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DESCRIPCION
Anticuerpos anti-CTLA-4 humanizados

La presente invencion se refiere al tratamiento y prevencion de enfermedades humanas usando nuevos anticuerpos
humanizados contra el CTLA4 humano y a su uso en el tratamiento o prevencion de enfermedades humanas.

Antecedentes de la invencion

El sistema inmunolégico de vertebrados requiere muiltiples interacciones moleculares y celulares para conseguir
respuestas inmunitarias 6ptimas. En particular, la activacion de los linfocitos T (células T) es un componente
importante de muchas de estas respuestas. Las células presentadoras de antigeno (CPA) pueden activar a las
células T mediante la presentacion de antigenos a través de péptidos que llevan las moléculas del complejo mayor
de histocompatibilidad (MHC) al TCR (receptor de células T). Tal activacion también requiere la coestimulacion
mediante las CPA. La liberacién de una sefal coestimuladora no especifica de la célula T requiere al menos dos
miembros de la familia B7 homologos encontrados en las CPA, B7-1 (también denominado B, B7.1, o CD80) y B7-2
(también denominado B7.2 o CD86), ambos de los cuales pueden liberar sefiales coestimuladoras sobre la union al
antigeno CD28 sobre las células T, lo que produce la activacion de células T. EI CD28 es un miembro de la
glicoproteina homodimérica de la inmunoglobulina de las inmunoglobulinas (Ig) con una sola region variable
extracelular y esta presente en la mayoria de las células T humanas maduras.

Un homologo de CD28 denominado CTLA4 (antigeno asociado a linfocitos citotoxicos, también designado CD152)
se descubrié en 1987 (Brunet y col., (1987) Nature 328:267-270) con particular asociacion con las células T
citotéxica. Como con el CD28, el CTLA4 es un miembro de la superfamilia de las Ig y comprende un Unico dominio
Ig extracelular. Sin embargo, el papel de CTLA4 es, principalmente, para inhibir la activacion de las células T y esto
se demostré en ratones deficientes en CTLA4 (Chambers y col., (1997) Immunity. 7:8855-8959) que sufren
linfoproliferaciéon masiva. Ademas, se demostré que el bloqueo de CTLA4 mejoraba las respuestas de las células T
in vitro (Walunas y col., (1994)) Immunity. 1:405-413 e in vivo (Kearney (1995) J. Immunol. 155:1032-1036), ademas
de aumentar la inmunidad antitumoral (Leach (1996) Science. 271:1734-1736). Por lo tanto, el bloqueo de CTLA4
podria proporcionar nuevos tratamientos para enfermedades, especialmente enfermedades humanas en las que la
estimulacion inmunitaria podria ser beneficiosa, tal como para el tratamiento de canceres y enfermedades
infecciosas.

El desarrollo de bloqueantes de la funcién de CTLA4 se ha centrado en el uso de anticuerpos monoclonales, en
especial de anticuerpos derivados de ratones transgénicos en los que se han injertado genes que codifican las
inmunoglobulinas humanas (y deficientes en genes de inmunoglobulina del ratén huésped). Se estan realizando
ensayos clinicos con tales anticuerpos que incluyen ipilimumab (Keler y col., J Immunol 17,1:625.1-6259(2003)), que
es un isotipo de IgG1 y Tremelimumab (Ribas y col., Oncologist 12: 873-883(2005)) que es un isotipo IgG2. Mientras
que normalmente se comunica que la inmunogenicidad (induccién de anticuerpos contra los anticuerpos
monoclonales humanos inyectados) es baja, existe la preocupacion de que tales anticuerpos humanos, debido a
mutaciones somaticas y reordenamientos en las secuencias de la region variable (que pueden dar lugar a epitopos
de las células T), puede inducir inmunogenicidad en algunos pacientes, lo que da lugar a efectos adversos y a falta
de efecto terapéutico. Por tanto, existe la necesidad de mejorar anticuerpos monoclonales anti-CTLA4 con una
inmunogenicidad potencialmente menor con el fin de proporcionar tratamientos mas eficaces de enfermedades
humanas.

El documento WO 03/086459 divulga procedimientos de tratamiento que utilizan anticuerpos de secuencia humana
contra el CTLA4 humano, en particular procedimientos de tratamiento del cancer. Un anticuerpo particularmente
preferido es el anticuerpo 10D1, que también se conoce como MDX010 o ipilimumab.

Sumario de la invencién

De acuerdo con un aspecto de la invencién, se proporciona un anticuerpo anti-CTLA4 humanizado que inhibe la
union de CTLA4 al B7 humano, en el que dicho anticuerpo comprende regiones variables que tienen secuencias de
CDR de:

(i) secuencia que comprende CDRH1 DYNMD (SEQ ID NO:9)

(i) secuencia que comprende CDRH2 NINPNSESTSYNQKFKG (SEQ ID NO: 10)
(iii) secuencia que comprende CDRH3 DGNRYDAWFAY (SEQ ID NO:11)

(iv) secuencia que comprende CDRL1 SASSSVTYMH (SEQ ID NO:12)

(v) secuencia que comprende CDRL2 STSILAS (SEQ ID NO:13), y

(vi) secuencia que comprende CDRL3 QQRTSYPLT (SEQ ID NO:14);

(i) secuencia que comprende CDRH1 SYWIN (SEQ ID NO:15)
(i) secuencia que comprende CDRH2 RIAPGSGTTYYNEVFKG (SEQ ID NO: 16)
(iii) secuencia que comprende CDRH3 GDYGSY (SEQ ID NO:17)
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(iv) secuencia que comprende CDRL1 SASSSISYMH (SEQ ID NO:18);
(v) secuencia que comprende CDRL2 DTSKLAS (SEQ ID NO:19), y
(vi) secuencia que comprende CDRL3 HQRTSYPLT (SEQ ID NO:20);

La invencién también proporciona anticuerpos humanizados que se unen especificamente al CTLA4 humano que
tienen una cadena pesada de anticuerpo de cualquiera de los isotipos 1gG1, 19G2, IgG3 o IgG4, o que tienen una
region constante de IgG mutada, por ejemplo para inhibir la unién a los receptores Fc o para inhibir la unién al
complemento. La invencién también proporciona anticuerpos humanizados en los que la cadena ligera del
anticuerpo es una cadena ligera kappa. El anticuerpo humanizado puede estar codificado por los acidos nucleicos
de la cadena pesada de IgG humana y de la cadena ligera kappa humana que codifican secuencias proteicas en sus
regiones variables, tal como se expone en las SEQ ID NO: 31 a SEQ ID NO: 50. En una realizacion preferida de la
presente invencion, el anticuerpo humanizado comprende regiones variables de la SEQ ID NO: 45 y la SEQ ID NO:
49 (denominadas de otro modo "VH5: VK4”).

La presente invencion también proporciona anticuerpos humanizados que se unen especificamente a CTLA4
humano, de modo que las regiones variables del anticuerpo se han seleccionado o modificado para excluir uno o
mas epitopos de células T CD4 + humanas. La presente invencién también proporciona anticuerpos humanos que
se unen especificamente al CTLA4 humano, de modo que las regiones variables del anticuerpo variable se han
formado principalmente mediante la fusion de segmentos de secuencias a partir de secuencias de la region variable
de anticuerpo humano existentes.

La presente invencion también proporciona anticuerpos humanizados de la invencibn que comprenden las
secuencias de aminoacidos de las CDR1, CDR2 y CDR3 de la cadena pesada, "DYNMD" (SEQ ID No. 9),
"NINPNSESTSYNQKFKG" (SEQ ID No. 10) y "DGNRYDAWFAY" (SEQ ID No. 11), respectivamente, y las
secuencias de aminoacidos de las CDR1, CDR2 y CDR3 de la cadena ligera, "SASSSVTYMH" (SEQ ID No. 12),
"STSILAS" (SEQ ID No. 13) y "QQRTSYPLT" (SEQ ID No. 14), respectivamente.

La presente invencidon también proporciona anticuerpos humanizados de la invencién que comprenden las
secuencias de aminoacidos de las CDR1, CDR2 y CDR3 de la cadena pesada, "SYWIN" (SEQ ID No.15),
"RIAPGSGTTYYNEVFKG" (SEQ ID No.16) y "GDYGSY" (SEQ ID No.17), respectivamente, y las secuencias de
aminoacidos de las CDR1, CDR2 y CDRS3 de la cadena ligera, "SASSSISYMH" (SEQ ID No.18), "DTSKLAS" (SEQ
ID No.19), y "HQRTSYPLT" (SEQ ID No.20), respectivamente.

Los anticuerpos humanizados se pueden crear mediante la unién de las secuencias de las CDR con secuencias de
marcos de las regiones variables humanas cuando tales secuencias marco derivan de una o mas secuencias marco
de la region variable de anticuerpos humanos distintas. Habitualmente, tales secuencias marco de la regién variable
humana incluirdan una o mas mutaciones que contribuyen a una unién 6ptima y mejorada de los anticuerpos
humanizados frente a CTLA4. En una realizacion preferida de la presente invencién, dichas secuencias marco de la
region variable humana en los anticuerpos humanizados derivan totalmente de secuencias en otras regiones
variables del anticuerpo humano como se describe en los procedimientos del documento EP1844074 (Antitope Ltd).
Estas secuencias comprenden segmentos unidos de de secuencias de otras regiones variables de anticuerpo
humano, junto con regiones constantes humanas. En particular, tales anticuerpos humanizados también contienen
secuencias de CDR derivadas de secuencias de CDR, secuencias marco o secuencias marco/de CDR parciales de
otras regiones variables de anticuerpos humanos, junto con regiones constantes humanas, de modo que se crean
anticuerpos humanizados en los que las secuencias de la regién variable derivan totalmente de secuencias en otras
regiones variables de anticuerpos humanos, junto con regiones constantes humanas, creando de este modo un
anticuerpo "completamente humano”.

