ES 2684 552 T3

OFICINA ESPANOLA DE
PATENTES Y MARCAS

: é ESPANA @NUmero de publicacién: 2 684 552
Eint. a1

A61K 39/00 (2006.01)
CO7K 16/28 (2006.01)

@ TRADUCCION DE PATENTE EUROPEA T3

Fecha de presentacion y nimero de la solicitud internacional: ~ 03.09.2013 ~ PCT/EP2013/068199
Fecha y nimero de publicacién internacional: 06.03.2014 WO014033327

Fecha de presentacion y nimero de la solicitud europea:  03.09.2013 E 13773624 (5)
Fecha y nimero de publicacién de la concesion europea: 30.05.2018  EP 2892928

T|’tu|0: Anticuerpos dirigidos contra ICOS para tratar la enfermedad de injerto contra hospedador

Prioridad: @ Titular/es:

03.09.2012 EP 12306046 INSERM - INSTITUT NATIONAL DE LA SANTE ET
DE LA RECHERCHE MEDICALE (33.3%)

101, rue de Tolbiac

75013 Paris, FR;

CENTRE LEON BERARD (33.3%) y

UNIVERSITE D'AIX MARSEILLE (33.3%)

@ Inventor/es:

MARODON, GILLES;
OLIVE, DANIEL y
MENETRIER-CAUX, CHRISTINE

Agente/Representante:
VEIGA SERRANO, Mikel

Fecha de publicacién y mencion en BOPI de la
traduccion de la patente:
03.10.2018

AViso:En el plazo de nueve meses a contar desde la fecha de publicacién en el Boletin Europeo de Patentes, de
la mencion de concesion de la patente europea, cualquier persona podra oponerse ante la Oficina Europea
de Patentes a la patente concedida. La oposicion debera formularse por escrito y estar motivada; sélo se
considerara como formulada una vez que se haya realizado el pago de la tasa de oposicion (art. 99.1 del
Convenio sobre Concesion de Patentes Europeas).




10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2 684 552 T3

DESCRIPCION
Anticuerpos dirigidos contra ICOS para tratar la enfermedad de injerto contra hospedador
Sector de la técnica

La invencion se refiere al uso de anticuerpos dirigidos contra ICOS en el tratamiento de la enfermedad de injerto
contra hospedador.

Estado de la técnica

La enfermedad de injerto contra hospedador (GVHD) es un efecto secundario principal debilitante y potencialmente
mortal del trasplante de médula ésea. Se produce cuando los linfocitos del donador presentes en el inéculo de
médula 6sea atacan y destruyen los tejidos sanos del destinatario. Se cree que la GVHD es dtil, sin embargo, para
eliminar los tumores residuales persistentes después de tratamientos quimicos. Los medios bioldgicos para mejorar
el tratamiento de GVHD, por lo tanto, tendran un impacto principal en la salud publica.

Entre las numerosas sefiales coestimuladores necesarias para la activacion de los linfocitos T, la inhibicion de la
interaccion de ICOS-LICOS ha demostrado evitar o retardar la GVHD en modelos de ratén (Taylor et al. (2005)
Blood 105(8): 3372-3380).

El documento US 7465445, Sulaiman et al. (American Journal of Transplantation, 2004, vol. 4, n.° 4, paginas 526-
536), el documento US 2011/293605 y el documento US 2011/243929 divulgan el uso de diversos anticuerpos anti-
ICOS en modelos murinos.

Tajima et al (Experimental Hematology, 2008, vol. 36, n.° 11, paginas 1514-1523) divulga la administraciéon de JTA-
009, un anticuerpo anti-ICOS humano, en un modelo de ratones SCID injertados con PBMC humanas.

Los tratamientos actuales para GVHD son glucocorticoides administrados por via intravenosa, tales como
prednisona. El uso de estos glucocorticoides esté disefiado para suprimir el ataque violento inmunitario mediado por
linfocitos T en los tejidos del hospedador; sin embargo, en altas dosis, esta supresion inmunitaria eleva el riesgo de
infecciones y recidiva cancerosa.

Por lo tanto, alin existe una gran necesidad de proporcionar estrategias terapéuticas eficaces dirigidas a GVHD, con
menos efectos secundarios.

Los autores de la invenciéon descubrieron sorprendentemente que un anticuerpo monoclonal contra ICOS humano,
llamado 314.8, impacta significativamente en GVHD xenogénica (xeno-GVHD) inducida después de transferencia de
células humanas en ratones inmunodeficientes. Xeno-GVHD es un modelo més cercano de GVHD que los modelos
de raton respecto a la enfermedad humana. Por tanto, dicho anticuerpo puede constituir una estrategia terapéutica
prometedora de GVHD.

Objeto de lainvencion

La presente invencion se refiere a un anticuerpo dirigido contra ICOS, que tiene las siguientes 6 CDR, para su uso
para tratar la GVHD:

Secuencia de aminoacidos
H-CDR1 GYTFTTYWMH

(SEQ ID NO: 7)

H-CDR2  |[EIDPSDSYVNYNQNFKG
(SEQ ID NO: 8)

H-CDR3 |[FDY
(SEQ ID NO: 9)

L-CDR1  |RSSKSPLHSNGNIYLY
(SEQ ID NO: 10)
L-CDR2  [RMSNLAS

(SEQ ID NO: 11)
L-CDR3  [MQHLEYPYT

(SEQ ID NO: 12)

como se define por las reivindicaciones.
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Dicho anticuerpo es Icos 314-8, que se puede obtener del hibridoma depositado en la "Collection Nationale de
Cultures de Microorganismes" (CNCM, Institut Pasteur, 25 rue du Docteur Roux, 75724 Paris Cedex 15, Francia), de
acuerdo con los términos del Tratado de Budapest, el 2 de julio de 2009 con el nimero de acceso CNCM 1-4180.

Descripcion detallada de la invencion
Definicion

Como se usa en este documento, los términos "ICOS" o "coestimulador de linfocitos T inducible" se refiere a
una glucoproteina homodimérica transmembranaria de 55 a 60 kDa que presenta un dominio de tipo IgV en su parte
extracelular y una tirosina dentro de un motivo YMFM en su parte citoplasmatica. Se ha demostrado que el
acoplamiento de ICOS con su ligando induce la fosforilacion de la tirosina en la parte citoplasmatica de ICOS. Dicha
fosforilacion es responsable del reclutamiento de la subunidad reguladora de PI3K p85, que activa la ruta de
sefializacion de PI3K/AKT.

También se describe que el acoplamiento de ICOS induce la expresién de CD40L en la superficie celular. Se sabe
que CD40L tiene un efecto importante en la cooperacion entre los linfocitos T y los linfocitos B.

Se ha descubierto que ICOS se expresa, después de la activacion de TCR, en linfocitos T convencionales
(subconjuntos Tconv CD4+, CD8+), asi como en Treg.

Como se usa en este documento, los términos "ICOSL", "ICOS-L" y "B7-H2" se refieren a un ligando de ICOS.
Dicho ligando esta presente en células linfoides tales como linfocitos B, macrofagos, células dendriticas, asi como en
células no linfoides tales como células endoteliales o epiteliales. El acoplamiento de ICOS tiene una funciéon
importante en la activacion de linfocitos, e induce la proliferacion y supervivencia de linfocitos T, especialmente Treg.

Como se usa en este documento, el término "JICOS 1" se refiere a una linea celular especifica que expresa ICOS.

