Bs_hs recombinante soluble.
Dichos anticuerpos se generaron mediante inmunizacion de ratones Be-/- con células NIH 3T3 transfectadas con (3¢
(Fusién n° 7).

Las figuras 3A-F son gréficos que muestran la diferente dependencia de cationes de la union de diversos
anticuerpos monoclonales anti-ayBs a ovBs_hs.

Las figuras 4A y 4B son graficos que muestran que los anticuerpos monoclonales Fusiéon n® 6 y Fusiéon n° 7,
respectivamente, inhiben la unién de biotina-a,8s_hs a LAP.

Las figuras 5A-E son graficos que muestran que los anticuerpos monoclonales ejemplares de la invencién inhiben la
uniéon de las células FDC-P1 transfectadas con s a LAP. Las figuras 5A y 5B muestran los resultados de los
anticuerpos Fusion n° 6. Las figuras 5C-E muestran los resultados de los anticuerpos Fusion n° 7.

Las figuras 6A y 6B son gréaficos que muestran que los anticuerpos Fusion n® 6 y Fusién n° 7, respectivamente,
inhiben la activacién mediada por a,8s de TGF-B, utilizando un ensayo de gen informador PAI-1-luciferasa para
realizar un seguimiento de la activacion de TGF-.

La figura 7A ilustra las secuencias de aminoacidos de los dominios variables de las cadenas pesadas de los
anticuerpos monoclonales de a,8¢ 6.1A8, 6.8G6 (subclones Ay B), 7.7G5, 6.2B1, 6.3G9, 6.2B10 (subclones Ay B),
6.2G2, 6.2A1, 6.4B4 (subclones A, B y C), 7.10H2, 7.9H5, 7.4A3 (subclones A y B), 7.1C5 (subclones Ay B) y
7.1G10. Los anticuerpos 6.1A8, 6.8G6 y 7.7G5 presentan unidon dependiente de cationes a a.Bs, mientras que los
anticuerpos 6.2B1, 6.2A1, 6.3G9, 6.2B10, 6.4B4, 7.1C5 y 7.1G10 son independientes de cationes (ver
posteriormente). Los nimeros entre paréntesis indican las posiciones de los residuos aminoacidos. Las CDR se
indican en las cajas grandes, mientras que las cajas pequefias que contienen aminoacidos en fuente cursiva
representan los polimorfismos presentes en los diferentes clones de un anticuerpo particular.
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La figura 7B ilustra las secuencias de aminoacidos de los dominios variables de las cadenas ligeras de los
anticuerpos monoclonales de a,s 6.1A8, 6.8G6, 6.4.B4, 6.2A1, 7.1C5, 7.1G10, 6.2B10, 7.7G5, 6.2B1 y 6.3G9.

La figura 8 es un diagrama de dispersién que muestra la expresion de a.Bs en secciones de tejido de cancer
mamario humano y de carcinoma escamoso humano. Los tejidos humanos normales sé6lo muestran niveles
negligibles de expresion de a,fs.

Las figuras 9A y 9B son gréaficos de curvas cuadraticas que ilustran las afinidades de unién en soluciéon de dos
anticuerpos anti-a,s, 6.8G6 y 6.3G9, respectivamente, para la a,s soluble.

Las figuras 10A y 10B son graficos de columnas que demuestran la capacidad de los anticuerpos monoclonales
purificados para competir con 6.3G9 biotinilado y 6.8G6 biotinilado, respectivamente, para la union a a,f3s.

La figura 11 es un grafico de columnas que muestra el porcentaje de tincion de la actina lisa en rifiones de animales
sometidos a UUO y tratados con mAb anti-a,fs.

La figura 12 muestra la expresion de a,Bs sobre lineas celulares tumorales mediante analisis de FACS (parte
derecha de la figura) y la inhibicién de la union de lineas celulares tumorales al ligando LAP por los mAb 6.3G9 y
6.4B4 (parte izquierda de la figura).

La figura 13 es un gréfico de columnas que muestra la inhibicién de tres lineas celulares tumorales al ligando LAP
por parte de los mAbs anti-a,s 6.3G9, 6.8G6 y 6.4B4. La unién de mAb se compar6 con la union total sin adicion de
mADbs de ensayo (TB) y la unién no especifica a control de sélo BSA (NSB).

Las figuras 14A y 14B son gréaficos que muestran los efectos de los mAb anti-a,s 6.3G9 y 6.4B4, respectivamente,
durante un periodo de estudio de 33 dias sobre tumores aparecidos a partir de células Detroit 562 implantadas
subcutaneamente.

Las figuras 15A-C son gréaficos que muestran los efectos de mAb anti-a,Bs sobre fibrosis pulmonar inducida por
bleomicina. (A) El tratamiento de anticuerpos con mAb 6.3G9 se inici6 el dia 0 en el tiempo de administracién de la
bleomicina y se realiz6 un seguimiento durante un periodo de 30 dias, (B) el tratamiento de anticuerpos con mAb
6.3G9 se inici6 15 dias después del tratamiento de bleomicina y se realiz6 un seguimiento durante un periodo de 30
dias, (C) el tratamiento de anticuerpos con los mAb 6.3G9, 6.8G6 y 6.4B4 se inici6 15 dias después del tratamiento
de bleomicina y se realiz6 un seguimiento durante un periodo extendido de 60 dias. En las dos figuras 15A y 15B,
los graficos de columnas en la parte izquierda representan los ug de hidroxiprolina/pulmén, mientras que los graficos
de columnas en la parte derecha muestran el porcentaje de incremento de hidroxiprolina respecto a los ratones
tratados con solucion salina (sin bleomicina). En la figura 15C, el grafico muestra el contenido de hidroxiprolina por
pulmon.

Descripcion detallada de lainvencién

La presente invencion describe clases y subclases de anticuerpos que son especificos para la integrina a,s. Por lo
menos una clase de los anticuerpos (los bloqueantes) es capaz de bloquear la union de a,8¢ a LAP o de impedir la
activacion de TGF-B.

A continuacioén se describen diversos métodos de preparacion de los anticuerpos de la presente invencion. También
pueden utilizarse los métodos ya conocidos en la técnica pero que no se describen especificamente en la presente
memoria. Por ejemplo, también pueden identificarse anticuerpos de la presente invencion utilizando bibliotecas de
anticuerpos de expresion fagica, tales como los descritos en Smith, Science 228:1315-7, 1985; patentes US n°
5.565.332, n® 5.733.743, n°® 6.291.650 y n° 6.303.313. Pueden prepararse anticuerpos adicionales de la presente
invencion mediante acoplamiento de las cadenas pesadas identificadas en la presente memoria con una cadena
ligera no afin, por ejemplo una cadena ligera identificada mediante tecnologia de expresion fagica.

Anticuerpos de hibridomas no humanos

Los anticuerpos monoclonales de la presente invencion pueden generarse mediante tecnologia de hibridomas bien
conocida. Para ello, se inmunizan animales Bs-/- (por ejemplo ratones, ratas 0 conejos) con preparaciones
purificadas o crudas de a,s, con células con constructos de ADNc codificantes de ay, Bs 0 ambos antigenos, con
células que expresan constitutivamente a,fs, y similares. El antigeno puede administrarse en forma de proteina
purificada, proteina expresada sobre células, fragmento de proteina o péptido del mismo, o en forma de ADN
desnudo o vectores viricos codificantes de la proteina, fragmento de proteina o péptido. A continuacion, los sueros
de los animales inmunizados se someten a ensayo para la presencia de anticuerpos anti-o,8¢. Se aislan las células
B a partir de animales con resultado positivo en los ensayos y se preparan hibridomas con estas células B.

Se criban los anticuerpos secretados por los hibridomas para su capacidad de unirse especificamente a a,fs (por
ejemplo la unién a células transfectadas con s y no a células parentales, no transfectadas) y para cualquier otra
caracteristica deseable, por ejemplo la presencia de secuencias de consenso de CDR deseadas, la inhibicion (o la
no inhibicion en el caso de los no bloqueantes) de la union entre LAP y ayBs con un valor de IC50 inferior al del
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anticuerpo anti-ayfe conocido 10D5 o la inhibicién de la activacion de TGF-B.

Las células de hibridoma con resultado positivo en los ensayos de cribado se cultivan en un medio nutritivo bajo
condiciones que permitan que las células secreten los anticuerpos monoclonales al medio de cultivo. A continuacion,
se recoge el sobrenadante de cultivo de hibridoma condicionado y se purifican los anticuerpos contenidos en el
sobrenadante. Alternativamente, el anticuerpo deseado puede producirse mediante inyeccion de las células de
hibridoma en la cavidad peritoneal de un animal no inmunizado (por ejemplo un ratén). Las células de hibridoma
proliferan en la cavidad peritoneal, secretando el anticuerpo, que se acumula en forma de liquido de ascitis. A
continuacién, el anticuerpo puede recolectarse extrayendo el liquido de ascitis de la cavidad peritoneal con una
jeringa.

Los anticuerpos monoclonales también pueden generarse mediante aislamiento de los ADNc codificantes de
anticuerpos a partir de los hibridomas deseados, mediante transfeccién de células huésped de mamifero (por
ejemplo células CHO o NSO) con los ADNc, cultivo de las células huésped transfectadas y recuperacion del
anticuerpo a partir del medio de cultivo.

Anticuerpos quiméricos

Los anticuerpos monoclonales de la presente invencion también pueden generarse mediante manipulacién de un
anticuerpo de hibridoma afin (por ejemplo murino, de rata o de conejo). Por ejemplo, puede alterarse un anticuerpo
afin mediante tecnologia de ADN recombinante, de manera que parte o la totalidad de las regiones de bisagra y/o
constantes de las cadenas pesadas y/o ligeras sean sustituidas por los componentes correspondientes de un
anticuerpo de otra especie (por ejemplo el ser humano). Generalmente, los dominios variables del anticuerpo
manipulado permanecen idénticas, o sustancialmente idénticas, a los dominios variables del anticuerpo afin. Un
anticuerpo manipulado de esta manera se denomina anticuerpo quimérico y es menos antigénico que el anticuerpo
afin al administrarlo en un individuo de la especie a partir de la que se ha derivado la region bisagra y/o constante
(por ejemplo un ser humano). Los métodos de preparacion de anticuerpos quiméricos son bien conocidos en la
técnica.

Los anticuerpos quiméricos comprendidos en la presente invencién pueden contener un dominio variable de cadena
pesad que presenta una secuencia idéntica (o sustancialmente idéntica) a cualquiera de entre SEC ID n°® 19 a n°® 36
y/o un dominio variable de cadena ligera que presenta una secuencia idéntica (0 sustancialmente idéntica) a
cualquiera de entre SEC ID n® 37 a n® 45.

Entre las regiones constantes humanas preferidas se incluyen las derivadas de 1gG; e 1gGa.

Anticuerpos completamente humanos

Los anticuerpos monoclonales de la presente invencién también incluyen los anticuerpos completamente humanos.
Pueden prepararse utilizando esplenocitos humanos expuestos in vitro, tal como se describe en Boerner et al., J.
Immunol. 147:86-95, 1991, o utilizando bibliotecas de anticuerpos de expresion fagica, tal como se describe en, por
ejemplo, la patente US n° 6.300.064.

Algunos otros métodos para producir anticuerpos completamente humanos implican la utilizacion de animales no
humanos que presentan sitios de Ig enddgenos inactivados y que son transgénicos para genes no reorganizados de
cadena pesada y de cadena ligera de anticuerpo humano. Estos animales transgénicos pueden inmunizarse con
ayBs Y a continuacion se preparan hibridomas a partir de células B derivadas de ellos. Estos métodos se describen
en, por ejemplo, las diversas publicaciones/patentes de GenPharm/Medarex (Palo Alto, CA) referentes a ratones
transgénicos que contienen miniloci de Ig humanas (por ejemplo la patente US n° 5.789.650, de Lonberg), las
diversas publicaciones/patentes de Abgenix (Fremont, CA) con respecto a XENOMICE (por ejemplo las patentes US
n°® 6.075.181, n° 6.150.584 y n°® 6.162.963, de Kucherlapati; Green et al., Nature Genetics 7:13-21, 1994, y Méndez
et al.,, Nature Genetics 15(2):146-56, 1997) y las diversas publicaciones/patentes de Kirin (Japén) referentes a los
ratones "transdmicos" (por ejemplo el documento EP 843.961, y Tomizuka et al., Nature Genetics 16:133-1443,
1997).

Anticuerpos humanizados

Los anticuerpos monoclonales de la presente invencion también incluyen las versiones humanizadas de los
anticuerpos anti-a,¢ afines derivados de otras especies. Un anticuerpo humanizado es un anticuerpo producido
mediante tecnologia de ADN recombinante, en la que algunos o todos los aminoacidos de una cadena ligera o
pesada de inmunoglobulina humana que no resultan necesarios para la union de antigenos (por ejemplo las
regiones constantes y las regiones de marco de los dominios variables) se utilizan para sustituir los aminoacidos
correspondientes de la cadena ligera o pesada del anticuerpo afin no humano. A titulo de ejemplo, una versién
humanizada de un anticuerpo murino contra un antigeno dado presenta en las dos cadenas pesadas y ligeras (1)
regiones constantes de un anticuerpo humano, (2) regiones de marco de los dominios variables de un anticuerpo
humano, y (3) algunas CDR del anticuerpo murino. En caso necesario, pueden modificarse uno o mas residuos en
las regiones de marco humanas por residuos en las posiciones correspondientes en el anticuerpo murino, de
manera que se conserve la afinidad de union del anticuerpo humanizado para el antigeno. Este cambio en
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ocasiones se denomina "retromutacion”. Los anticuerpos humanizados generalmente es menos probable que
induzcan una respuesta inmunolégica en el ser humano en comparaciéon con anticuerpos humanos quiméricos
debido a que los primeros contienen considerablemente menos componentes no humanos.

Los métodos para preparar anticuerpos humanizados se describen en, por ejemplo, Winter, documento EP 239.400;
Jones et al., Nature 321:522-525, 1986; Riechmann et al., Nature 332:323-327, 1988; Verhoeyen et al., Science
239:1534-1536, 1988; Queen et al., Proc. Nat. Acad. Sci. USA 86:10029, 1989; patente US n° 6.180.370, y Orlandi
et al.,, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86:3833, 1989. Generalmente, el trasplante de las CDR murinas (u otras no
humanas) en un anticuerpo humano se lleva a cabo de la manera siguiente. Los ADNc codificantes de dominios
variables de cadenas pesada y ligera se aislan a partir de un hibridoma. Las secuencias de ADN de los dominios
variables, incluyendo las CDR, se determinan mediante secuenciacion. Los ADN codificantes de las CDR se
transfieren a las regiones correspondientes de una secuencia codificante de dominio variable de cadena pesada o
ligera de anticuerpo humana mediante mutagénesis dirigida a sitio especifico. A continuacién, se afiaden segmentos
génicos de region constante humana de un isotipo deseado (por ejemplo yl para CH y k para CL). Los genes
humanizados de las cadenas pesadas y ligeras se coexpresan en las células huésped de mamifero (por ejemplo las
células CHO o NSO0) para producir anticuerpo humanizado soluble. Para facilitar la produccién a gran escala de los
anticuerpos, con frecuencia resulta deseable producir dichos anticuerpos humanizados en biorreactores que
contienen las células que expresan los anticuerpos, o producir mamiferos transgénicos (por ejemplo cabras, vacas u
ovejas) que expresan el anticuerpo en la leche (ver, por ejemplo, la patente US n° 5.827.690).

