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DESCRIPCIÓN

Anticuerpos anti CD84, composiciones que comprenden los mismos y usos de los mismos

Campo y antecedentes de la invención

La presente invención, en algunas de sus realizaciones, se refiere a anticuerpos anti CD84, a composiciones que
comprenden los mismos y a usos de los mismos.5

En individuos normales, el conjunto de linfocitos periféricos es de tamaño constante. El control de la homeostasis
linfoide es el resultado de un equilibrio muy fino entre la producción, la supervivencia y la proliferación de linfocitos.
Se ha demostrado que los factores de supervivencia desempeñan una función crítica en el mantenimiento de la
homeostasis de los linfocitos.

La leucemia linfocítica crónica, la leucemia más frecuente en el mundo occidental, se caracteriza por la acumulación10
progresiva de pequeños linfocitos maduros CD5+, en la sangre periférica, órganos linfoides y médula ósea. La seña
de identidad de la enfermedad es la disminución de la apoptosis, que da lugar a la acumulación de estas células
malignas. A pesar de los grandes avances en los últimos años en la comprensión de la biología y la fisiopatología de
la enfermedad, así como en el desarrollo de mejores modalidades de tratamiento, la CLL sigue siendo incurable en
la mayoría de los pacientes, e incluso el control de la enfermedad requiere un tratamiento agresivo con efectos15
secundarios significativos. Una mejor comprensión de los fenómenos celulares involucrados en la patogenia y la
evolución de la enfermedad debería conducir a tratamientos más específicos y menos tóxicos, con un tratamiento
inicial en pacientes en riesgo, que posiblemente permiten curaciones.

CD84 es un miembro del subconjunto CD2 de la superfamilia de inmunoglobulinas de las moléculas de la superficie
celular. Es una proteína de la superficie celular monocatenaria con una porción extracelular de 199 aa, que contiene20
cuatro sitios potenciales de N-glucosilación. La región transmembranal consta de 25 aa, y la cola citoplasmática de
83 aa contiene cuatro tirosinas [de la Fuente et al. Blood. 1997; 90: 2398-2405]. El CD84 humano es 57,3% idéntico
al CD84 murino. CD84 es expresado predominantemente por linfocitos B, linfocitos T, plaquetas, monocitos, células
dendríticas (CD) y CD84 también se expresa inicialmente en la hematopoyesis [Calpe et al. Advances in
Immunology, vol. 97. 2008; 97: 177-250].25

Los presentes inventores han demostrado previamente que la expresión de CD84 es significativamente elevada
desde las etapas iniciales de la enfermedad y está regulada por el factor inhibidor de la migración de macrófagos y
su receptor, CD74. La activación de la superficie celular CD84 inicia una cascada de señalización que mejora la
supervivencia de las células de CLL. Tanto la modulación por disminución de la expresión de CD84 como su
bloqueo inmunomediado provocan la muerte celular in vitro e in vivo. Además, el análisis de muestras procedentes30
de un estudio clínico en curso, en el que se trataron pacientes humanos con anti-CD74 humanizado (milatuzumab),
muestra una disminución en las concentraciones de ARN mensajero de CD84 y proteínas en células tratadas con
milatuzumab. Esta disminución a la baja se correlacionó con la reducción de la expresión de Bcl-2 y Mcl-1. Por lo
tanto, la sobreexpresión de CD84 en CLL es un mecanismo de supervivencia importante que parece ser un
fenómeno inicial en la patogenia de la enfermedad (Binsky-Ehrenreich et al. E. Pub. 25 de febrero de 201335
Oncogene).

El documento WO2010/035259 da a conocer CD84 como una proteína reguladora que es esencial para la
supervivencia de las células de la CLL. En base a este resultado, los inventores del documento WO2010/035259
han sugerido el uso de CD84 como diana para el tratamiento de B-CLL y como marcador para la enfermedad.

Técnica relacionada adicional:40

La Solicitud de patente de EE.UU. nº 20050027114 describe métodos para tratar enfermedades tales como la
leucemia crónica agonizando o antagonizando una actividad de un polipéptido similar a CD84.

La solicitud de patente de EE.UU. nº 20050025789 describe el tratamiento o la profilaxis de tumores en pacientes,
utilizando una célula tumoral que expresa polipéptidos coestimuladores (p. ej., CD84) para producir una vacuna
destinada a aumentar la actividad lítica de los linfocitos NK.45

Compendio de la invención

Según un aspecto de algunas realizaciones de la presente invención, se proporciona un anticuerpo aislado que
comprende un dominio de reconocimiento de antígeno que se une específicamente a CD84 y:

(i) disminuye la actividad antiapoptótica de células de estroma en células de leucemia linfocítica crónica (CLL); y/o

(ii) induce la movilización de células de CLL desde la médula ósea.50

Según un aspecto de algunas realizaciones de la presente invención, se proporciona un anticuerpo aislado que
comprende un dominio de reconocimiento de antígeno que comprende regiones determinantes de
complementariedad como se expone en las SEQ ID NO: 1, NO: 2, NO: 3, NO: 4, NO: 5 y NO: 6 (B4), en donde el
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anticuerpo se une específicamente a CD84.

Según un aspecto de algunas realizaciones de la presente invención, se proporciona un anticuerpo aislado que
comprende un dominio de reconocimiento de antígenos que comprende regiones determinantes de
complementariedad como se expone en las SEQ ID NO: 7, NO: 8, NO: 9, NO: 10, NO: 11 y NO: 12 (B1), en donde el
anticuerpo se une específicamente a CD84.5

Según algunas realizaciones de la invención, el anticuerpo aislado disminuye la actividad antiapoptótica de células
estromales en las células de leucemia linfocítica crónica (CLL).

Según algunas realizaciones de la invención, el anticuerpo aislado inhibe la secreción de CCL3 en células de CLL.

Según algunas realizaciones de la invención, el anticuerpo aislado inhibe la expresión de BCL-2 en células de CLL y
estromales.10

Según algunas realizaciones de la invención, el anticuerpo aislado inhibe la expresión de Bcl-2 del estroma,
reduciendo así el efecto antiapoptótico del estroma en la CLL.

Según algunas realizaciones de la invención, el anticuerpo aislado reduce la expresión de citocinas como IL-6 e IL-8
en células estromales que apoyan la supervivencia de CLL.

Según algunas realizaciones de la invención, el anticuerpo aislado induce la movilización de células de CLL15
procedentes de la médula ósea.

Según algunas realizaciones de la invención, el anticuerpo aislado es una IgG.

Según algunas realizaciones de la invención, el anticuerpo es un anticuerpo humanizado o un anticuerpo híbrido.

Según algunas realizaciones de la invención, el anticuerpo es un anticuerpo biespecífico.

Según un aspecto de algunas realizaciones de la presente invención, se proporciona una composición farmacéutica20
que comprende el anticuerpo aislado y un excipiente o diluyente farmacéuticamente aceptable.

Según un aspecto de algunas realizaciones de la presente invención, se proporciona un método para inducir
apoptosis en linfocitos B de un sujeto que tiene una neoplasia maligna de linfocitos B, comprendiendo el método
administrar al sujeto una cantidad terapéuticamente eficaz del anticuerpo, induciendo así la apoptosis en linfocitos B
del sujeto.25

Según un aspecto de algunas realizaciones de la presente invención, se proporciona un método para tratar una
neoplasia maligna de linfocitos B en un sujeto que lo necesita, comprendiendo el método administrar al sujeto una
cantidad terapéuticamente eficaz del anticuerpo, tratando así la neoplasia maligna de linfocitos B.

Según un aspecto de algunas realizaciones de la presente invención, se proporciona el uso del anticuerpo en la
fabricación de un medicamento identificado para el tratamiento de una neoplasia maligna de linfocitos B.30

Según algunas realizaciones de la invención, la neoplasia maligna de linfocitos B se selecciona del grupo que
consiste en un linfoma, una leucemia y un mieloma.

Según algunas realizaciones de la invención, la neoplasia maligna de linfocitos B se selecciona del grupo que
consiste en un linfoma de Hodgkin, un linfoma no hodgkiniano, un linfoma difuso de linfocitos B grandes, una
leucemia linfocítica crónica de linfocitos B (B-CLL)/leucemia linfoide crónica (CLL), una leucemia linfocítica35
crónica/linfoma linfocítico pequeño, una leucemia mielocítica crónica (LMC), un linfoma de linfocitos B de la zona
marginal extraganglionar - linfoma del tejido linfoide asociado a la mucosa, un linfoma folicular, un linfoma de células
del manto, un linfoma de linfocitos B de la zona marginal ganglionar, un linfoma de Burkitt, una leucemia de
tricoleucocitos, un linfoma primario del sistema nervioso central, un linfoma de linfocitos B de la zona marginal
esplénica, un linfoma linfoplasmocítico, un linfoma primario mediastínico de linfocitos B, un mieloma múltiple, una40
leucemia linfocítica aguda (LLA), una leucemia linfoblástica aguda de linfocitos B precursores, una leucemia de
células plasmáticas, una leucemia de linfocitos B precursores, una leucemia prematura de linfocitos B precursores y
una leucemia linfoblastoide aguda de linfocitos B precursores.

Según algunas realizaciones de la invención, la neoplasia maligna de linfocitos B es una B-CLL.

Según un aspecto de algunas realizaciones de la presente invención, se proporciona un método para diagnosticar B-45
CLL en un sujeto que lo necesite, comprendiendo el método:

(a) poner en contacto una muestra biológica del sujeto con el anticuerpo de una cualquiera de las reivindicaciones 1
- 12 en condiciones que permitan la formación de inmunocomplejos entre la isoforma C de CD84 (SEQ ID NO: 14) y
el anticuerpo; y

(b) determinar un nivel de los inmunocomplejos en la muestra biológica, en donde un aumento en el nivel de los50
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inmunocomplejos más allá de un umbral predeterminado con respecto al nivel de los inmunocomplejos en una
muestra biológica de un individuo sano es indicativo de la B-CLL.

Según algunas realizaciones de la invención, la determinación se efectúa en la proteína.

Según algunas realizaciones de la invención, el método comprende además corroborar el diagnóstico usando un
ensayo de diagnóstico seleccionado de la expresión del marcador de superficie distintivo de la isoforma c de CD84,5
el análisis del cariotipo y las mutaciones de la estirpe germinativa.

Según algunas realizaciones de la invención, un polinucleótido aislado que comprende una secuencia de ácido
nucleico que codifica el anticuerpo.

Según algunas realizaciones de la invención, el polinucleótido aislado es el expuesto en la SEQ ID NO: 26 o NO: 27.

Según un aspecto de algunas realizaciones de la presente invención, se proporciona un método para identificar un10
supuesto fármaco contra una neoplasia maligna de linfocitos B, comprendiendo el método:

(a) tratar un modelo animal que tiene una neoplasia maligna de linfocitos B con un agente de prueba; y

(b) detectar células de neoplasia maligna de linfocitos B en un tejido periférico en comparación con una médula ósea
del modelo animal tratado como en (a), en donde un aumento en la proporción en comparación con la relación antes
del tratamiento es indicativo de que el agente de prueba es un supuesto fármaco contra la neoplasia maligna de15
linfocitos B.

Según algunas realizaciones de la invención, el agente de prueba es un anticuerpo anti CD84.

Según algunas realizaciones de la invención, el modelo animal se selecciona del grupo que consiste en un modelo
de xenoinjerto inducido por trasplante de CLL humana en ratones y el modelo murino Eu-TCL1.

A menos que se defina de otra manera, todos los términos técnicos y/o científicos usados en la presente memoria20
tienen el mismo significado entendido normalmente por un experto en la técnica a la que pertenece la invención.
Aunque los métodos y materiales similares o equivalentes a los descritos en la presente memoria se pueden usar en
la práctica o la experimentación de las  realizaciones de la invención, a continuación se describen métodos y/o
materiales a modo de ejemplos. En caso de conflicto, la memoria de la patente, incluidas las definiciones,
prevalecerán. Además, los materiales, métodos y ejemplos son solo ilustrativos y no se pretende que sean25
necesariamente restrictivos.

Breve descripción de los dibujos

Algunas realizaciones de la invención se describen en la presente memoria, solo a modo de ejemplo, con referencia
a los dibujos adjuntos. Con referencia específica ahora a los dibujos en detalle, se subraya que los detalles
mostrados son a modo de ejemplo y con fines de exposición ilustrativa de realizaciones de la invención. A este30
respecto, la descripción tomada con los dibujos hace evidente para los expertos en la técnica cómo se pueden poner
en práctica las realizaciones de la invención.

En los dibujos:

Las figuras 1A-D son gráficos de dispersión que muestran la capacidad del anticuerpo anti-CD84 bloqueador del
hibridoma B4 para inducir la muerte celular de CLL. Figuras 1A-B - Se incubaron 1 × 107 células de CLL con anti-35
CD84 del hibridoma B4 (5 μg/ml) o un anticuerpo de referencia (IgG2a). 24 h después, se analizó la muerte celular
de CLL mediante tinción con Anexina 7AAD. Se presentan gráficos representativos de 10 experimentos
independientes. Figuras 1C-D - Se cultivaron 1,6 × 106 células de CLL junto con 1 × 105 M210B4, en presencia o
ausencia del anti-CD84 del hibridoma B4 (5 μg/ml), o un anticuerpo de referencia. Después de 48 h, se determinó la
muerte celular de CLL con tinción con Anexina 7AAD. Se presentan gráficos representativos de 3 experimentos40
independientes.

Las figuras 2A-C son gráficos de barras que muestran la capacidad del anti-CD84 del hibridoma B4 para mediar un
efecto antiapoptótico en células estromales de médula ósea M210B4 en cultivos conjuntos. Además, las
interacciones homofílicas de CD84 expresadas en células de CLL y del estroma producen la secreción de citocinas
del estroma con el fin de apoyar aún más la supervivencia de las células de CLL.  Se cultivaron células M210B4 (1 ×45
105) junto con células de CLL en presencia o ausencia del anti-CD84 del hibridoma B4 o un anticuerpo control de
isotipo. 48 h después, se recogieron las células y se analizaron las concentraciones de Bcl-2, IL-6 y de ARNm de
VCAM-1 por qRT-PCR. Los resultados presentados son un resumen de n experimentos independientes y se
expresan en número de veces de cambio en la expresión en células M210B4 cocultivadas en comparación con las
células cocultivadas bloqueadas por CD84 y para las células M210B4 (solo estroma), que se definió como 1. (Figura50
2A) Número de veces de cambio en la expresión de Bcl-2, n = 4, P = 0,037 (Figura 2B) número de veces de cambio
en la expresión de IL6, n = 5, P = 0,037 (Figura 2C) número de veces de cambio en la expresión de VCAM-1 n = 6, P
= 0,25.

E15709365
12-11-2018ES 2 696 348 T3

 



5

La Fig. 3 es un gráfico de barras que demuestra que el CD84 regula la secreción de CCL3 en cultivos conjuntos. Se
cultivaron 1,6 × 106 células de LLC con 1 × 105  células M210B4 en presencia o ausencia del anticuerpo anti-CD84
del hibridoma B4 o un anticuerpo control de isotipo (5 µg/ml). 48 h después, se analizó por ELISA la concentración  
de CCL3 en el medio acondicionado. Los gráficos muestran el número de veces de cambio en las concentraciones
de CCL3 después del bloqueo de CD84. El gráfico resume 6 experimentos, * P = 0,02.5

Las figuras 4A-H demuestran que los anticuerpos de algunas realizaciones de la invención son superiores en la
destrucción de linfocitos B-CLL en comparación con el anticuerpo F8, según se determina por el ensayo de
apoptosis Magic Red. Figuras 4A-D - Las células CLL purificadas se cultivaron en placas de 24 pocillos a una
densidad de             1 x 107 células/pocillo en medio RPMI enriquecido con FCS al 10%, glutamato 2 mM, 100 U/ml
de penicilina, 100 μg/ml de estreptomicina, con o sin sobrenadante derivado de hibridoma anti-CD84 (F8/B1/B4) o10
hibridoma de referencia durante 24 h. Las células se centrifugaron, se lavaron y se incubaron con Magic Red
(Immunochemistry Technology) según las instrucciones del fabricante, a 37°C durante 1 h. A continuación, se midió
la tinción con Magic Red mediante análisis FACS. Figuras 4E-H - Se cultivaron células Ramos en placas de 24
pocillos a una densidad de                                      1 x 107 células/pocillo en medio RPMI enriquecido con FCS al
10%, glutamato 2 mM, 100 U/ml de penicilina, 100 μg/ml de estreptomicina, con o sin sobrenadante procedente de15
hibridoma anti-CD84 (F8/B1/B4) o hibridoma de referencia durante 24 h. Las células se centrifugaron, se lavaron y
se incubaron con Magic Red (Immunochemistry Technology) según las instrucciones del fabricante, a 37°C durante
1 h. A continuación, se midió la tinción de Magic Red por análisis FACS.

Las figuras 5A-B son diagramas de dispersión que muestran un número reducido de células CLL en M.O. de ratones
CD84KO. Se tiñeron 1 × 107 células de CLL con CFSE y se inyectaron iv en ratones C57BL/6 WT o CD84KO.20
Después de 1 h (Figura 5B) y 4 h (Figura 5A), los ratones se sacrificaron y se analizaron por FACS el número de
células de CLL en bazos y M.O. Los gráficos muestran la proporción de células marcadas recuperadas de la M.O. al
número de células recuperadas de los bazos de 16 ratones en cada grupo (Figura 5A). * P = 0,0005 o (Figura 5B) 6
ratones en cada grupo, sin diferencia estadística significativa entre los grupos.