Como se usa en este documento, un "anticuerpo monoclonal” en sus diversas formas gramaticales se refiere a
una poblacion de anticuerpos que contiene Unicamente una especie de sitios de combinaciéon de anticuerpo que
pueden inmunorreaccionar con un epitopo particular. Un anticuerpo monoclonal, por tanto, tipicamente presenta una
Unica afinidad de union por cualquier epitopo con que inmunorreacciona. Un anticuerpo monoclonal, por lo tanto,
puede contener una molécula de anticuerpo que tiene una pluralidad de sitios de combinacién de anticuerpo, cada
una inmunoespecifica para un epitopo diferente, por ejemplo, un anticuerpo monoclonal biespecifico. Aunque
histéricamente un anticuerpo monoclonal se produjo por inmortalizacion de una linea celular de secrecién de
inmunoglobulina clonalmente pura, una poblacién monoclonalmente pura de moléculas de anticuerpo también puede
prepararse por los métodos de la presente invencion. Los métodos de laboratorio para preparar anticuerpos
monoclonales son bien conocidos en la técnica (véase, por ejemplo, Harlow et al.,, 1988). Los anticuerpos
monoclonales (mAb) pueden prepararse inmunizando TXAS mutados purificados en un mamifero, por ejemplo, un
raton, rata, ser humano y mamiferos similares. Las células productoras de anticuerpo en el mamifero inmunizado se
aislan y fusionan con células de mieloma o heteromieloma para producir células hibridas (hibridoma). Las células de
hibridoma que producen los anticuerpos monoclonales se utilizan como una fuente del anticuerpo monoclonal
deseado. Este método convencional del cultivo de hibridoma se describe en Kohler y Milstein (1975). Aunque los
mAb pueden producirse por cultivo de hibridoma, la invencion no esté limitada a ello. También se contempla el uso
de mAb producidos por un &cido nucleico de expresion a partir de un hibridoma de esta invencion. Es decir, el &cido
nucleico que expresa las moléculas secretadas por un hibridoma de esta invencion puede transferirse a otra linea
celular para producir un transformante. El transformante es genotipicamente distinto del hibridoma original, pero
también puede producir moléculas de anticuerpo de esta invencién, incluyendo fragmentos inmunolégicamente
activos de moléculas de anticuerpo completo, correspondientes a los secretados por el hibridoma. Véase, por
ejemplo, la patente de Estados Unidos n.° 4.642.334 de Reading; la publicacién PCT n.%; las publicaciones de
patente europea n.° 0239400 de Winter et al. y n.° 0125023 de Cabilly et al. También se contemplan técnicas de
generacion de anticuerpos que no implican inmunizacion tales como, por ejemplo, el uso de la tecnologia de
presentacion en fagos para examinar colecciones virgenes (de animales no inmunizados); véase Barbas et al.
(1992) y Waterhouse et al. (1993).

Como se usa en este documento, la expresion "fragmento de un anticuerpo” se refiere a una parte de dicho
anticuerpo que comprende al menos el dominio de unién a antigeno. Dichos fragmentos son, por ejemplo, un Fab,
Fab', F(ab’)2, Fv.

Como se usa en este documento, la expresion "derivado de un anticuerpo” se refiere a un anticuerpo que
comprende al 6 CDR de dicho anticuerpo.

Por fragmentos conservativos del mAb 314.8 y derivados conservativos del mAb 314.8, se entiende
respectivamente fragmentos y derivados que retienen la afinidad de unién y especificidad de 314.8 por ICOS. El
fragmento puede ser una parte de dicho anticuerpo, como una cadena pesada, una cadena ligera, un VL, un VH, un
Fab, un Fab', un a F(ab)2, F(ab’)2 o dAb, pero también cualquier unidad minima que consista en los restos de
aminoacido que imitan la regién hipervariable, tal como una CDR (CDR1H, CDR2H, CDR3H, CDR1L, CDR2L,
CDR3L). Los fragmentos conservativos también comprenden dAb. Los dAb (anticuerpos de un Unico dominio) son
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anticuerpos que comprenden Unicamente una cadena proteinica que deriva de uno de los dos dominios de la
estructura normal de un anticuerpo. De hecho, en determinados casos, la mitad de un anticuerpo puede unirse a su
antigeno diana con una afinidad comparable a la afinidad del anticuerpo de tipo silvestre. Los fragmentos
conservativos pueden producirse usando métodos bien conocidos en la técnica anterior. Dichos fragmentos pueden

5 obtenerse por métodos rutinarios, tales como una digestion proteolitica (por ejemplo, digestién con pepsina para
generar F(ab’)2; digestion con papaina para generar Fab).

Como se usa en este documento, la expresion mAb 314.8" o "lcos 314-8" o "Icos R 314-8." se refiere a un
anticuerpo monoclonal dirigido contra ICOS depositado en CNCM el 2 de julio de 2009 con el numero de acceso
10 CNCM 1-4180.

La 6 CDR del mAb 314.8 son como en la siguiente tabla 1:

Tabla 1l
Secuencia de ADN Secuencia de aminoacidos
H-CDR1 | GGCTACACCTTCACCACCTACTGGATGCA | GYTFTTYWMH
C {SEQ ID NO:7)

(SEQ ID NO:1)

H-CDRZ | GAGATTGATCCTTCTGATAGTTATGTTAA | EIDPSDSYVNYNQONFKG
CTACRATCARAACTTTAAGGGC (SEQID NO:8)
(SEQ ID NOQ:2)
H-CDR3 | TTTGATTAC FDY
(SEQ ID NO:3) (SEQ ID NO:9)

L-COR1 | AGGTCTAGTAAGAGTCCCCTGCATAGTAA RSSKSPLHSNGNIYLY
CGGCAACATTTACTTATAT (SEQ ID NG 110)
(SEQ ID NO:4)
L-CDR2 | CGGATGTCCAACCTTGCCTCA RMSNLAS
(SEQ 1D NO:5) (SEQID NO :11)

L-CDR3 | ATGCAACATCTAGAATATCCGTACACG MQHLEYPYT
(SEQ 1D NO:6) (SEQ ID NO :12)

15
Las secuencias completas de las regiones variables (VH y VL) del mAb 314.8 son las siguientes:

Cadena pesada: Secuencia de ADN (426 pb): Secuencia lider-FR1-CDR1-FR2-CDR2-FR3-CDR3-FR4

ATGGGATGGCGCTGTATCATCCTCTTCTTGGTATCAACAGCTACAGGTGTCCACTCCCAGGTCC
AACTACAGCAGCCTGGGACTGAACTTATGAAGCCTGGGGC TTCAGTGAAGCTGTCCTGCAAGGT
TTCTGGOTACACCTTCACCACCTACTGGATGCAC TGGGTGAAGCAGAGGCCTGGACAAGGCCTT
GAGTGGATCGGAGAGATTGATCCTTCTGATAGTTATGTTAACTACAATCAAAACTTTARGGGCA
AGGCCACATTGACTGTAGACAAATCCTCCAGCACAGCCTACATACAGC TCAGCAGCCTGACATC
TGAGGACTCTGCGGTCTATT T TTGTGCGAGATCCCCTGATTACTACGGTACTAGTCTTGCCTGE
TITGATTACTGGGGCCAAGGGACTCTGGTCACTGTCTCTACA (SEQ ID NO:13)

20

Cadena pesada: Secuencia de aminoacidos (142 AA): Secuencia lider-FR1-CDR1-FR2-CDR2-FR3-CDR3-FR4

MGWRCIILFLVSTATGVHS QVOLOQPGTELMKPGASVKLSCKASGYTFT TYWMHWVKQRPGOGL
EWIGEIDPSDSYVHYNQNFKGRATLTVDKSSSTAYIOLSSLTSEDSAVY FCARSPDY YGTSLAW
FDYWGQGTLVTVST (SEQ ID NO:14)

25
Cadena ligera: Secuencia de ADN (396 pb): Secuencia lider-FR1-CDR1-FR2-CDR2-FR3-CDR3-FR4
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ATGAGGTGCCTAGCTGAGTTCCTGGGGCTGCTTGTGCTCTGGATCCCTGGAGTCATTGGGGATA
TTGTGATGACTCAGGCTGCACCCTCTGTACCTGTCACTCCTGGAGAGTCAGTATCCATCTCCTG
CAGGTCTAGTAAGAGTCCCCTGCATAGTAACGGCAACATTTACTTATAT TGGTTCCTGCAGAGG
CCAGGCCAGTCTCCTCAGCTCCTGATATATCGGATGTCCARCCTIGCCTCAGGAGTCCCAGACA
GGTTCAGTGGCAGTGGGTCAGGAACTACTTTCACACTGAAAATCAGTAGAGTGGAGGCTGAGGA
TGTGGGTGTTTATTACTGTATGCARCATCTAGAATATCCGTACACGTTCGGAGGGGGGACCAAG
CTGGAAATAAAA (SEQ ID NO:15)

