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DESCRIPCION
Anticuerpos contra ROR1 que pueden inducir muerte celular de LLC

La presente invencién se refiere a moléculas bioldégicas que inhiben ROR1. En particular se proporcionan
anticuerpos inhibidores que pueden inducir muerte celular mediante la union especifica de ROR1, dominios de los
mismos o moléculas de nucledtido que codifican para ROR1. La invencion se define en las reivindicaciones
adjuntas.

El trabajo que condujo a esta invencion ha recibido financiacion del Séptimo Programa Marco de la Comunidad
Europea FP7/2007-2013/ con la subvencién n.2 HEALTH-F5-2008-200755.

La leucemia linfocitica crénica (LLC) es un cancer de glébulos blancos que se caracteriza por una proliferacion
neoplasica anémala de células de linfocitos B (células B). Las células B de LLC difieren de las células B normales en
su estadio de activacién y maduracién y se derivan en particular de células B expuestas a antigeno con diferentes
mutaciones de genes de cadena pesada variable de inmunoglobulina (/gVH) (Chiorazzi N et al., N Engl J Med 2005;
352:804-15). Los pacientes con LLC con genes IgVH mutados tienen un mejor pronostico en comparacion con
pacientes con genes no mutados (Damle RN et al., Blood 1999; 94:1840-7; Hamblin TJ et al., Blood 1999; 94:1848-
54).

Los estudios de obtencién del perfil de expresién génica global han revelado perfiles de expresion parcialmente
distintos pero en general solapantes en células B leucémicas mutadas y no mutadas, sugiriendo un fenotipo comun
(Klein U et al., J Exp Med 2001; 194:1625-38; Rosenwald A et al., J Exp Med 2001;194:1639-47).

Los estudios de obtencion del perfil de expresion génica han mostrado un aumento de 43,8 veces de la tirosina
cinasa receptora huérfana (RTK) RORT en células de LLC (Klein U et al., J Exp Med 2001; 194:1625-38). Ror1 es un
miembro de la familia RTK de receptores huérfanos relacionados con cinasa especifica de musculo (MUSK) y
receptores de neurotrofina Trk (Glass DJ, et al., Cell 1996; 85:513-23; Masiakowski P et al., J Biol Chem 1992;
267:26181-90; Valenzuela DM et al., Neuron 1995; 15:573-84).

Los receptores Ror son receptores de la superficie celular que participan en la transduccion de sefales, interaccion
célula-célula, regulacion de la proliferacién celular, diferenciacién, metabolismo y supervivencia celulares
(Masiakowski P et al., Biol Chem 1992; 267:26181-90; Yoda A et al., J Recept Signal Transduct Res 2003; 23:1-15).
Estan altamente conservados evolutivamente entre diferentes especies, por ejemplo humano, ratén, Drosophilay C.
elegans.

El gen ROR1 humano tiene una regién codificante de 2814 pb con una secuencia de 937 aminoacidos predicha y un
tamano de proteina de 105 kDa incluyendo un dominio de tipo Ig, dominio rico en cisteina, dominio Kringle, dominio
tirosina cinasa y dominio rico en prolina (figura 1) (Yoda A et al., J Recept Signal Transduct Res 2003; 23:1-15).

ROR1 esta ubicado en la region cromosémica 1 p31.3 (http://www.ensembl.org), una regiéon en la que no se
observan frecuentemente aberraciones cromosémicas en tumores malignos hematologicos (figura 2). EI ROR1
humano se expresa en corazon, pulmén y rifidn pero menos en placenta, pancreas y musculos esqueléticos (Reddy
UR et al., Oncogene 1996; 13:1555-9). ROR1 se clon6 originalmente a partir de una linea celular de neuroblastoma
(Masiakowski P et al., J Biol Chem 1992; 267:26181-90) y posteriormente se aislé una forma més corta que carecia
del dominio extracelular completo pero contenia el dominio transmembrana a partir de una biblioteca de cerebro
fetal. Se ha notificado el gen de Ror1 truncado (t-Ror1) en el sistema nervioso central de humano adulto y fetal, en
leucemias humanas, lineas celulares de linfoma, y en una variedad de canceres humanos derivados del
neuroectodermo (Reddy UR et al., Oncogene 1996; 13:1555-9). Un transcrito mas corto a partir de los exones 1-7
que incluye una parte corta del intron 7 también se ha descrito con una longitud predicha de 393 aminoacidos y un
peso molecular de 44 kDa (ID de Ensembl; ENSG00000185483).

En un primer aspecto se proporciona un inhibidor biolégico de ROR1. El documento W0O2008/076868 A1 da a
conocer anticuerpos policlonales contra ROR1 que conducen a apoptosis de células tumorales.

Los inhibidores bioldgicos pueden adoptar muchas formas e incluyen diferentes modos de accién. Por inhibicion
biol6gica quiere decirse que la cantidad de o accion de ROR1 se reduce, y puede provocarse por la exposicion a un
inhibidor biolégico. Por ejemplo, el inhibidor puede actuar directamente mediante unién a ROR1 o una secuencia de
nucleétidos que codifica para ROR1. El inhibidor puede actuar alternativamente impidiendo la interaccion de ROR1
con moléculas con las que normalmente interacciona, por ejemplo mediante el bloqueo de receptores, el secuestro
de moléculas que se unen a o se asocian con ROR1, impidiendo la insercion de ROR1 o que sus parejas de union
se inserten en una membrana, tal como la membrana celular.

Preferiblemente, el inhibidor biolégico se une especificamente a o bien un dominio extracelular de ROR1, un dominio
intracelular de ROR1 o bien a una secuencia de nucleétidos que codifica para ROR1.
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El inhibidor biol6gico es convenientemente uno de un anticuerpo, una molécula de &cido nucleico de interferencia o
un receptor soluble.

En una realizacion el inhibidor biolégico es un anticuerpo. Por anticuerpo quiere decirse anticuerpos completos y
fragmentos de unién a antigeno de los mismos. Tales fragmentos se definen a continuacion.

Los anticuerpos comprenden dos polipéptidos idénticos de M, 50.000-70.000 (denominados “cadenas pesadas”) que
se unen entre si mediante un enlace disulfuro, cada una de las cuales se une a una pareja idéntica de polipéptidos
de M, 25.000 (denominados “cadenas ligeras”). Hay una variabilidad de secuencia considerable entre extremos N-
terminales individuales de cadenas pesadas de diferentes moléculas de anticuerpo y entre cadenas ligeras
individuales de diferentes moléculas de anticuerpo y estas regiones se han denominado por tanto “dominios
variables”. A la inversa, hay una similitud de secuencia considerable entre extremos C-terminales individuales de
cadenas pesadas de diferentes moléculas de anticuerpo y entre cadenas ligeras individuales de diferentes
moléculas de anticuerpo y estas regiones se han denominado por tanto “dominios constantes”.

El sitio de unién a antigeno esta formado por regiones hipervariables en los dominios variables de un par de
cadenas pesada y ligera. Las regiones hipervariables también se conocen como regiones determinantes de
complementariedad (CDR) y determinan la especificidad del anticuerpo por un ligando. Los dominios variables de la
cadena pesada (VH) y cadena ligera (Vi) comprenden normalmente tres CDR, cada una de las cuales esta
flanqueada por una secuencia con menos variacion, que se conocen como regiones de entramado (FR).

Los dominios pesado variable (Vu) y ligero variable (VL) del anticuerpo estan implicados en el reconocimiento del
antigeno, un hecho reconocido en primer lugar mediante experimentos de digestion con proteasas temprana. Se
encontré confirmacion adicional mediante la “humanizacion” de anticuerpos de roedor. Pueden fusionarse dominios
variables de roedor con dominios constantes de origen humano de manera que el anticuerpo resultante conserva la
especificidad de antigeno del anticuerpo de roedor original (Morrison et al., 1984, Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU., 81,
6851-6855).

Que la especificidad de antigeno la confieren dominios variables y es independiente de los dominios constantes se
sabe de experimentos que implican la expresion bacteriana de fragmentos de anticuerpo, que contienen todos uno o
mas dominios variables. Estas moléculas incluyen moléculas de tipo Fab (Better et al., 1988, Science, 240:1041).
Las moléculas de Fv (Skerra et al., 1988, Science, 240, 1038); moléculas de Fv de cadena sencilla (ScFv) en las que
los dominios de pareja de V4 y Vi estan unidos por medio de un oligopéptido flexible (Bird et al., 1988, Science
242:423; Huston et al., 1988, Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU., 85:5879) y anticuerpos de un Unico dominio (dAb) que
comprenden dominios V aislados (Ward et al., 1989 Nature 341, 544). Se encontrard una revisién general de las
técnicas implicadas en la sintesis de fragmentos de anticuerpo que conservan sus sitios de unidn especifica en
Winter et al., 1991, Nature, 349, 293-299.

Para la produccion de anticuerpos policlonales, pueden inmunizarse diversos animales huésped adecuados (por
ejemplo, conejo, cabra, raton u otro mamifero) mediante una o mas inyecciones con la proteina nativa, una variante
sintética de la misma, o un derivado de la anterior. Una preparaciéon inmunogénica apropiada puede contener, por
ejemplo, la proteina inmunogénica que se produce de manera natural, un polipéptido sintetizado quimicamente que
representa la proteina inmunogénica o una proteina inmunogénica expresada de manera recombinante. Ademas, la
proteina puede conjugarse con una segunda proteina que se sabe que es inmunogénica en el mamifero que esta
inmunizandose. Los ejemplos de tales proteinas inmunogénicas incluyen pero no se limitan a hemocianina de lapa
californiana, albumina sérica, tiroglobulina bovina e inhibidor de tripsina de soja. La preparacion puede incluir
ademas un adyuvante. Diversos adyuvantes usados para aumentar la respuesta inmunoldgica incluyen, pero no se
limitan a, adyuvante de Freund (completo e incompleto), geles minerales (por ejemplo, hidroxido de aluminio),
sustancias tensioactivas (por ejemplo, lisolecitina, polioles plurénicos, polianiones, péptidos, emulsiones de aceite,
dinitrofenol, etc.), adyuvantes que pueden usarse en humanos tales como bacilo Calmette-Guerin y
Corynebacterium parvum, o agentes inmunoestimuladores similares. Los ejemplos adicionales de adyuvantes que
pueden emplearse incluyen adyuvante de MPL-TDM (monofosforil-lipido A, dicorinomicolato de trehalosa sintético).

Las moléculas de anticuerpo policlonal dirigidas contra la proteina inmunogénica pueden aislarse del mamifero (por
ejemplo, de la sangre) y purificarse adicionalmente mediante técnicas bien conocidas, tales como cromatografia de
afinidad usando proteina A o proteina G, que proporciona principalmente la fraccion de IgG de suero inmunitario.
Posteriormente, o alternativamente, el antigeno especifico que es la diana de la inmunoglobulina buscada, o un
epitopo de la misma, puede inmortalizarse en una columna para purificar el anticuerpo especifico inmunitario
mediante cromatografia de inmunoafinidad. La purificacion de inmunoglobulinas se comenta, por ejemplo, en D.
Wilkinson (The Scientist, publicado por The Scientist, Inc., Filadelfia Pa., vol. 14, n.? 8 (17 de abril de 2000), pags.
25-28).

La expresiéon “anticuerpo monoclonal” (AcM) o “composicién de anticuerpo monoclonal”, tal como se usa en el
presente documento, se refiere a una poblacion de moléculas de anticuerpo que contiene so6lo una especie
molecular de molécula de anticuerpo que consiste en un producto génico de cadena ligera Unica y un producto
génico de cadena pesada Unica. En particular, las regiones determinantes de complementariedad (CDR) del

3



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2635316713

anticuerpo monoclonal son idénticas en todas las moléculas de la poblacion. Los AcM contienen por tanto un sitio de
unién a antigeno que puede inmunorreaccionar con un epitopo particular del antigeno caracterizado por una afinidad
de unién Unica por el mismo.

El anticuerpo puede ser un anticuerpo humano o humanizado o un fragmento del mismo.
El anticuerpo puede ser un fragmento incluyendo moléculas de scFv o moléculas de Fab.

Por “moléculas de ScFv” quiere decirse moléculas en las que los dominios de pareja Vi y VL se unen mediante un
oligopéptido flexible.

Las ventajas de usar fragmentos de anticuerpo que tienen actividad de unién a antigeno, en vez de anticuerpos
completos, son multiples. EI menor tamafo de los fragmentos puede conducir a propiedades farmacoldgicas
mejoradas, tales como mejor penetracion de tejido sélido. Las funciones efectoras de anticuerpos completos, tales
como union al complemento, se eliminan. Los fragmentos Fab, Fv, ScFv y dAb de anticuerpo pueden expresarse
todos en y se secretan de Escherichia coli (E. coli), permitiendo asi la facil producciéon de grandes cantidades de
dichos fragmentos.

Los anticuerpos completos, y fragmentos F(ab’). son “bivalentes”. Por “bivalente” se entiende que dichos anticuerpos
y fragmentos F(ab’), tienen dos sitios de combinacién de antigeno. Por lo contrario, los fragmentos Fab, Fv, ScFv y
dAb son monovalentes, teniendo solo un sitio de combinacién de antigeno.

Los métodos para generar, aislar y usar anticuerpos para un antigeno o epitopo deseado los conocen bien los
expertos en la técnica relevante. Por ejemplo, puede generarse un anticuerpo en un animal huésped adecuado (tal
como, por ejemplo, un ratén, conejo o cabra) usando métodos convencionales conocidos en la técnica y o bien se
usan como antisueros en bruto o purificados, por ejemplo mediante purificacion de afinidad. Un anticuerpo de
especificidad deseada puede generarse alternativamente usando métodos de biologia molecular bien conocidos,
incluyendo seleccién de una biblioteca molecular de anticuerpos recombinantes, o injerto o intercambio de regiones
determinantes de complementariedad (CDR) en regiones de entramado apropiadas. Los anticuerpos humanos
pueden seleccionarse de bibliotecas recombinantes y/o generarse injertando CDR de anticuerpos no humanos sobre
regiones de entramado humanas usando técnicas de biologia molecular bien conocidas.

Los anticuerpos de una realizacion de la invencién pueden presentar las secuencias mostradas en las figuras 17, 18
y19.

Por dominio extracelular quiere decirse la parte de una molécula biolégica que se extiende mas alla de la superficie
de membrana de la célula, en la que dicha molécula biol6gica esta integrada en/incrustada en la membrana celular.
Un ejemplo de una molécula bioldgica de este tipo es un receptor que presenta una porcién extracelular a la que se
unen ligandos. Si la cadena polipeptidica del receptor atraviesa la bicapa varias veces, el dominio externo puede
comprender varios “bucles” que sobresalen de la membrana. Uno cualquiera o una combinacién de los cuales
pueden formar un sitio de unién para un ligando.

Preferiblemente, el dominio extracelular al que se une el anticuerpo tiene una secuencia de aminodacidos
seleccionada de:

WNISSELNKDSYLTL.
RSTIYGSRLRIRNLDTTDTGYFQ

YMESLHMQGEIENQI
CQPWNSQYPHTHTFTALRFP

Alternativamente el dominio intracelular al que se une el anticuerpo tiene la secuencia de aminoacidos
NKSQKPYKIDSKQAS.