En ocasiones, la transferencia directa de las CDR a un marco humano conduce a una pérdida de la afinidad de
unién a antigeno del anticuerpo resultante. Lo anterior se debe a que en algunos anticuerpos afines, determinados
amino&cidos en las regiones de marco interactian con las CDR e influyen de esta manera sobre la afinidad global
de unidn del anticuerpo para el antigeno. En estos casos, resultaria critico introducir "retromutaciones” (supra) en las
regiones de marco del anticuerpo aceptor con el fin de conservar la actividad de unién a antigeno del anticuerpo
afin.

El procedimiento general de produccion de retromutaciones es conocido en la técnica. Por ejemplo, Queen et al.
(supra), Co et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88:2869-2873, 1991, y el documento WO 90/07861 (Protein Design
Labs Inc.) describen un enfoque que implica dos etapas clave. En primer lugar, se seleccionan las regiones de
marco V humanas mediante andlisis informatico para una homologia 6ptima de las secuencias de la proteina con la
region de marco V del anticuerpo murino afin. A continuacién, se modela informéaticamente la estructura terciaria de
la regidon V murina con el fin de visualizar los residuos aminoacidos de marco que es probable que interactden con
las CDR murinos, y estos residuos aminoacidos murinos seguidamente se superponen sobre el marco humano
homalogo.

En este enfoque en dos etapas existen varios criterios para disefiar los anticuerpos humanizados. El primer criterio
es utilizar a modo de aceptor humano el marco de una inmunoglobulina humana particular que habitualmente es
homologo de la inmunoglobulina del donante no humano, o utilizar un marco de consenso de muchos anticuerpos
humanos. El segundo criterio es utilizar el aminoacido donante y no el aceptor en el caso de que el residuo aceptor
humano sea poco habitual y el residuo donante sea tipico de secuencias humanas en un residuo especifico del
marco. El tercer criterio es utilizar el residuo aminoacido del marco donante y no del aceptor en posiciones
inmediatamente contiguas a las CDR.

También puede seguirse un enfoque diferente, tal como el descrito en, por ejemplo, Tempest, Biotechnology 9:266-
271, 1991. En este enfoque, los marcos de region V derivados de las cadenas pesadas y ligeras de NEWM y RElI,
respectivamente, se utilizan para la injertacién de las CDR sin la introduccion radical de residuos de ratén. Una
ventaja de la aplicacion de este enfoque es que las estructuras tridimensionales de las regiones variables de NEWM
y REI son conocidas a partir de la cristalografia de rayos X y de esta manera pueden modelarse facilmente las
interacciones especificas entre las CDR y los residuos de marco de la region V.

Otras fracciones

Los anticuerpos monoclonales de la presente invencion pueden comprender ademas otras fracciones para realizar
las funciones deseadas. Por ejemplo, los anticuerpos pueden incluir una fraccién toxina (por ejemplo toxoide tetanico
o ricina) o un radionucleido (por ejemplo Mno 90Y) para eliminar las células que son la diana de los anticuerpos
(ver, por ejemplo, la patente US n° 6.307.026). Los anticuerpos pueden comprender una fraccién (por ejemplo
biotina, fracciones fluorescentes, fracciones radioactivas, etiqueta histidina u otros péptidos de etiqueta) para el facil
aislamiento o deteccion. Los anticuerpos también pueden comprender una fraccion que pueda prolongar su semivida
sérica, por ejemplo una fraccion polietilenglicol (PEG).

Estados de enfermedad y modelos animales

Los anticuerpos del a invencion resultan Udtiles en el tratamiento, incluyendo la prevencién, de enfermedades
mediadas por a,Bs. Por ejemplo, dichos anticuerpos pueden utilizarse para tratar las fibrosis (por ejemplo la fibrosis
pulmonar, la lesion aguda pulmonar, la fibrosis renal, la fibrosis hepatica, el sindrome de Alport y la esclerodermia)
mediante el bloqueo de la activacién de TGF-$ o el bloqueo de la unién de a,Bs a cualesquier otros ligandos, tales
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como fibronectina, vitronectina y tenascina. La novedad de este enfoque incluye: (1) bloquea la activacion de TGF-3
y no la unién de TGF-B a su receptor, (2) puede inhibir TGF-f localmente (es decir, en sitios de regulacion positiva
de ayBs) y no sistémicamente, y (3) inhibe la union de a,fs a un ligando. Aparte de las enfermedades o condiciones
fibréticas, los anticuerpos de la invencion resultan Utiles en el tratamiento del cancer o metastasis cancerosa
(incluyendo el crecimiento e invasién tumoral), en particular los canceres epiteliales. Un subconjunto de los canceres
epiteliales es el carcinoma de células escamosas, por ejemplo los canceres de cabeza y cuello, oral, mamario,
pulmonar, prostatico, cervical, faringeo, de colon, pancreatico y ovarico. Los estudios de los presentes inventores
utilizando los nuevos anticuerpos monoclonales de a,fs demuestran que a,s se expresa a nivel elevado en muchos
canceres epiteliales, especialmente en el margen en crecimiento de los tumores. Los nuevos anticuerpos también
pueden utilizarse para cualquier otra enfermedad mediada por a,s, incluyendo la soriasis.

Los tratamientos de la presente invencion resultan efectivos tanto en sujetos humanos como animales que
presentan dichos estados. Los sujetos animales en los que resulta aplicable la invenciéon se extienden tanto a
animales domeésticos como al ganado, criados como animales de compafiia o con fines comerciales. Son ejemplos
los perros, gatos, vacas, caballos, ovejas, cerdos y cabras.

La eficacia de los anticuerpos de la invencion puede someterse a ensayo en diversos modelos animales. Entre los
modelos de raton para la fibrosis pulmonar se incluyen la fibrosis pulmonar inducible por bleomicina (Pittet et al., J.
Clin. Invest. 107(12):1537-1544, 2001, y Munger et al., supra) e inducible por radiacion (Franko et al., Rad. Res.
140:347-355, 1994). En los ratones tratados con bleomicina, la expresion de a,Bs se incrementa en las células
alveolares epiteliales de los pulmones. Sin embargo, los ratones con inactivacion de s se encuentran protegidos de
las lesiones y fibrosis inducidas por la bleomicina.

Entre los modelos de ratén de la fibrosis renal se incluyen los ratones COL4A3 -/- (ver, por ejemplo, Cosgrove et al.,
Amer. J. Path. 157:1649-1659, 2000), los ratones con lesiones inducidas por adriamicina (Wang et al., Kidney
International 58:1797-1804, 2000; Deman et al., Nephrol. Dial. Transplant 16:147-150, 2001), los ratones db/db
(Ziyadeh et al., PNAS USA 97:8015-8020, 2000) y los ratones con obstruccion uretral unilateral (Fogo et al., Lab.
Investigation 81:189A, 2001, y Fogo et al., Journal of the American Society of Nephrology 12:819A, 2001). En todos
estos modelos, los ratones desarrollan lesiones vy fibrosis renal que puede progresar hasta la insuficiencia renal. a,3s
se encuentra regulado positivamente en el revestimiento epitelial de los tabulos ascendentes y descendentes e los
rifones de los ratones COL4A3 -/-, en ratones tratados con adriamicina y en ratones sometidos a obstruccion uretral
unilateral. Es probable que la expresion de a.fs también se encuentre incrementada en una diversidad de modelos
de lesion renal.

Los anticuerpos monoclonales anti-a,fs también pueden someterse a ensayo para su capacidad de inhibir el
crecimiento, progresion y metastasis tumorales en dichos modelos animales como modelos estandares de
crecimiento y metastasis tumorales in vivo. Ver, por ejemplo, Rockwell et al., J. Natl. Cancer Inst. 49:735, 1972; Guy
et al., Mol. Cell Biol. 12:954, 1992; Wyckoff et al., Cancer Res. 60:2504, 2000, y Oft et al., Curr. Biol. 8:1243, 1998.
Entre los ligandos de a,fs importantes pueden incluirse TGF-B, que se encuentra implicado en la metastasis (para
una revision ver Akhurst et al., Trends in Cell Biology 11:544-S51, 2001), la fibronectina y la vitronectina.

La eficacia de los tratamientos de la presente invencion puede medirse utilizando diversas herramientas
diagnosticas disponibles, incluyendo el examen fisico, los andlisis de sangre, las mediciones de proteinuria, los
niveles de creatinina y la eliminacién de la creatinina, los andlisis de funcién pulmonar, los niveles plasmaticos de
nitrégeno de urea en sangre (BUN), la observacion y puntuacion de cicatrices o lesiones fibréticas, la deposicion de
matriz extracelular, tal como colageno, la actina y la fibronectina del muasculo liso, las pruebas de la funcion renal, los
ultrasonidos, las imagenes de resonancia magnética (MRI) y los escaneos de TC.

Composiciones farmacéuticas

Las composiciones farmacéuticas de la presente invencion comprenden uno 0 mas anticuerpos de la presente
invencién, o derivados farmacéuticamente aceptables de los mismos, opcionalmente con cualquier portador
farmacéuticamente aceptable. El término "portador" tal como se utiliza en la presente memoria incluye los
adyuvantes y vehiculos aceptables conocidos.

Segun la presente invencion, las composiciones farmacéuticas pueden encontrarse en forma de una preparacion
inyectable estéril, por ejemplo una suspension acuosa u oleaginosa inyectable estéril. Esta suspension puede
formularse segun técnicas conocidas en la técnica utilizando agentes dispersantes, humectantes y de suspension
adecuados.

Las composiciones farmacéuticas de la presente invencion pueden administrarse por vias oral, tdpica, intravenosa,
subcutanea, intraperitoneal, intramuscular, intramedular, intraarticular, intrasinovial, intraesternal, intratecal,
intrahepética o intracraneal, segun se desee, o sélo localmente en los sitios de inflamacién o de crecimiento tumoral.
Las composiciones farmacéuticas de la presente invencién también pueden administrarse mediante inhalacion,
utilizando, por ejemplo, un nebulizador, un inhalador de polvos secos o un inhalador de dosis medidas.

La dosis y tasa de dosis de los anticuerpos de la presente invencién efectivas para producir los efectos deseados
dependeran de una diversidad de factores, tales como la naturaleza de la enfermedad que debe tratarse, el tamafio
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del sujeto, el objetivo del tratamiento, la composicién farmacéutica especifica que se utiliza y el criterio del médico
responsable. Los niveles de dosis de entre aproximadamente 0,001 y aproximadamente 100 mg/kg de peso corporal
al dia, por ejemplo de entre aproximadamente 0,1 y aproximadamente 50 mg/kg de peso corporal al dia del
compuesto ingrediente activo resultan Utiles. Por ejemplo, un anticuerpo de la invencién se administra en una dosis
comprendida entre aproximadamente 0,01 mg/kg de peso corporal/dia y aproximadamente 20 mg/kg de peso
corporal/dia, por ejemplo de entre aproximadamente 0,1 mg/kg de peso corporal/dia y aproximadamente 10 mg/kg
de peso corporal/dia y a intervalos de uno a catorce dias. En otra forma de realizacion, el anticuerpo se administra a
una dosis de entre aproximadamente 0,3 y 1 mg/kg de peso corporal al administrarlo por via intraperitoneal. En
todavia otra forma de realizacion, el anticuerpo se administra a una dosis de entre aproximadamente 5y 12,5 mg/kg
de peso corporal al administrarlo por via intravenosa. En una forma de realizacién, una composicion de anticuerpo
se administra en una forma efectiva para proporcionar un nivel plasmatico de anticuerpo de por lo menos 1 mg/ml.

Métodos diagndsticos

Los anticuerpos de la presente invencion pueden utilizarse para diagnosticar estados de enfermedad asociadas a
niveles alterados de expresion de a,Bs. Puede someterse a ensayo una muestra de tejido de un sujeto, tal como una
biopsia de tejido, una muestra de liquido corporal o lavado (por ejemplo de lavado alveolar) en un ensayo de captura
de antigenos, ELISA, ensayo de inmunohistoquimica y similar utilizando los anticuerpos. A modo de control se utiliza
una muestra de tejido procedente de un individuo normal.

Para la puesta en practica de la presente invencion se utilizan, a menos que se indique lo contrario, técnicas
convencionales de biologia celular, cultivo celular, biologia molecular, microbiologia, ADN recombinante, quimica de
proteinas e inmunologia, que se encuentran comprendidas dentro de los conocimientos del experto en la materia.
Dichas técnicas se encuentran descritas en la literatura. Ver, por ejemplo, Molecular Cloning: A Laboratory Manual,
2a edicién (Sambrook et al., editores), 1989; Oligonucleotide Synthesis (M.J. Gait, editor), 1984; patente US n°
4.683.195, de Mullis et al.; Nucleic Acid Hybridization (B.D. Hames y S.J. Higgins), 1984; Transcription and
Translation (B.D. Hames y S.J. Higgins), 1984; Culture of Animal Cells (R.l. Freshney, editor), 1987; Immobilized
Cells and Enzymes, IRL Press, 1986; A Practical Guide to Molecular Cloning (B. Perbal), 1984; Methods in
Enzymology, volumenes 154 y 155 (Wu et al., editores), Academic Press, New York; Gene Transfer Vectors for
Mammalian Cells (J.H. Miller y M.P. Calos, editores), 1987; Immunochemical Methods in Cell and Molecular Biology
(Mayer y Walker, editores), 1987; Handbook of Experiment Immunology, volimenes | a IV (D.M. Weir y C.C.
Blackwell, editores), 1986; Manipulating the Mouse Embryo, 1986.

A menos que se define de otro modo, todos los términos técnicos y cientificos utilizados en la presente memoria
presentan el significado cominmente entendido por el experto ordinario en la materia a la que se refiere la presente
invencion. Los métodos y materiales ejemplificativos se describen a continuacién, aunque también pueden utilizarse
métodos y materiales similares o equivalentes a los indicados en la presente memoria para la practica de la presente
invencion. En caso de conflicto, prevalecerd la presente memoria, incluyendo las definiciones. Los materiales,
métodos y ejemplos son meramente ilustrativos y no pretenden ser limitativos. Durante la presente memoria, el
término "comprenden", o variaciones tales como "comprende" o "que comprenden” debe apreciars que implican la
inclusiéon de un nimero entero o grupo de nimeros enteros indicado, pero no la exclusién de cualquier otro nimero
entero o grupo de nimeros enteros.

Ejemplos
Los ejemplos siguientes pretenden ilustrar los métodos y materiales de la presente invencion.

