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DESCRIPCION
Un anticuerpo monoclonal y un método del mismo
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a un método de tratamiento de diversas indicaciones de enfermedad usando un
anticuerpo anti-CD6 que se une al dominio 1 SRCR (D1) de CD6.

Antecedentes de la invencion

La CD6 es una proteina importante de la superficie celular expresada predominantemente por las células T humanas
y un subconjunto de células B, asi como por algunas leucemias linfociticas crénicas de células B y neuronas [Aruffo
et al., J. Exp. Med. 1991, 174: 949; Kamoun et al., J. Immunol. 1981, 127:987; Mayer et al., J. Neuroimmunol. 1990.
29: 193]. CD6 es un miembro de una gran familia de proteinas caracterizadas por tener al menos un dominio homélogo
al dominio rico en cisteina del receptor del captador (SRCR) de macréfagos de tipo | [Matsumoto, et al., J. Exp. Med.
1991, 173:55 and Resnick et al., Trends Biochem. Sci. 1994, 19:5]. Otros miembros de esta familia incluyen CD5
[Jones et al., Nature. 1986, 323:346]; ciclofilina C [Friedman et al. 1993, PNAS 90:6815]; factor | del complemento,
que se une a las proteinas C3b y C4b del complemento activadas [Goldberger, et al., J. Biol. Chem 1987, 262: 10065];
bovino WC-1 expresado por .tau./.delta. Células T [Wijingaard et al., J. Immunol. 1992, 149:3273] y M130 [Law et al.,
Eur J. Immunol. 1993, 23:2320] un marcador de activaciéon de macrofagos.

Los estudios de bloqueo que usan anticuerpos monoclonales (mAb) anti-CD6 sugieren que CD6 juega un papel
importante en el desarrollo de células T al regular las interacciones adhesivas de células T con células epiteliales
timicas (TE) [Patel et al., J. Exp. Med. 1995 181:1563-1568]. Estudios adicionales han demostrado que CD6 puede
funcionar como una molécula accesoria importante en la activacion de células T. Por ejemplo, ciertos mAb anti-CD6
son directamente mitogénicos para las células T [Gangemi et al., J. Immunol, 1989, 143: 2439 y Bott et al., 1993 Int.
Immunol 7:783], mientras que otros pueden coestimular la proliferacion de células T junto con anti-CD3, anti-CD2 o
acetato de miristato 13 de forbol 12 (PMA) [Gangemi et al., J. Immunol. 1989, 143:2439; Morimoto et al., J. Immunol.
1988, 140: 2165-2170; y Osorio et al., Cell. Immunol 1994, 154: 23]. Sin embargo, la evidencia adicional del papel de
CD6 en la activacion de células T proviene de estudios que muestran que CD6 se hiperfosforila en los residuos Ser y
Thr [Swack et al., Mol. Immunol 1989 26: 1037-1049 and J. Biol. Chem 1991, 266:7137; Cardenas et al., J. Immunol.
1990, 145:1450-1455] y fosforilada en residuos Tyr [Wee et al., J. Exp. Med. 1993, 177: 219-223] después de la
activacion de células T. Estos y otros estudios implican a CD6 como un modulador importante de la funciéon de células
T inmaduras y maduras in vivo, afectando tanto la activacion de las células T como la transduccion de sefiales.

El dominio extracelular de la proteina CD6 madura estd compuesto por tres dominios SRCR (en lo sucesivo
denominados D1, D2 y D3). D3 correspondientes al dominio SRCR proximal de la membrana seguido de una region
corta de tallo de 33 aminoacidos. Estos dominios extracelulares estan anclados a la membrana celular a través de un
dominio transmembrana corto seguido de un dominio citoplasmatico de longitud variable [Aruffo et al., J. Exp. Med.
1991, 174:949].

Los estudios que utilizan proteinas de fusién de inmunoglobulina CD6, que contienen dominios extracelulares
seleccionados de CD6 fusionados a dominios constantes de IgG1 humana (CD6-Rgs), condujeron a la identificacion y
clonacion de un ligando CD6, denominado "molécula de adhesion celular leucocitaria activada" (ALCAM) [Wee, et al.,
Cell. Immunol 1994, 158:353-364; Patel et al., J. Exp. Med. 1995. 181:1563-1568; Bowen et al., J. Exp. Med. 1995,
181:2213-2220]. ALCAM se une al dominio 3 de CD6 correspondiente al dominio SRCR proximal de la membrana
[Whitney, et. al., J. Biol. Chem 1995, 270: 18187-18190].

Estudios sobre el papel de las interacciones CD6/ALCAM en la regulacion de células T han demostrado que este par
receptor-ligando puede mediar la adhesién de las células que expresan CD6 a las células epiteliales timicas [Bowen
et al., J. Exp. Med. 1995, 181:2213]. Esta y otra evidencia sugiere que las interacciones CD6/ALCAM son importantes
para modular el desarrollo y la activacién de las células T.