De manera conveniente el anticuerpo induce muerte celular en una célula que expresa ROR1 tras una unidn
especifica del anticuerpo a una molécula de ROR1 o dominio de la misma.

Preferiblemente el inhibidor biolégico provoca la muerte de una célula que expresa ROR1. Por muerte celular se
entiende que se incluyen todas las formas de muerte celular, incluyendo apoptosis, necrosis y muerte celular
autofagica.

La apoptosis (muerte celular programada, tipo ), es el proceso por el que las células se destruyen a si mismas
deliberadamente deshaciendo sistematicamente su contenido que se absorbe entonces por células circundantes.
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La muerte celular autofagica (también conocida como muerte celular programada o citoplasmica, tipo Il) se
caracteriza por la formacién de grandes vacuolas que ingieren organulos en una secuencia especifica antes de que
se destruya el nucleo.

La necrosis es una muerte celular prematura que se produce sin deshacer sistematicamente de manera controlada
la célula y sus partes constituyentes. Normalmente, la necrosis se caracteriza por la ruptura de organulos y fuga de
compuestos enzimaticos tales como lisozimas que entonces son dafinos y provocan la necrosis de células
circundantes.

Los anticuerpos pueden usarse en terapia, por ejemplo, puede introducirse un medicamento que comprende
anticuerpos terapéuticos en un sujeto para modular la respuesta inmunitaria de ese sujeto. Por ejemplo, un
anticuerpo terapéutico especifico para un antigeno en el sujeto estimulara una respuesta inmunitaria frente a ese
antigeno, induciendo y/o promoviendo de ese modo una respuesta inmunitaria y ayudando a la recuperacion. Se
conocen bien en la técnica métodos para administrar anticuerpos terapéuticos a un paciente que lo necesita.

En una realizacion alternativa el inhibidor biolégico puede ser una molécula de acido nucleico de interferencia
incluyendo ARNip, ARN antisentido y ARNbc.

Preferiblemente la molécula de acido nucleico de interferencia es un polinucleétido antisentido que puede hibridarse
con la secuencia de nucleotidos que codifica para ROR1 o fragmentos o variantes de la misma.

La hibridacion puede producirse en cualquier condicion de rigurosidad apropiada, por ejemplo 2xSSC a 65°C.

Por “polinucleétido” se entiende que se incluyen moléculas de ADN monocatenario y/o bicatenario (acido
desoxirribonucleico) y/o ARN (&cido ribonucleico) y derivados de las mismas. Por “polinucleétido codificante” se
incluye un polinucle6tido cuya secuencia puede traducirse para formar un polipéptido deseado.

También se ha encontrado ahora que la inhibicion de angiogénesis puede inducirse usando ARNip (moléculas de
ARN de interferencia pequenas).

La interferencia por ARN (iARN) es un mecanismo natural para silenciar genes especificos. Los genes proporcionan
a las células las instrucciones para producir proteinas, y cuando se silencia un gen, la célula deja de producir la
proteina especificada por ese gen. La interferencia por ARN se observé por primera vez en plantas, pero el primer
avance crucial en el entendimiento del mecanismo de iARN venia de estudios de gusanos. Esto fue en 1998 con el
reconocimiento de que el ARN bicatenario (ARNbc) desempenaba un papel central en iARN. La primera prueba para
un silenciamiento in vivo de genes usando ARNip se publicé en 2002 (McCaffrey, A. P., Meuse, L., Pham, T. T.,
Conklin, D. S., Hannon, G. J. y Kay, M. A. (2002) RNA interference in adult mice. Nature (Londres) 418, 38-39)
seguido por la publicacion de Song et al. que mostraron que puede usarse ARNip para una intervencion terapéutica.
Este estudio mostré que la interferencia por ARN que selecciona como diana Fas protegié a ratones de una hepatitis
fulminante. (Song, E., Lee, S. K., Wang, J. et al. (2003) Nat. Med. 9, 347-351).

Las moléculas de ARNip pueden ser monocatenarias (ss) o bicatenarias (ds). Las moléculas de ARNip pueden
administrarse usando un constructo, que puede expresar la molécula de ARNip tras la administracion a la célula
diana.

Un “ARN de interferencia pequefio” o “ARN de interferencia corto” o “ARNip” o “ARN en horquilla corto” o “ARNhp”
es una molécula de ARN bicatenario que es complementario a una secuencia de acido nucleico diana. Una molécula
de ARN bicatenario se forma por el apareamiento complementario entre una primera porcion de ARN y una segunda
porcién de ARN. La longitud de cada porcién generalmente es de menos de 30 nucleétidos de longitud (por ejemplo,
29, 28, 27, 26, 25, 24, 23, 22, 21, 20, 19, 18, 17, 16, 15, 14, 13, 12, 11 6 10 nucledtidos). En algunas realizaciones,
la longitud de cada porcion es de 19 a 25 nucle6tidos de longitud. En algunas moléculas de ARNip, las porciones
complementarias primera y segunda de la molécula de ARN son el “tallo” de una estructura en horquilla. Las dos
porciones pueden unirse mediante una secuencia de unién, que puede formar el “bucle” en la estructura en horquilla.
La secuencia de union puede variar en longitud. En algunas realizaciones, la secuencia de union puede ser de 5, 6,
7,8,9, 10, 11, 12 6 13 nucledtidos de longitud. Una secuencia de unién representativa es 5-TTC AGA AGG-3’, pero
puede usarse cualquiera de varias secuencias para unir las porciones primera y segunda. Las porciones primera y
segunda son complementarias pero pueden no ser completamente simétricas, dado que la estructura en horquilla
puede contener nucledtidos de proyeccion en 3’ 0 5’ (por ejemplo, una proyeccion de 1, 2, 3, 4 6 5 nucledétidos).

Muchos investigadores han mostrado que las moléculas de ARN son eficaces suprimiendo la acumulaciéon de
ARNm. La supresién mediada por ARNip de la expresion de acido nucleico es especifica dado que incluso un
apareamiento errdbneo de un Unico par de bases entre ARNip y el acido nucleico diana puede suprimir la accion de
interferencia por ARN. Los ARNip generalmente no provocan respuestas antivirales.

De manera conveniente, el ARNip es complementario a o bien una secuencia de nucleétidos que codifica para un
dominio extracelular de ROR1 o bien una secuencia de nucleétidos que codifica para un dominio intracelular de
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ROR1.

Preferiblemente la molécula de ARNip tiene la secuencia de ARNip tal como se muestra en la tabla a continuacién:

Secuencia diana (ADNc, 5’ — 3’) Secuencia de ARNip (5 — 3) nombre de ARNip
AT GAA CCA ATG AAT AAC ATC | AAU GAA CCA AUG AAU AAC AUC ROR 1
AAA AAT CTA TAA AGG CCA TCT | AAA AAU CUA UAA AGG CCA UCU ROR 2

AC ATG TCA ATT CCA AAT CAT | AAC AUG UCA AUU CCA AAU CAU ROR 3

En un segundo aspecto de la invencion se proporciona una secuencia de nucleétidos que codifica para un inhibidor
biolégico del primer aspecto.

Los términos “secuencia de nucleétidos” o “acido nucleico” o “polinucleétido” u “oligonucleétido” se usan de manera
intercambiable y se refieren a un heteropolimero de nucleétidos o a la secuencia de estos nucleétidos. Esto también
se refiere a ADN o ARN de origen gendmico o sintético que puede ser monocatenario o bicatenario y puede
representar la hebra sentido o antisentido, para acido nucleico peptidico (PNA) o para cualquier material de tipo ADN
o de tipo ARN. En las secuencias en el presente documento A es adenina, C es citosina, T es timina, G es guanina 'y
N es A, C, G o T (U). Se contempla que cuando el polinucleétido sea ARN, la T (timina) en las secuencias
proporcionadas en el presente documento se sustituya por U (uracilo). Generalmente, los segmentos de acido
nucleico proporcionados por esta invencion pueden ensamblarse a partir de fragmentos del genoma y ligadores de
oligonucledtido cortos, o a partir de una serie de oligonucleétidos, o a partir de nucleétidos individuales, para
proporcionar un &cido nucleico sintético que puede expresarse en una unidad transcripcional recombinante que
comprende elementos reguladores derivados de un operén microbiano o virico, o un gen eucariota.

En un tercer aspecto de la invencidn, se proporciona un vector de expresion que contiene una secuencia de
nucleétidos tal como se describe en el segundo aspecto de la invencion.

Plasmidos de vector procariotas tipicos son: pUC18, pUC19, pBR322 y pBR329 disponibles de Biorad Laboratories
(Richmond, CA, EE.UU.); pTrc99A, pKK223-3, pKK233-3, pDR540 y pRIT5 disponibles de Pharmacia (Piscataway,
NJ, EE.UU.); vectores pBS, vectores Phagescript, vectores Bluescript, pNH8A, pNH16A, pNH18A, pNH46A
disponibles de Stratagene Cloning Systems (La Jolla, CA 92037, EE.UU.).

Un plasmido de vector de células de mamifero tipico es pSVL disponible de Pharmacia (Piscataway, NJ, EE.UU.).
Este vector usa el promotor tardio de SV40 para dirigir la expresion de genes clonados, encontrandose el mayor
nivel de expresion en células T que producen antigeno, tales como células COS-1. Un ejemplo de un vector de
expresion de mamifero inducible es pMSG, también disponible de Pharmacia (Piscataway, NJ, EE.UU.). Este vector
usa el promotor inducible por glucocorticoides de la repeticion terminal larga del virus de tumor mamario de raton
para dirigir la expresion del gen clonado.

Vectores de plasmido de levadura utiles son pRS403-406 y pRS413-416 y estan disponibles generalmente de
Stratagene Cloning Systems (La Jolla, CA 92037, EE.UU.). Los plasmidos pRS403, pRS404, pRS405 y pRS406 son
plasmidos de integracion en levadura (Ylps) e incorporan los marcadores seleccionables de levadura HIS3, TRP1,
LEU2y URAS. Los plasmidos pRS413-416 son plasmidos de centrémero de levadura (YCps).

Pueden usarse métodos bien conocidos por los expertos en la técnica para construir vectores de expresion que
contienen la secuencia codificante y, por ejemplo controles de transcripcién o traduccién apropiados. Un método de
este tipo implica la ligacion mediante colas de homopolimero. Las colas de poli-dA (o poli-dC) de homopolimero se
anaden a grupos OH en 3’ expuestos en el fragmento de ADN que va a clonarse mediante desoxinucleotidil
transferasas terminales. Entonces el fragmento puede aparearse con las colas de poli-dT (o poli-dG) ahadidas a los
extremos de un vector de plasmido linealizado. Los huecos dejados tras el apareamiento pueden llenarse mediante
ADN polimerasa y los extremos libres unirse mediante ADN ligasa.

Otro método implica la ligacion mediante extremos cohesivos. Los extremos cohesivos compatibles pueden
generarse en el fragmento de ADN y vector mediante la accién de enzimas de restriccion adecuadas. Estos
extremos se aparearan rapidamente a través de un apareamiento de bases complementarias y las mellas restantes
pueden cerrarse mediante la accién de ADN ligasa.

Un método adicional usa moléculas sintéticas denominadas ligadores y adaptadores. Los fragmentos de ADN con
extremos romos se generan por la ADN polimerasa del bacteriéfago T4 o ADN polimerasa | de E. coli que eliminan
extremos 3’ terminales sobresalientes y rellenan extremos 3’ rebajados. Los ligadores sintéticos, trozos de ADN
bicatenario de extremos romos que contienen secuencias de reconocimiento para enzimas de restriccion definidas,
pueden ligarse a fragmentos de ADN de extremos romos mediante la ADN ligasa de T4. Se digieren posteriormente
con enzimas de restriccion apropiadas para crear extremos cohesivos y se ligan a un vector de expresion con
extremos terminales compatibles. Los adaptadores también son fragmentos de ADN sintetizados quimicamente que
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contienen un extremo romo usado para la ligacién pero que también presentan un extremo cohesivo preformado.

Los ligadores sintéticos que contienen una variedad de sitios de endonucleasa de restriccion estan disponibles
comercialmente de varias fuentes incluyendo International Biotechnologies Inc, New Haven, CN, EE.UU..

Un modo deseable de modificar el ADN que codifica para el polipéptido es usar la reaccion en cadena de la
polimerasa tal como se da a conocer por Saiki et al (1988) Science 239, 487-491. En este método, el ADN que va a
amplificarse enzimaticamente esta flanqueado por dos cebadores de oligonucleétido especificos que se incorporan
por si mismos en el ADN amplificado. Dichos cebadores especificos puede contener sitios de reconocimiento de
endonucleasas de restriccion que pueden usarse para la clonacién en vectores de expresion usando métodos
conocidos en la técnica.

En un cuarto aspecto de la invencion se proporciona una célula huésped que comprende una secuencia de
nucleétidos o vector de expresion tal como se describe en los aspectos segundo y tercero de la invencién.

Entonces, el ADN se expresa en un huésped adecuado para producir un polipéptido que comprende el compuesto
de la invencion. Por tanto, el ADN que codifica para el polipéptido que constituye el compuesto de la invencion
puede usarse segun técnicas conocidas, modificadas de manera apropiada en vista de las ensefianzas contenidas
en el presente documento, para construir un vector de expresién, que entonces se usa para transformar una célula
huésped apropiada para la expresién y produccion del polipéptido de la invencion. Tales técnicas incluyen las dadas
a conocer en las patentes estadounidenses n.%® 4.440.859 expedida el 3 de abril de 1984 a Rutter et al, 4.530.901
expedida el 23 de julio de 1985 a Weissman, 4.582.800 expedida el 15 de abril de 1986 a Crowl, 4.677.063 expedida
el 30 de junio de 1987 a Mark et al, 4.678.751 expedida el 7 de julio de 1987 a Goeddel, 4.704.362 expedida el 3 de
noviembre de 1987 a ltakura et al, 4.710.463 expedida el 1 de diciembre de 1987 a Murray, 4.757.006 expedida el
12 de julio de 1988 a Toole, Jr. et al, 4.766.075 expedida el 23 de agosto de 1988 de Goeddel et al y 4.810.648
expedida el 7 de marzo de 1989 a Stalquer, todas ellas se incorporan en el presente documento como referencia.

El ADN que codifica para el polipéptido que constituye el compuesto de la invencion puede unirse a una amplia
variedad de otras secuencias de ADN para la introduccién en un huésped apropiado. EI ADN acompafante
dependerd de la naturaleza del huésped, la manera de introducir el ADN en el huésped, y si se desea un
mantenimiento episomal o una integracion.