Cadena ligera: Secuencia de aminoacidos (132 AA): Secuencia lider-FR1-CDR1-FR2-CDR2-FR3-CDR3-FR4

MRCLAEFLGLLVLWIPGVIGD I VMIQAAPSVPVIPGESVS ISCRESKSPLHSNGNIYLY WFLQR
PGOSEPQLLI YRMSHLASGVPDRESGSGSGT TR TLEKISEVEAEDVGVYYOMOELEY PYTFGGGTH

LETK (SEQ ID NO:16)

La presente invencién también se refiere a anticuerpos que comprenden la SEQ ID NO: 18 en su cadena pesada y la
SEQ ID NO: 20 en su cadena ligera. También se refiere a anticuerpos codificados por al menos las secuencias de
nucleétidos SEQ ID NO: 17, para la cadena pesada y SEQ ID NO: 19 para la cadena ligera:

Cadena pesada: Secuencia de ADN: FR1-CDR1-FR2-CDR2-FR3-CDR3-FR4

CAGGTCCAACTACAGCAGCCTGGGACTGARCTTATGARGCCTGGGGCTTCAGTGAAGCTGTCCT
GCAAGGCTTCTGECTACACCTTICACCACCTACTGGATGCACTGGCTGRAAGCAGAGGCCTGGACA
AGGCCTITGAGTGGATCGLAGAGATTGATCCITCTGATAGTTATGTTAACTACAATCARAACTTT
AAGGGCARGGCCACATTGACTGTAGACAAATCCTCCAGCACAGCCTACATACAGCTCAGCAGCC
TGACATCTGAGGACTCTIGCGGTCTATTTTIGTGCGAGATCCCCTGATTACTACGGTACTAGTCT
TGCCTGGTTTGAT TACTGGGGCCARGGGACTCTGGTCACTGTCTCTACA (SEQ ID NO:17)

Cadena pesada: Secuencia de aminoacidos: FR1-CDR1-FR2-CDR2-FR3-CDR3-FR4

QVQLQQPGTELMKPGASVKLSCK_ASGYT FTTYWMHWVRKQRPGOGLEWIGEIDPSDSYVNYNONE
KGKATLTVDESSSTAYIQLSSLTSEDSAVY FCARSPDYYSTSLAWFDYWEQGTLVIVET (SEQ
ID NO:18)

Cadena ligera: Secuencia de ADN: FR1-CDR1-FR2-CDR2-FR3-CDR3-FR4

GATATTGTGATGACTCAGGCTGCACCCTCTGTACCTGTCACTCCTGGAGAGTCAGTATCCATCT
CCTGCAGSGTCTAGTAAGAGTCCCCTGCATAGTAACGCCARCATTTACTTATATTGGTTCCTGCA
GAGGCCAGGCCAGTCTCCTCAGCTCCTGATATATCGOATGTCCAACCTTGCCTCAGGAGTCCCA
GACAGGTTCAGTGGCAGTGGGTCAGGARCTACTTTCACACTGARRATCAGTAGAGTGGAGGCTG
AGGATGTGGGTGTTTATTACTGTATGCARCATCTAGAATATCCGTACACGT TCGGAGGGGGGAC
CAAGCTGGAAATRAARA (SEQ ID NO:19)

Cadena ligera: Secuencia de aminoacidos: FR1-CDR1-FR2-CDR2-FR3-CDR3-FR4

DIVMTQAAPSVPVTPGESVSISCRSSKSPLHSNGNI YLYWFLQRPGQSPQLLIYRMSNLASGVP
DRFSGSGSGTTFTLKISRVEAEDVGVYYCMOBLEYPYTFGGGTKLEIK (SEQ ID NO:20)

La enfermedad de injerto contra hospedador (GVHD) es una complicacién habitual después de un trasplante de
tejido alogénico. Esta habitualmente asociada con trasplante de células madre o médula 6sea. La GVHD también
puede producirse después de una transfusion de sangre si no se usan productos sanguineos irradiados.

Como se usa en este documento, la enfermedad de injerto contra hospedador se divide en formas agudas y
cronicas:
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- la forma aguda o fulminante de la enfermedad (aGVDH) se observa normalmente en los primeros 100 dias
después del trasplante, y es un problema principal para los trasplantes debido a la morbilidad y mortalidad
asociadas;

- la forma crénica de la enfermedad de injerto contra hospedador (cGVHD) normalmente se produce después de
100 dias. La aparicién de casos moderados a graves de cGVHD influye de forma adversa la supervivencia a
largo plazo.

Esta distincion no es arbitraria: la enfermedad de injerto contra hospedador aguda y crénica parece implicar
diferentes subconjuntos de células inmunitarias, diferentes perfiles de citocinas y dianas del hospedador algo
diferentes.

Como se usa en este documento, los términos "tratar" o "tratamiento" significa revertir, aliviar, inhibir el progreso
de, o prevenir el trastorno o afeccion al que se aplica dicho término, o uno o mas sintomas de dicho trastorno o
afeccion.

Una "cantidad terapéuticamente eficaz" se entiende para una cantidad minima de agente activo que es necesaria
para impartir un beneficio terapéutico a un sujeto. Por ejemplo, una "cantidad terapéuticamente eficaz" es una
cantidad que induce, mejora o causa de otro modo una mejora en los sintomas patolégicos, en la progresion de la
enfermedad o el estado fisioldgico asociado con una enfermedad o que mejora la resistencia un trastorno.

Como se usa en este documento, el término "prevencion” se refiere a aliviar la apariciéon de la enfermedad o
afeccion en un sujeto en el que aun no se ha diagnosticado que la tiene. Como se usa en este documento, el término
"sujeto" indica un mamifero, tal como un roedor, un felino, un canino y un primate. Preferiblemente, un sujeto de
acuerdo con la invencién es un ser humano.

La presente invencion se refiere a un anticuerpo dirigido contra ICOS, que tiene las siguientes 6 CDR, para su uso
para tratar la GVHD:

Secuencia de aminoéacidos

H-CDR1 GYTFTTYWMH

(SEQ ID NO: 7)

H-CDR2  |[EIDPSDSYVNYNQNFKG
(SEQ ID NO: 8)

H-CDR3  |FDY
(SEQ ID NO: 9)

L-CDR1  |RSSKSPLHSNGNIYLY
(SEQ ID NO: 10)
L-CDR2  [RMSNLAS

(SEQ ID NO: 11)
L-CDR3  [MQHLEYPYT

(SEQ ID NO: 12)

Dicho anticuerpo es Icos 314-8, que se puede obtener del hibridoma depositado en la "Collection Nationale de
Cultures de Microorganismes" (CNCM, Institut Pasteur, 25 rue du Docteur Roux, 75724 Paris Cedex 15, Francia), de
acuerdo con los términos del Tratado de Budapest, el 2 de julio de 2009 con el nimero de acceso CNCM 1-4180.

Secuencia de acido nucleico gue codifica un anticuerpo de la invencion

Una realizacién adicional de la invencion se refiere a un anticuerpo dirigido contra ICOS para su uso para tratar la
GVHD, en el que las secuencias nucleotidicas que codifican las 6 CDR de dicho anticuerpo son las siguientes:

Secuencia de ADN

H-CDR1  |[GGCTACACCTTCACCACCTACTGGATGCAC
(SEQ ID NO: 1)
H-CDR2  |GAGATTGATCCTTCTGATAGTTATGTTAACTACAATCAAAACTTTAAGGGC
(SEQ ID NO: 2)
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Secuencia de ADN

H-CDR3 TTTGATTAC

(SEQ ID NO: 3)

L-CDR1 AGGTCTAGTAAGAGTCCCCTGCATAGTAACGGCAACATTTACTTATAT
(SEQ ID NO: 4)

L-CDR2 CGGATGTCCAACCTTGCCTCA

(SEQ ID NO: 5)

L-CDR3 IATGCAACATCTAGAATATCCGTACACG

(SEQ ID NO: 6)

También se describe una secuencia de acido nucleico que codifica el dominio VH o el dominio VL de uno de los
anticuerpos seleccionados del grupo que consiste en mAb 314.8, sus fragmentos conservativos y sus derivados
conservativos.