Aunque la caracterizacion funcional de CD6 sigue siendo incompleta, se ha aplicado con éxito un mAb anti-CD6 en
un entorno clinico para purgar la médula 6sea de células T y precursores de células T. El hallazgo de que los pacientes
que recibieron médula 6sea alogénica tratada con anti-CD6 tuvieron una baja incidencia de enfermedad de injerto
contra huésped junto con altos niveles de injerto [Soiffer R J, 1993, Bone Marrow Transplant; 12 Suppl 3:S7-10]
condujo al descubrimiento de un pequefio subconjunto de células T de sangre periférica (5-6%) que son CD6 negativas
(Rasmussen J Immunol 1994. 152: 527-536). Una subpoblacién de células T CD6 negativas mostré una menor
alorreactividad en MLR en comparacion con las células T CD6* normales. (Rasmussen. J Immunol 1994. 152: 527-
536). La caracterizacion funcional de estas células T CD6 negativas también ha demostrado que no responden a la
aloestimulacion, pero que pueden proliferar cuando se estimulan con fitohemaglutina (PHA). Estos hallazgos respaldan
aun mas la hipotesis de que CD6 juega un papel importante en la modulacion de la funcién de las células T in vivo.
También se informa que CD6 es parte de la sinapsis inmunoldgica que media la interaccion TPA temprana y tardia
APC. (Gimferrer I.J Immunol 2004. 173: 2262-2270).
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La molécula CD6 esta glicosilada en N con un sitio sensible a la proteasa y posee enlaces disulfuro intracadena.
Informes anteriores indicaron que CD6 existe en dos formas moleculares, una forma fosforilada de 105 kDa en células
T en reposo y una forma hiperfosforilada de 130kDa en células después de la activacion de la proteina quinasa C por
el promotor tumoral, forbol 12 acetato de miristato 13 (PMA) (Osorio M. Cellular Immunology, 1994154:123-133).

El documento US 6,372,215 divulga anticuerpos y otros agentes de unidén que se unen especificamente a dominios
SRCR 3 (D3) de CD6 humano (hCD6) o dominio de tallo de CD6 humano (CD6S) e inhiben la unién de la molécula
de adhesion celular leucocitaria activada (ALCAM) a CD6 los cuales se incorporan aqui como referencia.

El documento WO 2008/077355 titulado "Pharmaceutical composition comprising the Anti-CD6 monoclonal antibody
useful for the diagnosis and treatment of Rheumatoid Arthritis" divulga que T1h se une a CD6 sin inhibir la uniéon de
CD6 al ligando ALCAM.

El anticuerpo CD6 para uso en la presente invencion evita la activacion de células T al inhibir la proliferacion de células
T uniéndose a un dominio independiente del dominio que interactua con el ligando conocido a CD6, a saber, ALCAM.

Las publicaciones y patentes anteriores describen secuencias del anti-CD6 murino (IOR-T1) monoclonal y las
modificaciones de aminoacidos que se llevaron a cabo para humanizar IOR-T1 a T1h (IOR-T1 humanizado). El
documento US 5712120 y su equivalente EP 0699755 describen métodos especificos para humanizar anticuerpos
monoclonales murinos y la secuencia de IOR-T1 y T1h. El documento US 6572857 y su equivalente EP 0807125
describen la secuencia de IOR-Ti y T1h (IOR-T1 humanizado) y su efectividad en pacientes con psoriasis. La
publicacion [Roque-Navarro, L., et.al., Hybridoma and Hybridomics 2003.22:245-257] discute métodos especificos
para humanizar los anticuerpos monoclonales murinos y la secuencia de IOR-T1y T1h.

Los aspectos de la presente divulgacion se refieren a secuencias de aminoacidos de la regién variable de la cadena
pesada y ligera de T1h. Esto establece la secuencia de nucleétidos y aminoacidos de T1h expresada por la linea
celular utilizada para fabricar T1h. El anticuerpo monoclonal para uso en la presente invencién es capaz de unirse al
dominio 1 (D1) de CD6 e inhibe la proliferacion de células T sin interferir con la union de ALCAM. El anticuerpo
monoclonal para uso en la presente invencién no induce citotoxicidad dependiente del complemento (CDC),
citotoxicidad dependiente de anticuerpo (ADCC) y apoptosis in vitro.

Objetivo de la invencion

El objetivo principal de la presente invencion es obtener un anticuerpo monoclonal capaz de unirse al dominio 1 (D1)
de CD6 e inhibir la proliferacion de células T sin interferir con la unién de ALCAM para su uso segun las
reivindicaciones.

También se divulga un método para modular condiciones inflamatorias usando el anticuerpo monoclonal.

También se divulga un método para modular afecciones inflamatorias usando el anticuerpo monoclonal en
combinacién con inmunosupresores.

Se divulga ademas un método para modular afecciones inflamatorias usando el anticuerpo monoclonal en combinacion
con antigenos capaces de provocar una respuesta inmunitaria antiinflamatoria como Insulina, GAD, MOG, MBP y
HSP60.

