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Anticuerpos monoclonales inmunomoduladores humaniza dos para el tratamiento de enfermedad neoplasica
0 inmunodeficiencia

Descripcion
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere al campo de la inmunoterapia, y mas especificamente se refiere a anticuerpos
monoclonales humanizados utiles para la terapia de una variedad de indicaciones, particularmente en el tratamiento
de céncer.

Antecedentes de la invencion

El cancer en sus diferentes formas es una causa importante de muerte en los seres humanos. Los tratamientos
terapéuticos mas ampliamente usados del cancer son cirugia, radiacion y quimioterapia. El rapido aumento de
conocimiento en los Ultimos afios sobre las bases moleculares y celulares de la regulacién inmunitaria,
particularmente al nivel de respuestas de linfocitos T, proporciona un nuevo arsenal de enfoques inmunoterapéuticos
que incluyen el desarrollo de vacunas tumorales. Se mostré que ciertos anticuerpos monoclonales (mAb) tenian
actividad inmunomoduladora que incluye la capacidad de unir determinantes sobre la superficie de linfocitos T e
inducir la proliferacion, activacion o diferenciacion de estas células.

Los anticuerpos monoclonales derivados de hibridomas de ratén contienen considerables extensiones de
secuencias de aminoacidos que son inmunogénicas cuando se inyectan en un paciente humano, frecuentemente
eliminando la eficacia terapéutica del anticuerpo después de un tratamiento inicial. Aunque la produccién de los
denominados “anticuerpos quiméricos” (es decir, regiones variables de ratdon unidas a regiones constantes
humanas) ha demostrado ser algo satisfactoria, sigue existiendo un significativo impedimento de inmunogenicidad.

Se ha utilizado la tecnologia de ADN recombinante para producir inmunoglobulinas que contienen regiones
estructurales (FR) humanas combinadas con regiones determinantes de la complementariedad (CDR) de un ratén
donante o inmunoglobulina de rata. Estas nuevas proteinas se denominan inmunoglobulinas “remodeladas” o
“humanizadas” y el proceso por el que la inmunoglobulina donante se convierte en una inmunoglobulina tipo humano
combinando sus CDR con una region estructural humana se denomina “humanizacién”. Los anticuerpos
humanizados son importantes debido a que se unen al mismo antigeno que los anticuerpos originales, pero son
menos inmunogénicos cuando se inyectan en seres humanos.

La patente de EE.UU. n° 6.294.654 desvela una molécula de inmunoglobulina modificada o fragmento funcional o
parte de la misma (Ig), que tiene un péptido antigénico extrafio para la Ig incorporada en uno o mas bucles no CDR,
y en la que se mantiene el principal contorno de la region estructural del dominio constante. Adicionalmente se
desvela el uso del anticuerpo modificado para uso terapéutico o profilactico.

La patente de EE.UU. n° 6.074.635 desvela un método para la activacion independiente de antigeno de linfocitos T
in vitro que comprende poner en contacto linfocitos T en ausencia de antigeno con una combinacién de al menos
dos citocinas seleccionadas del grupo que consiste en interleucina-2, interleucina-6 y factor de necrosis tumoral alfa,
o fragmentos funcionalmente equivalentes de los mismos.

La patente de EE.UU. n°® 5.658.741 desvela un método de induccién de la activacion y proliferacion de linfocitos T,
comprendiendo dicho método: (a) conjugar una pluralidad de anticuerpos monoclonales especificos de linfocitos T
con una molécula de aminodextrano que tiene 7-20 % en peso de grupos amina y un peso molecular de al menos
100.000 daltons, en los que la relacion molar de dichos anticuerpos con dicho aminodextrano es mayor o igual a
dos; y (b) hacer reaccionar dicho conjugado con una muestra que contiene dichos linfocitos T para efectuar la unién
de dichos anticuerpos conjugados con dichos linfocitos T para inducir la activacién y proliferacion de dichos linfocitos
T.

La patente de EE.UU. 5.585.089 de Queen et al. desvela una inmunoglobulina humanizada que tiene regiones
determinantes de la complementariedad (CDR) de una inmunoglobulina donante y regiones estructurales de la
region variable de la cadena pesada y ligera de cadenas pesadas y ligeras de inmunoglobulina aceptora humana,
inmunoglobulina humanizada que se une especificamente a un antigeno con una constante de afinidad de al menos
10" m* y no superior a aproximadamente cuatro veces la de la inmunoglobulina donante, en la que dicha
inmunoglobulina humanizada comprende aminoacidos de la region estructural de inmunoglobulina donante fuera de
las CDR de Kabat y Chothia, en la que los aminoacidos donantes sustituyen a aminoacidos correspondientes en las
regiones estructurales de la cadena pesada o ligera de inmunoglobulina aceptora, y cada uno de dichos
aminoacidos donantes: (I) es adyacente a una CDR en la secuencia de inmunoglobulina donante, o (ll) contiene un
atomo dentro de una distancia de 4A de una CDR en dicha inmunoglobulina humanizada.

La patente de EE.UU. 5.225.539, de Winter, desvela un anticuerpo alterado o fragmento de unién al antigeno del
mismo, en el que un dominio variable del anticuerpo o fragmento de unién al antigeno tiene las regiones
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estructurales de un primer dominio variable de la cadena pesada o ligera de inmunoglobulina y las regiones
determinantes de la complementariedad de un segundo dominio variable de la cadena pesada o ligera de
inmunoglobulina, en el que dicho segundo dominio variable de la cadena pesada o ligera de inmunoglobulina es
diferente de dicho primer dominio variable de la cadena pesada o ligera de inmunoglobulina en especificidad de
unién por antigeno, afinidad de unién al antigeno, especies, clase o subclase.

El documento US 5.225.539 y la patente de EE.UU. 5.585.089 no proporcionan herramientas suficientes y
descripcion completa para llevar a cabo la sintesis de un anticuerpo alterado, particularmente un anticuerpo
humanizado, por un experto en la materia.

La patente de EE.UU. n° 5.897.862 de uno de los inventores de la presente invencién, que se incorpora en el
presente documento por referencia, desvela un anticuerpo monoclonal o un fragmento de unién al antigeno del
mismo, en el que el anticuerpo monoclonal: (i) es secretado por la linea celular de hibridoma depositada en la
Coleccion Nacional de Cultivos de Microorganismos (CNCM), con el n® de acceso 1-1397, o (ii) reconoce el mismo
epitope antigénico que el anticuerpo bajo (i). El anticuerpo monoclonal desvelado en el documento US5.897.862
esta dirigido contra células “Daudi”, una linea celular linfoblastoide B humana, y se mostré que estimulaba linfocitos
murinos y linfocitos T de sangre periférica humana (Hardy et al, Cell Immunol. 118:22, 1989). Este anticuerpo murino
también se denomina mBAT-1 en lo sucesivo. El anticuerpo mBAT-1 también presenta efectos antitumorales e
inmunoestimulantes en diversos tipos de tumores (Hardy et al., Int. J. Oncol. 19:897, 2001) que incluyen tumores de
origen humano (Hardy et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 94:5756, 1997).

La solicitud de patente internacional WO 00/58363 de uno de los inventores de la presente invencion desvela un
anticuerpo monoclonal que tiene una regioén variable que comprende la region variable de la cadena pesada y/o la
regién variable de la cadena ligera kappa de mBAT-1 o una region variable de la cadena pesada y/o una region
variable de la cadena ligera kappa que tiene al menos el 70 % de identidad con la regién variable de la cadena
pesada y/o la region variable de la cadena ligera kappa de mBAT-1.

En ningln sitio en la técnica anterior se ensefia o sugiere que un anticuerpo monoclonal humanizado que
comprende CDR de un origen murino y FR de un origen humano pueda provocar una respuesta inmunitaria y pueda
adicionalmente presentar actividad anticancerigena. Ademas, hay una necesidad sin cumplir de métodos fiables
para disefiar anticuerpos humanizados funcionales, ya que es muy conocido en la técnica que la sintesis del
anticuerpo humanizado de la presente invencién no puede basarse predecible o rutinariamente en la técnica
anterior.

Sumario de la invencion

Es un objetivo de la presente invencion proporcionar un anticuerpo inmunomodulador monoclonal humanizado,
también denominado en lo sucesivo hBAT-1, que se una a células linfoblastoides B e induzca la proliferacion y
activacion de linfocitos de la sangre periférica. Dicho hBAT-1 se basa en el anticuerpo inmunomodulador monoclonal
murino previamente conocido, también denominado en el presente documento mBAT-1, que se une a células
linfoblastoides B e induce la proliferacién y activacion de linfocitos de la sangre periférica y adicionalmente provoca
un efecto antitumoral cuando se inyecta en un sujeto que tiene un tumor.

La presente divulgacion proporciona una descripcion completa del proceso de humanizacién de mBAT-1 junto con la
exposicidn razonada para cada etapa de sintesis. Asi, la descripcion del proceso de humanizacion proporcionado en
la presente invencion es adecuada para la humanizacion de anticuerpos BAT distintos de mBAT-1, por un experto
en la materia.

La administracion del anticuerpo BAT-1 humanizado ofrece un método para la prevencion terapéutica, deteccion o
tratamiento de cancer. El tratamiento de un sujeto en necesidad del mismo con la forma humanizada del anticuerpo
BAT-1, como se proporciona por la presente invencion, es considerablemente mas eficaz que el tratamiento con un
anticuerpo BAT-1 quimérico, y evita respuestas inmunogénicas adversas.

La presente invencion se basa en parte en el hallazgo inesperado de que el anticuerpo BAT-1 humanizado parece
inducir un mayor efecto antitumoral que el inducido por el anticuerpo BAT-1 murino parental.

KKKKKKKKKKKKK Seguin un primer aspecto, la presente invencidon proporciona un anticuerpo monoclonal
humanizado que tiene al menos una regién determinante de la complementariedad (CDR) de anticuerpo monoclonal
murino BAT-1 (mBAT-1) y una region estructural (FR) derivada de una inmunoglobulina humana aceptora en la que
el anticuerpo humanizado conserva la actividad antitumoral de anticuerpo monoclonal mBAT-1 y es menos
inmunogénico en un sujeto humano que dicho anticuerpo murino.

Segun una realizacién, el anticuerpo humanizado induce un mayor efecto antitumoral que el inducido por el
anticuerpo BAT-1 murino parental.

Segun otra realizacién, el anticuerpo humanizado comprende las regiones determinantes de la complementariedad
(CDR) del anticuerpo monoclonal murino BAT-1 (mBAT-1), en el que el anticuerpo humanizado comprende:
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a. regiones variables de la cadena ligera de férmula: FR_;-CDR(1-FR2-COR2-FR3-CDR3-FR4 en la que cada
FR es independientemente una region estructural de un anticuerpo humano, y cada CDR es una regién
determinante de la complementariedad, derivada de BAT-1,;

b. las regiones variables de la cadena pesada de formula: FRy1-CDRu1-FRp2-CDRu2-FRu3-CDRus-FRus €n la que
cada FR es por separado una region estructural de un anticuerpo humano, y cada CDR es una region
determinante de la complementariedad, de mBAT-1.

Segun un segundo aspecto, la presente invencion proporciona un anticuerpo monoclonal humanizado que tiene una
regién Fab genéticamente modificada que comprende las regiones determinantes de la complementariedad (CDR)
del anticuerpo monoclonal murino BAT-1 (mBAT-1), en el que el anticuerpo genéticamente modificado conserva la
actividad biolégica de dicho mBAT-1 y en el que dicho anticuerpo monoclonal genéticamente modificado comprende
una secuencia de aminoacidos seleccionada de:

(i) una region variable de la cadena pesada que comprende las secuencias de aminoacidos de: CDRu1 (SEC ID
N°: 12); CDRu2 (SEC ID N°: 13); CDRus (SEC ID NO°: 14); y una region variable de la cadena ligera que
comprende las secuencias de aminoacidos de CDR_; (SEC ID N°: 9); CDR» (SEC ID N°: 10); CDR3 (SEC ID Ne:
11);

(i) regiones variables de la cadena pesada y de la cadena ligera que comprenden las secuencias de
aminoacidos que tienen mas de aproximadamente el 80 por ciento de similitud con todas o parte de las
secuencias de: CDRu1 (SEC ID N°: 12); CDRy2 (SEC ID N°: 13); CDRy3 (SEC ID N°: 14); CDR1 (SEC ID N°: 9);
CDR_2 (SEC ID N°: 10); CDRy3 (SEC ID N°: 11);

(iii) un anticuerpo de (i) o (ii) en el que uno o mas residuos de aminoacidos se han afadido, delecionado,
sustituido o modificado quimicamente sin afectar sustancialmente la actividad biolégica o especificidad de unién
del anticuerpo.

Segun una realizacion, las regiones estructurales (FR) derivan de un anticuerpo humano.

Segun otra realizacion, el anticuerpo monoclonal humanizado comprende regiones determinantes de la
complementariedad (CDR) del anticuerpo monoclonal murino BAT-1 (mBAT-1), en la que dicho anticuerpo
humanizado comprende:

a. regiones variables de la cadena ligera de formula: FRL1-CDR1-FR2-CDR2-FR3-CDR3-FR_4 €en la que cada
FR es independientemente una region estructural de un anticuerpo humano, y cada CDR es una regién
determinante de la complementariedad, en la que la secuencia de aminoacidos de CDR.; es SARSSVSYMH
(SEC ID N°: 9); CDRL2 es RTSNLAS (SEC ID N°: 10); CDR.3 es QQRSSFPLT (SEC ID N°: 11);

b. las regiones variables de la cadena pesada de formula: FRy1-CDRu1-FRp2-CDRu2-FRu3-CDRus-FRus €n la que
cada FR es por separado una region estructural de un anticuerpo humano, y cada CDR es una region
determinante de la complementariedad, en la que la secuencia de aminoacidos de: CDRu1 es NYGMN (SEC ID
N°: 12); CDRw2 es WINTDSGESTYAEEFKG (SEC ID N°: 13); CDRus es VGYDALDY (SEC ID N°: 14).

Segun otra realizacién mas, dicho anticuerpo humanizado induce un mayor efecto antitumoral que el anticuerpo
monoclonal BAT-1 murino; o dicho anticuerpo humanizado induce un mayor efecto antimetastasico que el anticuerpo
monoclonal BAT-1 murino; o las FR de la region variable de la cadena pesada derivan de las FR de la region
variable de la cadena pesada del anticuerpo hsighv1295 humano; o las FR de la regién variable de la cadena ligera
kappa se basan en las FR de la regién variable de la cadena ligera kappa del anticuerpo TEL9 humano; o tiene una
region constante kappa humana; o el anticuerpo esta adicionalmente marcado con una marca detectable,
inmovilizado sobre una fase sélida, o conjugado con un compuesto heterdlogo; o las regiones variables de la cadena
ligera del anticuerpo monoclonal humanizado estan seleccionadas del grupo que consiste en: BATRka (SEC ID NO:
15), BATRkg (SEC ID N°: 16), BATRkc (SEC ID N°: 17), BATRkp (SEC ID N°: 18), y las regiones variables de la
cadena pesada estan seleccionadas del grupo que consiste en: BATRHa (SEC ID N°: 20), BATRHg (SEC ID N°: 21),
BATRHc (SEC ID N°: 22), BATRHp (SEC ID N°: 23) o BATRHe (SEC ID N°: 24); o las regiones variables del
anticuerpo monoclonal humanizado estan seleccionadas del grupo que consiste en: BATRHA/BATRka (SEC ID N°:
20/SEC ID N°: 15), BATRHg/ BATRka (SEC ID N°: 21/SEC ID N°: 15), BATRHs/ BATRkg (SEC ID N°: 21/SEC ID N°:
16), BATRHc/ BATRkg (SEC ID N°: 22/SEC ID N°: 16), BATRHg/ BATRkp (SEC ID N°: 21/SEC ID N°: 18), o
BATRHc/ BATRkp (SEC ID N°: 22/SEC ID N°: 18).

Segun otra realizacion mas, el anticuerpo es un anticuerpo de longitud completa.

Segun otra realizacion mas, el anticuerpo es de isotipo IgG.

Segun otra realizacion mas, dicha subclase de isotipo esta seleccionada de 1gG; o IgGa.

Segun un tercer aspecto, la presente invencion proporciona un fragmento de anticuerpo derivado del anticuerpo

humanizado como se indica anteriormente, en el que el fragmento de anticuerpo esta seleccionado del grupo que
consiste en: Fv, F(ab'), F(ab');, un anticuerpo monocatenario.
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Segun una realizacién, el anticuerpo humanizado se genera por tecnologia de ADN recombinante, utilizando injerto
de CDR.

Segun un cuarto aspecto, la presente invencion proporciona una construccion de polinucleétido aislado que codifica
cualquiera de los anticuerpos monoclonales que se han mencionado anteriormente o fragmentos de los mismos.

Segun una realizacion, la construccion de polinucleétido aislado codifica una regién variable de la cadena ligera
kappa seleccionada del grupo que consiste en: SEC ID N°: 15, SEC ID N°: 16, SEC ID N°: 17, SEC ID N¢; 18.

Segun otra realizacion, la construccion de polinucleétido aislado esta seleccionada del grupo que consiste en: SEC
ID N°: 87, SEC ID N°: 88, SEC ID N°: 89.

Segun otra realizacion mas, la construccion de polinucleétido aislado codifica una region variable de la cadena
pesada seleccionada del grupo que consiste en: SEC ID N°: 20, SEC ID N°: 21, SEC ID N°: 22, SEC ID N°: 23, SEC
ID No: 24,

Segun otra realizacién mas, la construccion de polinucleétido aislado esta seleccionada del grupo que consiste en:
SEC ID N°: 90, SEC ID N°: 91, SEC ID N°: 92.

Segun un quinto aspecto, la presente invenciéon proporciona un vector que comprende cualquiera de los
polinucleétidos anteriores.

Segun una realizacion, el vector comprende ademas al menos una secuencia de polinucledtidos que codifica un
componente seleccionado del grupo que consiste en: un promotor operativamente ligado al polinucleétido que
codifica el anticuerpo, uno o mas genes de resistencia, una secuencia de Kozak, un origen de replicacion, uno o mas
genes marcadores de seleccién, un elemento potenciador, terminador de la transcripcion, un péptido sefial, regiéon
constante kappa humana gendmica, regién constante IgG humana gendmica.

Segun otra realizacion, el vector es un plasmido o un virus. Preferentemente, el vector esta seleccionado del grupo
que comprende: pKN110, pG1D200, pG1KD210, pUC o pBR322.

Segun otra realizacion mas, el vector comprende la secuencia de polinucleétidos de SEC ID N°: 93.
Segun un sexto aspecto, la presente invencion proporciona una célula huésped que comprende el vector anterior.

Segun una realizacion, la célula huésped puede expresar un anticuerpo o fragmentos del mismo; o esta
seleccionada de eucariotas y procariotas; o esta seleccionada del grupo que consiste en: células CHO, CHOdhfr,
NSO, COS o COS7.

Segun un séptimo aspecto, la presente invencién proporciona una composicion farmacéutica que comprende como
principio activo el anticuerpo anterior o fragmentos de anticuerpos del mismo.

Segun una realizacion, la composicidon farmacéutica comprende ademas un vehiculo, diluyente o estabilizador
fisiolégicamente aceptable.

Segun un octavo aspecto, la presente invencion proporciona el uso del anticuerpo anterior o fragmentos de
anticuerpos para la preparacion de un medicamento para el tratamiento de cancer.

Segun una realizacion, el cancer esta seleccionado de melanoma, tumores de pulmén, cancer colorrectal o
metastasis hepatica.

Segun un noveno aspecto, la presente invencién proporciona el uso del anticuerpo monoclonal humanizado anterior
o fragmentos de anticuerpos para la preparacion de una composicién farmacéutica que comprende una cantidad
eficaz de dicho anticuerpo o fragmentos de anticuerpos para inducir actividad proliferativa, citolitica o estimulante de
linfocitos T CD4+.

Segun un décimo aspecto, la presente invencion proporciona el uso del anticuerpo monoclonal humanizado anterior
o fragmentos de anticuerpos para la preparacién de una composicion farmacéutica que comprende una cantidad
eficaz de dicho anticuerpo o fragmentos de anticuerpos para aumentar la supervivencia de linfocitos T CD4+
activados.

Segun una realizacién, la composicion farmacéutica se refiere al tratamiento de una deficiencia genética o
inmunitaria adquirida.

Segun otra realizacion, la composicion farmacéutica se refiere al tratamiento de las fases tempranas de infeccion por
el VIH.
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Segun otra realizaciébn mas, la composicion farmacéutica se refiere al tratamiento de SIDA (sindrome de
inmunodeficiencia adquirida).

Segun otra realizacion mas, la composicién farmacéutica se refiere al tratamiento de pacientes que tienen un
hemograma que muestra una disminucion en linfocitos T CD4+.

Segun un undécimo aspecto, la presente invencion proporciona un método para producir el anticuerpo anterior. El
método comprende las etapas de (i) transfectar una célula huésped con un vector que comprende una secuencia de
polinucleétidos que codifica dicho anticuerpo, o co-transfectar la célula huésped con 2 vectores que comprende cada
uno una secuencia de polinucleétidos que codifica las regiones de la cadena pesada o ligera de dicho anticuerpo; (ii)
cultivar la célula huésped de (i) de manera que se exprese dicho anticuerpo; y (iii) recuperar el anticuerpo del
huésped. Otros objetivos, caracteristicas y ventajas de la presente invencién seran evidentes a partir de la siguiente
descripcion detallada y reivindicaciones adjuntas.

Breve descripcion de los dibujos

La FIGURA 1 muestra las secuencias de ADN y de péptidos de la regién variable de la cadena ligera kappa (V)
del anticuerpo BAT-1 murino.

La FIGURA 2 representa las clases canoénicas de CDR en la regiéon Vi de BAT-1 murino. “Clases candnicas de
Chothia” indica donde se usaron las clases canénicas como se definen por Chothia y sus colaboradores (Chothia
et al., 1987, 1989, 1992 arriba; Tramontano et al., J. Mol. Biol. 215:175, 1990), mientras que “Clases canonicas
de Martin” significa donde se usaron las clases canénicas definidas por Martin y Thornton (Martin et al., J. Mol.
Biol. 263:800, 1996). Los residuos de FR estan marcados en negrita.

La FIGURA 3 presenta las secuencias de ADN y de péptidos de la region variable de la cadena pesada (V4) del
anticuerpo BAT-1 murino.

La FIGURA 4 representa las clases candnicas de CDR en la region V4 de BAT-1 murino. “Clases candnicas de
Chothia” indica donde se usaron las clases canénicas como se define por Chothia y sus colaboradores (Chothia
et al., 1987, 1989, 1992 arriba; Tramontano et al., arriba), mientras que “Clases canonicas de Martin” significa
donde se usaron las clases canonicas definidas por Martin y Thornton (Martin et al., arriba). Los residuos de FR
estan marcados en negrita.

La FIGURA 5 muestra las secuencias de aminoacidos de las diversas versiones de la regién Vk de BAT-1
humanizado que se proponen (SEC ID N°. 15-18). Si los residuos de la regién Vk de BAT-1 y la secuencia de la
regién Vk de TEL9 humano coinciden se muestra un punto [.]. Si no esta presente aminoacido en una posicion
de residuo especifica se muestra un guién [-]. Si se cambia un aminoacido en las FR de TEL9 en la regién Vk de
BAT-1 humanizado, se marca en negrita. Las CDR se describen por el uso de la nomenclatura [==L1==]. La
numeracion usada es segun Kabat (Kabat et al., Sequences of Proteins of Immunological Interest, Fifth Edition,
U.S. Department of Health and Human Services, U.S. Government Printing Office, 1991).

La FIGURA 6 presenta las secuencias de aminoacidos de las diversas versiones de la region Vy de BAT-1
humanizado que se proponen (SEC ID N°. 20-24). Si los residuos de la regién Vy de BAT-1 y la secuencia de la
regiéon Vy de hsighvl1295 humano coinciden se muestra un punto [.].Si no esta presente aminoacido en una
posicion de residuo especifica se muestra un guion [-]. Si se cambia un aminoacido en las FR de hsighv1295 en
la regién Vy de BAT-1 humanizado, se marca en negrita. Las CDR se describen por el uso de la nomenclatura
==H1==], mientras que [-----] indica parte del bucle estructural H1. La numeracién usada es segun Kabat (Kabat
et al., arriba).

La FIGURA 7 muestra las secuencias de ADN (SEC ID N°. 87) y de péptidos (SEC ID N°. 15) de la version A
(BATRka) de la region variable de la cadena ligera kappa humana remodelada del anticuerpo BAT-1
humanizado.

La FIGURA 8 muestra las secuencias de ADN (SEC ID N°. 88) y de péptidos (SEC ID N°. 16) de la version B
(BATRkg) de la region variable de la cadena ligera kappa humana remodelada del anticuerpo BAT-1
humanizado.

La FIGURA 9 presenta secuencias de ADN (SEC ID N°. 89) y de péptidos (SEC ID N°. 18) de la versién D
(BATRKkp) de la regién variable de la cadena ligera kappa humana remodelada del anticuerpo BAT-1
humanizado.

La FIGURA 10 es una representacion en diagrama de la construccion de vector pKN110-BATRKp.

La FIGURA 11 es una representacion en diagrama del casete de la cadena ligera de BAT-1 insertado en
vectores de expresion de la cadena ligera de BAT-1.

Las FIGURAS 12-14 no forman parte de la presente invencion.

La FIGURA 15 es una representacion en diagrama de la construccion de vector pG1D110.BAT-1.RHc.

La FIGURA 16 es una representacion en diagrama del casete de la cadena pesada de BAT-1 insertado en
vectores de expresién de la cadena pesada de BAT-1.

La FIGURA 17 es una representacion en diagrama del vector de expresion de mamifero de la cadena pesada de
la inmunoglobulina gamma-1 pG1D200.

La FIGURA 18 es una representacion en diagrama del vector de expresion individual pG1KD210.BAT-
1.RHC/RKD (SEC ID N°. 93).

La FIGURA 19 es una representacion en diagrama del casete de las cadenas pesadas y ligeras de
BATRkpo/BATRHc insertado en un vector de expresion individual para la expresion del anticuerpo BAT-1
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completo.

La FIGURA 20 muestra un ELISA de células de Daudi de la variante BATRHg/BATRkg humanizada contra el
anticuerpo BAT-1 quimérico.

La FIGURA 21 muestra un ELISA de células de Daudi de las variantes BATRHg/BATRka y BATRHA/BATRKA
humanizadas contra el anticuerpo BAT-1 quimérico.

La FIGURA 22 muestra un ELISA de células de Daudi de las variantes BATRHc/BATRKg Yy BATRHC/BATRKp
humanizadas contra el anticuerpo BAT-1 quimérico.

La FIGURA 23 muestra un ELISA de células de Daudi de la variante BATRHg/BATRKp humanizada contra el
anticuerpo BAT-1 quimérico.

La FIGURA 24 presenta curvas de union de dependencia de la dosis para células de Daudi del mAb BAT-1
murino y el mAb BATRHc/BATRKp y1 humanizado.

La FIGURA 25 ilustra la actividad antimetastasica dependiente de la dosis del mAb BATRHc/BATRkp y1 (hBAT)
humanizado en tumores de pulmén B16 murinos, con respecto al control (sin tratamiento) y al tratamiento con el
mAb BAT-1 murino original. Todos los tratamientos se administraron intravenosamente 14 dias después de la
inoculacion del tumor y los pulmones se examinaron 10 dias después del tratamiento.

La FIGURA 26 representa el efecto inhibidor del mAb BATRHc/BATRKp y1 humanizado sobre el melanoma
humano (SK-28) en ratones SCID injertados con linfocitos humanos. El efecto del BAT-1 humanizado sobre el
crecimiento tumoral se compara con el control (sin tratamiento) o tratamiento con el mAb BAT-1 murino (mBAT-
1).

La FIGURA 27 demuestra la actividad antimetastasica del mAb BATRHc/BATRKp y1 humanizado en un modelo
de tumor murino (HM7) implantado en ratones sin pelo BALB/c.

La FIGURA 28 muestra la co-localizacion del mAb BATRHc/BATRkp y1 humanizado (hBAT) con CD4 (A) y CD8
(B) determinado por citometria de flujo en linfocitos seleccionados.

La FIGURA 29 presenta la unién del mAb BATRHc/BATRKpyl humanizado a marcadores celulares CD19 (A) y
CD20 (B) de linfocitos B aislados de un donante normal.

La FIGURA 30 representa la unién del mAb BAT humanizado a linfocitos T CD4+ no activados (dia 0, A; dia 5,
C) y activados (2 dias, B; 5 dias, D)

La FIGURA 31 muestra la unién del mAb BAT humanizado a linfocitos T CD69" activados con perlas conjugadas
con anti-CD3 y anti-CD28 de un modo dependiente de la dosis (sin activacion, A; 0,25 pl, B; 0,5 pl, C).

La FIGURA 32 presenta la co-localizacion del mAb BATRHc/BATRkp yl1 humanizado con el marcador de
linfocitos T CD25 en un modo dependiente del tiempo: dia 0, A; dia 2 y dia 5 de activaciéon, B y D
respectivamente; dia 5 de no activacion, C.

La FIGURA 33 muestra la co-localizacion del mAb BATRHc/BATRKp y1 humanizado con marcador de ligando de
CD40 de linfocitos T en un modo dependiente del tiempo: dia 0, A; dia 1, dia 2 y dia 5 de activaciéon, B - C y E,
respectivamente; dia 5 de no activacion, D.

La FIGURA 34 describe el aumento inducido por hBAT en el nimero de células CD4+ viables, aisladas de dos
donantes separados (Ay B).

La FIGURA 35 presenta la unién de hBAT a lineas celulares de Daudi (A) y Jurkat (B).

La FIGURA 36 demuestra la uniéon de hBAT a PBL de pacientes con cancer.

Descripcion detallada de la invencion
I. Definiciones
Por comodidad, se exponen ciertos términos empleados en la memoria descriptiva, ejemplos y reivindicaciones.

El término “anticuerpo” se usa en el sentido mas amplio y especificamente cubre anticuerpos monoclonales
(incluyendo anticuerpos monoclonales de longitud completa) y fragmentos de anticuerpos, mientras que presenten la
actividad biologica deseada. “Fragmentos de anticuerpos” comprenden una porcién de un anticuerpo de longitud
completa, generalmente la region de unién al antigeno o variable del mismo. Ejemplos de fragmentos de anticuerpos
incluyen fragmentos Fab, Fab', F(ab"), y Fv; diacuerpos; anticuerpos lineales; moléculas de anticuerpo
monocatenario; y anticuerpos multiespecificos formados a partir de fragmentos de anticuerpos.

El término “anticuerpo monoclonal”, como se usa en el presente documento, se refiere a anticuerpos que son
altamente especificos, estando dirigidos contra un Unico sitio antigénico. Los anticuerpos monoclonales que van a
usarse segun la presente invencion puede prepararse por métodos de ADN recombinante (véase, por ejemplo, la
patente de EE.UU. 4.816.567 de Cabilly et al.).

El término residuos de “region estructural” o “FR” son aquellos residuos del dominio variable distintos de los residuos
de la region hipervariable como se define en el presente documento. El término “regién hipervariable”, cuando se
usa en el presente documento, se refiere a los residuos de aminoéacidos de un anticuerpo que son responsables de
la unién al antigeno. La regién hipervariable comprende residuos de aminoacidos de una “regién determinante de la
complementariedad” o “CDR”. Las CDR son principalmente responsables de unirse a un epitope de un antigeno. El
grado de FR y CDR se ha definido con precision (véase, Kabat et al., arriba).
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Como se usa en el presente documento, el término “anticuerpo humanizado” se refiere a un anticuerpo que
comprende una region estructural de un anticuerpo humano y una o mas CDR de una inmunoglobulina no humana
(normalmente un ratén o rata). Partes de una inmunoglobulina humanizada, excepto posiblemente las CDR, son
sustancialmente idénticas a partes correspondientes de secuencias de inmunoglobulina humana naturales. Y, lo que
es mas importante, se espera que el anticuerpo humanizado se una al mismo antigeno que el anticuerpo donante
qgue proporciona las CDR. Para mas detalles véase, por ejemplo, la patente de EE.UU. N° 5.225.539 asignada a
Medical Research Council, RU.

La expresion “anticuerpo humano” pretende significar un anticuerpo codificado por un gen que en realidad se
produce en una variante humana, o un alelo, o mutante de la misma.

Como se usa en el presente documento, el término inmunoglobulina “donante” o “parental” se refiere a la
inmunoglobulina no humana que proporciona las CDR.

Como se usa en el presente documento, el término inmunoglobulina “aceptora” se refiere a la inmunoglobulina
humana que proporciona la region estructural.

El término “vector de expresién”, como se usa en el presente documento, se refiere a una molécula de ADN
recombinante que contiene una secuencia codificante deseada y secuencias de acidos nucleicos apropiadas
necesarias para la expresion de la secuencia codificante operativamente ligada en una célula huésped particular. Se
contempla que la presente invencién engloba vectores de expresién que se integran en genomas de la célula
huésped, ademas de vectores que siguen sin integrarse en el genoma huésped.

El término “células genéticamente modificadas”, como se denomina en el presente documento, se refiere a células
que estan transfectadas o infectadas por un vector, como se ejemplifica por un virus que codifica un polipéptido de
interés, pudiendo dichas células expresar dicho polipéptido. Particularmente en el contexto de la presente invencion,
las células genéticamente modificadas pueden expresar y secretar el anticuerpo de la invencién.

El término “transfeccion” se refiere a la introduccion de ADN en una célula huésped. Se contempla que las
secuencias codificantes pueden expresarse en células transfectadas. Numerosos métodos de transfeccion son
conocidos para el experto habitual, por ejemplo, CaPO, y electroporacion.

El término “efecto antitumoral”, como se usa en el presente documento, se refiere a un efecto biolégico que puede
manifestarse por una disminucion en el volumen del tumor, una disminucién en el nimero de células tumorales, una
disminucion en el numero de metéastasis, un aumento en la esperanza de vida, o mejora de diversos sintomas
fisiolégicos asociados a la afeccion cancerosa. También puede manifestarse un “efecto antitumoral” por la capacidad
del anticuerpo de la invencion en la prevencion de la aparicion del tumor en primer lugar. Dadas sus propiedades, el
anticuerpo de la invencién puede usarse tanto en el tratamiento de cancer agudo, ademas de en la profilaxis del
cancer.

En el presente documento, el término “excipiente” se refiere a una sustancia inerte afiadida a una composicion
farmacéutica para facilitar adicionalmente la administracion de un compuesto. Ejemplos, sin limitacion, de
excipientes incluyen carbonato célcico, fosfato de calcio, diversos azlcares y tipos de almidon, derivados de
celulosa, gelatina, aceites vegetales y polietilenglicoles. Las composiciones farmacéuticas también pueden incluir
uno o0 mas principios activos adicionales.