Tipicamente, dicho &cido nucleico es una molécula de ADN o ARN, que puede incluirse en cualquier vector
adecuado, tal como un plasmido, cdsmido, episoma, cromosoma artificial, fago o un vector virico.

Los términos "vector", "vector de clonacién" y "vector de expresién" significan el vehiculo por el que una secuencia
de ADN o ARN (por ejemplo, un gen exdgeno) puede introducirse en una célula hospedadora, para transformar el
hospedador y promover la expresion (por ejemplo, la transcripcion y la traduccion) de la secuencia introducida. De
esa manera, un objetivo adicional de la invencion se refiere a un vector que comprende un acido nucleico de la
invencién. Dichos vectores pueden comprender elementos reguladores, tales como un promotor, potenciador,
terminador y similares, para causar o dirigir la expresion de dicho anticuerpo tras la administracion a un sujeto. Los
ejemplos de promotores y potenciadores usados en el vector de expresion para células animales incluyen el
promotor temprano y el potenciador de SV40, el promotor LTR y el potenciador del virus de leucemia murina de
Moloney, el promotor y el potenciador de la cadena H de inmunoglobulina y similares.

Puede usarse cualquier vector de expresion para células animales, siempre que pueda insertarse y expresarse un
gen que codifiqgue la region C del anticuerpo humano. Los ejemplos de vectores adecuados incluyen pAGE107,
pAGE103, pHSG274, pKCR, pSG1, beta d2-4- y similares. Otros ejemplos de plasmidos incluyen plasmidos de
replicacién que comprenden un origen de replicacion, o plasmidos de integracion, tales como, por ejemplo, pUC,
pcDNA, pBR y similares. Otros ejemplos de vectores viricos incluyen vectores adenoviricos, retroviricos, del virus del
herpes y de AAV. Dichos virus recombinantes pueden producirse por técnicas conocidas en la técnica, tales como
por transfeccién de células de empaquetamiento o por transfeccion transitoria con plasmidos auxiliares o virus. Los
ejemplos tipicos de células empaquetadoras de virus incluyen células PA317, células PsiCRIP, células GPenv+,
células 293, etc. Pueden encontrarse protocolos detallados para producir dichos virus recombinantes defectuosos en
la replicacion, por ejemplo, en el documento WO 95/14785, el documento WO 96/22378, el documento
US 5.882.877, el documento US 6.013.516, el documento US 4.861.719, el documento US 5.278.056 y el
documento WO 94/19478.

Un objetivo adicional de la presente invencion se refiere a una célula que se ha transfectado, infectado o
transformado por una &cido nucleico y/o un vector de acuerdo con la invencién. El término "transformacion” se
refiere a la introduccién de un gen "exdgeno” (es decir, extrinseco o extracelular), secuencia de ADN o ARN en una
célula hospedadora, de modo que la célula hospedadora exprese el gen o secuencia introducida para producir una
sustancia deseada, tipicamente una proteina o enzima codificada por el gen o secuencia introducida. Una célula
hospedadora que recibe y expresa el ADN o ARN introducido se ha "transformado”. Los &cidos nucleicos de la
invencion pueden usarse para producir un anticuerpo de la invencién en un sistema de expresion adecuado. La
expresion "sistema de expresion” significa una célula hospedadora y vector compatible en condiciones adecuadas,
por ejemplo, para la expresion de una proteina codificada por el ADN exdgeno portado por el vector e introducido en
la célula hospedadora.

Los sistemas de expresion habituales incluyen células hospedadoras de E. coli y vectores plasmidicos, células
hospedadoras de insecto y vectores de baculovirus y células hospedadoras de mamifero y vectores. Otros ejemplos
de células hospedadoras incluyen, sin limitacién, células procariotas (tales como bacterias) y células eucariotas
(tales como células de levadura, células de mamifero, células de insecto, células vegetales, etc.). Los ejemplos
especificos incluyen E. coli, levaduras Kluyveromyces o Saccharomyces, lineas celulares de mamifero (por ejemplo,
células Vero, células CHO, células 3T3, células COS, etc.), asi como cultivos celulares de mamifero primarios o
establecidos (por ejemplo, producidos a partir de linfoblastos, fibroblastos, células embrionarias, células epiteliales,
células nerviosas, adipocitos, etc.). Los ejemplos también incluyen la célula SP2/0-Agl4 de raton (ATCC CRL1581),
la célula P3X63-Ag8.653 de ratén (ATCC CRL1580), la célula CHO en que un gen de la dihidrofolato reductasa (a
partir de ahora mencionado como "gen DHFR") es defectuoso, la célula YB2/3HL.P2.G11.16Ag.20 de rata (ATCC
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CRL1662, a partir de ahora en este documento mencionada como "célula YB2/0") y similares.

La presente invencion también se refiere a un método de produccion de una célula hospedadora recombinante que
expresa un anticuerpo de acuerdo con la invencion, comprendiendo dicho método las etapas de:

(i) introducir in vitro 0 ex vivo un acido nucleico recombinante o un vector como se describe anteriormente en una
célula hospedadora competente,

(ii) cultivar in vitro o ex vivo la célula hospedadora recombinante obtenida, y

(i) opcionalmente, seleccionar las células que expresan y/o secretan dicho anticuerpo. Dichas células
hospedadoras recombinantes pueden usarse para la produccién de anticuerpos de la invencion.

Composiciéon farmacéutica de acuerdo con lainvencién

La invencion también se refiere a composiciones farmacéuticas que comprenden un anticuerpo de la invencién.

Por lo tanto, un anticuerpo de la invencién puede combinarse con excipientes farmacéuticamente aceptables, y
opcionalmente matrices de liberacién sostenida, tales como polimeros biodegradables, para formar composiciones
terapéuticas.

"Farmacéuticamente" o "farmacéuticamente aceptable" se refiere a entidades moleculares y composiciones que no
producen una reaccidon adversa, alérgica u otra reaccion no deseada cuando se administran a un mamifero,
especialmente un ser humano, segun lo apropiado. Un vehiculo o excipiente farmacéuticamente aceptable se refiere
a un relleno, diluyente, material de encapsulacion o formulacion auxiliar de cualquier tipo, sélido, semisélido o liquido
no toxico.

La forma de las composiciones farmacéuticas, la via de administracion, la dosificacion y el régimen dependen de
forma natural de la afeccién a tratar, la gravedad de la enfermedad, la edad, el peso y el género del paciente, etc.

Las composiciones farmacéuticas de la invenciéon pueden formularse para administracion tépica, oral, parenteral,
intranasal, intravenosa, intramuscular, subcutanea o intraocular y similares.

Preferiblemente, las composiciones farmacéuticas contienen vehiculos que son farmacéuticamente aceptables para
una formulacién que puede inyectarse. Estas pueden estar en soluciones particulares isotonicas, estériles, salinas
(fosfato de monosodio o disodio, cloruro de sodio, potasio, calcio o magnesio y similares o mezclas de dichas sales)
0 en polvo, especialmente composiciones secadas por congelacion que tras la adicion, dependiendo del caso, de
agua esterilizada o solucion salina fisiolégica, permiten la constitucién de las soluciones inyectables.

Las dosis usadas para la administracion pueden adaptarse como una funcién de diversos parametros, y en particular
como una funcién del modo de administracién usado, de la patologia pertinente o como alternativa de la duracion
deseada del tratamiento. Para preparar composiciones farmacéuticas, puede disolverse o dispersarse una cantidad
eficaz del anticuerpo en un vehiculo farmacéuticamente aceptable o medio acuoso. Las formas farmacéuticas
adecuadas para uso inyectable incluyen soluciones o dispersiones acuosas estériles; incluyendo las formulaciones
aceite de sésamo, aceite de cacahuete o propilenglicol acuoso; y polvos estériles para la preparacion improvisada de
soluciones o dispersiones inyectables estériles. En todos los casos, la forma debe ser estéril y debe ser fluida en la
medida en que exista facilidad de inyeccion. Debe ser estable en las condiciones de fabricacion y almacenamiento y
debe conservarse frente a la accion contaminante de microorganismos, tales como bacterias y hongos.