Las figuras 6A-M demuestran que los anticuerpos B1 y B4 reconocen células murinas procedentes de ratones TCL-25
1. Figura 6A es un histograma que muestra la expresión de CD84 (línea negra) o la tinción con un anticuerpo control
de isotipo coincidente (línea gris) en linfocitos B220+CD5+ procedentes de ratones TCL-1; las figuras 6B-D son
gráficos de puntos que muestran el porcentaje de B220+CD5+ en células esplénicas procedentes de ratones TCL-1
de 18, 11 y 6 meses de edad; y las figuras 6E-M son gráficos de puntos. Se incubaron 1 × 107 linfocitos B220+CD5+
procedentes de ratones esplénicos TCL-1 con los anticuerpos (IgG2a) B1 o B4 o un control de isotipo coincidente.30
48 h después, se analizó la muerte celular mediante tinción con anexina-7AAD.

Las figuras 7A-D presentan la evaluación del potencial terapéutico de los anticuerpos B1 y B4 en diferentes estirpes
de células tumorales. La figura 7A ilustra las concentraciones de ARNm de CD84 y actina que se analizaron en
diferentes tumores sólidos: MDA435 (cáncer de mama humano), PC-3 (cáncer de próstata humano), Hela (cáncer
de cuello uterino humano), A375 (melanoma maligno humano), A549 (adenocarcinoma pulmonar humano) ), PAC135
(cáncer de páncreas humano) y N87 (cáncer gástrico humano); la figura 7B es un histograma que muestra la
expresión de CD84 (línea negra) o la tinción con un anticuerpo de isotipo coincidente (línea gris) en células Daudi;
las figuras 7C-D muestran                 1 × 107 células Daudi que se incubaron con el anticuerpo B1 o B4, o un
anticuerpo de referencia (IgG2a). 48 h después, la muerte celular se analizó mediante tinción con anexina-7AAD. El
gráfico resume 7 experimentos independientes, que muestran el número de veces de cambio en las células positivas40
a Anexina en comparación con las células Daudi incubadas con un anticuerpo control de isotipo coincidente.

Las figuras 8A-F muestran una expresión elevada de CD84 en células de CLL. (Figura 8A) Se purificaron linfocitos B
procedentes de sujetos sanos (normales; N = 4), así como pacientes con CLL en fase inicial (N = 6) y avanzada (N =
6) y se examinó la expresión de CD84. CD84 y ARNm de actina se analizaron por RT-PCR; (Figura 8B) se realizó la
qRT-PCR utilizando cebadores para CD84 y RP-2. Los resultados se expresan en número de veces de cambio en el45
ARNm de CD84 en células de CLL en comparación con linfocitos B normales, que se definió como 1. El gráfico
resume los resultados de tres donantes normales y siete pacientes con CLL; (figuras 8C-E) Histogramas que
muestran la expresión de CD84 (línea gris) o tinción con Ab secundario solo (línea de puntos) en linfocitos B
normales y células CLL. Los gráficos resumen los resultados de 4 donantes normales y 18 pacientes con CLL en
porcentaje o MFI; (Figura 8F) Los gráficos de puntos muestran la expresión de CD84 y CD5 en células positivas a50
CD19 normales (N = 3) y células CLL (N = 4).

Las figuras 9A-J demuestran que los anticuerpos B1 y B4 no provocan apoptosis en las linfocitos B normales. Se
incubaron 1 × 107 células esplénicas B220+ procedentes de ratones C57BL/6 de 6, 8 y 11 meses de edad con los
anticuerpos B1 o B4 o una referencia (IgG2a). 48 h después, se analizó la muerte celular mediante tinción con
anexina-7AAD. Los gráficos resumen 3 experimentos independientes, que muestran el número de veces de cambio55
en los linfocitos B220+ vivas incubados con B1, B4 o un anticuerpo control de isotipo coincidente.

Las figuras 10A-B demuestran que CD84 se expresa en células de estroma. (Figura 10 A) Se purificaron células
CLL, NLC y M210B4 y se examinó la expresión de CD84. CD84 y ARNm de actina se analizaron por RT-PCR; (Fig.
10B) Los histogramas muestran la expresión de CD84 (línea negra) o la tinción con Ab secundario solo (línea gris)
en células de CLL, NLC y M210B4.60
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Las figuras 11A-G demuestran que el CD84 expresado en las células del estroma regula la supervivencia de las
células de CLL. (Figuras 11A-C) se cultivaron 1,6 × 106 células de CLL con 1 × 105 M210B4, en presencia o
ausencia del hibridoma anti-CD84 B4 (5 μg/ml), o un anticuerpo de referencia. Después de 24 h, se determinó la
muerte celular de CLL con tinción con Anexina 7AAD. Se presentan gráficos representativos de 3 experimentos
independientes; (figuras 11D-G) ARNsi (ON-TARGETplus SMARTpool, Human CD84 (NM_003874), Dharmacon)5
para CD84 o un ARNsi aleatorizado de referencia se transfectó en 0,625 × 105 células M210B4. 18 h después se
añadieron al cultivo 1 × 106  células de LLC. 48 h después, se recogieron las células de CLL. Se muestran gráficos
de puntos representativos. El gráfico resume 9 experimentos independientes que muestran células CLL vivas
relativas (promedio + error típico). *P = 0,04, **P = 3,1x10−10.

Las figuras 12A-D demuestran que el bloqueo de CD84 en el estroma con los anticuerpos B1 y B4 reduce la10
supervivencia de las células de CLL. Se incubaron 0,625 x 105 células M210B4 con los anticuerpos B1 o B4 o un
anticuerpo de referencia (IgG2a). Después de 1 h, los anticuerpos se lavaron y se añadieron 1 × 106 células de CLL.
48 h después, se midió la supervivencia celular mediante tinción con anexina-7AAD. El gráfico resume 3
experimentos independientes, que muestran el  número de veces de cambio en las células de CLL vivas en
comparación con las células de CLL incubadas con un estroma tratado con anticuerpos de control de isotipo.15

Descripción de realizaciones específicas de la invención

La presente invención, en algunas realizaciones de la misma, se refiere a anticuerpos anti CD84, a las
composiciones que comprenden los mismos y usos de los mismos.

Antes de explicar al menos una realización de la invención en detalle, debe entenderse que la invención no está
necesariamente limitada en su aplicación a los detalles expuestos en la siguiente descripción o ejemplificados por20
los ejemplos. La invención es capaz de otras realizaciones o de ser puesta en práctica o llevada a cabo de varias
maneras.

La leucemia linfocítica crónica (CLL) se caracteriza por la acumulación de linfocitos B CD5+ en la sangre periférica,
los órganos linfoides y la médula ósea. La principal característica de la enfermedad es la acumulación de células
malignas debido a la disminución de la apoptosis. CD84 pertenece a la familia de moléculas activadoras de linfocitos25
de señalización de inmunorreceptores, y tiene una función desconocida en las células de la CLL. Los presentes
inventores han demostrado previamente que la expresión de CD84 se eleva significativamente desde las primeras
fases de la enfermedad y está regulada por el factor inhibidor de la migración de macrófagos y su receptor, CD74.
La activación de CD84 de la superficie celular inicia una cascada de señalización que mejora la supervivencia de las
células de CLL. Tanto la modulación por disminución de la expresión de CD84 como su bloqueo inmunomediado30
provocan la muerte celular in vitro e in vivo. Además, el análisis de muestras procedentes de un estudio clínico en
curso, en el que se trataron pacientes humanos con anti-CD74 humanizado (milatuzumab), muestra una disminución
en las concentraciones de ARN mensajero de CD84 y proteína en células tratadas con milatuzumab. Esta
disminución se correlacionó con la reducción de la expresión de Bcl-2 y Mcl-1. Por lo tanto, la sobreexpresión de
CD84 en la CLL es un importante mecanismo de supervivencia que parece ser un fenómeno inicial en la patogenia35
de la enfermedad (Binsky-Ehrenreich et al. E. Pub. 25 de febrero de 2013, Oncogene, WO2010/035259). Estos
resultados sugieren nuevas estrategias terapéuticas basadas en el bloqueo de esta vía de supervivencia
dependiente de CD84.

Los presentes inventores se han dado cuenta ahora de que las interacciones homofílicas entre CD84 expresadas en
linfocitos B-CLL y células estromales inducen una señal de supervivencia en las células cancerosas y retienen40
independientemente las células en el entorno estromal de la médula ósea (véanse las figuras 5A-B). Los presentes
inventores han descubierto además que CD84 se expresa en varios tipos de células de linfoma (figura 7B y figura 10
A), así como en diferentes tipos de células estromales. Esto sugiere que CD84 podría estar involucrado en la
interacción célula-célula entre las células de la CLL y su microentorno (véase la figura 10 A).

Por lo tanto, mientras se analizan nuevos anticuerpos que bloquean la vía de supervivencia dependiente de CD8445
de la CLL y producen movilización de las células de CLL desde la médula ósea, los presentes inventores han
identificado nuevos anticuerpos que provocan apoptosis de las células de CLL y protegen contra la actividad
antiapoptótica y la actividad adhesiva de las células estromales cultivadas junto con éstas. Los anticuerpos
procedentes de los hibridomas B1 y B4 pudieron regular por disminución la secreción de CCL3 de CLL (Ejemplo 4) y
provocar apoptosis de células CLL purificadas y la estirpe celular Ramos de una manera superior en comparación50
con un anticuerpo anti CD84 aislado previamente descrito en el documento WO2010/035259 (Ejemplo 5). Estos
resultados colocan a los anticuerpos presentes como inmunoterapia importante contra la CLL.

Por lo tanto, según un aspecto de la invención, se proporciona un método para identificar un supuesto fármaco
contra una neoplasia maligna de linfocitos B (p. ej., B-CLL), comprendiendo el método:

(a) tratar un modelo animal que tiene neoplasia de linfocitos B (p. ej., B-CLL) con un agente de prueba; y55

(b) detectar células de neoplasia maligna de linfocitos B (p. ej., B-CLL) en un tejido periférico en comparación con
una médula ósea del modelo animal tratado como en (a), en donde un aumento en la proporción en comparación
con la proporción antes del tratamiento es indicativo de que el agente de prueba es un supuesto fármaco contra la
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neoplasia maligna de linfocitos B (p. ej., B-CLL).

Como se usa en la presente memoria, "un modelo animal que tiene una neoplasia maligna de linfocitos B" se refiere
a un mamífero tal como un mamífero no humano que presenta manifestaciones clínicas de una neoplasia maligna
de linfocitos B que incluye la B-CLL. El modelo puede ser un modelo espontáneo, un modelo transgénico o un
modelo de xenoinjerto en el que se trasplantan células malignas de linfocitos B humanas (por ejemplo, linfocitos B-5
CLL).

Kurtova et al. Blood.  12 de nov. de 2009; 114 (20): 4441-50 describe varios modelos de ratones transgénicos para
B-CLL. Las investigaciones de estos modelos de ratón pusieron de manifiesto que la desregulación de tres vías, la
vía Tcl1-Akt, la vía TNF-NF-kB y la vía antiapoptótica mediada por Bcl2, dan lugar al desarrollo de B-CLL. Si bien la
desregulación de TCL1 solo produjo un fenotipo B-CLL en ratones, la sobreexpresión de Bcl2 requirió la señalización10
de la vía TNF-NF-kB activada de forma anómala para producir el fenotipo de la enfermedad.

Según una realización específica, el modelo animal se selecciona del grupo que consiste en un modelo de
xenoinjerto inducido por trasplante de CLL humana en ratones y el modelo murino Eu-TCL1.

Como se emplea en la presente memoria, "un agente de prueba" se refiere a una molécula que disminuye la
expresión o actividad de CD84. El agente de prueba puede ser una molécula pequeña, un agente asintomático de15
ácido nucleico (por ejemplo, ARNsi o complementario), un anticuerpo o un péptido (p. ej., una molécula de CD84
soluble que interfiere con las interacciones homofílicas de CD84, como se describe en el documento
WO2010/035259).

Según una realización específica, el agente de prueba es un anticuerpo anti CD84.

La detección de linfocitos B malignos (p. ej., linfocitos B-CLL) se puede hacer usando métodos que son bien20
conocidos en la técnica y dependen principalmente del modelo utilizado.

Por lo tanto, cuando se utiliza el modelo de xenoinjerto, el seguimiento de la movilización se puede realizar
detectando restos humanos en los órganos del ratón. Los ejemplos incluyen, entre otros, el análisis de marcadores
de la superficie celular (CD19 humano) o células teñidas previamente (CFSE+).

Alternativamente o además, los linfocitos B humanos malignos (p. ej., linfocitos B-CLL) pueden teñirse (p. ej.,25
fluorescencia, tinción con radioisótopos) antes del trasplante para facilitar la detección.

Los ejemplos de tejidos periféricos en los que se puede controlar la cantidad de linfocitos B malignos (p. ej., linfocitos
B-CLL) incluyen, entre otros, bazo, cavidad peritoneal, sangre periférica, ganglios linfáticos y médula ósea (Durig J.
et al., Cancer Res. 2007; 67: 8653-8661).

La proporción de linfocitos B malignos (p. ej., linfocitos B-CLL) en un tejido periférico frente a una médula ósea se30
compara con un animal de referencia. Un animal de referencia puede ser el mismo animal antes del tratamiento o el
mismo animal tratado con un agente de referencia (p. ej., PBS o solución salina) que no afecta la movilización de
linfocitos B malignos (p. ej., B-CLL).

Como se emplea en la presente memoria, un "aumento" se refiere a un aumento estadísticamente significativo. Por
lo tanto, el aumento puede ser de al menos 2, 5%, 10%, 20%, 50% o más.35

Utilizando la presente metodología se pueden aislar anticuerpos anti CD84.

Por lo tanto, según un aspecto de la invención, se proporciona un anticuerpo aislado que comprende un dominio de
reconocimiento de antígeno que se une específicamente a CD84 y

(i) disminuye la actividad antiapoptótica de células estromales en células de leucemia linfocítica crónica (CLL); y/o
(es decir, además o alternativamente)40

(ii) produce movilización de células de CLL desde la médula ósea (a los órganos/tejidos periféricos).

Tal como se usa en la presente memoria, "disminuye" se refiere a una reducción estadísticamente significativa. Por
lo tanto, la disminución puede ser de al menos 2, 5%, 10%, 20%, 50% o más.

Como se usa en la presente memoria, "células estromales" se refiere a células adherentes que residen en la médula
ósea, también denominadas "células estromales de médula". Los ejemplos de estirpes celulares de estroma medular45
y estirpes celulares de estroma primario se proporcionan a continuación en la presente memoria y en Kurtova et al.
anteriormente.

La reducción de la actividad antiapoptótica de las células del estroma se puede detectar por la reducción de los
factores de supervivencia, como IL-6 (en el estroma), IL-8 (en el estroma) y Bcl-2 (B-CL-2, que se reduce tanto en el
estroma como en la CLL).50
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Por lo tanto, según un aspecto de la invención, se proporciona un anticuerpo aislado que comprende un dominio de
reconocimiento de antígeno que comprende regiones determinantes de complementariedad (CDR como se expone
en las SEQ ID NO: 1, NO: 2, NO: 3, NO: 4, NO: 5 y NO: 6 (B4), en donde el anticuerpo se une específicamente a
CD84.

Según una realización específica, el anticuerpo aislado comprende las SEQ ID NO: 4 (CDR1), NO: 5 (CDR2) y NO:5
6 (CDR3), (ordenadas secuencialmente de N a C en una cadena ligera de la proteína) y NO: 1 (CDR1), NO: 2
(CDR2) y NO: 3 (CDR3) (ordenadas secuencialmente de N a C en una cadena pesada de la proteína) (Clon B4).

Alternativamente, se proporciona un anticuerpo aislado que comprende un dominio de reconocimiento de antígeno
que comprende regiones determinantes de complementariedad como se expone en las SEQ ID NO: 7, 8, 9, 10, 11 y
12 (B1), en donde el anticuerpo se une específicamente a CD84.10

Según una realización específica, el anticuerpo aislado comprende las SEQ ID NO: 10 (CDR1), NO: 11 (CDR2) y
NO: 12 (CDR3), (ordenadas secuencialmente de N a C en una cadena ligera de la proteína) y NO: 7 (CDR1), NO: 8
(CDR2) y NO: 9 (CDR3) (ordenadas secuencialmente de N a C en una cadena pesada de la proteína) (Clon B1).

Los anticuerpos de la presente invención que tienen las CDR mencionadas anteriormente, se denominan en
conjunto "los anticuerpos anti-CD84 de la presente invención".15

Como se emplea en la presente memoria, el término "CD84" se refiere a una isoforma expresada del gen CD84. Los
ejemplos incluyen, entre otros, Q9UIB8-1, Q9UIB8-2, Q9UIB8-3, Q9UIB8-4, Q9UIB8-5, Q9UIB8-6 y Q9UIB8-7.

Según una realización específica, el CD84 se refiere a la isoforma C del CD84, una isoforma del CD84 que se
asigna con los números de acceso AF054815.1 NP_003865.1 (NM_003874, Q9UIB8-3) o las SEQ ID NO: 13 o NO:
14.20

La afinidad general del anticuerpo anti CD84 es preferiblemente mayor que aproximadamente 10−6 M, 10−7 M, 10−8

M, 10−9 M, 10−10M y como tal es estable en condiciones fisiológicas (p. ej., in vivo) ).