Generalmente, el ADN se inserta en un vector de expresion, tal como un plasmido, en una orientacién apropiada y
marco de lectura correcto para la expresién. Si es necesario, el ADN puede unirse a las secuencias de nucleétidos
de control reguladoras de la transcripcién y traduccion apropiadas reconocidas por el huésped deseado, aunque
tales controles estan disponibles generalmente en el vector de expresion. Por tanto, el inserto de ADN puede estar
operativamente unido a un promotor apropiado. Los promotores bacterianos incluyen los promotores lacly lacZ de
E. coli, los promotores T3 y T7, el promotor gptr, los promotores PR y PL de fago A, el promotor phoA 'y el promotor
trp. Los promotores eucariotas incluyen el promotor temprano inmediato de CMV, el promotor de timidina cinasa de
VHS, los promotores temprano y tardio de SV40 y los promotores de LTR retrovirales. El experto en la técnica
conocera otros promotores adecuados. Los constructos de expresién también contendran de manera deseable sitios
para la iniciacién y terminacién de la transcripcion, y en la region transcrita, un sitio de union al ribosoma para la
traduccion. (Documento WO 98/16643)

Entonces, el vector se introduce en el huésped a través de técnicas habituales. Generalmente, no todos los
huéspedes se transformaran por el vector y por tanto sera necesario seleccionar en busca de células huésped
transformadas. Una técnica de seleccion implica incorporar en el vector de expresién un marcador de secuencia de
ADN, con cualquier elemento de control necesario, que codifica para una caracteristica seleccionable en la célula
transformada. Estos marcadores incluyen dihidrofolato reductasa, resistencia a neomicina o G418 para un cultivo de
células eucariotas, y genes de resistencia a tetraciclina, kanamicina o ampicilina para cultivar en E. coli y otras
bacterias. Alternativamente, el gen para una caracteristica seleccionable de este tipo puede estar en otro vector, que
se usa para cotransformar la célula huésped deseada.

Las células huésped que se han transformado por el ADN recombinante de la invencién se cultivan entonces
durante un tiempo suficiente y en condiciones apropiadas conocidas por los expertos en la técnica en vista de las
ensefanzas dadas a conocer en el presente documento para permitir la expresion del polipéptido, que puede
recuperarse entonces.

El polipéptido puede recuperarse y purificarse de cultivos de células recombinantes mediante métodos bien
conocidos incluyendo precipitacion con sulfato de amonio o etanol, extracciéon &cida, cromatografia de intercambio
anionico o catiénico, cromatografia de fosfocelulosa, cromatografia de interacciéon hidr6foba, cromatografia de
afinidad, cromatografia de hidroxilapatita y cromatografia de lectina. Lo mas preferiblemente, se emplea una
cromatografia de liquidos de alta resolucion (“HPLC”) para la purificacion.

Se conocen muchos sistemas de expresion, incluyendo (pero sin limitarse a) sistemas que emplean: bacterias (por
ejemplo, E. coli y Bacillus subtilis) transformadas con, por ejemplo, bacteriéfago recombinante, vectores de
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expresion de ADN plasmidico o cosmidico; levaduras (por ejemplo, Saccharomyces cerevisiae) transformadas con,
por ejemplo, vectores de expresion de levadura; sistemas de células de insecto transformados con, por ejemplo,
vectores de expresion viricos (por ejemplo, baculovirus); sistemas de células vegetales transfectados con, por
ejemplo vectores de expresion viricos o bacterianos; sistemas de células animales transfectados con, por ejemplo,
vectores de expresion de adenovirus.

Los vectores pueden incluir un replicén procariota, tal como el Col E1 ori, para la propagacion en un procariota,
incluso si el vector va a usarse para la expresion en otros tipos de células no procariotas. Los vectores también
pueden incluir un promotor apropiado tal como un promotor procariota que pueda dirigir la expresién (transcripcion y
traduccion) de los genes en una célula huésped bacteriana, tal como E. coli, transformada con el mismo.

Un promotor es un elemento de control de la expresion formado por una secuencia de ADN que permite la unién de
ARN polimerasa y que se produzca la transcripcién. Se proporcionan normalmente secuencias promotoras
compatibles con huéspedes bacterianos a modo de ejemplo en vectores de plasmido que contienen sitios de
restriccion convenientes para la insercion de un segmento de ADN de la presente invencién.

En un quinto aspecto, se proporciona el uso de un inhibidor biolégico tal como se describe en el primer aspecto de la
invencion en la induccién de muerte celular.

En un sexto aspecto, se proporciona un método de induccion de muerte celular en una o mas células que
comprende exponer una célula que expresa ROR1 a un inhibidor bioldgico tal como se describe en el primer aspecto
de la invencién.

En un séptimo aspecto de la invencidn, se proporciona un inhibidor biolégico tal como se describe en el primer
aspecto de la invencién para su uso en medicina.

En un octavo aspecto de la invencion, se proporciona un inhibidor biolégico tal como se describe en el primer
aspecto de la invencién para su uso en el tratamiento de leucemia linfocitica crénica.

Por “tratamiento” se incluyen los significados de que se reduce el nimero de células cancerosas que caracterizan la
enfermedad que va a tratarse y/o se retrasa y/o previene el crecimiento adicional de células cancerosas y/o se
destruyen células cancerosas.

La leucemia linfocitica crénica puede identificarse usando los criterios expuestos en el ejemplo 1 que se basan en la
clasificacion de la Organizacion Mundial de la Salud de neoplasias de tejidos hematopoyéticos y linfoides.

En un noveno aspecto, se proporciona el uso de un inhibidor biolégico tal como se describe en el primer aspecto de
la invencion en la produccion de un medicamento para tratar leucemia linfocitica crénica, leucemia linfocitica aguda,
leucemia mieloide aguda, linfomas de no Hodgkin, leucemia mieloide crénica, mieloma multiple, carcinoma de
ovario, cancer de prostata, cancer de mama, melanoma, cancer de pulmén, cancer colorrectal, glioblastoma, cancer
de pancreas y cancer hepatocelular.

Los inhibidores biolégicos pueden usarse para producir una composicién farmacéutica (medicamento) que puede
usarse para tratar enfermedades tales como leucemia linfocitica cronica, leucemia linfocitica aguda, leucemia
mieloide aguda, linfomas de no Hodgkin, leucemia mieloide cronica, mieloma mudltiple, carcinoma de ovario, cancer
de prostata, cancer de mama, melanoma, cancer de pulmén, cancer colorrectal, glioblastoma, cancer de pancreas y
cancer hepatocelular.

En un décimo aspecto, se proporciona un método de tratamiento de una enfermedad que comprende la etapa de
administrar a un sujeto un inhibidor bioldgico tal como se describe en el primer aspecto de la invencién, en el que la
enfermedad se selecciona de leucemia linfocitica crénica, leucemia linfocitica aguda, leucemia mieloide aguda,
linfomas de no Hodgkin, leucemia mieloide crénica, mieloma mudltiple, carcinoma de ovario, cancer de préstata,
cancer de mama, melanoma, cancer de pulmén, cancer colorrectal, glioblastoma, cancer de pancreas y cancer
hepatocelular.

El término “sujeto” significa todos los animales incluyendo humanos. Los ejemplos de sujetos incluyen humanos,
vacas, perros, gatos, cabras, ovejas y cerdos. El término “paciente” significa un sujeto que tiene un trastorno que
necesita tratamiento.

La enfermedad que va a tratarse puede ser progresiva, es decir, que la enfermedad empeora a lo largo del tiempo
(es decir, no es estable o no mejora). En el caso de LLC, se considera que los pacientes tienen enfermedad
progresiva si se cumplen los siguientes criterios: progresion durante los 3 meses precedentes de anemia relacionada
con la enfermedad (hemoglobina <100 g/l), trombocitopenia (<100 x 109/I) y/0 un aumento del tamano de
bazo/higado/ganglios linfaticos y/o aumento de mas de dos veces del recuento de linfocitos en sangre, si no los
pacientes se consideraron no progresivos.
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En un décimo primer aspecto de la invencion, se proporciona una composicién farmacéutica que comprende un
inhibidor biolégico tal como se describe en el primer aspecto de la invencién y un excipiente, diluyente o portador
farmacéuticamente aceptable.

Los ejemplos describen algunos métodos de produccién de formulaciones farmacéuticas, sin embargo, el experto
observara que la formulacién mas apropiada dependera de varios factores incluyendo la via de administracion, el
tipo de paciente (por ejemplo edad, peso/tamario del paciente).

Preferiblemente la composicion farmacéutica induce muerte celular en una célula que expresa ROR1.

En un décimo segundo aspecto de la invencién, se proporciona un kit de partes que comprende:

(i)

(i)
(i)

un inhibidor biolégico tal como se describe en el primer aspecto de la invencién o una composicion
farmacéutica del mismo;

aparato para administrar el anticuerpo, ARNip o composicion farmacéutica; e

instrucciones para su uso.

Las realizaciones se describen en los siguientes parrafos numerados.

1.

2.

10.

11.

12.

13.

Un inhibidor biolégico de ROR1.

Un inhibidor biolégico tal como se describe en el parrafo 1, en el que el inhibidor se une especificamente a o
bien un dominio extracelular de ROR1, un dominio intracelular de ROR1 o bien a una secuencia de nucleétidos
que codifica para ROR1.

Un inhibidor bioldgico tal como se describe en el parrafo 1 6 2, en el que el inhibidor se selecciona de un
anticuerpo, molécula de acido nucleico de interferencia o un receptor soluble.

Un inhibidor biolégico tal como se describe en el parrafo 3, en el que el anticuerpo es un anticuerpo completo o
un fragmento del mismo.

Un inhibidor bioldgico tal como se describe en cualquier parrafo anterior, en el que en el caso de la unién
especifica a ROR1 o la secuencia de nucledtidos que codifica para ROR1, el inhibidor biolégico induce muerte
celular en una célula que expresa ROR1.

Un inhibidor bioldégico tal como se describe en cualquiera de los parrafos 1 a 4, en el que el dominio
extracelular al que se une el inhibidor bioldgico tiene la secuencia de aminoacidos WNISSELNKDSILTL.

Un inhibidor bioldgico tal como se describe en cualquiera de los parrafos 1 a 4, en el que el dominio intracelular
al que se une el inhibidor bioldgico tiene la secuencia de aminoacidos NKSQKPYKIDSKQAS.

Un inhibidor biolégico tal como se describe en cualquiera de los parrafos 1 a 5, en el que la molécula de acido
nucleico de interferencia es una molécula de ARN de interferencia tal como un ARNip, un ARN antisentido o un
ARNDcC.

Un inhibidor bioldgico tal como se describe en cualquiera de los parrafos 1 a 5 y 8, en el que la molécula
nucleica de interferencia es complementaria a la secuencia de nucleétidos que codifica para ROR1 o
fragmentos o variantes de la misma.

Un inhibidor biolégico tal como se describe en el parrafo 9, en el que el &cido nucleico de interferencia es un
polinucleétido antisentido que puede hibridarse con la secuencia de nucleétidos que codifica para ROR1 o
fragmentos o variantes de la misma.

Un inhibidor biolégico tal como se describe en el parrafo 9 6 10, en el que el acido nucleico de interferencia es
complementario a o bien una secuencia de nucleétidos que codifica para un dominio extracelular de ROR1 o
bien una secuencia de nucleétidos que codifica para un dominio intracelular de ROR1.

Un inhibidor biol6gico tal como se describe en cualquiera de los parrafos 5 a 7, en el que el &cido nucleico de
interferencia es un ARNip que tiene una secuencia seleccionada de AAUGAACCAAAGAAUAACAUC,
AAAAAUCUAUAAAGGCCAUCU o AACAUGUCAAUUCCAAAUCAU.

Una secuencia de nucleotidos que codifica para un inhibidor biolégico tal como se describe en cualquier parrafo
anterior.
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Un vector de expresién que contiene una secuencia de nucleétidos tal como se describe en el parrafo 13.

Una célula huésped que comprende una secuencia de nucleétidos o vector de expresion tal como se describe
en los parrafos 13 6 14.

Uso de un inhibidor biolégico tal como se define en los parrafos 1 a 12 en la inducciéon de muerte celular de una
célula.

Un método de induccion de muerte celular en una o mas células que comprende exponer una célula que
expresa ROR1 a un inhibidor bioldgico tal como se define en los parrafos 1 a 12.

Un inhibidor biolégico tal como se define en los parrafos 1 a 12, para su uso en medicina.

Un inhibidor biolégico tal como se define en los parrafos 1 a 12, para su uso en el tratamiento de una
enfermedad seleccionada de leucemia linfocitica crénica, leucemia linfocitica aguda, leucemia mieloide aguda,
linfomas de no Hodgkin, leucemia mieloide crénica, mieloma mudltiple, carcinoma de ovario, cancer de prdstata,
cancer de mama, melanoma, cancer de pulmén, cancer colorrectal, glioblastoma, cancer de pancreas y cancer
hepatocelular.

Uso de un inhibidor biolégico tal como se define en los parrafos 1 a 12, en la produccién de un medicamento
para tratar una enfermedad seleccionada de leucemia linfocitica crénica, leucemia linfocitica aguda, leucemia
mieloide aguda, linfomas de no Hodgkin, leucemia mieloide crénica, mieloma multiple, carcinoma de ovario,
cancer de prostata, cancer de mama, melanoma, cancer de pulmén, cancer colorrectal, glioblastoma, cancer de
pancreas y cancer hepatocelular.

Un método de tratamiento de una enfermedad que comprende la etapa de administrar a un sujeto un inhibidor
bioldgico tal como se reivindica en los parrafos 1 a 12, en el que la enfermedad se selecciona de leucemia
linfocitica crénica, leucemia linfocitica aguda, leucemia mieloide aguda, linfomas de no Hodgkin, leucemia
mieloide crénica, mieloma mdltiple, carcinoma de ovario, cancer de préstata, cancer de mama, melanoma,
cancer de pulmon, cancer colorrectal, glioblastoma, cancer de pancreas y cancer hepatocelular.

Un inhibidor biolégico, uso o método tal como se reivindica en los parrafos 19 a 21, en el que la enfermedad es
progresiva.

Un inhibidor biolégico, uso o método tal como se reivindica en los parrafos 19 a 22, en el que la enfermedad es
leucemia linfocitica crénica.

Una composicion farmacéutica que comprende un inhibidor biolégico tal como se define en los parrafos 1 a 12
y un excipiente, diluyente o portador farmacéuticamente aceptable.

Una composicion farmacéutica segun la reivindicacion 18, que induce muerte celular en una célula que expresa
ROR1.

Un kit de partes que comprende:

(i)  un inhibidor bioldgico tal como se reivindica en los parrafos 1 a 12 o una composicion farmacéutica tal
como se reivindica en los parrafos 24 ¢ 25;

(i) aparato para administrar el inhibidor biolégico o composicion farmacéutica; e
(iii) instrucciones para su uso.

Un inhibidor bioldgico sustancialmente tal como se describe en el presente documento con referencia a los
ejemplos y las figuras.

Un uso de un inhibidor biolégico sustancialmente tal como se describe en el presente documento con
referencia a los ejemplos y las figuras.

Un método que usa un inhibidor biolégico sustancialmente tal como se describe en el presente documento con
referencia a los ejemplos y las figuras.

Una composicién farmacéutica sustancialmente tal como se describe en el presente documento con referencia
a los ejemplos y las figuras.

Un kit de partes sustancialmente tal como se describe en el presente documento con referencia a los ejemplos
y las figuras.
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Ejemplos

Los siguientes ejemplos representan diversos aspectos de la invencidon. Se apreciara que los anticuerpos y/o
antigenos especificos usados en los ejemplos sirven para ilustrar los principios de la invencion y no pretenden limitar
su alcance.