Las soluciones de los compuestos activos como base libre o sales farmacol6gicamente aceptables pueden preparar
en agua mezclada adecuadamente con un tensioactivo, tal como hidroxipropilcelulosa. También se pueden preparar
dispersiones en glicerol, polietilenglicoles liquidos y mezclas de los mismos y en aceites. En condiciones habituales
de almacenamiento y uso, estas preparaciones contienen un conservante para evitar el crecimiento de
microorganismos.

Un anticuerpo de la invencién puede formularse en una composicion en una forma neutra o salina. Las sales
farmacéuticamente aceptables incluyen las sales de adicion de acido (formadas con los grupos amino libres de la
proteina) y que se forman con acidos inorgénicos tales como, por ejemplo, acidos clorhidrico o fosférico, o acidos
organicos tales como acido acético, oxalico, tartarico, mandélico, y similares. Las sales formadas con los grupos
carboxilo libres también pueden obtenerse de bases inorganicas tales como, por ejemplo, hidréxidos de sodio,
potasio, amonio, calcio o férrico, y bases organicas tales como isopropilamina, trimetilamina, histidina, procaina y
similares.

El vehiculo también puede ser un disolvente o medio de dispersion que contiene, por ejemplo, agua, etanol, poliol
(por ejemplo, glicerol, propilenglicol y polietilenglicol liquido y similares), mezclas adecuadas de los mismos y aceites
vegetales.

La fluidez apropiada puede mantenerse, por ejemplo, mediante el uso de un recubrimiento, tal como lecitina,
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mediante el mantenimiento del tamafio de particula necesario en caso de dispersion y mediante el uso de
tensioactivos.

La prevencion de la accion de microorganismos puede conseguirse por diversos agentes antibacterianos y
antifingicos, por ejemplo, parabenos, clorobutanol, fenol, acido sorbico, timerosal y similares. En muchos casos,
sera preferible incluir agentes isoténicos, por ejemplo, azlcares o cloruro de sodio.

La absorcién prolongada de las composiciones inyectables puede conseguirse mediante el uso en las
composiciones de agentes que retardan la absorcion, por ejemplo, monoestearato de aluminio y gelatina.

Las soluciones inyectables estériles se preparan incorporando los compuestos activos en la cantidad requerida en el
disolvente apropiado con otros diversos ingredientes enumerados anteriormente, segun lo necesario, seguido por
esterilizacion por filtracion.

En general, las dispersiones se preparan incorporando los diversos ingredientes activos esterilizados en un vehiculo
estéril que contiene el medio de dispersion basico y los otros ingredientes requeridos de los enumerados
anteriormente. En el caso de polvos estériles para la preparacién de soluciones inyectables estériles, los métodos de
preparacion preferidos son técnicas de secado al vacio y secado por congelaciéon que producen un polvo del
ingrediente activo mas cualquier ingrediente adicional deseado a partir de la solucion filtrada a esterilidad
previamente de los mismos.

También se contempla la preparacion de soluciones mas concentradas o altamente concentradas para inyeccion
directa, donde se prevé que el uso de DMSO como disolvente producira una penetracion extremadamente rapida,
suministrando concentraciones elevadas de los agentes activos a una pequefia area de tumor.

Tras la formulacion, las soluciones se administrardn de una manera compatible con la formulacion de dosificacion y
en una cantidad tal que sea terapéuticamente eficaz. Las formulaciones se administran facilmente en una diversidad
de formas de dosificacion, tal como el tipo de soluciones inyectables descritas anteriormente, pero también pueden
emplearse capsulas de liberacion de farmaco y similares.

Para la administracion parenteral en una solucion acuosa, por ejemplo, la solucion debe tamponarse
adecuadamente si fuera necesario y el diluyente liquido en primer lugar tiene que volverse isotonico con suficiente
solucién salina o glucosa.

Estas soluciones acuosas particulares son especialmente adecuadas para administracién intravenosa,
intramuscular, subcutanea e intraperitoneal. A este respecto, el medio acuoso estéril que puede emplearse sera
conocido para los expertos en la materia a la luz de la presente divulgacion. Por ejemplo, una dosificacion podria
disolverse en 1 ml de solucién de NaCl isoténica y afiadirse a 1000 ml de liquido de hipodermoclisis o inyectarse en
el sitio propuesto de infusion, (véase, por ejemplo, Remington’s Pharmaceutical Sciences" 15.2 Edicién, paginas
1035-1038 y 1570-1580). Alguna variacion en la dosificacion se producird necesariamente dependiendo de la
afeccion del sujeto que se estd tratando. La persona responsable de la administracién, en cualquier caso,
determinara la dosis apropiada para el sujeto individual.

Los anticuerpos de la invencién pueden formularse dentro de una mezcla terapéutica para que comprenda de
aproximadamente 0,0001 a 1,0 miligramos, o de aproximadamente 0,001 a 0,1 miligramos, o de aproximadamente
0,1 a 1,0 o incluso de aproximadamente 10 miligramos por dosis 0 similares. También pueden administrarse
multiples dosis. Ademas de los compuestos formulados para administracion parenteral, tal como inyeccién
intravenosa o intramuscular, otras formas farmacéuticamente aceptables incluyen, por ejemplo, comprimidos u otros
sélidos para administracion oral; capsulas de liberacion temporalizada; y cualquier otra forma actualmente usada.

En determinadas realizaciones, el uso de liposomas y/o nanoparticulas se contempla para la introduccién de
anticuerpos en células hospedadoras. La formulacion y uso de liposomas y/o nanoparticulas son conocidos para los
expertos en la materia.

Las nanocéapsulas pueden atrapar en general compuestos de una manera estable y reproducible. Para evitar los
efectos secundarios debido a sobrecarga polimérica intracelular, dichas particulas ultrafinas (con tamafio de
aproximadamente 0,1 um) generalmente se disefian usando polimeros que pueden degradarse in vivo. Se
contemplan nanoparticulas de polialquil-cianoacrilato biodegradables que cumplen estos requisitos para su uso en la
presente invencion, dichas particulas pueden generarse facilmente.

Los liposomas se forman a partir de fosfolipidos que se dispersan en un medio acuoso y forman espontaneamente
vesiculas de bicapa concéntrica de mdltiples laminas (también llamadas vesiculas multilaminares (MLV)). Las MLV
generalmente tienen diametros de 25nm a 4 um. La sonicacion de MLV provoca la formaciéon de vesiculas
unilaminares pequefias (SUV) con diametros en el intervalo de 200 a 500 A, que contienen una solucién acuosa en
el centro. Las caracteristicas fisicas de los liposomas dependen del pH, la fuerza iénica y la presencia de cationes
divalentes.
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Método para producir anticuerpos de la invencion

Los anticuerpos de la invencion pueden producirse por cualquier técnica conocida en la técnica, tal como, sin
limitacién, cualquier técnica quimica, bioldgica, genética o enzimatica, en solitario o en combinacion.

Conociendo la secuencia de aminoacidos de la secuencia deseada, un experto en la materia puede producir
facilmente dichos anticuerpos, por técnicas convencionales para la produccion de polipéptidos. Por ejemplo, pueden
sintetizarse usando un método en fase sélida bien conocido, preferiblemente usando un aparato de sintesis de
péptidos disponible en el mercado (tal como el fabricado por Applied Biosystems, Foster City, California) y siguiendo
las instrucciones del fabricante. Como alternativa, los anticuerpos de la invencién pueden sintetizarse por técnicas
de ADN recombinante bien conocidas en la técnica. Por ejemplo, los anticuerpos pueden obtenerse como productos
de expresion de ADN después de la incorporacion de secuencias de ADN que codifican los anticuerpos en vectores
de expresion y la introduccion de dichos vectores en hospedadores eucariotas o procariotas adecuados que
expresaran los anticuerpos deseados, a partir de los cuales después pueden aislarse usando técnicas bien
conocidas.