Según una realización específica, la afinidad es preferiblemente mayor que (es decir, al menos) aproximadamente,
10−8 M o 10−9 M, p. ej., 1-50 × 10−9 M, 1-100 × 10−9 M, 0,5 -50 × 10−9 M o 0,5-100 × 10−9 M.

Como se usa en la presente memoria, el término "aislado" se refiere a un nivel de pureza tal que la proteína de la25
invención es la forma predominante (p. ej., más del 50%) en la preparación. En otras palabras, otros anticuerpos que
se caracterizan por una baja o nula afinidad con CD84 (que excede los valores anteriores) están presentes en
general en la preparación en menos del 50% del total de moléculas de anticuerpo de la preparación. Según una
realización específica, el anti CD84 está aislado en la realización fisiológica, p. ej., del cuerpo (p. ej., humano o
animal). Según una realización específica, el término aislado también significa aislado de una biblioteca, tal como30
una biblioteca de presentación de fagos o líneas o bibliotecas de hibridomas.

El anticuerpo de la presente invención se une generalmente a la porción extracelular de CD84 (SEQ ID NO: 15).

Como se emplea en la presente memoria, el término "epítopo" se refiere a cualquier determinante antigénico en un
antígeno al que se une el paratopo de un anticuerpo.

Los determinantes epitópicos generalmente consisten en grupos de moléculas químicamente activos en la35
superficie, tales como aminoácidos o cadenas laterales de carbohidratos, y generalmente tienen características
estructurales tridimensionales específicas, así como características de carga específicas.

El término "anticuerpo", tal como se usa en esta invención, incluye moléculas intactas, así como sus fragmentos
funcionales, como Fab, F(ab')2 y Fv que son capaces de unirse a macrófagos. Estos fragmentos de anticuerpos
funcionales se definen de la manera siguiente: (1) Fab, el fragmento que contiene un fragmento de unión a antígeno40
monovalente de una molécula de anticuerpo, puede producirse por digestión de un anticuerpo completo con la
enzima papaína para producir una cadena ligera intacta y una porción de una cadena pesada; (2) Fab', el fragmento
de una molécula de anticuerpo que se puede obtener tratando el anticuerpo completo con pepsina, seguido de
reducción, para producir una cadena ligera intacta y una parte de la cadena pesada; se obtienen dos fragmentos
Fab' por molécula de anticuerpo; (3) (Fab′)2, el fragmento del anticuerpo que puede obtenerse tratando el anticuerpo45
completo con la enzima pepsina sin reducción posterior; F(ab')2 es un dímero de dos fragmentos Fab' unidos por dos
enlaces disulfuro; (4) Fv, definido como un fragmento modificado genéticamente que contiene la región variable de la
cadena ligera y la región variable de la cadena pesada expresada como dos cadenas; y (5) anticuerpo
monocatenario ("SCA"), una molécula modificada genéticamente que contiene la región variable de la cadena ligera
y la región variable de la cadena pesada, unidas por un enlazador polipeptídico adecuado como una molécula50
monocatenaria genéticamente fusionada.

Los métodos para producir anticuerpos policlonales y monoclonales, así como los fragmentos de los mismos, son
bien conocidos en la técnica (véase, por ejemplo, Harlow y Lane, Antibodies: A Laboratory Manual, Cold Spring
Harbor Laboratory, Nueva York, 1988).
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Los fragmentos de anticuerpos según la presente invención se pueden preparar por hidrólisis proteolítica del
anticuerpo o por expresión en E. coli o células de mamífero (p. ej., cultivo de células de ovario de hámster chino u
otros sistemas de expresión de proteínas) de ADN que codifica el fragmento. Los fragmentos de anticuerpos pueden
obtenerse por digestión con pepsina o papaína de anticuerpos completos por métodos convencionales. Por ejemplo,
los fragmentos de anticuerpos pueden producirse por escisión enzimática de anticuerpos con pepsina para5
proporcionar un fragmento 5S denominado F(ab')2. Este fragmento puede ser escindido además usando un agente
reductor de tiol, y opcionalmente un grupo bloqueador para los grupos sulfhidrilo que resultan de la escisión de
enlaces disulfuro, para producir fragmentos monovalentes 3.5S Fab'. Alternativamente, una escisión enzimática que
usa pepsina produce dos fragmentos Fab' monovalentes y un fragmento Fc directamente. Estos métodos están
descritos, por ejemplo, por Goldenberg, patentes de EE.UU. nº 4.036.945 y nº 4.331.647. Véase también Porter, R.10
R. [Biochem. J. 73: 119-126 (1959)]. También se pueden usar otros métodos de escisión de anticuerpos, como la
separación de cadenas pesadas para formar fragmentos de cadenas ligeras-pesadas monovalentes, además la
escisión adicional de fragmentos u otras técnicas enzimáticas, químicas o genéticas, siempre que los fragmentos se
unan al antígeno que es reconocido por el anticuerpo intacto.

Los fragmentos Fv comprenden una asociación de cadenas VH y VL. Esta asociación puede no ser covalente, como15
se describe en Inbar et al. [Proc. Nat'l Acad. Sci. USA 69: 2659-62 (19720]. Alternativamente, las cadenas variables
pueden unirse mediante un enlace disulfuro intermolecular o pueden reticularse mediante productos químicos tal
como glutaraldehído. Preferiblemente, los fragmentos Fv comprenden cadenas VH y VL conectadas por un
enlazador peptídico. Estas proteínas monocatenarias de unión al antígeno (sFv) se preparan construyendo un gen
estructural que comprende secuencias de ADN que codifican los dominios VH y VL conectados por un20
oligonucleótido. El gen estructural se inserta en un vector de expresión, que se introduce posteriormente en una
célula anfitriona como E. coli. Las células anfitrionas biotecnológicas sintetizan una única cadena polipeptídica con
un péptido enlazador que une los dos dominios V. Los métodos para producir sFv están descritos, por ejemplo, por
[Whitlow y Filpula, Methods 2: 97-105 (1991); Bird et al., Science 242: 423-426 (1988); Pack et al., Bio/Technology
11: 1271-77 (1993); y patente de EE.UU nº 4.946.778.25

Otra forma de un fragmento de anticuerpo es un péptido que codifica una única región determinante de
complementariedad (CDR). Los péptidos de CDR ("unidades de reconocimiento mínimo") pueden obtenerse
construyendo genes que codifican la CDR de un anticuerpo de interés. Dichos genes se preparan, por ejemplo,
utilizando la reacción en cadena de la polimerasa para sintetizar la región variable a partir del ARN de células
productoras de anticuerpos. Véase, por ejemplo, Larrick y Fry [Methods, 2: 106-10 (1991)].30

Según una realización específica, el anticuerpo es un anticuerpo monoclonal de cualquier subtipo, p. ej., IgG, IgM,
IgA, etc. Según una realización específica, el anticuerpo es IgG1 o IgG4.

Según una realización específica, el anticuerpo es una IgG2a (p. ej., B4, B1) o IgG1 (p. ej., B1). Las formas
humanizadas de anticuerpos no humanos (p. ej., murinos) son moléculas híbridas de inmunoglobulinas, cadenas de
inmunoglobulina o fragmentos de las mismas (como Fv, Fab, Fab', F(ab')2 u otras subsecuencias de unión a35
antígeno de anticuerpos) que contienen una secuencia mínima procedente de inmunoglobulina no humana. Los
anticuerpos humanizados incluyen inmunoglobulinas humanas (anticuerpo receptor) en las que los restos forman
una región determinante complementaria (CDR) del receptor se reemplazan por restos de una CDR de una especie
no humana (anticuerpo donante) como ratón, rata o conejo que tienen la especificidad, afinidad y capacidad
deseadas. En algunos casos, los restos del marco Fv de la inmunoglobulina humana se reemplazan por los restos40
no humanos correspondientes. Los anticuerpos humanizados también pueden comprender restos que no se
encuentran ni en el anticuerpo receptor ni en las CDR o secuencias marco importadas. En general, el anticuerpo
humanizado comprenderá sustancialmente al menos uno, y generalmente dos, dominios variables, en el que todas o
sustancialmente todas las regiones CDR corresponden a las de una inmunoglobulina no humana y todas o
sustancialmente todas las regiones FR son las de una secuencia de consenso de inmunoglobulina humana. El45
anticuerpo humanizado también comprenderá óptimamente al menos una porción de una región constante de
inmunoglobulina (Fc), normalmente la de una inmunoglobulina humana [Jones et al., Nature, 321: 522-525 (1986);
Riechmann et al., Nature, 332: 323-329 (1988); y Presta, Curr. Op. Struct. Biol., 2: 593-596 (1992)].

Los métodos para humanizar anticuerpos no humanos son bien conocidos en la técnica. En general, un anticuerpo
humanizado tiene uno o más restos de aminoácidos introducidos en él desde una fuente que no es humana. Estos50
restos de aminoácidos no humanos a menudo se denominan restos de importación, que normalmente se toman de
un dominio variable de importación. La humanización se puede realizar esencialmente siguiendo el método de
Winter y colaboradores [Jones et al., Nature, 321: 522-525 (1986); Riechmann et al., Nature 332: 323-327 (1988);
Verhoeyen et al., Science, 239: 1534-1536 (1988)], sustituyendo las CDR de roedor o secuencias de CDR por las
secuencias correspondientes de un anticuerpo humano. Por consiguiente, dichos anticuerpos humanizados son55
anticuerpos híbridos (Pat. de EE.UU. nº 4.816.567), en donde sustancialmente menos de un dominio variable
humano intacto ha sido sustituido por la secuencia correspondiente de una especie no humana. En la práctica, los
anticuerpos humanizados son generalmente anticuerpos humanos en los cuales algunos restos de CDR y
posiblemente algunos restos de FR están sustituidos por restos de sitios análogos en anticuerpos de roedores.

Los anticuerpos humanos también pueden producirse usando diversas técnicas conocidas en la técnica, incluidas60
las bibliotecas de presentación de fagos [Hoogenboom y Winter, J. Mol. Biol., 227:381 (1991); Marks et al., J. Mol.

E15709365
12-11-2018ES 2 696 348 T3

 



10

Biol., 222:581 (1991)]. Las técnicas de Cole et al. y Boerner et al. también están disponibles para la preparación de
anticuerpos monoclonales humanos (Cole et al., Monoclonal Antibodies and Cancer Therapy, Alan R. Liss, pág. 77
(1985) y Boerner et al., J. Immunol., 147 (1):86-95 (1991)]. De manera similar, los anticuerpos humanos se pueden
producir mediante la introducción de locus de inmunoglobulina humana en animales transgénicos, p. ej., ratones en
los que los genes de inmunoglobulina endógenos se han inactivado parcial o completamente. Al enfrentarse, se5
observa la producción de anticuerpos humanos, que se asemeja mucho a lo que se ve en seres humanos en todos
los aspectos, incluida la reorganización de genes, el ensamblaje, y repertorio de anticuerpos. Este enfoque se
describe, por ejemplo, en las patentes de EE.UU. nº 5.545.807; nº 5,545.806; nº 5.569.825; nº 5.625.126; nº
5.633.425; nº 5.661.016, y en las siguientes publicaciones científicas: Marks et al., Bio/Technology 10: 779-783
(1992); Lonberg et al., Nature 368: 856-859 (1994); Morrison, Nature 368: 812-13 (1994); Fishwild et al., Nature10
Biotechnology 14, 845-51 (1996); Neuberger, Nature Biotechnology 14: 826 (1996); y Lonberg y Huszar, Intern. Rev.
Immunol. 13, 65-93 (1995).

Se apreciará que las secuencias de CDR descritas en la presente memoria puedan implementarse en una
configuración de anticuerpos biespecíficos.

Como se emplea en la presente memoria, anticuerpo "biespecífico" o "bifuncional", se refiere a un anticuerpo híbrido15
artificial que tiene dos pares de cadenas pesada/ligera diferentes y dos puntos de unión diferentes. Los anticuerpos
biespecíficos se pueden producir mediante una variedad de métodos incluida la fusión de hibridomas. Véase, p. ej.,
Songsivilai y Lachmann (1990) Clin. Exp. Immunol. 79: 315-321; Kostelny et al. (1992) J. Immunol. 148: 1547-1553.
El anticuerpo biespecífico puede unirse a CD84 y a otro objetivo que es de esperar que coopere con CD84 en
procesos biológicos, como la apoptosis, o que pueda aumentar la especificidad a los linfocitos B malignos (p. ej., B-20
CLL). Los ejemplos de dichos objetivos incluyen, entre otros a, CD74, CD19, CD5, receptores de la familia SLAM
(como NTB-A; SLAMF7). Alternativa o además, el anticuerpo biespecífico puede unirse a CD84 en un epítopo, que
es distintivo del epítopo al que se unen los anticuerpos B1 o B4. Alternativa o además, el anticuerpo biespecífico
puede incluir las CDR B1 y B4.

Según una realización específica, el anticuerpo inhibe las interacciones homofílicas de CD84.25

Tal como se emplea en la presente memoria, "interacciones homofílicas de CD84" se refiere a la capacidad de CD84
para autoasociarse fuertemente con una Kd en el intervalo submicromolar; la asociación está dirigida por el dominio
Ig-V, formando un dímero homofílico ortogonal. Según una realización específica, las interacciones homofílicas son
entre el CD84 en la CLL y el CD84 en las células del estroma, así como entre el CD84 en las células de CLL.

Los métodos para determinar las interacciones homofílicas de CD84 incluyen, entre otros, ARNsi de CD84 en el30
estroma, ratones transgénicos de CD84. Las interacciones homofílicas de CD84 se demostraron previamente en
Yan et al., PNAS 2007.

Se ha sugerido anteriormente que las células de CLL pueden manipular activamente su microentorno [Binder M. et
al, PLoS One. 2012. 5 (12): e15992, Neil E Kay et al, Leuk Res. julio de 2007; 31 (7): 899-906]. Específicamente, se
ha demostrado que las células de CLL provocan efectos antiapoptóticos en sus equivalentes estromales en el35
cultivo. La interacción de células del estoma-CLL induce la expresión y secreción de citocinas específicas (es decir,
IL-6, IL-8) del estroma e induce la expresión de moléculas de adhesión específicas como ICAM-1, mientras que la
expresión de otras moléculas de adhesión permanece inalterada (es decir, VCAM-1) [Plander M. et al., Annals of
Hematology. 2011. 90 (12): 1381-90].

Según una alternativa o una realización adicional, el anticuerpo es capaz de reducir la actividad antiapoptótica de las40
células estromales en las células de leucemia linfocítica crónica (CLL), así como la de las células de CLL en las
células estromales.

Como se muestra en la sección de ejemplos que sigue, las células de CLL cultivadas con células estromales en
presencia o ausencia de un anticuerpo CD84 de algunas realizaciones de la invención mostraron una reducción del
gen Bcl-2 antiapoptótico (figura 2A) y se repite en la citocina IL-6 (figura 2B). La incubación con células CLL elevó45
las concentraciones de ARNm de Bcl-2 e IL-6 en células estromales, mientras que no se observaron cambios en el
mensaje de VCAM-1.

Curiosamente, el bloqueo de CD84 redujo los niveles del mensaje de Bcl-2 (figura 2A) e IL-6 (figura 2B), mientras
que los niveles de VCAM-1 no se vieron afectados por este bloqueo (figura 2C). La identificación de los cambios en
la expresión génica (nivel de ARNm) o en la síntesis/secreción de proteínas puede hacerse usando métodos que50
son bien conocidos en la técnica. La expresión de ARNm puede cuantificarse mediante RT-PCR o PCR cuantitativa
en tiempo real, la secreción de citocinas se puede detectar utilizando ELISA en medio de cultivo.

Como se emplea en la presente memoria, el término "inhibir" o "disminuir" se refiere a una disminución
estadísticamente significativa en la expresión génica (p. ej., Bcl-2) o la secreción de proteínas (p. ej., IL-6, IL-8 o
CCL3) en al menos el 10%. 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 80% o más.55

Debido a su capacidad para unirse a CD84 e inhibir su función (en al menos uno de los modos descritos
anteriormente), el anticuerpo anti CD84 de algunas realizaciones de la invención también se conoce como un
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"anticuerpo bloqueador" o un "anticuerpo neutralizante" y como tal puede utilizarse en aplicaciones terapéuticas.

Por lo tanto, según un aspecto de la invención, se proporciona un método para inducir apoptosis en linfocitos B de
un sujeto que tiene una neoplasia maligna de linfocitos B (p. ej., B-CLL), comprendiendo el método administrar al
sujeto una cantidad terapéuticamente eficaz del anticuerpo anti-CD84 como se describe en la presente memoria,
induciendo así la apoptosis en los linfocitos B del sujeto.5

Por consiguiente, las presentes instrucciones también contemplan un método para inducir apoptosis en células de
CLL. El método comprende poner en contacto las células de CLL con el anticuerpo de la presente invención
(descrito anteriormente), induciendo así la apoptosis de las células de CLL.

Según una realización de este aspecto de la invención, el método se efectúa in vivo.

Según una realización de este aspecto de la invención, el método se efectúa ex vivo.10

Según una realización de este aspecto de la invención, el método se efectúa in vitro.

Como se emplea en la presente memoria, "inducir apoptosis" se refiere a aumentar el nivel de apoptosis en las
células tratadas en al menos 2%, 5%, 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 70% o incluso más.