En los ejemplos siguientes, se generaron los ratones Be-/- tal como se describe en Huang et al., J. Cell Biol. 133:921,
1996. Se obtuvo la LAP humana recombinante de R & D Systems (Minneapolis, MN). El anticuerpo 10D5 se obtuvo
de Chemicon (Temecula, CA). El hibridoma L230 se obtuvo de la ATCC y el anticuerpo secretado se purificé a partir
del sobrenadante de cultivos saturados, mediante cromatografia de afinidad sobre proteina A inmovilizada. El
isotipado de los anticuerpos se llevd a cabo utilizando el kit ISOSTRIP (Roche Diagnostics) siguiendo las
instrucciones del fabricante. La linea celular SW480 transfectada con (¢ se prepar6 tal como se describe en
Weinacker et al., J. Biol. Chem. 269:6940-6948, 1994.

Ejemplo 1: generacion de lineas celulares transfectadas con s estables

Se generaron células NIH 3T3 y FDC-P1 transfectadas con Bs mediante electroporacién de las lineas celulares
parentales con un constructo de ADN que contenia el ADNc de (¢ murino de longitud completa y un marcador
seleccionable de neomicina. Se seleccionaron las células establemente transfectadas mediante pase de las células
en medio de cultivo que contenia G418 durante 14 dias, seguido de la separacion de células activadas por
fluorescencia (FACS) para aislar las células que expresaban el nivel mas alto de Bs en superficie. Las células FDC-
P1 transfectadas se cultivaron en DMEM suplementado con L-glutamina 4 mM ajustada para contener 1,5 g/l de
bicarbonato sodico, 4,5 g/l de glucosa y piruvato sédico 1,0 mM, FBS al 10%, suplemento de cultivo de IL-3 de ratén
al 2,5% y 1,5 mg/ml de G418 activo. Las células NIH 3T3 transfectadas se cultivaron en DMEM suplementado con
FBS al 10%, L-glutamina 2 mM, penicilina/estreptomicina y 1 mg/ml de G418 activo.
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Ejemplo 2: purificaciéon de a,fs soluble humano

La proteina a6 se purifico esencialmente tal como se describe en Weinacker, supra. Se cultivd una linea celular
CHO que expresaba avp6hs, y el sobrenadante resultante se recogié mediante centrifugacion. La integrina se
purific6 mediante cromatografia de afinidad utilizando anticuerpo anti-a, L230. Se entrecruz6 L230 purificado a
sefarosa 4B activada con CNBr (Sigma) a razon de 4,8 mg de anticuerpo/ml de resina. Se carg6 el sobrenadante de
avBe a razon de 0,5 mg de anticuerpo/ml de resina en la columna de afinidad de L230, y la columna se lavo con 10
volumenes de columna de cada uno de (1) Tris-Cl 50 mM, pH 7,5, NaCl 1 M, MgCl, 1 mM, (2) Tris-Cl 50 mM, pH 7,5,
NaCl 50 mM, MgCl; 1 mM, y (3) NazPO4 10 mM, pH 7,0. Se eluyd av6hs con glicina 100 mM, pH 2,5, en 1:10 de
volumen de NazPO4 1 M, pH 8,0. La proteina se dializé con varios cambios frente a solucién salina tamponada con
fosfato (PBS) y se almacené a -20°C.

Ejemplo 3: inmunizacion de ratones Be-/-

Se inmunizaron ratones Be-/- mediante inyeccion intraperitoneal (IP) con 25 pug de a.s humano recombinante
purificado emulsionado en adyuvante de Freund completo (CFA) a una proporcién de volimenes de 1:1 en un
volumen total de 200 l. Alternativamente, se inmunizaron ratones B¢-/- mediante inyeccién IP con 4x10° células NIH
3T3 transfectadas con Bs resuspendidas en 100 yl de PBS suplementado con 1 mg/ml de CaCl, y 1 mg/ml de MgCly,
y los mismos ratones se inyectaron en un sitio contiguo con 100 yl de CFA. Dos semanas y cuatro semanas
después de la inmunizacion inicial, los ratones recibieron un refuerzo de manera similar con los mismos reactivos,
con la excepcion de que se utilizé adyuvante de Freund incompleto en lugar de CFA. Los ratones se sangraron 7
dias después del refuerzo final y se determinaron los titulos anti-Bs mediante unién del suero a ay8s humano
recombinante purificado o a células transfectadas con (6. En el caso de los ratones inmunizados con a,fs humano
recombinante purificado, se dejaron reposar durante 3 meses y se inmunizaron huevamente con el mismo antigeno
mezclado con ImmunEasy (Qiagen). Tres dias antes del aislamiento de bazos para las fusiones de hibridoma, los
ratones se inmunizaron con 12,5 yg de proteina avBs humana recombinante purificada por vias tanto IP como
intravenosa. El dia de la fusion, se sacrificaron los animales, y se extirparon los bazos y trituraron formando
suspensiones de células individuales. Los esplenocitos se inmortalizaron mediante fusién con una pareja de fusion
celular seleccionable con farmaco.

Ejemplo 4: cribado de hibridomas

Se generaron dos grupos de anticuerpos mediante la inmunizacidon de ratones Bs-/-. Se generé un juego de
anticuerpos mediante inmunizacion con o, truncado humano soluble (fusién n° 6). El otro juego de anticuerpos se
generé mediante inmunizacion con células NIH 3T3 transfectadas con s murinas (fusion n° 7). El cribado para
anticuerpos anti-a,fs se llevo a cabo utilizando ensayos de unién y funcionales basados en células y sin células, tal
como se describe posteriormente. La seleccion inicial de los clones positivos se baso en la union a células humanas
y murinas transfectadas con av6hs o con B¢ purificadas (control: células no transfectadas). Se expandieron los
clones seleccionados y los cultivos terminales se evaluaron nuevamente para la union a tanto células transfectadas
con s como a células no transfectadas, en ensayos de captura celular (Ejemplo 5b, anteriormente) (se muestran
ejemplos representativos en las figuras 1Ay 1B, en los que se omiten los prefijos "6" 0 "7" de los nhombres de mAb,
que indican la fusion n® 6 y la fusién n° 7, respectivamente; ver también la Tabla 2, a continuacion). Algunos
anticuerpos se unen preferentemente a las células transfectadas con (s, mientras que otros se unieron tanto a
células transfectadas como a células no transfectadas, indicando que sélo un subjuego de los anticuerpos
presentaba una preferencia para Bs (figs. 1A y 1B). La seleccién posterior se basé en la capacidad de los
anticuerpos de bloquear la uniéon a LAP de tanto células murinas transfectadas con avp6_hs biotinilado como de
células murinas transfectadas con (6. Los clones seleccionados se subclonaron utilizando FACS y se almacenaron
bajo congelacion hasta la utilizacion.

Los anticuerpos monoclonales se cribaron para especificidad de union a a,fs basandose en su capacidad de unirse
a células transfectadas con Bs y no a células parentales, no transfectadas. Los anticuerpos monoclonales se
confirmaron adicionalmente como ligantes especificos de a,8s y no de otras integrinas ay o integrinas no especificas
(es decir, integrinas no ay que se unen a ligandos que contienen RGD) basandose en su falta de unién a lineas
celulares que expresan a.Bs, avBs, asP1, avB1 0 asPi. Estas incluian células transfectadas establemente, asi como
lineas celulares no transfectadas JY, K562, SW480, NIH3T3 y FDCP1.

Algunos de los anticuerpos que han sido depositados en la ATCC se listan a continuacion, en la Tabla 1.

Tabla 1. Hibridomas depositados

Clones de hibridoma ATCC n° Fecha de depésito
6.1A8 PTA-3647 16 de agosto, 2001
6.2B10 PTA-3648 16 de agosto, 2001
6.3G9 PTA-3649 16 de agosto, 2001
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Clones de hibridoma ATCC n° Fecha de depésito
6.8G6 PTA-3645 16 de agosto, 2001
6.2B1 PTA-3646 16 de agosto, 2001
6.2A1 PTA-3896 5 de diciembre, 2001
6.2E5 PTA-3897 5 de diciembre, 2001
7.1G10 PTA-3898 5 de diciembre, 2001
7.7G5 PTA-3899 5 de diciembre, 2001
7.1C5 PTA-3900 5 de diciembre, 2001

Ejemplo 5: ensayos de cribado y caracterizacion

a. ELISA de a,8s

Se recubrié una placa de microtitulacion de 96 pocillos (Corning COSTAR EASY-WASH) con 50 pl/pocillo de 5 pg/ml
de avB6hs a 4°C durante la noche. La placa se lavo con tampo6n de lavado (TWEEN-20 al 0,1% en PBS) cuatro
veces en una lavadora de placas automética. A continuacion, se afiadieron 180 pl/pocillo de BSA al 3% en TBS y se
incubaron durante 1 hora a 25°C para bloquear la unién no especifica. La placa se lavo tal como se ha indicado
anteriormente y se afiadieron diluciones de sobrenadante de hibridoma (para los ensayos de cribado) o de
anticuerpo purificado (para la caracterizacion) en TBS que contenia 1 mg/ml de BSA, CaCl, 1 mMy MgCl, 1 mM (50
pl/pocillo). La placa se incub6 durante 1 hora a 25°C, se lavo y después se incubé durante 1 hora con 50 pl/pocilo de
anticuerpo IgG+A+M de cabra antiraton conjugado con peroxidasa (Cappel). El anticuerpo unido se detectd
utilizando 3,3',5,5'-tetrametilbencidina (TMB). La unidn estaba indicada por la absorbancia medida a 450 nm.

b. Ensayo de captura celular

Se recubrié una palca de microtitulacién de 96 pocillos con 50 pl/pocillo de anticuerpo secundario (IgG de burro
antiratéon (Jackson Immunoresearch); 5 pg/ml diluidos en bicarbonato sédico 50 mM, pH 9,2) a 4°C durante la noche.
Las placas se lavaron dos veces con 100 pl/pocillo de tampdn de ensayo (RPMI + BSA al 2%) y después se
bloquearon con 100 pl/pocillo del tampon de ensayo a 37°C durante 1 hora. Para las células FDC-P1 y las células
FDC-P1 transfectadas con B, las placas se bloguearon con IgG antiratén (Jackson ImmunoResearch; 20 pg/ml)
durante 10 minutos a temperatura ambiente para reducir la unién no especifica del receptor de Fc por parte del
anticuerpo secundario (omitido para otros tipos celulares). Durante el bloqueo de las placas, las células se marcaron
con 2 pM de pigmento fluorescente (calceina-AM, Molecular Probes) en el tamp6n de ensayo a una densidad de
5x10° células/ml. Las células se incubaron en el tampon de ensayo bajo agitacion suave en un bafio de agua a 37°C
durante 15 minutos, se recogieron mediante centrifugacion y se resuspendieron en tampdn de ensayo hasta
alcanzar una densidad de 5x10° células/ml. Tras la etapa de bloqueo, se descarté el tampdn mediante decantacion
de la placa y se afiadieron 25 pl/pocillo de sobrenadante o de anticuerpo purificado a la placa. Tras una incubacion
de 15 minutos a 37°C, se afiadieron 25 pl/pocillo de células marcadas y la placa se incub6 durante 1 hora a 37°C. La
placa se lavé 3 a 5 veces con el tampdn de ensayo (100 pl/pocillo) y se registréd la fluorescencia emitida por las
células capturas en la placa. Se determin6 el porcentaje de union mediante comparacion de la fluorescencia antes
de la Ultima etapa de lavado (es decir, del total de células afiadidas) y la posterior al lavado (es decir, de las células
unidas).

c. FACS

Las células se recolectaron mediante tripsinizacién, se lavaron una vez en PBS y después se resuspendieron en
tampon FACS (1X PBS, FBS al 2%, NaNs al 0,1%, CaCl, 1 mM y MgCl, 1 mM). A continuacion, se incubaron
0,2x10° células sobre hielo durante 1 hora en tampon FACS que contenia sobrenadante de hibridoma en un
volumen total de 100 ul. Tras la incubacion, las células se lavaron dos veces con tampén FACS helado, se
resuspendieron en 100 pl de tampén FACS que contenia 5 pg/ml de IgG-PE de burro antiratén (Jackson
ImmunoResearch) y se incubaron sobre hielo durante 30 minutos. A continuacion, las células se lavaron dos veces
con tampon FACS helado y se resuspendieron en 200 pl de tampon FACS. Se realizd un seguimiento mediante
citometria de flujo de la unién de anticuerpo secundario marcado con PE.

d. Unién de biotina-a,Be hs a LAP

Se recubrieron placas de microtitulacién de 96 pocillos (Corning COSTAR EASY-WASH) con 0,3 pug/ml de LAP
humano recombinante (R&D Systems, n° de cat. 246-LP) diluidos en PBS (50 pl/pocillo) a 4°C durante la noche.
Tras el recubrimiento, se retir6 la solucién, se bloquearon las placas con 180 pl/pocillo de BSA al 3%/TBS a 25°C
durante 1 hora. En una placa separada de 96 pocillos de fondo redondo, 60 pl/pocillo de una solucion madre 2X (0,5
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pg/ml (1,25 nM) de biotina-a,Bs, CaCl, 2 mM y MgCl, 2 mM en TBS que contenia 1 mg/ml de BSA) se combinaron
con 60 pl/pocillo de una solucién madre 2X de un sobrenadante de hibridoma (para el cribado) o un anticuerpo
purificado (también en TBS que contenia 1 mg/ml de BSA) y se incubaron a 25°C durante 1 hora. Tras el lavado de
la placa recubierta con LAP utilizando tamp6n de lavado (TWEEN-20 al 0,1% en PBS) 4 veces en una lavadora de
placas automética, se transfirieron 100 pl de la mezcla de anticuerpo-a,fs a la placa y se incubaron durante 1 hora a
25°C. Se lavo la placa tal como anteriormente y se incub6 con 50 pl/pocillo de una dilucién 1:1.000 de conjugado de
extravidina-peroxidasa de rabano picante (Sigma) en TBS (1 mg/ml de BSA) durante 1 hora a 25°C. Se detect6 la
proteina unida utilizando el sustrato TMB.

e. Adhesion de células Bs-FDC-P1 a LAP

Se recubrié una placa de microtitulacién de 96 pocillos con 50 pl/pocillo de 0,5 pg/ml de LAP humano recombinante
(R&D Systems) diluidos en bicarbonato sédico 50 mM, pH 9,2, a 4°C durante la noche. La placa se lavo dos veces
con PBS (100 pl/pocillo) y se bloqued con BSA al 1% en PBS (100 pl/pocillo) durante 1 hora a 25°C. La placa se lavo
dos veces con 100 pl/pocillo de tampdn de ensayo (TBS completo més CaCl, 1 mM y MgCl; 1 mM). A continuacion,
a los pocillos individuales de la placa se afiadieron 25 pyl de un sobrenadante de hibridoma (0 un anticuerpo
purificado) y 25 ul de células Bs-FDC-P1 (5x106 células/ml, marcadas con calceina-AM tal como se ha indicado
anteriormente). La placa se incubé a 25°C durante 1 hora y después se lavo 4 a 6 veces con el tampon de ensayo
(100 pl/pocillo). Se registré la fluorescencia emitida por las células capturadas sobre la placa. Se determiné el
porcentaje de unién mediante comparacion de la sefial de fluorescencia antes de la etapa final de lavado (es decir,
el total de células afiadidas) con la posterior al lavado (es decir, de las células unidas).

f. Bioensayo de TGF-8

El bioensayo de TGF-B utilizado en la presente memoria es una variacion del ensayo de cocultivo de células
epiteliales pulmonares de Mink (MLEC) con PAI-1-luciferasa, descrito en Abe et al., Anal. Biochem. 216:276-284,
1994, en el que se cocultivan células transfectadas con Be con las células informadoras para realizar un seguimiento
de la activacion de TGF-B por parte de ayBs (Munger, supra). Es un bioensayo cuantitativo para TGF-3 basado en su
capacidad de inducir la expresion del inhibidor del activador del plasmin6geno de tipo 1 (PAI-1). En este ensayo, las
células MLEC se transfectan establemente con un constructo de expresion que contiene un promotor del PAI-1
truncado que se ha fusionado con el gen informador de la luciferasa de luciérnaga. La exposicion de las células
MLEC transfectadas a TGF-f activo (0,2 a >30 pM) resulta en un incremento dependiente de la dosis de la actividad
de la luciferasa en los lisados celulares.