La invencion también proporciona anticuerpos humanizados que se unen especificamente al CTLA4 humano, en el
que dicho anticuerpo humanizado lo produce una linea celular de mamifero, especialmente células CHO o NSO. La
invencion también proporciona un anticuerpo humanizado que se une especificamente aL CTLA4 humano que es un
fragmento Fab o un Fv de cadena sencilla (scFv). La invencidon también proporciona anticuerpos multiespecificos
(dos 0 mas moléculas de anticuerpos diferentes unidas para dar dos o mas especificidades diferentes), incluyendo al
menos un anticuerpo humanizado de las secuencias SEQ ID NOS: 31 a 35 para la cadena pesada y las SEQ ID
NOS: 36 a 40 para la cadena ligera para el anticuerpo 3B10; o el anticuerpo humanizado de las secuencias SEQ ID
NOS: 41 a 45 para la cadena pesada y las SEQ ID NOS: 46 a 50 para la cadena ligera para el anticuerpo 8H5, cada
uno de los cuales se une especificamente al CTLA4 humano. En una realizacion preferida, la invencién proporciona
anticuerpos multiespecificos con regiones variables que consisten en la SEQ ID NOS: 45 para la cadena pesada y la
SEQ ID NOS: 49 para la cadena ligera. Los diferentes anticuerpos incluidos en cada anticuerpo multiespecifico se
pueden unir entre si de forma covalente o no covalente.

En otro aspecto, la presente invenciéon proporciona un anticuerpo de la invenciéon o un polinucleétido que codifica
dicho anticuerpo para su uso en el tratamiento de una enfermedad, incluido el cancer, por ejemplo, cuando el cancer
es cancer de prostata, de rifién, de colon, de pulmén o de mama; un trastorno proliferativo celular, una enfermedad
del sistema nervioso central (SNC), una enfermedad del sistema sanguineo, una enfermedad inflamatoria, una
enfermedad infecciosa, una alergia, una enfermedad relacionada con células T, enfermedad del injerto contra el
huésped o enfermedad del huésped contra el injerto.
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El anticuerpo o polinucleotido encuentra uso en un procedimiento para inducir, aumentar o prolongar una respuesta
inmunitaria a un antigeno en un paciente, que comprende administrar al paciente una dosificacion eficaz de un
anticuerpo humanizado que se une especificamente al CTLA4 humano, en el que el anticuerpo bloquea la unién del
CTLA4 humano al B7 humano.

El antigeno puede incluir un antigeno tumoral, un antigeno asociado a un patégeno, un antigeno asociado con una
enfermedad del sistema nervioso central (SNC), un antigeno asociado con enfermedades del sistema sanguineo,
incluyendo hipertension y aterosclerosis, un antigeno asociado con una enfermedad inflamatoria, incluyendo artritis
reumatoide y enfermedades autoinmunes, o un antigeno asociado con una alergia. Los antigenos tumorales pueden
ser uno o mas antigenos en la superficie celular de un tumor, una o mas moléculas que interaccionan con el tumor,
uno o mas complejos de péptidos del MHC derivados de antigenos tumorales, o antigenos no asociados
directamente con tumores, pero en los que las respuestas al antigeno tendran un efecto adverso sobre el tumor,
tales como antigenos asociados con la vasculatura del tumor. Los patdgenos pueden ser un virus, una bacteria, un
hongo o un parasito. Los antigenos del SNC incluyen el beta amiloide asociado con los depésitos de placa en la
enfermedad de Alzheimer. Los antigenos del sistema sanguineo incluyen integrinas y adhesinas, asi como
antigenos asociados con los depdsitos de placa en la aterosclerosis. Los antigenos de enfermedades inflamatorias
incluyen citocinas y receptores de citocinas. Los antigenos de la alergia incluyen antigenos asociados con alimentos,
plantas, quimicos y alérgenos ambientales. El procedimiento también puede incluir la administracion del antigeno, o
un fragmento o un analogo del mismo, al paciente, por lo que el antigeno en combinacidon con el anticuerpo
humanizado induce, aumenta o prolonga la respuesta inmunitaria.

anticuerpo o polinucleétido también encuentra uso en un procedimiento de supresién de una respuesta inmunitaria
en un paciente, que comprende: administrar al paciente una dosis eficaz de una preparacion multivalente que
comprende al menos dos anticuerpos humanizados frente al CTLA4 humano unidos entre si, que da como resultado,
por ejemplo, la induccion de células T reguladoras o la regulaciéon por disminucion del CTLA4; o administrar al
paciente una dosis eficaz de una preparacién policlonal que comprende al menos dos anticuerpos humanizados
frente al CTLA4 humano.

Algunos de los anticuerpos humanizados de la invencion se caracterizan por la unién al CTLA4 humano con alta
afinidad, y/o por el bloqueo de la interaccion del CTLA4 humano con su ligando, las moléculas B7-1 y B7-2
humanas. De acuerdo con lo anterior, dichos anticuerpos humanizados de la invenciéon se pueden utilizar como
agentes de diagnostico o terapéuticos in vivo e in vitro.

Los anticuerpos humanizados de la invencién pueden abarcar varios isotipos del anticuerpo, o mezclas de los
mismos, tales como 1gG1, 1IgG2, IgG3, IgG4, IgM, IgA1, IgA2, IgAsec, IgD, IgE o formas mutadas de estas IgG, tales
como mutaciones que reducen o eliminan la unién a los receptores de Fc. Normalmente, incluyen 1gG4 (por ejemplo,
IgG4k) e IgG1 (por ejemplo, IgG1k). Los anticuerpos humanizados pueden ser de longitud completa (por ejemplo, un
anticuerpo IgG4 o IgG1) o pueden incluir solamente una porcién de unién a antigeno (por ejemplo, un fragmento
Fab, F(ab')2, Fv o scFv).

Algunos anticuerpos anti-CTLA4 humanizados de la presente invencion se pueden caracterizar por una o mas de las
siguientes propiedades: a) especificidad por el CTLA4 humano (especificamente la uniéon al CTLA4 humano); b) una
afinidad de union al CTLA4 humano con una constante de disociacion en el equilibrio (Kd) de al menos 10°M.

En otro aspecto, la invencion proporciona moléculas de acido nucleico que codifican los anticuerpos humanizados, o
porciones de unién a antigeno, de la invencién. De acuerdo con lo anterior, los vectores de expresion recombinantes
que incluyen los acidos nucleicos que codifican el anticuerpo de la invencion, y las células huésped transfectadas
con tales vectores, también estan abarcados por la invencién, como lo son los procedimientos de preparacién de los
anticuerpos de la invencién mediante el cultivo de estas células huésped.

Los anticuerpos monoclonales humanizados anti-CTLA4 humano de la invencion, o porciones de unién a antigeno
de los mismos (por ejemplo, Fab), pueden derivarse o unirse a otra molécula funcional, por ejemplo, otro péptido o
proteina (por ejemplo, un fragmento Fab'). Por ejemplo, un anticuerpo o porcién de union a antigeno de los
anticuerpos humanizados de la invencion pueden unirse funcionalmente (por ejemplo, mediante acoplamiento
quimico, fusiéon genética, asociacion no covalente o de otra manera) a una o mas entidades moleculares. Por
ejemplo, el anticuerpo anti-CTLA4 humanizado, o el fragmento de unién a antigeno del mismo, puede conjugarse
con un resto terapéutico, por ejemplo, un farmaco citotoxico, una toxina enzimaticamente activa, o un fragmento de
la misma, un radioisétopo, un acido nucleico terapéutico, o un farmaco contra el cancer de molécula pequefa. Los
anticuerpos de la invencidon también pueden conjugarse con productos farmacéuticos citotdxicos, por ejemplo,
radiomarcarse con agentes citotoxicos tales como, por ejemplo,131l, o pueden acoplarse a una proteina inactivadora
del ribosoma, por ejemplo, la exotoxina de Pseudomonas (fragmento PE38, toxinas vegetales o bacterianas, tales
como ricina, la cadena a de la ricina, saporina, proteina antiviral de la hierba carmin, la toxina de la difteria, o /a
exotoxina A de Pseudomonas (Kreitman y Pastan (1998) Adv. Drug Delivery Rev. 31:53.).

En otro aspecto, la presente invencion proporciona composiciones, por ejemplo, composiciones farmacéuticas y de
diagndstico, que comprenden un vehiculo farmacéuticamente aceptable y al menos un anticuerpo monoclonal
humanizado de la invencioén, o una porciéon de unién a antigeno del mismo, que se une especificamente al CTLA4
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humano. Algunas composiciones también pueden comprender una combinacion de los anticuerpos humanizados o
porciones de unién a antigeno de la invencién. Tales composiciones también pueden comprender combinaciones de
una o mas de otras moléculas biolégicamente activas como moléculas separadas, por ejemplo, una combinacion de
al menos un anticuerpo monoclonal humanizado de la invencién y otra molécula bioldgicamente activa, o puede
combinar las combinaciones con una o mas de otras moléculas biolégicamente activas en la misma molécula, por
ejemplo, como una molécula biespecifica o multiespecifica, ya sea como una combinacion de dos o mas anticuerpos
humanizados de la invencién o como una combinacion con una o mas de otras moléculas bioldgicamente activas.

Para procedimientos in vivo, el anticuerpo o porcién de union a antigeno del mismo (o una molécula biespecifica o
multiespecifica de la invencion) se pueden administrar a un sujeto humano que padece una enfermedad relacionada
con células T o una enfermedad que se puede mejorar o prevenir induciendo, aumentando, prolongando o
suprimiendo una respuesta inmunitaria.

Las composiciones de anticuerpos monoclonales humanizados de la invencién también se pueden administrar en
combinacién con otras terapias conocidas, por ejemplo, una terapia anti-cancer. Los ejemplos de usos incluyen en
un procedimiento para tratar el cancer en un sujeto que comprende administrar al sujeto una cantidad
terapéuticamente eficaz de una composicion farmacéutica de un anticuerpo humanizado, junto con un vehiculo
farmacéutico. Algunos de estos procedimientos incluyen combinacién con una vacuna. Algunas de tales vacunas
incluyen una vacuna de células tumorales, una vacuna de células tumorales modificadas con GM-CSF, una vacuna
de acido nucleico (tal como ADN) y un antigeno asociado a tumor o una vacuna de células dendriticas cargadas con
antigeno.