El término “reacciéon en cadena de la polimerasa” (“PCR”) se refiere a los métodos desvelados en las patentes de
EE.UU. N° 4.683.195; 4.683.202 y 4.965.188.

Il. Modos preferidos para llevar a cabo la invenci6 n
a. Preparacion de anticuerpos

Con el fin de humanizar el anticuerpo BAT-1, se prepara el material de partida del anticuerpo no humano,
concretamente mBAT-1, siguiendo el disefio y la preparacion de las variantes humanizadas. Algunos aspectos de la
presente invencion, que incluyen la seleccion de un dominio variable de anticuerpo no humano donante, humanizar
una secuencia de genes del anticuerpo y producir un anticuerpo humanizado deseado, se describen en las
siguientes secciones.

(i) Preparacion del anticuerpo no humanizado

El anticuerpo monoclonal BAT-1 murino se describié previamente en la patente de EE.UU. 5.897.862. Por
consiguiente, una linea celular de hibridoma representativa que produce anticuerpos BAT-1 murinos monoclonales
se deposito en la Colecciéon Nacional de Cultivos de Microorganismos (CNCM), Institute Pasteur, 25, Rue du Docteur
Roux, 75724, Paris, Cedex 15, bajo el acceso de depdsito N° 1-1397, el 28 de enero de 1994.
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Alternativamente, el anticuerpo BAT-1 yl/k quimérico como se produce a partir de BAT-1 murino puede usarse para
la preparacion de un BAT-1 humanizado. El anticuerpo BAT-1 quimérico y su produccion se han descrito en la
solicitud PCT N° WO 00/58363.

(ii) Estrategia de disefio del anticuerpo humanizado

La presente invencion desvela procedimientos para la humanizacién del anticuerpo BAT-1 mediante un proceso en
el que el anticuerpo donante, preferentemente anticuerpo de ratdn, se convierte en un anticuerpo tipo humano
combinando las CDR del anticuerpo donante con una regién estructural humana. En ciertas realizaciones, puede
desearse generar variantes de la secuencia de aminoacidos del anticuerpo humanizado, particularmente si éstas
mejoran la afinidad de unién u otras propiedades del anticuerpo humanizado. Se describen en detalle los métodos
aplicados para seleccionar sitios para la sustitucion, insercién o delecion, de tanto el anticuerpo BAT-1 donante
como el anticuerpo aceptor humano seleccionado, que incluyen la seleccion de anticuerpos humanos aceptores. El
amplio andlisis y pautas para la humanizacion de anticuerpos que se proporcionan en el presente documento mas
adelante no se desvela en la técnica anterior y es crucial para la preparacion de un anticuerpo alterado activo.

El disefio de un anticuerpo humanizado se inicia preferentemente por el analisis de secuencias de las cadenas
pesadas y ligeras de la region variable del anticuerpo no humano, también denominadas en lo sucesivo V4 y Vi,
respectivamente. Tal andlisis incluye una comparacion entre la secuencia de aminoacidos de V. y Vu del anticuerpo
no humanizado y otras regiones variables de raton. En una realizacion preferida, la comparacion puede realizarse
adicionalmente con secuencias consenso de los subgrupos en los que las regiones variables se subdividieron en la
base de datos de Kabat (Kabat et al., arriba). La clasificacion de los diferentes elementos de la region variable facilita
la seleccién de regiones variables de inmunoglobulina que son similares a V. y Vy del anticuerpo no humanizado de
la presente invencion y se resuelven estructuralmente.

La seleccion de la region variable de la cadena ligera kappa humana, también denominada en lo sucesivo Vk, y de
Vu que servirian de base de la regién variable del anticuerpo humanizado, también denominado un anticuerpo
aceptor, se inicia preferentemente clasificando V. y V4 del anticuerpo no humano segun secuencias consenso de
inmunoglobulinas humanas. Particularmente, V, del anticuerpo no humanizado se compara con y, por consiguiente,
se clasifica segun las secuencias consenso de los cuatro subgrupos de la regién variable de la cadena ligera kappa
humana como se definen por Kabat (Kabat et al., arriba). Similarmente, Vy del anticuerpo no humanizado se
compara y se clasifica segin las secuencias consenso de los tres subgrupos de la regién variable de la cadena
pesada humana.

La seleccion de Vk y Vi humanas aceptoras avanza preferentemente realizando una comparacioén entre V. y Vy del
anticuerpo no humano parental de la invencion y todos los ejemplos registrados de secuencias individuales de
regiones variables humanas publicamente disponibles. Una VK y Vi humana apropiada se selecciona basandose en
la coincidencia méas préxima con el anticuerpo no humano parental.

El andlisis de las secuencias de los anticuerpos donantes y humanizados y la referencia a modelos moleculares
apropiados puede ayudar a distinguir qué residuos podrian estar implicados en la union al antigeno o mantenimiento
de la estructura del anticuerpo apropiada y qué residuos deben eliminarse o sustituirse con el fin de mejorar la
estructura del anticuerpo humanizado.

Asi, se preparan modelos moleculares de las regiones variables de tanto los anticuerpos no humanos como
humanizados para ayudar en el disefio del anticuerpo humanizado. El modelado de estas estructuras se basa en las
clasificaciones de elementos de la region variable que se determinaron en el procedimiento de andlisis y pueden
obtenerse, por ejemplo, usando homologia y técnicas desde el principio. Las estructuras cristalograficas de rayos X
correspondientes pueden obtenerse de las base de datos de Brookhaven.

Los elementos dentro de la regién variable del anticuerpo no humano de la invencion, tales como FR, CDR y
estructuras de bucle, se modelan en elementos de regiones variables de inmunoglobulina, similares,
estructuralmente resueltas. Se identifican choques estéricos en los modelos y, por consiguiente, se seleccionan
cadenas laterales desapareadas para la sustitucién. Un enfoque particularmente preferido para la conformacién
estructural incluye la clasificacion de los elementos estructurales segun clases candnicas basadas en aquellas
descritas por Chothia y sus colaboradores (Chothia et al., 1987, 1989, 1992 arriba; Tramontano et al., arriba). Un
enfoque preferido para la prediccion de estructura incluye una blasqueda en bases de datos o blisqueda CONGEN
(Bruccoleri, R.E. et al., Biopolymers 26:137, 1987). Las VK y V4 humanas seleccionadas que servirian de base del
anticuerpo humanizado se modelan similarmente y sus secuencias de aminoacidos se estudian para determinar si
es probable que cualquiera de sus residuos influya adversamente en la especificidad de union.

La minimizacion de energia se aplica preferentemente después de ajustar los modelos para choques estéricos
obvios. La minimizacion de energia se implemente aqui tanto para aliviar contactos atdomicos desfavorables como
para optimizar la interaccién de van der Waals y electrostatica.
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Como resultado del procedimiento de disefio anterior, las variantes del anticuerpo humanizado de BAT-1 pueden
comprender residuos de aminoacidos adicionales, o conservativos sustituidos, que no se encuentran en el
anticuerpo receptor o en el anticuerpo donante. También puede aplicarse la delecion de residuos de aminoacidos
incluidos en los anticuerpos aceptores u originales donantes. Estas modificaciones se hacen para refinar el
rendimiento de los anticuerpos y sustancialmente no tienen efecto sobre la union al antigeno u otras funciones de
inmunoglobulina. Los sitios de mayor interés para las modificaciones incluyen los bucles hipervariables, pero
también se contemplan alteraciones de FR. Los residuos de la regién hipervariable o residuos de FR implicados en
la unién al antigeno generalmente estan sustituidos de una forma relativamente conservativa. Las sustituciones
conservativas que pueden aplicarse en la presente invencion comprenden las siguientes opciones: Val, lle; Ser, Thr;
Lys, Arg; Phe, Tyr; Trp, Leu; Asp, Ser; Cys, Thr; GIn, Lys; Val, Ala; Asn, Ser; Thr, Asn.

(iii) Construccion de variantes de anticuerpos humanizados

Generalmente, las variantes del anticuerpo BAT-1 se preparan convencionalmente en cultivo celular recombinante,
como se describe en mas detalle mas adelante. Se prefiere la sintesis recombinante aqui, pero se conoce preparar
péptidos por sintesis quimica o purificarlos a partir de fuentes naturales.

Los expertos en la materia conocen técnicas de biologia molecular y protocolos de injerto de CDR adecuados para
llevar a cabo la invencién como se describe en el presente documento. En numerosos manuales y publicaciones
primarias, que incluyen, entre otros, Sambrook et al., (Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 22 Ed., Cold Spring
Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, Nueva York, 1989); Ausubel et al., (Protocols In Molecular Biology,
Green Publishing Associates and Wiley-Interscience, John Wiley and Sons, Nueva York 1987, 1988, 1989); patentes
de EE.UU. n°®5.225.539 y 5.585.089, se describen ensefianzas adecuadas.

Las secuencias de aminoacidos de las CDR de la cadena ligera y pesada de BAT-1 se identifican e ilustran en el
presente documento en las FIG. 5y 6: CDRy1 (SEC ID N°. 9 y SEC L1 en FIG. 5): SARSS VSYMH; CDR2 (SEC ID
N°. 10 y SEC L2 en FIG. 5): RTSNL AS; CDR.3 (SEC ID N°. 11y SEC L3 en FIG. 5): QQRSS FPLT; CDRw1 (SEC ID
N°. 12 y SEC H1 en FIG,6): NYGMN; CDRy2 (SEC ID N°. 13 y SEC H2 en FIG. 6): WINTD SGEST YAEEF KG;
CDRu3 (SEC ID N°. 14 y SEC H3 en FIG. 6): VGYDA LDY.

Usando estas secuencias de aminoacidos, los oligonucleétidos que codifican estas CDR pueden sintetizarse para su
uso en la presente invencién. Por tanto, los oligonucledtidos pueden contener nucleétidos, ademas de aquellos de
CDR de BAT-1, para, por ejemplo, facilitar la clonacion o para introducir sitios de restriccién. Técnicas de sintesis de
oligonucleétidos adecuadas para este aspecto de la invencidon son muy conocidas para el experto y pueden llevarse
a cabo usando cualquiera de varios sintetizadores automatizados comercialmente disponibles. Ademas, los ADN
que codifican las CDR expuestas en el presente documento pueden obtenerse mediante los servicios de
proveedores de sintesis de ADN comercial. Asi, no es necesario reclonar CDR de BAT-1 de una fuente natural.

Las CDR de mBAT-1 se injertan en un anticuerpo humano para producir las variantes de BAT-1 humanizado. Se
entendera que anticuerpo humano en este contexto se refiere a cualquier anticuerpo que se produzca en un
anticuerpo humano o manipulado que se ha disefiado, en algun respecto, para ser compatible con el sistema
inmunitario humano. Particularmente preferidos para este fin son los anticuerpos que, ampliamente, no generan una
respuesta inmunitaria adversa en un paciente.

Para construir anticuerpos BAT-1 humanizados con CDR injertadas, los oligonucleétidos que codifican las CDR de
BAT-1 pueden integrarse en otros ADN que codifican cadenas pesadas y ligeras del anticuerpo y fragmentos del
mismo, usando técnicas recombinantes muy conocidas tales como aquellas descritas en las referencias anteriores.
Particularmente, las CDR de BAT-1 pueden introducirse en practicamente cualquier conjunto de FR segun la
presente invencién. Esta disponible una variedad de genes de anticuerpos humanos en forma de depésitos
publicamente accesibles y pueden sintetizarse genes de anticuerpos adecuados a partir de estas secuencias de la
misma forma que se ha descrito anteriormente. Técnicas preferidas empleadas a este respecto, para clonar y
manipular polinucledtidos, se ilustran por los métodos y ejemplos expuestos.

Las secuencias de aminoacidos de mBAT-1 y FR de la cadena ligera (FIG. 5) y pesada (FIG. 6) de BAT-1
remodelado y FR modificadas se identifican en el presente documento: FRy ;1 (SEC ID N°. 1): EIVLT QSPSS LSASV
GDRVT ITC; FRL2 (SEC ID N°. 2): WXaaQQK PGKAP KLXbbl Y, en la que Xaa=F, Yy Xbb =W, L; FR 3 (SEC ID
N°. 3): GVPSR FSGSG SGTXaaXbb XccLTIN SLQPE DFATY YC,enlaque Xaa=D, S; Xbb=Y,Fy Xcc=C, T,
FRLs (SEC ID N°. 4): FGGGT KLEIK; FRu1 (SEC ID N°. 5): QXaaQLV QSGSE LKKPG ASVKI SCKAS GYXbbFXcc,
enlaque Xaa=1,V; Xbb =T, S; Xcc =T, S; FRu2 (SEC ID N°. 6): WVXaaQA PGQGL XbbWMG, en la que Xaa =
R,K; Xbb = Q, K; FRu3 (SEC ID N°. 7): RFXaaFS LDTSV XbbTAIL QITSL XccAEDT GMYFC XddXee, en la que Xaa
=V, A; Xbb =N, S; Xcc =T, N; Xdd =V, A; Xee = R, K; FRu4 (SEC ID N°. 8): WGQGT LVTVS S.

Pueden usarse oligonucleétidos que codifican las CDR de BAT-1 y/o residuos de FR especificos originados a partir
de anticuerpos humanos para introducir codones en el ADN que codifica Vk 0 Vy de las variantes de BAT-1
humanizado. Segun este aspecto de la invencion, los codones adicionales pueden incluir aquellos no derivados de
CDR de BAT-1, ademas de aquellos que constituyen la CDR. Estas bases adicionales pueden incluirse para facilitar
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la union de la CDR a las FR de una fuente heteréloga. Pueden comprender sitios de restriccion o regiones
complementarias que se solapan para este fin. Los moldes de ADN normalmente son vectores de ADN
monocatenario (ADNmc).

Las CDR de las cadenas pesadas y ligeras de BAT-1 también pueden modificarse particularmente después de la
incorporacioén en un anticuerpo humanizado usando técnicas de ADN recombinante muy conocidas para delecionar,
insertar y alterar bases en un ADN o ARN clonado o sintético. Técnicas de mutagénesis especificas de sitio
adecuadas para este fin son muy conocidas para aquellos expertos en la materia, y se ilustran en las anteriores
referencias sobre técnicas de ADN recombinante. Estos métodos pueden usarse para introducir practicamente
cualquier alteracion deseada en polinucleétidos que codifican las CDR de BAT-1 o en otras regiones de un gen de la
cadena pesada o ligera cerrada.

La sintesis de ADN bicatenarios mas largos a partir de ADN monocatenarios mas cortos que se solapan, es muy
conocida para los expertos en la materia. Asimismo, es muy conocida la unién extremo a extremo de ADN, que
incluye ADN de extremos romos y aquellos con extremos complementarios que se solapan al menos parcialmente.
Estas técnicas se ilustran en las anteriores referencias, por ejemplo, sobre técnicas de ADN recombinante.

La construccion de todas las versiones de la regién variable de BAT-1 humano se lleva a cabo preferentemente
como se describe por Stemmer (Stemmer et al., GENE 164:49, 1995). Esencialmente, este método se vio favorecido
por la sintesis de secuencias de ADN largo a partir de grandes nimeros de oligodesoxirribonucleétidos (oligos). El
método se basa en ADN polimerasa usando técnica de PCR convencional, para construir fragmentos de ADN cada
vez mayores durante el proceso de ensamblaje. Una vez se sintetiza el nuevo gen de la region variable, se subclona
preferencialmente en un vector que se transforma en células competentes como se ha descrito en las referencias
anteriores. Pueden identificarse clones positivos putativos por cribado por PCR usando cebadores apropiados y/o
por digestion con restriccién. Clones individuales seleccionados de los clones positivos confirmados pueden
secuenciarse en ADN bicatenario (ADNbc). Preferentemente, los ADNbc resultantes pueden volver a comprobarse
para errores inducidos por PCR, por secuenciacion, y corregirse subclonando fragmentos correctos de otros clones.

El ADN de clones seleccionados, del clon positivo confirmado, que contiene Vk o Vy humanizadas de la variante de
BAT-1 puede insertarse directamente en vectores de expresion que comprenden regiones constantes ligeras y
pesadas humanas, respectivamente. Una vez se ha ensamblado el ADN que codifica la variante de anticuerpo
completa con CDR injertadas de BAT-1 humanizado, o las regiones de la cadena ligera o pesada del anticuerpo
BAT-1 humanizado con CDR injertadas, puede insertarse en un vector para la propagacion y expresion por técnicas
convencionales. De este modo pueden obtenerse cantidades deseadas del anticuerpo.

(iv) Expresion de variantes del anticuerpo BAT-1 humanizado

La invenciéon también proporciona secuencias de polinucleétidos aisladas que codifican el anticuerpo BAT-1
humanizado completo, la cadena ligera completa o region variable, cadena pesada completa o secuencia de la
regién variable, ademas de vectores y células huésped que comprenden el acido nucleico codificante.

Para la produccién recombinante del anticuerpo BAT-1, la secuencia de polinucleétidos que codifica dicho
anticuerpo, o sus fragmentos, se aisla y se inserta en un vector replicable para clonacién adicional, amplificaciéon o
para la expresion. El ADN que codifica el anticuerpo se aisla facilmente y se secuencia usando procedimientos
convencionales (por ejemplo, usando sondas de oligonucle6tidos que pueden unirse especificamente a genes que
codifican las cadenas pesadas y ligeras del anticuerpo). Estan disponibles muchos vectores que generalmente
incluyen, pero no se limitan a, uno o mas de los siguientes: una secuencia sefial, un origen de replicacién, uno o
mas genes marcadores, un elemento potenciador, un promotor y una secuencia de terminacién de la transcripcion.

Para la expresion, el polinucleétido que codifica el anticuerpo BAT-1 humanizado, o fragmentos del mismo, puede
clonarse en un vector de expresion. Tales vectores son muy conocidos para aquellos expertos en la materia. Una
secuencia de control de la expresion, tal como una inmunoglobulina o promotor viral, se introduce en la direcciéon 5’
del polinucleétido. Marcadores de seleccién tales como el gen dhfr, u otro marcador de seleccién adecuado muy
conocido para aquellos expertos en la materia, estan incluidos en el vector para permitir la seleccién de células
huésped que estan expresando dicho polinucledétido incluido en el vector.

La célula huésped puede producir endégenamente anticuerpos, mientras que en una alternativa, la célula se
modifica genéticamente para producir anticuerpos. Ejemplos de células que producen endégenamente anticuerpos
incluyen, pero no se limitan a, hibridomas, linfomas, plasmacitomas y células transformadas en VEB. Una célula
puede modificarse genéticamente para producir anticuerpos por métodos convencionales, tales como por
transfeccién con un vector que codifica una molécula de anticuerpo.

En uso, el vector de expresion que comprende el polinucleétido que codifica el anticuerpo BAT-1 humanizado, o
fragmentos del mismo, se transfecta en células. Los métodos de transfeccién son muy conocidos en la técnica y
tales métodos son adecuados para empleo en la presente invencién. Las células que expresan el vector de
expresion se seleccionan usando el marcador de seleccion incorporado en el vector de expresion o un vector usado
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para la co-transfeccion. Las células que expresan el anticuerpo pueden cribarse por ensayo inmunoabsorbente
ligado a enzimas (ELISA) u otros métodos adecuados muy conocidos para aquellos expertos en la materia.

Las variantes del anticuerpo BAT-1 humanizado se introducen en una célula huésped por transfeccién de un vector
qgue comprende polinucleétido que codifica el fragmento completo o Fv del anticuerpo. Las variantes del anticuerpo
BAT-1 humanizado también se introducen en células huésped por co-transfeccion de: (i) un vector que comprende
polinucleétido que codifica la region variable o completa de la cadena ligera del anticuerpo y (ii) un vector que
comprende polinucleétido que codifica la region variable o completa de la cadena pesada del anticuerpo.

El anticuerpo de la invencién puede producirse por una transfeccién de un Unico vector que comprende secuencias
de polinucledtidos que codifican las regiones variables ligeras y pesadas del anticuerpo. Este vector puede
comprender ademas dos promotores, cada uno operativamente ligado a la secuencia de polinucleétidos que codifica
las regiones de la cadena ligera y de la cadena pesada de BAT-1 remodelado. La expresion resultante del
anticuerpo BAT-1 es superior a su expresion tras la co-transfeccién con dos vectores, que codifica cada uno las
regiones de la cadena ligera o de la cadena pesada, del anticuerpo, mientras que la transfeccién y co-transfeccion
se realizan en una célula huésped similar.

Las variantes del anticuerpo BAT-1 humanizado pueden expresarse en cualquier tipo de célula adecuado, que
incluye, pero no se limita a, células de mamifero, aviares, de insecto, bacterianas o de levadura. Ejemplos de células
de mamifero incluyen, pero no se limitan a, células humanas, de conejo, de roedor (por ejemplo, ratén, rata) y
bovinas. La célula puede ser una célula de mieloma, una célula de ovario de hamster chino (CHO), célula COS,
célula COS?7 o fibroblasto.

Pueden cultivarse lineas celulares productoras de anticuerpo usando técnicas muy conocidas para el experto. Tales
técnicas se describen en una variedad de manuales de laboratorio y publicaciones primarias. Por ejemplo, técnicas
adecuadas para su uso en la invencion como se describe mas adelante se describen en Current Protocols in
Immunology, Coligan et al., (Green Publishing Associates and Wiley-Interscience, John Wiley & Sons, N.Y. 1991).

Los anticuerpos monoclonales humanizados de la invencién pueden congelarse o liofilizarse para el almacenamiento
y reconstituirse en un vehiculo adecuado antes de uso. Se ha mostrado que esta técnica es eficaz con
inmunoglobulinas convencionales y pueden emplearse técnicas de liofilizacién y reconstitucion conocidas en la
materia. Se apreciara por aquellos expertos en la materia que la liofilizacion y reconstitucion puede conducir a
grados variables de pérdida de actividad del anticuerpo y que los niveles de uso pueden tener que ajustarse para
compensarse.

(v) Purificacion del anticuerpo BAT-1 humanizado

Usando técnicas recombinantes, el anticuerpo puede producirse intracelularmente, en el espacio periplasmico, o
directamente secretarse en el medio. Si el anticuerpo se produce intracelularmente, como primera etapa, se elimina
el residuo en particulas, tanto células huésped como fragmentos lisados, por ejemplo, por centrifugacién o
ultrafiltracion. Carter et al. (Biotechnology 10:163, 1992) describen un procedimiento para aislar anticuerpos que son
secretados al espacio periplasmico de E. coli. Brevemente, se descongela pasta de células en presencia de acetato
sédico (pH 3,5), EDTA y fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF) durante aproximadamente 30 min. Los residuos
celulares pueden eliminarse por centrifugacion.

El anticuerpo de la invencién puede secretarse en el medio, sobrenadantes de tales sistemas de expresion se
concentran generalmente primero usando un filtro de concentracion de proteina comercialmente disponible, por
ejemplo, una unidad de ultrafiltracion Amicon o Millipore. Puede incluirse un inhibidor de la proteasa en cualquiera de
las etapas anteriores para inhibir la protedlisis y pueden incluirse antibidticos para prevenir el crecimiento de
contaminantes adventicios.

La composicion de anticuerpo preparada a partir de las células puede purificarse usando métodos muy conocidos en
la técnica, por ejemplo, cromatografia en hidroxiapatita, electroforesis en gel, didlisis y cromatografia de afinidad,
siendo la cromatografia de afinidad particularmente con proteina A una técnica de purificacion preferida. La matriz a
la que el ligando de afinidad esta unida es casi siempre agarosa, pero estan disponibles otras matrices. Matrices
mecanicamente estables, tales como vidrio de poro controlado o poli(estirenodivinil)benceno, permiten velocidades
de flujo mas rapidas y tiempos de procesamiento mas cortos que los que pueden lograrse con agarosa. Si el
anticuerpo comprende un dominio Cy3, la resina Bakerbond ABX™ (J. T. Baker, Phillipsburg, N.J.) es util para la
purificacién. También estan disponibles otras técnicas para la purificacion de proteinas tales como fraccionamiento
sobre una columna de intercambio iénico, precipitacion con etanol, HPLC de fase inversa, cromatografia sobre silice,
cromatografia sobre heparina SEPHAROSE™, cromatografia sobre una resina de intercambio aniénico o catiénico
(tal como una columna de acido poliaspartico), cromatoenfoque, SDS-PAGE y precipitacion con sulfato de amonio,
dependiendo del anticuerpo a recuperar.
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(vi) Depésito de linea celular

Los anticuerpos monoclonales BAT humanizados pueden ser idénticos en su funcion o actividad a aquellos
producidos por células depositadas bajo ATCC n° (PTA-5189), el 9 de mayo de 2003.

Ill. Farmacologia
(i) Composiciones farmacéuticas
La invencion también proporciona una composicion que comprende el anticuerpo de la invencion.

Segun otra realizacién, la presente invencién proporciona una composicion farmacéutica que comprende como
principio activo el anticuerpo de la invencién. Dichas composiciones pueden estar en cualquier forma farmacéutica
adecuada para administracion a un paciente, que incluye, pero no se limitan a, disoluciones, suspensiones, polvos
liofilizados para reconstitucion con un vehiculo adecuado o dilucién antes de uso, capsulas y comprimidos. Las
composiciones farmacéuticas desveladas en la presente invencidon pueden comprender ademas cualquier diluyente
o vehiculo farmacéuticamente aceptable para proporcionar un conjugado fisiolégicamente aceptable que comprende
los anticuerpos con agentes terapéuticos para diagnéstico, pronéstico y terapia, entre otros.

Las composiciones farmacéuticas de la presente invencion pueden fabricarse por procesos muy conocidos en la
técnica, por ejemplo, por medio de procesos convencionales de mezcla, disolucién, granulacion, molienda,
pulverizacion, preparacion de comprimidos recubiertos de azUcar, trituracién, emulsién, encapsulacion, atrapamiento
o liofilizacion.

Las composiciones farmacéuticas para su uso segun la presente invencion pueden asi formularse de manera
convencional usando uno o mas vehiculos fisiolégicamente aceptables que comprenden excipientes y auxiliares,
que facilitan el procesamiento de los compuestos activos en preparaciones que pueden usarse farmacéuticamente.
La formulacién apropiada depende de la via de administracion elegida.

Para inyeccion, los compuestos de la invencion pueden formularse en disoluciones acuosas, preferentemente en
tampones fisiolégicamente compatibles tales como disolucion de Hank, disolucion de Ringer, o tampdn salino
fisiolégico. Para administracion transmucosa, en la formulacién se usan penetrantes apropiados para la barrera que
va a atravesarse. Tales penetrantes, por ejemplo polietilenglicol, son generalmente conocidos en la técnica.
Composiciones farmacéuticas que pueden usarse por via oral incluyen capsulas duras.

Para administracién por inhalacién, las moléculas para su uso segln la presente invencidén se administran
convenientemente en forma de una presentacion de espray en aerosol de un envase presurizado o un nebulizador
con el wuso de wun propulsor apropiado, por ejemplo, diclorodifluorometano, triclorofluorometano,
diclorotetrafluoroetano o diéxido de carbono. En el caso de un aerosol presurizado, la unidad de dosificacion puede
determinarse proporcionando una valvula para administrar una cantidad dosificada. Pueden formularse capsulas y
cartuchos de, por ejemplo, gelatina para su uso en un inhalador o insuflador, que contienen una mezcla en polvo del
polipéptido y una base de polvo adecuada tal como lactosa o almidén.

Composiciones farmacéuticas para administracion parenteral incluyen disoluciones acuosas de los principios activos
en forma soluble acuosa. Adicionalmente, las suspensiones de los compuestos activos pueden prepararse como
suspensiones para inyeccion acuosas apropiadas. Vehiculos naturales o sintéticos adecuados son muy conocidos
en la técnica. Opcionalmente, la suspension también puede contener estabilizadores o agentes adecuados, que
aumentan la solubilidad de los compuestos, para permitir la preparacion de disoluciones altamente concentradas.
Alternativamente, el principio activo puede estar en forma de polvo para reconstitucion con un vehiculo adecuado,
por ejemplo, agua libre de pirégenos estéril, antes de uso.

Composiciones farmacéuticas adecuadas para su uso en el contexto de la presente invencion incluyen
composiciones en las que los principios activos estan contenidos en una cantidad eficaz para lograr el fin previsto.
Todas las formulaciones para administracion deben estar en dosificaciones adecuadas para la via de administracion
elegida. Mas especificamente, una dosis “terapéuticamente eficaz” significa una cantidad de un compuesto eficaz
para prevenir, aliviar o mejorar los sintomas de una enfermedad del sujeto que esta tratandose. La determinacion de
una cantidad terapéuticamente eficaz esta perfectamente dentro de la capacidad de aquellos expertos en la materia,
especialmente en vista de la divulgacion detallada proporcionada en el presente documento.

La toxicidad y eficacia terapéutica de las composiciones descritas en el presente documento puede determinarse
mediante procedimientos farmacéuticos convencionales en cultivos celulares o animales experimentales, por
ejemplo, determinando la Clsp (la concentracion que proporciona el 50 % de inhibicién) y la dosis tolerada maxima
para un compuesto objeto. Los datos obtenidos de estos ensayos de cultivo celular y estudios en animales pueden
usarse en la formulacién de un intervalo de dosificacion para su uso en el ser humano. La dosificacién puede variar
dependiendo de la forma de dosificacion empleada y la via de administracion utilizada. La formulacion exacta, via de
administracion y dosificacion pueden elegirse por el médico individual en vista de la afeccién del paciente.
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Dependiendo de la gravedad y sensibilidad de la afeccién que va a tratarse, la dosificacion también puede ser una
administracion Unica de una composicion de liberacion lenta, durante el ciclo de tratamiento de varios dias a varias
semanas o hasta que la cura se efectle o se logre la diminucion del estado de enfermedad. La cantidad de una
composicion que va a administrarse dependerd, por supuesto, del sujeto que esta tratandose, la gravedad de la
afliccion, el modo de administracion, el criterio del médico que receta, y todos los otros factores relevantes.

(i) Aspectos terapéuticos

Se ha encontrado que un anticuerpo monoclonal segun la invencion provoca efectos antitumorales en una variedad
de tumores. Dentro del alcance de la presente invencion, el novedoso hBAT-1 puede usarse en el tratamiento de
tumor. Debe entenderse que el término “cantidad eficaz” significa una cantidad de un anticuerpo requerida para
lograr un efecto terapéutico. La cantidad eficaz requerida para lograr el resultado final terapéutico puede depender
de varios factores que incluyen, por ejemplo, el tipo de tumor y la gravedad de la afeccién del paciente (es decir, el
estado canceroso), y si el anticuerpo se co-administra junto con otro agente que actda junto con el anticuerpo en una
manera aditiva o sinérgica. El anticuerpo puede administrarse o bien tras la deteccion de tumores primarios o
secundarios en el sujeto, o bien como terapia preventiva de un sujeto que tiene un alto riesgo de desarrollar
canceres, tal como un individuo expuesto a radiacion o aquel que tiene una predisposicidn genética.

La administracion de dichas composiciones puede lograrse normalmente por medio de administracion parenteral,
por ejemplo, intravenosamente (i.v.), intraperitonealmente (i.p.) o intramuscularmente (i.m.). Los métodos de
tratamiento pueden comprender composiciones farmacéuticas de los anticuerpos segun la invencion.
Alternativamente o adicionalmente, los métodos de tratamiento pueden incluir terapia celular, ex vivo o in vivo, en la
gue las células son autélogas o alégenas.

Con el fin de reforzar la actividad antitumoral del anticuerpo, es a veces ventajoso administrar el anticuerpo de la
invencién junto con, antes de, o tras, la administracion de otros agentes, que pueden actuar en modo aditivo o
sinérgico con él. Ejemplos comprenden diversas citocinas, que incluyen, pero no se limitan a, IL-1 (interleucina-1),
IL-2, IL-6 y IFN-a (interferdn-a), ademas de vacunas de células o anticuerpos adicionales que incluyen, pero no se
limitan a, anticuerpos estimulantes de linfocitos T, o anticuerpos terapéuticos antitumorales.

El anticuerpo de la invencion puede ser Util en la terapia de una variedad de enfermedades distintas de cancer en las
gue la activacién u otros efectos del anticuerpo sobre la actividad proliferativa, citolitica o estimulante del sistema
inmunitario puede tener un efecto terapéutico, tal como, por ejemplo, en fases tempranas de la infeccion por el VIH o
en pacientes cuyo hemograma muestre una disminucién en linfocitos T CD4+ (el virus causante del SIDA, el
sindrome de inmunodeficiencia adquirida), en diversos trastornos autoinmunitarios, o en algunos casos de
inmunodeficiencias genéticas o adquiridas. En pacientes con SIDA, el anticuerpo puede administrarse a individuos
infectados, pero que todavia no han desarrollado ningun sintoma de la enfermedad, o en individuos en fases
tempranas del proceso de infeccién por el VIH.

La dosis del anticuerpo o composicion que va a administrarse a un sujeto debe ser suficiente para efectuar una
respuesta terapéutica beneficiosa en el sujeto con el tiempo, o para inhibir el crecimiento tumoral. Asi, el anticuerpo
0 composicion puede administrarse a un sujeto en una cantidad suficiente para aliviar, reducir, curar o al menos
detener parcialmente la enfermedad.

La dosis se determinara por la actividad de la composicion terapéutica producida y la afeccién del sujeto, ademas
del peso corporal o area superficial del sujeto que va a tratarse. El tamafio de la dosis y la pauta de dosificacién
también se determinardn por la existencia, naturaleza y grado de cualquier efecto secundario adverso que
acomparie a la administracién de una composicion terapéutica particular en un sujeto particular. En la determinacion
de la cantidad eficaz de la composicion terapéutica que va a administrarse, el médico necesita evaluar los niveles de
plasma en circulacion, toxicidad y progresion de la enfermedad.

Habiendo ahora descrito generalmente la invencion, lo mismo sera mas facilmente entendido mediante referencia a
los siguientes ejemplos, que se proporcionan a modo de ilustracion y no pretenden ser limitantes de la presente
invencion.