Para llevar a cabo este ensayo, las TMLC (linea celular epitelial pulmonar de Mink Mv1 Lu) se transfectaron con el
constructo de PAI-1-luciferasa. Las células transfectadas se cultivaron en DMEM + FBS al 10% con L-GlIn, Pen/Strep
y 200 pg/ml de G418. Se transfectaron células SW480 con un constructo de integrina B¢ ("Bs -SW480" o células
"SW480 B¢ ") en DMEM + FBS al 10% con L-GIn y Pen/Strep. Las células se levantaron de los matraces con PBS +
EDTA 5 mM, se lavaron en PBS + BSA al 0,5%, se contaron con un hemocitometro y se sembraron en placas de 96
pocillos. Las células SW480-¢ se sembraron a una densidad de 4x10* células/pocillo en el tampdn de lavado. Los
anticuerpos monoclonales se diluyeron en DMEM (sin suero), se afiadieron a las células SW480-Bs y se
preincubaron durante 20 minutos a temperatura ambiente. A continuacioén, se afiadieron células TMLC a una
densidad de 2x10* células/pocillo hasta un volumen final de 100 pl. Las placas se incubaron durante 20 horas en un
incubador humidificado enriquecido en CO,. Se descartaron los sobrenadantes de las placas y se sustituyeron por
100 pl de PBS + ca® 1 mMm y Mg2+ 1 mM. A continuacion, se lisaron las células en las placas y se detecto6 el nivel de
actividad de luciferasa con la reaccion de tipo luminiscente kit Packard LUCLITE (n° 6016911) y el luminémetro de
microplacas TROPIX.

Ejemplo 6: purificacion de anticuerpos

Se seleccionaron ocho clones de hibridoma de la fusién n° 6 (indicada con el prefijo "6") y catorce clones de
hibridoma de la fusion n° 7 (indicado con el prefijo "7") para la ampliacion y caracterizacién adicionales (Tabla 2).

Se prepard un cultivo a pequefia escala (150 ml) de cada hibridoma y se recogid el sobrenadante mediante
centrifugacion. Se purificaron los anticuerpos a partir de dichos sobrenadantes mediante cromatografia de afinidad
con proteina A. Para los anticuerpos de isotipo 1gGza, €l sobrenadante se cargd directamente sobre proteina A
sefarosa 4 Fast Flow (Amersham Pharmacia Biotech, AB, Uppsala, Suecia) (1 ml de volumen de lecho en reposo).
La columna se lavo con PBS y la fraccion de IgG se eluyd con éacido fosférico 25 mM, NaCl 100 mM, pH 2,8 en un
volumen 1:20 de NasPQO4 0,5 M, pH 8,6. Para los anticuerpos IgG1 murinos, el sobrenadante se ajusto a glicina 1,5
M, NaCl 3 M, pH 8,9, previamente a la carga, y la columna se lavd con NazPOs 25 mM, NaCl 3 M, pH 8,6,
previamente a la elucion. Estas preparaciones se utilizaron para la caracterizacion bioquimica in vitro descrita en la
presente memoria.
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Tabla 2: caracterizaciéon de clones de hibridoma

Nombre del clon Clon n° Isotipo Blogueante*
6.1A8 2 IgG2a Y
6.2B10 10 IgG2a Y
6.3G9 25 lgG1 Y
6.4B4 30 IgG1 N
6.6B5 46 IgG1 N
6.8B4 55 IgG1 N
6.8G6 56 lgG1 Y
6.2B1 85 lgG1 Y
7.1C5 2 lgG2a Y
7.1G10 5 IgG2a Y
7.2A1 6 IgG2a Y
7.2F5 11 IgG2a Y
7.2H2 12 IgG2a Y
7.4A3 17 IgG2a Y
7.7G5 32 IgG1 Y
7.8H12 39 IgG2a Y
7.9D4 40 IgG2a N
7.9G8 41 IgG2a Y
7.9H5 43 IgG2a Y
7.10D7 44 IgG2a Y
7.10H2 46 IgG2a Y

* Se define bloqueante como un anticuerpo que bloquea la unién de a,8s a LAP, determinada mediante bloqueo de
la unién del ligando a ayf3s hs purificado o a células expresantes de Be

Para la utilizacion en modelos animales, los clones de hibridoma se ampliaron a 2 litros de medio y se cultivaron
durante 4 semanas en bolsas de cultivo Lifecell PL732 (Nexell, n® de cat. R4R2113). Se purificaron los anticuerpos
de los hibridomas mediante cromatografia de afinidad con proteina A tal como se ha indicado anteriormente, seguido
de una etapa de intercambio i6nico en Q-sefarosa (Amersham Pharmacia). El eluido de la etapa cromatogréafica con
proteina A se ajusto a pH 8,6 utilizando base Tris 2 M, se diluyd 10 veces con agua y se cargd en una columna de
Q-sefarosa (20 mg de proteina/ml de resina) que habia sido equilibrado en NazPO4 10 mM, NaCl 25 mM, pH 8,6. La
columna se lavd con 5 volimenes de columna de tampdén de equilibrado y la proteina unida se eluyé utilizando
NasPO4 25 mM, NaCl 150 mM, pH 7,2. Las proteina eluidas se filtraron a esterilidad (0,45 pm) y se almacenaron a -
70°C hasta la utilizacion.

Ejemplo 7: caracterizacion de los anticuerpos purificados

Los anticuerpos purificados (Tabla 2, supra) se caracterizaron cuantitativamente con respecto a su capacidad de (1)
unirse a ayBs hs, (2) unirse a células SW480 y FDC-P1 transfectadas con s, (3) inhibir la union de biotina-a,Bs a
LAP, (4) inhibir la unién de células FDC-P1 transfectadas con Bs a LAP, y (5) bloquear la activacién mediada por a,fs
de TGF-B en el ensayo de MLEC (supra). Se compar6 la potencia relativa de cada uno de dichos ensayos al del
anticuerpo conocido de a,fs 10D5 (Huang et al., J. Cell Sci. 111:2189, 1998) y, en algunos casos, el anticuerpo anti-
ay L230. Para la caracterizacion de los anticuerpos Fusién n° 7, también se utilizé el anticuerpo Fusién n® 6 6.8G6 a
modo de control positivo.
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Un experimento inicial de unién (Ejemplo 5a, supra), llevado a cabo en presencia de ca” 1 mMm y Mg2+ 1 mM, indicé
que la mayoria de los anticuerpos purificados se unia a avp6hs (figs. 2A y 2B). Sin embargo, inesperadamente no se
observo unién de 10D5 ni de los clones 7.2F5 y 7.10D7. Un experimento posterior establecié que la unién de 10D5
(fig. 3E), 7.2F5 y 7.10D7 era soportada solo débilmente por Ca2+/Mgz+, y mucho més fuertemente por MnCl, 1 mM.
Entre los nuevos clones, tres (6.1A8 (fig. 3A), 7.7G5 y 6.8G6 (fig. 3C)) mostraron una necesidad de cationes
divalentes, aunque no se observo ninguna diferencia entre el estado de union a CaZJ'/Mg2+ y de unién a Mn®*.

Los clones restantes no mostraron ninguna necesidad de cationes divalentes, es decir, podian unirse al antigeno en
presencia de EDTA 10 mM (figs. 3B, 3D y 3F). El andlisis de FACS de la unién de anticuerpos a las células NIH 3T3
0 SW480 transfectadas con 36 revel6 un patrén similar, con la excepcion de que 10D5, en el presente contexto, se
unié equivalentemente en los estados de Ca?/Mg* y Mn?*. Las necesidades de unién a a,Bs soluble pueden diferir
de las de unién a a,fs expresado sobre la superficie celular, debido a diferencias en la conformacion de la proteina o
a efectos de avidez.

Estos resultados sugieren que existen por lo menos 3 clases diferentes de anticuerpos bloqueantes de Bs en este
grupo. Una de las clases (10D5) distingue entre las condiciones de Caz+/Mg2+ y Mn?*. Otra clase (que incluye 6.1A8,
7.7G5 y 6.8G6) requiere cationes pero no distingue entre CaZVMg2+ y Mn?*. La dltima clase (que incluye el
anticuerpos anti-ay L230, 6.2B10, 6.3G9 (fig. 3B) y 6.2B1 (fig. 3D), 7.1C5 y 7.1G10) es independiente de los
cationes.

A continuacion, se evaluaron los anticuerpos purificados para su capacidad de inhibir la interaccién a,fs-LAP. En el
ensayo sin células del Ejemplo 5d, supra, los anticuerpos 6.1A8, 6.2B1, 6.3G9 y 6.8G6 mostraron valores de IC50
inferiores a los de 10D5 (fig. 4A, Tabla 3). El anticuerpo 6.2B10 mostré un IC50 superior pero todavia mostré una
inhibicion completa (fig. 4A). El anticuerpo 6.4B4 mostré una inhibicion sélo parcial, mientas que 6.6B5 y 6.8B4 no
mostraron inhibicién (fig. 4A). Utilizando el mismo sistema de ensayo, los anticuerpos 7.1C5, 7.1G10, 7.2A1, 7.4A3,
7.7G5, 7.9G8, 7.9H5 y 7.10H2 mostraron valores de IC50 inferiores a los de 10D5 (fig. 4B, Tabla 3). Los anticuerpos
7.2F5, 7.2H2 y 7.8H12 mostraron valores de IC50 practicamente idénticos 0 mas altos y sin embargo todavia
proporcionaron una inhibicion completa (fig. 4B).

En el ensayo celular descrito en el Ejemplo 5e, supra, se observd una tendencia similar, con las excepciones de
6.1A8, 6.2B10 y 7.9D4, que fueron mucho menos potentes sobre las células que sobre la proteina purificada (figs.
5A-E, Tabla 3).

En conjunto, dichos resultados indican que los presentes inventores generaron con éxito anticuerpos que inhiben
especificamente la interaccion de a,fs tanto humano como murino con LAP. Algunos de estos anticuerpos se unian
a a,fs con afinidad elevada (Kd aparentes 20,3 nM, determinadas mediante citometria de flujo), inhibian la union de
las células transfectadas con s a LAP con una IC50 de 20,05 nM (8 ng/ml) e impedian la activaciéon mediada por
ayBs de TGF-B1 con una IC50 de 20,58 nM (87 ng/ml).

Finalmente, los anticuerpos purificados se evaluaron para su capacidad de bloquear la activacion mediada por a,3s
de TGF-B en el ensayo de gen informador PAI-1/luciferasa (Ejemplo 5f, supra). Nuevamente, los anticuerpos 6.3G9,
6.8G6, 6.2B1, 7.1G10 y 7.7G5 fueron capaces de inhibir la activacion mediada por a,8s de TGF-f3 con valores de
IC50 inferiores al de 10D5, aunque los anticuerpos restantes aparentemente eran significativamente menos potentes
en este ensayo (figs. 6A y 6B, Tabla 3). De esta manera, la capacidad de bloquear la interaccion de a,8s con LAP
correlaciona con la capacidad de inhibir la activacion de TGF- in vitro.

Tabla 3 Caracterizacion de los clones de hibridoma

Nombre Clon n° ECicso en el ELISA de IC50 del bloqueo de | IC50 del bloqueo de IC50 dePAI-1-
FDC1-LAP (ng/ml)

del clon la unién a a,fs (ng/ml) ayBe-LAP (ng/ml) luciferasa (ng/ml)
6.2B1 85 347 225 8 87
6.3G9 25 76.7 271 17 375
6.8G6 56 17.5 169 23 312
10D5 - - 605 50 2070
6.1A8 2 3.7 179 2520 ~40,000
6.2B10 10 78.9 1950 >30,000 >40,000
6.4B4 30 254 >50,000 >30,000 >40,000
6.6B5 46 17.1 >50,000 >30,000 >40,000
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Nombre Clon n° ECicso en el ELISA de IC50 del bloqueo de | IC50 del bloqueo de IC50 dePAI-1-
FDC1-LAP (ng/ml)

del clon la unién a a,fs (ng/ml) ayBe-LAP (ng/ml) luciferasa (ng/ml)
6.8B4 55 94.4 >50,000 >30,000 >40,000
L230 - 271 229 n.t.x* n.t

7.1G10 5 4.2 113 30 250
7.7G5 32 13.0 155 51 700
7.1C5 2 2.5% 80* 83 n.t
7.2A1 6 5* 300* 101 n.t.
10D5 - 43* 377 n.t. 2,000
7.4A3 17 5.7 204 67 3,500

7.10H2 46 6.6 254 63 3,500
7.2H2 12 9.3 370 106 5,500
7.9H5 43 7.3 230 55 7,000
7.9G8 41 6.2 264 284 >20,000

7.8H12 39 46.0 1140 969 >20,000
7.2F5 11 >5000 529 1490 >20,000
7.9D4 40 1.7 incompleto >10,000 >20,000
7.10D7 44 >5000 3000* 1120 n.t.

* Datos obtenidos de experimentos separados.
*k No sometido a ensayo.

il Todos los experimentos resumidos en la Tabla 3 se llevaron a cabo en presencia de ca’ 1 mM y Mg2+ 1 mM.

***% | 0s anticuerpos en negrita son los anticuerpos de la técnica anterior 10D5 y L230, y nuevos anticuerpos de
potencia inhibidor particularmente alta para afe.

A continuacién, se determinaron las afinidades en solucion de 6.3G9 y 6.8G6 para a,Bs soluble mediante la
utilizacién de un ensayo de exclusién cinética (KinExA). Se incub6 una serie de diluciones de la integrina soluble
(1x10®M a 2,4x10™"* M) con 1x10™*° M del anticuerpo durante 3 horas. A continuacion, dichas muestras se pasaron
por perlas de polimetilmetacrilato recubiertas con la integrina utilizando un instrumento KinExA (Sapidyne
Instruments, Inc., Boise, Idaho). En el caso de 6,8G6, se incluyeron CaCl, 1 mM y MgCl, 1 mM en los tampones de
incubacién y de ensayo. Las cantidades de anticuerpo unido y libre se determinaron utilizando un anticuerpo
secundario antiratdbn marcado con Cy5. Se llevo a cabo el ajuste a una curva cuadratica utilizando el software de
KinExA para estimar una constante de disociacion (Kq) para cada interaccion. Las Ky determinadas utilizando este
método fueron de 15,6 pM para 6.3G9 y 22,8 pM para 6.8G6 (figs. 9A y 9B). De esta manera, ambos anticuerpos
presentaban afinidades muy altas para o\f3.