Los anticuerpos humanizados al CTLA4 humano se pueden utilizar en procedimientos de tratamiento que requieren
estimulacion o supresion de respuestas inmunitarias. La estimulacion se logra usando anticuerpos que bloquean la
union al CTLA4 humano, al B7 humano y enfermedades susceptibles al tratamiento mediante estimulacion y
aumento de la prolongacion de las respuestas inmunitarias incluyen canceres de prostata, de rifién, de colon, de
pulmén o de mama; infecciones patogenas; enfermedades asociadas con el SNC, por ejemplo, enfermedades
amiloidogénicas, incluyendo la enfermedad de Alzheimer; y enfermedades con componentes inflamatorias o
alérgicas. La inmunosupresion también se puede lograr utilizando anticuerpos humanizados frente al CTLA4
humano, por ejemplo a través de la induccion de células T reguladoras (Coquerelle y col., Gut 2009;58:1363-1373).
Las enfermedades susceptibles de tratamiento incluyen enfermedad del injerto contra el huésped, la enfermedad del
huésped contra el injerto, alergias, enfermedades autoinmunes y otras enfermedades inflamatorias.

En todavia aspectos adicionales, la presente invencién proporciona anticuerpos de la invencién para su uso en un
procedimiento para detectar in vivo la presencia del antigeno CTLA4 humano en una muestra, asi como el uso de
anticuerpos de la invencion en un procedimiento para detectar in vitro la presencia de antigeno CTLA4 humano en
una muestra, por ejemplo, para el diagnostico de una enfermedad relacionada con el CTLA4 humano. En algunos
procedimientos, esto se consigue poniendo en contacto una muestra que se va a analizar, junto con una muestra
control, con un anticuerpo monoclonal humanizado de la invencidn, o una porcion de unién a antigeno del mismo (o
una molécula biespecifica o multiespecifica), en condiciones que permitan la formaciéon de un complejo entre el
anticuerpo y el CTLA4 humano. A continuacién se detecta la formacion de complejos (por ejemplo, mediante ELISA)
en las muestras de ensayo y cualquier aumento estadisticamente significativo en la formaciéon de complejos entre las
muestras de ensayo y de control es indicativo de la presencia del antigeno CTLA4 humano en la muestra de ensayo.

Ejemplos

Las figuras y tablas se refieren a los siguientes ejemplos y son los siguientes:
Figura 1- unién de los anticuerpos murinos frente a CTLA4-Fc.
Figura 2 - ELISA de competicion de los anticuerpos murino para la unién a CTLA4-Fc contra B7.1 biotinilado.
Figura 3 - ELISA de competicion de los anticuerpos murino para la unién a CTLA4-Fc contra B7.2 biotinilado.
Figura 4 - Union de los anticuerpos IgG1 humanos quiméricos 3B10 y 8H5 frente a CTLA4-Fc.

Figura 5 - ELISA de competicion de los anticuerpos IgG1 humanos quiméricos 3B10 y 8H5 por la uniéon a CTLA4-
Fc contra B7.1 biotinilado.

Figura 6 - ELISA de competicion de los anticuerpos IgG1 humanos quiméricos 3B10 y 8H5 por la uniéon a CTLA4-
Fc contra B7.2 biotinilado.

Figura 7 - Proliferacion de células T de PBMC humanos en respuesta a los anticuerpos IgG1 humanos 3B10 y
8H5 quiméricos.

Figura 8 - Mapas de vectores de expresion del anticuerpo pANT.

Figure 9 — Secuencias de ADN de la region variable (VH Y VK) de 3B10.
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Figura 10 - Secuencias de ADN de VH y VK de 8H5.

Figura 11 - Secuencias de aminoacidos de VH y VK de 3B10.

Figura 12 - Secuencias de aminoacidos de VH y VK de 8H5.

Figura 13 - Secuencias de aminoacidos de VH de 3B10 humanizado.
Figura 14 - Secuencias de aminoacidos de VK de 3B10 humanizado.
Figura 15 - Secuencias de aminoacidos de VH de 8H5 humanizado.
Figura 16 - Secuencias de aminoacidos de VK de 8H5 humanizado.

Figura 17 - ELISA de competicion de los anticuerpos 8H5 humanizados por la unién a CTLA4-Fc contra la IgG1
de 8H5 quimérica biotinilada humana ((="h8H5 parental IgG1").

Figura 18 - Secrecion de IFNy por el VH5/VK4 anti-CTLA4 y MDX0101 humanizados en una reaccion mixta de
linfocitos humanos con pares de donantes.

Figura 19 - Crecimiento del tumo MC38 en ratones con activaciéon de CTLA4 humano con dosis semanales de
anticuerpos a partir de dia 2.

Tabla 1 - Secuencias del cebador para la amplificacién de regiones variables de ADNc murino.

Tabla 2 - Secuencias del cebador para la amplificacion de regiones variables murinas para la clonacion en
pANT17 y pANT13.

Los reactivos disponibles comercialmente mencionados en los ejemplos se utilizaron de acuerdo con las
instrucciones del fabricante, a menos que se indique lo contrario. La fuente de las células identificadas en los
ejemplos y en toda la memoria descriptiva mediante los numeros de acceso ECACC es la Coleccion Europea de
Cultivos Celulares (ECACC), Salisbury, Inglaterra. A menos que se defina otra cosa, todos los términos técnicos y
cientificos usados en el presente documento tienen el mismo significado que un experto en la técnica a la que esta
invencion pertenece entiende habitualmente. A continuacion se describen procedimientos y materiales de ejemplo,
aunque en la practica o analisis de la presente invencion también se pueden usar procedimientos y materiales
similares o equivalentes a los descritos en la el presente documento.

Ejemplo 1 Generacién de anticuerpos monoclonales de raton

La proteina de fusion-CTLA4-recombinante que comprende el dominio extracelular del CTLA4 humano fusionado
con el dominio constante de la IgG1 humana se adquiri6 en R&D Systems (Oxford, Reino Unido). El fragmento
extracelular del CTLA4 se preparé mediante escision proteolitica de la proteina de fusién CTLA4-Fc con el Factor Xa
(Qiagen, Crawley, Reino Unido), seguido de la posterior eliminacion de la proteasa usando la resina de eliminacién
del Factor Xa (Qiagen) y del fragmento Fc escindido usando proteina A-agarosa para dejar el dominio extracelular
de CTLA4 solamente.

Se inmunizé a ratones BALB/c hembra por via subcutanea con 200 ul de una emulsiéon 1:1 de adyuvante completo
de Freund (Sigma-Aldrich, Dorset, Reino Unido) que contiene 20 ug de la proteina de fusion CTLA4-Fc. Los ratones
inmunizados fueron reforzados posteriormente aproximadamente cada 3 semanas con hasta tres inyecciones
intraperitoneales de una emulsion 1:1 de adyuvante incompleto de Freund (Sigma-Aldrich) que contiene 20 ug de
CTLA4-Fc. 3 dias antes de la fusion del mieloma, los dos ratones que mostraban el titulo de anticuerpos mas alto
recibieron un refuerzo intraesplénico de antigeno completo o dominio extracelular del CTLA4.

Los bazos se extrajeron y homogeneizaron para dar una Unica suspension celular. Se fusionaron 1 x 10°
esplenocitos con 5 x10” células de mieloma de ratén NSO (proporcion 2:1) utilizando polietilenglicol (PEG). Las
células fusionadas se resuspendieron en 200 ml de DMEM/20 % de FCS/5 % de BM Condimed H1 (Roche, Burgess
Hill, Reino Unido) que contiene los agentes de seleccion de hibridoma azaserina e hipoxantina - "medio HAZA" y se
pipeted en volumenes de 200 ul en 10 placas de 96 pocillos. Las placas se incubaron a 37 °C en 5 % de CO. y la
mitad del volumen (100 ul) de cada pocillo de cultivo se reemplazé cada dos dias con medio HAZA recién preparado
que contiene 2,5 % de BM Condimed H1. Después de 12 dias de incubacién, 100 ul de medio gastado de cada
pocillo de crecimiento se transfirieron a una placa de almacenamiento de 96 pocillos y se analizé la presencia de
anticuerpos frente a CTLA4-proteina de fusién utilizando el ELISA de CTLA4-proteina de fusién como se describe a
continuacion. Los cultivos inmunopositivos se ampliaron mediante transferencia a 1 ml de "medio H " (DMEM/20 %
de FCS/hipoxantina) en una placa de 24 pocillos y se permitié el crecimiento durante 5 - 7 dias. Después, cultivos
positivos se subclonaron mediante dilucion limite, se ampliaron y se analizaron mediante ELISA de CTLA4-proteina
de fusion. Ademas, los cultivos positivos se analizaron mediante FACS como se describe a continuacion.

Para la dilucion limitante, se determinaron los recuentos de células usando un hemocitémetro y se diluyeron las
células en serie en medio que contiene 2,5 % de BM Condimed H1 hasta que se alcanzaron densidades celulares
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de 5 a 15 células/ml. Para cada hibridoma, se pipetearon 200 ul de solucién celular en 48 pocillos con una densidad
de 1 a 3 células por pocillo. Los cultivos se mantuvieron a 37 ° C en 5 % de CO; durante 2 semanas con un medio de
alimentacion adicional de la mitad de un volumen después de 1 semana. El medio de cultivo se analizé para
determinar la presencia de anticuerpos especificos para la proteina de fusién-anti-CTLA4 mediante ELISA. Los
clones positivos en el ELISA se seleccionaron y se expandieron a cultivos de 10 ml en DMEM 20 % de FCS/ 2,5 %
de BM Condimed H1. Después, los clones se congelaron en medio que contiene 10 % de DMSO y se almacenaron
en N liquido, y también se expandieron mas para la purificacion de anticuerpos. Dos hibridomas designados 3B10 y
8H5 se subclonaron y los subclones se congelaron después y se utilizaron para la producciéon de anticuerpos
monoclonales en estudios adicionales.