Declaracion de la invencion

El alcance de la invencion esta determinado por las reivindicaciones. La presente divulgacion se refiere a un anticuerpo
monoclonal capaz de unirse al dominio | (D1) de CD6 e inhibe la proliferacién de células T sin interferir con la union
de ALCAM; un método para modular afecciones inflamatorias como la artritis reumatoide o las respuestas autoinmunes
en pacientes como respuestas adversas asociadas con esclerosis multiple o rechazo de trasplantes, enfermedad de
injerto contra huésped, diabetes tipo 1, linfoma cutdneo de células T, tiroiditis y otras enfermedades autoinmunes
mediadas por células T usando el anticuerpo monoclonal; un método para modular afecciones inflamatorias como la
artritis reumatoide o las respuestas autoinmunes en pacientes como respuestas adversas asociadas con esclerosis
multiple o rechazo de trasplantes, enfermedad de injerto contra huésped, diabetes tipo 1, linfoma cutaneo de células
T, tiroiditis y otras enfermedades autoinmunes mediadas por células T usando el anticuerpo monoclonal en
combinacién con inmunosupresores; y un método para modular afecciones inflamatorias como esclerosis multiple o
rechazo de trasplantes, enfermedad de injerto contra huésped, diabetes tipo 1, usando el anticuerpo monoclonal en
combinacion con antigenos capaces de provocar una respuesta inmunitaria antiinflamatoria como Insulina, GAD,
MOG, MBP y HSP60.

Breve descripcion de las figuras acompafantes:
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Figura 1:
Figura 1a: Secuencia de nucledtidos de VH y Vk de T1h derivada de plasmido y ADN gendmico.
Figura 1b: Secuencia de aminoacidos de VH y Vk

Figura 1c: Comparacioén de la secuencia de aminoacidos Vk descrita en publicaciones anteriores en comparacion con
la secuencia descrita en esta patente para resaltar las diferencias de secuencia.

Figura 2: Lectura de ELISA de placa atada con CD6-Fc en presencia de T1h y ALCAM o T1h solo.

Figura 3: Cuando MEM 98, un anticuerpo que se une al dominio 1 (Castro AA M et al, J of Immunol, 178 (2007) 4351-
4361.), Compite con T1h, se observa una competencia dependiente de la dosis, lo que sugiere que ambos se unen al
mismo dominio, es decir, el dominio 1.

Figura 4: Células HUT 78 tratadas con anticuerpo T1h (5 pg/ml), anticuerpo hR3 (5 pug/ml) y rapamicina (1.2 ug/ml) o
sin anticuerpo (como control) e incubadas durante la noche a 37°C en una incubadora de CO2. Luego, las células se
trataron con solucién de marcaje de anexina V, seguido de analisis de citometria de flujo. Anexina V FITC log en eje
horizontal, PI/PE Texas rojo en eje vertical.

Figura 5: Grafico de calibracion Sphero para el canal FITC.

Figura 6: Densidad de los receptores CD6 en los linfocitos T y B de los distintos individuos sanos. Las células T
muestran 10 veces mas receptores CD6 que las células B positivas para CD6

Figura 7: El analisis de ADCC se analizé usando Rituxan como control positivo en células Daudi. Las células Daudi se
marcaron con CFSE y se incubaron con o sin Rituxan (2.5, 5y 10 ug/ml), hR3 (10 ug/ml) se usé como control no
especifico y las PBMC se usaron como células efectoras en una proporcién de 1:25,1:50, 1:100. Las células se
incubaron durante 6 horas. Se usé 7AAD para detectar las células citotdxicas. Las células se analizaron en citometria
de flujo CYAN ADP.

Figura 8: Ensayo de ADCC en células Daudi por Rituxan en diagrama de puntos 2 D
Figura 9: Ensayo de ADCC en HUT 78 en diagrama de puntos 2 D con 5 yg/ml de T1h

Figura 10: El papel de T1h en el ensayo ADCC. HUT 78 se marco con CFSE y se incubd con y sin anticuerpo T1h,
hR3 se usa como control no especifico y las PBMC se usaron como células efectoras en una proporcién de 1:1, 1:25,
1:50. La diana: las células efectoras se incubaron durante la noche. Se usé 7AAD para detectar las células citotoxicas.
Las células se analizaron por citometria de flujo.

Figura 11: El papel de T1h en el ensayo ADCC. HUT 78 se marco con CFSE y se incubo con y sin anticuerpo T1h (5
y 10 ug/ml), hR3 (10 ug/ml) se us6é como control no especifico y las PBMC se usaron como células efectoras en una
proporciéon de 1:1,1:25, 1:50. La diana: las células efectoras se incubaron durante la noche. Se us6 7AAD para detectar
las células citotoxicas. Las células se analizaron por citometria de flujo.

Figura 12: a, b y c, d representan dos experimentos independientes a 5 yg/ml y 10 pg/ml respectivamente de T1hy
hR3 (anticuerpo no especifico) respectivamente. Los graficos representan el porcentaje de células muertas en
diferentes relaciones diana:efector.

Figura 13: Diferencia de veces de citotoxicidad entre Rituxan y T1h en el ensayo de CDC usando Azul de Alamar.

Figura 14: Grafico de histograma de CFSE que muestra la intensidad de fluorescencia de las células no estimuladas
y estimuladas con fitohemaglutina (PHA-M). Registro FITC en eje horizontal, no de celdas en el eje vertical. La region
(R 14) por encima de los picos se utilizé para enumerar eventos como proliferacion.