Se han identificado ademas clases de anticuerpos anti-a,s que reconocen los estados "activados" de la integrina.
Existen dos estados de activaciéon potenciales de a,Bs. En el primer estado, la integrina activada se define como
aquélla que presenta una afinidad superior para su ligando. Los anticuerpos especificos para dicho estado activado
mostraban un nivel de unién incrementado a la integrina en presencia de cationes activadores, tales como MnCl, 1
mM. Una comparacion del grado de unién en MnCl, 1 mM y MgCl, 1 mM (cation no activador) mediante citometria
de flujo indica que algunos de los anticuerpos de a,fs descritos en la presente memoria, incluyendo 6.1A8 y 6.6B5,
mostraban una unién significativamente incrementada en presencia de MnCl..

En un segundo estado activado de a.Bs, la integrina puede activar el TGF- latente, tal como se ha indicado
anteriormente. Se preparé una linea celular que expresaba a,Bs truncado (SW480(B6-770T)). La linea celular era
capaz de unirse a LAP pero no podia activar TGF-f3 en el ensayo de luciferasa de TMLC (Munger et al., supra). Los
anticuerpos que se unen a las células SW480 transfectadas con B6 de longitud completa, pero no a las células
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B. Los anticuerpos 7.8B3 y 7.8C9 cumplian dichos criterios.

Ejemplo 8: mapeado de epitopos mediante la competicion de anticuerpos

Los anticuerpos monoclonales purificados también se sometieron a ensayo para su capacidad de competir con
6.8G6 para la unién a a.Bs biotinilado en un formato de ELISA. En este ensayo, se utilizé 6.8G6 para recubrir una
placa de ELISA, y una mezcla del anticuerpo competidor y a,B¢ biotinilado en un tampén que contenia 1 mM de cada
uno de Ca®' y M92+. Se detect6 integrina unida utilizando conjugado de extravidina-HRP y los anticuerpos
competidores se puntuaron para su capacidad de bloquear la unién. Todos los bloqueantes de consenso (Tabla 2)
excepto 6.2B10 (un blogueante débil) se demostré que eran capaces de competir con 6.8G6 en diversos grados
(Tabla 4). Estos datos confirman que estos bloqueantes de consenso se unen a un epitopo igual al de 6.8G6 o

solapante con el mismo.

Tabla 4. Mapeado de epitopos mediante competicion de anticuerpos

Clon Bloqueante de consenso? | Competicién con 6.8G6
6.2A1 N -
6.4B4 N -
6.6B5 N -
6.8B4 N -
7.9D4 S/IN -
10D5 S ++

L230 S ++
6.1A8 S ++
6.2B10 S (débil) -
6.3G9 S +
6.8G6 S ++
6.2B1 S ++
7.1C5 S +++
7.1G10 S +++
7.2A1 S ++
7.2F5 S ++
7.2H2 S ++
7.4A3 S ++
7.7G5 S ++
7.8H12 S ++
7.9G8 S ++
7.9H5 S ++
7.10D7 S +
7.10H2 S ++

Los anticuerpos monoclonales purificados se sometieron a ensayo para su capacidad de competir con 6.3G9
biotinilado o 6.8G6 biotinilado para la unién a avBs en un ELISA. En este ensayo, se utilizé a,Bs no marcado para
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que contenia 1 mM de cada uno de ca* y Mg”. Se detectd el anticuerpo biotinilado unido mediante la utilizacién de

conjugado de neutravidina-HRP. Los datos mostraban que los anticuerpos bloqueantes mas potentes (por ejemplo
6.2B1, 7.1C5y 7.1G10) competian tanto con 6.3G9 como con 6.8G6 para la unién a a,fs (Tabla 4.1, y figuras 10A 'y
10B). Los anticuerpos 6.1A8 y 7.7G5 mostraban menos competicion, probablemente debido a su menor afinidad
para a.8s. Ninguno de los anticuerpos no bloqueantes o el anticuerpo anti-a, L230 mostré competicién con 6.3G9 o
con 6.8G3 en dicho ensayo. Estos resultados indican que los anticuerpos bloqueantes especificos para ays se unen

a los mismos epitopos o a epitopos solapantes sobre a,fs.

Tabla 4.1. Mapeado de epitopos mediante competicion de anticuerpos

Clon Blogueante de consenso? | Competicion con 6.8G6 biotinilado | Competicién con 6.3G9 biotinilado
6.3G9 S +++ +++
6.2B1 S +++ +++
6.8G6 S +++ ++
7.1C5 S +++ +++

7.1G10 S +++ +++
7.7G5 S ++ +
6.1A8 S ++ +
6.2A1 N - R
6.2E5 N - -
6.2G2 N - -
6.4B4 N - -
7.8B3 N - -
7.8C9 N - -
L230 S - -

Ejemplo 9: secuencias de CDR

Los ADNc de algunos de los anticuerpos monoclonales purificados se aislaron y se secuenciaron utilizando técnicas
estandares tal como se describe en Coligan et al. (editores), Current Protocols in Immunology, Wiley, Media, PA,

2001. Las secuencias de aminoacidos deducidas se muestran en las figuras 7A 'y 7B.

Las secuencias de aminoacidos de las CDR de cadena pesada de los ligantes de elevada afinidad 6.8G6, 6.1A8,

6.2B1, 6.3G9y 6.2A1 y del no bloqueante 6.2G2 se comparan del modo siguiente (los guiones indican huecos).

6.8G6
6.1A8
6.2B1
6.3G9
6.2A1

6.2G2

CDR1
SYTFTDYAMH (SEC ID N°1)
SYTFTDYTMH (SEC ID N°2)
GFTFSRYVMS (SEC ID N°3)
GFTFSRYVMS (SEC ID N°3)
GYDFNNDLIE (SEC ID N°49)
GYAFTNYLIE (SEC ID N°50)

19




ES 2389037 T3

CDR2
6.8G6 VISTYYGNTNYNQKFKG (SEC ID N°4)
6.1A8 VIDTYYGKTNYNQKFEG (SEC ID N°46)
6.2B1 SISSG-GSTYYPDSVKG (SEC ID N°5)
6.3G9 SISSG-GRMYYPDTVKG (SEC ID N°6)
6.2A1 VINPGSGRTNYNEKFKG (SEC ID N°51)
6.2G2 VISPGSGIINYNEKFKG (SEC ID N°52)

CDR3
6.8G6 GGLRRGDRPSLRYAMDY (SEC ID N°7)
6.1A8 GGFRRGDRPSLRYAMDS (SEC ID N°47)
6.2B1 GAIYDG-----YYVFAY (SEC ID N°8)
6.3G9 GSIYDG-----YYVFPY (SEC ID N°9)
6.2A1 IYYGPH-----SYAMDY (SEC ID N°53)
6.2G2 ID-YSG-----PYAVDD (SEC ID N°54)

En la SEC ID n° 7, el "R" en negrita (el duodécimo residuo) indica que es polimdrfico y que puede ser, por ejemplo,
una Q.

Las secuencias de aminoéacidos de las CDR de cadena ligera de estos cuatro ligantes de alta afinidad del no
bloqueante 6.2G2 se comparan del modo siguiente.

CDR1
6.8G6 RASQSVSTSS-YSYMY (SEC ID N°10)
6.1A8 RASQSVSIST-YSYIH (SEC ID N°48)
6.2B1 SASSSVSSS---YLY (SEC ID N°11)
6.3G9 SANSSVSSS----YLY (SEC ID N°12)
6.2A1 KASLDVRTAVA (SEC ID N°55)
6.2G2 KASQAVNTAVA (SEC ID N°56)
CDR2
6.8G6 YASNLES (SEC ID N°13)
6.1A8 YASNLES (SEC ID N°13)
6.2B1 STSNLAS (SEC ID N°14)
6.3G9 STSNLAS (SEC ID N°14)
6.2A1 SASYRYT (SEC ID N°57)
6.2G2 SASYQYT (SEC ID N°58)
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CDR3
6.8G6 QHNWEIPFT (SEC ID N°15)
6.1A8 QHSWEIPYT (SEC ID N°16)
6.2B1 HQWSSYPPT (SEC ID N°17)
6.3G9 HQWSTYPPT (SEC ID N°18)
6.2A1 QQHYGIPWT (SEC ID N°59)
6.2G2 QHHYGVPWT (SEC ID N°60)

Tal como se muestra en las figuras 7A y 7B, los mAbs se clasifican en la clase dependiente de cationes divalentes
(por ejemplo 6.1A8 y 6.8G6) aparentemente contienen secuencias de aminoacidos muy similares dentro de las CDR,
mientras que los mAb independientes de los cationes divalentes (por ejemplo 6.2B1 y 6.3G9) contienen otro juego
de motivos en sus CDR.

La potencia y la especificidad de los anticuerpos monoclonales anti-a,fs pueden estar gobernados por residuos
aminoécidos sutilmente diferentes. En el caso de 6.1A8 y 6.8G6, las secuencias de aminoacidos de los dominios
variables son muy similares, conteniendo 10 diferencias de aminoacidos en la cadena pesada, tres de las cuales son
conservadoras, y 11 diferencias de aminoéacidos en la cadena ligera. Sin embargo, estos anticuerpos presentan una
diferencia de actividad de aproximadamente 100 veces en los ensayos in vitro. Las diferencias de aminoéacidos se
encuentran dispersadas a lo largo de la totalidad de los dominios variables de las cadenas polipeptidicas y estos
residuos pueden funcionar solos o sinérgicamente con los residuos en la misma cadena o en la otra cadena de la
pareja, afectando a la potencia de los anticuerpos. En la cadena pesada, se encuentran siete residuos situados de
manera que es probable que se encuentren muy proximos o desempefien un papel activo en la unién a a,fe.

Se observa un motivo RGD en varias proteinas de unioén a integrina (ligandos). Se ha demostrado que este motivo
media en sus interacciones con las integrinas al entrar directamente en contacto con el bolsillo de unién en la
integrina. Debido a que RGD mismo es bastante comun entre las proteinas de union a integrina, los residuos
flanqueantes en el exterior del motivo seguramente participan en la provision de la especificidad de unién a la
interaccion de integrina-ligando. En 6.1A8 y 6.8G6, uno de dichos residuos flanqueantes se encuentra en la posicion
101 en la cadena pesada, dentro de CDR3. Este residuo aminoacido flanquea el motivo RGD y podria encontrarse
situado en el sitio de reconocimiento de antigenos, contribuyendo a la potencia y especificidad de la unién.

Entre otros residuos diferentes dentro de las mismas CDR de cadena pesada de 6.1A8 y 6.8G6 se incluyen aquellos
en las posiciones 33 (CDR1), posiciones 52, 57 y 65 (CDR2) y posicion 115 (CDR3). Otra diferencia en la cadena
pesada se observa en la posicion 4 en el marco 1, que se encuentra proximo al extremo N-terminal. Los modelos
cristalogréaficos predicen que este residuo se pliega en una posicion proxima a las CDR del anticuerpo y podria
desempefiar un papel importante en la unién a a,8s. Las tres diferentes restantes entre 6.1A8 y 6.8G6 son
diferencias conservadoras en las posiciones 20 (marco 1), 44 (marco 2) y 82 (marco 3).

Las secuencias de aminoéacidos de los anticuerpos independientes de cationes también son muy homdlogas.
Pueden agruparse en dos clases: aquellos que compiten con el anticuerpo que contiene RGD 6.8G6 (es decir 6.2B1,
6.3G9, 7.10H2, 7.9H5, 7.1C5, 7.1G10y 7.4A3) y con aquellos que no contienen (es decir 6.2A1, 6.2B10y 6.4B4). La
clase competidora con 6.8G6 contiene un motivo FXY en la CDR3 de la cadena pesada, mientras que la clase no
competidora no lo contiene. Esta diferencia sugiere que el motivo FXY resulta importante para mediar en la unién
independiente de cationes a a,8s. Ademas, esta clase de anticuerpos que contienen FXY probablemente se une a
un epitopo de o,Bs que se solapa, aunque es diferente, del bolsillo de unién a RGD. Los anticuerpos 6.2B10 y 6.4B4
no contienen un motivo FXY y son malos bloqueantes de a,8s. Se ha demostrado que se unen a la porcién similar al
dominio | de a6 y definen todavia otro epitopo al que se unen los anticuerpos anti-a,fs. Resulta interesante que el
anticuerpo monoclonal 6.2A1 pertenece a la clase independiente de cationes pero no contiene la secuencia RGD, al
igual que otros mAbs independientes de cationes.

El anticuerpo monoclonal 7.7G5 pertenece a la clase dependiente de cationes. Sin embargo, la secuencia de cadena
ligera de 7.7G5 es muy homdloga respecto al anticuerpo 6.2B10 independiente de cationes de unién al dominio I. La
cadena pesada de 7.7G5 también es similar a los anticuerpos independientes de cationes en la CDR1. Sin embargo
sus CDR2 y CDR3 son mas similares a las de los anticuerpos de la clase dependiente de cationes. Esta observacion
sugiere que las CDR especificas confieren especificidad al anticuerpo. Lo anterior resulta particularmente cierto para
la CDR3 de la cadena pesada, presumiblemente debido al elevado grado de variabilidad en esta parte del
anticuerpo. De hecho, dos de cada tres anticuerpos dependientes de anticuerpos y siete de cada nueve anticuerpos
independientes de anticuerpos contienen secuencias de CDR3 de cadena pesada que es probable que desempefien
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un papel importante en el reconocimiento de a,8s. Cabe indicar que 7.7G5 no presenta un motivo RGD sino que
contiene un motivo XGD en su CDR2 de cadena pesada. Este motivo XGD puede funcionar de un modo similar a
RGD y conferir afinidad/especificidad de unién a 7.7G5.

Las observaciones de secuencias anteriormente proporcionadas y las inferencias realizadas a partir de ellas
proporcionan una base para el disefio racional de secuencias de aminoacidos especificas de region variable que
confieren propiedades de union especificas.

Ejemplo 10: anticuerpos diagnésticos

Los anticuerpos que pueden detectar la expresion de a,s en secciones de tejido incluidas en parafina u otras
meustras de tejidos pueden resultar Gtiles como diagnosticos. Estas herramientas diagndésticas pueden utilizarse
para detectar, por ejemplo, la regulacién positiva de a,Bs en secciones de tejido para indicaciones tales como cancer
o fibrosis.

Con el fin de identificar los anticuerpos que pueden detectar a6 en tejidos incluidos en parafina, los presentes
inventores en primer lugar cribaron un panel de anticuerpos para la unién a la subunidad Be purificada mediante
HPLC. Los anticuerpos que se unen a esta subunidad es probable que reconozcan péptidos epitopos lineales, y por
lo tanto se esperaba que presentasen una mayor probabilidad de éxito en los tejidos incluidos en parafina. La union
de la subunidad s purificada se llevo a cabo utilizando un formato de ELISA idéntico al descrito para medir la union
de avBs (supra), excepto en que se utilizé la integrina Be purificada, y no la proteina ayBs, inmovilizada sobre la placa.
Utilizando este método se identificaron varios anticuerpos de Fusién n° 6 capaces de unirse tanto a la proteina a.fs
purificada como a la subunidad B¢ purificada. Ver la Tabla 5, a continuacion, en la que el prefijo "6" en los nombres
de los clones ha sido omitido.