Para identificar los hibridomas que secretan anticuerpos de raton especificos de CTLA4 anti-humanos, las placas de
ELISA (VWR, Lutterworth, Reino Unido) se revistieron durante la noche a 4 °C con 100 ul/pocillo de la proteina de
fusion-CTLA4 recombinante o IgG1 humana (Sigma-Aldrich, Poole, Reino Unido) a 0,5 pg/ml en PBS. Las placas se
lavaron y se bloquearon con 150 ul/pocillo de PBS que contienen 2 % de BSA. Los sobrenadantes del cultivo celular
o anticuerpos purificados se diluyeron en PBS/2 % de BSA y se afadieron 100 ul a cada placa, seguido de
incubacién durante 1 hora a temperatura ambiente. Las placas se lavaron tres veces con PBS-Tween (0,05 %) y se
incubaron durante 1 hora con 100 ul/pocillo de Ig de cabra anti-raton (especifica de Fab) conjugada con peroxidasa
de rabano (Sigma-Aldrich). Las placas se lavaron tres veces con PBS-Tween tras lo cual se afadié sustrato
SigmaFast OPD (Sigma-Aldrich) y se incubd a temperatura ambiente en oscuridad durante 4 minutos. La reaccion
se detuvo mediante la adicion de 50 yl de HCI 3M. Las placas se leyeron a 490 nm usando un lector de placas
Dynex (Dynex, Worthing, Reino Unido).

Los anticuerpos monoclonales se isotiparon usando el kit de isotipado de anticuerpos de raton ELISA rapido (Perbio,
Cramlington, Reino Unido). Los anticuerpos se purificaron en una columna de proteina A-Sefarosa de 1 ml (GE
Healthcare, Little Chalfont, Reino Unido). Antes de la purificacion, tanto los tubos como la columna de Proteina A se
despirogenaron usando NaOH 0,4M. La columna se reequilibré con 20 CV de 1x PBS pH 7,4. Se recogieron los
sobrenadantes del cultivo de células de hibridoma, se ajustaron a 1x PBS a pH 7,4 usando 10x de PBS y se
esterilizaron mediante filtracion. El sobrenadante filtrado se bombe6 a través de la columna a 0,5 ml/min. La columna
se lavo con 1 x PBS a pH 7,4 y la IgG se eluy6 usando citrato de sodio 0,1 M estéril a pH 3, con fracciones de 0,9 ml
recogidas y neutralizadas con 0,1 ml de Tris-HCI 1M estéril a pH 9. En condiciones estériles, el producto se
intercambié con tampén en PBS a pH 7,4 para eliminar cualquier tampén de elucién y concentrar la muestra.
Después de la concentracién, los anticuerpos se cuantificaron mediante DO280nm usando un coeficiente de
extincion, Ec (0,1 %) de 1,4. Los anticuerpos purificados se analizaron mediante SDS-PAGE usando un sistema de
electroforesis Novex NUPAGE con un gel al 4-12 % NuPage (Invitrogen, Paisley, Reino Unido) y tampén de carrera
MES. Se preparo6 1 ug de anticuerpo con tampoén de muestra 4 x NUPAGE mas beta-mercaptoetanol y se calento. El
gel se tifid con solucién de tincion InstantBlue (Expedeon, Cambridge, Reino Unido) y el tamarfio molecular se estimé
mediante la comparacion de las bandas tefiidas con PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder (Fermentas, York,
Reino Unido). Se identificaron dos bandas para cada anticuerpo sin contaminacion detectable presente.

Con el fin de evaluar la unién de anticuerpos a CTLA4 y el bloqueo de la interaccion entre CTLA4 con los ligandos
de CTLA4 B7.1 y B7.2, se realizaron ensayos de competicién mediante ELISA. Los ligandos B7.1-Ig y B7.2-I]g (R&D
Systems) se biotinilaron usando el kit de microbiotinilacion Biotin Tag™ (Sigma-Aldrich). Las placas de 96 pocillos
MaxiSorp (Nunc) se revistieron con 0,5 yg/ml de CTLA4-Ig (IgG1) recombinante humana (R & D Systems) en PBS
de Dulbecco (PAA Laboratories, Yeovil, Reino Unido) (80 ul de volumen final) a 4 °C durante la noche. El CTLA4-Ig
se desecho y las placas se bloquearon con PBS de Dulbecco-2 % de BSA durante 1 hora a temperatura ambiente.
Las placas se lavaron 3 veces con tampon de lavado (0,05 % de Tween 20 en PBS de Dulbecco). Los anticuerpos
de ensayo a diversas concentraciones se mezclaron previamente con B7.1-lg biotinilado (0,36 upg/ml de
concentracion final) o B7.2-Ig biotinilado (0,65ug/ml de concentracion final) y después se afiadié a la placa de
CTLA4-Ig (84 pl de volumen final). Todas las muestras se analizaron por duplicado. Las placas se incubaron durante
1 hora a temperatura ambiente y se lavaron 3 veces con tampon de lavado. Se afadieron 80 pl de una dilucién de 1
en 500 de estreptavidina HRP (Sigma-Aldrich) y se incubd durante 1 hora a temperatura ambiente. Las placas se
lavaron tres veces con tampoén de lavado y se afiadid sustrato SigmaFast OPD (Sigma-Aldrich, n.° de catalogo
P9187) y se incubaron a temperatura ambiente en oscuridad durante 4 minutos. La reaccion se detuvo mediante la
adicion de 50 pl de HCI 3M. Las placas se leyeron a 490 nm usando un lector de placas Dynex. Los subclones 8H5-
1B1, 3B10-4F7, 7B9-1A3 y 2C7-1G10 se seleccionaron como productores de anticuerpos monoclonales principales
sobre la base de la union a CTLA4 (Figura 1). De estos principales, todos menos 7B9-1A3 mostraron que competian
con B7.1 biotinilado (Figura 2) y B7.2 biotinilado (Figura 3) por la unién a CTLA4 humano.

Con el fin de determinar si los anticuerpos monoclonales principales unidos a CTLA4 se expresaban en la superficie
de las células T, se realiz6 un analisis de citometria de flujo. Se aislaron las células T periféricas humanas a partir de
PBMC (células mononucleares de sangre periférica) humanas y se estimularon para aumentar la expresion de
CTLA4. Las células CD4+ se purificaron a partir de PBMC utilizando un kit de aislamiento de células T CD4"
(Miltenyi Biotec, Bisley, Reino Unido), se sembraron en una placa de 24 pocillos (1 x 10° células/pocillo) en medio
AIM-V (Invitrogen, Paisley, Reino Unido) y se incubaron a 37 °C durante la noche. Las células se estimularon con
ionomicina (1ug/ml) y PMA (12-miristato 13-acetato de forbol) (50 ng/ml) y se incubaron 4 horas a 37 °C. Las células
se lavaron una vez en medio AIM-V, se fijaron en PBS que contenia 2 % de formaldehido durante 15 minutos y se
resuspendieron en tampdn de FACS (D-PBS que contenia 1 % de BSA, azida sédica al 0,05 % y 0,1 % de saponina)
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a 2 x 10° células/ml y se incubaron 30 minutos a 4 °C. Se tifieron 2 x 10° células utilizando una dilucion de 1 en 10
del anticuerpo anti-CTLA4 conjugado con PE (BNI3) (Abcam, Cambridge, Reino Unido) como control positivo o con
5 pg/ml de anticuerpos monoclonales anti-CTLA4 individuales junto con una dilucién de 1 en 50 de anticuerpo IgG
anti-ratén conjugado con PE (Sigma). También se incluyo IgG de ratén (Sigma) como controles separados para los
diferentes isotipos murinos presentes dentro de los anticuerpos monoclonales principales. Las células se tifieron
durante 1 hora a 4 °C. Un anticuerpo IgG anti-ratén conjugado con PE también se incluy6 solo control. Las células se
lavaron dos veces con tampon de FACS y, opcionalmente, se tifieron durante 1 hora en oscuridad a 4 °C, ya sea con
una dilucion de 1 en 40 de anticuerpo anti CD4 humano conjugado con FITC (Caltag, Buckingham, Reino Unido) o
anticuerpo IgG2a de ratén conjugado con FITC (Caltag). Después de dos lavados con tampdn de FACS, las células
se resuspendieron en tampon FACS y se realizé citometria de flujo usando un Beckton Dickinson FACSCalibur
(Becton Dickinson, Oxford, Reino Unido). Los parametros del instrumento se determinaron mediante analisis de los
anticuerpos de control de isotipo relevante. Sobre la base de la union a CTLA4 observada, los anticuerpos
monoclonales 8H5 y 3B10 se designaron como anticuerpos monoclonales principales primario y secundario,
respectivamente.

Ejemplo 2 Secuenciacion del gen de la region variable

Los subclones 3B10-4F7, 3B10-6E3, 8H5-1A1 y 8H5-1B productores de los anticuerpos monoclonales principales
8HS y 3810 se sometieron a analisis de la secuencia de la region variable (region V). El ARN total se extrajo de 3 a
10 x 10° células de hibridoma utilizando el kit RNAqueous-4PCR (Ambion, Warrington, Reino Unido) y se utilizo para
la sintesis de ADNc. Los fragmentos de la region V de la cadena ligera kappa y la cadena pesada de la
inmunoglobulina murina se amplificaron mediante PCR usando cebadores de la secuencia lider de raton
degenerados (Sigma) y cebadores del dominio constante uUnico (Sigma) como se muestra en la tabla 1. Los
fragmentos de PCR resultantes se subclonaron en el sistema de vector pGEM-T Easy | (Promega, Southampton,
Reino Unido) y los insertos se secuenciaron usando el cebador especifico del vector, M13Directo (Sigma). La
secuenciacion de todo el ADN la realizé6 Geneservice Ltd, Cambridge, Reino Unido. Se obtuvieron secuencias de
nucleotidos Unicas de la region V para 3B10 (SEQ ID NO 1y 2) y 8H5 (SEQ ID NO 5y 6).