Los métodos para determinar la apoptosis incluyen, entre otros, tinción con Anexina y tinción con rojo mágico. Las
características específicas de dichos métodos se describen en la sección de ejemplos que sigue.15

Según otro aspecto, se proporciona un método para tratar B-CLL en un sujeto que lo necesita, comprendiendo el
método administrar al sujeto una cantidad terapéuticamente eficaz del anticuerpo anti-CD84 como se describe en la
presente memoria, tratando de este modo la B-CLL.

Aún según otro aspecto, se proporciona el uso del anticuerpo anti-CD84 como se describe en la presente memoria
en la fabricación de un medicamento identificado para el tratamiento de una enfermedad maligna de linfocitos B.20

Como se usa en la presente memoria, la terminología "sujeto" o "sujeto que lo necesita" se refiere a un mamífero,
por ejemplo, un sujeto humano, hombre o mujer de cualquier edad, a quien se le haya diagnosticado una
enfermedad maligna de linfocitos B.

Como se emplea en la presente memoria, la expresión "neoplasia maligna de linfocitos B" se refiere a una neoplasia
maligna de tejidos hematopoyéticos o linfoides que involucra linfocitos B de cualquier subtipo o fase de25
diferenciación (p. ej., linfocitos pre-B prematuros, linfocitos pre-B, linfocitos B maduros, células plasmáticas).

Según una realización, la neoplasia maligna de linfocitos B comprende un linfoma, una leucemia o un mieloma.

Dichas enfermedades incluyen, pero no se limitan a, linfoma de Hodgkin, linfoma no hodgkiniano, linfoma difuso de
linfocitos B grandes (DLBCL), leucemia linfocítica crónica de linfocitos B (BCLL)/leucemia linfoide crónica (CLL),
leucemia linfocítica crónica/linfoma linfocítico pequeño, leucemia mielocítica crónica (LMC), un linfoma de linfocitos B30
de la zona marginal extraganglionar - linfoma de tejido linfoide asociado a la mucosa, un linfoma folicular, un linfoma
de células del manto, un linfoma de linfocitos B de la zona marginal ganglionar, un linfoma de Burkitt , una leucemia
de tricoleucocitos, un linfoma primario del sistema nervioso central, un linfoma esplénico de las linfocitos B de la
zona marginal, un linfoma linfoplasmocítico, un linfoma mediastínico primario de las linfocitos B, mieloma múltiple,
leucemia linfocítica aguda (también conocida como leucemia linfoblástica aguda o ALL) , leucemia linfoblástica35
aguda de células pre-B, leucemia de células plasmáticas, leucemia de células pre-B (p. ej., LLA pre-B), LLA de
células pre-B prematura (p. ej., LLA pre-B prematura) o leucemia linfoblastoide aguda pre-B.

Según una realización, la neoplasia maligna de linfocitos B es B-CLL.

Como se emplea en la presente memoria, el término "B-CLL" o "CLL" se refiere a una proliferación neoplásica
anormal de linfocitos B. Se considera que la CLL es idéntica a una enfermedad llamada linfoma linfocítico pequeño40
(SLL), un tipo de linfoma no hodgkiniano que se presenta principalmente en los ganglios linfáticos. La Organización
Mundial de la Salud considera que la CLL y el SLL presentan diferentes fases de la misma enfermedad [Chiorazzi
N., Rai K. R., Ferrarini M. (2005). "Chronic lymphocytic leukemia". N. Engl. J. Med. 352 (8): 804-15].

Como se emplea en la presente memoria, el término "tratar" incluye anular, inhibir sustancialmente, ralentizar o
invertir la evolución de una afección, mejorar sustancialmente los síntomas clínicos o estéticos de una afección o45
prevenir sustancialmente la aparición de síntomas clínicos o estéticos de una afección.

Los anticuerpos de la presente invención se pueden administrar al sujeto de por sí, o en una composición
farmacéutica donde se mezclan con vehículos o excipientes adecuados.

Como se emplea en la presente memoria, una "composición farmacéutica" se refiere a una preparación de uno o
más de los principios activos descritos en la presente memoria con otros componentes químicos, tales como50
vehículos y excipientes fisiológicamente adecuados. El propósito de una composición farmacéutica es facilitar la
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administración de un compuesto a un organismo.

En la presente memoria, la expresión "principio activo" se refiere al agente responsable del efecto biológico (es decir,
disminución en la actividad o expresión de CD84).

En lo sucesivo, las expresiones "vehículo fisiológicamente aceptable" y "vehículo farmacéuticamente aceptable" que
pueden usarse indistintamente se refieren a un vehículo o diluyente que no causa irritación significativa a un5
organismo y no anula la actividad biológica y las propiedades del compuesto administrado. Un adyuvante se incluye
en estas expresiones.

En la presente memoria, el término "excipiente" se refiere a una sustancia inerte agregada a una composición
farmacéutica para facilitar aún más la administración de un principio activo. Los ejemplos, sin limitación, de
excipientes incluyen carbonato de calcio, fosfato de calcio, diversos azúcares y tipos de almidón, derivados de10
celulosa, gelatina, aceites vegetales y polietilenglicoles.

Las técnicas para la formulación y administración de medicamentos se pueden encontrar en "Remington's
Pharmaceutical Sciences", Mack Publishing Co., Easton, Pensilvania, última edición.

Las vías de administración adecuadas pueden incluir, por ejemplo, administración oral, rectal, transmucosa,
especialmente transnasal, intestinal o parenteral, incluidas inyecciones intramusculares, subcutáneas e15
intramedulares, así como intratecales, intraventriculares directos, intracardíacos, p. ej., en la cavidad ventricular
derecha o izquierda, en la arteria coronaria común, inyecciones intravenosas, intraperitoneales, intranasales o
intraoculares.

Alternativamente, se puede administrar la composición farmacéutica de manera local en lugar de general, por
ejemplo, por inyección de la composición farmacéutica directamente en la región del tejido de un paciente.20

El término "tejido" se refiere a parte de un organismo que consiste en un agregado de células que tienen una
estructura similar y/o una función común. Los ejemplos incluyen, pero no se limitan a, tejido cerebral, retina, tejido
cutáneo, tejido hepático, tejido pancreático, hueso, cartílago, tejido conjuntivo, tejido sanguíneo, tejido muscular,
tejido cardíaco, tejido cerebral, tejido vascular, tejido renal, tejido pulmonar, tejido gonadal, tejido hematopoyético.

Las composiciones farmacéuticas de la presente invención se pueden fabricar mediante procesos bien conocidos en25
la técnica, p. ej., por medio de procedimientos convencionales de mezcla, disolución, granulación, fabricación de
grageas, levigación, emulsificación, encapsulación, oclusión o liofilización.

Las composiciones farmacéuticas para su uso según la presente invención pueden formularse de manera
convencional usando uno o más vehículos fisiológicamente aceptables que comprenden excipientes y auxiliares,
que facilitan el tratamiento de los principios activos en preparaciones que pueden usarse farmacéuticamente. La30
formulación adecuada depende de la vía de administración elegida.

Para inyectables, los principios activos de la composición farmacéutica pueden formularse en soluciones acuosas,
preferiblemente en amortiguadores fisiológicamente compatibles, tales como solución de Hank, solución de Ringer o
amortiguador salino fisiológico. Para la administración a través de las mucosas, los penetrantes apropiados para la
barrera a permear se usan en la formulación. Dichos penetrantes son generalmente conocidos en la técnica.35

Para administración oral, la composición farmacéutica puede formularse fácilmente combinando los compuestos
activos con vehículos farmacéuticamente aceptables bien conocidos en la técnica. Dichos vehículos permiten que la
composición farmacéutica se formule en forma de comprimidos, píldoras, grageas, cápsulas, líquidos, geles, jarabes,
lechadas, suspensiones y similares, para ingestión oral por parte de un paciente. Las preparaciones farmacológicas
para uso oral se pueden preparar usando un excipiente sólido, opcionalmente moliendo la mezcla resultante y40
tratando la mezcla de gránulos, después de agregar sustancias auxiliares adecuadas si se desea, para obtener
comprimidos o núcleos de grageas. Los excipientes adecuados son, en particular, cargas tales como azúcares,
incluidos lactosa, sacarosa, manitol o sorbitol; preparados de celulosa tales como, por ejemplo, almidón de maíz,
almidón de trigo, almidón de arroz, almidón de patata, gelatina, goma de tragacanto, metil-celulosa,
hidroxipropilmetil-celulosa, carbometil-celulosa sódica; y/o polímeros fisiológicamente aceptables tales como45
polivinilpirrolidona (PVP). Si se desea, se pueden agregar agentes disgregadores, como polivinilpirrolidona
reticulada, agar-agar o ácido algínico o una de sus sales, como alginato de sodio.

Los núcleos de grageas están provistos de recubrimientos adecuados. Con este propósito, se pueden usar
soluciones concentradas de azúcar que pueden contener opcionalmente goma arábiga, talco, polivinilpirrolidona, gel
de carbopol, polietilenglicol, dióxido de titanio, soluciones de laca y disolventes orgánicos o mezclas de disolventes50
adecuados. Se pueden agregar colorantes o pigmentos a los comprimidos o recubrimientos de grageas para la
identificación o para caracterizar diferentes combinaciones de dosis de compuesto activo.

Las composiciones farmacéuticas que pueden usarse por vía oral incluyen cápsulas duras hechas de gelatina, así
como cápsulas blandas selladas hechas de gelatina y un plastificante, tal como glicerol o sorbitol. Las cápsulas
duras pueden contener los principios activos en mezcla con una carga tal como lactosa, aglutinantes tales como55
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almidones, lubricantes tales como talco o estearato de magnesio y, opcionalmente, estabilizadores. En las cápsulas
blandas, los principios activos pueden disolverse o ponerse en suspensión en líquidos adecuados, como aceites
grasos, parafina líquida o polietilenglicoles líquidos. Además, se pueden añadir estabilizantes. Todas las
formulaciones para administración oral deben estar en dosis adecuadas para la vía de administración elegida.

Para la administración bucal, las composiciones pueden tomar la forma de comprimidos o pastillas formuladas de5
manera convencional.

Para administración por inhalación nasal, los principios activos para su uso según la presente invención se
administran convenientemente en forma de una presentación de atomizador en aerosol desde un envase o un
nebulizador presurizado con el uso de un propulsor adecuado, por ejemplo, diclorodifluorometano,
triclorofluorometano, dicloro tetrafluoroetano o dióxido de carbono. En el caso de un aerosol presurizado, la dosis10
individual se puede determinar proporcionando una válvula para administrar una cantidad medida. Las cápsulas y
cartuchos de, p. ej., gelatina para uso en un dispensador pueden formularse con una mezcla en polvo del compuesto
y una base en polvo adecuada, como lactosa o almidón.

La composición farmacéutica descrita en la presente memoria puede formularse para administración parenteral, p.
ej., mediante inyección intravenosa rápida o infusión continua. Las formulaciones para inyección se pueden15
presentar en forma farmacéutica individual, p. ej., en ampollas o en recipientes multidosis con opcionalmente, un
conservante agregado. Las composiciones pueden ser suspensiones, soluciones o emulsiones en vehículos
aceitosos o acuosos, y pueden contener agentes de formulación tales como agentes de suspensión, estabilizantes
y/o dispersantes.

Las composiciones farmacéuticas para administración parenteral incluyen soluciones acuosas de la preparación20
activa en forma soluble en agua. Además, las suspensiones de los principios activos pueden prepararse como
suspensiones inyectables apropiadas a base de agua o aceite. Los disolventes o vehículos lipófilos adecuados
incluyen aceites grasos tales como aceite de sésamo, o ésteres de ácidos grasos sintéticos tales como oleato de
etilo, triglicéridos o liposomas. Las suspensiones inyectables acuosas pueden contener sustancias, que aumentan la
viscosidad de la suspensión, tales como carboximetilcelulosa de sodio, sorbitol o dextrano. Opcionalmente, la25
suspensión también puede contener estabilizadores o agentes adecuados que aumentan la solubilidad de los
principios activos para permitir la preparación de soluciones muy concentradas.

Alternativamente, el principio activo puede estar en forma de polvo para la disolución con un vehículo adecuado, p.
ej., una solución a base de agua esterilizada y exenta de pirógenos, antes de su uso.

La composición farmacéutica de la presente invención también puede formularse en composiciones rectales tales30
como supositorios o enemas de retención, usando, p. ej., bases de supositorio convencionales tales como manteca
de cacao u otros glicéridos.

Las composiciones farmacéuticas adecuadas para uso en el contexto de la presente invención incluyen
composiciones en las que los principios activos están contenidos en una cantidad eficaz para lograr el propósito
pretendido. Más específicamente, una cantidad terapéuticamente efectiva significa una cantidad de principios activos35
eficaces para prevenir, aliviar o mejorar los síntomas de un trastorno (p. ej., una neoplasia maligna de linfocitos B
incluida la B-CLL) o prolongar la supervivencia del sujeto que está siendo tratado. En una realización específica, la
cantidad terapéuticamente eficaz es suficiente para inducir apoptosis de linfocitos B de una neoplasia maligna de
linfocitos B (p. ej., inducir la apoptosis de linfocitos B-CLL).

La determinación de una cantidad terapéuticamente eficaz está dentro de la capacidad de los expertos en la técnica,40
especialmente a la luz de la descripción detallada proporcionada en la presente memoria.

Para cualquier preparación utilizada en los métodos de la invención, la cantidad o dosis terapéuticamente eficaz
puede estimarse inicialmente a partir de ensayos in vitro y de cultivo celular. Por ejemplo, una dosis puede
formularse en modelos animales para conseguir una concentración o valor deseado. Dicha información puede
utilizarse para determinar con mayor precisión las dosis útiles en seres humanos.45

La toxicidad y la eficacia terapéutica de los principios activos descritos en la presente memoria pueden determinarse
por procedimientos farmacéuticos normalizados in vitro, en cultivos celulares o en animales experimentales.

Un modelo animal B-CLL tal como el híbrido de ratón NOD-SCID como se describió anteriormente [Shimoni A.,
Marcus H., Canaan A., et al. A model for human B-chronic lymphocytic leukemia in human/mouse radiation chimera:
evidence for tumor-mediated suppression of antibody production in low-stage disease. Blood. 1997; 89: 2210-2218],50
se puede usar para determinar la eficacia terapéutica de los anticuerpos de la presente invención in vivo. Las células
mononucleares de sangre periférica humana de pacientes con B-CLL en diferentes fases de la enfermedad se
transfieren mediante inyección intraperitoneal. Este sistema apoya la supervivencia a largo plazo de las células
tumorales humanas. Los ratones híbridos se tratan con los anticuerpos de la presente invención durante diferentes
períodos de tiempo, y a continuación se evalúa el efecto sobre el injerto de las células y la supervivencia.55

Los datos obtenidos de estos ensayos in vitro y de cultivos celulares y estudios en animales se pueden usar para
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formular un intervalo de dosis para su uso en seres humanos. La dosificación puede variar según la forma galénica
empleada y la vía de administración utilizada. Cada médico puede elegir la formulación exacta, la vía de
administración y la dosis en función del estado del paciente. (Véase, p. ej., Fingl, et al., 1975, en "The
Pharmacological Basis of Therapeutics", cap. 1, pág. 1).

La cantidad de dosis y el intervalo pueden ajustarse individualmente para proporcionar (tejido) los niveles del5
principio activo son suficientes para inducir o suprimir el efecto biológico (concentración mínima eficaz, MEC). La
MEC variará para cada preparación, pero puede estimarse a partir de datos in vitro. Las dosis necesarias para
conseguir la MEC dependerán de las características individuales y de la vía de administración. Se pueden usar
ensayos de detección para determinar las concentraciones plasmáticas.

Dependiendo de la gravedad y la capacidad de respuesta de la afección a tratar, la administración puede ser de una10
sola o de varias administraciones, con un ciclo de tratamiento que puede durar desde varios días hasta varias
semanas o hasta que se realice la cura o se consiga la disminución de la enfermedad.

La cantidad de una composición a administrar dependerá, por supuesto, del sujeto a tratar, la gravedad de la
afección, la forma de administración, el criterio del médico, etc.

Las composiciones de la presente invención pueden presentarse, si se desea, en un envase o dispositivo15
dispensador, tal como un equipo aprobado por la FDA, que puede contener una o más formas galénicas unitarias
que contienen el principio activo. El envase puede comprender, por ejemplo, una lámina de metal o plástico, tal
como un envase blíster. El envase o dispositivo dispensador puede ir acompañado de instrucciones para la
administración. El envase o dispensador también puede acomodarse mediante un aviso relacionado con el
recipiente en una forma prescrita por una agencia gubernamental que regula la fabricación, uso o venta de20
productos farmacéuticos, cuyo aviso refleja la aprobación por parte de la agencia de la forma de las composiciones o
la administración humana o veterinaria. Dicho aviso, por ejemplo, puede ser del etiquetado aprobado por la U.S.
Food and Drug Administration para medicamentos con receta o de un prospecto de producto aprobado. Las
composiciones que comprenden un preparado de la invención formulado en un vehículo farmacéutico compatible
también pueden prepararse, colocarse en un recipiente apropiado y etiquetarse para el tratamiento de una afección25
indicada, como además se detalló anteriormente.

Para mejorar la eficacia terapéutica, los anticuerpos de la presente invención pueden administrarse además junto
con el tratamiento convencional para una neoplasia maligna de linfocitos B (p. ej., para B-CLL), como quimioterapia,
radioterapia, bioterapia, p. ej., inmunoterapia o trasplante de médula ósea.