Los siguientes ejemplos se describen con referencia a las figuras acompanantes en las que:

Figura 1 - presentacion esquematica del gen ROR1 y la proteina Ror1.

El gen ROR1 humano tiene una region codificante de 2814 pb que predice una secuencia de 937 aminodcidos y
tamafo de proteina de 105 kDa incluyendo un dominio de tipo Ig, dominio rico en cisteina, dominio Kringle, dominio
tirosina cinasa y dominio rico en prolina.

Se indican las  posiciones de sitios de reconocimiento de  anticuerpo de  N-Rori-lg
(RSTIYGSRLRIRNLDTTDTGYFQ), N-Ror1-CRD (YMESLHMQGEIENQI), N-Ror1-KNG
(CQPWNSQYPHTHTFTALRFP), C-Ror1-17, C-Ror1-904 (NKSQKPYKIDSKQAS) (Y) asi como los dominios de
proteina: dominio de tipo inmunoglobulina (lg), dominio rico en cisteina (CRD), dominio Kringle (Kr), dominio
transmembrana (TM), dominio tirosina cinasa (TK), dominio rico en serina y treonina (S/T) y dominio rico en prolina

(P).

Figura 2 - Mapa del cromosoma humano 1 indicando parte de los genes sobreexpresados en B-LLC.

Figura 3 - Expresién génica de ROR1 (RT-PCR) en células de LLC frente a donante de control

Control positivo = producto de PCR clonado en vector pPGEM-T Easy
Control negativo = mezcla de reaccion sin molde

Figura 4 - Expresién génica de ROR1: se requiere PMA/ionomicina para inducir la expresion en linfocitos normales

Un ejemplo representativo de expresién de Ror1 en linfocitos B y T normales activados (PMA/ionomicina), células B
de amigdala y células de LLC leucémicas después de 48 h de cultivo. La expresiéon se determindé mediante PCR
cuantitativa en tiempo real. El incremento en veces se relacion6 en el nivel observado a tiempo cero. Las células de
LLC y células B de amigdala, que expresan constitutivamente ARNm de Ror1 no pudieron activarse adicionalmente,
mientras que la sefial de activacién fuerte indujo la expresién génica de Ror1 en células By T normales.

* = células de LLC y células B de amigdala expresaron constitutivamente ROR1 y no pudieron activarse
adicionalmente

Figura 5 - Expresién de proteina Ror1 en células de LLC y controles sanos (inmunotransferencia de tipo Western)

Los tres anticuerpos mostraron una banda a 105 kD. C-Ror1-904 también detectd una variante estimada de 130 kDA
de Ror1. Las inmunotransferencias se separaron y se tifieron con un anticuerpo frente a beta-actina para mostrar la
integridad de las muestras cargadas.

Figura 6 - Intensidad de tincidon de superficie celular para Ror1 en comparacién con CD19 en dos pacientes con LLC
y un donante sano

Muestra la tincion de superficie celular para Ror1 (M-Ror1¢om) y CD19 de células leucémicas de pacientes con LLC
progresiva y no progresiva asi como PBMC de un donante sano.

Figura 7 - Control de especificidad de los anticuerpos policlonales.

Panel superior: Analisis de inmunotransferencia de tipo Western usando un anticuerpo policlonal anti-Ror1
disponible comercialmente (N-Ror1.m). Ambos anticuerpos reaccionan con la misma banda de 37 kDA. La parte
extracelular recombinante de la proteina Ror1 se expresé en E. coli y el sobrenadante se concentré 30X.

Panel inferior: Inmunotransferencia de tipo Western usando una proteina Ror1 recombinante disponible
comercialmente diluida en serie que representa una region citoplasmica y estudiada con sonda con el anticuerpo
policlonal de conejo c-Ror1-904. [El anticuerpo Ror-c-1-904 no reaccioné con la parte extracelular recombinante de
la proteina Ror1 (datos no mostrados)].

Figura 8 - Proteina Ror1 no se fosforila en la célula B normal activada
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La activacion mediante PMA/ionomicina de células B normales indujo la expresion de la proteina Ror1 que no esta
fosforilada.

Panel A = Inmunotransferencia de lisados celulares de células B periféricas normales purificadas activadas con
PMA/ionomicina y sometidas a prueba con AcM anti-Ror1

Panel B = Inmunoprecipitacion (usando AcM anti-Ror1) de células B sanguineas normales purificadas activadas con
PMA/ionomicina, tratadas sin (-) o con (+) pervanadato (control pos, para inducir la fosforilacion), tefidas con
anticuerpo monoclonal PY99 y sometidas a prueba de nuevo con N-ROr1.

Las células B activadas con PMA/ionomicina no mostraron ninguna autofosforilacion.

Figura 9 - La proteina Ror1 se fosforila constitutivamente en células de LLC.

Un experimento representativo de un paciente con LLC. Inmunotransferencia realizada para fosforilacion proteica
usando un anticuerpo monoclonal frente a fosfotirosina (PY99). Los lisados celulares se sometieron a
inmunoprecipitacién con un anticuerpo monoclonal anti-Ror1. El anticuerpo PY99 se us6 para estudiar con sonda la
fosforilacion con separacion posterior y estudio con sonda de nuevo con el anticuerpo policlonal N-Ror1.

Figura 10 - Anticuerpos monoclonales anti-Ror1 indujeron apoptosis (anexina-V/PI) de células de LLC (paciente con

LLC n.2 1)

Los anticuerpos monoclonales anti-Ror1 contra el dominio externo del receptor Ror1 inducen apoptosis de células de
LLC. El patron de apoptosis varia entre pacientes.

CRD = dominio rico en cisteina, KNG = dominio Kringle; I|g = dominio de tipo inmunoglobulina

Figura 11 - Anticuerpos monoclonales anti-Ror1 indujeron apoptosis (anexina-V/PI) de células de LLC (paciente con

LLC n.2 2)

Los anticuerpos monoclonales anti Ror1 contra el dominio externo del receptor Ror1 inducen apoptosis de células de
LLC. El patrén de apoptosis variaba entre pacientes.

CRD = dominio rico en cisteina, KNG = dominio Kringle; I|g = dominio de tipo inmunoglobulina

Figura 12 - El anticuerpo lgG anti-Ror1 indujo citotoxicidad en ADCC de células de LLC.

ADCC (18 h) usando AcM anti-Ror1 y linea celular EHEB LLC como PBMC de donante objetivo y normal sano como
células efectoras

ADCC (18 h) usando AcM anti-Ror1 y células de LLC como objetivo y células NK singénicas como células efectoras.
Se usan resultados de tres pacientes diferentes

Figura 13 - El anticuerpo 1gG anti Ror1 induce muerte celular de lineas celulares tumorales que se originaron a partir
de céncer de pulmén (A549) y cancer de préstata (DU145)

El tratamiento de tanto la linea celular de cancer de pulmoéon A549, como de la linea celular de cancer de préstata
DU145 con el anticuerpo KNG y anticuerpo de reticulacion induce muerte celular significativa en comparacién con
anticuerpo de control.

Figura 14 - El tratamiento in vivo con anticuerpos IgG anti-Ror1 agota las células de LLC primarias injertadas en
ratones SCID

Se injertaron PBMC de un paciente con LLC gravemente afectado en ratones SCID. El tratamiento con AcM anti-
ROR agot6 totalmente las células humanas del peritoneo de los ratones.

Figura 15 - Requlacion por disminucién mediante ARNip de ARNm de Ror1 medido mediante RT-PCR en LLC

Regulacién por disminucién mediada por ARNip de ARNm de Ror1 tal como se mide mediante PCR cuantitativa a
tiempo real en células de LLC.

Figura 16 - Silenciamiento por ARNip de la apoptosis inducida por Ror1 de células de LLC

El silenciamiento de Ror1 mediado por ARNip dio como resultado apoptosis especifica de células de LLC.
Resultados de tres pacientes diferentes (se usaron tres constructos de ARNip diferentes).
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Figura 17 - Secuencias de V| y V4 para anticuerpo 1924 anti-Ror1 (clon 2A4)

Figura 18 - Secuencias de V| y V4 para anticuerpo CRD16 anti-Ror1 (clon 1C11)

Figura 19 - Secuencias de V| y V4 para KNG20 anti-Ror1 (clon 4C10)

Figura 20 - PBMC de superficie celular de PBMC de donante sano

Se llevo a cabo usando seis anticuerpos anti-ROR1, 2A4, 1C11, 4A7, 3B8, 1D8 y 4C10.

Figura 21 - Tincién de superficie celular de linfocitos de LLC

Se llevo a cabo usando seis anticuerpos anti-ROR1, 2A4, 1C11, 4A7, 3B8, 1D8 y 4C10.

Figura 22 - Comparaciéon de frecuencia de células tefidas con anticuerpos anti-ROR1 para pacientes con LLC y
donantes sanos

Figura 23 - Comparacion de frecuencia de células tehidas con anticuerpos anti-ROR1 para enfermedad de LLC
progresiva y no progresiva

Figura 24 - Anticuerpos monoclonales anti-Ror1 indujeron apoptosis (anexina-V/PI) de células de LLC

Comparacién de seis anticuerpos anti-ROR1, 2A4, 1C11, 4A7, 3B8, 1D8 y 4C10

Figura 25 - Escisién de PARP en células de LLC

Gel que muestra PARP escindido en respuesta a anticuerpos anti-ROR1 en comparacion con rituximab, anticuerpo
murino y sin controles de anticuerpo.

Ejemplo 1-Generacién de anticuerpos especificos de Ror1

Generacion de anticuerpos anti-Ror1

Se generaron anticuerpos monoclonales de raton frente a cuatro péptidos sintéticos representados en la tabla 1. Se
adquirieron péptidos de calidad inmunoldgica de Thermo Electron Corporation (GmbH, Ulm, Alemania). Se usaron
péptidos conjugados con hemocianina de lapa californiana (KLH) para generar anticuerpos monoclonales (AcM) de
ratén segun el protocolo convencional con modificaciones menores (Kohler y Milstein C, (1975) Nature 256 pags.
495-7).

Se determind la especificidad de los anticuerpos monoclonales generados mediante ensayo ELISA usando péptidos
y proteinas irrelevantes asi como la linea celular COS-7 transfectada con el gen de Ror1.

Tabla 1. Péptidos de Ror1 usados para la generacion de anticuerpos monoclonales

Péptido Secuencia Ubicacién Clase de AcM producido
Ig24 RSTIYGSRLRIRNLDTTDTGYFQ | 108-130 IgM

CRD16 YMESLHMQGEIENQI 188-202 IgM, 1gG1

KNG20 CQPWNSQYPHTHTFTALRFP 334-353 IgM, 1gG1

Preparacion de péptidos inmunogénicos

Se prepar6é un péptido y KLH (Sigma) mezclando 1 mg de péptido con 5 mg de KLH en 1,03 ml de agua
desionizada, después de eso, se afnadieron 400 pl de PBS a la disolucion de KLH y péptido. Tras 2 min de
mezclado, se afadieron 1,2 ul de glutaraldehido al 25%. Se agit6 la mezcla durante 1 h a temperatura ambiente. Se
almaceno el péptido conjugado a -20°C para su uso posterior. Se realizd el mismo procedimiento para la conjugacion
de péptido con BSA.

Para comprobar la eficacia de conjugacion, se mezclaron 10 pl de cada péptido-KLH y péptido-BSA con 5 pl de
tampon de muestra y se sometieron a ebullicién durante 2-5 min y se enfriaron en hielo. Se realiz6 la electroforesis
usando gel de SDS-PAGE al 10% con un instrumento de electroforesis mini-PROTEAN (Bio-Rad) de 100 mA
durante 1 hora. Se tifié el gel con azul de Coomassie R-250 (Sigma). El cambio en el desplazamiento de movilidad
de KLH y BSA conjugado y no conjugado representa la eficacia de conjugacion.

Protocolo de inmunizacion
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Se usaron cuatro ratones BALB/c para cada inmunizacion con péptido. Se inmunizé cada ratéon 5 veces con un
intervalo de dos semanas. Se realizé la primera inmunizacion con 100 ug de conjugado de péptido mezclado a una
razén 1:1 con adyuvante completo de Freund inyectado de manera intraperitoneal en un volumen que no supera
100 pl. Para las inmunizaciones posteriores, se mezclaron 50 pug de péptido-KLH con adyuvante incompleto de
Freund.

Una semana antes de la dltima inmunizacién, se recogié sangre mediante una incision vertical de la cola. Se preparé
suero y se comprobaron anticuerpos especificos usando ELISA. Tres dias antes de la fusién celular, se inyectaron
por via intravenosa 20 ug de KLH-péptido sin ningln adyuvante.

ELISA de suero

Se recubrié cada pocillo con 20 pg/ml del péptido de inmunizacion en PBS. Se incubaron las placas de ELISA a
37°C durante una hora y después de eso durante la noche at 4°C. El siguiente dia se lavaron las placas 3 veces con
tampon PBS/Tween durante 5 min, se bloquearon con BSA al 2,5% a 37°C durante 1,5 h y después de eso se
lavaron de nuevo x3 con tampén PBS/Tween.

Se diluy6 el suero en serie con PBS (1:100, 1:250, 1:500, 1:1000, 1:2000). Se anadié un volumen total de 100 ul a
cada pocillo y se incubd a 37°C durante 1,5 h, tras lo cual se lavaron las placas. Como anticuerpo secundario se
usaron 100 pl de anticuerpo de conejo anti-Ig de ratdén conjugado HRP diluido 1:1000. Tras lavar se afiadieron 100 pl
de sustrato de tetrametilbencidina (TMB) a cada pocillo y se incubaron las placas a temperatura ambiente en un
lugar oscuro. Tras 15 min se detuvo la reaccién anadiendo 30 pl de disolucién de parada (acido sulfarico 0,16 M) a
cada pocillo. Se midi6 la densidad éptica (DO) a 450 nm usando un lector de ELISA. Los ratones con una respuesta
de anticuerpos adecuada estaban listos para la fusion y generacion de hibridomas.

Produccién de hibridomas

Se us6 la linea celular SP2/0 de mieloma de raton para generar el hibridoma. Se cultivaron células en RPMI
(GIBCO) y FBS al 10% hasta alcanzar >70% de confluencia.

Un dia antes de la fusion celular, se aislaron macrofagos peritoneales BALB/C murinos mediante lavado peritoneal
de 5 ml de RPMI. El fluido peritoneal aislado se lavd dos veces con RPMI. Se incubaron las células en RPMI y FBS
al 20% durante 24-48 h a 37 C con el 5% de CO,. Se retiraron los bazos del raton inmunizado en condiciones
estériles. Para adquirir una Unica suspensién celular, se inyectaron 10 ml de RPMI en el bazo desde diferentes
angulos. Se lavaron las células recogidas con RPMI durante 10 min y se centrifugaron a 1000 rpm.