En particular, la invencion divulga ademas un método de produccién de un anticuerpo de la invencion,
comprendiendo dicho método las etapas que consisten en:

(i) cultivar una célula hospedadora transformada de acuerdo con la invencion en condiciones adecuadas para
permitir la expresion de dicho anticuerpo; y
(i) recuperar el anticuerpo expresado.

En otra realizacion particular, el método comprende las etapas de:

(i) cultivar el hibridoma depositado como CNCM 1-4180 en condiciones adecuadas para permitir la expresion del
anticuerpo; y
(i) recuperar el anticuerpo expresado.

Los anticuerpos de la invencién se separan adecuadamente del medio de cultivo por procedimientos de purificacion
de inmunoglobulina convencionales tales como, por ejemplo, proteina A-Sepharose, cromatografia en hidroxilapatita,
electroforesis en gel, didlisis o cromatografia de afinidad.

En una realizacion particular, el anticuerpo quimérico humano de la presente divulgacion puede producirse
obteniendo secuencias de acido nucleico que codifican los dominios VL y VH como se describe previamente,
construyendo un vector de expresién de anticuerpo quimérico humano insertadndolos en un vector de expresién para
células animales que tiene genes que codifican CH de anticuerpo humano y CL de anticuerpo humano y expresando
la secuencia codificante introduciendo el vector de expresidon en una célula animal. Como dominio CH de un
anticuerpo quimérico humano, puede ser cualquier regidon que pertenezca a inmunoglobulina humana, pero aquellos
de la clase IgG son adecuados y uno cualquiera de las subclases que pertenecen a la clase IgG, tales como 1gG1,
IgG2, 1gG3 e IgG4, también puede usarse. Ademdas, como CL de un anticuerpo quimérico humano, puede ser
cualquier region que pertenezca a Ig, y aquellos de la clase kappa o la clase lambda se pueden usar. Los métodos
para producir anticuerpos quiméricos implican técnicas convencionales de ADN recombinante y transfeccion génica
gue son bien conocidas en la técnica (véanse los documentos de patente US 5.202.238; y US 5.204.244).

El anticuerpo humanizado de la presente divulgacion puede producirse obteniendo secuencias de acido nucleico que
codifican dominios CDR, como se describe previamente, construyendo un vector de expresion de anticuerpo
humanizado insertandolas en un vector de expresion para células animales que tiene genes que codifican (i) una
region constante de cadena pesada idéntica a la de un anticuerpo humano vy (ii) una regién constante de cadena
ligera idéntica a la de un anticuerpo humano, y expresando los genes introduciendo el vector de expresién en una
célula animal.

El vector de expresién de anticuerpo humanizado puede ser de un tipo en que un gen que codifica una cadena
pesada de anticuerpo y un gen que codifica una cadena ligera de anticuerpo existe en vectores diferentes o de un
tipo en que ambos genes existen en el mismo vector (de tipo en tandem). Respecto a la facilidad de construccién de
un vector de expresion de anticuerpo humanizado, la facilidad de introduccién en células animales y el equilibrio
entre los niveles de expresion de cadenas H y L de anticuerpo en células animales, se prefiere el vector de
expresion de anticuerpo humanizado del tipo en tdndem. Los ejemplos de vector de expresion de anticuerpo
humanizado del tipo en tAndem incluyen pKANTEX93 (documento WO 97/10354), pEE18 y similares.

Los métodos para producir anticuerpos humanizados basados en técnicas convencionales de ADN recombinante y
transfeccién génica son hien conocidos en la técnica. Los anticuerpos pueden humanizarse usando una diversidad
de técnicas conocidas en la técnica incluyendo, por ejemplo, injerto de CDR (documento EP 239.400; publicacion
PCT WO 91/09967; patentes de Estados Unidos n.° 5.225.539; 5.530.101; y 5.585.089), rechapado o rebarnizado
(documento EP 592.106; EP 519.596) y reordenamiento de cadenas (patente de Estados Unidos n.° 5.565.332). La
tecnologia de ADN recombinante general para la preparacion de dichos anticuerpos también es conocida (véase la
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solicitud de patente europea EP 125023 y la solicitud de patente internacional WO 96/02576).

El Fab de la presente divulgacion puede obtenerse tratando un anticuerpo que reacciona especificamente con ICOS
con una proteasa, papaina. Ademas, el Fab puede producirse insertando ADN que codifica Fab del anticuerpo en un
vector para un sistema de expresién procariota, o para un sistema de expresién eucariota, e introduciendo el vector
en un procariota o eucariota (segun lo apropiado) para expresar el Fab.

El F(ab’)2 de la presente divulgaciéon puede obtenerse tratando un anticuerpo que reacciona especificamente con
ICOS con una proteasa, pepsina.

Ademas, el F(ab’)2 puede producirse uniendo el Fab' descrito a continuacion mediante un enlace tioéter o un enlace
disulfuro.

El Fab' de la presente divulgacién puede obtenerse tratando el F(ab’)2 que reacciona especificamente con ICOS
humano con un agente reductor, ditiotreitol. Ademas, el Fab' puede producirse insertando el ADN que codifica el
fragmento Fab' del anticuerpo en un vector de expresién para procariotas, 0 un vector de expresién para eucariotas,
e introduciendo el vector en un procariota o eucariota (segun lo apropiado) para realizar su expresion.

El scFv de la presente divulgacién puede producirse obteniendo el a ADNc que codifica los dominios VH y VL como
se describe previamente, construyendo el ADN que codifica scFv, insertando el ADN en un vector de expresion para
procariotas, 0 un vector de expresion para eucariotas, y después introduciendo el vector de expresion en un
procariota o eucariota (segun lo apropiado) para expresar el scFv. Para generar un fragmento scFv humanizado,
puede usarse una tecnologia bien conocida llamada injerto de CDR, que implica seleccionar las regiones
determinantes de complementariedad (CDR) de un fragmento scFv donador e injertandolas en una region
flanqueante del fragmento scFv humano de estructura tridimensional conocida (véanse, por ejemplo, los documentos
WO 98/45322; WO 87/02671; US 5.859.205; US 5.585.089; US 4.816.567; EP 0173494).

Se contemplan una o méas modificaciones de secuencia de aminoacidos de los anticuerpos descritos en este
documento. Por ejemplo, puede ser deseable mejorar la afinidad de unién y/u otras propiedades bioldgicas del
anticuerpo. Se sabe que cuando un anticuerpo humanizado se produce injertando simplemente UGnicamente las CDR
en VH y VL de un anticuerpo derivado de un animal no humano en las FR del VH y VL de un anticuerpo humano, la
actividad de union a antigeno se reduce en comparacion con la del anticuerpo original derivado de un animal no
humano. Se considera que varios restos de aminoacido del VH y VL del anticuerpo no humano, no Gnicamente en
las CDR, sino también en las FR, estan directa o indirectamente asociados con la actividad de unién al antigeno. Por
tanto, la sustitucion de estos restos de aminoacido con diferentes restos de aminoacido derivados de las FR del VH'y
VL del anticuerpo humano reducirian la actividad de union.

Para resolver el problema, en anticuerpos a los que se han injertado CDR humanas, tienen que hacerse intentos por
identificar, entre las secuencias de aminoacidos de la FR del VH y VL de anticuerpos humanos, un resto de
aminoacido que esté directamente asociado con la unién al anticuerpo, o que interactde con un reto de aminoacido
de la CDR, o que mantenga la estructura tridimensional del anticuerpo y que esté directamente asociado con la
union al antigeno. La actividad de union al antigeno reducida podria aumentarse remplazando los aminoacidos
identificados con restos de aminoacido del anticuerpo original derivado de un animal no humano.

Pueden hacerse modificaciones y cambios en la estructura de los anticuerpos de la presente invencion, y en las
secuencias de ADN que los codifican, y adn obtener una molécula funcional que codifique un anticuerpo con
caracteristicas deseables. Al hacer los cambios en las secuencias de amino, puede considerarse el indice
hidropatico de los aminoacidos. La importancia del indice de aminoacidos hidropaticos a la hora de conferir funcién
biologica interactiva en una proteina estd generalmente comprendida en la técnica. Se acepta que el caracter
hidropatico relativo del aminoacido contribuye a la estructura secundaria de la proteina resultante, que a su vez
define la interaccion de la proteina con otras moléculas, por ejemplo, enzimas, sustratos, receptores, ADN,
anticuerpos, antigenos y similares.