Las secuencias de las regiones hipervariables (CDR) de 3B10 y 8H5 se determinaron del siguiente modo:

SEQ ID No. 9 3B 10 CDRH1 DYNMD

SEQ ID No. 10 3B10 CDRH2 NINPNSESTSYNQKFKG
SEQ ID No. 11 3B10 CDRH3 DGNRYDAWFAY

SEQ ID No. 12 3B10 CDRL1 SASSSVTYMH

SEQ ID No. 13 3B10 CDRL2 STSILAS

SEQ ID No. 14 3B10 CDRL3 QQRTSYPLT

SEQ ID No. 15 8H5 CDRH1 SYWIN

SEQ ID No. 16 8H5 CDRH2 RIAPGSGTTYYNEVFKG
SEQ ID No. 17 8H5 CDRH3 GDYGSY

SEQ ID No. 18 8H5 CDRL1 SASSSISYMH

SEQ ID No. 19 8H5 CDRL2 DTSKLAS

SEQ ID No. 20 8H5 CDRL3 HQRTSYPLT

Ejemplo 3 Generacion de anticuerpos quiméricos

Las secuencias del dominio variable de las cadenas pesada y ligera de los anticuerpos monoclonales principales
3B10 y 8H5 se amplificaron mediante PCR y se subclonaron en vectores de expresion de anticuerpos pANT (Figura
8) con regiones V de las cadenas pesada y ligera clonadas en pANT17 y pANT13 respectivamente. Los genes de la
region V de la cadena pesada se clonaron en pANT17 a través de los sitios Mlul y Hindlll en el marco con el gen de
a cadena pesada y1 humana (alotipo de GIm3 (GIm(f)) o el gen de la cadena pesada y4 humana, y los genes de la
region V de la cadena ligera se clonaron en pANT13 a través de los sitios BssHIl y BamHI en marco con el gen de la
region constante de la cadena ligera kappa humana (alotipo Km3). La transcripciéon de los genes de las cadenas
pesada y ligera estaba bajo el control del promotor de CMV I/E (documentos US5168062 y US5385839, Universidad
de lowa) y el plasmido pANT17 contenian minigén de dhfr mutante (Simonsen y Levinson 1983, PNAS 80: 2495-
2499) bajo el control de un promotor SV40 y la secuencia poliA gara la seleccion en células eucariotas. Tanto
pANT17 como pANT 13 contenian un gen de la B-lactamasa (Ap") para la selecciéon procaridtica y un origen e
replicacion pMB1 para la propagacion en células procariotas. Todos los plasmidos se propagaron en E. coli XL1-blue
(Stratagene n.° de cat. 200130). Los cebadores utilizados para amplificar los genes de la region V para la clonacion
en los vectores de expresion de pANT se muestran en la Tabla 2.

Después, las construcciones de la expresion de las cadenas pesada y ligera se cotransfectaron de forma transitoria
en células HEK293 mediante transfeccion a base de fosfato de calcio o se transfectaron de forma estable en células
NSO por electroporacion. El anticuerpo secretado se purificé a partir de los sobrenadantes del cultivo celular
mediante cromatografia de proteina A. Mediante andlisis con ELISA de unién a CTLA4 (Figura 4), ELISA de
competicion de CTLA4 contra B7.1 y B7.2 (Figuras 5 y 6), y mediante la union al CTLA4 expresado en las células T
por citometria de flujo como en el Ejemplo 1, se demostré que ambos anticuerpos 3B10 y 8H5 quiméricos retenian la
unién a CTLA4 de los anticuerpos monoclonales de partida.
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Ejemplo 4 Ensayo de proliferacion de células T

Las PBMC (células mononucleares de sangre periférica) se activaron usando perlas recubiertas con antlcuerpos
anti-CD2 humano, anti-CD3 humano y anti-CD28 humano (Miltenyi Biotec, Bisley, Surrey). Se sembraron 5 x 10°

células en cada pocillo de una placa de 96 pocillos en medio AIM-V con las perlas afiadidas a las células en una
proporcion de 1 perla por célula. Los anticuerpos de ensayo o de control de isotipo se diluyeron segun sea adecuado
en medio AIM-V y se afiadieron 50 pl por pocillo a las células, dando un volumen final de 200 pl. También se
incluyeron controles con solo medio (sm anticuerpo). Las placas se incubaron durante 4 dias a 37 °C y las células se
pulsaron después con 0,75uCi de [ H]-timidina (Perkin Elmer, Beaconsfield, Reino Unido) en medio de cultivo AlM-
V® y se incubaron durante otras 18 horas antes de recolectar sobre esteras de filtro (Perkin Elmer) usando un
cosechador celular TomTec Mach Ill (Hamden CT, EE. UU. ). Los recuentos por minuto (cpm) para cada pocillo se
determinaron mediante recuento pr centelleo Meltlex™ (Perkin Elmer) en un contador de centelleo liquido 1450
Microbeta Wallac Trilux (Perkin Elmer) en Paralux, de recuento de fondo bajo. Los recuentos por minuto para cada
muestra de anticuerpo se normalizaron con el control de solo medio. En dos estudios separados, se demostré que
los anticuerpos quiméricos invertian la inhibicién inducida por CTLA4 de la proliferacion de las células T, como se ha
visto con los anticuerpos monoclonales de partida (figura 7).

Ejemplo 5 Generacion de anticuerpos humanizados

Los anticuerpos humanizados se generaron utilizando los procedimientos descritos en el documento EP1844074
(Antitope Ltd). Los modelos estructurales de las regiones V de ratén se produjeron utilizando Swiss PDB y se
analizaron con el fin de identificar los aminoacidos importantes de las regiones V de 3B10 y 8H5 ue era probable que
fueran importantes para las propiedades de uniéon a CTLA4 del anticuerpo (“restos restrictivos”). Se us6 una base de
datos de secuencias de la region V humanas para identificar segmentos de secuencias de la regiéon V humana que
contienen cada uno de los restos de restriccién que se van a usar en el disefio de los anticuerpos humanizados.
Normalmente se usaron dos o mas segmentos de la secuencia de la region V alternativas para proporcionar cada
resto de restriccion resultante en una amplia gama de posibles secuencias de secuencias de la region V anti-CTLA4
humanizadas tanto para 8H5 como para 3B10. Después, estas secuencias se analizaron para la predicciéon de la
union del péptido del MHC de clase Il no de la linea germinal mediante analisis in silico como se describe en
Fothergill et al. (documento W09859244, Eclagen Ltd) y también para epitopos de las células T CD4" conocidos
usando bases de datos que incluyen "The Immune Epitope Database and Analysis Resource",
http://www.immuneepitope.org/. Las secuencias de la region V con los péptidos de union del MHC de clase Il no
linea germinal o con coincidencias significativas contra las bases de datos del epitopo de células T se desecharon.
Esto dio lugar a un conjunto reducido de secuencias de la regiéon V. Las combinaciones seleccionadas de los
segmentos de la secuencia de la regiéon V se combinaron después para producir secuencias de aminoacidos de la
region variable de las cadenas pesada y ligera humanizadas. Las secuencias de cinco cadenas pesadas y de cinco
cadenas ligeras (designadas VH1 a VH5, y VK1 a VK5 respectivamente) se seleccionaron para cada uno de 8H5
(SEQ ID NO 41 a 45y 46 a 50 respectivamente) y 3B10 (SEQ ID NO 31 a 35 y 36 a 40 respectivamente).

El ADN que codifica las regiones V variantes humanizadas se sintetizd y se subclondé en los vectores de expresion
pANT17 y pANT13 como se describe en el ejemplo 3. Todas las combinaciones de las cadenas VH y VK
humanizadas (es decir, un total de 25 apareamientos para cada uno de 8H5 y 3B10) se transfectaron de forma
transitoria en células HEK293 y también se transfectaron en células NSO, y el anticuerpo se purific6 mediante
cromatografia en proteina A de los sobrenadantes del cultivo como se describe en el ejemplo 3.

Ejemplo 6 Analisis de anticuerpos humanizados

La unién de las variantes humanizadas 8H5 y 3B10 derivadas de HEK y derivadas de NSO a CTLA4 recombinante
se evalué en un ELISA de competicion contra el anticuerpo qU|mer|co parental adecuado. Los anticuerpos
quiméricos 8H5 y 3B10 parentales se biotinilaron usando el kit Biotin Tag Micro Biotinylation (Sigma-Aldrich). Las
placas de 96 pocillos MaxiSorp (Nunc) se revistieron con 0,5 pg/ml de CTLA4-lg en PBS de Dulbecco (100 ul de
volumen final) a 4 °C durante la noche. EI CTLA4-Ig se desechd y las placas se bloquearon con PBS de Dulbecco-2
% de BSA durante 1 hora a temperatura ambiente. Las placas se lavaron 3 veces con tampén de lavado (0,05 % de
Tween 20 en PBS de Dulbecco). Los anticuerpos humanizados de ensayo a diversas concentraciones se mezclaron
previamente con el anticuerpo quimérico parental biotinilado (0,02 pg/ml de concentracion final) y después se
afiadieron a la placa de CTLA4-Ig (100 ul de volumen final). Todas las muestras se analizaron por duplicado. Las
placas se incubaron durante 1 hora a temperatura ambiente y se lavaron 3 veces con tampoén de lavado. Se
afadieron 100 yl de una dilucién de 1 en 500 de estreptavidina HRP (Sigma-Aldrich) y se incubd durante 1 hora a
temperatura ambiente. Las placas se lavaron tres veces con tampén de lavado y se afiadieron 100 ul de sustrato
SigmaFast OPD (Sigma-Aldrich, n.° de catalogo P9187) y se incubaron a temperatura ambiente en oscuridad
durante 4 minutos. La reaccién se detuvo mediante la adicion de 50 ul de HCI 3M. Las placas se leyeron a 490 nm
usando un lector de placas Dynex.

Todas las variantes humanizadas principales 8H5 mostraron perfiles de uniéon competitiva similares a los del
anticuerpo quimérico 8H5, aunque las variantes que contienen la cadena kappa VK5 mostraron una unién
ligeramente disminuida en comparacion con otras variantes (Figura 17). Del mismo modo, todas las variantes 3B10
humanizadas principales mostraron perfiles de unién competitiva similares a los del anticuerpo quimérico 3B10.
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Ademas, todas las variantes 8H5 y 3B10 humanizadas principales, cuando se analizaron en el ELISA de
competicion del CTLA4 contra B7.1 y B7.2 (Ejemplo 3) dieron perfiles de unién competitiva muy similares a los del
anticuerpo quimérico mostrado en las figuras 5 y 6, de modo que > 90 % de la unién B7.1 o B7. 2 estaba inhibida a
las concentraciones maximas de las variantes humanizadas principales. Una variante VH5/VK4 humanizada
principal (SEQ ID Nos 45 y 39 respectivamente) se eligié como el anticuerpo principal para otros estudio.