Ejemplos

Ejemplo 1

Analisis de secuencias de la regién variable de la cadena ligera kappa (V k) de BAT-1 de ratén

Las secuencias de ADN y de aminoacidos de la regiéon Vk de BAT-1 se muestran en la FIG. 1. Se compararon las
secuencias de aminoacidos con otras regiones variables de ratén y también con las secuencias consenso de los
subgrupos en las que las regiones variables se subdividieron en la base de datos de Kabat (Kabat et al., arriba). A

partir de este analisis, se encontré que la regién Vk de BAT-1 coincidia mas estrechamente con las secuencias
consenso de tanto el subgrupo IV de kappa de raton (identidad = 88,38 %; similitud = 92,45) y el subgrupo VI de
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kappa de ratén (identidad = 87,74 %; similitud = 89,62). Cuando solo las FR de la regién variable de la cadena ligera
kappa de BAT-1 (es decir, sin los aminoacidos en las CDR) se compararon con los subgrupos IV y VI de ratén, el
porcentaje de identidad aumenté a exactamente el 90,00 % para ambas, mientras que el porcentaje de similitud
ascendi6 al 92,50 %, de nuevo para ambas secuencias consenso. Sin embargo, a pesar de las estrechas similitudes
con ambos subgrupos de Kabat, se decidio que la region Vk de BAT-1 murina debia clasificarse como el subgrupo
VI de ratén.

El motivo para la seleccion del subgrupo VI de raton se relaciond con las clases candnicas de los bucles
hipervariables de la region Vk de BAT-1, como se define por Chothia y sus colaboradores (Chothia et al., J. Mol. Biol.
196:901, 1987; Nature 34:877, 1989; J. Mol. Biol. 227:799, 1992; Tramontano et al., arriba). Segun Chothia, cada
una de las CDR: CDR1 (L1), CDR2 (L2) y CDR3 (L3), fueron la clase 1 canoénica (FIG. 2). Crucialmente, el bucle
hipervariable L1 de la clase 1 canonica de 10 aminoacidos solo se observo en regiones Vk de ratdn que se ajustaron
al subgrupo VI de Kabat.

Las clases candnicas mas restrictivas para las estructuras de bucles relacionados con CDR han sido definidas mas
recientemente por Martin y Thornton (Martin et al, arriba) y éstas también se describen en la FIG. 2. La utilidad de
estas nuevas definiciones de clase candnica se basa en su rigurosidad, que a su vez esta relacionada con la
presencia de un mayor nimero de los denominados residuos canonicos de la region estructural en cada clase. La
importancia de estos residuos “adicionales”, posiblemente clave, se consider6 después cuando se disefid el
anticuerpo BAT-1 humanizado. Los bucles L1 y L2 se asignaron facilmente a clases canonicas de Martin 1/10A y
1/7A, respectivamente, sin embargo, el bucle L3 no coincidié perfectamente con ninguna de las clases disponibles
para él. La clase que coincidia mas estrechamente era la clase 1/9A, sin embargo, para ajustarse a esta clase el
residuo tenia que estar en la posicién 28 en la region Vk de BAT-1, que en realidad no esta presente. El gen de la
linea germinal de la region variable de la cadena ligera kappa mas préxima de ratén para Vk de BAT-1 era H4, que
también contuvo un bucle L1 de 10 aminoéacidos (Tabla 1). Solo se encontraron 12 desapareamientos entre la
secuencia de la linea germinal H4 y la region Vk de BAT-1. La mayoria de estos desapareamientos se posicionaron
en las CDR con solo cuatro diferencias localizadas en las FR. La mayoria de estos desapareamientos fueron
cambios altamente conservativos, excepto por la cisteina en la posicion 72 (numeracion de Kabat) en FR3. Su
localizacién inmediatamente adyacente a un residuo canénico importante (posiciéon 71) sugirié que la cisteina podia
tener una funcién clave en la unién al antigeno. Sin embargo, tomados conjuntamente, el ejemplo anterior sugirié
claramente que la secuencia de BAT-1 era tipica de una regién Vk variable de ratén.
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TABLA 1
Nombre '[d. 2Residuos 1 — 50 de Vk de BAT murino frente a Vk de la linea germinal de ratén
desec. peog
BAT 106 QIVLTQSPAIMSASPGEKVTITCSARS------ SVSYMHWQQKPGTSPKL
H4 83 ...... P - FITS - T £ - P
H3/0x 8 ...... e aae e M....8.c.iiiann. vea Y o S0,
1 .
RO 83 et M LS T Y e
Hi13 3 (I PR P - S S ST -
HS8 L} R N R - P S T
H1 . AP - S |- TS 5 0 S e
Hg 81 'OL'.'OI'QP'OO'IC..QM.COOS' oooooo OCCOOOOIYDOOQ.S'..
R2 76 ElLl..C...IAO.‘IIlOdbl&.‘s‘d‘lo".‘.iltN!Y...OOS‘l.
T3B 75 -=-.......A..L..... M....S.S8.....V.S..L..Y...8.....
R11 74 EN....... Y O M....8.5..... V.S.NL..Y...5...T.
H6/X2 74 E.........TA..L.Q....... 8. cccuciuenecnnn Y...5.....
4
L8 . 74 EN....... ..A,.L.....M....8.5.....V.8,.L..¥Y...8.....
R/l 72 EN......... A..L.Q...M....8.5.....V.S..L..Y...S.A...
07b
R13 72 EN....covnnn. .L.....MS.R.S..........N..Y.Y...SDA...
H2 67 G.......TT.T.F...N....... S......... IN.I..Y...S.NT..
Nombre 'Id, Residuos 51 — 99 de Vk de BAT murino frente a Vi de la linea germinal de ratén

de sec.
Res.
BAT 106 WIYRTSNLASGVPARFSGSGSGTSYCLTISRMEAEDAATYYCQQRSSFP

H4 23 J = U = S YH.Y.
H3/0x 8 R...D..KiiveieerorsnersresBeaarBicinnanrans. W, N,
1

RO 83 R...D..K.ii.i'iiirieninnnanas S.veuSiiieiansJHo LY,
H13 Bl P...L......eieeiiianananan (= R - DU ' B . R
H8 3 O - S....8VK...........W..8.
H1 3 - .- TR - S D g ) g
H9 81 P...D....... F oot i S.I..5....... c...H. LY.
R2 T6 I...GIl.....ieciovnsnsasesa FOF, . NS. . ...V Y.
T3B 75 P...G....o.vnn- Ve i eieienann S r e B e WYL
R11 T4 FrivieenneaBeePiiini eS8V iininiinnnns W.GY.
H6/X2 74 P...BI.K...c.uiuieeaennnnn S....8....... I..... WNYPL
4 )

18 74 G...... e A.TI..5....8....8D....... W.GY.

Rifsl 72 PLH.. . vivvenvevniarsenesSe,..8V, .. .Doey.. . JW.GY,
07b

R13 72 . Y. Piiiiiieee . NLLSLLL.80.Gliien WL JFTL S,
H2 67 OX..K..D.P..,.TL.......... S...-SV..i.iiaeaa. W.GY.

IN°® de residuos idénticos a la secuencia de BAT
2Un punto [.] se refiere a una coincidencia entre Vi de BAT y Vk de la linea germinal de ratén y una linea
[-] se refiere a la ausencia de aminoacido

Ejemplo 2

Andlisis de secuencias de la region variable de la cadena pesada de BAT-1 de raton

Las secuencias de ADN y de aminoécidos de la regién Vy de BAT-1 se muestran en la FIG. 3. Se realiz6é un andlisis
similar al dado en el Ejemplo 1 para la region Vy de BAT-1, que se determind que presentd el apareamiento mas

préximo a la secuencia consenso de los diversos subgrupos de la cadena pesada de ratén en la base de datos de
Kabat (Kabat et al., arriba). La identidad entre la secuencia de aminoacidos de la regién variable de la cadena
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pesada de ratén de mBAT-1 y las secuencias consenso de los diversos subgrupos se midié al 60,64 %, mientras
que se calculd que la similitud era del 69,23 %, siendo las siguientes secuencias consenso del subgrupo de Kabat
mas préximas el subgrupo lla (identidad = 59,83 %; similitud = 66,67 %). Sin embargo, cuando solo las FR de la
region Vy de BAT-1 se compararon con el subgrupo lla de ratén, el porcentaje de identidad disminuy6 al 54,02 %
mientras que la similitud cay6 al 62,06 %. En cambio, las mismas comparaciones llevadas a cabo contra los diversos
subgrupos de ratdn encontraron que las FR de la region V4 de BAT-1 presentaron el 65,52 % de identidad y el
74,71 % de similitud.

Cuando se analizaron las clases canonicas de los bucles hipervariables de la region V4 de BAT-1, como se define
por Chothia y sus colaboradores (FIG. 4), los bucles CDR1 y CDR2 (H1) coincidieron con los bucles de la clase 1
canonica de Chothia. Sin embargo, no se asigné clase a la estructura de bucle CDR3 (H3) debido al amplio intervalo
de tamafio y la constitucion de aminoacidos que los bucles H3 pueden mostrar.

Usando las clases canonicas mas rigurosas para las estructuras de bucle de CDR definidas por Martin y Thornton
(Martin et al., arriba), fue una cuestion directa determinar que el bucle H1 coincidié con la clase canénica de Martin
1/10A. Sin embargo, para el bucle H2 fue mas dificil asignar la clase, aunque la clase canénica de Martin mas
préxima fue la clase 2/10A. Desafortunadamente, como el aminoacido Asp53 en el bucle H2 no coincidié con los
residuos esperados para esta posicion (es decir, Ala, Gly, Tyr, Ser, Lys, Thr o Asn), el apareamiento tampoco fue
perfecto.

El gen de la linea germinal de la region variable de la cadena pesada de ratdn mas proximo para Vy de mBAT-1 se
identific6 como VMS2/VGK4 (Tabla 2). Asi, el ejemplo anterior sugirié claramente que la secuencia de mBAT-1 fue
tipica de una region variable Vy de raton.

TABLA 2

Nombre de sec./ ?Residuos 1—50 de Vi de BAT murino frente a Vi de la linea germinal de raton
'Id. Res. _

BAT /117 QIQLVQSGPELKKPGETVKISCKASGY TFITNYGMN-WVKOQAPGKGLEKWMG

VMS2/VGK4/ ........ et e ie i ateaee ettt

922
VMSO/VGKIA/ . ..o v v v e e e n e s et e s .
251/90 ’
VGK6/ 89 e e f ettt G ea et aeaae i
VEMIL/VGK] ...t ittt ittt istetsnassoanocnonns et e e e
B/89
264/8  ......... b e e D = 2
VFM1/281/VG ......... A et i ce...D.SSH. v ovvwnn P
K7787 )
VMSI/141/VG ...... ... e N
K3/84
161 /84 s et ear et e et il e cen
VGKS5/79 . i easana et e e TA..Q....QKM....... I.
VGK2/77 i PR S R..... e TA..Q....QKM..._...I.
VIO4A/VARIO .V..Q......VR..TS,...........LT.W....... XM..Q..E.I.
4A /57
VH105/57 Vo0 LW VLLASL L i8S YIH...... R..Q..E.I.
VARIL04/ 56 NVoQL L. L VRLLTS. . o LT.W.......XR.AQ..E. T,
1558-43y/56 .V..Q......V...AS.R.vvveee....S.NIH......R..Q..E.I.
J558-122B /55 .Vv..Q...... VR..TS.....oveese . IT.W,,.....XR..Q.XE.T,
37A11/58 2NVoLo LA, M, LLAS, ..., T, ... SS.WIE......R, .H. .E.T.
VHI04A /55 N Q... L VRLLTS. Lo ool LT.W....... M. .0..E.T.
VARI100/ 54 Vo QLo VR..LS..L.......I.IT.W....... LR..Q..ELUT.
Nombre de sec./ 2Residuos 51 — 101 de Vu de BAT murino frente a Vu de la linea germinal de raton
'Id. Res.
BAT /117 WINTDSG--ESTYAEEFKGRFAFSLETSANTAYLOINNLNNEDTATYFCVR
VMS2/VGK4/ ... . NT....P...oounnn .- R PR - A.
92 -
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VMS9/VGKIA/ ... . YT....P...DD. .. c.ovenreasSeieee Koo oo Ll LAL
251/90

VGK6/89 «.«.ET....P...DD....... S T - A
VFMII/VGKL ....¥T....P...DD... v v eneeeSaneen. ... Koo ML, .A,
B/89 : ‘

264 /88 PN "SRR 5 <N ») & DD - SRS AP A.
VFM17281/VG ... .ET....P...DD.....ccccu... = S Keveeoeoun. A.
K7/87

VMS1/141/VG . KY.NT....P..GDD. ... civerunns S..... .. Ko o MoL L. A,
K3/84

161/84 e...¥YP....P...DD........... C.8......... K.Q....————-
VGK5/79 eae-Ho o . VPK. ..D et i it i ee S ici e KLU ML L. -
VGK2 /77 SRR . SRR V5 =) -G o DA - DO - R

VI104A/VARIO Q.FPA....STN.N.M. . .KATLTVD. .SS...M.LSS.TS..S.V...A.
4A /57

VH105/57 Y.YPRD.,.STN.N.K.. KATLTAD, ,SS...M.LSS.TS..S.V.. . .A.
VAR104/56 Q.FPA....STN.N.M...KATLTVD..SS...M.LSS.TS..S.V...A.
J558-43y/56 ..YPGD,..NTK.N.K...KTTLTADK.SS...M.LSS.TS..S.V...A.
J558-122B /55 Q.FPA....STN.N.M...KATLTVD..SS...M.LSS.TS..S.VH..A.
37A11/55 K.LPG....STN.N.K.. .KAK.TADI.S....M.LSS.TS..S.V.Y.A.
VH104A /55 A.FPAG...STN.NQM...KATLTVD..SS...M.LSS.TS..S.V...A.
VARI00/54 Q.FPA....STN.N.M.E.KATLTVD..SS...M.LSS.TS..S.V.Y.A.

IN® de residuos idénticos a la secuencia de BAT
2Un punto [.] se refiere a una coincidencia entre Vg de BAT y Vg de la linea germinal de raton y una linea [-]
se refiere a la ausencia de aminoacido

Ejemplo 3
Disefio de variantes del anticuerpo V.  k de BAT-1 humanizado

La primera etapa en el disefio de las regiones variables del anticuerpo BAT-1 humanizado fue la seleccién de la
region variable de la cadena ligera kappa humana que serviria de base de la regiéon Vi de BAT-1 humanizado. Como
una ayuda para este proceso, la region Vkx de BAT-1 se comparé inicialmente con las secuencias consenso de los
cuatro subgrupos de la region variable de la cadena ligera kappa humana como se define por Kabat y sus
colaboradores (Kabat et al., arriba).

La region variable de BAT-1 de ratén de la cadena ligera fue la mas similar a las secuencias consenso del subgrupo
| de la cadena ligera kappa humana y el subgrupo Il de la cadena ligera kappa humana. En el caso del subgrupo |
de la cadena ligera kappa humana, la region Vi de BAT-1 de ratén mostro un 63,21 % de identidad con respecto a la
region variable completa y un 70,00 % de identidad dentro de las FR solas. Cuando se midié con respecto a la
similitud, estos valores aumentaron al 71,70 % del global y al 80,00 % dentro de las FR solas. En el caso del
subgrupo Il de la cadena ligera kappa humana, la region Vg de BAT-1 de ratén mostré un 65,09 % de identidad con
respecto a la region variable completa y un 68,75 % de identidad dentro de las FR solas. Cuando se mide con
respecto a la similitud, estos valores aumentaron al 74,53 % del global y al 80,00 % dentro de las FR solas. Por
consiguiente, parecié generalmente que coincidia bien con un amplio intervalo de secuencias de la regién variable
de la cadena ligera kappa humana, sin embargo, con respecto a FR en particular, fue marginalmente mas idéntica a
aquellas encontradas dentro del subgrupo | de la cadena ligera kappa humana.

La region Vk de BAT-1 de ratdon se compar6 entonces con todos los ejemplos registrados de secuencias individuales
de regiones variables humanas publicamente disponibles. La Tabla 3 muestra las quince mejores coincidencias con
la region Vk de BAT-1 de ratén que se identificaron mediante este analisis. En general, el algoritmo de bldsqueda
selecciono la region Vk humana del anticuerpo TEL9 (Marks et al., J. Mol. Biol. 222:581, 1991) como la coincidencia
mas proxima a la regién Vk de BAT-1 de raton (Tabla 4). Esta secuencia humana tuvo una identidad global con la
region Vk de BAT-1 del 67,93 % del global y del 72,50 % dentro de las FR solas. Cuando se midio con respecto a la
similitud, estos valores aumentaron al 77,36 % del global y al 82,50 % dentro de las FR solas. Por consiguiente, se
selecciono la FR de la regién variable de la cadena ligera kappa de TEL9 como la secuencia aceptora humana para
la humanizacion de la region variable de la cadena ligera kappa del anticuerpo BAT-1. Esto se convierte entonces en
la base de la primera version humanizada de la cadena ligera kappa de BAT-1 (BATRka), que esencialmente
comprendid las CDR de la region Vk de BAT-1y las FR de la region Vk de TEL9.
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La siguiente etapa en el proceso de disefio fue estudiar las secuencias de aminoacidos de las FR de la regién Vi de
TEL9 aceptor humano para determinar si era probable que cualquiera de estos residuos de aminoacidos influyera
adversamente en la union al antigeno, tanto directamente mediante interacciones con antigeno, como
indirectamente alterando la conformacion u orientacién de los bucles de CDR. Esto fue un proceso dificil que solo se
hizo posible mediante la disponibilidad de un modelo de las regiones variables de BAT-1, es decir, tanto las regiones
Vk como Vu. El procedimiento de modelado se dara en detalle en el Ejemplo 5. Sin embargo, cualquier aminoacido
en las FR de BAT-1 de ratéon que no parecié que afectara la unién al antigeno se consider6 entonces para la
conservacion en el anticuerpo BAT-1 humanizado. En la decision de qué residuos murinos conservar se trataron los

siguientes puntos:

TABLA 3

Nombre ]ID 2Vk de BAT murino frente a la mayoria de los homologos 15 Vk humana

°SCSCCccesCeccescesceccCCscssscscssssccaccCl
Residuos 1 2 i 3

1-36 01234567890123456783501234567ABCDEF890123456
BAT 100 -QIVLTQSPAIMSASPGEKVTITCSARS-—-~--- SVSYMHWEF
TEL9 648 E.......SSL...V.DR.....R.SQ _SISN.LN.Y
Viclone47 63.3 D..M....SSL...V.DR..... R.SQ SIS..LN.Y
SiP055 633 E........ TL.L....RA.LS.R.SQ _SVS..LA.Y
039741639 E........TL.L....RA.LS.R.SQ _SVS..LA.Y
AC32 639 E........TL.L....RA.LS.R.SQ _SVS..LA.Y
AC21B 645 E........TL.L....RA.LS.R.8Q _SVs..LA.Y
B9601(Vg-k2) 62.7 E........TL.L....RA.LS.R.SQ _SVS..LA.Y
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IS1624 E........TL.L....RA.LS.R.8Q _SvVs..LA.Y
TR1.21 63.0 EL.M....SSL...V.DR.....R.SQ SIS..ILN.Y
AC18630 E........TL.L....RA.LS.R.SQ _SVSG.LA.Y
1SE7636 E........ TL.L....RA.LS.R.SQ _SVS;.LA.Y
STRAb SA-1A 63.0 D.OM....SSL...V.DR.,.,..R.SQ SIS. . .LN.Y
Viclone49 624 D, .M....SSL...V.DR..... R.SQ SIS..ILN.Y
MP6 624 D.QM....SSL...V.DR.....R.SQ 5IS..LN.Y
AC33636 E........TL.L....RA.LS.R.8Q SVG.SLA.Y
ccessceCsCCCCeeescesSCCSeCCCCCSCCsCercecceces
Residuos 4 5 6 7 8
37-80 789012345678901.23456783012345678901234567890

vyyv==L2===
BAT 100QQKPGTSPKLWIYRTSNLASGVPARFSGSGSGTSYCLTISRMEA

v vV VvV vV

TEL9 648 .....KA...L..AA.T.Q....8.........DFT. . .NSLQP
Viclone47 63.3 .....KA...L..AA.8.Q0....5.........0DFT....SLOP
SiPO55 63.3 ..... QA.R.L..DA, .R.T.I....... .+..DFT....SL.P
039741639 .....QA.R.L..DA. . K.T.............DFT....SL.P
AC32639 ..... QA.R.L..DA..R.T.I....... +»«DFT....SL.P
AC21B 645 .....QA.R.L..DA. .R.T.T...........DFT....SL.P
B9601(Vg-1k2) 62.7 ... .. QA.R.L..DA. .R.T.I....... «««.DFT....SL.P
Is1 624 .,R..QA.R.L..DA. .R.T.T...........DFPT....5L.P
TR1.21 63.0 . .... KA...L..AA...Q....S......... DFT. . ..SLQP
AC18 630 .....QA.R.L,.D,F.R.T.I....... .---DFT....SL.P
19E7636 ..... QA.R.L..DA. .R.T.T....... ----DFT....SL.P
STRAbSA-1A 630 .....KA,..L,.AA.85.0....8.........DFT....SLQP
Vicloned49 62.4 ... .. KA. ..L..AA.S.Q....5....0.... DFT....SLQP
MP6 624 .....RKA...L..BA.S.Q....5.........DFT....SLQP
AC33636 ... .. QAR LV.D.. . R.T.T........... DFT....SL.P
s¢eeceClecece cceelescececee
Residuos g .10
81-107 123456789012345ABCDEF67890123456A7
=======L3=======V
BAT 100 EDAATYYCQ QRSSFP--———- LTFGSGTKLEI-K
TEL9 648 . .F...... .TN... P < R
Viclone47 633 . .F.......SY.T, P < L ST
SiPO55 63.3 . .F.V....... NW. R...Q...... .
039741 63.9 . .F.V...._ S.KW. e G VL
AC32639 ..F.V....... NW.P c...G... V.. .
AC21B 64.5 , .F.V.......NW, ee:G. L.V,
B9601(Vg-1k2) 62.7 . .F.V....... NW.P Y...Q...... .
151624 ..F.V.......NW. e G VL. .
TR1.21 630 . .F..... . -SY.T. F.. G...V.. .
AC18 630 ..F.V..... .Y.W.P NI < P ' S
15,67 636 , .F.V.,...,.NwW, ... P, VD,

STRAb SA-1A 63.0 .

Viclone49 62.4

MPE 62.4 .
AC33 636 . .

LEW.

.-.G.

V..

R...Q...V..

Y, Quvovsn

...G.

V..

IID — porcentaje de identidad de las secuencias Vi humanas con la regién Vk de BAT murina
2Un punto [.] se refiere a una coincidencia entre Vi de BAT vy Vk de la linea germinal de raton, una linea [-]
se refiere a la ausencia de aminoacido, los residuos subrayados en las secuencias Vk se diferencian de su gen

Vk humano mas préximo

38/C se refiere a aminoacidos posicionados dentro de 5 A de una CDR de la Superficie o Niicleo de
Fv y s/c a aminoacidos posicionados mas alejados de 5 A de una CDR sobre la superficie o nicleo de Fv
4y se refiere a residuos de Vernier (Footer ef al., J. Mol. Biol. 224:487, 1992) localizados en las FR
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TABLA 4
NOMBRE 'ID “Todos °Superficie  Nucleo *CDR °FR *Superficie  “Nucleo  °FR
de de FR de FR cerca
Kabat de
CDR
BATVK 100,0 106 23 81 26 80 17 63 32
TEL9 64,8 70 11 59 13 58 10 50 26
V1 clon 63,3 69 11 59 13 57 10 50 26
47
SiP055 63,3 69 11 59 13 57 10 50 26
039741 63,9 69 11 59 13 57 10 50 26
AC32 63,9 69 11 59 13 57 10 50 26
AC21B 64,5 69 11 59 13 57 10 50 26
B9601 62,7 69 11 59 13 57 10 50 26
(Vg-Jk2)
LS1 62,4 68 11 59 13 57 10 50 26
TR1,21 63,0 68 11 58 13 57 10 50 26
AC18 63,0 68 11 58 13 57 10 50 26
19.E7 63,6 68 11 58 12 57 10 50 26
STRADb 63,0 68 11 58 12 57 10 49 26
SA-1A
VL clon 62,4 68 11 58 12 57 10 49 26
49
MP6 62,4 68 11 58 12 57 10 49 25
AC33 63,6 68 11 58 12 57 10 49 25
NOMBRE ‘Vernier °®Vk 53 Linea “Tamafio Tamafio Tamafio Clasede Clase Clase
germinal de L1l de L2 de L3 L1 delL2 del3
humana
préxima
BATVK 14 94 12 10 7 9 ? 1/7A ?
TEL9 12 60 10 DPK8-Vd+ 11 Mismo Mismo 2/11A Mismo ?
V1 clon 12 60 10 V3b+ 11 Mismo Mismo 2/11A Mismo 1/9A
47
SiP055 12 60 10 3A7 11 Mismo Mismo 2/11A Mismo 1/9A
039741 12 59 10 3A7
AC32 12 59 10 3A7 11 Mismo 10 2/11A Mismo ?
AC21B 12 59 10 3A7 11 Mismo Mismo 2/11A Mismo 1/9A
B9601 12 59 10 3A7 11 Mismo 10 2/11A Mismo ?
(Vg-Jk2)
LS1 12 59 10 3A7 11 Mismo Mismo 2/11A Mismo 1/9A
TR1,21 12 59 10 V3b+ 11 Mismo Mismo ? Mismo 1/9A
AC18 12 59 10 3A7 11 Mismo 10 2/11A Mismo ?
19.E7 12 59 10 3A7 11 Mismo Mismo 2/11A Mismo 1/9A
STRADb 12 59 10 V3b+ 11 Mismo Mismo 2/11A Mismo 1/9A
SA-1A
VL clon 12 59 10 V3b+ 11 Mismo Mismo 2/11A Mismo 1/9A
49
MP6 12 59 10 V3b+ 11 Mismo 2/11A Mismo ?
AC33 12 59 10 3A7 11 Mismo Mismo 2/11A Mismo 1/9A

'ID - porcentaje de identidad de las secuencias de Vk humanas para la regién Vk de BAT murino
*Todos - nmero de residuos idénticos en el conjunto de la regién Vk humana cuando se compara con el conjunto

de la region Vk de BAT murino
3Superficie (Superficie de FR) - numero de residuos (FR) idénticos sobre la superficie

“Nucleo (Nucleo de FR) - nimero de residuos idénticos dentro del nticleo (FR) del dominio Fv
*CDR/FR - ntimero de residuos idénticos dentro de las CDR o las FR;
®FR cerca de CDR - representa el nimero de residuos idénticos entre los aminoacidos de FR dentro de 5A de una

CDR,;

"Vernier - nimero de residuos idénticos entre los 14 aminoacidos de Vernier (Foote et al., arriba);

BV (Cadena J) - nimero de residuos idénticos dentro del gen Vk (cadena J)

Tamario de L1 a L3 - nmero de residuos en cada CDR
Clase de L1 a L3 - clase canénica de CDR segun Martin & Thornton (Martin et al., arriba)
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a. Fue de gran importancia que las estructuras canénicas para los bucles hipervariables (Chothia et al., 1987,
1989, 1992 arriba; Tramontano et al., arriba) estuvieran conservadas. Por consiguiente, fue crucial conservar en
las regiones variables de BAT-1 humanizado todos los residuos de FR de ratéon que fueron parte de estas
estructuras candnicas.

b. Las secuencias de las regiones variables del anticuerpo mBAT-1 se compararon con secuencias similares de
otros anticuerpos de ratén para identificar residuos poco usuales o raros - que pueden haber indicado una
funcién importante en la unién al antigeno. Entonces, esto se investigé usando el modelo de los genes de las
regiones variables de BAT-1.

c. También se hizo un analisis directo del andlisis del modelo para intentar y predecir si cualquiera de los otros
residuos FR de ratén no presentes en las FR humanizadas podrian influir o no en la unién al antigeno de alguna
forma.

d. También se hicieron comparaciones de las secuencias aceptoras humanas individuales para las regiones
variables de la cadena ligera kappa y pesada con la secuencia consenso de subgrupos de las regiones variables
humanas a las que pertenecieron las secuencias aceptoras. La identificacion de cualquier aminoacido
idiosincratico en las secuencias humanas donantes fue importante, ya que éstos podrian haber afectado
adversamente la unién al antigeno.

e. Como las regiones variables de la cadena ligera y pesada humanas seleccionadas derivarian de dos
anticuerpos humanos diferentes (véase el Ejemplo 4 para la seleccion de la secuencia aceptora de V4 humana),
se llevaria a cabo un andlisis cuidadoso de los residuos de relleno entre dominios de tanto las regiones ligeras
kappa donantes como aceptoras. Esto fue debido a que cualquier ausencia de relleno en esta regién podria
haber tenido un dramatico efecto tras la unién al antigeno, independientemente de la conformacién de las
estructuras de bucle de CDR del anticuerpo BAT-1 humanizado.

f. Siguiendo este proceso de disefio, se identificaron varios aminoacidos en las FR de Vk de BAT-1 murinas para
la conservacion en la segunda version (BATRkg) del anticuerpo BAT-1 humanizado (Tabla 5). La Tabla 5
proporciona el alineamiento de secuencias de aminoacidos que conducen al disefio de la primera (BATRKp) Y
segunda (BATRkg) versiones humanas remodeladas de la region variable de la cadena ligera kappa del
anticuerpo BAT-1. Hubo 21 diferencias de aminoacidos entre las FR de la region Vk de BAT-1 de ratén donante y
la region Vk de TEL9 humano aceptor. Sin embargo, hubo solo cinco residuos en las FR humanizadas donde se
considerd necesario cambiar el aminoacido presente en las FR humanas para el aminoacido presente en las FR
de ratén originales.

Se comprobaron los aminoacidos de la regidon VK, localizados en la interfase Vk/Vy como se define por Chothia y
colaboradores (Chothia et al., J. Mol. Biol. 186:651, 1985), para residuos poco usuales o raros. A partir de este
analisis, la Unica posicion de residuo que aumenté cualquier nivel de preocupacion fue el Phe en la posicién 36
(Phe36) en FR2. Tyr (como se encuentra en TEL9) normalmente se observé en esta posicion, sin embargo, en
mBAT-1 el Phe estaba presente. Ademas, la posicion 36 fue una posicién reconocida para un aminoacido de Vernier
(Foote et al., arriba). Se creyd que los residuos de Vernier eran importantes para mantener la conformacion de
bucles de CDR. Ademas, el Phe no se observé cominmente en el subgruyo VI de raton de Kabat (*/153) mientras
gue Tyr se observd muy cominmente en tanto el subgrupo VI de ratén (1 1/153.) como el subgrupo | humano (66/74)
(Kabat et al., arriba). Por consiguiente, se crey6 que un cambio Tyr36Phe era apropiado, tanto para imitar el relleno
entre dominios encontrado en BAT-1, entre las dos regiones variables aceptoras humanas heterélogas, como
también para mantener la conformacion de bucles de CDR.

TABLAS
Kabat | N° | FRo | Vkde K-VI K- TEL9 Superficie | RKA | RkB | Comentario
CDR | BAT de humano | aceptor 0 nucleo de de
de raton humano BAT | BAT
ratén

1 1 FR1 Q Q D E S E E

2 2 | | I* . C | I Canonicos de
Chothia (L1);
canodnicos de Martin
(L1/L3); Vernier

3 3 \% V* Q . S \% \% Canoénicos de
Martin (L3);

4 4 L L* M . C L L Canoénicos de
Chothia (L2/L3);
canodnicos de Martin
(L1/L3); Vernier

5 5 T T T* C T T

6 6 Q Q* Q c Q Q

7 7 S S* S* c S S

8 8 P P* P* . c P P

9 9 A A* S* S S S S

10 10 | [* S S C S S
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Kabat | N° | FRo | Vkde K-VI K- TEL9 Superficie | RKA | RkB | Comentario
CDR | BAT de humano | aceptor o nucleo de de
de raton humano BAT | BAT
raton

11 11 M M L L c L L

12 12 S S S* c S S

13 13 A A* A c A A

14 14 S S* S . c S S

15 15 P P V* \Y 5 \i \i

16 16 G G* G* . c G G

17 17 E E D D c D D

18 18 K K* R R S R R

19 19 \Y V* V c V V

20 20 T T* T* c T T

21 21 | M I* c | |

22 22 T T T C T T

23 23 | FR1 C C* C* C C C Canonicos de
Martin (L1/L2)

24 24 | CD S s R R s S S

R1

25 25 | A A* A ¢ A A Canonicos de
Chothia (L1);
canonicos de Martin
(L1)

26 26 | R S* S S s R R

27 27 | S S* Q Q S S S

27A | - - S - s - -

27B | - - L - c - -

27C | - - V - S - -

27D | - - X - c - -

27E | - - X - S - -

27F | - - s - -

28 | - - S S S - - Canonicos de
Martin (L3); no hay
aminoacido aqui en
Vi de BAT

29 28 | S S* | | S S S Canonicos de
Martin (L3)

30 29 | \Y \% S S ¢ \% \% Canonicos de
Chothia (L1);
canonicos de Martin
(L1)

31 30 | S S N N c S S Canonicos de
Martin (L3)

32 31 | Y Y* Y ¢ Y Y Canonicos de
Martin (L3)

33 32 | M M L* L c M M Canonicos de
Chothia (L1);
canonicos de Martin
(L1/L3)

34 33| CD H H A N c H H AA de relleno

R1

35 34 | FR2 W W* W* C W W Canonicos de
Martin (L1); Vernier

36 35 F Y Y Y C Y F AA de relleno; linea
germinal de ratén
=Tyr; (A1)

37 36 Q Q* Q c Q Q

38 37 Q Q* Q c Q Q AA de relleno

39 38 K K* K c K K
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Kabat | N° [ FRo | Vkde K-VI K- TEL9 Superficie | RKA | RkB | Comentario
CDR | BAT de humano | aceptor 0 nucleo de de
de raton humano BAT | BAT
raton

40 39 P S p* S P P

41 40 G G G - s G G

42 41 T T K K c K K Linea germinal de
ratén = Ser

43 42 S S* A A c A A

44 43 P p* p* . C P P AA de relleno del
nacleo

45 44 K K* K s K K

46 45 L R L C L L Vernier; AA de
relleno; linea
germinal de ratén =
Pro

47 46 W W L* L C L W | Vernier; (A2)

48 a7 | I* I* C | | Canonicos de
Chothia (L2);
Vernier

49 48 | FR2 Y Y* Y - C Vernier

50 49 | CD R D A A c R R

R2

51 50 | T T A A c T T Canonicos de
Chothia (L2)

52 51 | S S* S c S S Canonicos de
Chothia (L2)

53 52 | N K S T s N N

54 53 | L L* L* - c L L

55 54 | A A E Q c A A

56 55| CD S S* S . s S S

R2

57 56 | FR3 G G* G* S G G

58 57 V V* V C \Y \Y

59 58 P pP* pP* : C P P

60 59 A A S* S S S S

61 60 R R* R* - c R R

62 61 F F* F* C F F

63 62 S S* S C S S

64 63 G G* G* C G G Canonicos de
Chothia (L2);
Vernier

65 64 S S* S C S S

66 65 G G* G* C G G Vernier

67 66 S S* S S S S

68 67 G G* G* C G G Vernier

69 68 T T T : C T T Vernier

70 69 S S* D D S D D

71 70 Y Y F F C E Y Canonicos de
Chothia (L1);
canodnicos de Martin
(L2); Vernier; (A3)

72 71 C S* T T C T T Linea germinal de
ratén = Ser

73 72 L L* L C L L

74 73 T T* T c T T

75 74 | I* | : c | |

76 75 S S S N c N N

77 76 R S S S c S S Linea germinal de
ratén = Ser

78 77 M M L* L c L L

79 78 E E* Q Q c Q Q
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Kabat | N° | FRo | Vkde K-VI K-1 TEL9 Superficie | RKA | RkB | Comentario
CDR | BAT de humano | aceptor 0 nucleo de de
de raton humano BAT | BAT
raton

80 79 A A* P P s P P

81 80 E E* E : s E E

82 81 D D* D : C D D

83 82 A A F F c F E

84 83 A A* A* : c A A

85 84 T T T c T T

86 85 Y Y* Y* c Y Y

87 86 Y Y* Y* C Y Y AA de relleno

88 87 FR3 C C* C* C C C Canonicos de
Martin (L3)

89 88 CD Q Q Q [ Q Q Canodnicos de

R3 Martin (L3); AA de
relleno

90 89 | Q Q* Q [ Q Q Canodnicos de
Chothia (L3);
canonicos de Martin
(L3)

91 90 | R w Y T c R R Canonicos de
Martin (L3); AA de
relleno

92 91 | S S N N c S S Canonicos de
Martin (L3)

93 92 | S S S c S S Canonicos de
Martin (L3)

94 93 | F N L c F F Canonicos de
Martin (L3)

95 94 | P P P c P P Canonicos de
Chothia (L3);
canonicos de Martin
(L3)

95A | - P E - - -

95B | - M - - - -

95C | - P - - - -

95D | - - - - - -

95E | - - - - - -

95F | - - E - - -

96 95 | L L w c L L Canonicos de
Martin (L3); AA de
relleno del ndcleo

97 96 CD T T* T c T T Canénicos de

R3 Martin (L3)

98 97 FR4 F F* F* C F F Canénicos de
Martin (L3); Vernier;
AA de relleno del
ndcleo.