Cada aminoacido tiene un indice hidropatico asignado basandose en su hidrofobia y caracteristicas de carga que
son: isoleucina (+4,5); valina (+4,2); leucina (+3,8); fenilalanina (+2,8); cisteina/cistina (+2,5); metionina (+1,9);
alanina (+1,8); glicina (-0,4); treonina (-0,7); serina (-0,8); triptéfano (-0,9); tirosina (-1,3); prolina (-1,6); histidina (-
3,2); glutamato (-3,5); glutamina (-3,5); aspartato (-3,5); asparagina (-3,5); lisina (-3,9); y arginina (-4,5).

Los derivados conservativos de acuerdo la divulgacion son aquellos en que un resto de aminoacido dado en una
proteina o enzima se ha cambiado sin alterar la conformacién global y funcién del polipéptido, incluyendo, aunque
sin limitacion, el remplazo de un aminoéacido con uno que tiene propiedades similares (tales como, por ejemplo, la
polaridad, potencial de enlaces de hidrégeno, acidez, basicidad, hidrofobicidad, aromaticidad y similares).

Los aminoécidos diferentes a los indicados como conservados pueden diferir en una proteina de modo que el

porcentaje de similitud de secuencia proteinica o de aminoacidos entre dos proteinas cualesquiera de funcion similar
puede variar y puede ser, por ejemplo, de un 70 % a un 99 % determinada de acuerdo con un esquema de
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alineacion tal como por el Método de Agrupacion, en el que la similitud se basa en el algoritmo MEGALIGN.

Un derivado conservativo de acuerdo con la divulgacién también incluye un polipéptido que tiene al menos un 60 %
de identidad de aminoacidos determinada por los algoritmos BLAST o FASTA, preferiblemente al menos un 75 %,
mas preferiblemente al menos 85 %, aln preferiblemente al menos un 90 % e incluso mas preferiblemente al menos
un 95 %, y que tiene las mismas propiedades o funciones o propiedades o funciones sustancialmente similares que
la proteina natural o precursora con la que se compara. Dos secuencias de aminoacidos son "sustancialmente
homélogas" o "sustancialmente similares" cuando mas de un 80 %, preferiblemente mas de un 85 %,
preferiblemente mas de un 90 % de los aminoacidos son idénticos, 0 mas de aproximadamente un 90 %,
preferiblemente mas de un 95 %, son similares (funcionalmente idénticos) sobre la longitud completa de la secuencia
mas corta. Preferiblemente, las secuencias similares u homologas se identifican por alineacion usando, por ejemplo,
el programa pileup de GCG (Genetics Computer Group, Program Manual for the GCG Package, Versiéon 7, Madison,
Wisconsin) o cualquier algoritmo de comparacion de secuencias tales como BLAST, FASTA, etc.

Por ejemplo, determinados aminoacidos pueden sustituirse por otros aminoacidos en una estructura proteinica sin
pérdida apreciable de actividad. Como la capacidad interactiva y la naturaleza de una proteina definen la actividad
funcional biolégica de la proteina, pueden hacerse determinadas sustituciones de aminoacido en una secuencia
proteinica y, por supuesto, en su ADN que codifica la secuencia, mientras, no obstante se obtiene una proteina con
propiedades similares. Por tanto, se contempla que pueden hacerse diversos cambios en las secuencias de los
anticuerpos de la invencién, o las secuencias de ADN correspondientes que codifican dichos anticuerpos, sin
pérdida apreciable de su actividad biol4gica.

Se sabe en la técnica que determinados aminoécidos pueden sustituirse por otros aminoacidos que tienen un indice
o valor hidropatico similar y aun producir una proteina con actividad biolégica similar, es decir, aun obtener una
proteina funcionalmente equivalente biolégica. Como se resume anteriormente, las sustituciones de aminoécido,
generalmente, se basan, por lo tanto, en la similitud relativa de los sustituyentes de cadena lateral de aminoécido,
por ejemplo, su hidrofobia, hidrofilia, carga, tamafio y similares.

Las sustituciones ejemplares que adoptan diversas de las caracteristicas anteriores en consideracidon son bien
conocidas para los expertos en la materia e incluyen: arginina y lisina; glutamato y aspartato; serina y treonina;
glutamina y asparagina; y valina, leucina e isoleucina. Otro tipo de modificacion de amino&cido del anticuerpo de la
invencion puede ser Util para alterar el patron de glucosilacién original del anticuerpo.

Por "alterar" se entiende eliminar uno o mas restos de carbohidrato encontrados en el anticuerpo, y/o afiadir uno o
mas sitios de glucosilacion que no estan presentes en el anticuerpo.

La glucosilacién de anticuerpos esta tipicamente ligada a N. "Ligada a N" se refiere a la adhesion del resto
carbohidrato a la cadena lateral de un resto de asparagina. Las secuencias tripeptidicas asparagina-X-serina y
asparagina-X-treonina, donde X es cualquier aminoacido excepto prolina, son las secuencias de reconocimiento
para la adhesién enzimatica del resto carbohidrato a la cadena lateral de asparagina. Por tanto, la presencia de
cualquiera de estas secuencias tripeptidicas en un polipéptido crea un sitio de glicosilacion potencial. La adicion de
sitios de glicosilacion al anticuerpo se consigue convenientemente alterando la secuencia de aminoacidos de modo
gue contenga una o mas de las secuencias tripeptidicas descritas anteriormente (para sitios de glicosilacion ligados
a N). Otro tipo de modificacion covalente implica el acoplamiento quimico o enzimatico de glucdsidos al anticuerpo.
Estos procedimientos son ventajosos porque no requieren produccién del anticuerpo en una célula hospedadora que
tiene capacidades de glucosilacion para glucosilacion ligada a N u O. Dependiendo del modo de acoplamiento
usado, el aztcar o los azUcares pueden adherirse a (a) arginina e histidina, (b) grupos carboxilo libres, (c) grupos
sulfhidrilo libres tales como los de cisteina, (d) grupos hidroxilo libres tales como los de serina, treonina o
hidroxiprolina, (e) restos aromaticos tales como los de fenilalanina, tirosina o triptéfano, o (F) el grupo amida de
glutamina. Por ejemplo, dichos métodos se describen en el documento WO 87/05330.

La eliminacién de cualquier resto carbohidrato presente en el anticuerpo puede conseguirse de forma quimica o
enzimatica. La desglucosilaciébn quimica requiere exposicion del anticuerpo al compuesto &cido
trifluorometanosulfénico, o un compuesto equivalente. Este tratamiento provoca la escisiéon de la mayoria o de todos
los azUcares excepto el azdcar de unién (N-acetilglucosamina o N-acetilgalactosamina), mientras deja el anticuerpo
intacto.

La escision enzimatica de los restos carbohidrato en los anticuerpos puede conseguirse mediante el uso de una
diversidad de endo- y exoglucosidasas.

Otro tipo de modificacion covalente del anticuerpo comprende la union del anticuerpo a uno de una diversidad de
polimeros no proteinicos, por ejemplo, polietilenglicol, propilenglicol o polioxialquilenos, de la manera expuesta en
las patentes de Estados Unidos n.° 4.640.835; 4.496.689; 4.301.144; 4.670.417; 4.791.192 o0 4.179.337. También
puede ser deseable modificar el anticuerpo de la invencién con respecto a la funcién efectora, por ejemplo, para
potenciar la citotoxicidad mediada por células dependiente de antigeno (ADCC) y/o la citotoxicidad dependiente del
complemento (CDC) del anticuerpo. Esto puede conseguirse introduciendo una o mas sustituciones de aminoacido
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en una region Fc del anticuerpo. Como alternativa o adicionalmente, pueden introducirse uno o mas restos de
cisteina en la regién Fc, permitiendo de ese modo la formacion de enlaces disulfuro intercatenarios en esta region. El
anticuerpo homodimérico asi generado puede tener capacidad de internalizacion mejorada y/o eliminacién celular
mediada por el complemento y/o citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (ADCC) mejorada (Caron PC. et
al. J Exp Med. 1 de octubre de 1992; 176(4): 1191-5 y Shopes B. J Immunol. 1 de mayo de 1992; 148(9):2918-22).