Tabla 5. Unién de anticuerpos a avfs purificado o a subunidad s purificada

Nombre del clon Unién a a,fs Unién a subunidad Bs purificada mediante HPLC
1A1 + 6
1A8 + -
1A11 + +
1E1 + +
1E6 + +
1H10 +/- -
2A1 + +
2A10 - -
2B8 - -
2B10 + -
2C4 + +
2C7 + +
2E5 + +
2G3 + -
3A6 + -
3B1 + -
3B2 + +
3B11 + +
3C2 + +
3D5 + -
3D10 + +
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Nombre del clon

Unién a a,fs

Unién a subunidad Bs purificada mediante HPLC

3F1
3G3
3G5
3G9
3H2
3H11
4A4
4B2
4B4
4B10
4D2
4E4
4G3
4G4
4H4
4H12
5A2
5B6
5D6
5D8
5G9
5G10
5H3
6B1
6B5
6C4
6D12
6E6
6E10
6G3
7C7
7ES
7F8
8B4
8G6

+
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Nombre del clon

Unién a a,fs

Unién a subunidad Bs purificada mediante HPLC

9B5
9B7
9B9
9B10
9D11
9E12
9F5
9F7
9G1
9H11
10A2
10A3
10A4
10A8
10A9
10B10
10D3
10D11
10E4
10F1
10F12
10G1
10G2
10H11
1A7
1D6
1D9
1F6
2B1
2D9
2G2
3D9
3ES5
4C12
4E6

+

+

+

+
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Nombre del clon

Unién a a,fs

Unién a subunidad Bs purificada mediante HPLC

4G5
5A3
5B3
5B8
5B9
5F7
6C10
6D8
6F4
6G9
6H8
6H9
7A5
7A11
7E6
7G9
7H3
9A2
9A3
9A4
9A9
9D2
9D3
9E4
9F1
9F12
9G11
10B5
10B7
10B9
10C5
10C7
10D6
10E12
10F7

+

+
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Tal como se ha mostrado anteriormente, algunos anticuerpos se unieron a la subunidad B¢ purificada. Presentan una
elevada probabilidad de unirse a a,8s desnaturalizado y de esta manera pueden resultar Utiles en la deteccion de
avBs en secciones de tejido incluidas en parafina. Otros anticuerpos se unieron a a,Bs soluble pero no a la subunidad
Bs. Ambos tipos de anticuerpos fueron utilizados para tefiir células SW480 transfectadas con B¢ desnaturalizadas e
incluidas en parafina y células parentales no transfectadas, y los datos se muestran en la Tabla 6.

Para tefiir los tejidos o células incluidos en parafina, en primer lugar los portaobjetos con las muestras se
desparafinaron mediante incubacion en las soluciones siguientes: (1) xileno, 5 minutos, dos veces; (2) etanol al
100%, 2 minutos, dos veces; (3) etanol al 95%, 2 minutos, dos veces; (4) etanol al 50%, 2 minutos, una vez; y (5)
agua destilada, 2 minutos, una vez. A continuacion, se incubaron los portaobjetos en una soluciéon que consistia de
200 ml de metanol y 3 ml de H,0O, al 30% durante 15 minutos para bloquear la peroxidasa enddgena. Los
portaobjetos se enjuagaron dos veces en PBS durante 2 minutos cada vez. A continuacion, las secciones en
parafina sobre los portaobjetos se desenmascararon con pepsina (Zymed 00-3009) durante 5 minutos a 37°C. Los
portaobjetos se enjuagaron nuevamente dos veces en PBS durante 2 minutos cada vez. A continuacion, se
bloquearon los portaobjetos con avidina y después biotina (Vector SP-2001; Vector Laboratories, Burlingame, CA),
10 minutos cada vez a temperatura ambiente, con lavado entre cada incubacién tal como se ha indicado
anteriormente. Tras drenar la solucion de blogueo de los portaobjetos, se aplico el anticuerpo primario
(sobrenadante de cultivo de hibridoma) diluido en PBS/BSA al 0,1% en los portaobjetos y se incub6 durante la noche
a 4°C.

Al dia siguiente, se enjugaron los portaobjetos en PBS tal como se ha indicado anteriormente. Simultaneamente, se
preparo la solucién de complejo de avidina-biotina-peroxidas de rdbano picante (reactivo ABC) del modo siguiente:
se mezclé 1 ml de PBS con 20 pl de solucién A (1:50) y 20 pl de solucion B (1:50) del kit vector PK-6102; la mezcla
se incub6 durante 30 minutos a temperatura ambiente antes de la utilizacion. Durante este tiempo, los portaobjetos
se incubaron durante 30 minutos a temperatura ambiente con anticuerpo antiraton biotinilado (1:200) del kit Vector
con 15 pl/ml de suero normal. A continuacién, se enjuagaron los portaobjetos dos veces en PBS, 2 minutos cada
vez. Seguidamente se aplico el reactivo ABC anteriormente indicado en los portaobjetos y se incub6 durante 30
minutos a temperatura ambiente. Se enjuagaron nuevamente los portaobjetos tal como se ha indicado
anteriormente. A continuacion, se aplicaron el sustrato (vector SK-4100) y 100 ul de DAB (3,3'-diaminobencidina) en
los portaobjetos y se incubaron durante 5 minutos a temperatura ambiente. Se preparé DAB del modo siguiente: a 5
ml de H,O se afiadieron 2 gotas de solucion madre tampdn, se mezclaron bien y después se afiadieron 4 gotas de
solucion madre de DAB, se mezclaron bien y a continuacion se afiadieron 2 gotas de solucion de H,0, y se mezclé
bien. A continuacidn, se enjuagaron los portaobjetos en agua corriente durante 2 minutos. Seguidamente, se
potencio la sefial de DAB en todos los portaobjetos del modo siguiente: se enjuagaron las secciones en parafina en
bicarbonato sddico 0,05 M, pH 9,6, durante 10 minutos; se sec6 con un filtro el exceso de tampdn, se aplico la
solucién potenciadora de DAB durante 15 segundos y a continuaciéon se enjuag6 rapidamente con agua durante 1
minuto para detener la reaccién. A continuacion los portaobjetos se tifieron en hematoxilina de Mayer (una
contratincion nuclear) durante 1 minuto. Los portaobjetos se enjuagaron en agua corriente durante 1 minuto y
después se sumergieron en PBS durante 1 minutos de manera que la hematoxilina se torn6 azul. Seguidamente se
enjuagaron nuevamente los portaobjetos en agua corriente durante 1 minuto y se deshidrataron y clarificaron del
modo siguiente: se sumergieron en (1) etanol al 95% durante 1 minutos, dos veces; (2) etanol al 100% durante 1
minuto, dos veces, y (3) xileno durante 2 minutos, dos veces. A continuacion, se aplicaron cubreobjetos a los
portaobjetos utilizando Permount.

Los resultados sugieren que los anticuerpos Fusién n® 6 1A1, 2C4, 3B2, 3B11, 5D6, 5G9, 5H3, 6D12, 7C7, 9B5,
9B7, 9D11, 9F5, 10E4, 10H11, 6H8, 7A5, 7G9, 9A3, 2A1, 2E5, 4E4, 4H4, 8B4, 2G2 y 4ES6, la totalidad de los cuales
podia unirse a la subunidad Bs purificada (Tabla 5); en efecto tifieron fuertemente las células SW480 transfectadas
con B incluidas en parafina, pero no tifieron las células parentales, no transfectadas (Tabla 6).

Tabla 6. Unién de anticuerpos a células SW480 incluidas en parafina

n°de ID Nombre del clon Unién a SW480/Bs+ Unién a SW480
1 1A1 +++ -
2 IA8 + +
3 1A11 ++ -
4 1E1 + -
5 1E6 ++ +
7 2A1 +++ -
10 2B10 - -
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n°de ID Nombre del clon Unién a SW480/Bs+ Unién a SW480
11 2C4 +++ -
12 2C7 - -
13 2E5 +++ -
17 3B2 +++ -
18 3B11 ++ -
25 3G9 - -
30 4B4 + +
33 AE4 - .
35 4G4 . .
36 4H4 4+ -
39 5B6 + -
40 5D6 +++ -
42 5G9 +H+ -
43 5G10 - -
44 5H3 +++ -
46 6B5 - -
48 6D12 +++ -
52 7C7 ++ -
54 TF8 - -
55 8B4 +++ -
56 8G6 - -
57 9B5 ++ -
58 9B7 ++ -
61 9D11 ++ -
62 9E12 + -
63 9F5 ++ -
68 10A3 - -
75 10E4 +++ -
80 10H11 +++ -
85 2B1 + +
87 2G2 +++ -
91 4E6 +++ -
95 5B8 - -
98 6C10 + -
102 6H8 ++ -

27




10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2389037 T3

n°de ID Nombre del clon Unién a SW480/Bs+ Unién a SW480
104 TA5 +++ -
107 7G9 +++ -
110 9A3 +++ -

Ejemplo 11: diagndstico del cancer

La a,Bs se expresa normalmente a niveles insignificantes a bajos en los tejidos adultos sanos. Sin embargo, la
expresion de o, se encuentra regulada positivamente en las lesiones, las fibrosis y en el cancer (ver, por ejemplo,
Thomas et al., J. Invest. Dermatology 117:67-73, 2001; Brunton et al., Neoplasia 3:215-226, 2001; Agrez et al., Int. J.
Cancer 81:90-97, 1999; Breuss, J. Cell Science 108:2241-2251, 1995). De esta manera, los anticuerpos que pueden
unirse especificamente a a,Bs expresado sobre tejidos incluidos en parafina pueden utilizarse en técnicas
inmunohistoquimicas estandares para detectar la expresion de a,B8s para el diagnéstico de la fibrosis, el cancer y
cualquier otra enfermedad en la que a,fs Se encuentra regulado positivamente.

Tal como se ha indicado anteriormente, determinados anticuerpos de la presente invencion se unen a integrina B¢
purificada mediante HPLC y a células transfectadas con B¢ fijadas e incluidas en parafina. También se ha
demostrado en inmunotinciones que estos anticuerpos se unen a tejidos de cancer escamoso y mamario
representativos. Ver, por ejemplo, la figura 8, en la que se utiliza el anticuerpo monoclonal 6.2A1 para mostrar la
tincion relativa de los carcinomas mamario y escamoso incluido en parafina. De esta manera, estos nuevos
anticuerpos resultan Gtiles como herramientas diagnosticas.

Ejemplo 12: efectos de los mAb bloqueantes anti-a,Bs en ratones Alport

Los ratones con inactivacion del colageno 4A3 (COL4A3) (Alport) han sido establecidos como modelo in vivo para la
fibrosis renal y se han utilizado para someter a ensayo los efectos terapéuticos de los agentes farmacologicos
(supra). Se sometieron a ensayo los mAb 6.8G6 (dependiente de cationes) y 6.3G9 (independiente de cationes) en
ratones Alport para determinar si inhibirian la fibrosis normalmente observada en los ratones Alport de siete
semanas de edad. Tal como se ha mostrado anteriormente, se ha encontrado que dichos dos anticuerpos inhiben la
union de ayBs a LAP y que inhiben la activacion de TGF- en bioensayo. A modo de control negativo se utilizé el
anticuerpo 1E6.

Se administraron inyecciones intraperitoneales en ratones Alprot de tres semanas de edad 3 veces por semana con
uno de los anticuerpos siguientes: (1) 6.8G6, 4 mg/kg (7 ratones), (2) 6.3G9, 4 mg/kg (4 ratones), y (3) 1E6, 1 mg/kg
(6 ratones). Se continuaron las inyecciones durante 4 semanas. A continuacion, se sacrificaron los ratones y se
extirparon los rifiones.

Se prepararon secciones incluidas en parafina de los rifiones tal como se ha descrito anteriormente, y después se
tiieron para detectar la actina del musculo liso, un marcador de los mioblastos, y la deposicion en la matriz en la
fibrosis renal. Se descubrié una reduccion significativa de la tincion de la actina del masculo liso en regiones tanto
intersticiales como glomerulares del rifién de los ratones Alport tratados con mAb 6.8G6 o 6.3G9 en comparacion
con los ratones tratados con 1E6.

Las figuras 11A y 11B muestran un grafico de puntos de la tincién de la actina del musculo liso en las regiones
glomerulares e intersticiales del rifion de los ratones Alport. Se observé una tincién significativamente reducida de la
actina del musculo liso en los rifiones de los ratones Alport tratados con 6.8G6 y 6.3G9 comparado con los ratones
tratados con 1E6 de control negativo.

Ejemplo 13: efectividad de los mAb anti-a,Bs en la prevencion de la nefroesclerosis inducida por obstruccién
uretral unilateral

Se utiliz6 otro modelo de ratdn para la progresion fibrotica renal para someter a ensayo la eficacia antifibrética de
6.8G6 y 6.3G9. En este modelo de ratdn, se liga un uréter del animal, resultando en una obstruccion uretral unilateral
(UUO). La UUO provoca la nefroesclerosis progresiva sin insuficiencia renal a corto plazo en los ratones debido a
que el riidn no obstruido puede mantener una funcién renal relativamente normal. Aunque el rifidén obstruido
experimenta una rapida fibrosis global, el rifion no obstruido experimenta hipertrofia adaptativa.

El presente estudio cuantificé morfométricamente el impacto del tratamiento anti-a,B¢ sobre la fibrosis renal inducida
por UUO. Se utilizaron ratones C57BL macho de 8 a 12 semanas de edad sin antigenos viricos de 25,5+0,2 gramos
de peso (Jackson Laboratories, Bar Harbor, ME). Se permitié que los ratones se aclimatasen durante siete dias
antes de iniciar el estudio. Los ratones dispusieron de acceso ad libitum a alimento estandar irradiado para ratones y
agua estéril durante los periodos de aclimatacién y experimental. Se midié el peso corporal a intervalos como parte
del seguimiento del estado de salud de los animales. Los resultados mostraron que los ratones no operados de
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edades correspondientes ganaron aproximadamente 10% de peso corporal durante el periodo de estudio, de dos
semanas. Los ratones sometidos a UUO habian perdido aproximadamente 9% de peso corporal el dia 2 aunque
gradualmente recuperaron el peso corporal perdido alcanzado el dia 14. Este patron de cambio del peso se produjo
con independencia del tratamiento terapéutico aplicado.