99 98 G G* G* . c G G

100 99 S A Q G s G G

101 100 G G* G* : c

102 101 T T* T* c

103 102 K K* K c K K

104 103 L L* V c L L

105 104 E E* E c E E

106 105 | L [ C | [

106 A - - - - - -

107 106 | FR4 K K* K s K K

También se decidié un segundo cambio en la posicidon 47 en FR2. La Leu altamente conservada encontrada en la
region variable de la cadena ligera kappa de TEL9 humano se cambié a un Trp, como se encuentra en la region
variable de la cadena ligera kappa de BAT-1 de raton. La posicion 47 fue otra posicién de residuo de Vernier
reconocida y también se localizo préxima a la interfase de V4 segun el modelo molecular. En particular, fue proximo
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a Ala55 en H2 y puede haber estado interaccionando con él. Por tanto, aunque el Trp nunca se observd en esta
posicion de residuo de nucleo en secuencias de V4 humanas, se sintié prudente conservarlo en BATRkg haciendo la
modificacién Leu47Trp.

El tercer cambio de FR introducido en BATRKkg se localizd en la posiciéon 71, que ademas de estar identificado como
una posicion de residuo de Vernier (Foote et al., arriba), también se reconocié que era una de las posiciones de
residuos candnicos importantes para la estructura de bucle L1. Estos residuos canonicos se definieron por Chothia y
sus colaboradores (Chothia et al., 1987, 1989, 1992 arriba; Tramontano et al., arriba) como vitales para la
conservacion de la estructura de bucles CDR. Muchos de los aminoacidos candnicos se localizaron dentro de las
CDR, sin embargo, varios (tal como 71Tyr) también se posicionaron dentro de las FR. Aunque el cambio de
aminoacidos fue conservativo, el cambio Phe71Tyr se consider6 critico para la humanizacién satisfactoria de la
cadena ligera kappa de BAT-1.

Otras versiones de la region Vk humanizada son:

BATRkc: Cys y Ser son similares en tamafio y caracter, y a partir del modelo ambos aminoéacidos en la posicién
72 en FR3 parecieron estar razonablemente enterrados y sefialando lejos del bucle L1. Sin embargo, en el caso
del aminoacido Cys, se expone la cadena lateral de azufre, segun el modelo, mientras que segun la base de
datos de Kabat (Kabat et al., arriba) la Presencia de Cys en esta posicidn es un acontecimiento Unico y Ser se
observa comiinmente en esta posicion (***/123a).

Por consiguiente, BATRkc contuvo los cambios en Tyr36Phe, Leud7Trp y Phe71Tyr (como en BATRkg) mas la
modificacién de Ser72Cys a los residuos FR de Vi del anticuerpo TEL9 aceptor.

BATRKkp: La evidencia del modelo Fv de BAT-1 murino sugiere que la superficie que expuso 70Ser es un residuo
que puede interaccionar con el bucle L1. En la cadena ligera kappa de TEL9 humano el aminoacido en esta
posicion es Asp, que es mayor que Ser y esta positivamente cargada. La Ser nunca se observa en esta posicion
en regiones V¢ humanas (siendo Asp de lejos el aminoacido mas comuin). La proximidad al bucle L1 y la
naturaleza expuesta de la superficie de 70Ser sugirid provisionalmente que puede estar tanto interaccionando
con L1 como incluso con el antigeno directamente. Por consiguiente, se decidié hacer el cambio Asp70Ser en
BATRKkp, que era de otro modo idéntico a BATRKc.

Una descripcion de las secuencias de aminoacidos de todas las variantes de la region Vk del anticuerpo BAT-1
humanizado propuestas anteriormente se da en la FIG. 5.

Aunque se buscaron posibles sitios de glucosilacion unidos a N, es decir, Asn-Xaa-(Ser/Thr)-Xaa (Gavel et al.,
Protein Eng. 3:43, 1990) en tanto las regiones Vk de ratdn donantes como humanas aceptoras, ademas de las
propias construcciones humanizadas, no se identificé ninguno.

Ejemplo 4
Disefio de las variantes del anticuerpo V. BAT-1 humanizado

De nuevo, la primera etapa en el disefio de la region Vy humanizada del anticuerpo BAT-1 de ratdn era la seleccion
de la regién variable de la cadena pesada humana aceptora que serviria de base de la region V4 humanizada de
BAT-1. Cuando la region Vi de mBAT-1 se comparo inicialmente con las secuencias consenso de los tres subgrupos
de la region variable de la cadena pesada humana se encontré que era mas similar a la secuencia consenso para el
subgrupo | de la cadena pesada humana con un 61,54 % de identidad global y un 67,82 % de identidad entre las FR
solas. Cuando se midi6 con respecto a la similitud, estos valores también aumentaron al 70,09 % del global y al
77,01 % dentro de las FR solas.
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TABLA 6
NOMBRE ID Vu de BAT murino frente a la mayoria de los homologos 15 Vi humana
scsCececcecescScessceecesceCecececCS8CCs coeceCCCeesss
Residuos 1- 1 2 3 4
43 12345678901234567890123456789012345AB67890123
v -vvvv===Hl==
BAT 100 (QIQIVQSGPELKKPGETVXISCKASGYTFTNYGMN--WVKQAPG
hsighvi205 65.0 v. ... .. Sevinnn AS.......... .S.SSHAI. ..R....
R2c5H 60.3 v...... See..n AS L. .N..ST.AL. _.MRR..
030805 56.8 .v,.....A,V....AS..V..... ve+..8S.DI. ,.R..T
wit2 37.7 v...... A.V....AS..V..E...V...GHY.H .R..
21/28 59.7 wv...... AV....AS..V.eueenenenn. S.A.H ..R....
uc 37.7 v..... A.W....AS,.V..E....... GHY.H ..R....
030802 58.2 .v...... A.V AS. V. i S.A.H .R..
039734 57.7 |v...... A.V....AS..V._E....... GHY.H ..G....
030812 56.3 |v...... AV....AS. . V.euuraunan. S.Y.H ..R....
030810 57.9 .v...... AV....AS..V...cov.n.. S.Y.H ..R....
4d27sa 71.4 v,.....S......AS..V..........S.A.. ..C....
030811 56.0 v...... AV....AS. . V.ueviu... S.Y.H ..R....
IF10 59.3 v...... AV....AS.. V... S.DI. ..R....
GD9 71.4 v, . .... S.ee . AS . Vieennnn, S.A.. ..R....
039232 59.3 _WH..... S.F....AS..V...uirun.. SsvVi. ..R....
cCCCCCcccecese csceccecesscssCCCCCCeSsccoeccececeesce
Residuos 5 6 7 8
44-82 456789012ABC345678901234567850123456789012ABC
WV=====H2===== Kabat— v VvV VvV VvV v
BAT 100 RGLKWMGWINT-
DSGESTYAEEFKGRFAFSLETSANTAYLQINNL
hsighvl2s5 65.0 Q..0.......
NT.SP...QG.T. ..D..VS......TS.
R2cSH 60.3 Q.. ...... -L NT. Np...g_n T...V...D..V...F...S5.
030805 56.8 Q. E....M.P N._.NTG..QK.Q..VTMTRN..IS.. .MELSS.
wi2 57.7 Q..E...... P N..GTN.,.K.Q..VTITRD..I....MELSR.
21/28 59.7 QR.E. ... .. A GN.NTK.SQK.Q. .V‘I‘ITRD...S.. .MELSS.
uc 357.7 Q. .E...... P N..GTN..QK.Q..VTITRD..I....MELSR.
030802 58.2 QR.E...... A GN.NTK.SQK.Q..VTITRD...S.. .MELSS.
039734 57.7 Q..E...... P N..GTN..QK.Q..VTITRD..I....MELSR.
030812 56.3 Q. .E...I..P SG.STS..QK.Q..VTMTRD. .TS.V.MELSS.
030810 57.9 Q. .E...I..P SG.STS..QK.Q..VTMTRD..TS.V.MELSS.
4d275a 71.4 @, .E..... .. NT.NP...QG.T...V...D..VS...... cs.
030811 56.0 Q. .E...I..P SG.STS..QK.Q..VTMTRD. .TS.V.MELSS.
IF10 59.3 Q..E....M.P N..NTG..QK.Q..VTMTRN..IS...MELSS.
Go9 71.4 0. .E....... NT.DP...QG.T...V...D..VS...... SS.
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039232 9.3 ¢..E....... NT.NP...QG.T...V...D..VI.T.....S.
csscecececCClCeesseoceee  cece ccolesceece
Residuos 9 10 11
83-113 345678901234567890ABCDEFGHIJK1234567890123
vV=zms======H3l========vy

BAT 100 NNEDTATYFCVRVGYDA----———-——- LDYWGQGTSVTVSS
hsighvi205 65.0 Ta_ . .GM...AKESHSSALDL RIS 'R
R2csH 60.3 QaA....V.Y.AKPKRGTYRRGYYYYP M.V.....T.....
030805 56.8 RS....V.Y.A.G..VWGSYRYTA AF.I¥.....M.....
witz 57.7 RSD...V.Y.A.AS.CGYDCYY FF.......L.....
21/28 59.7 RS....V.Y.A.G..YGSGS “N..oo...Liiuon.
uc 57.7 RSD...V.Y.A.AS.CGYDCYY FF.......L.....
030802 58.2 RS....V.Y.A..KWEQPIDAP RN T
039734 57.7 RSD...V.Y.A.AS.CGYDCYYF Fouveoo. Leve..
030812 56.3 RS....V.Y.A.D..YYDSNGYYSG YF.......L.....
030810 57.9 RS....V.Y.A..QWLGLTGPN T T
4d275a 71.4 KA....V.Y.A.-——— = e
030811 56.0 Rg. .. . V.Y.A.D.IVVVPAAIPH YF.......L.....
IF10 59.3 RS....V.Y.A.NNGSY YF..... N
GDS 71.4 KA. ... V.Y.A.—==-- —————————
039232 59.3 KA....V.Y.A_ ELRNDHYVWXNYRPPLS—....-====—e~

La region V4 de BAT-1 de raton se compar6 entonces con todos los ejemplos registrados de secuencias individuales
de regiones variables humanas publicamente disponibles. Las Tablas 6 y 7 muestran las quince mejores
coincidencias con la region V4 de BAT-1 de ratén que se identificaron mediante este analisis. En general, el
algoritmo de busqueda seleccion6 la regién Vy humana del anticuerpo hsighvl295 (Fang et al., J. Exp. Med.
179:1445, 1994) como la coincidencia mas proxima a la region Vy de BAT-1 de raton. Esta region Vy humana tuvo
una identidad global con la region Vy de BAT-1 del 69,23 % (Tabla 7), un valor que aumenté al 74,71 % cuando las
FR solas se compararon. Cuando se midié con respecto a la similitud, estos valores aumentaron al 75,21 % del
global y al 79,31 % dentro de las FR solas. Asi, esta FR humana se convirtid en la base de la versién humanizada
de la cadena pesada de BAT-1.

TABLA 7
NOMBRE ID Todos Superficie Nucleo CDRde FR  Superficie Nucleo FR cerca
Kabat de FR de FR de CDR
BAT V4 100 117 26 86 30 87 18 68 27
Hsighvl2 95 65,0 78 17 63 17 65 14 51 22
R2C5H 60,3 76 16 59 17 64 14 49 20
030805 56,8 71 16 56 14 59 13 47 19
WIL2 57,7 71 15 56 13 59 13 46 19
21/28 59,7 71 15 55 13 59 13 46 19
uc 57,7 71 15 55 13 59 13 46 19
030802 58,2 71 15 55 13 59 13 46 19
039734 57,7 71 15 55 13 57 13 46 19
030812 56,3 71 15 55 13 58 13 46 18
030810 57,9 70 15 55 13 58 13 46 17
4d275a 71,4 70 15 54 13 58 13 46 18
030811 56,0 70 15 54 13 58 13 46 18
IF10 59,3 70 15 54 13 58 13 46 18
GD9 714 70 15 54 11 58 13 46 18
039232 59,3 70 15 54 13 58 13 46 18
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NOMBRE Vernier V4 J Lineagerminal Tamafio Tamafo Tamafo Clase de Clase de
humana de H1 de H2 de H3 H1 H2
préxima

BAT Vy 16 98 19 5 17 8 ? ?
Hsighvl2 95 13 70 14 VI-4,1b+ Mismo Mismo 11 1/10A 2/10A
R2C5H 13 70 14 VI-4,1b+ Mismo Mismo 17 Mismo Mismo
030805 11 66 14 DP-15-V18+
WIL2 11 65 14 DP-8+ Mismo Mismo 14 1/10A Mismo
21/28 11 64 14 DP-25-VI3b+ Mismo Mismo 10 1/10A Mismo
ucC 11 62 14 DP-8+ Mismo Mismo 14 1/10A Mismo
030802 11 62 14 DP-25-VI3b+
039734 11 62 14 DP-8+
030812 11 60 14 hv1f10t
030810 11 59 14 hv1f10t
4d275a 11 59 14 DP-21- Mismo Mismo 0 Mismo Mismo
4d275a+
030811 11 59 14 hv1f10t
IF10 11 59 14 DP-15-V18+ Mismo Mismo 9 Mismo Mismo
GD9 11 58 14 VI-4,1b+ Mismo Mismo 0 Mismo 2/10A

039232 11 58 14 VI-4,1b+

ID - porcentaje de identidad de las secuencias V4 humanas para la region V4 de BAT murino

*Todos - nimero de residuos idénticos en el conjunto de la region Vi humana cuando se compara con el conjunto de
la region Vy de BAT murino

3Superficie (Superficie de FR) - nimero de residuos (FR) idénticos sobre la superficie

*Nucleo (Nucleo de FR) - nimero de residuos idénticos dentro del nicleo (FR) del dominio Fv

*CDR/FR - ntimero de residuos idénticos dentro de las CDR o las FR;

°FR cerca de CDR - representa el nimero de residuos idénticos entre los aminoécidos de FR dentro de 5A de una
CDR;

"Vernier - nimero de residuos idénticos entre los 14 aminoacidos de Vernier (Foote et al., arriba);

8V (Cadena J) - nimero de residuos idénticos dentro del gen Vy (cadena J)

Tamafio de L1 a L3 - nimero de residuos en cada CDR

Clase de L1 a L3 - clase candnica de CDR segun Martin & Thornton (Martin et al., arriba)

La siguiente etapa en el proceso de disefio era estudiar las secuencias de aminoacidos de las FR de la regién Vy de
hsighv1295 aceptor humano para determinar si cualquiera de estos residuos de aminoacidos iba a influir
probablemente adversamente en la unién al antigeno. Una vez mas, los modelos moleculares construidos por OML
(véase el Ejemplo 5) fueron cruciales para este proceso de disefio, a partir de los cuales se identificaron varios
aminoacidos en las FR de la region Vy de BAT-1 murino para la conservacion en la primera (BATRH,a) y posteriores
versiones del anticuerpo BAT-1 humanizado (Tabla 8). Hubo 22 diferencias de aminoacidos entre las FR de las
regiones Vy de BAT-1 de raton donante y de hsighv1295 humano aceptor y se consideraron hasta nueve residuos
murinos para la conservacion en las FR humanizadas.

Por tanto, BATRHA4 consistio en las CDR de la region Vy del anticuerpo BAT-1 de raton, genéticamente insertadas en
las FR de la regién Vy del anticuerpo hsighv1295 humano. Esta fue la version de CDR injertadas de la regién Vy del
anticuerpo BAT-1 humanizado y no contuvieron en absoluto cambios de aminoacidos de FR.

En BATRHg, los aminoacidos en las posiciones 28 y 30 en FR1 de la secuencia de BAT-1 de raton (es decir, Thry
Thr, respectivamente) sustituyeron los aminoacidos de hsighv1295 humano correspondientes (es decir, Ser, y Ser,
respectivamente) en la region variable de la cadena pesada de BAT-1 humanizado. Esto se hizo debido a que
representaron algunos de los residuos candnicos importantes para la conformacion del bucle hipervariable H1
(Chothia et al., 1992 arriba). Los residuos canénicos se consideraron criticos para la orientacién y estructura
correctas de bucles hipervariables y generalmente siempre se conservaron en una region variable humanizada.
Ademas, las posiciones de residuos 27-30 se consideraron parte del propio bucle H1 y asi fueron incluso mas
criticas para la conformacién y orientacion correctas de este bucle - justificando su conservacion incluso mas
fuertemente. Asi, estas dos posiciones de residuos representaron la suma de los cambios hechos a las FR de la
secuencia de hsighv1295 humano en BATRHg.

La siguiente etapa en el proceso de disefio era estudiar las secuencias de aminoacidos de las FR de la region Vy de
hsighv1295 aceptor humano para determinar si era probable que cualquiera de estos residuos de aminoacidos
influyera adversamente en la union al antigeno. Una vez mas, los modelos moleculares construidos por OML (véase
el Ejemplo 5) fueron cruciales para este proceso de disefio, a partir de los cuales se identificaron varios aminoacidos
en las FR de la region Vy de BAT-1 murino para la conservacion en la primera (BATRH,) y posteriores versiones del
anticuerpo BAT-1 humanizado (Tabla 8). Hubo 22 diferencias de aminoéacidos entre las FR de las regiones Vy de
BAT-1 de ratén donante y de hsighv1295 humano aceptor y se consideraron hasta nueve residuos murinos para la
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conservacion en las FR humanizadas.

Por tanto, BATRHa4 consistio en las CDR de la region Vy del anticuerpo BAT-1 de raton, genéticamente insertadas en
las FR de la regién Vy del anticuerpo hsighv1295 humano. Esta fue la version de CDR injertadas de la regién Vy del
anticuerpo BAT-1 humanizado y no contuvieron en absoluto cambios de aminoacidos de FR.

En BATRHg, los aminoacidos en las posiciones 28 y 30 en FR1 de la secuencia de BAT-1 de raton (es decir, Thry
Thr, respectivamente) sustituyeron los aminoacidos de hsighv1295 humano correspondientes (es decir, Ser, y Ser,
respectivamente) en la region variable de la cadena pesada de BAT-1 humanizado. Esto se hizo debido a que
representaron algunos de los residuos candnicos importantes para la conformacion del bucle hipervariable H1
(Chothia et al.,, 1992 arriba). Los residuos canénicos se consideraron criticos para la orientacién y estructura
correctas de bucles hipervariables y generalmente siempre se conservaron en una region variable humanizada.
Ademas, las posiciones de residuos 27-30 se consideraron parte del propio bucle H1 y asi fueron incluso mas
criticas para la conformacién y orientacion correctas de este bucle - justificando su conservacion incluso mas
fuertemente. Asi, estas dos posiciones de residuos representaron la suma de los cambios hechos a las FR de la
secuencia de hsighv1295 humano en BATRHg.

TABLA 8
Kabat | N° FRo | Vude Varios Humano | hsighv 1295 | Superf. | RHa | RHg | RHc | Comentario
CDR | BAT de | de | aceptor o} de de de
raton raton humano nacleo | BAT | BAT | BAT

1 1 FR1 Q E Q - s Q Q Q

2 2 | | V* \% \ c \4 v \4 Canoénicos
de Martin
(H1);
Vernier

3 3 I Q Q Q S Q Q Q

4 4 | L L L* C L L L Canonicos
de Martin
(H1)

5 5 | \Y Q* V C vV \Y vV

6 6 I Q Q* Q c Q Q Q

7 7 | S S S* c S S S

8 8 | G G G* . c G G G

9 9 | P A* A S S S S S

10 10 | E E E - c E E E

11 11 | L L* \Y S L L L

12 12 | K V* K c K K K

13 13 | K K K* s K K K

14 14 | P p* p* s P P P

15 15 | G G G* c G G G

16 16 | E A A A c A A A

17 17 | T S* S* S c S S S

18 18 | V V* V - C vV \Y vV

19 19 | K K* K s K K K

20 20 | | L \Y, c I | I Canonicos
de Martin
(H1)

21 21 | S S s : c S S S

22 22 | C C C* . C C C C Canonicos
de Martin
(H1)

23 23 | K T K : c K K K

24 24 | A A* A . c A A A Canonicos
de Chothia
(H1);
canonicos
de Martin
(H1)

25 25 S S S* : c S S S
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Kabat | N° | FRo | Vude Varios Humano | hsighv 1295 | Superf. | RHa | RHg | RHc | Comentario
CDR | BAT de | de | aceptor o] de de de
ratéon ratéon humano nicleo | BAT | BAT | BAT

26 26 | G G G* ¢ G G G Canonicos
de Chothia
(H1);
canoénicos
de Martin
(H1)

27 27 Y pP* Y C Y Y Y Canodnicos
de Chothia
(H1);
Vernier

28 28 | T N T S S S T T Vernier;
(A1)

29 29 | F I* F* C F F F Canonicos
de Chothia
(H1);
canodnicos
de Martin
(H1);
Vernier

30 30 FR1 T K T S C S T T Vernier;
(A2)

31 31 CDR N D S S S N N N

1

32 32 | Y T Y H ¢ Y Y Y Canonicos
de Martin
(H1)

33 33 | G Y* A A c G G G Canonicos
de Martin
(H1/H2)

34 34 | M M | | ¢ M M M Canonicos
de Chothia
(H1);
canodnicos
de Martin
(H1)

35 35 N H S - c N N N Canodnicos
de Martin
(H1); AA
de relleno

35a | - - - - - -

35b CDR - - - - - -

1

36 36 FR 2 w w W+ C w w w Canodnicos
de Martin
(H1)

37 37 | \% V* \ C \% \ \ AA de
relleno

38 38 | K K R* R C R R R

39 39 | Q Q Q* . c Q Q Q AA de
relleno

40 40 | A R A c A A A

41 41 | P P P 5 P P P

42 42 | G E* G* . S G G G

43 43 I K Q* Q Q S Q Q Q

44 44 | G G* G c G G G

45 45 | L L L* C L L L AA de
relleno del
nicleo

46 46 | K E E* Q c Q Q Q
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Kabat | N° | FRo | Vude Varios Humano | hsighv 1295 | Superf. | RHa | RHg | RHc | Comentario
CDR | BAT de | de | aceptor o] de de de
ratén raton humano nacleo | BAT | BAT | BAT
a7 a7 | w w W+ C w w W | Candnicos
de Martin
(H2); AA
de relleno
48 48 | M I* M C M M M Canonicos
de Martin
(H1)
49 49 | FR2 G G* G* C G G G
50 50 | CDR W R w c w w W | Candnicos
2 de Martin
(H2)
51 51 | | I I c | | | Canonicos
de Martin
(H1/H2)
52 52 | N D* N c N N N Canonicos
de Martin
(H2)
52a 53 | T p* P c T T T Canonicos
de Chothia
(H2);
canonicos
de Martin
(H2)
52b | - - Y - - - - Canonicos
de Martin
(H2)
52c | - - - - - - Canonicos
de Martin
(H2)
53 54 | D A G N S D D D Canonicos
de Martin
(H2)
54 55 | S N N T c S S S Canonicos
de Martin
(H2)
55 56 | G G G c G G G Canonicos
de Chothia
(H2);
candnicos
de Martin
(H2)
56 57 | E N D S s E E E Canonicos
de Martin
(H2)
57 58 | S T T P c S S S
58 59 | T K N c T T T Canonicos
de Martin
(H2)
59 60 | Y Y Y c Y Y Y Canonicos
de Martin
(H2)
60 61 | A D A - c A A A
61 62 | E p* Q Q s E E E
62 63 | E K* K G s E E E
63 64 | F F* F . c F F F
64 65 | K Q* Q T s K K K
65 66 | CDR G G G - s G G G
2
66 67 | FR3 R K R C R R R
67 68 | F A Vv C F F F
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Kabat | N° FRo | Vhde Varios Humano | hsighv 1295 | Superf. | RHa | RHg | RHc | Comentario
CDR | BAT de | de | aceptor o] de de de
raton raton humano nicleo | BAT | BAT | BAT

68 69 | A T* T V C \ \ \

69 70 | F | | . C F F F Canonicos
de Martin
(H1/H2)

70 71 | S T* T C S S S

71 72 | L A* A C L L L Canonicos
de Chothia
(H2);
canonicos
de Martin
(H2)

72 73 | E D D D c D D D

73 74 | T T* T . S T T T

74 75 | S S* S* . S S S S

75 76 | A S* T V c \ \ \

76 77 | N N* S S c S S N (A3)

77 78 | T T* T c T T T

78 79 | A A* A ¢ A A A Canonicos
de Martin
(H1/H2)

79 80 | Y Y* Y c Y Y Y

80 81 | L L M L L L Canonicos
de Martin
(H1)

81 82 I Q Q* E c Q Q Q

82 83 | | L* L . c | | |

82a 84 | N S* S T c T T T

82b 85 | N S* S S S S S S

82¢c 86 | L L L* . c L L L

83 87 | N T* R T c T T T

84 88 | N S* S A S A A A

85 89 | E E* E E E E

86 90 | D D* D* c D D D

87 91 | T T* T . c T T T

88 92 | A A A G c G G G

89 93 | T V V M c M M M

90 94 | Y Y Y* . c Y Y Y Canonicos
de Martin
(H1)

91 95 | F Y* Y C* C F F F AA de
relleno

92 96 | C C C C C C Canonicos
de Martin
(H1)

93 97 | \Y A A* A C v \4 A AA de
relleno;
(A4)

94 98 FR 3 R R R K C R R K Canodnicos
de Chothia
(H1);
canonicos
de Martin
(H1); (A5)

95 99 CDR \Y G A \% \ \% AA de

3 relleno

96 100 | G Y P G G G

97 101 | Y L G H 5 Y Y Y

98 102 | D R Y S 5 D D D

99 103 | A R G S c A A A

100 | - D S A - - -
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Kabat | N° FRo | Vyde Varios Humano | hsighv 1295 | Superf. | RHa | RHg | RHc | Comentario
CDR | BAT de | de | aceptor o] de de de
raton raton humano nicleo | BAT | BAT | BAT

100 a | - - G L - - -

100 b | - - G D - - -

100 ¢ | - - G - - - -

100d | - - C - - - -

100 e | - - Y - - - -

100 f | - - R - - - -

100 g | - G -

100 h | - D -

100 i | - Y -

100 j | . - X - . . .

100k | 104 | L - F c L L L AA de
relleno del
nicleo

101 105 | D D D c D D D

102 106 | CDR Y Y Y - c Y Y Y Canodnicos

3 de Martin
(H1)

103 107 | FR4 w w W+ . C w w W | AAde
relleno del
nlcleo

104 108 | G G G c G G G

105 109 | Q Q S Q Q Q

106 110 | G G G* c G G G

107 111 | T T* T c T T T

108 112 | S S L L c L L L

109 113 | V v V* c V V V

110 114 | T T T c T T T

111 115 | V V* V* V V V

112 116 | S S S* S S S

113 117 | FR4 S S S* S S S

La tercera version de la region Vy de BAT-1 humanizada (BATRHc) incorpord todas las sustituciones hechas en
BATRH; y, ademas, contuvo otros tres aminoacidos murinos, que se insertaron en las FR humanas en lugar de los
residuos humanos correspondientes. El primero de éstos fue el aminoacido Asn localizado en la posicién 76 en FR3.
Segun el modelo molecular de la regién Fv de BAT-1, el residuo Asn estuvo préximo a CDR H1 y puede haber
estado soportando la estructura de bucle. Ademas, en la region Vy de BAT-1 de ratdn, la Asn estuvo expuesta en la
superficie y fue mayor que la Ser en las FR de hsighv1295 humano. Por consiguiente, se hizo una sustitucién
Ser76Asn a la FR.

Se hizo otro cambio al aminoacido en la posicion 94 en FR3 de la regién Vy, una posicion de residuo que se habia
identificado previamente por Chothia et al. (Chothia et al., 1992 arriba), ademas de por Martin y Thornton (Martin et
al., arriba), como importante para la conformacion del bucle H3. Ademas, el modelo molecular indicé que la Arg94
podria formar un puente salino con Asp101 en CDR H3, estabilizando la estructura de bucle. Por consiguiente, la
Arg en el ratdn sustituyd la Lys en el ser humano en esta posicion de residuo. También se hizo una modificacion final
en la posiciéon 93 en FR3 en la que la Ala humana se sustituyd con el aminoacido Val murino. Este residuo se
considerd un residuo de relleno, como se define por Chothia (Chothia et al., 1985 arriba), importante para el correcto
relleno de las regiones Vi y Vu. Ademas, éste se identifico como una posicion de residuo de Vernier, y por tanto,
importante para mantener la conformacion de bucle de CDR, una clasificacion confirmada por un andlisis del modelo
molecular. Tomados conjuntamente, todos los datos y el analisis molecular sugirieron que era apropiado para
conservar estos tres residuos murinos en la region Vy humanizada de BATRHc, es decir, Ser76Asn, Ala93Val y
Lys94Arg.

La construccion de las dos siguientes variantes humanizadas de la region V4 de BAT-1 dependi6 de la afinidad de
union de estas tres primeras versiones humanizadas, es decir, BATRHa, BATRHA y BATRHc. Si los tres dejaran de
mostrar un nivel adecuado de unidn, entonces se sinterizarian y probarian las versiones BATRHp y BATRHE.

La version D de la region Vi de BAT-1 humanizado (BATRHDp) incorporé todas las sustituciones hechas en BATRHc
y, ademas, contuvo un amino&cido de ratén adicional localizado en la posiciéon 2 en FR1. Esta localizacion se definié
como tanto una posicion de residuo candénico (Martin et al, arriba) como de Vernier (Foote et al., arriba). Ademas, a
partir del modelo de la region variable de BAT-1, el aminoacido lle murina estuvo préximo a Tyr27 en FR1, que es él
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mismo parte de la estructura de bucle H1. En cambio, los aminoacidos Ile murina y Val humana, en esta localizacion
en las FR de raton y humanas, fueron similares en caracter y solo ligeramente diferentes en tamafio, es decir, lle
tiene un grupo metilo adicional. Por tanto, se decidié hacer el cambio Val2lle solo en esta etapa del procedimiento de
humanizacion e incorporar la mutacién en la version BATRHp.

La version final de la regién variable de la cadena pesada de BAT-1 humanizado (BATRHg) incorporé todas las
sustituciones de FR de ratén hechas en BATRHp junto con tres cambios de aminoacidos adicionales en las
posiciones 38 (FR2), 46 (FR2) y 68 (FR3).

La modificacién Arg38Lys se hizo debido a que el modelo sugirié que la Arg, profundamente enterrada en el ndcleo
de la region Vu, estaba préxima a Phe63 en CDR H2. Sin embargo, ésta no era una posicion de residuo canénico o
de Vernier previamente identificada. Ademas, la Arg y la Lys tienen estructura relativamente similar, aunque la Arg
es mas voluminosa, y asi era dificil de juzgar la significancia de cualquier cambio de aminoéacido. Por consiguiente,
esto se consideré solo una posibilidad provisional y la sustitucion solo iba a hacerse si se encontrara que la afinidad
de union del anticuerpo BAT-1 humanizado era mala. El mismo fundamento también estuvo detras de la seleccion
de la modificacién de GIn46Lys. El aminoacido Lys estaba medio enterrado, segun el modelo molecular, pero
préximo a Glu62 y Phe63 en CDR H2. Hubo una leve posibilidad de que el residuo de Lys46 cargado mas grande
pudiera interaccionar con el antigeno directamente, por tanto estaba conservado en BATRHE. El caso para preservar
el aminoacido 68Ala murino estaba relacionado con su proximidad a CDR H2, particularmente al residuo Tyr59 en el
bucle H2, y a la probabilidad de que, por tanto, influyera en la estructura de bucle. Era poco probable que la Ala
fuera importante debido a su pequefio tamafio, sin embargo la Val mas grande, encontrada en las FR de hsighv1295
humano, podria haber afectado adversamente la estructura del bucle H2, y asi se sustituy6 con el residuo de Ala
murina.

Una descripcién de las secuencias de aminoacidos de todas las variantes de la regiéon V4 humanizada propuestas
anteriormente se da en la FIG. 6.

Aunque se buscaron posibles sitios de glucosilacion ligados a N, es decir, Asn-Xaa-(Ser/Thr)-Xaa (Gavel et al.,
arriba) en tanto las regiones Vu de raton donantes como humanas aceptoras, ademas de las propias construcciones
humanizadas, no se identificé ninguno.