Se seleccioné un tubo Falcon estéril de 50 ml y se mezclaron células SP2/0 con las células del bazo a una razén de
1:10 (1 célula SP2/0 y 10 células de bazo). Se lavé la mezcla dos veces en RPMI. Se afnadieron 800 ul de PEG 1500
al 50% (Sigma) precalentado (37°C) al sedimento celular lentamente mezclando al mismo tiempo. Inmediatamente
tras anadir PEG, se afadieron 20 ml de RPMI precalentado. Se lavaron las células dos veces a 500 rpm. Se afnadié
medio HAT selectivo al sedimento (2x106 células/ml) y se sembraron las células en una placa de 96 pocillos. Se
incubaron las células a 37°C con el 5% de CO. y se hicieron crecer y se examind diariamente la formacion de
colonias. Aparecieron colonias tras 5-10 dias. Una vez que el diametro de la colonia alcanzé 1 mm, se determind la
presencia de anticuerpo contra el péptido inmunizado mediante ELISA. Tras dos semanas de incubacion se
recogieron 100 ul de sobrenadante de cada pocillo y se realizd el ensayo ELISA usando péptido solo, KLH-péptido,
BSA-péptido y KLH s6lo como antigeno de recubrimiento.

Purificacion de anticuerpos

Se purificaron los anticuerpos monoclonales mediante cromatografia de afinidad basandose en sus isotipos. Para las
subclases de IgG se usé una columna de proteina G Hi-Trap (Pharmacia Biotech). En resumen, se cultivaron los
hibridomas en RPMI con FBS al 10% y se recogieron los sobrenadantes cada 36 h. Se esterilizaron por filtracion los
sobrenadantes (45 nm) y se ajust6é el pH a 7,5 afiadiendo 10x tampdn PBS antes de cargar en la columna de
proteina G.

Se realizé la elucion usando glicina 0,1 mol/l pH: 2,7. Se ajusto6 el pH del anticuerpo eluido a 7,0 con tampén Tris 1
mol/l pH: 9,0. Se dializ6 el anticuerpo eluido con PBS pH: 7,5. El método para la purificacion de anticuerpos de IgM
era el mismo que para anticuerpos de IgG excepto porque la columna de afinidad era una Sepharose 4B-anticuerpo
de conejo anti-IgM de ratén.

Las secuencias para los tres anticuerpos monoclonales generados se encuentran en las figuras 17 a 19. Las
secuencias de V| y Vy del anticuerpo Anti-Ror1 1g24 (clon 2A4) se encuentran en la figura 17. Las secuencias de Vi
y Vu del anticuerpo Anti-Ror1 CRD16 (clon 1C11) se encuentran en la figura 19. Las secuencias de V. y Vy del
anticuerpo Anti-Ror1 KNG20 (clon 4C10) se encuentran en la figura 19.
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Ejemplo 2- Aislamiento de células

Pacientes

Se aplico la Clasificacién de Neoplasias de los Tejidos Linfoide y Hematopoyético de la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS) (Harris NL et al., Histopathology 2000; 36:69-86). El diagnostico de LLC (n=100) se basé en
inmunofenotipado (CD5+/CD19+/CD23+/IgM+) y la presencia de >5,0x10° linfocitos por | en sangre periférica.

Se consider6 que los pacientes con LLC tenian enfermedad progresiva segun una modificacion de los criterios del
comité del NCI National Cancer Institute (Sponsored working group guidelines for chronic lymphocytic leukaemia:
revised guidelines for diagnoses and treatment. Cheson B et al, Blood 87, 4990-4997, 1996), si habia una progresion
durante los 3 meses anteriores en la anemia relacionada con la enfermedad (hemoglobina <10,0 g/dl),
trombocitopenia (<100x 10%1) y/o un aumento en el tamafo de bazo/higado/ganglios linfaticos y/o un aumento de
mas de dos veces en el recuento de linfocitos sanguineos. Cuando no se cumplian estos criterios, se consideré que
los pacientes tenian enfermedad no progresiva.

Se recogié médula 6sea o sangre periférica con citrato o heparinizada de pacientes con LLC y también se exirajo
sangre de donantes sanos normales (n=10). Se recogieron todas las muestras con el consentimiento informado y la
aprobacién del comité ético local.

Aislamiento de células mononucleares, granulocitos, linfocitos B y T de la sangre

Se aislaron células mononucleares de sangre periférica (PBMC) y células mononucleares de médula 6sea (BMMC)
usando centrifugacion en gradiente de densidad de Ficoll-Hipague (GE Healthcare, Uppsala, Suecia) tal como se
describié previamente (Rezvany MR et al., Br J Haematol 2000; 111:608-17).

Se recuperaron granulocitos de la parte superior de la capa de eritrocitos tras la centrifugaciéon en gradiente de
densidad de Ficoll-Hipaque. Se lisaron los eritrocitos mediante hipoosmosis en agua fria. Mas del 98% de las células
nucleadas eran granulocitos tal como se evalué mediante inmunocitologia (datos no mostrados).

Se cort6 tejido de amigdala y se hizo pasar a través de una rejilla de metal y se prepard una suspension de células
mononucleares de amigdala mediante centrifugacion en gradiente de densidad de Ficoll-Hipaque (Rezvany MR et
al., Br J Haematol 2000; 111:608-17).

Se purificaron linfocitos T y B a partir de PBMC mediante seleccion negativa usando perlas MACS (Miltenyi Biotec
GmbH, Bergisch Gladbach, Alemania) segun las instrucciones del fabricante.

También se enriquecieron células B leucémicas y células mononucleares de amigdala usando purificacién con lana
de nailon (Rezvany MR et al., Br J Haematol 2000; 111:608-17). Se analiz6 la pureza de las células mononucleares
aisladas mediante inmunofluorescencia directa usando anticuerpos monoclonales (AcM) conjugados contra CD3,
CD19y CD14 (BD Biosciences, San Jose, CA, EE.UU.) y citometria de flujo (FACSCalibur BD Biosciences).

Resultados

Las PBMC de todos los pacientes con LLC (n = 100) asi como las BMMC (n = 2) expresaban RORT al nivel del
ARNm. ROR1 se expresaba débilmente también en células B de amigdala normales (2/2) pero no en PBMC de
donantes sanos (0/10), células B normales aisladas (0/6) y células T (0/3) o granulocitos sanguineos enriquecidos
(0/10) (tabla 2).

Tabla 2. Expresion del gen ROR1 (RT-PCR) en pacientes con LLC y donantes de control sanos

Fuente de células casos positivos/total analizados
LLC

PMBC 100/100

BMMC 2/2

Donantes sanos

PBMC 0/10

Células T* 0/3

Células B* 0/6

Células B de amigdala* 2/2

Granulocitos™™* 0/10

*Pureza > 90%
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** Pureza > 98%
PBMC = células mononucleares de sangre periférica, BMMC = células mononucleares de médula ésea

Ejemplo 3 - Amplificaciéon por RT-PCR

Amplificacion por RT-PCR y RT-QPCR de ROR1

Se realiz6 la amplificacion por RT-PCR usando cebadores especificos de ROR1 (tabla 3). El perfil de amplificacién
incluia 5 min de desnaturalizacion a 95°C seguido por 35 ciclos de 94°C, 60°C y 72°C durante 30 s cada uno,
usando ADN polimerasa AmpliTaq Gold (Applied Biosystems, Foster City, CA, EE.UU.).

Se realiz6 PCR cuantitativa en tiempo real (RT-QPCR) tal como se describié previamente (Mikaelsson E et al., Blood
2005; 105:4828-35). El perfil de amplificacion incluia 5 min de desnaturalizacion a 95°C seguido por 35 ciclos de 94,
60 y 72°C durante 30 s cada uno usando ADN polimerasa AmpliTaq Gold (Appl. Biosystems, Foster City, CA,
EE.UU.). Para detalles adicionales véase Mikaelsson et al, Blood 105, 4828, 2005.

15

Tabla 3. Cebadores y sondas usados en amplificaciones y cuantificaciones por PCR de ROR1

Tamarnio de
Diana Cebador (5—3)) Posicion amplicon Referencia
(pb)
t-Rort S: CCAAAGGACCTTCTGCAGTGGAA (P10) 687-709 450 (10)
(truncado)
AS: TCTCATTCCAGCACTCTGTCATGAGG (P9) LY
ROR1 (RT- _ ] g.b.
POR) S: CTGCTGCCCAAGAAACAGAG (P1) 455-474 545 MR
AS: CATAGTGAAGGCAGCTGTGATCT (P2) 977-999
B-actina (RT- g.b.
boR) S:ATTAAGGAGAAGCTGTGCTACGTC 707-730 215 NM_00110
1
AS: ATGATGGAGTTGAAGGTAGTTTCG 898-921
ROR1 (RT- _ 1771- g.b.
aPoR) S: AMAGAGCTACCTCTTTCTGCTGTACG (P3) AN 175 D
AS: CTTCTTGTTGAAATTCCGTCCATTG (P4) 11%3115'
Sonda: QGATGCTCAGCTGGTTGCTATCAAGAGC S (o0%
B-actina (RT- 9.0.
Roam, S:CGACAGGATGCAGAAGGAGA 929-948 161 NM_00110
1
: 1070-
AS:CGTCATACTCCTGCTTGCTG U
Sonda: QAAGATCAAGATCATTGCTCCTCCTGAG 9 975-1001
ROR1 (RT- _ g.b.
PoR) S: ATGAATAACATCACCACGTCTCTGGGCC (P5)  565-592 1005 -
(Dominio AS: CTCCTTGGAATCCTTTGAATCGCA (P6) 1546-
extracelular) 1569
ROR1 (RT- _ 1642- g.b.
POR) S: TTCTTCATTTGCGTCTGTCG (P7) o 1116 MR
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(Dominio . 2738-
cinasa) AS: CTGGCTCGGGAACATGTAAT (P8) 2757

S = sentido, AS = antisentido, Q = Azul-6-FAM, 9 = TAMRA, P1-P8 = numero de cebador como en la figura 1, g.b.
= Genebank

Resultados
En la figura 3 se muestran experimentos de RT-PCR representativos de donantes sanos y pacientes con LLC.

Ejemplo 4 - Secuenciacién

Secuenciacion de retransposiciones V(D)J de inmunoglobulina clonales y ROR1

Se realiz6 la amplificacién de las retransposiciones V(D)J de inmunoglobulina mediante PCR usando ADNc de
PBMC, cebadores de familia VH consenso como cebadores sentido y cebador de cadena p constante como
cebadores antisentido. EI método se ha descrito en detalle previamente (Kokhaei P et al., Exp Hematol 2007;
35:297-304; Willems P, et al., Belgium-Dutch Hematology-Oncology Group. Blood 2000; 96:63-70). La amplificacion
incluia 5 min de desnaturalizacién a 95°C seguido por 40 ciclos a 94°C durante 30 s, 60°C durante 30 s y 72°C
durante 30 s usando ADN polimerasa Ampli Taq Gold. Se usaron cebadores especificos de la familia génica CH
(véase Kokhaei et al, Exp Hematol 2007, 35, 297).

Se amplificaron por separado mediante RT-PCR dominios tanto extracelulares como intracelulares del gen ROR1
gene. El perfil de amplificacién incluia 5 min de desnaturalizaciéon a 95°C seguido por 35 ciclos a 94, 60 y 72°C
durante 30 s cada uno usando ADN polimerasa Ampli Taq gold (Mikaelsson et al, Blood 2005, 105, 4828) usando
ADNc de pacientes con LLC y se clond en el vector pGEMT (Promega, Madison, WI, EE.UU.) y se secuencié.
Dominio extracelular. Sentido: ATGAATAACATCACCACGTCTCTGGGCC; antisentido:
CTCCTTGGAATCCTTTGAATCGCA. Dominio intracelular, sentido: TTCTTCATTTGCGTCTGTCG; antisentido:
CTGGCTCGGGAACATGTAAT. Se compararon visualmente las secuencias con el gen RORT1 (ID de Ensembl;
ENSG00000185483).

Secuenciacion del gen ROR1

Se alisaron PBMC de pacientes con LLC, se prepar6 ARN total y se sintetiz6 ADNc tal como se describid
anteriormente. Se disefiaron cebadores especificos de ROR1 para amplificar t-Ror1 truncado (cebadores P9y P10),
los dominios extracelulares incluyendo Ig, CRD y dominios Kringle (cebadores P5 y P6), asi como el dominio cinasa
(cebadores P7 y P8). Se clonaron los productos de PCR en el vector pGEM-T Easy (Promega) y se sometieron a
secuenciaciéon usando cebadores de T7, Sp6 y especificos de gen (tabla 3).

Resultados

Se analiz6 el andlisis de mutacion de dominios cinasa extracelulares y citoplasmaticos del gen ROR7 en 10
pacientes con LLC y no mostraron aberraciones gendémicas importantes. Sélo se encontraron unas pocas
mutaciones puntuales (mutaciones silenciosas) (datos no mostrados). La amplificacion por PCR para detectar un
ROR1 truncado (t-Ror1) usando los cebadores P9 y P10 no dio lugar a ningin amplicon (datos no mostrados)
Secuencia Ror. truncado, sentido: CCAAAGGACCTTCTGCAGTGGAA; antisentido:
TCTCATTCCAGCACTCTGTCATGAGG.

Ejemplo 5 - Expresién de ROR1

Activacion de linfocitos B y T de donantes sanos y células B-LLC

Se cultivaron células de LLC, células T y B aisladas normales, asi como células B de amigdala en placas de cultivo
de 6 pocillos (4x106 células/pocillo) en 2 ml de medio DMEM (Invitrogen, Carlsbad, CA, EE.UU.) complementado con
suero AB humano al 10%, penicilina 100 U/ml, estreptomicina 100 pg/ml y L-glutamina 2 mM durante 48 horas a
37°C en aire humidificado con el 5% de CO; y se estimularon con PMA 25 ng/ml + ionomicina 1 ug/ml (Sigma, St.
Louis, MO, EE.UU.).

Tras 48 horas de cultivo se recogieron las células, se aislo el ARN y se preparé ADNc. Se analiz6 la expresion de
ROR1 mediante PCR cuantitativa en tiempo real (RT-QPCR) usando cebadores y condiciones descritos
anteriormente. Se us6 la expresién de B-actina como control endégeno para cuantificar la expresion de ROR1.

Produccion de anticuerpos anti-Ror1 y pruebas de especificidad

Se produjeron anticuerpos policlonales de conejo anti-Ror1 humano a partir de NKSQKPYKIDSKQAS aa 904-918 de
Ror1 humano (designado anticuerpo C-Ror1-904).
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Se produjeron anticuerpos policlonales segun un método modificado de Hay H (J Clin Lab Immunol 1989; 29:151-5).
Se les inyectaron a conejos de menos de 6 meses de edad por via i.m. (intramuscular) 125 ug de KLH-péptido
emulsionado en adyuvante completo de Freund (Sigma. St. Louis, MO, EE.UU.). Se recogieron muestras de suero
antes de las inyecciones para titulacion posterior. Se administraron inyecciones de refuerzo (125 mg en adyuvante
incompleto de Freund) a intervalos de 2 semanas. Tras la 42 inyeccion, se sometieron a prueba los sueros para
detectar la presencia de anticuerpos anti-péptido en ELISA. Se reforzaron conejos con los mayores titulos de
anticuerpo con dos inmunizaciones adicionales. Se purificaron por afinidad los sueros usando columna de
Sepharose 4B activada (Pharmacia, Uppsala, Suecia) conjugada con péptido. El dializd el anticuerpo eluido frente a
PBS (0,15 M. pH 7,2) y se almacen6 a -20°C hasta su uso.