La siguiente es una lista no limitativa de ejemplos de tratamientos convencionales para B-CLL.30

Análogos de purina - fludarabina o clorambucilo se usan generalmente en este tipo de tratamientos. Anticuerpos
monoclonales - Anticuerpos monoclonales tales como alemtuzumab (dirigido contra CD52) y rituximab (dirigido
contra CD20) se usan generalmente en este tipo de tratamientos.

Poliquimioterapia - Las opciones de la poliquimioterapia generalmente se usan en la CLL recién diagnosticada y en
recaída. Recientemente, los ensayos aleatorios han demostrado que las combinaciones de análogos de purina35
(fludarabina) con agentes alquilantes (ciclofosfamida) producen mayores tasas de respuesta y una mayor
supervivencia sin progresión que los agentes por separado: p. ej., FC (fludarabina con ciclofosfamida); FR
(fludarabina con rituximab); FCR (fludarabina, ciclofosfamida y rituximab); CHOP (ciclofosfamida, doxorubicina,
vincristina y prednisolona).

Trasplante alogénico de médula ósea (células madre) - Rara vez utilizado como tratamiento de primera línea para40
una enfermedad maligna de linfocitos B (p. ej., CLL) debido a su riesgo. Existe un interés creciente en el uso del
trasplante alogénico de células madre de intensidad reducida, que ofrece la posibilidad de curación para pacientes
seleccionados con un donante adecuado.

La capacidad de los anticuerpos de la presente invención para unirse a linfocitos B-CLL que expresan CD84 impulsa
su uso en aplicaciones de diagnóstico.45

Por lo tanto, según un aspecto de la invención, se proporciona un método para diagnosticar una neoplasia maligna
de linfocitos B (p. ej., B-CLL) en un sujeto que lo necesite, comprendiendo el método:

(a) poner en contacto una muestra biológica del sujeto con el anticuerpo de una cualquiera de las reivindicaciones                    
1-8 en condiciones que permitan la formación de inmunocomplejos entre la isoforma C de CD84 (SEQ ID NO: 14) y
dicho anticuerpo; y50

(b) determinar un nivel de dichos inmunocomplejos en dicha muestra biológica, en donde un aumento en el nivel de
dichos inmunocomplejos más allá de un umbral predeterminado con respecto a un nivel de dichos inmunocomplejos
en una muestra biológica de un individuo sano es indicativo de la neoplasia maligna de linfocitos B ( p. ej., B-CLL).

Tal como se emplea en la presente memoria, el término "diagnosis" o "diagnóstico" se refiere a la clasificación de
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una patología (p. ej., cáncer, p. ej., cáncer de linfocitos B, como leucemia, p. ej., leucemia linfoide crónica (CLL), p.
ej.,                   B-CLL).

Según este aspecto de la invención, el término "sujeto" o "sujeto que lo necesita" se refiere a un mamífero, p. ej., un
sujeto humano que tiene una revisión de rutina o un examen de la patología, así como a un sujeto que está en
situación de riesgo de tener la patología tal como debido a antecedentes familiares, factores ambientales y/o un5
sujeto que presenta signos clínicos sospechosos de la patología. Algunos signos clínicos de una neoplasia maligna
de linfocitos B, incluida la B-CLL, incluyen, entre otros, la predisposición a infecciones repetidas, como neumonía,
herpes simple labial y herpes zóster; ganglios linfáticos agrandados; saciedad precoz y/o molestias abdominales que
pueden estar relacionadas con un bazo agrandado; hemorragia mucocutánea y/o petequias que pueden deberse a
trombocitopenia; cansancio y fatiga debido a anemia; fiebres, escalofríos y sudores nocturnos y pérdida de peso;10
anemia hemolítica autoinmunitaria.

Como se usa en la presente memoria, la expresión "isoforma C de CD84" se refiere a la isoforma de CD84 que se
asigna con los números de acceso AF054815.1 NP_003865.1 (NM 003874, Q9UIB8-3). SEQ ID NO: 13 y nº 14.

Los ejemplos de "muestras biológicas" incluyen, entre otros, sangre completa, suero, plasma, líquido
cefalorraquídeo, orina, líquidos linfáticos y diversas secreciones externas de vías respiratorias, intestinos y aparato15
genitourinario, lágrimas, saliva, leche así como leucocitos, células, tejidos, cultivo celular, p. ej., cultivo primario.
Según una realización específica, la muestra biológica comprende linfocitos B.

Los linfocitos B malignos (p. ej., linfocitos B-CLL) pueden obtenerse de la sangre, la médula ósea, el bazo y/o los
ganglios linfáticos.

La concentración de isoforma C de CD84 puede determinarse en proteínas (nivel de expresión y/o actividad) o en20
ARNm (p. ej., RT-PCR, PCR en tiempo real, etc.).

La siguiente es una lista no restrictiva de ejemplos de métodos para determinar una concentración de CD84C
utilizando el anticuerpo de la presente invención.

Ensayo por inmunoabsorción ligado a enzimas (ELISA): Este método implica una reacción entre una enzima y un
sustrato. Una muestra biológica que comprende CD84C se coloca en un placa con micropocillos. El anticuerpo25
específico de CD84 acoplado a una enzima se aplica y se deja que se una al sustrato. La presencia del anticuerpo
se detecta y cuantifica a continuación por una reacción colorimétrica que emplea la enzima acoplada al anticuerpo.
Las enzimas normalmente empleadas en este método incluyen la peroxidasa de rábano picante y la fosfatasa
alcalina. Si está bien calibrado y dentro del intervalo lineal de respuesta, la cantidad de sustrato presente en la
muestra es proporcional a la cantidad de color producida. Generalmente se emplea un patrón de sustrato para30
mejorar la precisión cuantitativa.

Inmunotransferencia Western: Este método implica la separación de un sustrato de otra proteína por medio de un
gel de acrilamida seguido de la transferencia del sustrato a una membrana (p. ej., nailon o PVDF). La presencia del
sustrato se detecta a continuación mediante anticuerpos específicos del sustrato (se usa el anticuerpo anti-CD84
descrito en la presente memoria), que a su vez se detectan mediante reactivos de unión a anticuerpos. Los reactivos35
de unión a anticuerpos pueden ser, por ejemplo, proteína A u otros anticuerpos. Los reactivos de unión a
anticuerpos pueden estar marcados radiactivamente o ligados a enzimas como se describe anteriormente en la
presente memoria. La detección puede ser por autorradiografía, reacción colorimétrica o quimioluminiscencia. Este
método permite tanto la cuantificación de una cantidad de sustrato como la determinación de su identidad por una
posición relativa en la membrana lo que es indicativo de una distancia de migración en el gel de acrilamida durante40
la electroforesis.

Radioinmunoanálisis (RIA): En una versión, este método implica la precipitación de la proteína deseada (es decir, el
sustrato) con un anticuerpo específico de CD84, como se describe en la presente memoria, y la proteína de unión
del anticuerpo radiomarcado (p. ej., la proteína A marcada con I125 ) inmovilizado sobre un vehículo precipitable tal
como perlas de agarosa. El número de recuentos en el sedimento precipitado es proporcional a la cantidad de45
sustrato.

En una versión alternativa del RIA, se emplean un sustrato marcado y una proteína de unión a anticuerpos sin
marcar. Una muestra que contiene una cantidad desconocida de sustrato se agrega en cantidades variables. La
disminución en los recuentos precipitados del sustrato marcado es proporcional a la cantidad de sustrato en la
muestra agregada.50

Clasificación de células activadas por fluorescencia (FACS): Este método implica la detección de un sustrato in situ
en células mediante anticuerpos específicos del sustrato, es decir, el anticuerpo CD84. Los anticuerpos específicos
del sustrato están unidos a fluoróforos. La detección se realiza mediante una máquina de clasificación de células
que lee la longitud de onda de la luz emitida desde cada célula a medida que pasa a través de un haz de luz. Este
método puede emplear dos o más anticuerpos simultáneamente.55

Análisis inmunohistoquímico: Este método implica la detección de un sustrato in situ en células fijas por anticuerpos
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específicos de sustrato, es decir, un anticuerpo anti-CD84 como se describe en la presente memoria. Los
anticuerpos específicos del sustrato pueden estar ligados a enzimas o ligados a fluoróforos. La detección se realiza
por microscopia y evaluación subjetiva o automática. Si se emplean anticuerpos ligados a enzimas, puede requerirse
una reacción colorimétrica. Se apreciará que la inmunohistoquímica a menudo vaya seguida de una tinción por
contraste de los núcleos celulares utilizando, por ejemplo, tinción con hematoxilina o Giemsa.5

Como se mencionó, un aumento en la concentración de CD84C más allá de un umbral predeterminado con respecto
a la concentración del mismo en una muestra similar de un individuo sano es indicativo de la enfermedad (p. ej., B-
CLL).

Como se emplea en la presente memoria, la expresión "muestra biológica de un individuo sano" se refiere a una
muestra de referencia no afectada tomada de un sujeto sano (se sabe que no tiene una neoplasia maligna de10
linfocitos B tal como B-CLL) o del mismo sujeto antes de la aparición de la neoplasia maligna de las linfocitos B, p.
ej., B-CLL (es decir, sano). Dado que las características biológicas dependen, entre otras cosas, de la especie y la
edad, es preferible que la saliva de referencia provenga de un sujeto de la misma especie y edad. Alternativamente,
los datos de referencia pueden tomarse de bases de datos y bibliografía. Se apreciará que la muestra de referencia
también puede tomarse del sujeto enfermo en un momento determinado, para analizar la evolución (es decir, el15
seguimiento) de la enfermedad.

El término "aumento" según una realización específica debe ser estadísticamente significativo.

Una vez se hace el diagnóstico, el sujeto puede ser informado de la enfermedad, es decir, de su presencia o
ausencia y posibles tratamientos para la neoplasia maligna de linfocitos B, p. ej., B-CLL.

Para mejorar la sensibilidad del ensayo, el método puede comprender además corroborar el diagnóstico usando un20
ensayo de diagnóstico seleccionado de la expresión del marcador de superficie distintivo de dicha isoforma c de
CD84, análisis de cariotipo y mutaciones de la estirpe germinativa.

A continuación se incluye una lista no restrictiva de dichos ensayos/marcadores que pueden utilizarse para
corroborar el diagnóstico de una neoplasia maligna de linfocitos B como la B-CLL.

Marcadores de la superficie celular - Los linfocitos B-CLL normalmente presentan antígenos de la superficie de los25
linfocitos B, como lo demuestran los anticuerpos monoclonales CD19, CD20, CD21 y CD23. Además, expresan
CD5, que se suele encontrar más en los linfocitos T. Debido a que los linfocitos B CD5+ normales están presentes en
la zona del manto (MZ) de los folículos linfoides, la B-CLL es muy probablemente una neoplasia maligna de una
subpoblación basada en MZ de células autorreactivas anérgicas dedicadas a la producción de autoanticuerpos
naturales polirreactivos. Las linfocitos B-CLL expresan niveles extremadamente bajos de inmunoglobulina de la30
membrana superficial, con mayor frecuencia inmunoglobulina M (IgM) o IgM/IgD e IgD. Además, también expresan
niveles extremadamente bajos de una sola cadena ligera de inmunoglobulina (kappa o lambda).

Análisis genético - Se observa un cariotipo anormal en la mayoría de los pacientes con CLL. La anomalía más
frecuente es la eliminación de 13q, que se produce en más del 50% de los pacientes. Los individuos que muestran
anomalías en 13q14 tienen una enfermedad relativamente benigna que generalmente se manifiesta como una35
linfocitosis aislada estable o de evolución lenta.

La presencia de la trisomía 12, que se observa en el 15% de los pacientes, se asocia a la morfología atípica y la
enfermedad progresiva. La eliminación en el brazo corto del cromosoma 17 se ha asociado con la evolución rápida,
remisión corta y disminución de la supervivencia general en la CLL. Las eliminaciones de 17p13 están asociadas a
la pérdida de la función del gen p53 supresor de tumores. Las eliminaciones de las bandas 11q22-q23, observadas40
en el 19% de los pacientes, se asocian a una afectación extensa de los ganglios linfáticos, una enfermedad agresiva
y una supervivencia más corta.

Las técnicas más sensibles han demostrado anomalías del cromosoma 12. Cuarenta a 50% de los pacientes no
muestran anomalías cromosómicas en estudios citogenéticos convencionales. Sin embargo, el 80% de los pacientes
tendrán anomalías detectables por hibridación in situ con fluorescencia (FISH). Aproximadamente el 2-5% de los45
pacientes con B-CLL presentan un fenotipo de linfocitos T.

Las investigaciones también han identificado una serie de características genéticas y marcadores de alto riesgo que
incluyen la cadena pesada variable de inmunoglobulina de la estirpe germinativa (IgVH), el uso del gen V3-21 de
IgVH , la expresión de CD38 aumentada, la expresión de Zap70 aumentada, concentraciones elevadas de beta-2-
microglobulina en suero , actividad aumentada de timidina quinasa sérica, tiempo corto de duplicación de linfocitos      50
(<6 meses) y aumento de las concentraciones séricas de CD23 soluble. Estas características se han relacionado
con la evolución rápida, la remisión corta, la resistencia al tratamiento y la supervivencia general reducida en
pacientes con B-CLL.

Mutaciones en la estirpe germinativa - Se ha demostrado que la estirpe germinativa IgVH indica un pronóstico
insuficiente. Los estudios han demostrado que estos pacientes también tienen una evolución más temprana de B-55
CLL después del tratamiento con quimioterapia. El uso de determinados genes de IgVH , V3-21, también se ha
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relacionado con un pronóstico insuficiente independientemente del estado mutacional de IgVH.

Para cualquiera de los propósitos clínicos anteriores (diagnóstico o terapéutico), el anticuerpo anti-CD84 de la
presente invención puede unirse (conjugarse o acoplarse) a un agente farmacéutico.

Por consiguiente, el anticuerpo puede unirse a un agente farmacéutico.

Como se emplea en la presente memoria, un agente farmacéutico puede ser un fármaco (usado en el tratamiento) o5
un resto detectable.

Varios tipos de restos detectables o indicadores pueden conjugarse con las proteínas de la invención. Estos
incluyen, pero no se limitan a, un isótopo radioactivo (como [125]yodo), un producto químico fosforescente, un
producto químico quimioluminiscente, un producto químico fluorescente (fluoróforo), una enzima, un polipéptido
fluorescente, una etiqueta de afinidad, y moléculas ( agentes de contraste) detectables por tomografía por emisión10
de positrones (PET) o resonancia magnética nuclear (MRI).

Los ejemplos de fluoróforos adecuados incluyen, pero no se limitan a, ficoeritrina (PE), isotiocianato de fluoresceína
(FITC), Cy-chrome, rodamina, proteína verde fluorescente (GFP), proteína azul fluorescente (BFP), rojo Texas, PE-
Cy5 y similares. Para obtener orientación adicional con respecto a la selección de fluoróforos, métodos de
acoplamiento de fluoróforos con varios tipos de moléculas véase Richard P. Haugland, "Molecular Probes:15
Handbook of Fluorescent Sones and Research Chemicals 1992-1994", 5ª ed., Molecular Probes, Inc. (1994) ; Pat.
de EE.UU. nº 6.037.137 de Oncoimmunin Inc.; Hermanson, "Bioconjugate Techniques", Academic Press Nueva
York, N.Y. (1995); Kay M. et al., 1995. Biochemistry 34: 293; Stubbs et al., 1996. Biochemistry 35: 937; Gakamsky D.
et al., "Evaluating Receptor Stoichiometry by Fluorescence Resonance Energy Transfer", en "Receptors: A Practical
Approach", 2ª ed. , Stanford C. y Horton R. (eds.), Oxford University Press, Reino Unido (2001); Pat. de EE.UU. nº20
6.350.466 de Targesome, Inc.]. Los métodos de detección por fluorescencia que pueden usarse para detectar el
anticuerpo cuando se conjugan con un resto fluorescente detectable incluyen, por ejemplo, citometría de flujo
activada por fluorescencia (FACS), microscopia confocal de inmunofluorescencia, hibridación in situ de fluorescencia
(FISH) y transferencia de energía por resonancia de fluorescencia (FRET).

Se pueden acoplar numerosos tipos de enzimas al anticuerpo de la invención [p. ej., peroxidasa de rábano picante25
(HPR), beta-galactosidasa y fosfatasa alcalina (AP)] y la detección de anticuerpos conjugados con enzimas se
puede realizar usando ELISA (p. ej., en solución ), ensayo inmunohistoquímico ligado a enzimas (p. ej., en un tejido
fijo), ensayo de quimioluminiscencia ligado a enzimas (p. ej., en una mezcla de proteínas separadas por
electroforesis) u otros métodos conocidos en la técnica [véase, p. ej., Khatkhatay M. I. y Desai M., 1999. J.
Immunoassay 20:151-83; Wisdom G. B., 1994. Methods Mol. Biol. 32: 433-40; Ishikawa E. et al., 1983. J.30
Immunoassay 4: 209-327; Oellerich M., 1980. J. Clin. Chem. Clin. Biochem. 18: 197-208; Schuurs A. H. y van
Weemen B. K., 1980. J. Immunoassay 1: 229-49).

Una etiqueta de afinidad (o un miembro de un par de unión) puede ser un antígeno identificable por un anticuerpo
correspondiente [p. ej., digoxigenina (DIG) que se identifica por un anticuerpo anti-DIG) o una molécula que tiene
una alta afinidad hacia la etiqueta [p. ej., estreptavidina y biotina]. El anticuerpo o la molécula que se une a la35
etiqueta de afinidad se pueden marcar por fluorescencia o conjugar con la enzima como se describió anteriormente.