Ejemplo 5
Modelado molecular del dominio Fv de BAT-1 murino y humanizado

Para ayudar en el disefio de las regiones variables del anticuerpo BAT-1 humanizado, se construyé un modelo
molecular de las regiones variables de tanto los anticuerpos murinos como los humanizados. El modelado de estas
estructuras se logré usando tanto los métodos establecidos de modelado por homologia como técnicas desde el
principio. Esto se hizo usando el paquete de modelado molecular de AbM, que se suministro y utilizd por Oxfored
Molecular Limited (OML). Se formatearon las estructuras cristalograficas de rayos X de anticuerpos de la base de
datos de Brookhaven disponible para permitir que fueran usadas para el modelado con AbM.

Las FR de las regiones variables de BAT-1 se modelaron en FR de regiones variables de inmunoglobulina similares,
estructuralmente resueltas. Aunque se mantuvieron las cadenas laterales de aminoacidos idénticas en su
orientacion original, las cadenas laterales desapareadas se sustituyeron como en la region Fv de BAT-1 original. Se
usaron los atomos de esqueleto de la regién Vk de FAB17-IA para el modelo de la region Vk de BAT-1, mientras que
las FR de la region Vy de 409.5.3 se usaron para modelar la region Vy de BAT-1 (cddigos de Brookhaven PDB 1fory
liai, respectivamente). Estas secuencias representaron ambas buenas coincidencias para las secuencias de la
regién variable del anticuerpo BAT-1 murino, y sus variantes humanizadas. Las identidades para las secuencias de
mMBAT-1 y humanizadas oscilaron del 73 % al 92 % para las secuencias de la regiéon Vk y entre el 65 % y el 79 %
para las secuencias de la region Vy. La prueba de AbM con estructuras conocidas ha mostrado que la homologia del
esqueleto de FR es un factor importante en la calidad de cualquier modelo, ya que el uso de estructuras de FR que
coinciden poco con una secuencia que se modela puede afectar significativa y adversamente la posicion y
orientacion de la estructura de bucle de CDR.

Para la estructura de esqueleto del bucle L1, se tomaron las conformaciones de bucle de la region Vk de BAT-1
murino y la secuencia de BATRks humanizado (FIG. 5) de clases canonicas usadas por AbM. Estas clases
canonicas se basan en aquellas descritas por Chothia y sus colaboradores, pero se han modificado para tener en
cuenta estructuras que han estado disponibles desde que se publicaron los articulos originales (Chothia et al., 1987,
1989, 1992 arriba; Tramontano et al., arriba). La prueba del rendimiento de las predicciones de AbM para estructuras
de bucle conocidas ha mostrado que los bucles de CDR que se crean de esta forma son normalmente modelados
con mucha exactitud, es decir, a dentro de 1-1,5A de desviacién RMS. Para la secuencia de la region Vi de BATRKa,
la sustitucion de Tyr por Phe en la posicion 71 (en FR3) significa que ya no se ajusto a la clase canénica (Clase 1)
observada en la regién Vk murina y la region Vk de BATRkg humanizado. Tyr71 tuvo una funcion importante en la
conformacion del bucle L1, sin embargo, el analisis de las estructuras modeladas sugirié que era el relleno del bucle
L1 contra el anillo aromatico de Tyr el que era la caracteristica clave del residuo. Asi, hubo un motivo para creer que
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Phe también podria realizar esta funcion. Ademas, a partir de los modelos no parecié que hubiera ninguna fuerte
interaccion con el grupo hidroxilo de Tyr71. Por consiguiente, hubo una posibilidad de que la sustitucién de Tyr con
Phe pudiera no haber afectado la conformacion real del bucle L1.

Para las estructuras de esqueleto de CDR L2, L3, H1 y H2, las conformaciones para todos los modelos se tomaron
de clases canénicas definidas por AbM sin modificacién.

El bucle H3 en la region Vy de BAT-1 tuvo ocho residuos de longitud, de manera que se usaron dos métodos para
predecir la estructura de bucle H3. Se us6 una busqueda en base de datos de las conformaciones de esqueleto para
ambos métodos, pero ademas, la conformaciéon de los cinco residuos centrales en el modelo se buscé mas
minuciosamente usando una bisqueda CONGEN (Bruccoleri, arriba). Aunque esta dur6 mas calcularla, produjo
tranquilizadoramente una conformacion que era muy similar a aquella identificada a partir de la busqueda en bases
de datos.

Después de ajustar el conjunto del modelo para choques estéricos obvios, finalmente se sometié a minimizacion de
energia, como se ha implementado en MACROMODEL, tanto para aliviar contactos atémicos desfavorables como
para optimizar interacciones de van der Waals y electrostaticas.

Ejemplo 6

Construccion de variantes de la cadena ligera de BA  T-1 humanizado

Al igual que en todos los ejemplos, se siguié un estricto protocolo de clonacion por PCR y secuenciacion. Esto se
hizo para minimizar la posibilidad de introducir errores en las versiones humanizadas. La construccién de los genes
de la region variable de la cadena ligera kappa de BAT-1 humanizado (es decir, BATRKa, BATRKg ¥ BATRKp)

produjo un producto de aproximadamente 425 pb que luego se subcloné en pCR2.1™. Las reacciones de PCR se
establecieron usando los cebadores descritos en las Tablas 9 y 10.
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TABLA 10

Variante de B AT-1 Combinaciones de cebadores de oligonucleotidos ' usadas para la

humanizado construccién de la cadena ligera kappa de cada vari ante?

BATRKa BATRK.1 BATRK.2 BATRK.3 BATRk.4 BATRK.5
BATRK.6 BATRK.7 BATRK.8 BATRK.9 BATRk.10
BATRk.11 BATRk.12 BATRK.13 BATRk.14 BATRKk.15
BATRK.16 BATRk.17 BATRk.18 BATRk.19 BATRk.20

BATRKg BATRk.1 BATRk.2 BATRk.3 BATRk.4 BATRk.5B
BATRk.6B BATRK.7 BATRk.8B BATRk.9 BATRk.10
BATRk.11 BATRk.12 BATRk.13 BATRk.14 BATRk.15B
BATRK.16 BATRk.17B BATRK.18 BATRk.19 BATRk.20

BATRKp BATRK.1 BATRK.2 BATRK.3 BATRk.4 BATRk.5B
BATRK.6B BATRK.7 BATRk.8D BATRK.9 BATRk.10
BATRk.11 BATRk.12 BATRk.13 BATRk.14 BATRk.15B
BATRK.16 BATRk.17D BATRK.18 BATRK.19 BATRK.20

'Las secuencias de oligonucleétidos se dan en la Tabla 9.
“También se usaron los cebadores de oligonucledtidos BATRk.1 y BATRk.20 como los cebadores de
amplificacion externos.

Se identificaron transformantes positivos putativos usando el ensayo de cribado de PCR, digestion con restriccion y
a continuacién se secuencié el ADNbc. A continuacion, los genes Vk humanizados (FIGS. 7-9; SEC ID N°. 15, 16 y
18) se subclonaron en plasmidos de expresion.

La construccion pKN110 de la cadena ligera incluyé genes de resistencia a ampicilina y neomicina. Las variantes del
gen Vk humanizado de BAT-1 (es decir, BATRKka, BATRKs y BATRKp) se insertaron entre el promotor temprano
inmediato del HCMV vy la regidn constante kappa humana gendémica, produciendo los siguientes vectores de
expresion: pKN110-BATRka, pKN110-BATRkg Y pKN110-BATRKp, respectivamente (véase la FIG. 10 para un vector
pKN110-BATRKp representativo).

El casete de expresion de la cadena ligera de BAT-1 insertado en un vector de expresion incluyé un fragmento de
ADN que codifica una secuencia de péptidos sefial de inmunoglobulina de ratén, secuencia de Kozak y un intron de
la secuencia sefial que se afadié a ambos lados de las variantes del gen Vk humanizado de BAT-1 (FIG. 11). Este
casete se insert6 entre el promotor temprano inmediato del HCMV vy la regién constante kappa humana genémica. El
vector de expresion de la cadena ligera completa también incluyé un terminador de poliA de BGH de la transcripcion
y un marcador de seleccién de Neo/G418. Todas las construcciones se digirieron con enzimas de restriccion y se
secuenciaron con ADNbc para confirmar la presencia del inserto correcto.

Ejemplo 7
Construccion de variantes de la cadena pesada de BA  T-1 humanizado

La construccion de las diversas versiones de los genes de la regién variable de la cadena de pesada de BAT-1
humano remodelado (es decir, BATRHA, BATRHg, BATRHc) produjo un producto de aproximadamente 450 pb que
luego se subcloné en pCR2.1™. Las reacciones de PCR se establecieron usando los cebadores descritos en las
Tablas 11y 12.

Se identificaron de nuevo transformantes positivos putativos en un cribado por PCR y a continuacion se
secuenciaron con ADNbc. A continuacion, los genes Vy humanizados (SEC ID N°. 20-22) se subclonaron en
vectores de expresion.

La construccién pG1D110 de la cadena pesada incluyd el gen de resistencia a ampicilina y dhfr de hamster como
marcador de seleccion. Las variantes del gen V4 humanizado de BAT-1 se insertaron entre el promotor temprano
inmediato del HCMV vy la regién constante de IgG1l humana gendmica produciendo los siguientes vectores de
expresion: pG1lD110-BATRHa, pG1D110-BATRHg, pG1D110-BATRHc (véase la FIG. 15 para un vector
pG1D110.BAT-1.RHc representativo).

El casete de expresion de la cadena pesada de BAT-1 se insertdé en un vector de expresion que incluyé un
fragmento de ADN que codifica una secuencia de péptidos sefial de inmunoglobulina de ratén, secuencia de Kozak y
un intrén de la secuencia sefial que se afiadié6 a ambos lados de las variantes del gen Vk humanizado de BAT-1
(FIG. 16). Este casete se insertd entre el promotor temprano inmediato del HCMV y la regién constante de IgG1l
humana gendmica. El vector de expresion de la cadena ligera completa también incluy6é un terminador de poliA de
BGH de la transcripcion y un marcador de seleccion de dhfr.

Los vectores de expresion resultantes se digirieron con enzimas de restriccion para confirmar la presencia del
inserto correcto.
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TABLA 12

Variante de BAT -1 Combinaciones de cebadores de oligonucle()tidos

T usadas para la construccion de

humanizado la cadena pesada de cada variante

BATRH A BATRH.1 BATRH.2 BATRH.3 BATRH.4 BATRH.5
BATRH.6 BATRH.7 BATRH.8 BATRH.9 BATRH.10
BATRH.11 BATRH.12 BATRH.13 BATRH.14 BATRH.15
BATRH.16 BATRH.17 BATRH.18 BATRH.19 BATRH.20
BATRH.21 BATRH.22

BATRHg BATRH.1 BATRH.2 BATRH.3 BATRH.4 BATRH.5B
BATRH.6 BATRH.7 BATRH.8 BATRH.9 BATRH.10
BATRH.11 BATRH.12 BATRH.13 BATRH.14 BATRH.15B
BATRH.16 BATRH.17 BATRH.18 BATRH.19 BATRH.20
BATRH.21 BATRH.22

BATRHc BATRH.1 BATRH.2 BATRH.3 BATRH.4 BATRH.5C
BATRH.6 BATRH.7 BATRH.8C BATRH.9 BATRH.10
BATRH.11 BATRH.12 BATRH.13 BATRH.14 BATRH.15C
BATRH.16 BATRH.17 BATRH.18 BATRH.19 BATRH.20
BATRH.21 BATRH.22

"Las secuencias de oligonucleétidos se dan en la Tabla 11.
*También se usaron los cebadores de oligonucledtidos BATRH.1 y BATRH.22 como los cebadores de amplificacion
externos.

Ejemplo 8

Construccion del anticuerpo completo BAT-1 RH  ¢/Rkp y1 en un Unico vector de expresion

Con el fin de maximizar los niveles de expresién que pueden lograrse para el anticuerpo BAT-1 yl, se decidid
eliminar un intron de la construccion pG1D110.BAT-1.RHc (descrita en el Ejemplo 7, véase la FIG. 15) antes de
hacer la construccion de vector Unico de BAT-1 yl1. Este procedimiento se llevé a cabo del siguiente modo.

pG1D200 es otro vector de expresion de mamifero de la cadena pesada de la inmunoglobulina y1 (AERES
Biomedical; FIG. 17). Este vector es una version de intron Vu4:Chyl menos del vector pG1D110 (es decir, no tiene el
intrén de 71 pb en la unién Vy:Cy).

Con el fin de convertir la construccién pG1D110.BAT-1.RHc en una construccién, se escindié un fragmento BstEll
(219 pb) del vector pG1D200 y se purificé en gel usando un kit de extraccion/purificacién en gel Qiagen. Este
fragmento contuvo la unién V:Cy de intron menos.

La construccion pG1D110.BAT-1.RH¢ (FIG. 15) también se digiri6 con restriccion con BstEll, liberando un fragmento
de 290 pb que contuvo la unién VH:CH de intrén mas. El fragmento de vector restante (~7207 pb) se purificé en gel
usando un kit de extraccion/purificacién en gel Qiagen.

El fragmento BstEIl de intrén menos (219 pb) de la digestién con el vector pG1D200 se ligé entonces en el vector
pG1D110.BAT-1.RHc digerido con BstEll de ~7207 pb. Se transformaron 2 pl de ADN ligado en células DH5a
(Stratagene) segun las instrucciones del fabricante. Se preparé ADN de plasmido a partir de 10 colonias y cada ADN
de plasmido se analiz6 para la presencia del fragmento de BstEll correcto por andlisis de secuencias de ADN.

Tras la identificacion de un clon perfecto, la nueva construccion de intron menos (pG1D210.BAT-1.RHc) y la
construcciéon de cadena ligera pKN110.BAT.Rkp (véase FIG. 10) se usaron para construir el vector de expresion
individual pG1KD210.BAT-1.RHc/RKp (SEC ID N°. 93).

Los componentes de este vector de expresion Unico pG1KD210.BAT-1.RHc/Rkp dentro de SEC ID N° 93 estan
localizados del siguiente modo:

1. Intervalo de nucledtidos: 1 a 2502 - pBR322 (secuencia basada en pBR322 que incluye el gen de resistencia a
Amp y origen ColEl mas el origen SV40 y promotor temprano del SV40 dafiado)

. Intervalo de nucleétidos: 206 a 1067 - Amp (gen de resistencia a ampicilina)

. Posicién: 1824 - ColE1

. Intervalo de nucleétidos: 2502 a 3227 - DHFR (gen dihidrofolato reductasa)

. Intervalo de nucleétidos: 3233 a 4074 - poliA del SV40 (secuencia de poli A del SV40, etc.)

. Intervalo de nucleétidos: 4109 a 5649 - HCMVi (promotor del HCMVi)

. Intervalo de nucleétidos: 5662 a 6067- BAT rKd
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Reqidn variable de la cadena ligera kappa de BAT remodelado

8. Intervalo de nucleétidos: 6073 a 6720 - HuK (copia de ADNc del gen de la regién constante kappa humana
(Km(3)))

9. Intervalo de nucleétidos: 6726 a 6943 - spaC2 Secuencia de terminacion de spaC2 artificial

10. Intervalo de nucledtidos: 6949 a 8489 - HCMVi (promotor del HCMVi)

11. 12. Intervalo de nucle6tidos: 8502 a 8923 - BAT rHc

Reqidn variable de la cadena pesada de BAT remodelado

13. Intervalo de nucledtidos: 8924 a 10297 - HG1 (regiones constantes de gamma-1 humanas precedidas por un
intron de 60 pb y seguidas de la secuencia de terminacién 'Arnie")

El casete de expresion de la cadena ligera kappa de BAT-1 que contuvo el promotor del HCMVi, el gen de la region
variable de la cadena ligera kappa de BAT-1 y el gen de la regién constante kappa de la cadena ligera se digiri6 con
enzimas de restriccion (EcoRI /Spel) fuera de la construccion pKN110.BAT-1.Rkp y posteriormente se ligo en la
construccion pG1D210.BAT-1.RHc mediante los sitios de restriccion EcoRI y Spel Unicos. Esta ligacién produjo la
construccién del vector de expresion individual pG1KD210.BAT-1.RHc/RKp, que contuvo tanto las cadenas pesadas
como ligeras kappa del anticuerpo humanizado BAT-1 RHc/Rkp (FIG. 18). Se transformaron 2 ul de ADN ligado en
células DH5a (Stratagene) segun las instrucciones del fabricante. Se prepar6 ADN de Mini prep a partir de diez
colonias y cada ADN de plasmido se analiz6 para la presencia de la construccion de expresion Unica correcta por
andlisis de digestion con restriccion. Se eligié un clon de una construccién de expresion individual correcta para la
expresion transitoria del anticuerpo BAT-1 gamma-1 en células COS como se ilustrara en el Ejemplo 11.

Ejemplo 9

Construccion de la variante del anticuerpo completo BAT-1.RHc/Rkp gamma-1 (yl) en un vector de expresion
unico

Se transfirié la region variable de la cadena pesada de BATRHc al vector de expresion combinado (individual) como
fragmento Xhol a Hind111. La regidn variable de la cadena ligera de BATRKp se transfirio al vector de expresion
combinado (Gnico) como un fragmento Xbal a BamH1. El sitio Xbal interno en el gen de la cadena ligera se eliminé
sin cambiar la secuencia de aminoacidos. Se confirmaron las secuencias de las regiones variables de las cadenas
pesadas y ligeras de BAT-1.Rkp/BAT-1.RHc en este vector. El vector incluye regiones constantes de IgG1 humana
genéticas y kappa. Tanto los genes de la cadena pesada como ligera se pusieron bajo el control del promotor
temprano inmediato del HCMV. El vector incluye un gen dhfr de ratdbn como marcador de seleccién (véase la FIG.
19). La misma secuencia de Kozak, secuencia de péptidos sefial e intrén se afadieron en cuanto al sistema de
expresion de dos vectores (véanse los Ejemplos 6 y 7).

Ejemplo 10
Construccion de BAT-1 gamma-4 ( y4) PG4KD110.BAT-1. RH ¢/RKp en un vector individual

La primera etapa en la construccion de la construccion del vector de expresion unico BAT-1 y4 fue la clonacién del
gen BAT-1.RHc modificado fuera de la construccién pG1D110.BAT-1.RHc (FIG. 14) por digestion con restriccion con
BamHI y Hindlll, y la ligacion de este fragmento de 430 pb en el vector de expresion de la cadena pesada de la
inmunoglobulina gamma-4 pG4D110, de nuevo mediante sitios de restriccion BamHI y Hindlll.

Se transformaron 2 pl de ADN ligado en células DH5a (Stratagene) segun las instrucciones del fabricante. Se
prepar6 ADN de plasmido a partir de 10 colonias y cada ADN de plasmido se analizé para la presencia del
fragmento BamHI/HindIll de BAT-1.RHc correcto por analisis de secuencias de ADN.

Tras la identificacion de un clon perfecto, la nueva construccion de gamma-4 (pG4D110.BAT-1.RHc) y la
construccion de cadena ligera pKN110.BAT-1.RKp (FIG. 10) se usaron para construir el vector de expresion
individual pG4KD110.BAT-1.HRc/Rkp del siguiente modo.

El casete de expresion de la cadena ligera kappa de BAT-1 que contuvo el promotor del HCMVi, el gen de la region
variable de la cadena ligera kappa de BAT-1 y el gen de la regién constante kappa de la cadena ligera se digirié con
enzimas de restriccion (EcoRI /Spel) fuera de la construccion pKN110.BAT-1.Rkp y posteriormente se ligo en la
construccién pG4D110.BAT-1.RHc mediante los sitios de restriccion EcoRI y Spel Gnicos. Esta ligacién produjo la
construccion de una construccion de vector de expresion Unico pG4KD110.BAT-1.RHc/Rkp, que contuvo tanto las
cadenas pesadas como ligeras kappa de la variante RHc/Rkp del anticuerpo humanizado BAT-1. Se transformaron 2
ul de ADN ligado en células DH5a (Stratagene) segun las instrucciones del fabricante. Se preparé ADN de Mini prep
a partir de diez colonias y cada ADN de plasmido se analizé para la presencia de la construcciéon de vector de
expresion Unico correcta por analisis de digestion con restriccién. La construccién de vector de expresiéon Unico
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correcta digerida con BamHI y con Hindlll liberé un fragmento de 2864 pb y el digesto Hindlll liber6é un fragmento de
2840 pb. Se eligié un clon para la expresion transitoria del anticuerpo BAT-1 gamma-4 en células COS.

Ejemplo 11

Co-transfeccion de vectores de la cadena ligeray p  esada de BAT-1 humanizado, y expresion transitoria de
las variantes de BAT-1 humanizado en células COS7

Se co-transfectaron los vectores de expresiéon de la cadena pesada (pG1D110) y ligera (pKN110; Ejemplo 7) de
BAT-1 humanizado, en diversas combinaciones, en células COS7 y después de 72 h de incubacién, el medio se
recogio, se centrifugé para eliminar el residuo celular, se filtr6 y se analiz6 por ELISA para la produccién de
anticuerpos humanizados. La concentracion de anticuerpo humanizado en los sobrenadantes de células COS7 varioé
con cada combinacion de construcciones de anticuerpo BAT-1 humano remodelado que se probaron (Tabla 13). Por
ejemplo, la version BATRHg/BATRka expres6 los mayores niveles de anticuerpo (4800 ng/ml), mientras que la
version BATRHgBATRKp fue la menos expresora (357 ng/ml).

Ejemplo 12
Purificacién de las variantes de BAT-1 humanizado de células COS7

Recogiendo aproximadamente 8 ml por co-transfeccién (véase Ejemplo 11), se llevaron a cabo una serie de
transfecciones hasta que se habian recogido mas de 200 ml de sobrenadante de COS7. El volumen de este
sobrenadante se redujo a 10 ml pasando el sobrenadante a través de una celda de ultra-filtracion con agitacion con
una membrana de filtro PM30 - que tenia un corte de peso molecular de 30 kDa.

El kit de purificacion de 1gG Inmunopure©(A) comprendié esencialmente una columna de 2 ml de columna de
proteina A-Sepharose inmovilizada. El anticuerpo se eluy6 de la columna con 5 ml de tampdén de elucién, cuyo
eluato se recogio en fracciones de 1 ml. La concentracion de anticuerpo BAT-1 humanizado en cada fraccion se
ensay6 entonces usando métodos de ELISA. La Tabla 13 describe las concentraciones finales de las construcciones
de anticuerpo purificado en proteina A recogidas. En promedio, la etapa de purificacion aument6 la concentracion de
anticuerpo aproximadamente 150 veces.

TABLA 13
Cadena de anticuerpo Concentraciones de anticuerpo quimérico y hBAT -1 en sobrenadantes de
Ejemplo 13 células COS7 (experimentos de expresion transitoria)
Pesada Ligera kappa  Sobrenadantes en bruto (ug/ml) Después de la purificaciéon en proteina A (ug/ml)
BATCH BATRK 0,358 50
BATRHA BATRKa 2,350 110
BATRHs BATRKa 4,800 211
BATRHs BATRKg 0,757 149
BATRHc BATRKs 1,250 137
BATRHg BATRkp 0,357 112
BATRHc BATRKp 0,718 122

Andlisis de unién de células de Daudi a las variant  es de BAT-1 humanizado producidas en células COS7

Usando el ELISA de células de Daudi fue evidente que las diferentes versiones del anticuerpo BAT-1 humanizado
purificado en proteina A se unieron a células de Daudi a diversos grados. Las FIG. 20-23 muestran ejemplos tipicos
para estos experimentos de unién. También se representaron curvas sigmoideas de dosis-respuesta de la unién de
células Daudi por los anticuerpos recombinantes y se calcularon las pendientes de las cimas de estas curvas de
unién. La combinacién de los datos de las pendientes de las cimas y las posiciones de las curvas de dosis-respuesta
con respecto a las curvas de dosis-respuesta del anticuerpo quimérico sugirieron una jerarquia cualitativa con
respecto a la unién de células de Daudi entre las diversas construcciones de anticuerpo BAT-1 humanizado
probadas (Tabla 14). En la parte superior de esta jerarquia estaba claramente la construcciéon BATRHc/BATRKp, que
presenté una pendiente de la cima (es decir, 0,8818 + 0,1107) muy similar a su control de anticuerpo BAT-1
qguimérico (es decir, 0,8248 + 0,1210) y siguié estrechamente la curva de dosis-respuesta del control quimérico.
Aunque la construcciéon BATRHc/BATRkg mostré una pendiente de la cima mas empinada (es decir, 0,6408 +
0,1622) que el mismo control de anticuerpo BAT-1 quimérico (es decir, 0,8248 + 0,1210), como se ha calculado a
partir de los datos de unidn disponibles, la diferencia no fue estadisticamente significativa. Ademas, es evidente de
la FIG. 22 que la curva de dosis-respuesta para esta construccién no es tan buena como para la construccion
BATRHc/BATRKp Y, por tanto, se clasificé segunda en la jerarquia de unién.

En cambio, la construccion BATRHA/BATRKa tiene claramente las peores caracteristicas de unidon de todas las
construcciones de anticuerpo BAT-1 humanizado probadas (Tabla 14) y asi se clasifico la sexta en la jerarquia de
union. Aunque la pendiente de la cima calculada para esta version (es decir, 1,2730 + 0,2688) es evidentemente
mejor que la construccién humanizada muy similar BATRHg/BATRK, (es decir, 1,7710 + 0,6461), esta diferencia no
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es de nuevo estadisticamente significativa. Ademas, es evidente de la FIG. 21 que el anticuerpo BAT-1
BATRHA/BATRka con CDR injertadas esta alcanzando su respuesta de unién maxima a nivel mucho menor que la
construccion BATRHg/BATRka humanizada - que se clasificé la quinta en la jerarquia de unién.

Las construcciones BATRHg/BATRkg (FIG. 20; clasificada la cuarta) y BATRHe/BATRkp (FIG. 23; clasificada la
tercera) muestran niveles intermedios de union entre estos dos conjuntos de extremos. De nuevo, estas
clasificaciones se basaron principalmente en una interpretacion subjetiva de los datos de unién disponibles y
experiencia previa.

TABLA 14
Afinida des de unién relativas de las construcciones de ant icuerpos BAT -1 humanizados frente a
quiméricos purificados en proteina A recogidos tras la expresion transitoria en células COS
NUmero de Cadena Cadena Pendiente de la Jerarquia de unién del analisis
experimento pesada ligera kappa cima = EEM? de la pendiente de la cima
1 BATRH BATRK 0,5422 +0,2911 -
BATRHa BATRKa 1,273 £ 0,2688 6
BATRHg BATRKa 1,771 £ 0,6461 5
2 BATRH BATRk 0,8057 + 0,0849 -
BATRHg BATRkp 0,6555 + 0,1252 3
3 BATRH BATRk 0,8248 +0,1210 -
BATRHc BATRkg 0,6408 + 0,1622 2
BATRHc BATRkp 0,8818 + 0,1107 1
4 BATRH BATRk 0,7090 + 0,2768 -
BATRHg BATRKg 0,7796 + 0,3420 4

*Media del error estandar de 3 ELISA duplicados de células de Daudi calculada después de ajustar los
datos de ELISA a una curva sigmoidea de dosis-respuesta.

Ejemplo 14

Expresion transitoria de la variante R kp/RHc de BAT-1 por co-transfeccion o por transfeccion in dividual de
células COS

Se siguié el método de Kettleborough (Kettleborough et al., Eur. J. Immunol. 23:206, 1993) para transfectar las
construcciones de expresion en mamifero en células COS. Brevemente, se afiadio ADN (10 pug de cada una de la
construccion de expresion de la cadena ligera kappa pKN110.BAT-1.Rkp y la construccion de expresion de la
cadena pesada pG1D210.BAT-1.RHc, o0 13 pg de la construccion de vector Gnico pG1KD210.BAT-1.RHc/Rkp) a una
alicuota a 0,7 ml de 10’ células/ml en PBS y se pulsé a 1900 V, 25 pF de capacitancia, usando un aparato Bio-Rad
Gene Pulser. Tras una recuperacion de 10 minutos a temperatura ambiente, las células electroporadas se
transfirieron a placas de Petri que contenian 8 ml de DMEM que contenia 10 % de FCS y se incubaron durante 72 h
en 5% de CO; a 37 °C. Después de 72 h de incubacion, el medio se recogio, se centrifugd para eliminar el residuo
celular y se analiz6 por ELISA de captura para la produccién de anticuerpo. Las co-transfecciones, con vector de
expresion de la cadena ligera y vector de expresion de la cadena pesada, y transfecciones con un vector Unico que
expresa tanto las cadenas ligeras como pesadas, se llevaron a cabo por triplicado. Los resultados se presentan en la
Tabla 15. Los resultados indican que los niveles de expresion del vector Unico son -6 veces superiores a los niveles
de expresién observados para las co-transfecciones.

TABLA 15

Transfeccion Construcc i6n transfectada Niveles de expresion transitoria de células
n° COS para el anticuerpo BAT-1 vyl (ug/mi)*

Vector individual 55,451
" 49,009
" 66,018

Vectores de la cadena ligera y pesada 9,06
" 10,232
! 9,636

WNRFRWN P

*Los niveles de transfeccién de la variante de BAT-1 humanizado RHc/Rkp, de la co-transfeccién usando
vectores pG1D110 y pKN110, fueron 0,718 pg/ml
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Ejemplo 15

Transfeccion estable de células CHOdhfr- de mamifero con el vector Gnico pG1KD210.BAT-1.RH ¢c/Rkp y
produccion de lineas celulares estables

Se propagaron células CHOdhfr- en un medio no selectivo que consistia en a-MEM con ribonucleésidos y
desoxirribonucleésidos, complementado con 10 % de clon fetal Il y 50 pg/ml de gentamicina. Se transfecté una
alicuota, 0,7 ml, de 10" células/ml en PBS con 13 Hg de pG1l.KD210.BAT-1.RHc/Rkp a 1900 V, 25 pF de
capacitancia, usando un Bio-Rad Gene Pulser. Las células se dejaron recuperar durante 10 minutos a TA antes de
transfectarse a placas de Petri de 10 cm en 8 ml de medio no selectivo y a continuacién se incubaron en 5 % de CO;
a 37 °C durante 48 horas.

Dos dias después de la transfeccion, las células se tripsinaron, se centrifugaron y se resuspendieron en 150 ml de
medio selectivo precalentado (a-MEM sin ribonucleésidos y desoxirribonucledsidos, complementado con 10 % de
FBS dializado y 50 pg/ml de gentamicina, y que contenia tanto metotrexato 10 nM, 50 nM, 100 nM como 500 nM)
antes de dividirse igualmente entre quince placas de Petri de 10 cm. A continuacién, éstas se incubaron en 5 % de
CO; a 37°C durante 20-30 dias, cambiandose el medio selectivo cada 3-4 dias hasta que los focos fueron
claramente visibles. Después de 2 semanas desde la transfeccion inicial, los focos empezaron a desarrollarse sobre
las placas 10 nM. Ocho dias después, se desarroll6 un foco sobre las placas de 50 nM. No se desarrollaron otros
focos después de 35 dias sobre las placas 50 nM y no se desarrollaron focos sobre las placas de 100 nM o 500 nM.

Para “recoger” focos, cuadrados de 1 mm de papel de filtro Whatman 1MM se sumergieron primero en 0,05 % de
tripsina, disolucién al 0,02 % de EDTA. El medio selectivo se elimind cuidadosamente de las placas de cultivo, que a
continuacion se lavaron cuidadosamente con 5 ml de PBS. A continuacion, la PBS se eliminé y, usando pinzas
estériles, los cuadrados de papel de filtro previamente empapados se colocaron cuidadosamente sobre el foco
individual de las células. Se dejaron los cuadrados sobre los focos durante 15 segundos antes de transferirse a
pocillos individuales de una placa de cultivo de tejido de 24 pocillos que contenia 1 ml del medio selectivo apropiado.

Se recogieron un total de 31 focos de gamma-1, 30 fueron de las placas de MTX 10 nM y uno fue de las placas de
50 nM. Estas células se dejaron crecer en medio selectivo hasta que fueron casi confluentes y el medio de pocillos
individuales se prob6 para la producciéon de anticuerpos. Aquellos clones que producen anticuerpo humano se
seleccionaron entonces para la expansion y andlisis de produccion especifica. Los resultados de los ensayos de
produccioén especifica se presentan en la Tabla 16.

TABLA 16
Clon Niveles de produccion de células CHO especificas pa ra la variante de
anticuerpo completo BAT-1  yl1 RHc/RKp (ng/10° células/dia)
Ensayo N°. 1 Ensayo N°. 2 Ensayo N°. 3
vyl B9 3284,7 2921,5 1227,1
yl B10 297 1288 268,3
yl B13 12443 5425,2 7731,53
yl BI18 6,5 10,4 4,9
yl B19 199,7 26,9 43
yl B15 5978,6 1657,1 3015,43
yl D6 2539,2 1605,5 2072,40

Las tres lineas celulares (B9, B13 y B15) que mostraron los mejores niveles de productividad se analizaron
adicionalmente y se monitorizaron durante tiempos de duplicacion (véase la Tabla 17).

TABLA 17
Linea Niveles de produccion de las mejores lineas Tiempo de duplicacion de las mejores lineas
celular celulares CHO vy (ug/10° células/dia) celulares CHO y1 (horas)
B9 3,5 22,5
B13 7,7 31,5
B15 3 21

Basandose en los niveles de productividad especificos y los tiempos de duplicacién, se decidi6 empezar la
produccion de la cantidad de 500 pg del anticuerpo BAT-1 y1 usando la linea celular B15.

Ejemplo 16

Expresion transitoria de la variante de BAT-1 ¥4 RHc/Rkp en células COS por transfecciones Unicas y co-
transfecciones

44



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2549303 T3

Se sigui6 el método de Kettleborough et al. para transfectar las construcciones de expresion de mamifero en células
COS. Brevemente, se afadid ADN (10 pg de cada una de la construccion de expresion de la cadena ligera kappa
pKN110.BAT-1.Rkp y la construccion de expresion de la cadena pesada pG4D110.BAT-1.RHc, o 13 pg de la
superconstruccion de vector pG4D110.BAT-1.RHc/Rkp) a una alicuota de 0,7 ml de 10" células/ml en PBS y se
pulsé a 1900 V, 25 uF de capacitancia, usando un aparato Bio-Rad Gene Pulser. Tras una recuperacion de 10
minutos a TA, las células electroporadas se transfirieron a placas de Petri que contenian 8 ml de DMEM que
contenian 10 % de FCS y se incubaron durante 72 h en 5 % de CO; a 37 °C. Después de 72 h de incubacion, el
medio se recogid, se centrifugd para eliminar los residuos celulares y se analizé por ELISA de captura para la
produccién de anticuerpos.

Tanto las co-transfecciones como las transfecciones Unicas se llevaron a cabo por triplicado. Los resultados se
presentan en la Tabla 18. Los resultados indican que los niveles de expresién de este vector de expresion individual
son ~4 veces superiores a los niveles de expresion observados para las co-transfecciones.