Figura 15: Inhibicion dependiente de la dosis de T1h en linfocitos como grafico de barras. La figura representa el % de
inhibicion de T1h en linfocitos activadores de PHA a diversas concentraciones (50 ug/ml, 25 ug/ml, 12.5 ug/ml, 6.25
ug/ml). Se usé hR3 (anticuerpo no especifico) a la misma concentracion.

Figura 16: Repeticién del experimento anterior como un experimento independiente. Inhibicion dependiente de la dosis
de T1h en linfocitos. La figura representa el % de inhibicion de T1h en linfocitos activadores de PHA a diversas
concentraciones (50 ug/ml, 25 ug/ml, 12.5 ug/ml y 6.25 ug/ml). Se us6é hR3 (anticuerpo no especifico) a la misma
concentracion
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Figura 17: La presencia de T1h soluble, a una concentracion de 10 ug/ml, inhibi6 significativamente la proliferaciéon de
linfocitos mediada por PHA en un ensayo con Azul de Alamar basado en placa de 96 pozos.

Figura 18: Placa preparada para los experimentos relacionados de Anti-CD3, Anti-CD3+ T1h y Anti-CD3+ ALCAM-Fc.

Figura 19: Comparacion entre los efectos sobre la proliferacion de linfocitos por sT1h y shR3 (10 ug/ml)
respectivamente en presencia de Anti-CD3 unido, Anti-CD3+ T1h y Anti-CD3+ ALCAM-Fc. Como se menciona en el
protocolo, se usaron cantidades variables de Anti-CD3 unido con concentracion fija de T1h o ALCAM.

Figura 20: Analisis de los datos anteriores en BLISS donde la linea inferior es la curva experimental obtenida con una
concentracion variable de anticuerpo Anti-CD3 y anticuerpo ALCAM-Fc o Anti-CD6 respectivamente. La linea
punteada es la curva predicha si la combinacion es aditiva. La linea superior es la curva obtenida experimentalmente
y en ambos casos se encuentra por encima de la curva tedrica predicha, lo que sugiere que la combinacion es
sinérgica.

Figura 21: Proliferaciéon de células T nativas inducidas por IL2 a concentraciones variables. La T1h soluble y la hR3
soluble no mostraron ningun efecto. Se agrega PHA como control positivo.

Figura 22: CD3 unido y CD3+ ALCAM-Fc causaron la proliferacion de linfocitos que fue inhibida por T1h soluble. IL2
junto con T1h soluble mostré una recuperacién parcial de la inhibicién en ambas condiciones.

Figura 23: La expresion de IL10, IFNy, IL6 y TFNy se reduce mediante T1h soluble en comparaciéon con un control
(anticuerpo no especifico hR3 soluble) en los pozos unidos Anti-CD3 y Anti-CD3+ ALCAM. La IL2 exdgena afadida
junto con la T1h soluble muestra una recuperacién parcial de la inhibicién, lo que sugiere que la inhibicién de la T1h
soluble esta mediada por la regulacion negativa de la IL2. El experimento muestra la media de los datos de dos
experimentos independientes.

Figura 24: Hay una reduccion parcial de los recuentos celulares absolutos que expresan CD4 y CD25 en presencia de
T1h soluble (sT1h) que se recupera tras la adicién de sT1h e IL2 exdgena. Sin embargo, en la intensidad fluorescente
media que puede correlacionarse con los recuentos absolutos de receptores, hay una reduccion significativa de MFI
en CD4 y mas espectacularmente en los recuentos de CD25. Ambas reducciones pueden recuperarse total o
parcialmente, respectivamente, mediante la adiciéon de IL2 exdgena (1.2 ng/ml). Este fendmeno se observa tanto en
los pozos unidos Anti-CD3 como en los Anti-CD3 y ALCAM-Fc.

Figura 25: La inhibicién de la proliferacién por T1h soluble no estd mediada por un aumento de la apoptosis. Las
células PI positivas son células necroéticas, mientras que las células positivas anexina V FITC son células apoptéticas
y ambas positivas son células apoptoéticas tardias. A partir de los datos, esta claro que, en comparacién con el control,
no hay un aumento o disminucion significativa en cada uno de los parametros de muerte en diferentes combinaciones.

Figura 26: Las PBMC se trataron con anticuerpo T1h (10 pg/ml), hR3 (control de isotipo) o sin anticuerpo (como control)
y se incubaron durante 5 dias a 37°C en una incubadora de COs..

Las células fueron estimuladas con el toxoide tetanico antes de la incubacién. La proliferacion se midié con colorante
Azul de Alamar. No se observo inhibicién de la proliferacion en presencia de T1h.

Figura 27: Las células Raji se muestran aqui por inmunofluorescencia como se mencioné anteriormente
(Procedimiento 1) como verdaderas células B y también expresan antigenos MHC Il.

Figura 28: PBMCs proliferativas en presencia de células Raji tratadas con mitomicina. El control positivo muestra que
las PBMCs crecen en presencia de PHA. sT1h inhibe la proliferacion de células T (significativamente por la prueba t)
en comparacion con los controles sin anticuerpos o hR3. Cada experimento es una desviacion media y estandar
obtenida de seis pozos diferentes.

Figura 29: Reaccion de linfocitos mixtos de células dendriticas alogénicas-Configuracion de placa.