Se adquirieron péptidos de calidad inmunoldgica de Thermo Electron Corporation GmBH, Ulm, Alemania. Se usaron
péptidos conjugados con hemocianina de lapa californiana (KLH) para generar los anticuerpos policlonales. Se
purificaron los anticuerpos policlonales mediante purificacion por afinidad.

Una proteina recombinante que representa una regién intracelular de Ror1 con un peso molecular de alrededor de
70 kD (Carna Biosciences, Inc., Chuo-ku, Kobe, Japén) para el control de la especificidad del anticuerpo policlonal
C-Ror1-904.

En resumen, se amplificd por PCR la region usando un gen de Ror1 EN1031_D08 de clon de ADNc de longitud
completa humano (Origene Technologies, Inc., Rockville, Mariland, EE.UU.) como molde. Se clonaron los productos
de PCR en el vector pGEM-T easy y se subclonaron en el vector pcDNA3.1+ (Invitrogen) y se transformaron en la
cepa de E. coli Origami (Invitrogen). Se verificé la integridad del inserto mediante secuenciacién de ADN. Tras
seleccionar un clon en marco, se recogié el sobrenadante de bacterias cultivadas 24 h y se concentré 30 veces
usando unidades de filtro de centrifuga Amicon Ultra-15 (separacion de polipéptidos >10 kDa) (Millipore Corporation,
Bedford, MA, EE.UU.). Se someti6 el recombinante concentrado a inmunotransferencia de tipo Western y se estudio
con sonda con anticuerpo anti-Ror1 (anticuerpo policlonal de cabra anti-Ror1 (N-Ror1com) (R&D systems, Inc.,
Minneapolis, MN, EE.UU.)) para determinar la reactividad especifica.

Inmunotransferencia de tipo Western

Se usaron el anticuerpo policlonal de cabra anti-Ror1 (N-Roricom) (R&D systems) asi como los anticuerpos
producidos en el laboratorio (C-Ror1-904) en una inmunotransferencia de tipo Western.

Se lisaron las células en un tamp6n que contenia Triton X-100 al 1%, Tris-HCI 50 mM, pH 7,4, NaCl 150 mM, EDTA
5 mMy céctel inhibidor de proteasas al 1% (Sigma). Se midié la concentracién de proteina mediante el kit de ensayo
de proteina BCA de Thermo Scientific (Thermo Scientific, Rockford, IL, EE.UU.) segun las instrucciones del
fabricante. Se ejecutaron cincuenta microgramos de lisados celulares en un gel de Bis-Tris SDS-PAGE al 10%
(Invitrogen) a 120 V durante 3 h en condiciones reductoras.

Tras la electroforesis, se transfirieron las proteinas resueltas sobre membranas Immobilon-PVDF (Millipore
Corporacién) en una célula mini Transblot (Invitrogen). Se bloguearon las membranas durante 1,5 h a temperatura
ambiente con leche desnatada al 5% en PBS mas Tween 20 al 0,05% (PBS-T). Se realizaron todas las
inmunotinciones en PBS-T complementado con leche desnatada al 5%. Se incubaron los filtros con diluciones
apropiadas de los anticuerpos anti-Ror1 durante la noche a +4°C.

Tras un lavado extenso con PBS-T, se incubaron los filtros con inmunoglobulinas de cabra anti-conejo conjugadas
con peroxidasa (DakoCytomation, Glostrup, Dinamarca) durante 1,5 h a temperatura ambiente seguido por lavado y
revelado con un sistema de deteccién de la quimioluminiscencia ECL (GE Healthcare).

Tincion de superficie y citometria de flujo

Se analizaron células mediante citometria de flujo (FACSCalibur BD Biosciences) usando N-Roricm (anticuerpo
primario), anti-CD3 conjugado con (BD Biosciences, San Jose, CA, EE.UU.), anti-CD19 conjugado con PE-Cy5 (e-
Bioscience, San Diego, CA, EE.UU.), anti-CD19 conjugado con FITC (BioLegend, San Diego, CA, EE.UU.),
anticuerpo de cerdo anti-lgG de cabra conjugado con FITC (anticuerpo secundario) (Southern biotech, Birmingham,
AL, EE.UU.) y suero de ratén (suero de bloqueo) (DakoCytomation).

Se realiz6 la tincion de superficie de células de LLC y PBMC normales tal como se describe (Rezvany MR et al., Br J
Haematol 2001; 115:263-71). En resumen, se lavaron 2x10° células en PBS y se preincubaron con RPMI sin suero
(Invitrogen), a 37°C durante 1 h seguido por tres lavados con RPMI. Se afiadié un microgramo del anticuerpo anti-
Ror1 (N-Ror1com) (R&D systems) y se incubd a +4°C durante 30 min.

Se lavaron las células dos veces con tampon FACS (PBS, azida de sodio al 0,1%, y FBS al 0,5%). Se afadio

anticuerpo de cerdo anti-lgG de cabra con FITC (1:100) (Southern biotech) y se incubd a +4°C durante 30 min
adicionales. Se realiz6 el bloqueo afiadiendo 10 ml de suero de raton al 10% seguido por incubacion a +4°C durante
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20 min. Entonces se afadieron los anticuerpos tanto CD3 como CD19 a las células y se incubaron a +4°C durante
30 min. Se lavaron finalmente las células dos veces con tamp6n FACS y se fijaron afadiendo paraformaldehido al
1% en PBS.

Se uso el programa de software CellQuest (BD Biosciences) para determinar el porcentaje de células Ror1+ de la
poblacién de CD19.

Resultados
Control de especificidad de anticuerpos

Los anticuerpos purificados por afinidad en comparacion con un anticuerpo policlonal disponible comercialmente
indican que los anticuerpos purificados por afinidad reconocen especificamente Ror1 (figura 7).

Expresion de ROR1 en células activadas

Después de eso, se analizé si ROR1 podria inducirse tras activacion in vitro. Se cultivaron células de LLC, linfocitos
By T normales y células B de amigdala con PMA/ionomicina durante 48 h para proporcionar una sefal de activacion
fuerte. Células de LLC y células B de amigdala normales, que expresaban de manera constitutiva ARNm de Ror1,
no pudieron activarse adicionalmente.

En cambio, se observé un aumento de 15-25 veces en la expresién de ARNm de RORT en células By T normales
activadas in vitro. En la figura 4 se muestra un experimento representativo. Las células B normales activadas
también expresaban Ror1 al nivel de proteina (inmunotransferencia de tipo Western) (figura 8).

Expresion de proteina Ror1

Se analizé la expresion de proteina Ror1 en LLC (n=18). Los andlisis de inmunotransferencia de tipo Western de
lisados de células demostraron en todas las muestras de LLC la presencia de dos bandas especificas de Ror1, de
105 y un tamario estimado de 130 kDa, respectivamente (figura 5).

El anticuerpo disponible comercialmente (N-Ror1.m) parecia no detectar la variante de Ror1 de 130 kDa estimada.

En las figuras 6, 20, 21, 22 y 23 y la tabla 4 se muestra la expresién de superficie de Ror1 en pacientes con LLC
progresiva y no progresiva.

Las figuras muestran que los anticuerpos anti-ROR1 se unen preferentemente a células de pacientes con LLC y no a
células de pacientes sanos. Todos los anticuerpos podian unirse a células de LLC pero los anticuerpos especificos
para CRD parecen ser de uso particular. La tincién de la superficie celular para Ror1 era significativamente superior
en pacientes con enfermedad progresiva en comparacion con no progresiva asi como en pacientes con genes de
IgVH no mutados en comparacion con mutados.

Tabla 4. Expresion de proteinas de ROR1 en pacientes con LLC (n=18) en relacién con el estado de mutacién de
IgVH y la fase clinica.

Inmunotransferencia de tipo
Estado de Western Frec. (%) of Ror1*

. Fase de la i h Rort
Pacientes enfermedad n;gtlaglgc\ll?-rl] N-Roriecom  C-Ror1-904 CelLélgE ?gevLLC MF1
(kDa) (kDa)

LLC-1 No progresiva M 105 105, 130 80 13
LLC-2 No progresiva UM 105 105, 130 91 25
LLC-3 No progresiva UM 105 105, 130 36 10
LLC-4 No progresiva M 105 105, 130 86 20
LLC-5 No progresiva UM 105 105, 130 80 26
LLC-6 No progresiva M 105 105, 130 91 35
LLC-7 No progresiva UM 105 105, 130 37 14
LLC-8 No progresiva M 105 105, 130 50 20
LLC-9 No progresiva M 105 105, 130 69 20
LLC-10 Progresiva M 105 105, 130 63 10
LLC-11 Progresiva M 105 105, 130 65 11
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LLC-12 Progresiva umMm 105 105, 130 81 15
LLC-13 Progresiva M 105 105, 130 84 14
LLC-14 Progresiva UM 105 105, 130 92 45
LLC-15 Progresiva M 105 105, 130 61 19
LLC-16 Progresiva M 105 105, 130 36 18
LLC-17 Progresiva M 105 105, 130 79 20
LLC-18 Progresiva UM 105 105, 130 93 33
Mgg'sli 7145 2042
Donantes

desgﬂggo' <0,1 <0,1 <0,1

(n=10)
M = mutado, UM = no mutado; MFI = intensidad de fluorescencia media

La frecuencia de células de LLC CD19" que expresan Ror1 vari6 (71 + 5%) (Media + EEM) (Intervalo: 36-92%). No
hubo diferencias entre pacientes progresivos o no progresivos o entre casos de IgVH mutado y no mutado (tabla 3).
La intensidad de fluorescencia media (MFI) varié entre 10 y 45 con un valor de MFI medio de 20. No hubo ninguna
diferencia estadistica entre pacientes progresivos y no progresivos. La MFI media correspondiente de CD19 era de
26 (intervalo 9-48). Las células B normales (CD19") de donantes sanos (n=10) eran negativos para Ror1 (<0,1%).

Ejemplo 6 — ARNip

ARNip

Los ARNip usados en este estudio se disefiaron para seleccionar como diana el gen de Ror1 usando algoritmos
patentados y software disponible en el sitio web del fabricante (Dharmacon, Inc. Lafayette, CO). Se disefiaron tres
ARNip que seleccionaban como diana una regién distinta del marco de lectura abierto de Ror1.

Tabla 5: Gen diana: ROR1

Secuencia diana (ADNc, 5’ — 3’) Secuencia de ARNip (5 — 3) Nombre del ARNip
AT GAA CCA ATG AAT AAC AAU GAA CCA AUG AAU AAC ROR 1
ATC AUC

AAA AAT CTA TAA AGG CCA AAA AAU CUA UAA AGG CCA ROR 2
TCT ucu
AC ATG TCA ATT CCA AAT AAC AUG UCA AUU CCA AAU I
CAT CAU

Se usaron los tres ARNip independientemente o en combinaciéon (conjunto). Se sembraron en placa PBMC de
pacientes con LLC de de recuento alto en placas de micropocillos de 48 pocillos a una densidad de 100.000 células
por pocillo en medio con suero reducido Opti-MEM I™. Se transfirieron las células con los reactivos de ARNip
SMARTpool (concentracion final de 100 nM) usando el reactivo de transfeccion TransIT-TKO® (Mirus Bio
Corporation, Madison, WI, EE.UU.) a una concentracién final de 0,15 pl/pocillo.

Se usaron células no tratadas y células transfectadas con el conjunto de ARNip que no selecciona como diana
siCONTROL como controles negativos. Se establecio la eficacia de transfeccion en experimentos previos usando el
ARNip siGLO RISC-Free™ (Dharmacon), un ARNip que no selecciona como diana marcado fluorescentemente para
prevenir la captacion por el complejo RISC. Se transfectaron las células durante 4 horas y luego se transfirieron a
cultivos en monocapa de fibroblastos NIH-3T3 que expresan hCD40L unido a la membrana. Se cultivaron las células
durante 24-48 horas adicionales en RPMI + suero de ternero fetal al 10%.

Se examin6 el silenciamiento génico mediante RT-PCR convencional o se cuantific6 mediante g-PCR usando
cebadores especificos para Ror1 (usando los parametros definidos anteriormente). Se usaron los genes de
mantenimiento B-actina y/o RPLPO para la normalizacién. Se consideré que la expresiéon génica en las células
transfectadas con ARNip de control, que no selecciona como diana era del 100% y se calcul6 la expresién génica en
células tratadas con ARNip de Ror1 en relacion con el control.

Se recogieron células transfectadas con ARNip o con control tras 24 6 48 horas de cultivo y se examinaron para
detectar apoptosis. Se tifieron las células con anexina V etiquetada con FITC y yoduro de propidio (PI) y se
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analizaron mediante citometria de flujo. Se consider6é que células positivas para anexina-V o Pl o células positivas
dobles eran apoptéticas.

Resultados

El tratamiento con ARNip de células de LLC indujo una regulacién por disminucién muy marcada (silenciamiento) del
gen Ror1 (figura 15) y una apoptosis de células tumorales que variable entre el 65-70% (figura 16).

Ejemplo 7 - Pruebas de citotoxicidad

Ensayo de citotoxicidad usando los anticuerpos monoclonales Ror1

Se descongelaron células de LLC congeladas y se separaron en Ficoll para obtener células vivas. Se usaron
anticuerpos monoclonales Ror CRD (IgM), Ror KNG (IgG1) y Ror 1g24 (IgM) en el ensayo. Se usaron 10 pg/ml de
anticuerpos y se diluyeron en medio AIM-V (Invitrogen, Carlsbad, CA, EE.UU.) (complementado con L-glutamina,
sulfato de estreptomicina y sulfato de gentamicina) y se afiadieron a una placa de 24 pocillos.

A cada pocillo se le afadieron 1x10° células de LLC. Se analizaron las células con el kit de ensayo de BD anexina-
V/PI apoptosis (BD) tras 18 y 36 h de incubacion a 37°C usando citometria de flujo. Se lavaron las células dos veces
con PBS frio y se resuspendieron las células en tampén de unién para una concentracion de 1x10° células/ml. Se
transfirieron 100 ul de las suspensiones de células (1x10° células) a un tubo de FACS de 5 ml. Se afadieron 5 pl de
anexina V-FITC y PI respectivamente. Se incubaron las células durante 15 min a TA (25°C) en la oscuridad. Se
anadieron 400 pl de tampdn de unién a cada tubo y se analizaron las células mediante citometria de flujo.

Ensayo de microcitotoxicidad convencional de citotoxicidad mediada por células dependiente de anticuerpos

Se sedimentaron 2x10° células diana (linea de LLC EHEB) y se resuspendieron en 100 pl de 10 mCi/ml de *'Cr por
10° células. Se incubaron las células a 37°C durante 1 hora. Se lavaron las células tres veces con medio AIM-V y se
resuspendieron en medio AIMV (2,5x10°/ml), se afadieron 20 ul (50x10°% de la suspension celular a una placa de
microtitulacion con fondo en forma de V de 96 pocillos (Nunc, Cole-Parmer Instrument, lllinois, EE.UU.).