TABLA 18

Transfeccion N°© Construccion transfectada Niveles de expresion transitoria en células
COS para el anticuerpo BAT-1  y4 (ng/ml)

Vector individual 519,3
" 522
" 567,2

Vectores de la cadena ligera y pesada 65,6
" 152,3
" 129,9

WNEFRPWN PP

Ejemplo 17

Transfeccion estable de células CHOdhfr- de mamifero con el vector Gnico pG4KD210.BAT-1.RH ¢/Rkp y
produccion de lineas celulares estables

Se propagaron células CHOdhfr- en un medio no selectivo que consistia en a-MEM con ribonucleésidos y
desoxirribonucleésidos, complementado con 10 % de clon fetal Il y 50 pg/ml de gentamicina. Se transfecté una
alicuota, 0,7 ml, de 10’ células/ml en PBS con 13 Mg de pG4KD110.BAT-1.RHc/Rkp a 1900 V, 25 uF de
capacitancia, usando un Bio-Rad Gene Pulser. Las células se dejaron recuperar durante 10 minutos a temperatura
ambiente antes de transfectarse a placas de Petri de 10 cm en 8 ml de medio no selectivo y a continuacion se
incubaron en 5% de CO; a 37 °C durante 48 horas. Dos dias tras esta incubacién, las células se tripsinaron, se
centrifugaron y se resuspendieron en 150 ml de medio selectivo precalentado (a-MEM sin ribonucledsidos y
desoxirribonucleésidos, complementado con 10 % de FBS dializado y 50 pg/ml de gentamicina, y que contenia tanto
metotrexato 10 nM, 50 nM, 100 nM como 500 nM) antes de dividirse igualmente entre quince placas de Petri de 10
cm. A continuacion, éstas se incubaron en 5 % de CO, a 37 °C durante 20-30 dias, cambiandose el medio selectivo
cada 3-4 dias hasta que los focos fueron claramente visibles.

Después de 2 semanas, los focos empezaron a desarrollarse sobre las placas 10 nM. No se desarrollaron focos
después de 35 dias sobre las placas 50 nM y sobre las placas 100 nM o 500 nM. Los focos se recogieron como se
ha descrito antes (Ejemplo 15) y aquellos clones seleccionados que producen anticuerpo humano se seleccionaron
entonces para expansion y analisis de produccion especifica. Los resultados de los ensayos de produccion
especifica se presentan en la Tabla 19.

TABLA 19
Clon Niveles de produccion de células CHO para el anticu  erpo completo BAT-1  y4 (ng/lO6
células/dia)
Ensayo N°. 1 Ensayo N°. 2 Ensayo N°. 3

vd A9 4,8 6,08 57

vd  Al3 48,5 14,8 68,8
vd  Al2 60,7 77,0 52,7
v4 C4 66,0 141,7 104,4
vd C8 41,7 52,4 77,6
vd  C9 30,7 30,6 32,2
va F2 40,7 17,9 29,30

Ejemplo 18

Co-transfeccién de células NSO con vectores de ampli  ficacion de la cadena pesada de BATH ¢y de la cadena
ligera de BAT kp Y seleccion de lineas celulares productoras de anti cuerpo
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Se mezclaron vectores de expresidon que contenian el casete de la cadena pesada de BATRHc (FIG. 16) y los
casetes de la cadena ligera de BATRkp (FIG. 11) y se transfectaron en la linea de células huésped NSO por
electroporacion.

Se distribuyeron células transfectadas en 10 placas de 96 pocillos en medio Eagle modificado por Dulbecco (DMEM)
complementado con 10 % de suero bovino fetal (FBS) y 1 mg/ml de medio G418 (gentamicina). Después de 10 a 14
dias cuando se han desarrollado las colonias de células transfectadas, se ensayaron muestras de medio
acondicionado de los pocillos para anticuerpo BAT-1 humanizado. Se recogieron células de los pocillos mas
productores y se expandieron en medio que incluia G418.

La transfeccion se repiti6 después de una semana como confirmacién y para proporcionar mas clones de células
transfectadas para la seleccién. Después de 10 dias se habian desarrollado colonias visibles de células
transfectadas, y se crib6 medio acondicionado de los pocillos para la producciéon de anticuerpos. Las placas de
ELISA se recubrieron con anticuerpo de oveja anti-k humana. Se transfirieron muestras de 25 pl de medio de los
pocillos a la placa de ELISA y se diluyeron a 100 pl en PBS Tween (PBST). El anticuerpo secundario fue oveja anti-
IgG humana conjugado con HRP (cadena especifica y) y se desarrollé6 color con o-fenilendiamina (OPD). Se
examinaron microscépicamente pocillos positivos y las células de los pocillos mas productores se recogieron en 1,5
ml de DMEM complementado con 10 % de FBS y 1 mg/ml de G418 en placas de 24 pocillos. Se recogié un total de
15 colonias de alta produccién de las dos transfecciones (Tabla 20). Dos lineas celulares independientes dieron
niveles de produccién de anticuerpo de aproximadamente 40 pg/ml o mayores.

Para la amplificacion usando el gen dhfr en el vector de la cadena pesada, se han transferido dos lineas celulares de
alta produccién iniciales al medio (DMEM con 10 % de FCS y 1 mg/ml de G418) con metotrexato 0,02 uM afiadido.

Ejemplo 19

Transfeccion de la linea de células huésped NSO con un vector de amplificacién Unico que contiene el ge n
BAT-1.RHc/Rkp Y1 y seleccion de lineas celulares productoras de an  ticuerpo

El vector de expresion de anticuerpo combinado ((inico) descrito en el Ejemplo 9 se transfecto en la linea de células
huésped NSO por electroporacion.

Se distribuyeron células transfectadas en 10 placas de 96 pocillos en DMEM con 10 % de FBS. Después de 2 dias
se afiadié una cantidad igual de medio con metotrexato 0,1 pM. La mitad del medio se cambié con el mismo
volumen de medio que contenia MTX 0,1 uM cada 2 dias hasta el 8° dia después de la transfeccion. La transfeccion
se repitid después de una semana como confirmacién y para proporcionar mas clones de células transfectadas para
la seleccién. Después de 14-21 dias se habian desarrollado colonias visibles de células transfectadas, y se cribo
medio acondicionado de los pocillos para la produccion de anticuerpos como se describe en el ejemplo anterior. Se
examinaron microscopicamente pocillos positivos y las células de los pocillos mas productores se recogieron en 1,5
ml de DMEM complementado con 10 % de FBS y metotrexato 0,1 puM en placas de 24 pocillos. Se recogieron un
total de 13 colonias de alta produccién de las dos transfecciones y se mantuvieron congeladas en nitrégeno liquido
(Tabla 20). Seis lineas celulares independientes dieron niveles de produccién de anticuerpo por encima de 40 pg/ml.
Debido a la diferente seleccién, las lineas celulares que contenian el vector Unico fueron mas lentas que aquellas
que contenian los genes de anticuerpo sobre 2 vectores diferentes.

TABLA 20

Sistema de dos vectores Sistema de vector Gnico
Linea celular  Nivel de produccién (ug/ml) Linea celular  Nivel de produccién (ug/ml)
31E1 43 1B7 48
33E5 15 3E3 45
33B10 40 3H5 35
34F1 8 8H7 26
35C12 12,5 9D7 41
36G4 4 24B7 26
37H5 20 26A6 24
38ES8 15 26D6 33
39A3 38 26E3 43
42G7 12 27B2 23
44F4 7 27C4 45
45C2 10 23E10 45
45H12 13 29E3 22
46A10 7
49H2 15
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Un ejemplo representativo de las células productoras de BAT humanizado después de la transfeccion de una linea
de células huésped NSO con un vector de amplificacion Unico que contiene el gen BAT-1.RHc/Rkp Y1 y seleccion de
lineas celulares productoras de anticuerpo, es decir, linea celular clonada 1B7, se depositdé en el banco de células
ATCC usando el Formulario de Deposito del Tratado de Budapest el 9 de mayo de 2003 bajo el nimero de acceso
ATCC n° (PTA-5189).

Ejemplo 20
Inhibicion de BAT-1 de ratdn por la variante de BAT  -1.RHc/Rkp y1 humanizado

Para asegurar que la variante de BAT-1.RHc/Rkp y1 humanizado puede reconocer el mismo epitope que el BAT-1
murino original, se realizé un ensayo de competicién de unién a células de Daudi que expresan el epitope de unién a
BAT-1.

Se incubaron células de Daudi con cantidades crecientes de BAT-1 humanizado o BAT-1 de ratén como control (0-
80 pg/ml). Se deseché el anticuerpo sin unir y se afiadié BAT-1 murino biotinilado (20 pg/ml) a las células y se
tifieron con estreptavidina-FITC. La Figura 24 representa una disminucién de la unién de BAT-1 murino en presencia
de concentraciones crecientes de tanto el mAb humanizado como de ratén original, soportando el reconocimiento
del mismo epitope como era de esperar. Ambos anticuerpos muestran una dependencia de la dosis similar, con una
Clso de aproximadamente 10 og/ml, sugiriendo una afinidad de union al antigeno similar.

Ejemplo 21
Efecto in vivo de BAT-1 humanizado en un modelo de tumor murino

Como se muestra en el ejemplo 20, el injerto de CDR que produce la formacion del mAb BAT-1.RHc/Rkp yl
humanizado retuvo el reconocimiento del antigeno de BAT-1. Para examinar si esta union puede transmitir los
efectos bioldgicos caracteristicos de BAT-1 murino, la eficacia de BAT-1 humanizado se estudi6 in vivo. Esto es de
particular importancia en vista de la diferencia de isotipo entre el mAb de ratén y humano.

Se inocularon ratones C57BL con células de melanoma B16 para inducir metastasis de pulmén. Se inyectaron
cantidades crecientes (1,10 y 20 pug) de mAb humanizado en el dia 12 después de la inoculaciéon del tumor y en
comparacion con una dosis éptima de 10 pug de BAT-1 murino. El peso del pulmén medido en el dia 24 después de
la inoculacion del tumor se representa en la FIG. 25 y se corresponde con el establecimiento de un tumor. Tanto los
ratones sin tratar como los ratones tratados con una IgG1 humana irrelevante del mismo isotipo tuvieron un peso de
pulmén promedio de 0,9 g. El BAT-1 humanizado presentd una inhibicion dependiente de la dosis del crecimiento
metastasico, produciéndose la mayor inhibicién a una dosis baja de 1 pg/raton. Esto produjo una disminucién del
67 % en la masa tumoral y fue similar a la lograda por una dosis éptima de BAT-1 murino (62 %). Y, lo que es mas
importante, este efecto maximo se logré por una dosis diez veces menor del mAb humanizado, sugiriendo una
mayor eficacia terapéutica de este anticuerpo en comparacion con el mAb BAT-1 murino original.

Ejemplo 22
Inhibicién de melanoma humano (SK-28) en ratones SCID por hBAT-1

Se ha mostrado que el mAb BAT-1 de ratén inhibe la formacién de metastasis de tumor humano en presencia de
linfocitos de la sangre periférica humana (hPBL). Para estimar la eficacia del mAb BAT-1.RHc/Rkp y1 humanizado en
la inhibicion de cancer humano, el anticuerpo humanizado se estudié en un modelo que combina tanto tumores
como linfocitos de origen humano. Se injertaron ratones con inmunodeficiencia combinada grave (SCID) con hPBL
para restaurar la inmunocompetencia. Los ratones se expusieron a células de melanoma humano (SK-28) y se
trataron con concentraciones crecientes del anticuerpo humanizado, se administraron en una Unica dosis i.v. en el
dia 11 después de la inoculacion del tumor. La Fig 26 representa el peso de pulmén que se correlaciona con el
namero de metastasis observadas, como se mide en el dia 23. Ambas concentraciones del anticuerpo humanizado
indujeron la inhibiciéon de tumor en presencia de hPBL. Como se ha observado en el modelo de tumor de raton
descrito anteriormente, el anticuerpo humanizado podria inhibir mas eficazmente el crecimiento tumoral in vivo, en
comparacion con BAT-1 de ratén. Una dosis Unica de 1 ug de este anticuerpo humanizado inhibié el crecimiento
tumoral el 68 %, mostrando una mayor eficacia que 10 pg del anticuerpo BAT-1 de rat6n (30 %).

Ejemplo 23

Inmunoterapia de metastasis hepaticas de cancer col  orrectal humano por el anticuerpo monoclonal mMBAT-1
en ratones sin pelo

LIM6 y HM7 son dos sub-clones de la linea celular de CRC humano LS174T que se seleccionaron por su alta
sintesis de mucina y potencial metastasico. Las células tumorales se inyectaron en el bazo expuesto de ratones sin
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pelo anestesiados. Después de 1 minuto, los bazos se extrajeron y se cerraron las escisiones. Se administraron
dosis bajas del anticuerpo BAT-1 murino y humanizado 12 dias después y los ratones se sacrificaron 35 dias
después de la inoculacion del tumor. Los higados se pesaron, se contd el nimero de nédulos metastasicos y se
proceso el tejido de higado para estudio de histologia e inmunohistoquimica.

Se encontré que el tratamiento con BAT-1, anticuerpos murinos y humanizados, fue eficaz en la inhibicion del
establecimiento de metastasis hepaticas en el modelo murino. El tratamiento con el anticuerpo BAT-1 de ratén
previno el desarrollo de xenoinjertos de LIM-6. El peso promedio de los xenoinjertos de ratones tratados con BAT-1y
controles fueron de 0,14 £+ 0,17 gy 0,98 + 1,12 g, respectivamente (P=0,004). Células HM7 inyectadas a los ratones
sin pelo produjeron un gran nimero de lesiones metastasicas voluminosas en el higado que se previnieron por la
administracion Unica de BAT-1 murino y BAT-1 humanizado (Fig. 27). Se observo una disminucion importante
(superior al 40 %) en el nimero de ndédulos metastasicos, concretamente de 134,5 + 34 en los ratones de control a
8,36 + 3y 4,88 + 2 en los ratones tratados con BAT-1 murino BAT-1 humanizado, respectivamente. El tratamiento
con BAT-1 previno la acumulaciéon de linfocitos en el borde del tumor. La funcién de la infiltracion de linfocitos
alrededor del médulo metastasico puede relacionarse con el desenlace del cancer y puede sugerir un mecanismo
para la terapia de BAT-1.

Ejemplo 24
Co-localizaciéon de hBAT con CD4 y CD8

Se ha mostrado que BAT-1 de ratén se une a linfocitos humanos, reconociendo tanto subconjuntos CD4+ como
CD8+. Para establecer la especificidad de uniéon del mAb BATRHc/BATRkp y1 humanizado (hBAT), se aislaron
linfocitos de sangre periférica (PBL) humana de la sangre de donantes normales, como se describe en el presente
documento mas adelante, y se analiz6 para la co-localizacion de hBAT con marcadores de linfocitos conocidos.

Se aislaron células mononucleares de sangre periférica (PBMC) por Ficoll y se incubaron en placas de cultivo de
tejido para eliminar células adherentes. Se seleccionaron PBL aislados sobre linfocitos por tamafio y granularidad y
sobre células vivas por exclusién con yoduro de propidio (Pl). La unién se realizé a 4 °C durante 1 h, y se determin6
por citometria de flujo sobre linfocitos seleccionados.

En todas las muestras examinadas, al menos el 20 % de PBL presentaron unién a hBAT. La Figura 28 representa un
ejemplo de unién a linfocitos de un donante seleccionado en el que el 50 % de los PBL aislados fueron positivos
para hBAT, que incluye tanto células CD4+ (25 %) como células CD8+ (15 %). Dentro de estas subpoblaciones, la
mayoria de las células CD4+, ademas de CD8+, se unieron al mAb hBAT (58 % y 71 %, respectivamente).

Ejemplo 25
Unién de hBAT a linfocitos B

El mAb BATRHc/BATRKp y1 humanizado (hBAT) se produjo contra las membranas de células de Daudi, una linea de
células de linfoma de linfocitos B humano. Se aislaron PBL de donantes normales por Ficoll, como se ha descrito
anteriormente, seguido de adherencia a placas de cultivo de tejido. Las células no adherentes se examinaron para la
co-localizacién de hBAT con marcadores de linfocitos B que incluyen CD19 y CD20. La unién se realizé a 4 °C
durante 1 h, y se determiné por citometria de flujo sobre linfocitos seleccionados. La Figura 29 representa la
evaluacion de la union a las células de un donante normal representativo.

El 25-29 % de los linfocitos en la muestra fueron positivos para el mAb BAT humanizado. Estas células incluyeron la
mayoria de los linfocitos B (70-75 %) como se demuestra por ambos marcadores independientes. 70 % de CD20+
fueron positivas para el mAb BAT humanizado (seleccionadas sobre R1 y Pl negativa; Fig. 29A) y 75 % de CDR19+
fueron negativas para el mAb BAT humanizado (seleccionadas sobre R1 y Pl negativa). Los resultados sugieren que
el resto de unién a BAT sobre la superficie celular podria ser comun a linfocitos B periféricos.

Ejemplo 26
La unién de hBAT a linfocitos T CD4+ aumenta tras|  a activacion de las células

La union del anticuerpo BAT de ratdén se ha correlacionado anteriormente con la activacion de linfocitos. Esta
actividad de unién se estudié adicionalmente para el mAb humano y se examind el nivel de unién del mAb BAT
humano a linfocitos T CD4+ humanos, sometidos a activacion. Se aislaron células de un donante normal por
seleccidn negativa y se estimularon con perlas conjugadas con anti-CD3 y anti-CD28 (5 ul/ml). Este tratamiento se
selecciond con el fin de ejercer la activacion policlonal mediante el receptor de linfocitos T y moléculas co-
estimulantes.

Se examinaron células para la unién del mAb BATRHc/BATRKp y1 humanizado (hBAT) y anti-CD4 (4 °C, 1 h) en el
dia 0, 2 y 5 tras la activacion (Fig. 30A, B y D). El analisis se realiz6 por citometria de flujo sobre células negativas
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para tincién con PI. Los cuadrantes se determinaron por controles de isotipo.

La unién del mAb BATRH/BATRKp y1 humanizado a células CD4+ aumentd espectacularmente tras la activacion
(Fig. 30). Mientras que las células no activadas, en el dia 0 (Fig. 30A) y en el dia 5 (Fig. 30C), presentaron el 17-
20 % de union positiva a hBAT, el 52 % y el 77 % de las células CD4+ se unieron a hBAT en el dia 2 (Fig. 30B) y el
dia 5 (Fig. 30D) de activacion, respectivamente. Se obtuvieron resultados similares con mltiples muestras y también
pudo demostrarse para células CD8+. Esto demuestra que la union de hBAT a linfocitos T aumenta tras la activacion
de TCR.

La dependencia de la dosis de esta activacion se demostr6 por co-localizacién de hBAT con CD69. La activacion de
linfocitos T se caracteriza por la expresion superficial de células de diversas moléculas, algunas de las cuales se ha
mostrado que participan en el proceso de activacion. Se estudi® hBAT para su co-expresion con diferentes
marcadores que incluyen tanto moléculas de activacion tempranas como tardias. CD69, un marcador de activacion
temprano, esta regulado por incremento en linfocitos T tras la activacion. Cuatro dias tras la activacion, las células
se examinaron para la uniéon de hBAT y anti-CD69 (4 °C, 1 h). Se realizé andlisis por citometria de flujo sobre células
negativas para tincion por Pl. Los cuadrantes se determinaron por controles de isotipo.

Una activacion dependiente de la dosis de linfocitos T CD4+ de un donante normal se demuestra en la Figura 31.
Tras la fuerte activacion (5 pl/ml de perlas conjugadas con anti-CD3 y anti-CD28; Fig. 31B), la mayoria de las
células, que fueron capaces de unirse a hBAT (93 %), fueron células activadas y se identificaron por expresion de
CD69. El elevado tiempo de activacion también produjo un aumento de la union a hBAT empezando en el dia uno de
activacion. La dependencia del tiempo de activacion también pudo demostrarse y produjo un aumento en la unién de
hBAT empezando en el dia uno de activacion. De forma interesante, la unién de hBAT a tanto células CD4+ como
CD8+ sigui6 siendo alta, incluso después de la disminucion de CD69 (dia 5), sugiriendo una correlacion de la unién
con multiples etapas de la activacion de linfocitos. La unién de hBAT a células CD69+ sugiere que la expresion de la
proteina de union hBAT se correlaciona con la activacion temprana.

Ejemplo 27
Unién de hBAT a linfocitos T activados que expresan ligando de CD25 y CD40

CD25, el receptor de alta afinidad para IL2, es vital para la expansion de linfocitos T y normalmente es elevado sobre
la superficie de células activadas. Cronoldégicamente de esto resulta la aparicion de CD69 y su expresion se
prolonga varios dias después de la regulacion por disminucion de CD69.

Se aislaron linfocitos T CD4+ de un donante normal por seleccién negativa y se estimularon durante varios dias con
perlas conjugadas con anti-CD3 y anti-CD28 (5 pl/ml). Las células se examinaron para la unién de hBAT y anti-CD25
(4°C, 1 h)eneldia0 (Fig. 32A), dia 1 (Fig. 32B) y dia 5 (Fig. 32D) de activacion con respecto a los controles (dia 0,
Fig. 32A y dia 5 de no activacion, Fig. 32C). El andlisis se realiz6 por citometria de flujo sobre células negativas para
tincion con PI. Los cuadrantes se determinaron por controles de isotipo.

Tanto los linfocitos T CD4+ como CD8+ mostraron un aumento dependiente del tiempo en la expresion de CD25 tras
la estimulacion anti-CD3 y anti-CD28, empezando en el dia 1 de estimulacion. hBAT se co-localizé con CD25 sobre
estas células activadas (Fig. 32).

La expresion de CD25 aument6 del 55 % de las células en el dia 1 (Fig. 32B) al 93 % en el dia 5 (Fig. 32D) tras la
activacion. En ambos momentos de tiempo, la mayoria de las células que se unieron a hBAT fueron CD25+ (85 % y
98 %, respectivamente).

La correlacion con los marcadores de activacion se extendid adicionalmente al marcador de activacion tardia el
ligando de CD40 (Fig. 33). La union de hBAT se correlaciond positivamente con la expresion del ligando de CD40 en
CD4+ (Fig. 33) y linfocitos T CD8+ en un modo dependiente del tiempo. Los resultados culminan sugiriendo que la
activacion de linfocitos T induce la expresion de la proteina de unién hBAT de un modo que se correlaciona con
diferentes etapas de activacion.

Ejemplo 28
hBAT aumenta la supervivencia de células CD4+ activ.  adas

Para examinar si los linfocitos T activados pueden ser adicionalmente estimulados por hBAT, células CD4+ humanas
se aislaron de donantes normales por seleccion negativa y se activaron con una concentracion subéptima (0,25
o/ml) de perlas anti-CD3/CD28 (Fig. 34). Se afiadié hBAT (0,5 pg/ml) 2 dias tras la activacion y su efecto se evalud
determinando el nimero de células viables. Los resultados indican que hBAT indujo un aumento significativo en el
namero de células CD4+ viables aisladas de los dos donantes separados (Fig. 34A y B). Las células no estimuladas
de control murieron en el plazo de ocho dias desde el aislamiento, mientras que las células activadas se
expandieron de un modo que es tipico de linfocitos, comenzando con la proliferacién celular seguida de una etapa

49



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2549303 T3

de nimero de células estables que conduce a una etapa dominada por muerte celular. La adiciéon de hBAT potencié
la expansion de célula CD4+ y aumento el numero de células 1,5 veces con respecto a las células en ausencia del
mADb.

El hecho de que la eficacia del anticuerpo BAT in vivo sea elevada en presencia de tumor, junto con los resultados
en el presente documento, sugiere que la elevada eficacia puede depender de la presencia de células diana BAT
activadas. Se han observado linfocitos dirigidos contra antigenos de tumor en pacientes con cancer, sin embargo
ineficaces en la inhibicién del crecimiento tumoral, y pueden servir de células diana para la actividad de BAT. Asi, en
vista de los resultados puede implicar que hBAT activa células CD4+ estimulando la proliferacién celular y/o
inhibiendo la muerte celular.

Ejemplo 29
Unién de hBAT a lineas celulares de Daudi y Jurkat

Se produjo BAT-1 de ratdén contra membranas de la linea de linfocitos B Daudi y se ha mostrado que se une a
linfocitos T humanos. Para verificar la especificidad del anticuerpo humanizado, hBAT se examind para su union a
dos lineas celulares humanas de origen mieloide: células de Daudi — una linea de linfoma de linfocitos B humanos y
células de Jurkat - una linea de leucemia de linfocitos T humana. hBAT conjugado con FITC se incubd con células
Daudi y Jurkat a una concentracion de 150 ug/ml (4 °C durante 1 h). La unién se determiné por citometria de flujo.

Ambas lineas celulares, Daudi (Fig. 35A) y Jurkat (Fig. 35B), se unieron al anticuerpo humanizado. Ademas, la
mayoria de las células en cultivo de ambas lineas fueron capaces de unirse al anticuerpo. Una IgG1 humana del
mismo isotipo sirvié de control negativo (Fig. 35; control de isotipo) y establecio el umbral de lectura. Ambas lineas
celulares demostraron una intensidad similar de tincién de anticuerpo, sugiriendo que expresan un niumero similar de
moléculas de union de hBAT.

Ejemplo 30
Unién de hBAT a PBL de pacientes con cancer

Tras la observacion de que hBAT puede unirse a linfocitos T humanos de donantes normales, los presentes
inventores compararon su capacidad para unirse a linfocitos recogidos de pacientes con cancer. Se aislaron PBL de
la sangre de un paciente con cancer de prostata por Ficoll, seguido de adherencia a placas de cultivo de tejido. Las
células no adherentes se examinaron para la union de hBAT y marcadores de linfocitos. La unién se realizé a 4 °C
durante 1 h, y se determind por citometria de flujo sobre linfocitos seleccionados. Se usaron controles de isotipo para
determinar los cuadrantes. Estos pacientes han recibido anteriormente terapia que frecuentemente afecta la
presencia y el fenotipo de los linfocitos. La unién de hBAT a estas células es un requisito previo para su actividad y,
como se representa en la Figura 36, se parece a la unién a linfocitos de donantes normales. Aunque los nameros
totales de linfocitos fueron bajos, hBAT podria todavia unirse a una gran proporcion del subpoblaciones de linfocitos
que los presentes inventores examinaron que incluian el 39 % de células CD4+, 60 % de células CD8+ y 68 % de
linfocitos B.

Ejemplo 31
Reactividad cruzada de hBAT con tejidos humanos, de primate y murinos

El fin de este estudio era examinar la reactividad cruzada del anticuerpo monoclonal hBAT-1 con un intervalo de
tejido humano normal. Este estudio implico la prueba inmunohistoquimica del anticuerpo monoclonal contra un
intervalo de tejidos humanos. También se realiz6 una comparacién de reactividad cruzada in vitro en tejidos de
mono cinomolgo y ratones CD-1.

(i) Fuente de tejido

Los tejidos usados en este estudio se obtuvieron cada uno de tres donantes sin relacionar para minimizar las
probabilidades de factores especificos de donante que afectan la unién al anticuerpo. El tejido humano se
proporciond por una fuente ética. Los tejidos de primate y murinos usados en este estudio se obtuvieron de dos
animales de cada especie, por una fuente ética. El murino y primate son posibles sistemas de prueba que pueden
evaluarse en estudios pre-clinicos de toxicologia. Los tejidos seleccionados fueron aquellos especificados en los
Puntos a Considerar en la Fabricacién y Prueba de Productos de Anticuerpos Monoclonales para Uso humano de la
FDA (Oficina de Investigacion y Revision bioldgica. Centro para la Evaluacion e Investigacion biologica de la FDA.
1997) y las Normas que gobiernan los Medicamentos en la Comunidad Europea Vol. 3a (Production and Quality
Control of Monoclonal Antibodies Dec. 1994, 3AB4a). Todos los tejidos usados en esta investigacion se congelaron
criogénicamente en nitrégeno liquido y se guardaron a o por debajo de -70 °C hasta que se requirieron. Se
prepararon secciones de criostato a un espesor nominal de 5 um a 8 um. El control positivo fue células Jurkat E6. Se
recogieron muestras de sangre fresca de 3 donantes y se prepararon extensiones en el dia de uso.
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(ii) Conjugacion con FITC

El anticuerpo hBAT-1 monoclonal humanizado se conjugé con FITC por la Custom Antibody Services Division de
Serotec Ltd (ISO 9001, Certificacién) antes de empezar el estudio. La concentracion final del anticuerpo conjugado
fue 1,99 mg/ml.

La validacion inicial de la metodologia se realizo sobre tejido de control (linea celular Jurkat E6) para determinar la
concentracion en titulos para la unién de anticuerpo-tejido con secciones congeladas y otras condiciones relevantes
para el apropiado rendimiento de la unién de anticuerpo-tejido. Los portaobjetos se examinaron microscopicamente
y se puntuaron subjetivamente contra la especificidad por anticuerpo (Tabla 21). Basandose en estos datos, las
concentraciones de hBAT-1 que se usaron en todo el estudio fueron 1:100, 1:250 y 1:500.

TABLA 21
Dilucion de hBAT -1 *Especificidad Intensidad de la sefial Fondo

1:25 3 +++ 3
1:50 3 +++ 2
1:100 3 +++ 1
1:250 3 +++ 0
1:500 2 ++ 0
1:1000 1 + 0
1:2000 0 0 0
1:4000 0 0 0
1:8000 0 0 0
Negativa 0 9] 0

'Clave: 3 se refiere a tincién positiva fuerte, 2 se refiere a tincion positiva, 1 se refiere a tincion positiva débil y 0 se
refiere a sin tincion/sefial. +++ se refiere a sefial visual fuerte, ++ se refiere a buena sefial visual y + se refiere a
sefial visual débil.

(iii) Controles.

Se llevaron a cabo reacciones de control negativo, en las que el anticuerpo se sustituyé con un tampon, para cada
tejido. Cada reaccién de deteccién incluyé células de control positivo, Jurkat E6, reaccionaron en las tres diluciones
predeterminadas del anticuerpo. Esto permiti6 monitorizar la coherencia de la reaccion. Se incluyeron secciones de
tiroides, se incubaron con anticuerpo anti-actina, en cada ensayo ejecutado como controles para el sistema de
deteccion.

(iv) Evaluacion de la reactividad cruzada

Se tifieron secciones de cada tejido con hematoxilina y eosina (H&E) para confirmar su identidad e idoneidad para el
estudio. También se incubaron secciones con anti-actina de musculo liso (SMA; Tabla 22) o sueros de control de
conejo anti-transferrina humana, que mostré6 que los tejidos eran adecuados para inmunohistoquimica. Se
prepararon tres secciones de cada uno de los tejidos y se incubaron con el anticuerpo, que se habian conjugado con
FITC, a concentraciones de 1:100, 1:250 y 1:500 como se ha determinado durante la fase de validacion. Después de
lavar en tampon y bloquear con suero normal, las secciones se incubaron con los anticuerpos secundarios y
terciarios apropiados para la deteccién de fosfatasa alcalina, y se contratifieron con hematoxilina antes del examen
microscopico para determinar sitios de unién.

El método de tincion conjugada con FITC con deteccién de fosfatasa alcalina contuvo las siguientes etapas:

. Secar al aire secciones de criostato.

. Fijar por inmersion en acetona, 10 minutos a temperatura ambiente
. Secar al aire.

. Lavar en tampon.

. Suero normal, 1:5, al menos 20 minutos.

. Lavar en tampodn

. Prueba 1022292 Anticuerpo conjugado con FITC a 1:100, 1:250 y 1:500, durante la noche a 2-8 °C.
. Lavar en tampén.

. Anticuerpo monoclonal anti-FITC, 1:50, 30 minutos.

10. Lavar en tampén.

11. Anticuerpo conjugado con fosfatasa alcalina, 1:200, 2 horas.

12. Lavar en tampén.

13. Vector red y levamisol, 20 minutos.

14. Lavar en tampoén.

O©CoO~NOUAWNPE
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15. Contratefiir y montar.

Se minimiz6 la fosfatasa alcalina endégena usando Levamisol incorporado en el cromdgeno. En tejidos en los que la
actividad de la fosfatasa alcalina endégena no pudo suprimirse (colon, ileon, placenta y endotelio humano, colon y
pancreas murino, estbmago, ileon y prostata de primate), se usé anticuerpo conjugado con peroxidasa de rabano
picante a 1:200 durante 2 horas, seguido de reactivo de diaminobencideno (DAB) durante 20 minutos.

(v) Resultados

Se examinaron muestras de tejidos individuales tefiidos con H&E para la calidad de tejido, presencia de
caracteristicas histolégicas normales e idoneidad de la preservacién. Todas muestras que se probaron se
consideraron adecuadas para los fines de este estudio. Se logro tincion positiva en la linea celular Jurkat E6 para
hBAT-1 y en las secciones de tiroides tratadas con actina de musculo liso. A medida que los controles dieron los
resultados esperados, la prueba se considerd valida.

Se muestran resultados individuales de reactividad cruzada para hBAT-1 y tejidos humanos en las Tablas 22. Se
detecto6 tincion positiva en vasos sanguineos de endotelio humano a una dilucion de 1:100 y fue probablemente un
resultado de la unién de hBAT-1 a linfocitos. La tincién positiva indica probable unién del tejido del anticuerpo hBAT-
1 monoclonal humanizado. No se observo tincion, es decir, reactividad cruzada con hBAT-1, en secciones de bazo,
extensiones de sangre u otros tejidos humanos (excepto endotelio humano - vasos sanguineos). Ninguno de los
tejidos murinos y de primate mostrd evidencia de reactividad cruzada con hBAT-1.