Se pueden emplear diversos métodos, ampliamente puestos en práctica en la técnica, para acoplar una molécula de
estreptavidina o biotina al anticuerpo de la invención. Por ejemplo, se puede acoplar una molécula de biotina al
anticuerpo de la invención mediante la secuencia de reconocimiento de una proteína ligasa de biotina (p. ej., BirA)
como se describe en el apartado Ejemplos que sigue y en Denkberg, G. et al., 2000. Eur. J. Immunol. 30: 3522-40
3532. Alternativamente, una molécula de estreptavidina puede acoplarse a un fragmento de anticuerpo, como un Fv
monocatenario, esencialmente como se describe en Cloutier S. M. et al., 2000. Molecular Immunology 37: 1067-
1077; Dubel S. et al., 1995. J. Immunol. Methods 178: 201; Huston J. S. et al., 1991. Methods in Enzymology 203:
46; Kipriyanov S. M. et al., 1995. Hum. Antibodies Hybridomas 6:93; Kipriyanov S. M. et al., 1996. Protein
Engineering 9: 203; Pearce L. A. et al., 1997. Biochem. Molec. Biol. Intl. 42: 1179-1188).45

Los restos funcionales, tales como fluoróforos, conjugados con estreptavidina están disponibles en el mercado en
esencialmente todos los proveedores principales de reactivos de citometría de flujo por inmunofluorescencia (por
ejemplo, Pharmingen o Becton-Dickinson).

Como se emplea en la presente memoria, "fármaco" se refiere a un principio terapéuticamente activo como una
molécula pequeña (p. ej., quimioterapia), una toxina, una proteína, un lípido, un carbohidrato o una de sus50
combinaciones.

Alternativamente o además, las proteínas pueden acoplarse (o conjugarse) a restos no proteicos que aumentan su
biodisponibilidad y vida media en la circulación.

La expresión "resto no proteico", como se emplea en la presente memoria, se refiere a una molécula que no incluye
aminoácidos unidos a péptidos que están acoplados a la proteína descrita anteriormente. Los restos no proteicos y55
preferiblemente atóxicos ejemplares que se pueden usar según las presentes instrucciones incluyen, pero no se
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limitan a, polietilenglicol (PEG), polivinilpirrolidona (PVP), poli(anhídrido comaleico y estireno) (SMA) y copolímero de
de éter divinílico y anhídrido maleico (DIVEMA).

Dicha molécula es muy estable (resistente a la actividad proteolítica in vivo probablemente debido al impedimento
estérico conferido por el resto no proteico) y puede producirse utilizando métodos comunes de síntesis en fase
sólida que son económicos y muy eficientes, como se describe más adelante en la presente memoria. Sin embargo,5
se apreciará que todavía se pueden usar técnicas biotecnológicas, por lo que el producto peptídico biotecnológico se
somete a modificación in vitro (p. ej., PEGilación como se describe además a continuación).

Por lo tanto, dichos restos atóxicos no proteicos también pueden acoplarse a las proteínas mencionadas
anteriormente para favorecer la estabilidad y posiblemente la solubilidad de las moléculas.

La bioconjugación de dicho resto no proteico (como la PEGilación) puede conferir a las proteínas la secuencia de10
aminoácidos con estabilidad (p. ej., contra las actividades de la proteasa) y/o solubilidad (p. ej., dentro de un fluido
biológico, como la sangre, el fluido digestivo), a la vez que conserva su actividad biológica y prolonga su vida media.

La bioconjugación presenta ventajas particularmente en casos de proteínas terapéuticas que presentan una vida
media corta y una rápida depuración de la sangre. El aumento de las vidas medias de las proteínas bioconjugadas
en el plasma se debe al aumento en el tamaño de los conjugados de proteínas (lo que limita su filtración glomerular)15
y la disminución de la proteólisis debido al impedimento estérico del polímero. En general, cuantas más cadenas de
polímeros se unen por péptido, mayor es la extensión de la vida media. Sin embargo, se toman medidas para no
reducir la actividad específica de la proteína de la presente invención (p. ej., la unión a CD84).

La bioconjugación de la proteína con PEG (es decir, la PEGilación) puede efectuarse utilizando derivados de PEG
como los ésteres de N-hidroxisuccinimida (NHS) de ácidos carboxílicos de PEG, monometoxi-PEG2.-NHS, éster20
succinimidílico de PEG carboximetilado (SCM-PEG), derivados de carbonato de benzotriazol de PEG, éteres
glicidílicos de PEG, carbonatos de pEG-nitrofenilo (PEG-NPC, tal como metoxi PEG-NPC), PEG aldehídos, disulfuro
de PEG-ortopiridilo, PEG activados con carbonildimidazol, PEG-tiol, PEG-maleimida. Dichos derivados de PEG
están disponibles en el mercado en varios pesos moleculares [Véase, p. ej., Catalog, Polyethilene Glycol and
Derivatives, 2000 (Shearwater Polymers, Inc., Huntsville, Alabama)]. Si se desea, muchos de los derivados25
anteriores están disponibles en una forma monometoxiPEG (mPEG) monofuncional. En general, el PEG agregado a
la secuencia de aminoácidos de CCL1 de la presente invención debe variar desde un peso molecular (PM) de varios
cientos de Dalton a aproximadamente 100 kDa (p. ej., entre 3 y 30 kDa). Se puede usar PEG de PM mayor, pero
puede dar como resultado alguna pérdida de rendimiento de péptidos PEGilados. También debe observarse la
pureza de las moléculas de PEG más grandes, ya que puede ser difícil obtener un PEG de PM más grande de30
pureza tan grande como la que puede obtenerse para PEG de PM más bajo. Es preferible usar PEG de al menos
85% de pureza, y más preferiblemente de al menos 90% de pureza, de 95% de pureza o mayor. La PEGilación de
moléculas se expone más a fondo, por ejemplo, en Hermanson, Bioconjugate Techniques, Academic Press San
Diego, California (1996), en el capítulo 15 y en Zalipsky et al., "Succinimidyl Carbonates of Polyethylene Glycol", en
Dunn and Ottenbrite, eds., Drogas poliméricas y sistemas de administración de fármacos, American Chemical35
Society, Washington, DC (1991). Es preferible usar PEG de al menos 85% de pureza, y más preferiblemente de al
menos 90% de pureza, 95% de pureza o mayor. La PEGilación de moléculas se discute más a fondo, por ejemplo,
en Hermanson, Bioconjugate Techniques, Academic Press San Diego, California (1996), en el Capítulo 15 y en
Zalipsky et al., "Succinimidyl Carbonates of Polyethylene Glycol", en Dunn and Ottenbrite, eds., Polymeric Drugs and
Drug Delivery Systems, American Chemical Society, Washington, D.C. (1991).40

Se pueden emplear diversas químicas de conjugación de PEG activado, tales como PEG-maleimida, PEG-
vinilsulfona (VS), PEG-acrilato (AC), disulfuro de PEG-ortopiridilo. Los métodos para preparar moléculas de PEG
activadas son conocidos en la técnica. Por ejemplo, PEG-VS puede prepararse bajo argón haciendo reaccionar una
solución de diclorometano (DCM) del PEG-OH con NaH y a continuación con divinilsulfona (relaciones molares: OH
1: NaH 5: divinil sulfona 50, a 0,2 gramos de PEG/mL DCM). PEG-AC se fabrica bajo argón haciendo reaccionar una45
solución de DCM de PEG-OH con cloruro de acriloilo y trietilamina (relaciones molares: OH 1: cloruro de acriloilo 1,5:
trietilamina 2, a 0,2 gramos de PEG/ml DCM). Dichos grupos químicos se pueden unir a moléculas de PEG
linealizadas, de 2 brazos, de 4 brazos o de 8 brazos. Se apreciará que los anticuerpos de la invención pueda
producirse utilizando ingeniería genética (donde un polinucleótico que codifica el anticuerpo de la invención se
introduce en una célula anfitriona apropiada donde se sintetiza el anticuerpo. Ejemplos de secuencias se50
proporcionan en las SEQ. ID. NO:  26 y NO: 27) o por síntesis química tal como por técnicas en fase sólida.

Como se emplea en la presente memoria, el término "aproximadamente" se refiere a ± 10%.

Los términos "comprende", "que comprende", "incluye", "incluido", "que tiene" y sus conjugados significan "incluido
pero no limitado a".

El término "que consiste en" significa "incluido y limitado a".55

El término "que consiste esencialmente en" significa que la composición, el método o la estructura pueden incluir
ingredientes, etapas y/o partes adicionales, pero solo si los ingredientes, pasos y/o partes adicionales no alteran
materialmente las características básicas y novedosas de la composición, método o estructura reivindicados.
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Como se usa en la presente memoria, la forma singular "un" y "el" incluyen referencias plurales y femeninas a
menos que el contexto indique claramente lo contrario. Por ejemplo, la expresión "un compuesto" o "al menos un
compuesto" puede incluir una pluralidad de compuestos, incluidas sus mezclas.

En toda esta solicitud, varias realizaciones de esta invención pueden presentarse en un formato de intervalo. Debe
entenderse que la descripción en formato de intervalo es meramente por conveniencia y brevedad y no debe5
interpretarse como una limitación inflexible en el alcance de la invención. Por consiguiente, debe considerarse que la
descripción de un intervalo tiene que describir específicamente todos los subintervalos posibles, así como los
valores numéricos individuales dentro de ese intervalo. Por ejemplo, debe considerarse que la descripción de un
intervalo tal como de 1 a 6 ha descrito específicamente subintervalos tales como de 1 a 3, de 1 a 4, de 1 a 5, de 2 a
4, de 2 a 6, de 3 a 6, etc., así como a cada uno de los números dentro de ese intervalo, por ejemplo, 1, 2, 3, 4, 5 y 6.10
Esto se aplica independientemente de la amplitud del intervalo.

Siempre que se indica un intervalo numérico en la presente memoria, significa que incluye cualquier número citado
(fraccionario o entero) dentro del intervalo indicado. Las frases "que varía/varía entre" un primer número indicado "y"
un segundo número indicado se emplean en la presente memoria indistintamente y se pretende que incluyan el
primer y segundo números indicado y todos los números fraccionarios y enteros entre ellos.15

Tal como se emplea en la presente memoria, el término "método" se refiere a maneras, medios, técnicas y
procedimientos para llevar a cabo una tarea dada, incluidos, entre otros, esas maneras, medios, técnicas y
procedimientos conocidos o desarrollados fácilmente a partir de maneras, medios, técnicas y procedimientos
conocidos de los profesionales de las técnicas químicas, farmacológicas, biológicas, bioquímicas y médicas.

Cuando se hace referencia a listas de secuencias concretas, debe entenderse que dicha referencia también abarca20
secuencias que corresponden sustancialmente a su secuencia complementaria incluidas variaciones de secuencia
menores, que resultan de, p. ej., errores de secuenciación, errores de clonación u otras alteraciones que dan lugar a
la sustitución de bases , eliminación de bases o adición de bases, siempre que la frecuencia de dichas variaciones
sea menor que 1 en 50 nucleótidos, alternativamente, menor que 1 en 100 nucleótidos, alternativamente, menor que
1 en 200 nucleótidos, alternativamente, menor que 1 en 500 nucleótidos, alternativamente , menos de 1 en 1.00025
nucleótidos, alternativamente, menos de 1 en 5.000 nucleótidos, alternativamente, menos de 1 en 10.000
nucleótidos.

Se aprecia que determinadas características de la invención, que se describen, por claridad, en el contexto de
realizaciones independientes, también pueden proporcionarse en combinación en una única realización. A la
inversa, varias características de la invención, que, por brevedad, se describen en el contexto de una única30
realización, también se pueden proporcionar por separado o en cualquier subcombinación adecuada o como sea
adecuado en cualquier otra realización descrita de la invención. Determinadas características descritas en el
contexto de varias realizaciones no deben considerarse características esenciales de esas realizaciones, a menos
que la realización sea inoperante sin esos elementos.

Varias realizaciones y aspectos de la presente invención, tal como se describe anteriormente en la presente35
memoria y como se reivindica en el apartado reivindicaciones a continuación, encuentran apoyo experimental en los
siguientes ejemplos.

Ejemplos

Se hace referencia ahora a los siguientes ejemplos, que junto con las descripciones anteriores, ilustran algunas
realizaciones de la invención de una manera no restrictiva.40

En general, la nomenclatura utilizada en la presente memoria y los procedimientos de laboratorio utilizados en la
presente invención incluyen técnicas moleculares, bioquímicas, microbiológicas y de ingeniería genética. Dichas
técnicas se explican a fondo en la bibliografía. Véase, por ejemplo, "Molecular Cloning: A laboratory Manual",
Sambrook et al., (1989); "Current Protocols in Molecular Biology" volúmenes I-III Ausubel, R. M., ed. (1994); Ausubel
et al., “Current Protocols in Molecular Biology”, John Wiley and Sons, Baltimore, Maryland. (1989); Perbal, "A45
Practical Guide to Molecular Cloning", John Wiley & Sons, Nueva York (1988); Watson et al., " Recombinant ADN",
Scientific American Books, Nueva York; Birren et al. (eds.) "Genome Analysis: A Laboratory Manual Series", vols. 1-
4, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Nueva York (1998); metodologías como las indicadas en las patentes de
EE.UU. nº 4.666.828;         nº 4.683.202; nº 4.801.531; nº 5.192.659 y nº 5.272.057; " Cell Biology: A Laboratory
Handbook ", volúmenes I-III Cellis, J. E., ed. (1994); “Culture of Animal Cells - A Manual of Basic Technique”, de50
Freshney, Wiley-Liss, N. Y. (1994), tercera edición; "Current Protocols in Immunology" volúmenes I-III Coligan J. E.,
ed. (1994); Stites et al. (eds), “Basic and Clinical Immunology” (8ª edición), Appleton & Lange, Norwalk, CT. (1994);
Mishell and Shiigi (eds.), "Selected Methods in Cellular Immunology", W. H. Freeman and Co., Nueva York (1980);
los inmunoanálisis disponibles están descritos ampliamente en las patentes y en la bibliografía científica; véanse, por
ejemplo, las patentes de EE. UU. nº 3.791.932; nº 3.839.153; nº 3.850.752; nº 3.850.578; nº 3.853.987; nº 3.867.517;55
nº 3.879.262; nº 3.901.654; nº 3.935.074; nº 3.984.533; nº 3.996.345; nº 4.034.074; nº 4.098.876; nº 4.879.219; nº
5.011.771 y nº 5.281.521; "Oligonucleotide Synthesis" Gait, M. J., ed. (1984); "Nucleic Acid Hybridization" Hames, B.
D. y Higgins S. J., eds. (1985); "Transcription and Translation" Hames, B. D., y Higgins S. J., eds. (1984); "Animal
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Cell Culture" Freshney, R. I., ed. (1986);  "Immobilized Cells and Enzymes"  IRL Press, (1986); "A Practical Guide to
Molecular Cloning" Perbal, B., (1984) y "Methods in Enzymology", vol. 1-317, Academic Press; "PCR Protocols: A
Guide To Methods And Applications", Academic Press, San Diego, CA (1990); Marshak et al., "Strategies for Protein
Purification and Characterization - A Laboratory Course Manual" CSHL Press (1996).

Otras referencias generales se proporcionan a lo largo de este documento. Se cree que los procedimientos en la5
presente memoria son bien conocidos en la técnica y se proporcionan para la conveniencia del lector.

Ejemplo 1

Materiales y procedimientos experimentales.

Transfección y expresión de proteínas de CD84-ECD segregada: Para la expresión y secreción de la proteína CD84-
ECD (SEQ ID NO: 15), se sembraron células HEK 293T en frascos de cultivo celular de 175 cm3 a una confluencia10
final del 75% 24 h antes de la transfección. Para la transfección, se utilizaron 30 ml de medio DMEM completo y 3 ml
de solución que contenía precipitado de ADN. Los cultivos se incubaron 24 horas más después de la transfección y
a continuación el medio se cambió a DMEM sin suero durante 2 días. Se recogió el medio acondicionado; se
centrifugó durante 1 hora a alta velocidad para eliminar las células y los residuos, se filtró con una unidad de filtro de
0,2 µm y se realizó la purificación de proteínas del medio acondicionado utilizando FLPC (cromatografía de afinidad15
de níquel). Después de la unión de la proteína a la columna de Ni2+, se lavó y se eluyó con altas concentraciones de
imidazol, que compite con la etiqueta His6 y desplaza la proteína. Después de la purificación, muestras
concentradas de cada etapa de purificación y de los diferentes picos se analizaron por SDS-PAGE seguido de
inmunotransferencia western y tinción Coomassie del gel.

Cromatografía de exclusión por tamaño (filtración en gel): Las fracciones agrupadas y concentradas de la20
cromatografía de afinidad con Ni2+ se cargaron en una columna 16/60 Superdex 200 (grado preparativo) mediante
inyección en el sistema FPLC. Las proteínas se eluyeron a un caudal de 5 ml/min con PBS. Las fracciones se
recogieron según la absorción de UV y los cambios en el pH de los eluidos. Después de agrupar y concentrar las
fracciones de diferentes picos, las muestras se analizaron por SDS-PAGE, seguido de transferencia de Western y
tinción con Coomassie.25

Identificación de proteínas por ESI-MS/MS: Con objeto de verificar la identidad de la proteína CD84-ECD, la banda
presunta del gel teñido con Coomassie se escindió y analizó por digestión proteolítica seguida de espectrometría de
masas con ionización por electroatomización. El procedimiento lo llevó a cabo la Unidad de Servicio Biológico del
Instituto Weizmann.