La invencion se ilustrara adicionalmente en vista de las siguientes figuras y ejemplo.
Descripcion de las figuras

Figura 1. El anticuerpo anti-hulCOS (314.8) evita la pérdida de peso y mejora la supervivencia durante
xeno-GVHD.

Se irradiaron (2Gy) ratones inmunodeficientes hembra (7-20 semanas NSG o NOG) y se injertaron con 2-10°
PBMC humanas por inyeccion retroorbital. Se inyectd anticuerpo anti-hulCOS (314.8) o control de isotipo
(500 pg/por raton) por via intraperitoneal. A. Peso promedio (porcentaje + desviacion tipica) para ratones gque
reciben PBMC mas IgG de control (500 pg, linea gris), anti-ICOS (500 pg, linea negra). B. Curvas de
supervivencia de Kaplan-Meier para diferentes grupos de ratones como se muestra en (A). **Pueba del orden
logaritmico (Mantel-Cox) p<0,001.

Figura 2. El tratamiento con 314.8 reduce las infiltraciones de células mononucleares (MNC) en 6rganos
periféricos. Tincién con hematoxilina-eosina de higado (D16 después de la transferencia) y pulmén (-PBMC
D90, +PBMC +Iso D70, +PBMC +314.8 D98 después de la transferencia). *** p<0,05 Prueba de la t para datos
independientes.

Figura 3. El anticuerpo anti-hulCOS evita la expansién de linfocitos T humanos en la sangre. Se realiz6 la
cinética de la expansién de linfocitos T CD3+ en la sangre de ratones de control (n=11) y tratados con 314.8
(n=5) usando las microesferas Truecount.

Figura 4. El tratamiento con anti-ICOS Gnicamente retarda la muerte causada por GVHD establecida. Dx =
ratones en o por debajo de un 85 % de IW (PBMC en DO0). D8 = inyeccion de mAb respecto a PBMC (D0).

Ejemplo: Uso de mAb anti-ICOS 314.8 en un modelo murino de GVHD

MATERIAL Y METODOS

Se irradiaron ratones NOD.SCID.yc-/- (NSG) inmunodeficientes (de Jackson Laboratory) a 2 Gy antes de inyeccion
de 2:10° células mononucleares de sangre periférica (PBMC) totales de donadores sanos. En estos experimentos,
los autores de la invencion evaluaron la pérdida de peso y la supervivencia de los ratones a los que se ha inyectado
en el tiempo, como parametros clinicos de la apariciéon de GVHD vy la gravedad. La pérdida de peso se representd
como el porcentaje de peso inicial de los ratones a los que se ha inyectado en los diferentes puntos temporales
después de la inyeccién de PBMC. En algunos experimentos, se recogié sangre y células esplénicas y se
determinaron las frecuencias de linfocitos T por citometria de flujo usando mAb fluorescentes especificos de ser
humano. Se realizaron cinco experimentos independientes con cinco donadores de PBMC sanos humanos
diferentes.

RESULTADOS

El primer panel mostré una rapida pérdida de peso en ratones a los que se inyecté PBMC y el mAb irrelevante de
control en comparacién con ratones que habian recibido PBMC y el mAb anti-ICOS (figura 1A). Esta pérdida estuvo
acompafiada por muerte de todos los ratones (figura 1B). Por el contrario, un 60 % de los ratones tratados con anti-
ICOS sobrevivieron hasta el final del experimento (figura 1B). Esta proteccion se correlaciond con una menor
infiltracién de células mononucleares en el higado y en los pulmones de los ratones (figura 2). Se detectd infiltracion
masiva alrededor de estructuras vasculares en ratones de control mientras que se detectaron muy pocas células en
la misma zona en animales tratados con 314.8 (figura 2). La cuantificacion visual demostré que las cantidades de
vasos infiltrados eran significativamente inferiores en los grupos tratados con anti-ICOS. Las cantidades de linfocitos
T humanos se determinaron en la sangre de los animales tratados usando los reactivos TrueCount en diversos
momentos después de la inyeccion. Los resultados demostraron una expansién masiva de linfocitos T en el primer
mes después de la inyeccién en el grupo de control. Por el contrario, los ratones tratados con anti-ICOS presentaron
cantidades menores de linfocitos T en la sangre (figura 3) y en el bazo (no mostrado). Por tanto, el mAb anti-ICOS
evitaba la expansion de linfocitos T humanos en el entorno xeno-GVHD. Finalmente, después de haber demostrado
que el anticuerpo tenia un efecto preventivo en GVHD, se quiso evaluar el efecto curativo del anticuerpo (figura 4).
Para hacer esto, a los ratones se les inyectaron PBMC recién aisladas y se esper6 durante 8 dias antes de la
inyeccién del anticuerpo 314.8 o hasta que el ratdn perdié un 85 % de su peso inicial. En este Gltimo entorno, los
ratones murieron a la misma tasa y al mismo ritmo que los controles no tratados. Por el contrario, el tiempo de
supervivencia se duplico en el grupo que recibié el anticuerpo en el dia 8. En conjunto, los resultados muestran una
proteccion significativa del mAb anti-ICOS 314.8 contra xeno-GVHD, correlacionada con una expansion limitada de
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linfocitos T humanos in vivo.

Ademas, los resultados muestran que el mAb anti-ICOS representa una nueva opcion terapéutica para tratar la

GVHD.
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REIVINDICACIONES

1. Un anticuerpo dirigido contra ICOS que tiene las 6 siguientes CDR:

Secuencia de aminoéacidos

H-CDR1 GYTFTTYWMH

(SEQ ID NO: 7)

H-CDR2  |[EIDPSDSYVNYNQNFKG
(SEQ ID NO: 8)

H-CDR3  |FDY
(SEQ ID NO: 9)

L-CDR1  |RSSKSPLHSNGNIYLY
(SEQ ID NO: 10)
L-CDR2  [RMSNLAS

(SEQ ID NO: 11)
L-CDR3  [MQHLEYPYT

(SEQ ID NO: 12)

para su uso para tratar una enfermedad de injerto contra hospedador,
en el que dicho anticuerpo es Icos 314-8, que se puede obtener del hibridoma depositado en la CNCM el 2 de julio
de 2009 con el niumero de acceso CNCM 1-4180.

2. El anticuerpo para su uso de acuerdo con la reivindicacién 1, en el que las secuencias nucleotidicas que codifican
las 6 CDR de dicho anticuerpo son las siguientes:

Secuencia de ADN
H-CDR1 GGCTACACCTTCACCACCTACTGGATGCAC
(SEQ ID NO: 1)
H-CDR2 GAGATTGATCCTTCTGATAGTTATGTTAACTACAATCAAAACTTTAAGGGC
(SEQ ID NO: 2)
H-CDR3 TTTGATTAC
(SEQ ID NO: 3)
L-CDR1 AGGTCTAGTAAGAGTCCCCTGCATAGTAACGGCAACATTTACTTATAT
(SEQ ID NO: 4)
L-CDR2 CGGATGTCCAACCTTGCCTCA
(SEQ ID NO: 5)
L-CDR3 IATGCAACATCTAGAATATCCGTACACG
(SEQ ID NO: 6)

3. El anticuerpo para su uso de acuerdo con la reivindicacion 1 o 2, en el que dicho anticuerpo comprende una
cadena pesada que comprende la SEQ ID NO: 18 y una cadena ligera que comprende la SEQ ID NO: 20.

4. El anticuerpo para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que dicho anticuerpo
esta codificado por al menos la secuencia nucleotidica de la SEQ ID NO: 17 para la cadena pesada y al menos la
secuencia nucleotidica de la SEQ ID NO: 19 para la cadena ligera.

5. El anticuerpo para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que la

enfermedad de injerto contra hospedador se elige de la forma aguda o fulminante de la enfermedad (aGVHD) y la
forma croénica de la enfermedad de injerto contra hospedador (cGVHD).
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