Ejemplo 7 Generacién de scFv y Fab

Las variantes 8H5 y 3B10 humanizadas del ejemplo 6 se convirtieron en scFv y se clonaron en los vectores de
expresion en fagos M13 como se describe en Benhar |. y Reiter Y., Current Protocols in Immunology, Unit 10.19B,
Wiley Online Library, May 2002 (http://www.currentprotocols.com/protocol/im1019b) usando el médulo de expresion
RPAS del vector CANTABSE EI (Amersham Pharmacia Biotech, Little Chalfont, Reino Unido). Los genes de VH y VK
humanizados se amplificaron usando cebadores que proporcionaron sitios de restriccion Sfil y Notl, un enlazador
Gly4Ser interno y un marcador his6 en el extremo C. Las construcciones de scFv se insertaron en el vector
pCANTABSE como fragmentos DE Sfil-Notl y se transformaron en E.coli HB2151, que dio lugar a scFv exportados al
periplasma y parcialmente al medio de crecimiento. Los scFv se purificaron a partir del medio de cultivo mediante
cromatografia de afinidad de niquel-quelato usando cartuchos de SU-Select HF (Sigma-Aldrich). Los scFv
purificados se analizaron en el ensayo de competicion B7.1-1g y B7.2-lg como se detalla en el Ejemplo 1 y todos los
scFv humanizados exhibieron unién competitiva a CTLA4. Las variantes de 8H5 y 3B10 humanizadas del Ejemplo 6
también se convirtieron en Fab usando el procedimiento utilizado para los scFv, excepto que los genes de VH y VK
humanizados amplificados se amplificaron después con los genes de la region constante CH1 y Ck para formar los
fragmentos VH-CH1 y VK-Ck que se amplificaron después con los cebadores para unirse a estos fragmentos con
una secuencia lider de pelB de 22 aminoacidos (Lei S.P., Lin H.C., Wang S.S., Callaway J., y Wilcox G., J Bacteriol.
169 (1987) p4379-4383) entre los fragmentos de los genes de VH-CH1 aguas arriba y de VK- Ck aguas abajo, que
da lugar a un gen de Fab dicistrénico. Los Fab de las variantes de anticuerpo humanizado se generaron y purificaron
como anteriormente para los scFv y se analizaron en el ensayo de competicion B7.1-Ig y B7.2-Ilg como se detalla en
el ejemplo 1. Todos los Fab humanizados exhibieron unién competitiva a CTLA4.

Ejemplo 8 Analisis de las respuestas de las células T CD4+

Las PBMC se aislaron de las capas leucocitarias de donantes de la comunidad sanos (de sangre extraida en un
plazo de 24 horas) obtenidas del Servicio Nacional de Transfusion de Sangre del Reino Unido (Addenbrooke's
Hospital, Cambridge, Reino Unido) de acuerdo con la autorizacién concedida por el Comité de Etica de Investigacion
Local del Hospital de Addenbrooke. Las PBMC se aislaron de capas leucocitarias mediante centrifugacion en
densidad Lymphoprep (Axis-shield, Dundee, Reino unido) y las células T CD8" se deplecionaron usando CD8"
RosetteSep™ (StemCell Technologies Inc, Londres, Reino unido). Los donantes se caracterizaron mediante la
identificacion de los haplotipos HLA-DR utilizando un kit de tipado tisular basado en HLA SSP-PCR (Biotest, Solihull,
Reino Unido). Las respuestas de las células T a los antigenos control, incluyendo la toxina tetanica antigeno de
recuerdo, también se determinaron (KLH Pierce, Cramlingtom, Reino Unido y los péptidos derivados de los virus de
la gripe A y de Epstein Barr). Los PBMC se congelaron y almacenaron en nitrogeno liquido hasta que fueron
necesarios.

Para preparar células dendriticas derivadas de monocitos (DC), se seleccionaron 50 PBMC de donantes diferentes
para proporcionar una distribucién con frecuencias de los alotipos HLA-DR y HLA-DQ similares a las frecuencias en
la poblacién general mundial. Los PBMC se revivieron en medio de cultivo AIM-V ® y las células CD14" se aislaron
utilizando microperlas Miltenyi CD 14 y columnas LS (Miltenyi Biotech, Oxford, Reino Unido). Los monocitos se
resuspendieron en medlo AIM-V® complementado con 1000 U/ml de IL-4 y 1000 U/ml de GM-CSF ("medio de
cultivo DC") a 4-6 x 10° PBMC/ml y luego se distribuyeron en placas de 24 pocillos (2 ml de volumen de cultivo final).
Las células se alimentaron el dia 2 mediante el cambio de la mitad del volumen del medio de cultivo DC. Para el dia
3, los monocitos se habian diferenciado a DC semimaduros que se preincubaron con 40 ug/ml de anticuerpo
humanizado quimérico de ensayo, 100 ug/ml de KLH o medio solamente. Los DC semimaduros se incubaron con
antigeno durante 24 horas, después de lo cual el exceso de anticuerpo de prueba se eliminé lavando las células dos
veces y resuspendiendo en medio de cultivo DC suplementado con 50 ng/ml de TNF-a (Peprotech, Londres, Reino
Unido). Los DC se alimentaron el dia 7 mediante cambio de la mitad del volumen del medio de cultivo de DC
(suplementado con 50 ng/ml de TNFa) antes de cosechar los DC maduros el dia 8. Los DC maduros cosechados se
contaron y la viabilidad se evalué usando exclu3|on con pigmento azul tripan. Después, los DC se irradiaron con
rayos y (4000 rads) y se resuspendieron a 2 x 10° células por ml en medio AIM-V antes de su uso en el ELISPOT y
ensayos de proliferacion. Adicionalmente, el dia 8, se prepararon también células T CD4 + frescas. Para puirificar las
células T CD4+, los PBMC se revivieron en medio de cultivo AIM-V ® y las células CD4" se aislaron utilizando
microperlas Mlltenyl CD4 y columnas LS (Miltenyi Biotech, Oxford, Reino Unido) y se resuspendieron en medio AIM-
V ® en 2 x 10° células/m.

El dia 8, se establemeron ensayos de proliferacion de células T mediante los cuales se afadieron 1 x 10° células T
CD4"a1x10*DC cargados con anticuerpos humanizados o quiméricos (relacion de 10:1) en placas de 96 pocillos
con fondo en U, con medio AIM-V® anadido a un volumen final de 200 ul/pocillo). El dia 14, las placas de ensayo se
pulsaron con Luci [ H] (Perkin Elmer, Beaconsfield, Reino Unido) por pocillo en 25 ul de AIMV durante 6 horas antes
de la cosecha en esteras de filtro (Perkin Elmer) utilizando un cosechador celular TomTec Mach Il (Hamden CT, EE.
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UU.). Todas las preparaciones de anticuerpos se analizaron en cultivos por sextuplicado. Los recuentos por minuto
(cpm) para cada pocillo se determinaron mediante recuento pr centelleo Meltilex™ (Perkin Elmer) en un contador de
centelleo liquido 1450 Microbeta Wallac Trilux (Perkin Elmer) en Paralux, de recuento de fondo bajo. Los recuentos
por minuto para cada muestra de anticuerpo se normalizaron con el control con solo medio AIM V®.

Para los ensayos de ELISPOT, las placas de ELISPOT (Millipore, Watford, Reino Unido) se recubrieron con 100
pl/pocillo de anticuerpo de captura de IL-2 (R & D Systems, Abingdon, Reino Unido) en PBS. Después, las placas se
lavaron dos veces en PBS, se incubaron durante la noche en tampodn de bquueo (1 % de BSA (Slgma) en PBS)y se
lavaron en medio AIM V ®. El dia 8, se afiadieron 1 x 10° células T CD4" autdlogas a 1 x 10* de DC cargados con
antigeno (proporcién de 10:1) en placas de ELISpot de 96 pocillos. Todas las preparaciones de anticuerpos se
analizaron en cultivos por sextuplicado. Para cada PBMC donante, también se incluyeron un control negativo (medio
AIM V® solo), control sin células y un control positivo para PHA (10 ug/ml).

Después de un periodo de incubacién de 7 dias adicionales, las placas ELISPOT se desarrollaron mediante tres
lavados secuenciales en dH,O y PBS antes de la adicion de 100 pl de anticuerpo de deteccion biotinilado filtrado (R
& D Systems, Abingdon, Reino Unido) en PBS/1 % de BSA. Después de incubacién a 37 °C durante 1,5 horas, las
placas se lavaron adicionalmente tres veces en PBS y se afiadieron 100 pl de estreptavidina-AP filtrada (R & D
Systems) en PBS/1 % de BSA durante 1 hora (incubacion a temperatura ambiente). La estreptavidina-AP se
desecho y las placas se lavaron cuatro veces en PBS. Se afiadi6 BCEP/NBT (R & D Systems) a cada pocillo y se
incubaron durante 30 minutos a temperatura ambiente. El desarrollo de la mancha se detuvo mediante lavado de los
pocillos y las partes posterlores de los pocillos tres veces con dH,O. Las placas secas se escanearon en un
analizador Immunoscan’ y las manchas por pocillo (mpp) se determinaron usando el software Immunoscan "
Version 4.