Para inducir la fibrosis renal, el uréter izquierdo se aislé asépticamente mediante una laparotomia en la parte
izquierda de la linea media bajo anestesia con ketamina:xilacina (100:10 mg/kg s.c.). Se llevaron a cabo dos
ligaduras oclusivas fuertes con seda 6-0 en el uréter al nivel del polo inferior del rifién y se corté el uréter entre las
ligaduras. Se cerr6 la pared abdominal con una sutura de vicrilo 4-0 y se cerr6 la piel con nilén 4-0. Se dejé que los
animales se recuperasen sobre una almohadilla calefactora y se les administraron 0,05 mg/kg s.c. de buprenorfina
dos veces al dia los dias 0 y 1. El procedimiento utilizado se habia adaptado de Ma et al., Kidney Int. 53(4):937-944,
1998.

A continuacion los ratones se agruparon en los grupos de estudio siguientes:

Grupo Tratamiento Dosis (mg/kg, i.p.) n*
1 6.8G6 (mAb anti-o,8¢ dependiente de cationes) 4 9
2 6.3G9 (mAb anti-o,86 independiente de cationes) 4 8
3 1E6 (mAb de control negativo) 4 10
4 Control de vehiculo de PBS (200 piy 8
5 Control no operado y no tratado -- 8

* NUumero de animales.
Todos los animales excepto los del grupo 5 recibieron dosis dos veces a la semana desde el dia anterior a la cirugia.

A continuacion, se sometié a eutanasia a los animales con dioxido de carbono el dia 10 después de la ligacion y se
diseccionaron. En los ratones sometidos a UUO, la pelvis renal y el uréter se encontraban marcadamente inflamados
y llenos de liquido en la parte anterior a la ligadura obstructora. El grado de inflamacion y la masa de tejido renal
remanente variaban entre grupos de tratamiento. El grupo 2 mostraba aproximadamente la mitad de la inflamacion
de los grupos de control negativo. Los rifiones ligados presentaban un color pélido. Los riflones contralaterales eran
de color rojo oscuro y agrandados en aproximadamente un tercio.

A continuacion, se extirparon ambos rifiones (el izquierdo ligado y el derecho no ligado) de los animales y se
cortaron en mitades transversalmente a través del centro de la pelvis renal. Una mitad de cada rifion se introdujo en
formalina tamponada neutra al 10% para la tincion de tejidos fijados. La otra mitad de cada rifion se introdujo en
sacarosa al 15%, seguido de sacarosa al 30%, para la tincion inmunohistoquimica.

Las secciones de rifion fijadas con formalina se inmunotifieron para miofibroblastos (actina de musculo liso), un
marcador de fibrosis. Se capturaron imagenes utilizando condiciones de iluminacion estandarizadas y parametros de
exposicion de camara digital, corregidos para el fondo y calibrados para los estandares de distancia. Se captaron
imadgenes de campos contiguos que cubrian la seccion entera del rifion izquierdo de cada animal, para la
cuantificacion.

La actina de musculo liso se expresa como porcentaje del area total de tejido dentro de los campos medidos. Estos
incluian la totalidad del tejido cortical y medular de la seccién excepto la papila renal.

En conclusion, los ratones tratados con 6.3G9 y 6.8G6 mostraron una reduccion significativa de la fibrosis.

Ejemplo 14: efectividad de los mAb bloqueantes anti-a,Be¢ contra la fibrosis pulmonar inducida por
bleomicina en ratones

La fibrosis pulmonar inducida por bleomicina en ratones se ha establecido como un modelo in vivo de la fibrosis
pulmonar y se ha utilizado para someter a ensayo los efectos terapéuticos de los agentes farmacoldgicos. La
inflamacién es normalmente evidente 5 a 15 dias después del tratamiento de bleomicina. En ratones de la cepa 129,
el grado de fibrosis pulmonar se incrementé progresivamente durante hasta 60 dias después del tratamiento de
bleomicina. La acumulacion en la matriz habitualmente resulta detectable aproximadamente el dia 15. En el presente
ejemplo, se inyectd mAb 6.3G9 por via intraperitoneal a una concentracion de 4 mg/kg/dosis en ratones con fibrosis
pulmonar inducida por bleomicina desde el dia 0 o desde el dia 15, tres veces a la semana. Se indujo fibrosis
pulmonara el dia 0 mediante la administracion de una sola dosis intratraqueal de bleomicina a una concentracion de
0,03 unidades/kg en 50 pl de solucién salina estéril. Los animales se sacrificaron el dia 30 y se evalud el grado de
fibrosis pulmonar. Se utilizé el anticuerpo 1E6 a modo de control negativo.
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Se extirparon los pulmones de cada animal y se midi6 el contenido de hidroxiprolina como indice de la deposicién
del colageno pulmonar, tal como se describe en Munger et al., supra. Tal como se muestra en la figura 15A, el
tratamiento con 6.3G9 iniciado el dia 0 inhibi6 significativamente el incremento inducido por bleomicina de contenido
pulmonar de hidroxiprolina. Resulta importante que el tratamiento de 6.3G9 fue por lo menos igual de efectivo en
caso de iniciarse 15 dias después de la administracion de la bleomicina, un momento en el que ya se habia iniciado
la deposicion del colageno.

Se examinaron asimismo los efectos de 6.3G9, 6.8G6 dependiente de cationes y el anticuerpo no bloqueante 6.4B4
en la inhibicién de grados mas sustanciales de fibrosis pulmonar en un protocolo extendido de fibrosis inducida por
bleomicina (de 60 dias de duracién). Se iniciaron asi los tratamientos de anticuerpos 15 dias después de la
administracion de la bleomicina (dia 15). A continuacién, se extirparon los pulmones el dia 60 para determinar el
contenido de hidroxiprolina. Tal como se muestra en la figura 15C, el tratamiento con 6.8G6 inhibio
significativamente la fibrosis inducida por bleomicina (una reduccién superior al 70% de contenido de hidroxiprolina
en comparaciéon con los animales tratados con bleomicina y solucién salina). El tratamiento con 6.3G9 también
mostré una tendencia hacia la proteccion, aunque estos resultados no alcanzaron la significancia estadistica (fig.
15C).

En conclusion, los mAbs bloqueantes anti-a,f¢ tanto dependientes como independientes de cationes redujeron la
fibrosis pulmonar en ratones tratados con bleomicina. Ademas, esta intervencion resultd efectiva incluso en el caso
de no iniciarse el tratamiento de anticuerpos hasta después de la aparicion inicial de fibrosis.

Ejemplo 15: regulacion positiva de a,Bs en las lesiones psoriaticas humanas

Para determinar si a,s participaba en la psoriasis, se examiné la expresion de a,fs en biopsias de piel lesionada y
no lesionada de cinco pacientes de psoriasis y de cuatro individuos normales. Utilizando la inmunotincién de mAb
6.2A1, los presentes inventores observaron un incremento significativo de la expresion de a,Bs en las lesiones
psoriéticas, en comparacion con piel no lesionada de pacientes psoriaticos y con los controles normales. De esta
manera, la regulacion positiva de a,8s en las lesiones psoriticas sugiere que los anticuerpos anti-a,8s podrian
utilizarse tanto diagnéstica como terapéuticamente.

Ejemplo 16: regulacion positiva de a,Bs en higado de raton y humano con enfermedad del conducto biliar

Tal como se ha expuesto anteriormente, se ha implicado la expresion de a6 en las lesiones a los tejidos. En el
presente estudio, se investigd la expresion de ayfs en el higado de ratén y humano lesionado por la enfermedad del
conducto biliar.

Se indujo una lesion hepatica en ratones mediante ligacion del conducto biliar. Ver, por ejemplo, George et al.,
PNAS 96:12719-24, 1999; George et al., Am. J. Pathol. 156:115-24, 2000. Utilizando mAb 6.2G2, los presentes
inventores encontraron que la expresion de a,fs se encontraba significativamente elevada los dias 9, 14 y 16 tras la
ligacién del conducto biliar.

De manera similar, las secciones de higado humano de pacientes con enfermedad del conducto biliar mostraron una
expresion reglada positivamente de a,fs, determinada mediante inmunohistoquimica utilizando el mAb 6.2G2. Se
observo la expresion elevada de a,fs en, por ejemplo, muestras de higado de un vardon de 44 afios con colestasis
aguda, en un varén de 59 afios postransplante con obstruccién aguda del conducto biliar, en un varén de 22 afios
con atresia biliar y un varén de 24 afios con obstruccién crénica del conducto biliar.

En resumen, los nuevos anticuerpos anti-ayBs son herramientas diagndésticas y terapéuticas Utiles para las
enfermedades hepéticas.

Ejemplo 17: regulacion positiva de a,Bs en diversos canceres humanos

La integrina a,Bs Nnormalmente se expresa a niveles negligibles a bajos en los tejidos adultos sanos. Se evalu6 una
diversidad de tejidos tumorales humanos para la expresion de a,fs utilizando el anticuerpo 6.2A1 y los métodos
descritos de manera general en la presente memoria. Los resultados mostraron que la expresion de la integrina avs
presentaba una regulacion significativamente positiva en varios canceres epiteliales humanos. Cabe indicar que la
inmunohistologia mostré que ayBs se expresaba especialmente en los margenes de los islotes tumorales en muchos
de los canceres epiteliales. Con el fin de estudiar adicionalmente la expresion de a,Bes en las células cancerosas
epiteliales, se tifieron células Detroit 562 (carcinoma de faringe), SCC-14 (carcinoma de células escamosas de la
lengua) y SW480B6 (supra) con 6.3G9 y 6.4B4 y se analizaron mediante citometria de flujo.

La parte derecha de la figura 12 muestra la expresion de a,fs en las diferentes lineas celulares tumorales, tal como
indica la unién de 6.3G9 en la separacion celular activada por fluorescencia (FACS). El pico de la linea continua
representa la unién de 6.3G9, mientras que el pico de la linea discontinua representa la unién de fondo del mAb
secundario solo. El grafico de linea en la parte izquierda de la figura 12 muestra la inhibiciéon de la unién de las
lineas celulares tumorales al ligando LAP por las concentraciones crecientes de 6.3G9 o 6.4B4. El anticuerpo 6.4B4
fue un inhibidor significativamente menos potente de la unién de a,fs a LAP, en comparacion con 6.3G9 (IC50 mas
de 10 veces superior para las Detroit 562, IC50 >30 veces superior para SW480p6 e IC50 >100 veces superior para
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SCC-14). Lo anterior resulta consistente con los resultados in vitro anteriores que indicaban que 6.3G9 es un mAb
bloqueante potente y 6.4B4 es un mAb bloqueante débil. Estos datos también concuerdan con la actividad inhibidora
insignificante de 6.4B4 en el modelo de xenoinjerto Detroit (fig. 14B). Adicionalmente, la figura 13 muestra la
inhibicién relativa de la union de las lineas celulares tumorales a LAP por parte de diversos mAb anti-ayfs. Tanto
6.3G9 como 6.8G6 mostraron una actividad inhibidora equivalente (consistente con todos los datos anteriores),
mientras que 6.4B4 resultd ser un inhibidor significativamente menos potente de la union de a.8s a LAP.

Ejemplo 18: efectos de los mAb bloqueantes anti-a,fs en un modelo de xenoinjerto tumoral humano

Los animales inmunodeficientes (por ejemplo ratones desnudos y ratones SCID) trasplantados con xenoinjertos
tumorales humanos se han establecido como un sistema modelo in vivo Util para someter a ensayo los efectos
terapéuticos de los agentes anticancer (ver, por ejemplo, van Weerden et al., Prostate 43(4):263-71, 2000; Bankert
et al., Front Biosci. 7:c44-62, 2002). De esta manera, los anticuerpos monoclonales bloqueantes anti-a,8s de la
presente invencion pueden someterse a ensayo in vivo en un modelo de xenoinjerto para su capacidad de inhibir el
crecimiento tumoral. En el presente experimento, los presentes inventores sometieron a ensayo la capacidad de
algunos de los nuevos anticuerpos de a,fs para inhibir el crecimiento tumoral en ratones hembra desnudos atimicos
trasplantados con xenoinjerto de cancer faringeo humano (linea celular Detroit 562).

Para ello, se cultivaron células Detroit 562 (ATCC) in vitro en medio esencial minimo (Eagle) con L-glutamina 2 mMy
BSS de Earle ajustado para contener 1,5 g/l de bicarbonato sédico, 0,1 mM de aminoacidos no esenciales y piruvato
sédico 1,0 mM y suero de feto bovino al 10%, sin antibiéticos. Se implantaron por via subcutanea aproximadamente
5x10° células/0,2 ml de medio (sin suero) en ratones desnudos en el flanco derecho. Tres a cuatro dias después, se
iniciaron las mediciones del tamafio tumoral y continuaron hasta que los tumores eran de aproximadamente 5 mm
(longitud) x 5 mm (anchura). Se aleatorizaron los ratones y se les inyectaron por via intraperitoneal los anticuerpos
de ensayo o las soluciones de control el dia 1, seguido de tres inyecciones semanales durante un periodo de 33
dias. Los anticuerpos de control y las soluciones de control eran: (1) 6.3G9, 1 mg/kg, 10 ratones; (2) 6.3G9, 4 mg/kg,
10 ratones; (3) 6.3G9, 10 mg/kg, 10 ratones; (4) 6.4B4, 1 mg/kg, 10 ratones; (5) 6.4B4, 4 mg/kg, 10 ratones; (6)
6.4B4, 10 mg/kg, 10 ratones, y (7) vehiculo de control (PBS), 0,2 ml/por cada ratén, 30 ratones. Ademas, se inyecté
cisplatino en 10 ratones por via subcutanea a razén de 2 mg/kg a modo de control quimioterapéutico. Las
inyecciones de cisplatino se llevaron a cabo el dia 1 y después cada 2 dias durante un total de seis tratamientos. Al
final del periodo de 33 dias, se midieron los pesos de los animales y los tamafios tumorales, se evalud la expresion
de a,Bs mediante inmunohistologia y se midieron los niveles séricos de anti-a,fs.

La tincién inmunohistolégica demostrd que las células tumorales implantadas expresaban fuertemente a,s in vivo.
Los datos de pesos tumorales demostraron ademas que el mAb blogueante 6.3G9 inhibié eficazmente el crecimiento
tumoral a las tres concentraciones sometidas a ensayo (fig. 14A). En contraste, el mAb bloqueante débil 6.4B4 no
inhibio el crecimiento tumoral (fig. 14B).

En resumen, los anticuerpos bloqueantes inhibieron el crecimiento tumoral en un 40% a 50% en los ratones
tratados. En contraste, un anticuerpo bloqueante débil anti-a,8s no inhibid el crecimiento tumoral.

Ejemplo 19: internalizacion de los anticuerpos de a8

Los anticuerpos que son internalizados por las células ofrecen una ventaja para determinadas indicaciones clinicas,
tales como el cancer, debido a que los anticuerpos pueden entonces conjugarse con toxinas, compuestos
radioactivos u otros agentes anticancerigenos para reconocer selectivamente e inhibir el crecimiento de las células
cancerosas. La capacidad de los anticuerpos anti-a,Be de ser internalizados se estudid en las células SW480036
(supra) y en las células SCC-14.