Protocolo de hibridoma: Se purificó la proteína CD84-ECD (como se describió anteriormente) en un medio30
acondicionado procedente de 293 células transfectadas con el montaje CD84-ECD. Los ratones se inmunizaron con
CD84-ECD purificada durante un período de 3 meses. Tras la hemorragia de la prueba de ELISA positiva para
anticuerpos contra CD84-ECD (las placas se recubrieron con ECD-CD84 purificada), se extrajeron los bazos;  se
aislaron los linfocitos (con HBSS) y se fusionaron con células NSO (proporción de 1:5) junto con polietilenglicol
(PEG).  Se seleccionaron hibridomas con medio HAT (Hipoxantina Aminopterina Timidina) y se analizó su35
sobrenadante para reconocimiento de CD84-ECD utilizando el ensayo ELISA [Ho M. K., Springer T. A. Methods
Enzymol. 1984; 108: 313-324].

ELISA para la detección de subclases de hibridomas: Se demostró que los hibridomas son de IgM, clase k de
mediante un equipo ELISA comercial. En resumen, los sobrenadantes de cultivos libres de células se recolectaron
de hibridoma, y se determinaron las concentraciones de IgM, IgG3, IgG1, αb, αa, Δ, λ, κ utilizando métodos ELISA40
según las instrucciones del fabricante (BD Bioscience).

Activación/bloqueo del hibridoma: Se agregó el hibridoma B1/B4/F8 a las células de CLL que crecían en medio
RPMI que contenía 10% (v/v) de FCS incubado a 37°C durante 18 h (para extracción de ARN) y 24 h (para
extracción de proteínas), con o sin estimulación de MIF.

Población de pacientes con CLL: Se extrajeron linfocitos B de la sangre periférica tanto de sujetos sanos45
(normales/referencia) como de pacientes con CLL que cumplían con los criterios de diagnóstico e inmunofenotipo
para la CLL, en diversas fases de la enfermedad. Las células las proporcionó el Hematology Institute del Kaplan y el
Sourasky Medical Center, según el IRB del hospital, como se describió anteriormente [Haran M. et al., Leukemia.
2004; 18: 1948-1950]. El diagnóstico de CLL se basó en criterios habituales y los pacientes se clasificaron según el
sistema de estadiaje de Rai [Hallek M. et al., Blood 2008; 111: 5446-5456].50

Purificación celular: Se purificaron linfocitos B utilizando a mezcla de anticuerpos RosettSep (StemCell Vancouver,
BC, Canadá) como se describió anteriormente [Lantner F. et al., Proc. Natl Acad Sci. USA 2007; 104: 13408-13413].
En resumen, este método se basa en la selección negativa de linfocitos B. Se agregaron 50 μl de la mezcla que
contiene anticuerpos divalentes dirigidos a antígenos distintos de linfocitos B (CD3, CD2, CD16, CD56 y CD14) a
cada mililitro de sangre completa. Después de una incubación de 20 minutos, se añadió una cantidad igual de PBS a55
la mezcla y las células se pusieron en un gradiente de Ficoll, se centrifugaron y se aislaron del ficoll mediante
lavados con PBS. Las células se usaron frescas o posiblemente congeladas en suero de ternera fetal (FCS) más
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10% de sulfóxido de dimetilo (DMSO) para almacenamiento en nitrógeno líquido. Las células congeladas se
cultivaron durante la noche en CO2 al 5% .en RPMI con 10% de FCS y antibióticos.

Células M210B4: Se adquirieron células M2-10B4 de ATCC (ATCC® CRL-1972™). Esta estirpe celular es un clon
procedente de células estromales de médula ósea de un ratón F1 (C57BL/6J × C3H/HeJ). Las células se cultivaron
en medio RPMI-1640 enriquecido con 10% de FCS y penicilina-estreptomicina-glutamina y se cultivaron en 37°C en5
5% de CO2.

Células de tumores sólidos: Se adquirieron en ATCC MDA435 (cáncer de mama humano), PC-3 (cáncer de próstata
humano), Hela (cáncer de cuello uterino humano), A375 (melanoma maligno humano; CRL 1619), A549
(adenocarcinoma de pulmón humano), PAC1 (cáncer de páncreas humano); 39532) y NCL-N87 (cáncer gástrico
humano). Las células se cultivaron en medio DMEM, enriquecido con 10% de FCS y penicilina-estreptomicina-10
glutamina y se cultivaron a 37°C en 5% de CO2.

Células Daudi: Se adquirió en ATCC la estirpe celular de linfoma de Burkitt, Daudi, (ATCC® CCL-213™). Se
cultivaron  1 × 106 células Daudi en medio RPMI que contenía un 10% de FCS con diferentes concentraciones de los
anticuerpos anti-CD84 B1 o B4 o con un anticuerpo de referencia. Después de 48 horas, se examinó la
supervivencia celular utilizando tinción anexa (como se describe a continuación).15

Anticuerpos: Para tinción FACS anti CD84-PE (CD84.1.21 Bio Legend). Para bloqueo: Anticuerpo CD84 antihumano
purificado LEAF™ (CD84.1.21 Bio Legend).

Citometría de flujo: La tinción de células de CLL se realizó como se describió anteriormente [Binsky I. et al., Proc.
Natl Acad Sci. USA 2007; 104: 13408-13413]. Se utilizaron los siguientes anticuerpos: CD-19 (MiltenyiBiotec,
Auburn, CA), anti-CD74 (Santa Cruz), referencia de isotipo IgG1κ (MOPC-21, BD Biosciences), CD49d (9F10, BD20
Biosciences), anti-CD84 (Ab-2, 152-1D5 Labvision), seguido de anti-anticuerpo secundario PE de ratón (Jackson
ImmunoResearch Laboratories) o anti-CD84-PE (CD84.1.21 Bio Legend), anti-anticuerpo PE de CCR1/CCR5
humano (BioLegend), anti-anticuerpo PE de IgM de ratón, RMM-1 (BioLegend), anti-anticuerpo APC de ratón/human
CD45R/B220, RA3-6B2 (BioLegend), de anti-ratón CD5 eFluor®, 450 53-7.3 (eBioscience). La tinción se analizó por
FACSCanto (BD Biosciences).25

Tinción intracelular para Bcl-2: Se permeabilizaron y se fijaron las células usando la solución FOXP3 Fix/Perm de
BioLegend durante 20 minutos a temperatura ambiente, a continuación se lavaron dos veces con amortiguador de
tinción celular y nuevamente con amortiguador FOXP3 Perm de BioLegend. A continuación, las células se incubaron
con el amortiguador FOXP3 Perm de BioLegend durante 15 minutos en la oscuridad y después se tiñeron durante
30 minutos en hielo con anti-anticuerpo PE anti-Bcl-2 (BCL/10C-4, Biolegend) o control con anti-isotipo. La tinción30
celular se evaluó en un citómetro de flujo FACSCanto (BD Biosciences).

Detección de muerte celular: tinción con Anexina y PI/7AAD: Se cultivaron células de CLL purificadas en placas de
24 pocillos a 1 x 107 células/pocillo en medio RPMI enriquecido con FCS al 10%, con o sin 1,5-2 g de anti-CD84 (ab-
3202 Abcam/152-1D5 Thermo) seguido de 0,5 μg de anti Fab (Jackson) o un anticuerpo de control de isotipo IgG
(MOPC-21 BioLegend) durante 24 y 48 h. Las células se centrifugaron, se lavaron y se tiñeron con Anexina (BD35
Biosciences), y se añadió yoduro de propidio (PI; 25 μg/ml) (Sigma) o 7AAD (BD Biosciences) durante 15 min a
temperatura ambiente en la oscuridad. La extensión de la tinción con Annexin + PI/7AAD se analizó por FACSCanto
(BD Biosciences).

Equipo de detección de apoptosis Magic Red: Se incubaron 107 células de CLL por ml a 37°C durante 1 h con Magic
Red (Kit de detección de caspasa Magic Red para caspasa 3 y 7 MR-(DEVD)2 Immunochemistry Technology) según40
las instrucciones del fabricante . Luego, se midió la tinción con Magic Red por análisis FACSCalibur (BD
Biosciences).

Ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA): Se cultivaron células de CLL con un agonista anti-CD84 o
anticuerpo bloqueador o hibridoma B4, como se describió anteriormente durante 48-72 h. Los cultivos conjuntos de
células de CLL y células NLC/M210B4 se bloquearon para CD84 usando un anticuerpo antagonista o hibridoma B445
bloqueador como se describió anteriormente.

Se recogieron a continuación los sobrenadantes de cultivos sin células y se determinaron las concentraciones de
hCCL3 y mIL6 utilizando un método ELISA según las instrucciones del fabricante (sistemas de I + D DuoSet ELISA
CCL3 humano/IL6 de ratón).

Bloqueo de CD84 en cultivos conjuntos de CLL y M210B4: 1 × 105 células del estroma se sembraron por pocillo en50
placa de 24 pocillos. Después de 18 h, se añadieron 1,6 × 106  células de LLC en cada pocillo, en presencia o
ausencia de anticuerpo bloqueador anti-CD84 (5 µg/µl) o hibridoma B4 (2,5-5 µg/µl) o referencia de isotipo y se
cultivaron durante otras 48 h para el ensayo de viabilidad de células de CLL o 72 h para ELISA de CCL3.

Bloqueo de CD84: se realizó como se describió anteriormente [Binsky-Ehrenreich et al. E. Pub. 25 de febrero de
2013 Oncogene]. En resumen, se incubaron 1 x 107células de CLL en medio RPMI que contenía un 0,1% (v/v) de55
FCS a 37ºC durante 3 h. A continuación, las células se volvieron a poner en suspensión en un medio que contenía
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2,5 μg de anti CD84 (CD84.1.21 BioLegend) o mediante hibridoma B4 de 2,5-5 μg (véase material y métodos) y se
incubaron a 37°C durante 18 h (para extracción de ARN) y 24-72 h (para extracción de proteínas, tinción intracelular
y ELISA).

Análisis de PCR-transcripción inversa en tiempo real: Se analizaron las concentraciones de ARNm de CD84, Rp2,
Bcl-2, CCL3, IL6 y VCAM humanos por RT-PCR cuantitativa en tiempo real utilizando un instrumento Light-Cycler5
(Roche Diagnostics, Mannheim, Alemania). El volumen de reacción (10 μl) contenía MgCl2 3 mM, LightCycler
HotStart ADN SYBR Green I mix (Roche Diagnostics), pares de cebadores específicos y 2,5 μl de ADNc. Las
condiciones para la PCR fueron las siguientes: 10 minutos a 95ºC seguidos de 40-60 ciclos de 15 segundos a 95ºC,
15 segundos a 60ºC y 15 segundos a 72ºC. La PCR se realizó por duplicado como se describió anteriormente [Luger
D. et al., J. Clin. Immunol. 2004; 24: 579-590].10

Las secuencias de cebadores fueron las siguientes:

hBcl-2: 5′GGATCAGGGAGTTGGAAG3′ GCACTGCCAAACGGAG (SEQ ID NO: 16-17, respectivamente).

hCCL3: 5′CGAGCAGCCAGTGCTCCAAGC 3′GGCTGTTTGGCAACAACCAGTCCA (SEQ ID NO: 18-19, respectiva-
mente).

Bcl-2 de ratón: 5 'GCTACCGTCGTGACTT 3' GCCGGTTCAGGTACTC (SEQ ID NO: 20-21, respectivamente).15

IL6 de ratón: 5' CCACTTCACAAGTCGGAGGCT TA 3′GCAAGTGCATCATCGTTGTTCATAC (SEQ ID NO: 22-23,
respectivamente).

VCAM1 de ratón: 5' TACCAGCTCCCAAAATCCTG 3'TCTGCTAATTCCAGCCTCGT (SEQ ID NO: 24-25, respectiva-
mente).

Las concentraciones de RP-2 se utilizaron para normalizar las muestras para el cálculo de los niveles de expresión20
relativos de otros genes.

CD84: 5′TTGTTCCGTTTGTTCAAGAG 3′CGGAATAAACTGTGTTCACTGh (SEQ ID NO: 28-29, respectivamente).

Disminución de CD84 por ARNsi: ON-TARGETplus SMARTpool, CD84 humano (NM_003874), Dharmacon, se usó
para la disminución de CD84.

Ratones: Todos los procedimientos con animales fueron aprobados por el Comité de Investigación Animal en el25
Instituto Weizmann.

Ratones TCL1 como modelo para la leucemia linfocítica crónica: Se determinó el porcentaje de población cancerosa
en diversas edades de ratones TCL-1. Se obtuvieron células esplénicas de ratones TCL-1 de 18, 11 y 6 meses de
edad y se analizaron para determinar su población B220+CD5+ por FACSCanto (BD Bioscience).

Los linfocitos B esplénicos se incubaron a continuación con anti-CD84 (B1 o B4) o un anticuerpo de referencia30
compatible con el isotipo en el medio de Iscove que contenía FCS al 2% durante 48 h. La supervivencia celular se
analizó por tinción con anexina-7AAD (como se describió anteriormente).

Modelo de xenoinjerto para CLL: Se marcaron células de CLL con éster succinimidílico de diacetato de
carboxifluoresceína 5 μM (CFSE; Anaspec) durante 5 minutos a 37ºC. CFSE no tuvo ningún efecto sobre la
supervivencia celular en todo el experimento. Se inyectaron iv a continuación 1 x 107 células en ratones  35
transgénicos con C57BL/6 de referencia y CD84. El retorno de células de CLL al bazo, M.O. y PB se determinó 1 h y
4 h después por análisis FACS de células aisladas de tejidos.

Linfocitos B normales: Se obtuvieron linfocitos B esplénicos de ratones C57BL/6 de 6, 8 y 11 meses de edad. Las
células se aislaron y se estimularon con 5 µg/ml de anticuerpos anti-CD84 B1 o B4, y se compararon con el efecto
de un anticuerpo de referencia de isotipo coincidente.40

Modelo Eμ-TCL1 para CLL: Se usaron ratones transgénicos Eμ-TCL1 para seguir la evolución de la CLL controlando
la expansión de linfocitos B CD5+ como se describió previamente [Bichi R. et al., Proc Natl Acad Sci USA. 2002. 99:
6955-6960].  Se generaron ratones híbridos mediante el trasplante de ratones transgénicos WT y CD84 con 5 × 106  
células de la M.O. de ratones Eμ-TCL1. Después de 4, 6, 8 y 13 meses, la cavidad peritoneal, el PB, el bazo y la
M.O. de los ratones receptores se sacrificaron y se extrajeron las células, se tiñeron para CD5 (450 53-7.345
(eBioscience), IgM (RMM-1 BioLegend), y B220 (RA3-6B2 (BioLegend) y se analizaron por FACSCanto (BD
Bioscience).

Ejemplo 2

El anticuerpo B4 provoca apoptosis en células CLL

Los presentes inventores han determinado si los anticuerpos B4 generados según las presentes instrucciones son50
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capaces de provocar apoptosis en células CLL humanas primarias. Como se demuestra en las figuras 1A-D, el
anticuerpo B4 derivado del hibridoma, provocó la muerte celular en células de CLL cultivadas solas (figuras 1A-B).
Como se mostró anteriormente, diferentes tipos de células estromales, como las células humanas primarias tipo
Nurse (NLC) y las células estromales medulares (MSC) (estirpe celular M210B4, CRL-1972™) protegen las células
de CLL en el cultivo conjunto de la apoptosis, y son una parte integral del microentorno de la CLL (Burger J. A. et al.,5
Blood. 2009. 114: 3367-3375, Kurtova A. V. et al., Blood. 2009. 114: 4441-4450). Curiosamente, el anticuerpo
derivado del hibridoma B4 superó el efecto protector del estroma y provocó la muerte de la CLL cuando se cultivó
conjuntamente con células M210B4 (figuras 1C-D). Por lo tanto, el hibridoma B4 puede usarse como un anticuerpo
bloqueador. La medición de la apoptosis incluye todas las células positivas a anexina (simple y doble) la población
total positiva a anexina aumenta del 46,18% al 55,75%.10

Ejemplo 3

CD84 regula un efecto antiapoptótico en las células estromales B4 de la médula ósea

Se ha sugerido anteriormente que las células de CLL pueden manipular activamente su microentorno [Binder M. et
al, PLoS One. 2012.5 (12): e15992, Neil E. Kay et al, Leuk. Res. julio de 2007; 31 (7): 899-906]. Específicamente, se
ha demostrado recientemente que las células de CLL provocan efectos antiapoptóticos en sus contrapartes15
estromales en el cultivo. La interacción de células del estoma con CLL provoca la expresión y secreción de citocinas
específicas (es decir, IL-6, IL-8) del estroma e induce la expresión de moléculas de adhesión específicas como
ICAM-1, mientras que la expresión de otras moléculas de adhesión (es decir, VCAM-1) permanece sin cambios
[Plander M. et al, Annals of Hematology. 2011.90 (12): 1381-90].