Tanto para los ensayos de proliferacion como de ELISPOT de IL-2, los resultados se expresaron como un indice de
estimulacion (IE) definidos como la relacion de cpm (ensayo de proliferacién) o machas (ensayo ELISPOT) para el
anticuerpo de ensayo contra un control de solo medio usando un umbral de IE igual o mayor que 2 (IE = 2,0) para
las respuestas de células T positivas. Los datos mostraron que los anticuerpos 8H5 quimérico y 3B10 quimérico
indujeron respuestas de células T en 8 o mas de los 50 PBMC de donantes analizados (> = 16%), mientras que
ninguno de los anticuerpos 8H5 o 3B10 humanizados indujo respuestas de células T en mas de 2 de 50 donantes
(<= 4 %, promedio de 2 % + -2 %), lo que demuestra la eficacia del proceso de humanizacioén en la eliminacion de
respuestas de células T a partir de las regiones V. En paralelo, el ADN con las secuencias de la region V de los
anticuerpos anti-CTLA4 completamente humanos MDXO010 (Ipilimumab) (Keler y col., citado anteriormente) y
tremelimumab (Ribas y col., citado anteriormente) se sintetizaron y usaron para producir formas IgG1/kappa
recombinantes de estos anticuerpos con procedimientos como se detalla en el Ejemplo 5. Las preparaciones
derivadas de NSO de estos anticuerpos se analizaron después con los mismos 50 PBMC donantes que el anterior
para la induccion de las respuestas de células T CD4 + colaboradoras en cultivos por sextuplicado. Las respuestas
de células T se detectaron en un promedio de 4 donantes para Ipilimumab (8 % + - 2 %) y 5 donantes para la version
de IgG1/k de tremelimumab (10 % + -2 %), lo que demuestra que solo los anticuerpos anti-CTLA4 humanizados de
la presente invencion, cuando se analizé in vitro a induccion de las respuestas de células T CD4 + colaboradoras en
50 muestras de sangre humana, fueron capaces de dar respuestas de células T CD4 + en <= 4 % de los donantes.

Ejemplo 9 Modelo de reaccion de linfocitos mixtos humanos (MLR)

Se us6 un ensayo de reaccion de linfocitos mixtos para medir el efecto de bloqueo de la via del CTLA4 sobre la
secrecion de IFN-y como una medida de la activacion de las células T humanas. La sangre fresca de multiples
donantes humanos (obtenidos del Servicio Nacional de Transfusion de Sangre del Reino Unido, ejemplo 8) se diluyd
a 1:1 con PBS/2 % de suero humano y se estratificd en solucion Lymphoprep (Nycomed) para centrifugar a 900 g.
Los PBMC se retiraron de la interfaz, se lavaron y se resuspendieron en medio AIM-V (Invitrogen). Los PBMC
generados a partir de diferentes pares de donantes mal apareados se combinaron después en una relacion 1: 1y se
sembraron en una placa de 96 pocillos para proporcionar un total de 2,5 x 10° % PBMC por pocillo de muestra. Se
afadié PHA (fitohemaglutinina, Sigma Aldrich) para una concentracion final de 2 pug/ml para estimular la proliferacion
de poblaciones de células T. El anticuerpo anti-CTLA4 VH5/VK4 principal, el anticuerpo control anti-CTLA4 MDX010
(ejemplo 8) o un anticuerpo IgG1 de control de isotipo se afiadieron a una concentracion final de 150 ug/ml. También
se usaron 5 ug/ml de CTLA4-Fc en lugar de anticuerpo como control para demostrar la inhibicion de la secrecion de
IFN-y. El volumen total final por pocillo fue de 150 pl y cada anticuerpo se analizé cinco veces por combinacion de
donantes. Placas de 96 pocillos se incubaron en condiciones de cultivo normales durante 72 horas, después de lo
cual se obtuvieron muestras de 100 pl del sobrenadante para la medicién de IFN-y mediante ELISA (Thermo
scientific, ESS0002) siguiendo el protocolo recomendado por el fabricante. A partir de los datos de la Figura 19, el
anticuerpo VH5/VK4 principal mostré mayor activacion de células T que el anticuerpo de control anti-CTLA4
MDXO010 para todas las combinaciones de donantes con un aumento promedio de > 2 veces en la activacion de las
células T para VH5/VK4 en comparacion con MDX010.

Ejemplo 10 Modelo animal de tumor

Se us6 un modelo animal de tumor para el analisis in vivo de anticuerpos anti-CTLA4 humanos en la inhibicién del
crecimiento tumoral. En el modelo, células tumorales de colon murino MC38 (Corbett y col., (1975) Cancer Res 35:
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2434-2439, suministradas por Oncolmmune, Inc. Ann Arbor, EE. UU.) se cultivaron en ratones con activacion para
CTLA4 humano (Oncolmmune, Inc.).

A los ratones con activacion para CTLA4 (7-10 semanas de edad, machos y hembras igualmente distribuidos en
grupos) se les inyectd por via subcutanea en el flanco 5x 10° células tumorales MC38 en el volumen de 0,1 ml. Se
inyectaron bien el anticuerpo principal VH5/VK4 anti-CTLA4, MDX010 (Ejemplo 8) o bien un anticuerpo control
equivalente de isotipo a las dosis 5 mg/kg o 10 mg/kg (volumen de dosis de 10 ml/kg) semanalmente a partir del dia
después de la administracion de las células tumorales ("Dia 2"). Las mediciones del tumor se realizaron dos veces a
la semana durante el curso del experimento mediante medicién con compas y el tamafio del tumor se expresé como
el volumen cubico (mm?®). Se siguié a los animales hasta alcanzar un volumen de tumor de 2000 mm? o el dia 45
después de la inyeccion de las células tumorales. Los resultados mostrados en el Ejemplo 19 demuestran una
inhibicién mejorada del crecimiento del tumor por el anticuerpo principal VH5/VK4 anti-CTLA4 en comparacion con
MDX010.
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REIVINDICACIONES

1. Un anticuerpo anti-CTLA4 humanizado que inhibe la unién de CTLA4 a B7 humano, en el que dicho anticuerpo
comprende regiones variables que tienen secuencias de CDR de:

(i) secuencia que comprende CDRH1 DYNMD (SEQ ID NO:9)

(i) secuencia que comprende CDRH2 NINPNSESTSYNQKFKG (SEQ ID NO: 10)
(iii) secuencia que comprende CDRH3 DGNRYDAWFAY (SEQ ID NO:11)

(iv) secuencia que comprende CDRL1 SASSSVTYMH (SEQ ID NO:12)

(v) secuencia que comprende CDRL2 STSILAS (SEQ ID NO:13), y

(vi) secuencia que comprende CDRL3 QQRTSYPLT (SEQ ID NO:14);

(i) secuencia que comprende CDRH1 SYWIN (SEQ ID NO:15)

(i) secuencia que comprende CDRH2 RIAPGSGTTYYNEVFKG (SEQ ID NO: 16)
(iii) secuencia que comprende CDRH3 GDYGSY (SEQ ID NO:17)

(iv) secuencia que comprende CDRL1 SASSSISYMH (SEQ ID NO:18);

(v) secuencia que comprende CDRL2 DTSKLAS (SEQ ID NO:19), y

(vi) secuencia que comprende CDRL3 HQRTSYPLT (SEQ ID NO:20);

2. Un anticuerpo anti-CTLA4 de la reivindicacion 1, que comprende secuencias de la region variable seleccionadas
del grupo que consiste en las SEQ ID NOS: 31-35 para la region variable de la cadena pesada en combinacion con
secuencias seleccionadas del grupo que consiste en las SEQ ID NOS: 36-40 para la region variable de la cadena
ligera.

3. Un anticuerpo anti-CTLA4 de la reivindicacion 1, que comprende secuencias de la region variable seleccionadas
del grupo que consiste en las SEQ ID NOS: 41-45 para la region variable de la cadena pesada en combinacion con
secuencias seleccionadas del grupo que consiste en las SEQ ID NOS: 46-50 para la region variable de la cadena
ligera.

4. Un anticuerpo anti-CTLA4 de la reivindicacion 3, que comprende la SEQ ID NO: 45 para la regiéon variable de la
cadena pesada en combinacién con la SEQ ID NO: 49 para la region variable de la cadena ligera.

5. Un anticuerpo anti-CTLA4 de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 que, cuando se analiza in vitro para la
induccion de respuestas de células T CD4 + colaboradoras en al menos 50 muestras de sangre humana con una
distribucion de alotipos HLA-DR de la poblacién humana, da lugar a <= 4 % de respuestas de células T.

6. El anticuerpo de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que las secuencias de la region variable
derivan totalmente de las secuencias de las regiones variables de anticuerpo humano.

7. El anticuerpo de una cualquiera de las reivindicaciones 1-6, que esta comprendida por regiones variables junto
con una region constante de cadena pesada de cualquiera de los isotipos IgG1, 1gG2, 1IgG3 o 1gG4, o una regiéon
constante de IgG mutada, y una region constante de cadena ligera de isotipo kappa, por ejemplo, en el que las
regiones constantes humanas son IgG1 y kappa o 1IgG4 y kappa.

8. El anticuerpo de una cualquiera de las reivindicaciones 1-6, en el que el anticuerpo es un scFv o Fab.
9. Un anticuerpo multiespecifico que comprende uno o mas anticuerpos de las reivindicaciones 1-8.

10. Un polinucleétido que codifica un anticuerpo de una cualquiera de las reivindicaciones 1-9.

11. Un vector que comprende el polinucleétido de la reivindicacion 10.

12. Una célula huésped que comprende un vector de la reivindicacion 11.

13. Una composicién que comprende un anticuerpo anti-CTLA4 de una cualquiera de las reivindicaciones 1-9 o un
polinucleétido de la reivindicacion 10.

14. El anticuerpo de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9 para su uso en un procedimiento de diagnostico in
vivo de una enfermedad relacionada con CTLA4 humano.

15. El uso de un anticuerpo de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9 en un procedimiento para detectar in
vitro la presencia de antigeno CTLA4 humano en una muestra para el diagndstico de una enfermedad relacionada
con CTLA4 humano.