Se anadieron numeros variables de células efectoras (PBMC de donante sano) en 0,1 ml de volumen para lograr
razones de efector/diana (E/T) deseadas de 25:1, 12,5:1 y 6,25:1.

Se anadio el anticuerpo KNG (IgG1 de ratén) con una concentracion de 10 ug/ml. Se diluyé el anticuerpo en medio
AIM-V y se afiadié en un 0,1 ml de volumen para lograr un volumen final de 200 ul en cada pocillo.

Para el control de liberacion de °'Cr espontanea, se afiadieron 0,2 ml de medio AIM-V sélo a las células diana. Se
determiné la liberacién maxima anadiendo 0,2 ml de NP-40 al 1%. Tras 4, 18 y 36 h de incubacién a 37°C, se
centrifugé la placa a 200xg durante 5 min, y se retiraron 0,1 ml de sobrenadante para el recuento en un contador
gamma.

Resultados

Anticuerpos contra diferentes dominios del receptor externo indujeron muerte celular sola y en ADCC. La
citotoxicidad de anticuerpos solos vari6 entre el 15-50% y en ADCC se observd una mayor destruccién a las razones
de efector con respecto a células diana mas alta (figuras 10, 11, 12, 24 y 25).

Ejemplo 8 - Efectos in vitro de AcM anti-Ror1 sobre lineas celulares de cancer a partir de tumores sélidos

La linea celular de cancer de prostata DU145 y la linea celular de cancer de pulmon A459 se habian sometido a
prueba previamente como positivas para la expresion de Ror1. Por tanto, se trabajé para someter a prueba si el
tratamiento de estas lineas celulares con AcM anti-Ror1 podria induce muerte celular de manera similar a células de
LLC primarias.

Se propagaron las lineas celulares en DMEM (Invitrogen) que contenia FCS al 10% (Invitrogen). Antes del
experimento, se recogieron las células y volvieron a sembrarse a una densidad de 7000 células/pocillo junto con el
anticuerpo anti-Ror1 KNG a 2 6 20 pg/ml, un anticuerpo de control a 20 pg/ml, s6lo medio o 3 concentraciones del
agente citostatico paclitaxel (5, 0,5, 0,05 mg/ml) como control positivo. Ademas, se afadieron anticuerpos de
reticulacién tal como se indica a un exceso de 5 molar. Se incubaron las células a 37°C, el 5% de CO,, en una
atmdsfera humidificada durante 48 h. Para determinar al viabilidad, se usé un kit que cuantifica el contenido en ATP,
que refleja el nimero de células metabdlicamente activas, por tanto el nimero de células vivas, segun las
instrucciones del fabricante (ensayo de viabilidad celular luminiscente CellTiter-Glo®, Promega).

Resultados
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El anticuerpo KNG reticulado indujo muerte celular en las lineas celulares tanto A549 como DU145, figura 13 (A y B).
Los hallazgos indican que Ror1 es una posible diana para el tratamiento de una amplia variedad de tipos de cancer.

Ejemplo 9 - Efectos in vivo de AcM anti-Ror1

Se aislaron PBMC de sangre periférica de un paciente con LLC gravemente afectado usando la técnica de Ficoll
Hipaque. Se tifieron las células para detectar CD19-PE y CD5-APC (BD) para enumerar las células de LLC, que se
encontré que eran de alrededor del 80% de las PBMC. En comparacién, sélo el 1,5% eran células T. Ademas, se
tiieron las células para determinar la expresion de Ror1 (anticuerpo 1A8 conjugado con FITC), que también se
encontré en aproximadamente el 80% de las células. Después de eso, se inyectaron 150x10° células por via i.p
(intraperitoneal) e i.v (intravenosa) en ratones C.B.17. SCID. Se trataron los ratones por via i.p con 10 mg/kg de dos
AcM anti-Ror diferentes, 1A8 y KNG, o AcM de control negativo irrelevante en el dia 1, 3 y 6 tras la transferencia.

Se sacrificaron los ratones en el dia 7 y se recogieron células intraperitoneales usando lavado intraperitoneal de 8 ml
de PBS. Se tifieron las células recuperadas del peritoneo para detectar anticuerpo anti-CD45 humano-FITC (BD).

Resultados

Ambos AcM anti-ROR1 agotaron totalmente las células de LLC del peritoneo de ratones inyectados (figura 14). Esto
esta en claro contraste de lo que se observé para el AcM de control y muestra que el tratamiento con anti-Ror1
agota especificamente células de LLC humanas primarias en un modelo de xenoinjerto in vivo.

Ejemplo 10 - Fosforilacién de ROR1

Se aislaron células PBMC y B y se mantuvieron sobre hielo en 10 ml de RPMI-1640 durante 10 min. Se realiz6
estimulacién con pervanadato (Sigma) tal como se describié anteriormente (Lu Y et al: J Biol Chem 2003;
278:40057). En resumen, se prepararon 2 ml de disoluciéon de pervanadato fresca 1 mM (1 ul de H202 + 99 ul de
HEPES 20 mM pH: 7,4, 20 ul de vanadato y 1880 ul de dH20) antes de afadir las células. Se afiadieron dos ml de
disolucién de pervanadato a 10 ml de medio RPMI-1640 que contenia las células. Se incubaron las células sobre
hielo durante 1 h.

Entonces se centrifugaron las células a 1500 rpm a 4°C durante 5 min y se lavaron una vez en 1 ml de PBS enfriado
con hielo. Se afadié un ml de tampén de lisis que contenia Tris 20 mM, pH 7,5, Triton X-100 al 0,5%, NaCl 0,15 M,
acido desoxicolico al 0,5% y EDTA 10 mM al sedimento celular. También se afadieron inhibidor de proteinasa
[Trasylol 1%, fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF) 1 mM] y vanadato 100 uM (Sigma) al tampon de lisis antes de
usar y se incubé sobre hielo durante 10 min. Se calent6 el vanadato a 95°C durante 5 min antes de usar el tampo6n
de lisis. Se transfirieron los lisados celulares a tubos Eppendorf de 1,5 ml y se centrifugaron a velocidad maxima
durante 10 min a 4°C. Se transfirieron los sobrenadantes a tubos nuevos. Se realiz6 inmunoprecipitacion afiadiendo
2-5 ug de anticuerpo MabF3C6 al sobrenadante e incubacién durante 1 h a 4°C con rotacién.

Se mezclaron un volumen igual de proteina G Sepharose (GE Healthcare, Uppsala, Suecia) y lisado celular
(40:40 pl) y se incubaron a 4°C durante la noche con rotacién. Se lavaron las perlas de proteina G Sepharose tres
veces con 1 ml de tampén de lisis. Se anadieron 15 ul de tamp6n de carga reductor a las perlas y se sometieron a
andlisis de inmunotransferencia de tipo Western usando el anticuerpo antifosfotirosina PY99 (Santa Cruz
Biotechnology, CA, EE.UU.) segun las instrucciones del fabricante. Se us6 el anticuerpo N-Ror1 para volver a
estudiar con sonda la proteina fosforilada.

Se usaron en los experimentos de ARNip células leucémicas afadidas a una monocapa de fibroblastos
transfectados con CD40 L. Esto es un modo normal de mantener las células de LLC vivas. También se usé
estimulacién con CD40 L de células B normales, lo que no indujo la expresion de Ror1 en células B normales.

Resultados

Las células B normales no expresaban Ror1 mientras que una fuerte sefial no fisioldgica (PMA ionomicina) indujo
expresion de Ror1 (figura 8). Sin embargo, la estimulacion fisioldgica (CD40L) no parecia inducir expresion de Ror1
en células B normales ni alterar la expresion de Ror1 en células de LLC.

Ror1 en LLC estaba fosforilada de manera constitutiva (figura 9) indicando que esta tirosina cinasa receptora podria
estar implicada en la patobiologia de LLC. Sin embargo, la expresién de proteina Ror en células B normales no
estaba fosforilada (figura 8).

Ejemplo 11 - Formulaciones farmacéuticas preferidas y modos y dosis de administracién.

Los polipéptidos, polinucleétidos y anticuerpos de la presente invencion pueden administrarse usando un sistema de
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administracion de farmacos de liberacion sostenida inyectable. Estos estan disefiados especificamente para reducir
la frecuencia de inyecciones. Un ejemplo de un sistema de este tipo es Nutropin Depot que encapsula hormona de
crecimiento humana recombinante (rhGH) en microesferas biodegradables, una vez inyectadas, liberan rhGH
lentamente a lo largo de un periodo sostenido.

Los polipéptidos, polinucleétidos y anticuerpos de la presente invencién pueden administrarse mediante un
dispositivo implantado quirirgicamente que libera el farmaco directamente en el sitio requerido. Por ejemplo,
Vitrasert libera ganciclovir directamente en el ojo para tratar la retinitis por CMV. La aplicacion directa de este agente
toxico al sitio de enfermedad logra una terapia eficaz sin los efectos secundarios sistematicos significativos del
farmaco.

Los sistemas de terapia de electroporacién (EPT) también pueden emplearse para la administracién. Un dispositivo
que suministra un campo eléctrico pulsado a las células aumenta la permeabilidad de las membranas celulares al
farmaco, dando como resultado una potenciacion significativa del suministro de farmaco intracelular.

También pueden administrarse polipéptidos, polinucledtidos y anticuerpos de la invencion mediante
electroincorporacion (El). La El se produce cuando particulas pequefias de hasta 30 micrémetros de diametro sobre
la superficie de la piel experimentan pulsos eléctricos idénticos o similares a los usados en electroporacion. En El,
estas particulas se dirigen a través del estrato cérneo y al interior de las capas mas profundas de la piel. Las
particulas pueden cargarse o recubrirse con farmacos o genes o pueden simplemente actuar como “balas” que
generan poros en la piel a través de los que pueden entrar los farmacos.

Un método de administracion alternativo es el sistema inyectable ReGel que es termosensible. Por debajo de la
temperatura corporal, ReGel es un liquido inyectable mientras que a la temperatura corporal forma inmediatamente
un reservorio de gel que se erosiona y disuelve lentamente dentro de polimeros conocidos, seguros, biodegradables.
El farmaco activo se administra a lo largo del tiempo a medida que se disuelven los biopolimeros.

Pueden introducirse polipéptidos, polinucledtidos y anticuerpos de la invenciéon en células mediante “péptidos
troyanos”. Estos son una clase de polipéptidos denominados penetratinas que tienen propiedades de translocacién y
pueden portar compuestos hidréfilos a través de la membrana plasmatica. Este sistema permite el direccionamiento
directo de los oligopéptidos al nucleo del citoplasma, y pueden ser no especificos del tipo de célula y altamente
eficaces (Derossi et al., 1998, Trends Cell Biol., 8, 84-87).

Preferiblemente, la formulacion farmacéutica de la presente invencidn es una dosificacion unitaria que contiene una
dosis diaria o0 unidad, subdosis diaria o una fraccion apropiada de las mismas, del principio activo.

Los polipéptidos, polinucledtidos y anticuerpos de la invencién pueden administrarse mediante cualquier via
parenteral, en forma de una formulacion farmacéutica que comprende el principio activo, opcionalmente en forma de
una sal de adicién de acido o base organico o inorganico no toxica, en una forma de dosificacion farmacéuticamente
aceptable. Dependiendo del trastorno y el paciente que va a tratarse, asi como la via de administracion, las
composiciones pueden administrarse a dosis variables.

En terapia humana, los polipéptidos, polinucleétidos y anticuerpos de la invencion pueden administrarse solos pero
se administraran generalmente en mezcla con un excipiente, diluyente o portador farmacéutico aceptable
seleccionado con respecto a la via de administracion prevista y la practica farmacéutica convencional.

Los polipéptidos, polinucleétidos y anticuerpos de la invencién también pueden administrarse por via parenteral, por
ejemplo, por via intravenosa, por via intraarterial, por via intraperitoneal, por via intratecal, por via intraventricular,
por via intraesternal, por via intracraneal, por via intramuscular o por via subcutdnea, o pueden administrarse
mediante técnicas de infusién. Se usan de la mejor manera en forma de una disolucion acosa estéril que puede
contener otras sustancias, por ejemplo, sales o glucosa suficientes para hacer que la disolucién sea isotdnica con la
sangre. Las disoluciones acuosas deben estar adecuadamente tamponadas (preferiblemente a un pH de desde 3
hasta 9), si es necesario. La preparacion de formulaciones parenterales adecuadas en condiciones estériles se logra
facilmente mediante técnicas farmacéuticas convencionales bien conocidas por los expertos en la técnica.

Las formulaciones adecuadas para administracién parenteral incluyen disoluciones de inyeccion estériles acuosas y
no acuosas que pueden contener antioxidantes, tampones, bacteriostaticos y solutos que hacen que la formulacion
sea isotdnica con la sangre del receptor previsto; y suspensiones estériles acuosas y no acuosas que pueden incluir
agentes de suspension y agentes espesantes. Las formulaciones pueden presentarse en recipientes de dosis
unitaria o multiples dosis, por ejemplo viales y ampollas sellados, y pueden almacenarse en un estado secado por
congelacién (liofilizado) que requiere solo la adicion del portador liquido estéril, por ejemplo agua para inyecciones,
inmediatamente antes de su uso. Pueden prepararse disoluciones y suspensiones de inyeccion extemporaneas a
partir de polvos, granulos y comprimidos estériles de la clase previamente descrita.

Generalmente, en humanos, la administracion oral o parenteral de los polipéptidos, polinucleétidos y anticuerpos de
la invencién es la via preferida, siendo la mas conveniente.
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Para uso veterinario, los polipéptidos, polinucledtidos y anticuerpos de la invenciéon se administran como una
formulacion adecuadamente aceptable segun la practica veterinaria normal y el cirujano veterinario determinara el
régimen de dosificacion y la via de administracion que sera la mas apropiada para un animal particular.

Las formulaciones de las composiciones farmacéuticas de la invencion pueden presentarse convenientemente en
forma de dosificacion unitaria y pueden prepararse mediante cualquiera de los métodos bien conocidos en la técnica
de farmacia. Tales métodos incluyen la etapa de poner en asociacion el principio activo con el portador que
constituye uno o mas componentes auxiliares. En general las formulaciones se preparan poniendo en asociacion de
manera uniforme e intima el principio activo con portadores liquidos o portadores soélidos finamente divididos o
ambos, y luego, si es necesario, conformando el producto.

Las formulaciones de dosificacion unitaria preferidas son las que contienen una unidad o dosis diaria, subdosis diaria
o una fraccion apropiada de la misma, de un principio activo.

Un sistema de administracién preferido de la invencion puede comprender un hidrogel impregnado con polipéptidos,
polinucleétidos y anticuerpos de la invencion, que se porta preferiblemente sobre un tampdn que puede insertarse
en el cuello uterino y retirarse una vez que se ha producido un efecto de maduracién cervical apropiado u otro efecto
deseable sobre el sistema reproducir femenino.

Debe entenderse que ademas de los componentes particularmente mencionados anteriormente las formulaciones
de esta invencién pueden incluir otros agentes convencionales en la técnica con respecto al tipo de formulacién en
cuestion.