Las células se dividieron 1:5 y se sembraron en portaobjetos de vidrio con 4 camaras para la incubacion durante la
noche a 37°C con 5% de CO2. Al dia siguiente, se diluyeron los mAb 6.8G6, 6.1A8, 6.3G9, 7.1C5, 6.4B4, 10D5 y
8B3 hasta una concentracion final de 20 pg/ml. Se afiadieron los mAb o medio solo a los pocillos correspondientes.
Se siguié un curso temporal de la internalizacion de 0 a 48 horas. Los puntos temporales incluyeron 0, 5, 10 y 30
minutos y 1, 4, 24 y 48 horas. Se afiadié un anticuerpo secundario (anti-Alexa 594 murino) a modo de control
negativo. Se detuvo la internalizacion en cada punto temporal mediante extraccion del anticuerpo y lavado de la
capa celular con tamp6n. Se afiadid aglutinina Alexa-488 de germen de trigo durante 20 minutos a 18°C para tefiir el
margen externo de las células con fluorescencia verde. Tras lavar las células, se afiadié solucién Cytofix/Cytoperm
durante 20 minutos a 18°C para fijar y permeabilizar las células. Las células se lavaron nuevamente y se afiadio el
anticuerpo secundario anti-Alexa 594 de raton (fluorescencia roja) durante 20 minutos a 18°C para marcar el
anticuerpo de o3 murino unido o internalizado. A continuacion, se lavaron las células y se fijaron mediante adicion
de paraformaldehido al 2% y se examinaron mediante microscopia confocal. Seguidamente se obtuvieron imagenes
con un objetivo Leitz Plan-apocromatico de 63x (apertura numérica de 1,32, inmersion en aceite) (Leica) con un
zoom digital 2x. Cada instantanea representa una Unica seccion éptica de la seccion media de las células observada
para la internalizacion bajo todas las condiciones. No se observo tincion en el nicleo.

Se observo la internalizacion para las mAb dependientes de cationes (miméticos de ligandos que contienen RGD),
tales como 6.8G6 y 6.1A8. No se observd internalizacion para los mAb independientes de cationes, tales como
6.3G9, 7.1C5y 6.4B4.
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REIVINDICACIONES
1. Anticuerpo monoclonal o fragmento de union a antigeno del mismo, que:
(a) se une especificamente a a,fs y no a otras integrinas ay,

(b) inhibe la unién de a.Bs al péptido asociado a latencia (LAP) con un valor de IC50 inferior al del anticuerpo
anti-a,Bs 10D5 en un tampdn que comprende los cationes divalentes Ca2+y Mgz+; y

(c) compite con el anticuerpo producido por el hibridoma 6.8G6 que presenta el nimero de acceso de la ATCC
PTA-3645 para la unién a o, biotinilado en un tampén que comprende los cationes divalentes ca* y Mg”.

2. Anticuerpo monoclonal o fragmento de unién a antigeno del mismo segun la reivindicacion 1, en el que el
anticuerpo comprende:

a) las mismas secuencias polipeptidicas de cadenas pesadas y ligeras que un anticuerpo producido por el
hibridoma 6.1A8 de numero de acceso de la ATCC PTA-3647; o

b) las mismas secuencias polipeptidicas de cadenas pesadas y ligeras que un anticuerpo producido por el
hibridoma 6.3G9 de nimero de acceso de la ATCC PTA-3649; o

¢) las mismas secuencias polipeptidicas de cadenas pesadas y ligeras que un anticuerpo producido por el
hibridoma 6.8G6 de nimero de acceso de la ATCC PTA-3645; o

d) las mismas secuencias polipeptidicas de cadenas pesadas y ligeras que un anticuerpo producido por el
hibridoma 6.2B1 de nimero de acceso de la ATCC PTA-3646; o

e) las mismas secuencias polipeptidicas de cadenas pesadas y ligeras que un anticuerpo producido por el
hibridoma 7.1G10 de nimero de acceso de la ATCC PTA-3898; o

f) las mismas secuencias polipeptidicas de cadenas pesadas y ligeras que un anticuerpo producido por el
hibridoma 7.7G5 de nimero de acceso de la ATCC PTA-3899; o

g) las mismas secuencias polipeptidicas de cadenas pesadas y ligeras que un anticuerpo producido por el
hibridoma 7.1C5 de nimero de acceso de la ATCC PTA-3900.

3. Anticuerpo segun la reivindicacion 1, en el que la union entre el anticuerpo y a,8s es independiente de cationes
divalentes.

4. Anticuerpo anti-oy8s segun la reivindicaciéon 1, comprendiendo dicho anticuerpo una secuencia de dominio
variable de cadena pesada de cualquiera de entre SEC ID n°® 19 a n° 24, SEC ID n° 34, SEC ID n° 35 o SEC ID n°
36, en el que dicho anticuerpo se une especificamente a a,8s y no a otras integrinas ay 0 a integrinas no especificas,
e inhibe la unién de a,Bs al péptido asociado a latencia (LAP) con un valor de IC50 inferior al del anticuerpo anti-a,s
10D5.

5. Anticuerpo anti-ovBs segun la reivindicacion 1, comprendiendo dicho anticuerpo una secuencia de aminoéacidos
de cualquiera de entre SEC ID n® 19 a n° 24, n® 34 a n°® 38, n° 40, n° 41, n°® 43 a n° 45, en el que dicho anticuerpo se
une especificamente a a,8s y no a otras integrinas ay o integrinas no especificas, e inhibe la unién de a,Bs al péptido
asociado a latencia (LAP) con un valor de IC50 inferior al del anticuerpo anti-ay3s 10D5.

6. Anticuerpo monoclonal segun la reivindicacion 1, en el que el anticuerpo comprende las regiones determinantes
de complementariedad 1, 2 y 3 de cadena pesada y las regiones determinantes de complementariedad 1, 2y 3 de
cadena ligera, en el que las regiones determinantes de complementariedad (CDR) 1, 2 y 3 de cadena pesada
comprenden las secuencias SEC ID n°® 3, n° 6 y n° 9, respectivamente, y en el que las CDR de cadena ligera
comprenden las secuencias SEC ID n° 12, n°® 14 y n° 18, respectivamente, en el que dicho anticuerpo se une
especificamente a a,fs y no a otras integrinas ay o integrinas no especificas, e inhibe la unién de a,fs al péptido
asociado a latencia (LAP) con un valor de IC50 inferior al del anticuerpo anti-ay3s 10D5.

7. Anticuerpo monoclonal segun la reivindicacién 1, en el que dicho anticuerpo se une a a,f3s soluble pero no se une
a la subunidad fs.

8. Anticuerpo monoclonal segun la reivindicacion 1, en el que dicho anticuerpo evita la activacion de TGF-B.

9. Anticuerpo monoclonal segin la reivindicacién 1, en el que el anticuerpo comprende las regiones determinantes
de complementariedad 1, 2 y 3 de cadena pesada y las regiones determinantes de complementariedad 1, 2 y 3 de
cadena ligera, en el que dicho anticuerpo compite con 6.8G6 de nimero de acceso de la ATCC PTA-3645 para la
uniéon a ayBs y contiene un motivo FXY en CDR3 de la cadena pesada, en el que dicho anticuerpo se une
especificamente a a,fs y no a otras integrinas ay o integrinas no especificas, e inhibe la unién de a,fs al péptido
asociado a latencia (LAP) con un valor de IC50 inferior al del anticuerpo anti-ay8s 10D5.
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10. Anticuerpo monoclonal segun la reivindicacion 1, en el que dicho anticuerpo contiene una mutacién en un residuo
aminoacido que es un sitio de glucosilacion, de manera que se elimina el sitio de glucosilacion.

11. Anticuerpo segun la reivindicacién 1, producido mediante el hibridoma seleccionado de entre el grupo constituido
por 6.1A8 de nimero de acceso de la ATCC PTA-3647; 6.3G9 de nimero de acceso de la ATCC PTA-3649; 6.8G6
de nimero de acceso de la ATCC PTA-3645; 6.2B1 de numero de acceso de la ATCC PTA-3646; 7.1G10 de
nimero de acceso de la ATCC PTA-3898; 7.7G5 de nimero de acceso de la ATCC PTA-3899; 7.1C5 de niimero de
acceso de la ATCC PTA-3900; o un fragmento de unién a antigeno de un anticuerpo producido por dicho hibridoma.

12. Anticuerpo anti-ovBs segun la reivindicaciéon 1, que se une especificamente a a,8s y no a otras integrinas ay 0
integrinas no especificas e inhibe la union de a,Bs al péptido asociado a latencia (LAP) con un valor de IC50 inferior
al del anticuerpo anti-ay,s 10D5 seleccionado de entre el grupo constituido por un anticuerpo:

a) cuyas regiones determinantes de complementariedad (CDR) 1, 2 y 3 de cadena pesada comprenden las
secuencias SEC ID n° 1, n°®4 y n° 7, respectivamente, y cuyas CDR 1, 2 y 3 de cadena ligera comprenden las
secuencias SEC ID n° 10, n® 13 y n° 15, respectivamente;

b) cuyas regiones determinantes de complementariedad (CDR) 1, 2 y 3 de cadena pesada comprenden las
secuencias SEC ID n° 3, n°® 5 y n° 8, respectivamente, y cuyas CDR 1, 2 y 3 de cadena ligera comprenden las
secuencias SEC ID n° 11, n® 14 y n°® 17, respectivamente;

c) cuyas regiones determinantes de complementariedad (CDR) 1, 2 y 3 de cadena pesada comprenden las
secuencias SEC ID n° 3, n® 6 y n° 9, respectivamente, y cuyas CDR 1, 2 y 3 de cadena ligera comprenden las
secuencias SEC ID n° 12, n°® 14 y n°® 18, respectivamente;

d) cuyas regiones determinantes de complementariedad (CDR) 1, 2 y 3 de cadena pesada comprenden las
secuencias SEC ID n°® 2, n°® 46 y n° 47, respectivamente, y cuyas CDR 1, 2 y 3 de cadena ligera comprenden
las secuencias SEC ID n° 48, n° 13 y n° 16, respectivamente.

13. Anticuerpo segun la reivindicacién 12, en el que dicho anticuerpo contiene una mutaciéon en un residuo
aminoacido que es un sitio de glucosilaciéon, de manera que el sitio de glucosilacion resulta eliminado.

14. Anticuerpo anti-oyBs 0 fragmento de unién a antigeno del mismo segun la reivindicacién 1, seleccionado de entre
el grupo constituido por un anticuerpo que comprende:

a) una secuencia de dominio variable de cadena pesada de SEC ID n° 19 y la secuencia de dominio variable de
cadena ligera de SEC ID n° 37;

b) una secuencia de dominio variable de cadena pesada de SEC ID n° 20 o n° 21 y la secuencia de dominio
variable de cadena ligera de SEC ID n° 38;

¢) una secuencia de dominio variable de cadena pesada de SEC ID n° 22 y la secuencia de dominio variable de
cadena ligera de SEC ID n° 43;

d) una secuencia de dominio variable de cadena pesada de SEC ID n° 23 y la secuencia de dominio variable de
cadena ligera de SEC ID n° 44;

e) una secuencia de dominio variable de cadena pesada de SEC ID n° 24 y la secuencia de dominio variable de
cadena ligera de SEC ID n° 45;

f) una secuencia de dominio variable de cadena pesada de SEC ID n° 34 o n° 35 y la secuencia de dominio
variable de cadena ligera de SEC ID n° 40;

g) una secuencia de dominio variable de cadena pesada de SEC ID n° 36 y la secuencia de dominio variable de
cadena ligera de SEC ID n° 41.

15. Anticuerpo monoclonal segun la reivindicacién 1 que (a) se une especificamente a a,fs, y (b) inhibe la unién de
a,Bs al péptido asociado a latencia (LAP) con un valor de IC50 inferior al del anticuerpo 10D5, en el que el anticuerpo
es producido por el hibridoma 6.3G9, depositado con el niumero de acceso de la ATCC PTA-3649 o el hibridoma
6.8G6, depositado con el nimero de acceso de la ATCC PTA 3645.

16. Anticuerpo segun la reivindicacion 15, en el que la union entre el anticuerpo y a,fs es dependiente de cationes
divalentes.

17. Anticuerpo segun la reivindicacion 16, en el que el cation divalentes es ca”*, Mg2+ o Mn%.

18. Anticuerpo segun la reivindicacién 15, en el que la unién entre el anticuerpo y a,8s es independiente de cationes
divalentes.

19. Anticuerpo anti-a,Bs segun la reivindicacion 1, comprendiendo dicho anticuerpo una secuencia de dominio
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variable de cadena pesada de SEC ID n° 20 o n°® 21 y una secuencia de dominio variable de cadena ligera de SEC
ID n° 38.

20. Anticuerpo anti-ayf¢ segun la reivindicacién 1, que comprende una secuencia de dominio variable de cadena
pesada de SEC ID n° 24 y una secuencia de dominio variable de cadena ligera de SEC ID n° 45.

21. Composicién para prevenir o tratar una enfermedad mediada por a,8s en un mamifero, en la que la enfermedad
es fibrosis, psoriasis, esclerosis, cancer, lesiéon aguda pulmonar, lesién renal, lesién hepatica o sindrome de Alport,
que comprende el anticuerpo segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, la reivindicacién 6 y las reivindicaciones
8 a 20, y un portador farmacéuticamente aceptable.

22.Composicion segun la reivindicacion 21, en la que el anticuerpo se encuentra conjugado con un agente
citotoxico.

23. Composicién segun la reivindicacion 21, en la que el anticuerpo es dependiente de cationes divalentes.

24. Utilizacion de un anticuerpo segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 20, para la preparacion de una
composicion farmacéutica para tratar un sujeto que presenta, o en riesgo de presentar, una enfermedad mediada
por avBs, en la que la enfermedad es fibrosis, psoriasis, esclerosis, cancer, lesiébn aguda pulmonar, lesién renal,
lesion hepética o sindrome de Alport.

25. Utilizacién segun la reivindicacion 24, en la que el sujeto es un ser humano.

26. Utilizacion segun la reivindicacion 24 o 25, en la que la fibrosis es esclerodermia, cicatrizacion, fibrosis hepatica,
fibrosis renal o fibrosis pulmonar.

27. Utilizacién segun la reivindicacion 24 o 25, en la que el cancer es cancer epitelial, oral, de piel, cervical, ovarico,
faringeo, esofégico, de cabeza y cuello, prostatico, de colon, pancreatico, laringeo, pulmonar, mamario, renal o
colorrectal.

28. Método in vitro de deteccion de a,fs en una muestra de tejido de un mamifero, que comprende poner en contacto
la muestra de tejido con el anticuerpo segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 20.

29. Células seleccionada de entre el grupo constituido por una célula del hibridoma 6.1A8, de numero de acceso de
la ATCC PTA-3647; una célula del hibridoma 6.3G9, de numero de acceso de la ATCC PTA-3649; una célula del
hibridoma 6.8G6, de nimero de acceso de la ATCC PTA-3645; una célula del hibridoma 6.2B1, de nimero de
acceso de la ATCC PTA-3646; una célula del hibridoma 7.1G10, de nimero de acceso de la ATCC PTA-3898; una
célula del hibridoma 7.7G5, de nimero de acceso de la ATCC PTA-3899; y una célula del hibridoma 7.1C5, de
numero de acceso de la ATCC PTA-3900.
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FIGS. 3 A-F

Dependencia de cationes de la union a avf6 soluble
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