16. Un anticuerpo de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9 o un polinucleétido de la reivindicacion 10 para su

uso en el tratamiento de una enfermedad, incluido el cancer, por ejemplo, en el que el cancer es cancer de prostata,
de rifidén, de colon, de pulmoén o de mama; un trastorno proliferativo celular, una enfermedad del sistema nervioso
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central (SNC), una enfermedad del sistema sanguineo, una enfermedad inflamatoria, una enfermedad infecciosa,
una alergia, una enfermedad relacionada con células T, enfermedad del injerto contra el huésped o enfermedad del
huésped contra el injerto.
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Figura 1:
Union de anticuerpos murinos a CTLA4-Fc
l
A ':_: >
/A0 '
(7 %ﬁ
L Y
E 7
2
o f )
[a] 4 G

b [126] ugfml

01

15

10

. =i BHS 1B1

=t 3510 4F7/189
=769 1A3
—8—2C7 1G10

g |gGM irrelevante



ES 2571 129 T3

Figura 2:

Competicion de anticuerpos de hibridoma de ratén contra B7.1 biotinilado
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Figura 3:
Competicion de anticuerpos de hibridoma de raton contra B7.2 biotinilado
i VR
-'/
e
- z - ==
= A
3 ! 4 —4—7B9-1A3
5 NIBL —&—2C7-1A3
c .
2 \‘\ ] e [gGM irrelevante
N 1 N ™ g —&—8H5 161
\\ TN —t—3B104F7189
: HHH N '
J iy
o ¥
0,001 0,01 0,1 1 10 100
[1gG] ug/ml

17



ES 2571 129 T3

Figura 4:
Union de anticuerpos IgG1 humanos (quiméricos) frente a CTLA4-Fc
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Figura 5;

Competicion de anticuerpos de IgG1 humanos (quiméricos)

contra B7.1 biotinilado
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Figura 6;
Competicion de anticuerpos de IgG1 humanos (quiméricos)
contra B7.2 biotinilado '
1 it =
:\ ™
™, n.\

g \
c \X\ p
:g Q9% e 8HS [gG1
> \& —+—3BL01gGL

\\ —'{\\ e |gG1h irrelevante

l. \\ . o
\@hhk::ﬁ .
0,001 0,01 0,1 1 10 100
[1gG) ug/ml

20



ES 2571 129 T3

Figura 7:

Respuesta de proliferacion 6on timidina
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Figura 8:

pANT17 19G1 Map

pANTI3 Kavoa Map
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Figura 9:

ADN de VH de hibridoma 3810 (SEQ ID No. 1)

23

GAGGTCCAGC TGCAACAGTT TGGAGCTGAA CTGGTGAAGC CTGGGGCTTIC 50
AGTGAAGATG TCCIGCAAGG CTTCTGGCTA CACATTCACT GACTACAACA 100
- TGGACTGGGT GAGGCAGAGC CATGGAAAGA GTCTTGAGTG GATCGGAAAT 150
ATTAATCCTA ACTCTGAGAG TACTAGTTAC AACCAGAAGT TCAAGGGAAA 200
GGCCACATTG ACTGTAGACA AGTCCTCCAG CACAGCCTAC ATGGAGCTCC 250
GCAGCCTGAC ATCTGATGAC ACTGCAGICT ATTACTGTAC AAGAGACGGG 300
AATAGGTACG ACGCCTGGTT TGCTTACTGG GGCCAAGGGA CTCTGGTCAC 350
TGTCTCCTCA 360
ADN de VK de hibridoma 3B10 (SEQ ID No. 2)

CAGATTGTTC TCACCCAGTC TCCAGCAATC ATGTCTGCAT CTCCAGGGGA 50
GAAGGTCACC ATGACCTGCA GTGCCAGCTC AAGTGTTACT TACATGCACT 100
GGTTCCAGCA GAAGCCAGGC ACTTCTCCCA AACTCTGGAT TTATAGCACA 150
TCCATCCTGG CTTCTGGAGT CCCTGCTCGC TTCAGTGGCA GTGGATCTGG 200
GACCTCTTAC TCTCTCACAA TCAGCCGAAT GGAGGCTGAA GATGCIGCCA 250
CTTATTACTG CCAGCAARAGG ACTAGTTACC CGCTCACGTT CGGTACTGGG 300
ACCAAGCTGG AGCTGAAA 318 .
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ADN de VH de hibridoma 8H5 (SEQ ID No. 5)

CAGGTCCAGC
AGTGAAGCTG
TTAACTGGAT
ATTGCTCCTG
GGCAACACTG
GCAGCCTGTC
TATGGTTCTIT

CAAATTGTTC
GAAGGTCACC
GGTTCCAGCA
TCCAAACTGG
GACCTCTTAT
CTTATTACTG
ACCAAGCTGG

TGCAACAGTC
TCCTGCAAGG
AAARCAGAGG
GAAGTGGTAC
ACTGTAGACA
ATCTGAGGAC
ACTGGGGCCA

TCACCCAGTC
ATGACCTGCA
GAAGCCAGGC
CTTCIGGAGT
TCTCTCACAA
CCATCAGCGG
AGCTGAAA

TGGAGATGAT

CTTCTGGCTA

CCTGGACAGG
TACTTACTAC
AATATTCCAG
TCTGCTGTCT
AGGGACTCTIG

ADN de VK de hibridoma 8HS (SEQ ID No. 6)

TCCAGCAATC
GTGCCAGCTC
ACCTCCCCCA
CCCTGCTCGC
TCAACAGCAT
ACTAGTTACC

24

CTGGTAAAGC
CACCTTCACC
GCCTTGAGTG
ARTGAAGTGT
CACAGCCTAC
ATTTCTGTGC
GICACTGTCT

CTGGGGCCTC
AGCTACTGGA
GATAGGACGT
TCAAGGGCAA
ATTCAGCTCA
AAGAGGGGAC
CCTCA

ATGTCTIGCAT CTCCAGGGGA

AAGTATAAGT
ARAGATGGAT -
TTCAGTIGGCA
GGAGGCTGAA
CACTCACGTT

TACATGCACT
TTATGACACA
GIGGGTICIGG
GATGCTGCCA
CGGTGCTGGG

50
100
150

1200

250
300
345

50
100
150
200
250
300
318
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Figura 13
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secuencias de aminodcidos de VH de la variante de 3B10 humanizada (SEQ ID Nos3 y 31 a 35)
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secuencias de aminoacidos de VH de la variante de 3B10 humanizada (SEQ ID Nos4 y: 36 a 40)

Figura 14
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Figura 15

Secuencias de aminodcidos de VH variantes de 8H5 humanizados (SEQ ID Nos 7 vy "41 a 45)
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Figura 16

secuencias de aminodcidos de VK de la variante de 8H5 humanizada
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- Figura 17:

ELISA de competicion - Muestra frente a  bio h8H5 IgG1
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Figura 18: Modelo de reaccion de linfocitos mixtos humanos
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Figura 19: Modelo animal de tumor
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Tabla 1

ES 2571 129 T3

Secuencia

Hombre-conjunto

ATGRASTTSKGGYTMARCTKGRTTT MulgVy5'-A
ATGRAATGSASCTGGGTYWTYCTCTT MulgVy5'-B
ATGGACTCCAGGCTCAATTTAGTTTTCCT Mulgvy5'-C
ATGGCTGTCYTRGBGCTGYTCYTCTG MulgV,5'-C
ATGGVTTGGSTGTGGEAMCTTGCYATTCCT MulgVy5'-C
[ATGAAATGCAGCTGGRTYATSTTCTT MulgV,5'-D
ATGGRCAGRCTTACWTYYTCATTCCT MulgVyS'-D
ATGATGGTGTTAAGTCTTCTGTACCT Mulgv,5'-D
ATGGGATGGAGCTRTATCATSYTCTT Mulgvys'-E
ATGAAGWTGTGGBTRAACTGGRT MulgVyS'-E
ATGGRATGGASCKKIRTCTTTMTCT MulgV,S5'-E
ATGAACTTYGGGYTSAGMTTGRTTT MulgVy5'-F
ATGTACTTGGGACTGAGCTGTGTAT | MulgV,5'-F
ATGAGAGTGCTGATTCTTTIGTG MulgVy5'-F
ATGGATTTTGGGCTGATTTTITTTATTG MulgVy5'-F
CCAGGGRCCARKGGATARACIGRTGG MulgGV,3'-2
ATGRAGWCACAKWCYCAGGTCTTT MulgkV,5"-A
ATGGAGACAGACACACTCCTGCTAT Mulgkv,5'-B
ATGGAGWCAGACACACTSCTGYTATGGGT Mulgkv,5'-C
ATGAGGRCCCCTGCTCAGWITYTTGGIWTCTT MulgkV,5'-D
ATGGGCWTCAAGATGRAGTCACAKWYYCWGG MulgkV,5'-D
ATGAGTGTGCYCACTCAGGTCCTGGSGTT Mulgkv,5'-E
ATGTGGGGAYCGKTTTYAMMCTTTTCAATTG MulgkV,5'-E
ATGGAAGECCCAGCTCAGCTTCTCTTCS MulgkV,5"-E
ATGAGIMMKTCIMTTCAITTCYTGGG MulgkV,5"-F
ATGAKGTHCYCIGCTCAGYTYCTIRG Mulgkv,5'-F
ATGGTRTCCWCASCTCAGTTCCTTG MulgkV,S'-F
ATGTATATATGTTTGTTGTCTATITCT Mulgkv,5"-F
ATGAAGTTGCCTGTTAGGCTGTTGGTGET MulgkV.5'-G
ATGGATTTWCARGTGCAGATTWTCAGETT MulgkV, 5'-G
ATGGTYCTYATVTCCTTGCTGTTCTGG MulgkV.5'-G
ATGGTYCTYATVTTRCTGCTGCTATGG MulgkV,5'-G
ACTGGATGGTGGGAAGATGGA Mulgkv,3'-1
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Tabla 2
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aattgeggpatecaactgaggaagcaaagtttaaattetactcacgI T TCAGCTCCAGCTTGGTC

35

Secuencia Nombre-
ctgttgctacgegtgtecactccGAGG TCCAGCTGCAACAG 3B10VH 5’
ctgecccagaaagcttaccTGAGGAGACAGTGACCAGAG 3B10VH 3’
ggcteccagecgegcgatgtCAGATTGTTCTCACCCAGTC 3810 VK 5’
tagaattgcgematecaactgaggaageaaagtttaaatictactca CAGCTCCAGCTTGGTC|  3BIOVK ¥
ctettgctacgegtetocactccCAGGTCCAGCTGCAACAG ] 8H5 VH 5",
Ctgccccagaaancitacc TGAGGAGACAGTGACCAGAG 8H5 VH 3’
cleccaggcgcpcgatet TTGTTCTCACCCAGTCTC 8H5 VK 5
8HS VK 3'
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