Ejemplo 12 - Formulaciones farmacéuticas a modo de ejemplo

Aunque es posible que los polipéptidos, polinucleétidos y anticuerpos de la invenciéon se administren solos, es
preferible presentarlos como una formulacion farmacéutica, junto con uno o mas portadores aceptables. El/los
portador(es) deben ser “aceptable(s)” en el sentido de ser compatibles con el compuesto de la invenciéon y no
perjudiciales para los receptores de la misma. Normalmente, los portadores seran agua o solucion salina que seran
estériles y libres de pirégenos.

Los siguientes ejemplos ilustran formulaciones farmacéuticas segun la invencion en las que el principio activo son
polipéptidos, polinucleétidos y/o anticuerpo de la invencion.

Ejemplo 12A: Formulacién inyectable

Principio activo 0,200 g

Tampdn fosfato estéril, libre de pir6genos (pH 7,0) hasta 10 ml

El principio activo se disuelve en la mayor parte del tampén fosfato (35-40°C), luego se enrasa hasta el volumen y se
filtra a través de un filtro de microporos estéril dentro de un vial de vidrio ambar de 10 ml estéril (tipo 1) y se sella con
cierres y sobresellos estériles.

Ejemplo 12B: Inyeccién intramuscular

Principio activo 0,209
Alcohol bencilico 0,10g
Glucofurol 75° 1,45¢g
Agua para inyeccion, c.s. hasta 3,00 ml

El principio activo se disuelve en el glicofurol. Entonces se afiade el alcohol bencilico y se disuelve, y se afiade agua
hasta 3 ml. Entonces se filtra la mezcla a través de un filiro de microporos estéril y se sella en viales de vidrio de
3 ml estériles (tipo 1).
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REIVINDICACIONES
Inhibidor biol6gico de ROR1 que puede inducir muerte celular en una célula que expresa ROR1, en el que
dicho inhibidor bioldégico es un anticuerpo, y en el que el dominio extracelular al que se une el inhibidor
biolégico tiene una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en
YMESLHMQGEIENQI, CQPWNSQYPHTHTFTALRFP y RSTIYGSRLRIRNLDTTDTGYFQ.
Secuencia de nucledtidos que codifica para un inhibidor biolégico segun la reivindicacion 1.
Secuencia de nucledtidos segun la reivindicacion 2, en la que las secuencias de nucleétidos que codifican
para la cadena VL y VH, respectivamente, de dicho anticuerpo se muestran en una cualquiera de las figuras
17,18y 19.
Vector de expresion que contiene una secuencia de nucleotidos segun la reivindicacion 2 6 3.

Célula huésped que comprende una secuencia de nucleétidos o vector de expresion segun la reivindicacion
264.

Inhibidor biolégico segun la reivindicacion 1 para su uso en medicina.
Inhibidor biolégico segun la reivindicacion 6, para su uso en el tratamiento de leucemia linfocitica cronica.

Composicion farmacéutica que comprende un inhibidor biolégico segun la reivindicacion 1, junto con un
excipiente, diluyente o portador farmacéuticamente aceptable.

Kit de partes que comprende:

i. un inhibidor biolégico segun la reivindicacion 1 o una composicion farmacéutica segun la
reivindicacion 8;

ii. aparato para administrar el inhibidor bioldgico o la composicion farmacéutica; e

iii. instrucciones para su uso.
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VL (kappa)

ATGGARAT TGAGATCACCCAGRCT CCAGEACTCATG TCTGCATCTC CAGGGGAGARGE TCAL
CATGACCTGCAGTGCCAGCTCARGTGTARGTTACAT GTACTGE TAC CAGCAGARGCCARGAT
CCTCCOOCARACCCTGEATTTATC TCACAT CCARCC TGECTTC TEGAGT CCCTGC TOGCTTC
EGTGGCAGTGGGTCTGSGRACC TCT TAC TCT CICACARTC AGCAGCATGGAGGCTGRAGATGE
TGCCACTTATTACTGCCAGCAGTGGAG TAG TRACCC GTACADG TTCGRAGEGEGGROCAGEC
TGGAGCTARAA

atggaaattgagatcacccagactocagoactoatgtetgoatctocaggggagaagytc
M EI EITOQTVPFALMSEASPGEZKYV
accatgacctgcagbgocagotcaaghgtaagt tacatgtactggt accagcagaagecca
T M T C 3 A S35 3 53 V sS Y MY WY QO KP
agatcctoocccaaaccctggatttatcbecacatecaacetggettetggagtocctget
R 5 38 P K PWIUYLTASMNILAZSUGWVUFA
egotteagtggoagtgggtetgggacctet tactoct ctocacaatoageagoatggagget
E F 85 G 3% G S GTS Y S LTI S S5 MERA
gaagatgectgocacttattactgocagocagtggagt agtaacoogt acacgt toggaggy
EDAATY Y CQQWS S HNPUYTTFOGOG
gagaccaggctgyagetaaaa

G TRILETL K

MEIEITQTPALMSAS PGEKVTHMTCSASSSVSYM YWY QOKPRSSPEKPWIYLTSNLASG
VPARFSGSGSGTSYSLTISSMEAEDAATYYCOQOWSSNPYTFGGGTRLELK

VH (VH2)

GAGGTCAAGCTGCAGCAGTCAGGACCTGAGCTGGTGAAGCCTGGGGCTTCAGTGAAG
ATATCCT GCAAGACTTCTGGATACACATTCACT GAATACACCATGCACTGGETEARG
CAGAGCCATGGAAAGAGCCT TGAGTGGATTGGAGCGTATTAATCCTAACAATGETGET
ACTAGCT RCAACCAGAAGTT CRAGGGCARGGCCACATTGACTGTAGACAAGTCCTCC
AGCACAGCCTACATGGAGCT CCGCAGCCTGACATCTGAGGATTCTGCAGTCTATTAC
TETGCTC TACAGGGGTTTGC TTACTGGEECCARGEEACTCCACTCACGETCTCCTCA

gaggtcaagetgeageagteaguacctgagetggtgaagoctggggottocagtgaagata
EVKLOQQRS GPETLWVEKTPGH SRSV EKI

toctgecaagacttoctggatacacattcactgaatacaccatgoactgggtgaagoagago
S CKT=s @GY TV FTET?YTMHWYEKQS®S
catggaaagagccttgagtggattiggaggtattaatoctaacaatggtggtactagetac
H G K S LEWTIOG GTIWHNUEPMNDMNGT GTOS Y
aaccagaagttcaagggeaaggocacattgactgtagacaagtoctccagoacagoctac
N Q K F KGEKOATULTWVDI K S SUSE E3THA Y
atggagetoogeagoctgacatctgaggat tetgoagtotattact gtgetoctacagggg
M EL B 8 L TS ED S AV Y Y CALZGDQG
tttgottactggggecaagggactccactcacggtctectea

F A Y WGQGTUPULTWV 5 5

EVKLOQSGPELVKEPGASVEI SCKTSGYTFTEYTMHWVEQSHGES LEWI GG INENNGG
TSYNQKFEGKATLTVDESSSTAYMELRSLT SEDSAVYY CALOCFAYWGOGTPLTVSS

Fig. 17
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VL (kappa)

ATEGARAGT TCTGATC A CAGACTCCATCC TCC TTATC TGOCTCTC TELGAG AAAGRG TCAG
TCTCACTTGTCGEEC ARG TCAGGACAT TGETAGTAGCTTARRAC TGECTT CAGCAGGAACCAG
ATEEAACTATT AR GO TRATC T ACGCCACATCCAGTT TAGATTC TG TETCCC CARARGS
T CRG TG TG T T GG TCAGAT TAT TCT CTC ACC ATCAGCAGOC TTG AGT TG ARG,
TT TG TAGA T AT T ACT G TCT A AR TATGC TAGTTC TCCGTACACGTTC GRRGEEGEEGACCA
ALCTOGRGCTCARR

atggaagttctgatcacccagactccateoctocttatoctgoctctotgggagaaagagte
M EV L I TOTUPS S55L S ASULGETZR YV
agtctcactigtogggcaagtcaggacattggtagtagottaaactggottcageaggaa
§ LT CUROMBA S QDI &6 5 5 LWL QQE
ccagatggaactattaaacgoctgatctacgocacatccagtittagattoctggtgtoooo
P DGT I KU RULTIUYAT SSL DS OGVWY P
aaaaggttcagtggragtaggtctgggtcagattat tetctcaccatcageageocttgag
K R F 5 G 5 R 5 G & DY S5 LTI S5 5 L E
tctgaagattttgtagactattactgbctacaatatgoctagttctoogtacacgttogga
s EDFV DY ¥ CLQ@Y2ADSESS PYTPFSG

ggggggaccaaactggagctcaaa
G 6T KL E L K

MEVLITQTPSSLEASLGERVSLTCRASQDIGSS LNWLOOEPDGTIKRLIYATSSLDS
GVPKRFSGERSGSY SLTISSLESEDFVDYYCLOYASSPYTRGGGTKLELK

————— — — — — —— —— — — — T —— — — —— ——— — — —— —————— ——— —— — -

VH (VH2)
GAGCTCAMGCTGCAGGAGTC TGEAGCTGARCT GGCARGACCT GGG CCTCAGTGRAG
ATGTCCTGCAAGGCTTCTGGCTACACCTTTACT AGCTACACGATGCACTGGETARAL
CAGRGECCTGERCAGGETCT GERAATGGAT TGEATACATTARTCCTAGCAGTGGATAT
ACTEAGT ACAATCAGARNCTT CARGGACARGACCACATTGACTGCAGACAARATCCTCC
AGCRCAGCCTACATGCARCT GAGCAGCCTGRACATCTCGGGACTCTGCGGTCTATTAC
TETGCAAGAAGGETACTATGET TACGACGCGEAGRCTACTGGEECCARGGCACTATA
CTCACCETCTCCGCA

gaggtcaagctgeaggagtctggagectgaactggeaagacctggggoect cagtgaagatg
E VvV KL Q E S G AELARUEPGA AZGSESV EM

tcctgoaaggottetggetacacctttactagotacacgatgcact gggtaaaacagaay
S C K & 5 G Y TV FTS5 Y TMHWV E QO R

coctggacagggtoctggaatggattggatacattaatoctagecagtggatatactgagtac
P G Q GL EWTIOGTYTIDNUPS S G Y TEZX
aatcagaagttcaaggacaagaccacattgactgoagacaaatoct ccagoacagoctac
N Q K F KD KTTULTATLDIE K S S S T A Y
atgcaactgagcagectgacatotggggactetgoggtotattactgtgcaagaagggta
M Q L 5 5 L TS GDS LAWY Y C A RIE RV

ctatggttacgacgeggagactactggggccaaggeactatacteacggteteogea
LWILZRRGDTYWOGOQOGTTITULTWVSA

EVELOESGRELARPCASVEMSCEASGY TFTSY TMHWVEORPCOCLEWIGY INPSSGY
TEYNOEFEDETTLTADKSSS TAYMOLSSLTSGDSAVY YCARRVIWLRRGDYWGEOET I

RS Fig. 18
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VL (Kappa)

ATGGATGT TGTGETGACT cCAGTC TCCTGC TTCCTT AGCTGTATC TCTGGGGCAGAGEGCCA
CCATCTCATACAGGECCAGCRAAARGTGTCAGTACATCTGECTATAGTTATATGCACTGGAAC
CRARCRGRRRCCAGERCAGCCACCCAGACTC CTCATC TRTCTIGTAT CCARCCTAGRATCTGG
GG TCCC TGO AGE TTCAG TG CAG TEGG T TEGGAC RGACT TCACCCTC ARCATCCATCCTG
TGEAGGRGEAGEATGCTCCARCCTATTACT CTCAGCACATTAGCGACGCT TRCACCTTCGGRG
GGGEGRCCAGGCTGEAGC TARAR,

atggatgttgtggtgactoccagtctectgoticcttagetgtatctctggggcagaggge
M D V vV vV T F V¥ 5 C F L § C1I 5 G AZE G
caccatctcatacagggocageaaaagtgtcagtacatctggotatagt tatatgecactg
H HL I QGOQOQUZETOCTOQ?Y I WIL-L Y B L
gaaccaacagaaaccaggacagocacccagactoctcatctatocttgtatocaacctaga
E P T ETURTOSATOQTUPHTULSTCTIOQTZPR
atctggggtcoctgocaggttcagtggeagtoggtotgggacagactticaccctcaacat
I WG P CQLQWV QO WOQWWVWDERTUILUHPOGQH
ccatocctgtggaggaggaggatgetgeaacctattactgtcagecacattagggagcttac
P 5 C GGG GCCMNILILTLSAMHR-GAY
acgttoggaggggggaccaggetggagctaasga

T F &6 ¢ & TERULEULK

MDVVVTPVSCFLSCI SGAEGHHLI QGOQKC QY IWL- LYALEPTETRTATQTPHLSCIQPR
IWGECOVOWOWVWDR LHPCHP SOGGEGGCCN LLLSAH-GAYTFGGGTRLE LK

VH (VH1)

GAGCTCARACT GCAGGAGTCTCGACCT GAGCTGETAARGOCTGGGECTT CAGTGAAGA TGTC
CTGCARAGGCTTCTGGATACACATT CACTAGCTATGT TAT GCAC TGEETGAAGCAGAAECCTG
GGCAGGECCTTGAGTGEATTGGATATATTAATCCTTACARTCATGE TAC TAAGTACAATGAG
ARGTTCARAGECARGGOC ACACTGACT TCAGAC RAR TCC TCCAGCACAGCCTRACATGERGET
CAGCAGCCTGACCTC TGRAGGERACTC TECGET CTATTACTG TGCARGATGEAAGATC TACTAT G
GTAACTACGAGGACT ACT GGEGOCAAGGCACTCCTC TCACTGETCTCCTCA

gaggtcaaactgcaggagtetggacctgagetggtaaagectogggcticagtgaagaty
EVEKELOQES5 GPFPEULVEKZPGH ATSV EKMHN
tectgcaaggcttotggatacacatticactagotatgttatgcact gggtgaagoagaag
S CKASGY TV FTS Y VvV MHWV KOQK
Cctgggcagggoccttgagtggattggatatattaatoct tacaatgatggtactaagtac
P GQGLEWTIGTYTIMNZPTYMHNTDGTEKH?Y
aatgagaagttcaaaggcaaggccacactyact teagacaaatoct CCAgGCACAY OO AC
W EKF KGIEKATTULTSUDE K SS 5S35 T AY

atggagctcagoagoctgacctotgaggactectgeggtctattactgtgcasagatggaag
M E L § §$ L T S ED S AV Y YO MBERWEK

atctactatggtaactacgaggactactggggccasggoactoctetcactgtotoctea
I ¥Y¥ GHNY E DY WOGOQOGTUPLTV 5 35

EVELQESGPELVEPGAS VEMSCKASGY TET SYVMHWVHQEPGOGLEWIGYIN PYNDGTEY
NEKFKGKATLT SDKS55 TAY MELS SLTSEDSAVY YCARHMEI Y YGNYEDYWGQGTPLIVSS

Fig. 19
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