Figura 30: La reaccion de linfocitos mixtos de células dendriticas alogénicas T1h muestra una inhibicion dependiente
de la dosis de la proliferacion de PBMC. Control positivo Pimecrolimus, que es un inhibidor conocido de IL2 inhibido
en todas las concentraciones probadas. El control negativo hR3 fue similar al control experimental. El eje Y es
Unidades de Fluorescencia Relativa (RFU).

Figura 31: Reaccién mixta de linfocitos de células dendriticas alogénicas. Evaluacion de los niveles de citoquinas. IL6
e IFNy se inhiben de una manera dependiente de la dosis por T1h asi como por Pimecrolimus, un inhibidor de IL2
conocido.

Breve descripcion de la lista de secuencia acompafante:
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SEQ ID NO: 1: Secuencia de aminoacidos de la secuencia VH

SEQ ID NO: 2: Secuencia de aminoacidos de la secuencia VK

SEQ ID NO: 3: Secuencia de nucleétidos (ADN) de la secuencia VH
SEQ ID NO: 4: Secuencia de nucleétidos (ADN) de la secuencia VK
Descripcion detallada de la invencion

La presente invencion se refiere a un anticuerpo monoclonal capaz de unirse al dominio 1 (D1) de CD6 e inhibir la
proliferacion de células T sin interferir con la union de ALCAM, que comprende la secuencia de aminoacidos como se
establece en SEQ ID NO: 1 o SEQ ID NO: 2 para uso en el tratamiento de un trastorno autoinmune, en donde el
anticuerpo inhibe la proliferacion de células T nativas al disminuir las citoquinas proinflamatorias, pero no inhibe la
proliferaciéon de células T de memoria y el trastorno autoinmune se selecciona del grupo que consiste en esclerosis
multiple, rechazo de trasplantes, diabetes tipo 1 y artritis reumatoide.

En otra realizacion mas de la presente invencion, el anticuerpo monoclonal comprende una secuencia de aminoacidos
codificada por la secuencia de nucleétidos como se establece en SEQ ID NO: 3 o SEQ ID NO: 4.

En aun otra realizacion de la presente invencion, el anticuerpo no induce citotoxicidad dependiente del complemento
(CDC) in vitro.

En aun otra realizacion de la presente invencidn, el anticuerpo no induce citotoxicidad dependiente de anticuerpo
(ADCC) in vitro.

En aun otra realizacién de la presente invencion, el anticuerpo no induce apoptosis in vitro.

En aun otra realizacion de la presente invencion, el anticuerpo inhibe la proliferacion de PBMC nativos inducidos por
anti-CD3 unido; combinacion de anti-CD3 unido y anti-CD6 o combinacién de anti-CD3 unido y ALCAM.

En aun otra realizacién de la presente invencion, el anticuerpo inhibe especificamente la MLR unidireccional donde
las células Raiji son las células presentadoras de antigeno y proliferan las PBMC.

En aun otra realizacion de la presente invencion, el anticuerpo inhibe especificamente la MLR autdloga unidireccional
mediada por PBMC.

En aun otra realizaciéon de la presente invencién, el anticuerpo provoca la inhibiciéon de la proliferacion de células T
nativas por reduccién en los recuentos de CD25 y CD4.

En aun otra realizaciéon de la presente invencién, el anticuerpo inhibe la proliferaciéon de células T mediando la
supresion de IL2.

En aun otra realizacién de la presente invencion, el anticuerpo muestra ganancia de funcién con la adicion de IL2
exdgena.

En aun otra realizacion de la presente invencion, el anticuerpo esta implicado en la regulacion descendente de las
citoquinas proinflamatorias IL6 e IFNy.

La presente divulgacion se refiere a un método para modular afecciones inflamatorias como esclerosis multiple o
rechazo de trasplante, enfermedad de injerto contra huésped, diabetes tipo 1, usando el anticuerpo monoclonal en
combinacion con antigenos capaces de provocar una respuesta inmunitaria antiinflamatoria como Insulina, GAD,
MOG, MBP y HSP60.

En otra realizacion de la presente divulgacion, el método incluye la administracion a un paciente de una cantidad
terapéutica o farmacéuticamente efectiva de un anticuerpo anti-CD6 que se une especificamente al dominio 1 de CD6
SRCR humano (D1) y no inhibe la unién de ALCAM a hCD6.

En otra realizacion mas de la presente invencion, la dosis farmacéuticamente efectiva es de 0.1-25 mg/kg/semana.

Se haré referencia ahora en detalle a las realizaciones actualmente preferidas de la invencion que, junto con los
siguientes ejemplos, serviran para explicar los principios de la invencién.
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Los siguientes ejemplos se exponen para ayudar a comprender la invencion. Los ejemplos no incluyen descripciones
detalladas de los métodos convencionales empleados en los procedimientos de ensayo. Dichos métodos son bien
conocidos por los expertos en la materia y se describen en numerosas publicaciones, incluso a modo de ejemplos.

A menos que se defina lo contrario en el presente documento, los términos cientificos y técnicos utilizados en relacion
con la presente invencion tendran los significados que comunmente entienden los expertos en la materia. Ademas, a
menos que el contexto requiera lo contrario, los términos singulares incluiran pluralidades y los términos plurales
incluiran el singular.