TABLA 22
Tejido SMA Anticuerpo hBAT-1
1:100 1:250 1:500 1:100
Adrenal + - - - -
Vejiga + - - - -
Glébulos sanguineos N/A - - - -
Vaso sanguineo (endotelio) + + - - -
Médula 6sea N/A - - - -
Mama
Cerebelo
Corteza cerebral
Colon
Ojo (retina)
Trompas de Falopio
Corazén
{leon (tubo GI)
Rifon
Higado
Pulmén
Ganglio linfatico
Ovario
Pancreas
Paratiroides
Parétida
Pituitaria
Placenta
Préstata
Piel
Médula espinal
Bazo
Estomago
Musculo estriado
Testiculos
Timo
Tiroides
Amigdalas
Uréter
Utero-cuello uterino
Utero-endometrio
"N/A - resultado no aplicable
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La anterior descripcion de las realizaciones especificas revelara asi completamente la naturaleza general de la
invencién que otros pueden, aplicando el conocimiento actual, modificar facilmente y/o adaptar para diversas
aplicaciones tales realizaciones especificas sin excesiva experimentacion y sin apartarse del concepto genérico y,
por tanto, tales adaptaciones y modificaciones deben y pretenden estar comprendidas dentro del significado e
intervalo de equivalentes de las realizaciones desveladas. Debe entenderse que la fraseologia o terminologia
empleadas en el presente documento es con el fin de descripcion y no de limitacion. Los medios, materiales y
etapas para llevar a cabo diversas funciones desveladas pueden tomar una variedad de formas alternativas sin
apartarse de la invencion. Asi, esta previsto que la expresion “medios para...”, 0 cualquier lenguaje de las etapas del
método, como puede encontrarse en la memoria descriptiva anterior y/o en las reivindicaciones mas adelante,
seguido de una declaracion funcional, defina y cubra cualquier elemento estructural, fisico, quimico o eléctrico o
estructura, o cualquier etapa del método, que puede existir ahora o en el futuro que lleve a la funcién citada, tanto
precisamente equivalente como no a la realizacién o realizaciones desveladas en la memoria descriptiva anterior, es
decir, pueden usarse otros medios o etapas para llevar a cabo las mismas funciones; y se pretende dar a tales
expresiones su interpretacion mas amplia.

LISTADO DE SECUENCIAS
<110> CURETECH LTD. MOR - RESEARCH APPLICATIONS LTD.

<120> Anticuerpos monoclonales inmunomoduladores humanizados para el tratamiento de enfermedad
neoplasica o inmunodeficiencia

<130> CT/004 PCT

<140> PCT/IL03/00425
<141> 22-05-2003

<150> IL 149820
<151> 23-05-2002

<160> 93

<170> PatentIn versién 3.3
<210>1

<211>23

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 1

g‘lu Ile val Leu ';hr GIn Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser \{%1 Gly

Asp Arg val ;lar' Ile Thr Cys

<210>2

<211> 15

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222>(2)..(2)

<223> Xaa = Phe o Tyr

<220>
<221> MISC_FEATURE
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<222> (13)..(13)
<223> Xaa=Trpo Leu

<400> 2

Trp Xaa GIn GIn Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu Xaa Ile Tgr‘
) S 10 1

<210>3

<211> 32

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (14)..(14)

<223> Xaa = Asp o Ser

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (15)..(15)

<223> Xaa = Tyr o Phe

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (16)..(16)

<223> Xaa=Cyso Thr

<400> 3

g‘ly val Pro Ser ?rg Phe Ser Gly Ser %y Ser Gly Thr Xaa ){ga Xaa

Leu Thr Ile Asn Ser Leu GIn Pro Glu Asp Phe Ala Thr T)ér' Tyr Cys
20 25 3

<210>4

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 4

<210>5

<211> 30

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (2)..(2)

<223> Xaa =lle o Val

ES 2549303 T3

Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys
g y Gly Ys y 15
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<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (28)..(28)

<223> Xaa = Thr o Ser

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (30)..(30)

<223> Xaa = Thr o Ser

<400> 5

G6In Xaa GIn Leu val Gln Ser Gly Ser Glu Leu Lys Lys Pro Gly Ala
1 S 10 15

ser val Lys Ile Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Xaa Phe Xaa
Y 20 s by " 25 y 30

<210>6

<211>14

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (3)..(3)

<223> Xaa = Arg o Lys

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222>(11)..(11)

<223> Xaa = GIn o Lys

<400> 6

‘{rp val xaa Gln g"la Pro Gly Gln Gly ligu Xaa Trp Met Gly

<210>7

<211> 32

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (3)..(3)

<223> Xaa = Val o Ala

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222>(11)..(11)

<223> Xaa = Ash o Ser

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (21)..(21)

<223> Xaa = Thr o Asn
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ES 2549303 T3

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222>(31)..(31)

<223> Xaa = Val o Ala

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (32)..(32)

<223> Xaa = Arg o Lys

<400> 7

?rg Phe Xaa Phe ger Leu Asp Thr Ser \lls'l Xaa Thr Ala Tyr 'igu Gin

Ile Thr Ser lz.gu Xaa Ala 6lu Asp ;l;r' Gly Met Tyr Phe %s Xaa Xaa

<210>8

<211>11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 8

Irp‘G'ly GIn Gly ';hr' Leu val Thr val ggr Ser

<210>9

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400>9

Ser Ala Arg Ser Ser val Ser Tyr Met His
1 5 10

<210>10

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 10
Arg Thr Ser Asn Leu Ala Ser
1 5

<210> 11

<211>9

<212> PRT
<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> Péptido sintético

<400> 11

<210>12

<211>5

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 12

<210>13

<211>17

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 13

Trp Ile Asn Thr Asp Ser Gly Glu Ser Thr Tyr Ala Glu Glu Phe Lys
1 P 5 P y 10 b 15

Gly

<210> 14

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 14

<210> 15

<211> 106

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 15

ES 2549303 T3

g‘ln GIn Arg Ser ger Phe Pro Leu Thr

ll\sn Tyr Gly Met gsn

{a'l Gly Tyr Asp ?'Ia Leuy Asp Tyr

57
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Glu 1le val
1

Asp Arg val

ES 2549303 T3

Leu ;hr GIn

Thr Ile Thr
20

His Trp ;gr GIn GIn Lys

Arg ;gr Ser Asn Leu Ala

Gly Ser Gly Thr Asp Phe
65 _ Y 70

Asp Phe Ala Thr ggr TYrFr

Phe Gly Gly Gly Thr Lys
100

<210> 16
<211> 106
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 16

Glu Ile val
1
Asp Arg val
His Trp Phe
35
Arg Thr Ser
50
Gly ser Gly
65

Asp phe Ala

Phe Gly Gly

<210> 17
<211> 106

Leu Thr GIn
5

Thr Ile Thr-

20

GIn GIn Lys

Asn Leu Ala

Thr As r

s

Thr Tyr r

85 i

Gly Thr Lys
100

Ser Pro Ser Ser

10

Cys Ser Ala Arg
25

Pro Gly Lys Ala
40y y

ser Gly val Pro
55

Thr Leu Thr Ile

Cys GIn Glin Arg

20

Ltev Giu Ile Lys

Ser

Cys

Pro

5er

55

Thr

cys

teu

Pro

Ser

Gly

40

Gly

Leu

GIn

Glu

58

105

ser ser
10

Ala Arg

25

Lys Ala

val Pro

Thr Ile

Gln Arg
90

Ile Lys
105

Leu Ser
ser ser
Pro Lys

ser Ar
60g

AsSn Ser
75

5er ser

Leu Ser
Ser ser
Pro Lys
ser Arg

60
Asn Ser
75

ser ser

Ala ser val Gly
15

val Ser Tyr Met
30

Leu Leu Ile Tyr
45

Phe Ser Gly Ser

Leu GIn Pro Glu
80

fhe Pro Leu Thr
as

Ala

val

Leu

45

Phe

Leu

Phe

Ser val Gly
15

ser Tyr Met

30

Trp Ile Tyr

Ser Gly Ser

GIn Pro Glu
80

Pro Leu Thr
95
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ES 2549303 T3

<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 17

glu Ile val Leu ;hr GIn Ser Pro Ser

Asp Arg val Thr Ile Thr Cys Ser Ala
20 25

His Trp Phe GIn GIn Lys Pro Gly Lys
. 35 40
Arg Thr Ser Asn Leu Ala Ser Gly val
50 55 X
Gly Ser Gly Thr Asp Tyr Cys Leu Thr
6 7

Asp Phe Ala Thr ;gr Tyr Cys Gln GIn

phe Gly Gly Gly Thr Lys Lteu Glu Ile
y oty 105 y 105

<210> 18

<211> 106

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 18

59

ser Leu
10

Arg Ser

Ala pPro

Pro Ser

Ile Asn
75

Arg ser
a0

Lys

Ser Ala ser val Gly
15

Ser val Ser Tyr Met
30

Lys Leu Trp Ile Tyr
45
Arg Phe Ser Gly Ser
60
Ser Leu GIn Pro Glu
- 80

ser Phe Pro ggu Thr
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Glu 1le

1

Asp Arg

His Trp

Arg Thr
50

Gly ser

65

Asp Phe

Phe Gly

<210>19
<211> 129
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

val

val

Phe

35

ser

Gly

Ala

_Gly

<223> Péptido sintético

<400> 19

Leu Thr
5
Thr Ile
20
GIn GIn
Asn Leu
Thr ser
Thr r
1

g&g Thr

ES 2549303 T3

Gin
Thr
Lys
Ala
1'5!“
7

Tyr

Lys

ser

Cys

Pro

Ser

Cys

Cys

Leu

Pro

Ser

Gly

40

Gly

Leu

Glin

Glu

60

ser

Ala

25

Lys

val

Thr

GIn

Ile
105

5er

10

Arg

Ala

Pro

Ile

Arg

90

Lys

Leu

Ser

Pro

Ser

Asn

75

Ser

ser

Ser

Lys

Arg

60

Ser

ser

ser val
15

Ala

val Ser Tyr
30

Leu

Trp Ile
45 P

Phe Ser Gly

Leu GIn Pro

Phe Pro Leu

95

Gly

Met

Tyr

ser

Glu
80
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Met
1l

val

Ser

Pro
65

Ala
ser
ser
Lys
<210> 20

<211>117
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

Asp

Ile

ser

Ser

50

LyS

Arg

Arg

Ser

Leu

Met

Ala

35

val

Leu

Phe

Met

Phe
115

<223> Péptido sintético

<400> 20

Gin

Ser

20

Ser

Ser

Trp

ser

Glu

100

Pro

val
5
Arg
Pro
Tyr
Xle
Gl
85y

Ala

Pro

ES 2549303 T3

Glin
Gly
Gly
Met
7%
ser

Glu

Leu

g1n val GIn Leu ga1 GIn

ser val Lys gge ser Cys

Gly Met ggn Trp val Arg

Gly Egp Ile Asn Thr Asp

Lys Gly Arg Phe val Phe
65 70

Ile

Galn

Glu

55

Arg

Gly

Asp

Thr

His

Ile
Ile
)
Trp
Thr
Ser
Ala

Phe
120

61

ser Phe
10

val Leu
25

val Thr

phe GIn

S5er Asn

Gly Thr
y 90

Ala Thre
105

Gly ser

Leu

The

Ile

Gln

Leu

75

Sar

TY"P

Gly

Leu
Gln
Thr
LvS
&b

Ala

TYyr

Thr

Ile
ser
¥
Pro
ser
Cys

Cys

153

ser
Pro
30

ser
Gly
Gly
Leu
GIn

110

Leu

Ala
15

Ala
Ala
Thr
val
Thr
a5

GIn

Glu

Ser

Ile

Arg

Ser

Pro

80

Ile

Arg

Ie

ser Gly Ser Glu teu Lys Lys Pro Gly Ala
10 15
Lys Ala Ser Gly Tyr Ser Phe Ser Asn Tyr
25 30
Gln Ala Pro Gly GIn Gly Leu GIn Trp Met
40 45
ser Gly Glu ser Thr Tyr Ala Glu Glu Phe
535 60

Ser Leu Asp Thr ser val Ser Thr Ala Tzr
75 8
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ES 2549303 T3

Leu GIn Ile Thr ggr Leu Thr Ala G1G'ggb'fﬁé'61y Met Tyr ;Ee Cys

Ala Lys val Gly Tyr Asp Ala Leu Asp Tyr Trp Gly GIn Gly Thr Leu
100 10E 11%

val Thr val ser ser
115

<210>21

<211> 117

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 21

g1n val Gln Leu val Gln Ser Gly

ser val Lys §5e Ser Cys Lys Ala

Gly Met Asn Trp val Arg GIn Ala
35 40

Gly Trp Ile Asn Thr Asp Ser Gly
50 55

Lys Gly Arg phe val Phe Ser Leu
65 70

Leu GIn Ile Thr ggr Leu Thr Ala

Ala Lys val Gly Tyr Asp Ala Leu

val Thr val ser Ser
115

<210> 22

<211> 117

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 22

62

ser
ser
25

Pro
Glu

AsSp

Glu

168

Glu Leuw
10

Gly Tyr
Gly GIn
ser Thr
Thr Ser

75

Asp Thr
90p

Tyr Trp

Lys
Thre
Gly
3
val
Gly

Gly

Lys
Phe
Leu
45

Ala
ser

Met

Glin

Pro Gly
15

Thr Asn
30-

GIn Trp

Glu Glu

The Ala

Tyr Phe
95

Gly Thr
110

Ala

Tyr

Met

Phe

Cys

Leu
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<210>
<211>
<212>

GIn val GlIn
1

ser val Lys

Gly Met Asn

35

Gly Trp Ile
50

Lys Gly Arg
6

Leu GIn Ile
val Arg val

val
115

val Thr

23
117
PRT

ES 2549303 T3

Leu gal GIn
Ile Ser Cys
20
Trp val Arg
Asn Thr Asp
Phe val Phe
70
Thr Ser Leu
85

Gly Tyr Asp
10d

Ser Ser

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>

<400>

Péptido sintético

23

Ser

Lys

Gln

ser

55

Ser

Thr

Ala

Gly Ser

Ala Ser
Ala Pro
40

Gly Glu

Leu Asp

Ala Glu

- 168

63

Glu Leu
10

Gly Tyr

Gly GlIn

ser Thr

Thr Ser
75

Asp Thr
90

Tyr Trp

Lys

Thr

Gly

Gly

Gly

Lys

Phe

Leu

45

Ala

Asn

Met

GIn

Pro

Thr

30

GIn

Glu

Thr

Tyr

Gly
110

Gl
15y

ASn

Trp

Glu

Ala

Phe

95

Thr

Ala

Tyr

Met

fFhe

Ty

80

Cys

Leu
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GIn Ile GIn
Ser val Lys

Gly Met Asn
35

Gly Trp Tle
50

Lys Gly Ar
P Y Arg

Leu GIn Ile
val Arg val

val Thr val
115

<210> 24

<211> 117

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 24

Leu

Ile

20

Trp

Asn

Phe

The

val

Ser

val

Thr

val

Ser

85

TYFE

Ser

ES 2549303 T3

Gln Ser
Cys Lys
Arg Gln
Asp Ser

35

Phe Ser
70

Leu Thr

Asp Ala

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Leu

Ala

Leu

64

Ser

Ser

25

Pro

Glu

ASp

Glu

Asp
105

Glu
10

Gly
Gly
ser

Thr

ASp
90

Tyr

Leu

Tyr

Gln

Ser
75

Thr

Trp

Lys
Thr
Gly
W
val
Gly

Gly

Lys

Phe

Leu

45

Ala

AsSn

Met

GIn

Pro Gl
15y
Thr Asn
30
Gln Trp
Glu Glu
Thr Ala
Tyr Phe
g5

Gly Thr
11

Ala

Met
Phe
T%l‘
8

Cys

Leu
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GIn Ile
1

ser val
Gly Met

Gly Trp

Gln

Lys

Asn

35

Ile

50

Lys Gly
65

Leu GIn
val Arg

val Thr

<210> 25
<211> 384
<212> ADN

Arg

1le

val
10

val
115

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Polinucleétido sintético

<400> 25

atggatttac
agaggacaaa
gtcacéataa
ccaggcactt
gcregettca
gctgaagatg
tcggggacaa
<210> 26

<211> 136
<212> PRT

aggtgcagat
ttgttctcac
cctgcagtge
ctcccaaact
gtggcagtgg
ctgccactta

agttggaaat

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Péptido sintético

<400> 26

Leu val
5
Ile Ser
Trp val
Asn Thr
Phe Ala
Thr ser
85

Gl Tyr'

ES 2549303 T3

GIn Ser

Cys LysS

Lys GIn

Asp Ser

Phe Ser

70

Leu Asn

Asp Ala

ser Ser

tatcagcttc
ccagtctcca
caggtcaagt
ctggatttat
atctgggacc
ttactgccag

daaa

Gly
Ala
Ala
40

Gly
Leu

Ala

Leu

ctgctaatca
gcaatcatgt
gtaagttaca
aggacatcca
tcttactgtc

caaaggagta

65

ser Glu Leu
10
ser Gly Tyr
35 y Ty
Pro Gly GIn
Glu Ser Thr
Asp Thr Ser
75
Glu Asp Thr
90

Asp Tyr Tr
10? Y P

LYS
Thr
Gly
Tzr
6

val
Gly

Gly

gtgcctcagt
ctgcatctce
tgcactggtt
acctggcttc
tcacaatcag

gttrcccact

Lys

Phe

Leu

45

Ala

Asn

Met

Gln G1

Pro Gly Ala
15

Thr Asn Tyr
30

Lys Trp Met

Glu Glu pPhe

Thr Ala Tgr
8

Tyr Phe

Cys
95

Thr Leu

11C

cataatgtcc
aggggagaag
ccagcagaag
tggagtccct
ccgaatggag
cacgttcggce

60
120
180
240
300
360
384
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Met
1
Ile
Pro
Thr
Lys
31
Glu
Thr
TyYr

Gly

Ala

Gln

Gly

Asn

50

Trp

Glu

Ala

Phe

Thr

Trp val

GIn
20

Ala

Glu
35

Thr
Tyr Gly
Met

Gly

Phe Lys

I
ITe
val
Met
Trp

Gly

ES 2549303 T3

Thr Leu

GIn Leu

Lys Ile

Asn Trp

55

Ile
70

Asn

Arg Phe

85

Leu

r
hid 100

Cys val

ser val

130

<210> 27
<211> 408
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Polinucleétido sintético

<400> 27
atggcttggg
atccagttgg
tgcaaggctt
ggaaagggtt
gaagagttca
cagatcaaca
gatgctttgg

<210> 28

<211>107
<212> PRT

tgtggacctt
tgcagtctog
ctggatatac
taaagtggat
agggacggtt
acctcaacaa
actactgggg

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Péptido sintético

<400> 28

Gln

Arg

Thr

Ile Asn

val Gly

val Ser

135

gctattecty
acctgagttg
tttcacaaac
gggctggata
tgecttetet

tgaggacacg
tcaaggaacc

Leu
10

val

ser

Cys
40

val Lys

Thr Asp

Ala pPhe

20

Leu
105

ASn

Asp

Ser

atggcagetg
aagaagcctg
tatggaatga
aacaccgaca
ttggaaacct
gctacatatt

tcagtcaccy

66

Leu

ser

Lys

Gin

ser

Ser

Asn

Ala

Met Ala

Gly pPro

Ala Ser

Ala

Glu

Gly

GlIn
15

Ala

Leu

Lys
30

Tyr Thr

45

Pro
60

Ala

Gly Glu

75

Lteu Glu

Asn Glu

Leu Asp

cccaaagtat
gagagacagt
actgggtoaa
gtggagagtc
ctgccaacac
tctgtgtgag
tctcetea

Gly

Ser

Thr

ASp

Lys Gly

Thr Tyr

Ala
a5

Ser

Thr
110

Ala

Trp Gly

ccaagcacag
caagatctcc
gcaggctcca
aacatatgct
tgcctatttg
agrcggetac

Ser

Lys

Phe

Leu

Ala

80

Asn

Thr

Gin

60
120
180
240
300
360
408
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Glu Ile val
1

Asp Arg val
Leu Asn Trp

35
Tyr Ala Ala
SO

Ser Gly Ser
65 :
Glu Asp Phe

Thr pPhe Gly

<210> 29
<211> 120
<212> PRT

Leu Ehr GIn
Thr Ile Thr
20
Tyr G1n GIn
ser Thr Leu
Gly Thr As
b4 ?OP
Ala Thr Tyr
85

Gly Gly Thr
100 °7

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 29

Gln val Gln
1

Ser val Lys

Ala Ile Asn

35

Gly Trp Ile

50

Thr
65

Leu

Gly Arg

Gln 1le

Ala Lys Glu

Gly Thr Leu

115

Leu val
5

Ile
20

ser

Trp val

Asn Thr

rPhe vail

Thr Ser

8s

ser His

100

val Thr

ES 2549303 T3

ser Pro

Cys Arg

Pro

Lys
40

GIn Ser

phe Thr

Tyr Cys

Lys Leu

GIn Ser Gly

Cys Lys Ala

Ala
40

Arg GIn

Thr
5%

Asn Gly

Phe
70

Leu

Ser Leu

Thr Ala

ser Ser Ala

Ser
120

val ser

67

ser val
15

ser ser ser Ala

10

Leu

Ala GIn Ser Ile Ser Asn

25

Ser

Gly Lys Ala Pro 5!5 Leu Leu

Gly val pPro ggr Arg phe Ser

Ile Leu GIn

75

Leu Thr Asn Ser

ain Thr

90

GIn Asn Ser Phe Pro
95

Glu

Ile Lys
105

Ser Glu Leu Lys Lys Pro Gly
10 15

Ser Gly Tyr Ser Phe

ser Ser
25 30

Pro Gly GIn Gly kgu Gln Trp

Ser Pro Thr Ezr Ala Gln Gly

Asp Thr ggr val ser Thr Ala

Glu asp Thr 61y Met Tyr Phe
90p y 95

Trp Gly

ASp Lew Asp Tyr
g g 110

Leu
105

Gly

Ile
Gly
Pro
80

Leu

Ala
His
Met

pPhe
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ES 2549303 T3

<210> 30

<211>43

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polinucleétido sintético

<400> 30
cccaagcttg ccgecaccat ggacatgagg gtccecgete age

<210> 31

<211>40

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 31
tcctggggct cetgetgcte tggetccecag gtgccaaatg

<210> 32

<211>40

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polinucleétido sintético

<400> 32
tgaaattgtg ttgacgcagt ctccatccte cctgtctgca

<210> 33

<211>40

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polinucleétido sintético

<400> 33
tctgtaggag acagagtcac catcacttgc agtgccaggt

<210> 34

<211>40

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polinucleétido sintético

<400> 34
caagtgtaag ttacatgcac tggtatcagc agaaaccagg

<210> 35

<211>40

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polinucleétido sintético

<400> 35
gaaagcccct aagctcctga tctataggac atccaacctg

68

40

40

40

40

40

43
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ES 2549303 T3

<210> 36

<211>40

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polinucleétido sintético

<400> 36
gcttctgggg tcccatctag attcagegge agtggatctg

<210> 37

<211>40

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polinucleétido sintético

<400> 37
ggacagattt cactctcacc atcaacagcc tgcagcctga

<210> 38

<211>40

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polinucleétido sintético

<400> 38
agattttgca acttactatt gccagcaaag gagtagtitc

<210> 39

<211>55

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polinucleétido sintético

<400> 39

40

40

40

ccactcacgt tcggcggagg gaccaagctg gagatcaaac gtgagtggat ccgeg 55

<210> 40

<211>40

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polinucleétido sintético

<400> 40
gagcagcagg agccccagga getgageggg gaccctcatg

<210>41

<211>40

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polinucleétido sintético

<400> 41
actgcgtcaa cacaatttca catttggcac ctgggagcca

40

40

69
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<210> 42

<211>40

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polinucleétido sintético

<400> 42
gtgactctgt ctcctacaga tgcagacagg gaggatggag

<210> 43

<211>40

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polinucleétido sintético

<400> 43
gtgcatgtaa cttacacttg acctggcact gcaagtgatg

<210> 44

<211>40

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polinucleétido sintético

<400> 44
tcaggagctt aggggctttc cctggtttct gctgatacca

<210> 45

<211>40

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polinucleétido sintético

<400> 45
ctagatggga ccccagaagc caggttggat gtcctataga

<210> 46

<211>40

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polinucleétido sintético

<400> 46
ggtgagagtg aaatctgtcc cagatccact gccgetgaat

<210> 47

<211>40

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polinucleétido sintético

<400> 47
aatagtaagt tgcaaaatct tcaggctgca ggctgttgat

70

40

40

40

40

40

40
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<210> 48

<211>40

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polinucleétido sintético

<400> 48
cctccgeega acgtgagtgg gaaactactc ctttgetgge

<210> 49

<211> 35

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polinucleétido sintético

<400> 49
cgcggatcca ctcacgtttg atctccagct tggtc

<210>50

<211>40

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polinucleétido sintético

<400> 50
caagtgtaag ttacatgcac tggttccagc agaaaccagg

<210>51

<211>40

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polinucleétido sintético

<400> 51
gaaagcccct aagctctgga tctataggac atccaacctg

<210> 52

<211>40

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polinucleétido sintético

<400> 52
ggacagatta cactctcacc atcaacagcc tgcagcctga

<210>53

<211>40

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polinucleétido sintético

<400> 53
tccagagctt aggggctttc cctggtttct gctggaacca
<210> 54

35

71

40

40

40

40

40
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<211>40
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polinucleétido sintético

<400> 54
ggtgagagtg taatctgtcc cagatccact geccgetgaac

<210> 55

<211>40

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polinucleétido sintético

<400> 55
ggtgagacag taagatgtcc cagatccact gccgetgaac

<210> 56

<211> 40

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polinucleétido sintético

<400> 56
ggacatctta ctgtctcacc atcaacagcc tgcagcctga

<210> 57

<211>40

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polinucleétido sintético

<400> 57
cccaagcttg ccgecaccat ggactggacc tggaggatcc

<210> 58

<211> 33

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polinucleétido sintético

<400> 58
tcttcttggt ggcagcagcea acaggtgecc act

<210>59

<211> 40

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polinucleétido sintético

<400> 59
cccaggtgca getggtgcaa tctgggtetg agcttaagaa

<210> 60

72

40

40

40

40
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<211>40
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polinucleétido sintético

<400> 60
gcctggggcc tcagtgaaga tctectgcaa ggcttctgga

<210>61

<211>40

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polinucleétido sintético

<400> 61
tatagcttca gtaactatgg aatgaactgg gtgcgacagg

<210> 62

<211> 40

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polinucleétido sintético

<400> 62
cccetggaca agggcttcag tggatgggat ggataaacac

<210> 63

<211>40

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polinucleétido sintético

<400> 63
cgacagtgga gagtcaacat atgctgaaga gttcaaggga

<210> 64

<211>40

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polinucleétido sintético

<400> 64
cggtttgtct tctcettgga cacctetgtc agcacggeat

<210> 65

<211> 40

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polinucleétido sintético

<400> 65
atctgcagat caccagcctc acggctgagg acactggcat

<210> 66

73

40

40

40

40

40
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<211> 35
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polinucleétido sintético

<400> 66
gtatttctgt gcgaaagtcg getacgatgce tttgg

<210> 67

<211>54

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polinucleétido sintético

<400> 67

35

actactgggg ccagggaacc ctggtcaccg tctcctcagg tgagtggate cgeg

<210> 68

<211> 45

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polinucleétido sintético

<400> 68

tgctgccacc aagaagagga tccticcagg tggagtccat ggtgg

<210> 69

<211> 36

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polinucleétido sintético

<400> 69
ttgcaccagc tgcacctggg agtgggeacc tgttge

<210>70

<211>40

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polinucleétido sintético

<400> 70
tcttcactga ggccccaggc ttcttaagcet cagacccaga

<210>71

<211> 39

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polinucleétido sintético

<400> 71
ccatagttac tgaagctata tccagaagct tgcaggaga

<210>72

36

40

39

74

45
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<211>40
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polinucleétido sintético

<400> 72
ctgaagccct tgtccagggg cctgtcgeac ccagttcatt

<210>73

<211>40

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polinucleétido sintético

<400> 73
atgttgactc tccactgtcg gtgtttatcc atcccatcca

<210>74

<211> 40

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polinucleétido sintético

<400> 74
tccaaggaga agacaaaccg tcccttgaac tcttcagcat

<210> 75

<211>40

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polinucleétido sintético

<400> 75
gaggctggtg atctgcagat atgccgtgcet gacagaggtg

<210> 76

<211>40

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polinucleétido sintético

<400> 76
cgactttcgc acagaaatac atgccagtgt cctcageegt

<210>77

<211> 33

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polinucleétido sintético

<400> 77
ttccctggec ccagtagtce aaagcategt age

<210>78

33

75

40

40

40

40

40
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<211> 36
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polinucleétido sintético

<400> 78
cgcggatcca ctcacctgag gagacggtga ccaggg

<210>79

<211>40

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polinucleétido sintético

<400> 79
tatactttca caaactatgg aatgaactgg gtgcgacagg

<210> 80

<211> 40

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polinucleétido sintético

<400> 80
ccatagtttg tgaaagtata tccagaagcc ttgcaggaga

<210>81

<211>40

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polinucleétido sintético

<400> 81
cggtttgtct tctccttgga cacctetgte aacacggcat

<210> 82

<211> 35

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polinucleétido sintético

<400> 82
gtatttctgt gtgagagtcg gctacgatgc tttgg

<210> 83

<211> 40

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polinucleétido sintético

<400> 83
cgactctcac acagaaatac atgccagtgt cctcageegt

<210> 84

35

76

36

40

40

40
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<211>40
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Polinucleétido sintético

<400> 84

ES 2549303 T3

atctgcagat caccagcctc aacgctgagg acactggcat

<210> 85
<211> 40
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Polinucleétido sintético

<400> 85

gaggctggtg atctgcagat atgccgtgtt gacagaggtg

<210> 86
<211> 40
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Polinucleétido sintético

<400> 86

tatactttca caaactatgg aatgaactgg gtgaagcagg

<210> 87
<211> 412
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Polinucleétido sintético

<400> 87
aagcttgccg
tggctceccag
tctgtaggag
tggtatcagc
gcrtctgggg
atcaacagcc
ccactcacgt

<210> 88

<211> 412
<212> ADN

ccaccatqgga
gtgccaaatg
acagagtcac
agaaaccagg
tcceatctag
tgcagcctga
tcggcogaqg

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Polinucleétido sintético

<400> 88

catgagggtc
tgaaattgtyg
catcacttgc
gaaagcccct
attcagcggc
agattttgca
gaccaagctg

40

40

40

ccegetcage
ttgacgcagt
agtgccaggt
aagctcctga
agtggatctg
acttactatt
gagatcaaac

77

tcctggaget
ctccatcctc
caagtgtaag
tctataggac
ggacagattt
gccagceaaag
gtgagtggat

cctgetygcte
cctgtctgea
ttacatgcac
atccaacctg
cactctcace
gagtagttic

cC

60
120
180
240
300
360
412
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aagcttgecg
tggctcccag
tctgtaggag

ccaccatgga
gtgccaaatg
acagagtcac

tggttccage agaaaccagg
gettctgogy teccatctag
atcaacagcc tgcagcctga

ccactcacgt tcggcggagg

<210> 89

<211> 412

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polinucleétido sintético

<400> 89

aagcttgeeg ccaccatgga
tggctcecag grgccaaatg
tctgtaggag acagagtcac
tggtrccage agaaaccagy
gcttctgggg tcccatctag
atcaacagec tgcagectga

ccactcacgt tcggcggagg

<210>90

<211> 436

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polinucleétido sintético

<400> 90

aagertgecg
ggtgcccact
tcagtgaaga
gtgcgacagg
gagtcaacat
aacacggeat
gtgagagtcg
tcaggtgagt

ccaccatgga
cccaggtgea
tctectgeaa
cccctggaca
atgctgaaga
atctgcagat
gctacgatyc
ggatcc

<210>91

<211> 436

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

ES 2549303 T3

catgagggtc
tgaaattgtg
catcacttge
gaaagccect
attcageoge
agattttgca

gaccaagctg

catgagggtc
tgaaattgtg
catcacttgc
gaaagccect
attcagcgge
agattttgeca

gaccaagctg

ctggacctyg
gctggtgcaa
ggcrtctgga
agggcttcag
gttcaaggga
caccagcctc

tttggactac

ccegetcage
ttgacgcagt
agtgccaggt
aagctctgga
agtggatctg
acttactatt

gagatcaaac

ccegetcage
ttgacgcagt
agtgccaggt
aagctctgga
agtggatctg
acttactatt

gagatcaaac

aggatcctct
tctgggtctg
tatactttca
tggatgggat
cggtttgtct
acggctgagag
tggggccagy

78

tcetgggget
cteccatecte
caagtgtaag
tctataggac
ggacagatta
gccagcaaag
gtgagtggat

tcctgggoct
ctccatcecte
caagtgtaag
tctataggac
ggacatctta
gecageaaag
gtgagtggat

tcttggtgge
agcttaagaa
caaactatgg
ggataaacac
tctccttgga
acactggecat

gaaccctggt

cctgctgcte
cctgtctgca
ttacatrgcac

atccaacctg

cactctcace
gagtagttte
cc

cctgctgete
cctgrctgea
ttacatgcac
atccaacctg
ctgtctcacc
gagtagtttce

cc

agcagcaaca
gcctggggec
aatgaactgg
cgacagtgga
cacctetgte
gtatttctgt

caccgtctcc

120
180
240
300
360
412

60
120
180
240
300

360

412

60
120
180
240
300
360
420
436
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<220>

<223> Polinucleotido sintético

<400> 91
aagcttgecg ccaccatgga ctggacctgg aggatcctct tettggtgge agcagcaaca 60
ggtgcccact cccaggtgca getggtgcaa tctgggtctg agcttaagaa gectggogec 120
tcagtgaaga tetcoctgcaa ggettetygga tatacttrtca caaactatgg aatgaactgg 180
gtgcgacagg cccctggaca agggcttcag tggatgggat ggataaacac cgacagtgga 240
gagtcaacat atgctgaaga gttcaaggga cggtttgtct tetccttgga cacctetgte 300
agcacggecat atctgcagat caccagcectc acggcetgagg acactggeat gtatttctgt 360
gcgaaagtcg gctacgatge tttggactac tggggccagg gaaccctggt caccgtetec 420
tcaggtgagt ggatcc ‘ 436

<210> 92

<211> 436

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Polinucleotido sintético

<400> 92
aagcttgccg ccaccatgga ctggacctgg aggatcctct tcttggtgge agcagcaaca 60
ggtgcecact cccaggtgca gctggtgcaa tetgggtctg agcttaagaa goetggggec 120
tcagtgaaga tctcctgcaa ggcottctgga tatactttca caaactatgg aatgaactgg 180
gtgcgacagg cccctggaca agggcettcag tggatgggat ggataaacac cgacagtgga 240
gagtcaacat atgctgaaga gttcaaggoga cggtttgtct tctccttgga cacctetgtc 300
agcacggcat atctgcagat caccagcctc acggctgagg acactggeat gtatttctgt 360
gcgaaagtcg gctacgatge tttggactac tggggccagg gaaccctggt caccgtctcc 420
tcaggtgagt ggatcc ' 436

<210> 93

<211> 10259

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Vector de expresion individual pG1KD210.BAT-1.RHC/RkD