Para determinar si la interacción de las células del estroma con las de CLL mediada por CD84 induce una cascada20
similar en el estroma, se cultivaron células de CLL con células estromales M210B4 en presencia o ausencia de un
hibridoma bloqueador de CD84 (B4) como se describió anteriormente (figuras 1C-D), y se controlaron la expresión
del gen Bcl-2 antiapoptótico (figura 2A), la citocina IL-6 (figura 2B) y VCAM-1 (figura 2C) en las células M210B4. La
incubación con células de CLL elevó las concentraciones de ARNm de Bcl-2 e IL-6 en células M210B4, mientras que
no se observaron cambios en el mensaje de VCAM-1.25

Curiosamente, el bloqueo de CD84 redujo los niveles de mensaje de Bcl-2 (figura 2A) e IL-6 (figura 2B), mientras
que los niveles de VCAM-1 no se vieron afectados por este bloqueo (figura 2C).

Ejemplo 4

CD84 regula la expresión de CCL3 en cultivos conjuntos con B4

Anteriormente se demostró que las células de CLL pueden incorporar activamente células y crear un microambiente30
solidario mediante la secreción de CCL3 [Zucchetto A. et al., Cancer Res. 2009.69 (9): 4001-4009. Burger J. A. et
al., 2009. 113: 3050-3058]. La estimulación de CD84 expresada en células de CLL produce la expresión y secreción
de CCL3 (resultados no publicados de los inventores). Para demostrar directamente el papel regulador de CD84 en
la secreción mediada por CCL3 en el cultivo conjunto de células CLL y del estroma, se analizaron los niveles
segregados de CCL3 en los sobrenadantes procedentes de los cultivos conjuntos de células del estroma CLL, que35
se incubaron en presencia o ausencia de un hibridoma (B4) bloqueador de CD84 o un anticuerpo de control de
isotipo. Como se demuestra en la figura 3, el bloqueo de CD84 en el cultivo conjunto de CLL y M210B4, disminuyó
los niveles de CCL3 humano, procedente de las células de CLL, segregado al medio condicionado según se detectó
por ELISA (figura 3).

Asimismo, se analizó la secreción de CCL3 de células de CLL cultivadas junto con células NLC en presencia o40
ausencia de anticuerpo bloqueador anti-CD84. El bloqueo de CD84 redujo significativamente la secreción de CCL3
procedente de las células de CLL al medio acondicionado (datos no mostrados). Sin embargo, como las NLC son de
origen humano, se comprobó además que CD84 regula específicamente la secreción de CCL3 procedente de las
células CLL en estos cultivos conjuntos. Por lo tanto, se analizaron las concentraciones de ARNm de CCL3 en
células de CLL cultivadas con células NLC y demostraron una expresión reducida del mensaje de CCL3 en células45
de CLL (datos no mostrados).

Por lo tanto, la interacción de CLL con el microentorno está mediada por CD84, que estimula la secreción de CCL3
procedente de células CLL.

Ejemplo 5

Comparación entre los anticuerpos F8, B1 y B450

Como se muestra en Las figuras 4A-H y en la tabla 1 a continuación, los anticuerpos de algunas realizaciones de la
invención (B1 y B4) fueron capaces de destruir mayormente células CLL purificadas, como se demuestra por el
mayor porcentaje de células apoptóticas (figuras 4A-D), y las células de Ramos (RA-1) del linfoma de Burkitt (ATCC
CRL-1596™, figuras 4E-H) en comparación con un anticuerpo de bloqueo descrito en la técnica (F8, publicación
PCT nº WO2010/035259).55

E15709365
12-11-2018ES 2 696 348 T3

 



24

Tabla 1: Comparación de apoptosis de células CLL por los anticuerpos F8, B1 y B4

CCL purificada

(% de apoptosis)

Células Ramos

(% de apoptosis)

F8 34 16

B1 73 45

B4 75 39

Ejemplo 6

Los ratones CD84KO presentan un número reducido de células de CLL humanas en su M.O.

Para estudiar la supervivencia y la distribución de células de CLL humanas en los diferentes compartimentos de5
ratones trasplantados, las células de CLL primarias humanas se marcaron de forma fluorescente con CFSE. Las
células se inyectaron a continuación a ratones CD84KO y WT. Después de 4 horas, se comparó el número de
células que residían en los diferentes compartimentos, y se calculó la proporción entre el número de células en la
M.O. y el bazo de cada ratón. Como se muestra en las figuras 5A-B, la proporción de células de CLL detectadas en
la M.O. de los ratones de referencia se redujo significativamente en ratones CD84KO (figura 5A). Para determinar si10
este fenómeno es el resultado de un deterioro en la llegada de las células de CLL al compartimiento de la M.O. en
ratones CD84KO, o debido a su incapacidad para mantenerse o sobrevivir en este compartimiento, las células de
CLL se inyectaron a ratones CD84KO o WT y la movilización de las células a la M.O. se siguió 1 hora después de la
inyección. Como se muestra en la figura 5B, la concentración de células de CLL en la M.O. después de 1 hora fue
similar en ratones WT y CD84 KO (figura 5B). Este resultado podría sugerir que las células de CLL se movilizan15
normalmente a la M.O. que carece de expresión de CD84 en el microentorno. El número reducido de células
detectadas en la M.O. en un momento posterior es posiblemente debido a la incapacidad de las células para
mantenerse o sobrevivir en el microentorno de la M.O. en ausencia de la señal de CD84.

Ejemplo 7

Evaluación de reactividad cruzada de especies20

Se utilizó Eμ-TCL1 un modelo de ratón transgénico de la enfermedad CLL. En los ratones transgénicos Eμ-TCL1,
hay una acumulación de B220 bajo en linfocitos B IgM+CD5 + en la cavidad peritoneal, sangre periférica, médula
ósea y órganos linfoides de los ratones. Los linfocitos B IgM+CD5+ expresan CD84 en su superficie (figura 6A).

Se determinó a continuación si el bloqueo de la actividad de CD84 con los anticuerpos B1 y B4 se producía la
muerte celular. En primer lugar, se determinaron los porcentajes de población cancerosa en varias edades de25
ratones TCL-1. Se analizaron células esplénicas procedentes de ratones TCL-1 de 18, 11 y 6 meses de edad para
determinar su población B220+CD5+ por FACS. Si bien la mayoría de las células esplénicas de los ratones TCL-1
de 18 y 11 meses de edad fueron las células malignas (B220+CD5+), la población B220+CD5+ difícilmente se pudo
detectar en bazos de ratones TCL-1 de 6 meses de edad (figuras 6B-D). A continuación, se siguió el efecto de los
anticuerpos sobre la supervivencia celular. Los linfocitos B esplénicos malignos se incubaron con anti-CD84 (B1 o30
B4) o un anticuerpo de referencia de isotipo coincidente en medio de Iscove que contiene 2% de FCS. 48 h después,
se analizó la supervivencia celular por tinción con anexina-7AAD. Como puede verse en las figuras 6E-M, el bloqueo
de CD84 con anticuerpos B1 y B4 produjo apoptosis en la población cancerosa B220+CD5+. Sorprendentemente, la
supervivencia de la población de linfocitos B B220+CD5- periféricos no malignos no se vio afectada por este
tratamiento (como se describe en las figuras 9A-J). Estos resultados sugieren que los anticuerpos anti-CD-8435
humanos, B1 y B4, pueden bloquear a CD84 murino en células de ratón malignas y reducir su supervivencia.

Ejemplo 8

Análisis de la expresión de CD84 en tumores

Varias estirpes celulares expresan CD84 como se ilustra en la dirección de Internet www.broadinstitute.org/ccle/. La
mayoría de las estirpes celulares pertenecen al origen hematopoyético, sin embargo, se seleccionaron algunos40
tumores sólidos para analizar la expresión de CD84.  Se extrajo ARNm de diferentes estirpes celulares de tumores
sólidos: MDA435 (cáncer de mama humano), PC-3 (cáncer de próstata humano), Hela (cáncer de cuello uterino
humano), A375 (melanoma maligno humano), A549 (adenocarcinoma de pulmón humano), PAC1 (cáncer de
páncreas humano) y NCL-N87 (cáncer gástrico humano). El mensaje CD84 fue analizado por RT-PCR. Como puede
verse en la figura 7A, el ARNm de CD84 no se detectó en ninguna de estas células.45

El análisis de la cascada inducida por CD84 en CD84 que expresa células tumorales hematopoyéticas se llevó a
cabo en la estirpe celular de linfoma de Burkitt, Daudi. Como puede verse en la figura 7B, las células Daudi expresan
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CD84 en su superficie celular.

A continuación, se determinó el efecto de los anticuerpos anti-CD84 B1 y B4 sobre la inducción de la apoptosis en
células Daudi.  Se cultivaron células Daudi con diferentes concentraciones de los anticuerpos B1 o B4 anti-CD84 o
con un anticuerpo de referencia. Después de 48 horas, se examinó la supervivencia celular utilizando tinción con
Anexina. El bloqueo de CD84 provocó la muerte de las células Daudi (en la figura 7C se muestra una concentración5
representativa).

Ejemplo 9

Análisis de la expresión y función de CD84 en tejidos normales

Varios tejidos normales expresan CD84 como se ilustra en la dirección de Internet www.gtexportal.org/home/. Como
se muestra en la misma, CD84 se expresa principalmente en células transformadas con EBV y en el bazo.10

Se analizó el papel de CD84 como receptor de supervivencia en tejidos normales. Se compararon los niveles de
expresión de CD84 en células sanas y de CLL de pacientes en diversas fases de la enfermedad. Los linfocitos B
purificados de sujetos sanos, así como las células de CLL en fase inicial y avanzada se analizaron para detectar la
presencia de ARNm de CD84 (que se dirige a un segmento común a todas las isoformas). Como se muestra en las
figuras 8A-B, se detectaron bajas concentraciones de ARNm de CD84 en linfocitos B normales, mientras que se15
observaron concentraciones elevadas de ARNm de CD84 en todos los pacientes con LLC, independientemente de
la fase de la enfermedad.

Además, las concentraciones  de CD84 en la superficie celular fueron significativamente más altas en todas las
células de CLL en comparación con el total (figuras 8C-E) o linfocitos B CD5+ normales (figura 8F). Por lo tanto, los
linfocitos B normales expresan CD84 en concentraciones más bajas.20

A continuación, se evaluó el efecto de los anticuerpos anti-CD84 B1 y B4 sobre la supervivencia de linfocitos B
normales. Se aislaron linfocitos B esplénicos procedentes de ratones C57BL/6 de 6, 8 y 11 meses de edad, con 5
μg/ml de anticuerpos anti-CD84 B1 o B4, y se compararon con el efecto de un anticuerpo de referencia de isotipo
coincidente. Como se puede ver en las figuras 9A-J, tanto B1 como B4 no tuvieron efecto en la viabilidad de los
linfocitos B periféricos normales. Estos resultados sugieren que, si bien los anticuerpos B1 y B4 pueden bloquear la25
actividad de CD84 murino en células malignas de ratón y reducir la supervivencia celular (figura 6C), no provocan
apoptosis en linfocitos B normales.

Ejemplo 10

Análisis de la expresión de CD84 en el microentorno tumoral

Se siguió la expresión de CD84 en células estromales de médula ósea (MSC) y células de la enfermera (NLC)30
presentes en el microentorno tumoral. Para las MSC, se utilizaron las MSC primarias de médula ósea procedentes
de pacientes con LLC, estas células se aislaron y se cultivaron como se describió anteriormente [Kay et al.,
Leukemia Research 31, 899-906 (2007)] y las estirpes de MSC murinas (M210B4) de ratón F1 también se utilizaron.
Se demostró que estas estirpes celulares protegen las células de CLL de la apoptosis espontánea e inducida por
fármacos [Kurtova et al., Blood 114, 4441-4450 (2009)]. Las NLC se aislaron y se cultivaron como se describió35
anteriormente [Burger et al., Blood 96, 2655-2663 (2000)].

Como se mostró anteriormente, se detectó ARNm de CD84 en células de CLL (figura 10 A). Además, se detectó
ARNm de CD84 en células M210B4 así como en NLC (figura 10 A). A continuación, se analizó la expresión de CD84
en la superficie de estas células. Como se muestra en la figura 10B, además de su expresión en células de CLL, se
detectó CD84 en la superficie de NLC así como en células estromales M210B4. Esto sugiere que CD84 podría estar40
involucrado en la interacción célula-célula entre las células de CLL y su microentorno.

Ejemplo 11

Análisis de la función de CD84 en la regulación de la protección inducida por microentonos de la apoptosis
espontánea e inducida por fármacos de la CLL

Para determinar si CD84 desempeña una función en la interacción de las células de CLL con su microentorno que45
da como resultado supervivencia celular, las células de la CLL se cultivaron junto con células del estroma (como se
describió anteriormente) en presencia o ausencia de anticuerpos bloqueadores anti-CD84. M210B4 (figuras 11A-G)
provocó un efecto antiapoptótico en las células de CLL, medido por la tinción con Anexina-PI/7AAD (descrita en
detalle en el ejemplo 1 anterior). El bloqueo de CD84, por el hibridoma B4 (figuras 11A-C), superó parcialmente el
efecto antiapoptótico inducido por el estroma, dando como resultado la inducción de la muerte celular de la CLL.50

A continuación, los presentes inventores querían determinar si la apoptosis inducida por el bloqueo de CD84 era un
efecto directo sobre las células de CLL, o si los anticuerpos podían evitar la interacción de las células de CLL con el
estroma, provocando así su muerte. Por lo tanto, la expresión de CD84 disminuyó en las células M210B4 por ARNsi.
A continuación se agregaron células de CLL al cultivo y se controló su supervivencia. Como se demuestra en la
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figura 11D-G, la eliminación de CD84 redujo específicamente la supervivencia mediada por estroma de las células
de CLL. Por lo tanto, CD84 expresado en el estroma media la supervivencia de las células de CLL por contacto
célula a célula. Para demostrar aún más la función de CD84 expresada en el microentorno en la supervivencia de
las células de CLL, CD84 expresado en M210B4 fue bloqueado por los anticuerpos B1 y B4. Después de 1 hora, los
anticuerpos se lavaron y a continuación se agregaron células de CLL al cultivo conjunto. 48 horas después, se midió5
la supervivencia celular mediante tinción con anexina-7AAD. El bloqueo de CD84 del estroma provocó
significativamente la apoptosis de las células de CLL (figuras 12A-D), lo que sugiere que la supervivencia inducida
por el estroma está mediada por la interacción CLL estromal con CD84.
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REIVINDICACIONES

1. Un anticuerpo aislado que comprende un dominio de reconocimiento de antígeno que comprende:

regiones determinantes de complementariedad como se expone en las SEQ ID NO: 1, NO: 2, NO: 3, NO: 4, NO:
5 y NO: 6 (B4), o

regiones determinantes de complementariedad como se expone en las SEQ ID NO: 7, NO: 8, NO: 9, NO: 10,5
NO: 11 y NO: 12 (B1),

en donde el anticuerpo se une específicamente a CD84.

2. El anticuerpo aislado de la reivindicación 1,

que disminuye la actividad antiapoptótica de las células de estroma en las células de leucemia linfocítica crónica
(CLL); o10

que inhibe la secreción de CCL3 procedente de células de CLL; o

que inhibe la expresión de BCL-2 en CLL; o

que inhibe la expresión de BCL-2 de estroma; o

que reduce la expresión de IL-6 e IL-8 en células de estroma; o

que produce movilización de células de CLL de la médula ósea.15

3. El anticuerpo aislado de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 2, que es una IgG.

4. El anticuerpo aislado de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 2, en donde el anticuerpo es un anticuerpo
humanizado o un anticuerpo híbrido.

5. El anticuerpo aislado de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en donde el anticuerpo es un anticuerpo
biespecífico.20

6. Una composición farmacéutica que comprende el anticuerpo aislado de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a
5 y un excipiente o diluyente farmacéuticamente aceptable.

7. Una cantidad terapéuticamente eficaz del anticuerpo de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 para su uso en
provocar apoptosis en linfocitos B de un sujeto que tiene neoplasia de linfocitos B.

8. Una cantidad terapéuticamente eficaz del anticuerpo de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 para uso en el25
tratamiento de una neoplasia de linfocitos B en un sujeto que la necesita.

9. La cantidad terapéuticamente eficaz del anticuerpo para el uso de la reivindicación 7 u 8, en donde dicha
neoplasia de linfocitos B se selecciona del grupo que consiste en un linfoma, una leucemia y un mieloma.

10. Un método de diagnóstico de B-CLL en un sujeto que lo necesita, comprendiendo el método:

(a) poner en contacto una muestra biológica del sujeto con el anticuerpo de una cualquiera de las reivindicaciones 130
a 5 en condiciones que permitan la formación de inmunocomplejos entre la isoforma C de CD84 (SEQ ID NO: 14) y
el anticuerpo; y

(b) determinar una concentración de los inmunocomplejos en dicha muestra biológica, en donde un aumento en el
nivel de dichos inmunocomplejos más allá de un umbral predeterminado con respecto a la concentración de dichos
inmunocomplejos en una muestra biológica de un individuo sano es indicativo de la B-CLL.35

11. El método de la reivindicación 10, que comprende además corroborar el diagnóstico utilizando un análisis de
diagnóstico seleccionado de la expresión del marcador de superficie distintiva de dicha isoforma c de CD84, análisis
de cariotipo y mutaciones de la estirpe germinativa.

12. Un polinucleótido aislado que comprende una secuencia de ácido nucleico que codifica el anticuerpo de una
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5.40

13. El polinucleótido aislado de la reivindicación 12 como se expone en la SEQ. ID. NO: 26 o NO: 27.
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