En la descripcion y reivindicacion de la presente invencion, se utilizara la siguiente terminologia de acuerdo con las
definiciones establecidas en el presente documento.

El "anticuerpo anti-CD6" es un anticuerpo que se une especificamente al dominio SRCR 1 (D1) del CD6 humano
(hCDB). Los anticuerpos y otras inmunoglobulinas, incluidos los anticuerpos y fragmentos de anticuerpos nativos y
modificados artificialmente, se unen especificamente al dominio SRCR humano 1 de CD6 y no interfieren con la union
de la molécula de adhesion celular leucocitaria activada (ALCAM) a CD6.

El anticuerpo monoclonal que se une especificamente al dominio 1 del captador de receptor rico en cisteina (SRCR)
1 (D1) de CD6 comprende una regién variable de cadena pesada y una cadena liviana que comprende una secuencia
de aminoacidos como se establece en SEQ ID NO: 1y SEQ ID NO: 2.

Otra realizacion preferida de la invencién representa un anticuerpo monoclonal el cual se une especificamente al
dominio 1 (D1) rico en cisteina del captador (SRCR) del receptor de CD6 el cual comprende una region variable de
cadena pesada y cadena liviana codificada por la secuencia de nucleétidos establecida en SEQ ID NO: 3; y (b) una
molécula de acido nucleico que comprende la secuencia de nucledtidos establecida en SEQ ID NO: 4 para usar de
acuerdo con las reivindicaciones.

El anticuerpo para uso en la presente invencién no induce citotoxicidad dependiente del complemento (CDC) in vitro.
El anticuerpo para uso en la presente invencién no induce citotoxicidad dependiente de anticuerpo (ADCC) in vitro.
El anticuerpo para uso en la presente invencién no induce apoptosis in vitro.

En otro aspecto, la presente divulgacion proporciona ademas un agente preventivo, terapéutico o de diagnéstico para
diversas enfermedades que incluyen trastornos autoinmunes, que contiene el anticuerpo sujeto de la presente
divulgacion o un fragmento funcional del mismo como ingrediente activo.

La citotoxicidad dependiente de anticuerpos (ADCC) se refiere a un tipo de citotoxicidad inducida por la activacién de
macrofagos, células NK, células de neutrofilos o similares que se reconocen mediante la unién de regiones constantes
de anticuerpos a receptores Fc expresados en las superficies de las células anteriores. Por el contrario, la citotoxicidad
dependiente del complemento (CDC) se refiere a un tipo de citotoxicidad inducida por la activacion de un sistema del
complemento que ocurre mediante la unidon de un anticuerpo a un antigeno. Se sabe que la intensidad de estas
actividades varia segun las subclases de anticuerpos. También se sabe que tales diferencias se deben a diferencias
estructurales entre las regiones constantes de anticuerpos (Charles A. Janeway et al., Inmumbiology, 1997, Current
Biology Ltd/Garland Publishing Inc.).

Se describen las secuencias de nucledtidos y aminoacidos de la region variable de una cadena pesada y ligera de
T1h. Esto establece la secuencia de nucledtidos y aminoacidos de T1h expresada por la linea celular utilizada para
fabricar T1h.

Se proporcionan métodos de cribado para identificar agentes de unién adicionales que se unen especificamente a
hCD6. Estos métodos implican el contacto con un anticuerpo monoclonal anti-hGD6 de referencia que se une
especificamente al dominio 1 humano (D1) de CD6 SRCR y no inhibe la unién de ALCAM a hCD6.

Cuando se incubaron concentraciones variables de ALCAM-Fc junto con una concentracién fija de T1h en una placa
ELISA recubierta con CD6-Fc, se detectdé T1h a toda la concentracion de ALCAM-Fc. Este experimento sugirié que
T1h se une a un dominio diferente del dominio de unién ALCAM (Dominio 3).

Cuando MEM 98, un anticuerpo que se une al dominio 1 [Castro AA M et al, J of Immunol, 178 (2007) 4351-4361.],
compite con T1h, se observa una competencia dependiente de la dosis, lo que sugiere que ambos se unen al mismo
dominio, es decir, Dominio 1.

En otros aspectos de la divulgacion, se proporcionan métodos para modular afecciones inflamatorias como esclerosis
multiple, rechazo de trasplante, enfermedad de injerto contra huésped (GvHD) y diabetes tipo 1. El anticuerpo
monoclonal T1h puede inhibir la proliferacion de células T nativas como se observa en una reaccion de linfocitos
mixtos, en un ensayo de proliferacion de PBMC mediada por PHA y finalmente la proliferacién de PBMC en presencia
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de anticuerpo Anti-CD3 unido y anticuerpo Anti-CD3+ ALCAM-Fc. Reduce las citoquinas proinflamatorias y reduce la
expresion del receptor de IL2 (CD25) y CD4 en las células.