<400> 93
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ttgaagacoa
ggttrcttag
attttictaa
tcaataatat
cttttttgeg
agatgctgaa
taagatcctt
tetgetatot
catacactat
ggatggcatg
ggccaactta
catgggggat
aaacgacgag

aactggcgaa

aagggcctcg
acgtcaggtg
atacattcaa
tgaaaaagoa
gcattttgec
gatcagttgg
gagagttttc
ggcgeggtat
tctcagaatg
acagtaagag
cttctgécaa
catgtaactc
cgtgacacca

ctacttactc

ES 2549303 T3

tgatacgcct
gcactrtteg
atatgtatcce
agagtatgag
ttcctgttte
gtgcacgagt
gccccgaaga
tatccegtgt
acttggttga
aattatgcag
cgatcggagy
gecttgateg
cgatgectge
tagetteccy

atttttatag
gggaaatgtg
gctcatgaga
tattcaacat
tgctcaccca
gggttacatc
acgttttcca
tgacgccggg
gtactcacca
tgctgccata
accgaaggag
ttgggaaccg
agcaatggca

gcaacaatta

80

gttaatgtca
cgcggaacce
caataaccct
ttccgtgtcg
gaaacgctgg
gaactggatc
atgatgagca
caagagcaac
gtcacagaaa
accatgagtg
ctaaccgctt
gagctgaatg
acaacgttgc

atagactgga

tgataataat
ctattrgttc
gataaatgct
cccttattcce
tgaaagtaaa
tcaacagcygg
cttrtaaagt

tcggtcyccy

agcatcttac -

ataacactgc
ttttgcacaa
aagccatacc

gcaaactatt

tggaggcgga

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
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taaagttgca
atctggagece
geceetcccgt
tagacagatc
ttactcatat
gaagatcctt
agcgtcagac
aatctgetgc
agagctacca
tgtectteta
atacctcget
taccgggttg
gggttcgtge
gcgtgagceta
aagcggceagg
tctttatagt
gtcagggggg
cttttgetgg
ccgtattace
cgagtcagty
gtgcggratt
gttaagccag
ccgccaacac
caagctgtga
cgcgegagge
catcccgece
trtttatttat
aggctttftt
tcgcgccaaa
atcatggtte
aacggagacc
acaacctctt
tccattectg

ctcaaagaac

ggaccacttc
ggtgagcgtg
atcgtagtta
gctgagatag
atactttaga
tttgataatc
c¢ccgtagaaa
trgcaaacaa
actctrittce
gtgtagcecgt
ctgctaatcc
gactcaagac
acacagccca
tgagaaagcg
gtcggaacag
cctgtcgggt
cggagectat
ccttttgcte
gcctttgagt
agcgaggaag
tcacaccgca
tatacactcc
ccgctgacge
ccgtetecgg
agcatgcatc
ctaactccge
gcagaggecg
ggaggcctag
cttgacggea
gaccattgaa
taccctggee
cagtggaagg
agaagaatcy

caccacgagg

ES 2549303 T3

tgcgetegge
ggtctcgegg
tctacacgac
gtgcctcact
ttgatttaaa
tcatgaccaa
agatcaaagg
aaaaaccacc
cgaaggtaac
agttaggcca
tgttaccagt
gatagttace
gcttggageg
ccacgettec
gagagcgcac
ttcgccacct
ggaaaaacgce
acatgttctt
gagctgatac
cggaagagcy
tatggtgcac
gctatcgeta
gcecctgacgg
gagctgcatg
tcaattagtc
ccagtrecge
aggecgecte
gcttttgeaa
atcctagegt
ctgcatcgte
tcegetcagg
taaacagaat
acctttaaag

agctcattert

cecttecgget
tatcattgca
ggggagtcag
gattaagcat
acttcatttt
aatcccettaa
atcttcttga
gctaccagceg
tggcttcage
ccacttcaag
ggctgectgec
ggataaggcg
aacgacctac
cgaagggaga
gagggagctt
ctgacttgag
cagcaacgceyg
tcctgegiea
cgeregecyc
cctgatgegy
tctcagtaca
cgtgactggg
gcttgtctge
tgtcagagot
agcaaccata
ccattctccy
ggcctcetgag
aaagctagct
gaaggctggt
gcecgtgtcce
aacgagttca
ctggtgatta
gacagaatta

cttgccaaaa

81

ggctggttta
gcactgggge
gcaactatgg
tggtaactgt
taatttaaaa
cgtgagtttt
gatccttttt
gtggtttgtt
agagcgcaga
aactctgtag
agtggcgata
cagcggtcgg
accgaactga
aaggcggaca
<<Cagggygaa
cgtcgatttt
gcctitttac
tccectgatt
agccgaacga
tattttctcc
atctgctctg
tcatggctge
teccggeate
tttcaccgtc
gtccegeece
ccccatgget
ctattccaga
tacagcteag
aggattttat
aaaatatggg
agtacttcca
tgggtaggaa
atatagttct
gtttggatga

ttgctgataa
cagatggtaa
atgaacgaaa
cagaccaagt
ggatctaggt
cgttccactg

ttctgcgegt

tgccggatca
taccaaatac
caccgectac
agtcgtgtce
gctgaacggg
gatacctaca
ggtatccggt
acgectggta

‘tgtgatgctc

ggrtcctggce
ctgtggataa
ccgagegecag
ttacgcatct
atgccgeata
gceecgacac
cgcttacaga
atcaccgaaa
taactccgec
gactaatttt
agtagtgagg
ggctgegatt
£ceegetgec
gattggcaag
aagaatgacc
aacctggttc
cagtagagaa

tgccttaaga

900

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
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cttattgaac
tctgtttace
atgcaggaat
¢tecccagaat
tttgaagtct
ctaaagctat
gaaccttact
aaggtaaata
gtattttaga
gaggaaaacc
tctcaacatt
tcagaattgc
gctatttaca
tctgtaacct
ccacacaggc
tttttaattt
cataatcagc
cccocctgaac
ttataatggt
actgcattct
gccggeccgg
tcatagcecca
accgeccaac
aatagggact
agtacatcaa
gccegeetgg
ctacgtatta
tggatagcgg
Tttgtttigg
gacgcaaatg
gaaccgtcag
ggaccgatcc
gagtgacgta
ctatactgte

aaccggaatt
aggaagcéat
ttgaaagtga
acccaggegt
acgagaagaa
gcatrittat
tctgtggtgt
taaaattttt
ttccaaccta
tgttttgctce
ctactcctcc
taagttttrtt
ccacaaagga
ttataagtag
atagagtgtc
gtaaagggot
cataccacat
Ctgaaacata
tacaaataaa
agttgtggtt
gtgatcgctc
tatatggagt
gaccceegec
ttccattgac
gtgtatcata
cattatgecc
gtcatcgcta
tttgactcac
caccaaaatc
ggcggtaggce
atcgectgga
agcctcecgeg
agtaccgect

tttggcttgg
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ggcaagtaaa
gaatcaacca
cacgrttrtec
cctetctgag
agactaacag
aagaccatgg
gacataattg
aagtgtataa
tggaactgat
agaagaaatg
aaaaaagaag
gagtcatgct
aaaagctgca
gcataacagt
tgcrattaat
taataaggaa
ttgtagaggt
aaatgaatgc
gcaatagcat
tgtccaaact
gagatatcta
tccgegttac
cattgacgtc
gtcaatgggt
tgccaagtac
agtacatgac
ttaccatggt
ggggatttcc
aacgggactt
gtgtacggtg
gacgecatce
gccgggaacyg
atagagtcta
ggtctataca

gtagacatgg
ggccacctea
ccagaaattg
gtccaggagg
gaagatgctt
gactrttgct
gacaaactac
tgtgttaaac
gaatgggagc
ccatctagtg
agaaaggtag
gtgtttagta
ctgctataca
tataatcata
aactatgctc
tatttgatgt
tttacttgct
aatrgtrgrt
cacaaatttc
catcaatgta
ttaatagtaa
ataacttacg
aataatgacg
ggagtatita
gccccctatt
cttatgggac
gatgcggttt
aagtctecac
tccaaaatgt
ggaggtctat
acgctgtttt
gtgcattgga
taggcccacc
cceecgette

82

tttggatagt
gactctttgt
atttggggaa
aaaaaggcat
tcaagtctc
ggctttagat
ctacagagat
tactgattct
agtggtggaa
atgatgaggc
aagaccccaa
atagaactct
agaaaattat

acatactott

aaaaattgtg

atagtgcctt
ttaaaaaacc
gttaactrgt
acaaataaag
tcttatcatg
tcaattacgg
gtaaatggcc
tatgttcecca
cggtaaactyg
gacgtcaatg
tttcctactt
tggcagtaca
cccattgacg
¢gtaacaact
ataagcagag
gacctccata
acgcggattc
ccctiggctt
ctcatgttat

cggaggcagt
gacaaggatc
atataaactt
caagtataag
tgetecccte
cttigtgaag
ttaaagctcet
aattgritgt
tgcctttaat
tactgctgac
ggactticct
tgctigettt
ggaaaaatat
ttitcrtact
tacctttage
gactagagat
tcccacacct
ttattgeage
cactttetetc
tctactagtg
ggtcattagt
cgcctgactg
tagtaacgcc
cccacttggc
acggtaaatg
ggcagtacat

tcaatgggcy

tcaatgggag
ccgccecatt
ctcgtttagt
gaagacaccy
ccegtgecaa
cttatgcatg

aggtgatggt

2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4360
4920
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atagcttagc
atactttcca
tgccaataca
catttattat
ttaaacataa
ctecggtage
gtcgetegge
caccaccacc
cg9ggascag
tgcaggcage
gttaacggtg
acataatagc
tccttgacac
tcctggggct
ctccateete
caagtgtaag
tctataggac
ggacatctta
gccagcaaag
gtgagtggat
attatgegea
cttctttcct
cagttgaaat
gccaaagtac
acagagcagg
gcagactacg
cccgtcacaa
ctcagttcca
ctacccctat
ttaattatgc
gatctaataa
ctctatctgg
gagctacagg
taacacacaa

ctataggtgt
ttactaatcce
ctgtecttca
ttacaaattc
cgtgggatce
ggcggagett
agctecttgc
agtgtgccgce
gcttgeaccg
tgagttgttg
gagggcagtg
tgacagacta
gcgtetcgag
cctgetgetc
ccrgtctgea
ttacatgcac
atccaacctg
ctgtcrcace
gagtagttte
ccatctggga
aacaacacac
caggaactgt
ctggaactgc
agtggaaggt
acagcaagga
agaaacacaa
agagcttcaa
gcetgaceee
tgcggtectc
taatgttgga
aagatattta
aggccaggta
aaggcaggtc
tcaacagggg
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gggtrattga
ataacatggc
gagactgaca
acatatacaa
ccacgcgaat
ctacatccga
tcctaacagt
acaaggccgt
ctgacgcatt
tgttctgata
tagtctoage
acagactgtt
aagcttgecg
tggcteccag
tctgtaggag
tggttccage
gcttctoggg
atcaacagcc
ccactcacgt
taagcatgct
ccaagggcag
ggctgeacca
ctctgttgtg
ggataacgcc
cagcacctac
agtctacgee
caggggagag
crcccateet
tagctcatct
ggagaatgaa
tttrcattag
gggctggect
agagacccca

agtgagctgg

ccattattga
tctttgecac
cggactctgt
caccaccgtc
ctcgggtaco
geectgetee
ggaggccaga
ggcggtaggg
tggaagactt
agagtcagag
agtactegtt
ccrtrecatyg
ccaccatgga
gtgccaaatg
acagagtcac
agaaaccagy
tcccatctag
tgcagcctga
tcggcggagg
gttttctgtc
aactttgtta
tctgtcttca
tgcctgetga
ctccaatcgg
agcctceagea
tgcgaagtca
tgitagaggg
ttggcctctg
ttcacctcac
taaataaagt
atatgtgtgt
t9gg999a999
ctggacaaac
aaatttgcta
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ccactccect
aactctcttt
atttttacag
cccagtgece
tgttccggac
catgcctceca
cttaggcaca
tatgtgtctg
aaggcagcegg
gtaactcccg
gctgeegege
ggtcttttct
catgagggte
tgaaattgtg
catcacttgc
gaaagcccet
attcagcgge
agatttrgca
gaccaagctg
tgtccctaac
cttaaacacc
tctteecgee
ataacttcta
gtaactccca
gcaccctgac
cceatcaggg
agaagtgeccc
accettttte
ccecectecte
gaatctttygce
Tggttttitg
ggaggccaga
agtggctgga
gcgaattcta

attggtgacg
attggctata
gatggggtct
gcagttttta
atgggcictt
gcgactcatg
gcacgatgce
aaaatgagct
cagaagaaga
ttgeggtget
gcgccaccag
gcagtcaccg
ccegetcage
ttgacgcagt
agtgccaggt
aagctctgga
agtggatctg
acttactatt
gagatcaaac
atgccetgtg
atcctgtttg
atctgatgag
tcccagagag
ggagagtgtc
gctgageaaa
cctgagetcg
ccacctgctce
cacaggggac
ctcettgget
acctgtggtg
tgtgcagtgce
atgactecaa
ctctgeacca
ttaatagtaa

4980
5040
$100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820

. 5880

5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
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tcaattacgg
gtaaatggcc
tatgttccca
cggtaaactg
gacgtcaatg
tttcctactt
tggcagtaca
cceattgacy
cgtaacaact
ataagcagag
gacctccata
acgcggattc
cccrtggett
ctcatgtrat
ccactceect
aactctettt
atttttacag
cccagtgece
tgttccggac
catgccteca
cttaggcaca
tatgtgtctyg
aaggcagcgg
gtaactcecy
gctgeegegc
ggtctrttct
ctggacctyg
gctggtgcaa
ggcttctgga
agggcttcag
gttcaaggga
caccagcctce
tttggactac
atcggtcttc

ggtcattagt
cgcetgactg
tagtaacgcc
cecacttgge
acggtaaatg
ggcagtacat
tcaatgagcy
tcaatgggag
ccgececcatt
ctegtrragt
gaagacaccg’
cccgtgccaa
cttatgcatg
aggtgatggt
attggtgacg
attggctata
gatggggtct
gcagttttta
atgggctett
gcgactcatg
gcacgatgcec
aaaatgagct
cagaagaaga
ttgcggtgct
gcgecaccag
gcagtcaccg
aggatcctct
tctgggtetg
tatactttca
tggatgggat
cggttratct
acggctgagg
tggggccagg
cccctggeac
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tcatagccca
accgeccaac
aatagggact
agtacatcaa
gecegectgg
ctacgtatta
tggatagcgg
tttgtittgg
gacgcaaatg
gaaccgtcag
ggaccgatec
gagtgacgta
ctatactgtt

atagcttagce.

atactttcca
tgccaataca
catttattat
ttaaacataa
ctceggtage
gtegetegge
caccaccace
cggggagcgg
tgcaggcage
gttaacggtg
acataatagc
tccttgacac
tcttggtggce
agcttaagaa
caaactatgg
ggataaacac
tetccttgga
acactggcat
gaaccctggt
cctectccaa

tatatggagt
gacccecgee
ttccattgac
gtgtatcata
cattatgccc
gtcatcgcta
tttgactcac
caccaaaatc
ggcggtaggc
atcgcctgga
agcctccgeg
agtaccgect
tttggcttog
ctataggtgt

ttactaatcc

ctgtcettea
ttacaaattc
cgtgggatct
ggcggagert
agctccttge
agtgtgccgce
gcttgcacceg
tgagttgttg
gagggcagtyg
tgacagacta
gcgtctcgag
agcagcaaca
gcergaggcc
aatgaactgyg
cgacagtgga
cacctetgte
gtatttctgt
caccgtctcg
gagcacctct

84

tccgegttac
cattgacgte
gtcaatgggt
tgccaagtac
agtacatgac
ttaccatggt
ggggatttcc
aacgggactt
gtgtacogtg
gacgccatcec
gccgggaacy
atagagtcta
ggtctataca
gggttattga
ataacatggc
gagactgaca
acatatacaa
ccacgegaat
ctacatcega
tcctaacagt
acaaggccgt
ctgacgcatt
tgttctgata
tagtctgagc
acagactgtt
aagcttgcecg
ggtocccact
tcagtgaaga
gtgcgacagg
gagtcaacat
aacacggcat
gtgagagtcg
agegecteca
gggggcacag

ataacttacg
aataatgacg
ggagtattta
gccecectatt
cttatgggac
gatgcggtet
aagtctccac
tccaaaatgt
ggaggtctat
acgctgtttt
gtgcattgga
taggcccace
cceeegette
ccattattga
tctttgecac
cggactctgt
caccaccgte
ctcgggtacy
gceetgetec
ggaggccaga
ggcggtaggg
tggaagacrt
agagtcagag
agtactcgtt
cctttccatg
ccaccatgga
cccaggtgea
tctcotgcaa
ccectggaca
atgctgaaga
atctgcagat
gctacgatgce
€caaggyecc

cggccctggy

7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380

7440

7500
7560
7620
7680
7740
7800
7860
7920
7980
8040
8100
8160
8220
8280
8340
8400
8460
8520
8580
8640
8700
8760
8820
8880
8940
9000



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ctgectggre
gaccagcggc
cagcgtagty
tcacaagccc
tcacacatgc
ccccccaaaa
ggtggacgtg
ggtgcataat
cagcgtecte
ctccaacaaa
ccgagaacca
cagcctgacc
caatgggcag
cttettecte
ctcatgctee
gtctccgggt
acgaggatgce
agcaccggat
gcagtgectc
actccaagag

tgcaccataa

aaggactact
gtgcacacct
accgtgecct
agcaacacca
ccaccgtgee
¢ccaaggaca
agccacgaag
gccaagacaa
accgtectge
gcccteccag
caggtgtaca
tgcctggtca
ccggagaaca
tacagcaagc
gtgatgcatg
aaatgagtgc
ttggcacgta
ctaataaaag
tatctggagg
ctacaggaag

cacacaatca
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tccccgaace
tcecggctgt
ccagcagett
aggtggacaa
cagcacctga
ccctcatgat
accctgaggt
agcegeggga
accaggactg
cceecatega
ceetgeeeee
aaggcttcta
actacaagac
tcaccgtgga
aggctctgea
gacggcecgge
cccectgtac
atatttattt
ccaggtaggg
gcaggtcaga
acaggggagt

ggtgacggtg
cctacagtcc
gggcacccag
gaaagttgag
actcctgggg
ctcccggace
caagttcaac
ggagcagtac
gctgaatggc
gaaaaccatc
atcccgggag
tcccagegac
cacgcctecc
caagagcagg
caaccactac
aagccecget
atacttcccg
tcattagata
ctggccttgg
gaccceactg
gagctggaaa
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tcgtggaact
tcaggactct
acctacatct
cccaaatctt
ggaccgtcag
cctgaggtca
tggtacgtgg
aacagcacgt
aaggagtaca
tccaaageca
gagatgacca
atcgcegtyg
gtgctggact
tggcagcagg
acgcagaaga
cccecgggete
ggcgeecage
tgtgtgttgg
dggaggggga
gacaaacagt
tttgctageg

caggegeect
actccctcag
gcaacgtgaa
gtgacaaaac
tettoctett
catgcgtggt
acggcgatgga
accgagtggt
agtgcaaggt
aagggcagec
agaaccaggt
agrgggagag
ccgacggctc
ggaacgtctt
gcctctecct
tcgcggtege
atggaaataa
ttetrtgtgt
ggccagaatg
ggctggactce
aattaattc

2060
9120
9180
9240
9300
9360
9420
9480
9540
9600
9660
9720
9780
9840
9900
9960
10020
10080
10140
10200
10259
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Reivindicaciones

1. Un anticuerpo monoclonal humanizado que tiene al menos una region determinante de la complementariedad
(CDR) de anticuerpo monoclonal murino BAT-1 (mBAT-1) y una region estructural (FR) derivada de una
inmunoglobulina humana aceptora, en el que el anticuerpo humanizado conserva la actividad antitumoral del
anticuerpo monoclonal mBAT-1 y es menos inmunogénico en un sujeto humano que dicho anticuerpo murino.

2. El anticuerpo monoclonal humanizado de la reivindicacion 1, en el que el anticuerpo humanizado induce un mayor
efecto antitumoral que el inducido por el anticuerpo BAT-1 murino parental.

3. El anticuerpo humanizado de la reivindicacion 1, que comprende las regiones determinantes de la
complementariedad (CDR) del anticuerpo monoclonal murino BAT-1 (mBAT-1), en el que dicho anticuerpo
humanizado comprende:

a. las regiones variables de la cadena ligera de formula: FR 1-CDR1-FR2>-CDR|2-FR3-CDR3-FR14 €n la que
cada FR es independientemente una region estructural de un anticuerpo humano, y cada CDR es una region
determinante de la complementariedad, derivada de BAT-1;

b. las regiones variables de la cadena pesada de férmula: FRu1-CDRu1-FRu2-CDRp2-FRH3-CDRus-FRus €n la que
cada FR es por separado una region estructural de un anticuerpo humano, y cada CDR es una region
determinante de la complementariedad, de mBAT-1.

4. Un anticuerpo monoclonal humanizado que tiene una regiéon Fab genéticamente modificada que comprende las
regiones determinantes de la complementariedad (CDR) del anticuerpo monoclonal murino BAT-1 (mBAT-1), en el
que el anticuerpo genéticamente modificado conserva la actividad biolégica de dicho mBAT-1 y en el que dicho
anticuerpo genéticamente modificado monoclonal comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada de:

(i) una regién variable de la cadena pesada que comprende las secuencias de aminoacidos de: CDRu1 (SEC ID
N°: 12); CDRu2 (SEC ID N°: 13); CDRus (SEC ID NO°: 14); y una region variable de la cadena ligera que
comprende las secuencias de aminoacidos de CDR_; (SEC ID N°: 9); CDR» (SEC ID N°: 10); CDR,3 (SEC ID Ne:
11);

(ii) regiones variables de la cadena pesada y de la cadena ligera que comprenden las secuencias de
aminoacidos que tienen mas de aproximadamente el 80 por ciento de similitud con todas o parte de las
secuencias de: CDRu; (SEC ID N°: 12); CDRy2 (SEC ID N°: 13); CDRys (SEC ID N°: 14); CDRL1(SEC ID N°: 9);
CDR_> (SEC ID N°: 10); CDR_3 (SEC ID N°: 11);

(iii) un anticuerpo de (i) o (ii) en el que uno o mas residuos de aminoacidos se han afiadido, delecionado,
sustituido o modificado quimicamente sin afectar sustancialmente la actividad biolégica o especificidad de unién
del anticuerpo.

5. El anticuerpo monoclonal humanizado de la reivindicacién 4, en el que las regiones estructurales (FR) derivan de
un anticuerpo humano.

6. El anticuerpo monoclonal humanizado de la reivindicacion 3 que comprende regiones determinantes de la
complementariedad (CDR) del anticuerpo monoclonal murino BAT-1 (mBAT-1), en el que dicho anticuerpo
humanizado comprende:

a. regiones variables de la cadena ligera de formula: FR.1-CDR|1-FR2-CDR|2-FR 3-CDR3-FR4 en la que cada
FR es independientemente una region estructural de un anticuerpo humano, y cada CDR es una region
determinante de la complementariedad, en el que la secuencia de aminoacidos de CDR.; es SARSSVSYMH
(SEC ID N°: 9); CDRL2 es RTSNLAS (SEC ID N°: 10); CDR.3 es QQRSSFPLT (SEC ID N°: 11);

b. las regiones variables de la cadena pesada de férmula: FRu1-CDRu1-FRp2-CDRp2-FRH3-CDRus-FRus €n la que
cada FR es por separado una region estructural de un anticuerpo humano, y cada CDR es una region
determinante de la complementariedad, en el que la secuencia de aminoéacidos de: CDRy; es NYGMN (SEC ID
N°: 12); CDRw2 es WINTDSGESTYAEEFKG (SEC ID N°: 13); CDRus es VGYDALDY (SEC ID N°: 14).

7. El anticuerpo humanizado de la reivindicacion 6,

en el que dicho anticuerpo humanizado induce un mayor efecto antitumoral que el anticuerpo monoclonal BAT-1
murino; o

en el que dicho anticuerpo humanizado induce un mayor efecto antimetastasico que el anticuerpo monoclonal BAT-1
murino; o

en el que las FR de la regién variable de la cadena pesada derivan de las FR de la region variable de la cadena
pesada del anticuerpo hsighv1295 humano; o

en el que las FR de la region variable de la cadena ligera kappa se basan en las FR de la region variable de la
cadena ligera kappa del anticuerpo TEL9 humano; o

gue tiene una regiodn constante kappa humana; o

en el que el anticuerpo esta adicionalmente marcado con una marca detectable, inmovilizado sobre una fase sdélida,
0 conjugado con un compuesto heterélogo; o
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en el que dichas regiones variables de la cadena ligera del anticuerpo monoclonal humanizado estan seleccionadas
del grupo que consiste en: BATRka (SEC ID N°: 15), BATRkg (SEC ID N°: 16), BATRkc (SEC ID N°: 17), BATRKp
(SEC ID Ne°: 18), y las regiones variables de la cadena pesada estan seleccionados del grupo que consiste en:
BATRHA (SEC ID N°: 20), BATRHg (SEC ID N°: 21), BATRHc (SEC ID N°: 22), BATRHp (SEC ID N°: 23) o
BATRHEg(SEC ID N°: 24); o

en el que dichas regiones variables del anticuerpo monoclonal humanizado estan seleccionadas del grupo que
consiste en: BATRHA/BATRKa (SEC ID N°: 20/SEC ID N°: 15), BATRHg/ BATRka (SEC ID N°: 21/SEC ID N°: 15),
BATRHg/ BATRkg (SEC ID N°: 21/SEC ID N°: 16), BATRHc/ BATRkg (SEC ID N° 22/SEC ID N°: 16), BATRHg/
BATRKkp (SEC ID N°: 21/SEC ID N°: 18) 0 BATRHc/ BATRKp (SEC ID N°: 22/SEC ID N°: 18).

8. El anticuerpo humanizado de la reivindicacion 6, en el que dicha region variable de la cadena ligera es BATRkp
(SEC ID Ne: 18), y en el que dicha region variable de la cadena pesada es BATRHc (SEC ID N°: 22).

9. El anticuerpo humanizado de la reivindicacion 6, en el que el anticuerpo es un anticuerpo de longitud completa.

10. El anticuerpo humanizado de la reivindicacion 9,
en el que el anticuerpo es de isotipo 1gG; preferentemente
en el que dicha subclase de isotipo esta seleccionada de IgG; 0 19Ga.

11. Un fragmento de anticuerpo derivado del anticuerpo humanizado de la reivindicacién 6, en el que el fragmento
de anticuerpo esta seleccionado del grupo que consiste en: Fv, F(ab'"), F(ab")2, un anticuerpo monocatenario.

12. El anticuerpo humanizado de la reivindicacion 6 generado por tecnologia de ADN recombinante, utilizando injerto
de CDR.

13. Una construcciéon de polinucleétido aislado que codifica cualquiera de los anticuerpos monoclonales de las
reivindicaciones 1-12 o fragmentos de los mismos.

14. La construccion de polinucledtido aislado segln la reivindicacion 13 que codifica una region variable de la
cadena ligera kappa seleccionada del grupo que consiste en: SEC ID N°: 15, SEC ID N°: 16, SEC ID N°: 17, SEC ID
Ne°: 18; preferentemente en la que la construccion de polinucleétido aislado esta seleccionada del grupo que consiste
en: SEC ID N°: 87, SEC ID N°: 88, SEC ID N°: 89.

15. La construccion de polinucleétido aislado segun la reivindicacién 13 que codifica una regién variable de la
cadena pesada seleccionada del grupo que consiste en: SEC ID N°: 20, SEC ID N° 21, SEC ID N°; 22, SEC ID Ne¢:
23, SEC ID Ne°; 24; preferentemente en el que la construccion de polinucleétido aislado esta seleccionada del grupo
que consiste en: SEC ID N°: 90, SEC ID N°: 91, SEC ID Ne°: 92.

16. Un vector que comprende cualquiera de los polinucleétidos de la reivindicacion 13 a 15.

17. El vector de la reivindicacién 16, que comprende ademas al menos una secuencia de polinucledtidos que
codifica un componente seleccionado del grupo que consiste en: un promotor operativamente ligado al polinucleétido
que codifica el anticuerpo, uno 0 mas genes de resistencia, una secuencia de Kozak, un origen de replicacién, uno o
mas genes marcadores de seleccion, un elemento potenciador, terminador de la transcripcion, un péptido sefal,
region constante kappa humana genémica, regién constante IgG humana genémica.

18. El vector de la reivindicaciéon 17, en el que el vector es un plasmido o un virus; preferentemente en el que el
vector esta seleccionado del grupo que comprende: pKN110, pG1D200, pG1KD210, pUC o pBR322.

19. El vector de la reivindicacién 16, que comprende la secuencia de polinucleétidos de SEC ID N°; 93.
20. Una célula huésped que comprende el vector de cualquiera de las reivindicaciones 16-19.

21. La célula huésped de la reivindicacion 20,

capaz de expresar un anticuerpo o fragmentos del mismo; o

en el que la célula esta seleccionada de eucariotas y procariotas; o

seleccionada del grupo que consiste en: células CHO, CHOdhfr, NSO, COS o COS7.

22. Una composicion farmacéutica que comprende como principio activo un anticuerpo o fragmentos de anticuerpos
de cualquiera de las reivindicaciones 1-12; preferentemente que comprende ademas un vehiculo, diluyente o
estabilizador fisiol6gicamente aceptable.

23. Uso de un anticuerpo o fragmentos de anticuerpos de cualquiera de las reivindicaciones 1-12 para la preparacion
de un medicamento para el tratamiento de cancer; preferentemente en el que el cancer esta seleccionado de
melanoma, tumores de pulmdn, cancer colorrectal o0 metastasis hepaticas.

24. Uso de un anticuerpo monoclonal humanizado o fragmentos de anticuerpos de cualquiera de las reivindicaciones
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1-12 para la preparacion de una composicion farmacéutica que comprende una cantidad eficaz de dicho anticuerpo
o fragmentos de anticuerpos para inducir actividad proliferativa, citolitica o estimulante de linfocitos T CD4+.

25. Uso de un anticuerpo monoclonal humanizado o fragmentos de anticuerpos de cualquiera de las reivindicaciones
1-12 para la preparacion de una composicion farmacéutica que comprende una cantidad eficaz de dicho anticuerpo
o fragmentos de anticuerpos para aumentar la supervivencia de linfocitos T CD4+ activados.

26. Uso segun la reivindicacién 24 o 25,

en el que la composicion farmacéutica se refiere al tratamiento de una deficiencia genética o inmunoadquirida; o

en el que la composicion farmacéutica se refiere al tratamiento de las fases tempranas de la infeccién por el VIH; o
en el que la composicién farmacéutica se refiere al tratamiento de SIDA (sindrome de inmunodeficiencia adquirida);
o

en el que la composicién farmacéutica se refiere al tratamiento de pacientes que tienen un hemograma que muestra
una disminucién en linfocitos T CD4+.

27. Un método para producir el anticuerpo de cualquiera de las reivindicaciones 1-12, que comprende:

(i) transfectar una célula huésped con un vector que comprende una secuencia de polinucleétidos que codifica
dicho anticuerpo, o co-transfectar la célula huésped con 2 vectores que comprende cada uno una secuencia de
polinucleétidos que codifica las regiones de la cadena pesada o ligera de dicho anticuerpo;

(ii) cultivar la célula huésped de (i) de manera que se exprese dicho anticuerpo; y

(iii) recuperar el anticuerpo del huésped.
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Clases canonicas de Chothia

L1 (10 aminoacidos) = Clase 1*
Residuos clave: 2(I); 25(A); 29(VIL);
33(LM); 71(YF)

L2 (7 aminoacidos) = Clase
Residuos clave: 48(IV); 51(AT); 52(ST);
64(G)

L3 (9 aminoacidos) =Clase 1 :
Residuos clave: 90(QNH); 95 (P)

Clases canonicas de Martin
L1 (10 aminoacidos) = Clase indefinida (aunque mas similar a la clase
1/10A%)

Residuos clave: 2(I); 4(L); 23(C); 25(A);
30(V); 33(LM); 35(W); 71(Y);
88(C): 90(Q); 93(SYR)

L2 (7 aminoacidos) = Clase 1/7A
Residuos clave: 23(C)
L3 (9 aminoacidos) = Clase indefinida (aunque mads similar a la clase
1/9A)

Residuos clave:  2(ILV); 3(VQLE); 4(ML);
28(SNDTE) ¥;
30(DLYVISNFHGT);
31(SNTKG), 32(FYNAHSR);
33(MLVIE); 88(C);

89(QSGFL); 90(QNH);
91(NFGSRDHTYV);
92(NYWTSRQHAD);
93(ENGHTSRAQHAD);
94(DYTVLHNIWPS)<;
95(B);

96(PLYRTWF); 97(T); 98(F)

* Esta clase solo se observa en el subgrupo kappa de ratéon de Kabat VI

% Como el bucle L1 solo tiene 10 amino4cidos de longitud, no hay residuo en esta posicién
en la region Vk de BAT

< El aminoacido Phe (F) se encuentra en esta posicion en la region Vk de BAT

FIGURA 2
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Clases canonicas de Chothia

H1 (10 aminoacidos*) = Clase 1
Residuos clave: 24(TAVGS); 26(G);
27(FYTG); 29(FLIV);
34(MIVLT); 94(RTKHGL)
H2 (17 aminoacidos) = Clase 2
Residuos clave: 52a(PTA); 55(GS); 71(ALT)

Clases canénicas de Martin
H1 (10 aminoacidos®) = Clase 1/10A

Residuos clave: 2(VIG); 4(LV); 20(LIMV);
22(C); 24(TAVGS); 26(G);
29(IFLS); 32(ITHYFTNCED);
33(YAWGTLV); 34(IVMW);
35(HENQSYT); 36(W);
48(IMLV); 51(LIVTSN);
69(ILEMV); 78(ALVYF);
8O(LM); 90(YF); 92(C);
94(RKGSHN); 102(YHVISDG)

H2 (10 aminoacidos #) = Clase indefinida (aunque mas similar a la clase
2/10A)

Residuos clave: 33(YWGATL); 47(WY);
S0(REWYGQVLNKA); 51(LI);
52(DLNSY); 53(AGYSKTN)<;
54(NSTKDG); 56(YREDGVSA);
58(KNTSDRGFY); 59(Y);
69(IELM); 71(VAL); 78(ALY)

* FEl bucle H1 actualmente consiste en 5 aminoacidos de CDR1 y 5 aminoacidos del extremo N
de FR1.

# AbM define el bucle H2 como solo 10 aminoacidos de longitud, es decir, 7 aminoacidos
mas corto que la definicion de Kabat para CDR2.

<El aminoacido Asp (D) se encuentra en esta posicion en la region Vg de BAT.

FIGURA 4
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