La diabetes tipo 1 depende de la insulina y se considera una enfermedad autoinmune mediada por células T. Esto
sugeriria que el anticuerpo T1h tiene la funcién de prevenir el agotamiento de las células B de los islotes al interferir
con la proliferacion de células T autorreactivas. Si la masa de estas células esta intacta, se reduciria la dependencia
de la insulina. Por lo tanto, es posible que, de acuerdo con el perfil de accién del anticuerpo T1h, pueda ser eficaz en
la diabetes tipo 1 al promover una respuesta antiinflamatoria en combinaciéon con insulina, acido glutamico
descarboxilasa (GAD) y proteina de choque térmico 60 (HSP60). Al extender la misma légica, seria razonable suponer
que la molécula puede funcionar mas eficazmente con un péptido similar al glucagén -1(GLP1) o su imitador
relacionado Exendina-4, tal vez de forma aditiva o incluso sinérgica. GLP-1 y Exendina-4 aumentan la liberacion de
insulina mediada por glucosa, disminuyen los niveles de glucagones y aumentan las células {3 al inhibir la apoptosis y
promover la neogénesis de estas células.

La T1h puede ser eficaz en la esclerosis multiple en combinacion con la proteina basica de mielina (MBP) o la
glucoproteina de oligodendrocitos de mielina (MOG).

Ademas, T1h en combinacién con otras moléculas pequefias que desempefian funciones antiinflamatorias e
inmunosupresoras como Sirolimus, Tacrolimus y Micofenolato de Mofetil puede tener beneficios terapéuticos
especificos en trastornos autoinmunes, rechazo de trasplantes y GvHD.

Estos métodos incluyen la administracion a un paciente de una cantidad terapéutica o farmacéuticamente efectiva de
un agente de union anti-CD6 que se une especificamente al dominio 1 de CD6 SRCR humano (D1) y no inhibe la
union de ALCAM a hCD6. Los agentes de union anti-CD6 preferidos para usar en estos métodos son anticuerpos
monoclonales, incluidos anticuerpos monoclonales humanizados y humanos, asi como inmunoglobulinas modificadas
tales como fragmentos de anticuerpos y formas mutagenizadas de anticuerpos nativos que tienen una identidad de
secuencia de aminoacidos sustancial con un anticuerpo nativo correspondiente, y compartiendo sustancialmente la
misma especificidad vinculante con el mismo.

En aspectos aun adicionales de la divulgacion, se proporcionan composiciones y métodos de diagndstico para detectar
células CD6, CD6* y/o actividad mediada por CD6, por ejemplo, actividad CD6 relacionada con la activacion de células
T, en ensayos in vitro e in vivo. Estos métodos también emplean agentes de unién anti-CD6 que se unen
especificamente al dominio | de CD6 SRCR humano (D1) y no inhiben la unién de ALCAM a hCD6.

Las diversas caracteristicas funcionales del anticuerpo sujeto para su uso en la presente invencién pueden
seleccionarse usando una variedad de métodos, que incluyen, pero no se limitan a aquellos que usan ensayos in vitro,
ensayos in vivo y basados en células, y tecnologias de seleccion. Se pueden seleccionar multiples propiedades
simultdneamente o individualmente. Las proteinas se pueden purificar o no, segun los requisitos del ensayo. En una
realizacion, la pantalla es un ensayo de union cualitativa o cuantitativa para la unién de anticuerpos anti-CD6 a una
molécula de proteina que se sabe o se piensa que se une al anticuerpo anti-CD6. Dichos ensayos a menudo implican
monitorizar la respuesta de las células al anticuerpo anti-CD6, por ejemplo, supervivencia celular, muerte celular,
fagocitosis celular, lisis celular, cambio en la morfologia celular o activacion transcripcional, como la expresion celular
de un gen natural o gen indicador. Por ejemplo, dichos ensayos pueden medir la capacidad de los anticuerpos anti-
CD6 para provocar ADCC o CDC. Para algunos ensayos, es posible que se deban agregar células o componentes
adicionales, es decir, ademas de las células diana, por ejemplo, complemento de suero o células efectoras tales como
monocitos de sangre periférica (PBMC), células NK, macrofagos y similares.

Las dosis 6ptimas y los regimenes de dosificacion que se van a administrar pueden ser determinados facilmente por
los expertos en la materia, y variaran con las caracteristicas farmacodinamicas del agente particular, su tiempo y modo
de administracion, la fuerza de la preparacion y el avance de la condicion de la enfermedad (incluyendo la naturaleza
y extensién de los sintomas de la enfermedad). Ademas, los factores asociados con el paciente particular que se esta
tratando, incluidos el sexo, la edad, el peso, la dieta, la actividad fisica y las enfermedades concomitantes del paciente,
daran lugar a la necesidad de ajustar las dosis y/o regimenes. La dosis farmacéuticamente efectiva es de 0.1-25
mg/kg/semana.

Las propiedades bioldgicas de los anticuerpos anti-CD6 para uso en la presente invenciéon pueden caracterizarse en
experimentos con células, tejidos y organismos completos. Como se sabe en la técnica, los medicamentos a menudo
se prueban en animales, incluidos, entre otros, ratones, ratas, conejos, perros, gatos, cerdos y monos, para medir la
eficacia de un medicamento para el tratamiento contra una enfermedad o modelo de enfermedad, o para medir la
farmacocinética, toxicidad y otras propiedades de un medicamento.

Las realizaciones descritas a continuaciéon en el presente documento tienen la intenciéon adicional de explicar los
mejores modos conocidos de practicar la invencion y permitir que otros expertos en la técnica utilicen la invencién en
tal.

1. Nucledtido (tanto gendmico como plasmido) y secuencia de aminoacidos de T1h.
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Se usaron multiples reacciones de PCR usando ADN gendmico y plasmido como molde para determinar la secuencia
de nucledtidos de T1h. EI ADN gendmico se prepar6 a partir de células NSO que expresan T1h. La secuencia de
aminoacidos se determiné usando ESI-TOF y MALDI-TOF. ElI mapeo de péptidos usando diferentes enzimas,
incluyendo tripsina, Lys-C y Glu-C, se usaron para desarrollar la secuencia final de aminoacidos. La secuencia descrita
en la Figura 1 es ligeramente diferente de la secuencia ya publicada de T1h en US 5712120, su equivalente EP
0699755, US 6572857 y su equivalente EP 0807125. Se ha establecido que la secuencia descrita en esta patente
tiene actividad funcional completa en su objetivo CD6 como se menciona en los numerosos ejemplos mencionados a
continuacion.

2. T1h se une al dominio 1 (D1) del receptor CD6

El experimento ELISA mostré claramente que la presencia de ALCAM en concentraciones variables no impide que
T1h se una a CD6-Fc. La ausencia de competencia entre ALCAM y T1h sugiere que los dominios de unién para los
dos son diferentes.

Cuando MEM 98, un anticuerpo que se une al dominio 1 (D1) (Castro AA M et al, J of Immunol, 178 (2007) 4351-
4361.), compite con T1h, se observa una competencia dependiente de la dosis, sugiriendo que ambos se unen al
mismo dominio, es decir, el Dominio 1.

3. T1h no induce apoptosis en células HUT 78

Una de las caracteristicas de la apoptosis es la translocacion de fosfotidilserina (PS) desde la parte interna de la
membrana plasmatica hacia el exterior [J Biol Chem 1990. 265: 4923-4928]. El analisis de fosfotidil serina en la valva
externa de las membranas celulares apoptéticas se realiza utilizando anexina-V-fluoresceina y yoduro de propidio (PI)
para la diferenciacion de células apoptéticas y necréticas. La anexina V es una proteina de uniéon a fosfolipidos
dependiente de Ca?* con una alta afinidad por la fosfotidil serina [J Immunol Methods 1995. 184: 39-51]. Mientras que
Pl se une a distintas células necréticas, la anexina-V-fluoresceina se une a las células apoptéticas. Este método ayuda
a distinguir las poblaciones de células apoptéticas y necroéticas. La poblacion apoptética temprana es solo anexina V
positiva, mientras que la apoptosis tardia es anexina V y PI positiva.

En este experimento observamos que T1h tiene un potencial apoptético limitado en las células HUT78, una linea
celular de linfoma T que expresa CD6. Las células HUT 78 tratadas con T1h mostraron 40% de apoptosis, que es casi
igual al control no tratado en el canal de FITC de anexina V. Las células tratadas sin tratar y con el control de isotipo
inespecifico, hR3 (un anticuerpo monoclonal que se une al EGFR) mostraron 35.3% y 36.5% de apoptosis
respectivamente, mientras que el control positivo de rapamicina mostré 54.3% de apoptosis. Estos datos sugieren que
T1h no media en la apoptosis en la linea celular HUT 78.

4. Las células T y B positivas para CD6 muestran diferencias en la expresion de los receptores CD6.

Los timocitos, las células T maduras, un subconjunto de células B llamado subtipo B-I y algunas células del cerebro
expresan CD6 [J Exp Med 1991. 174: 949-952; J Immunol 1997. 158: 1149-1156]. El objetivo del experimento es
cuantificar la densidad del receptor y la diferencia en la expresién de CD6 en las células T y B, respectivamente.

Los experimentos sugieren que la densidad del receptor CD6 es 10 veces mas en las células T en comparacién con
las células B. El método no pretende cuantificar la densidad absoluta del receptor ya que no se utilizaron cantidades
saturantes de anticuerpos. Sin embargo, la diferencia de multiplicidad en el patrén de expresion en las células Ty B
es definitivamente discernible.

5. T1h induce ADCC leve (citotoxicidad mediada por células dependientes de anticuerpos)

Cuando el anticuerpo se une a las células diana o infectadas, la porcién Fc del anticuerpo se une a los receptores Fc
presentes en la superficie de las células, particularmente las células Natural Killer (NK). Esto provoca la activacion de
estas células. Estas células activadas liberan citoquinas y granulos citotoxicos y promueven la muerte celular al
desencadenar la apoptosis. Esto se conoce como citotoxicidad mediada por células dependientes de anticuerpos
(ADCC).

En la presente invencion, la poblaciéon de células diana (HUT 78/Daudi) se marca con el colorante de seguimiento
celular CFSE (éster succinimidilico de diacetato de carboxifluoresceina). El colorante a base de fluoresceina CFSE
tiene propiedades bioquimicas que lo hacen particularmente adecuado para el marcado de células vivas [J Immunol
Methods 2000. 243: 147-154]. CFSE consiste en una molécula de fluoresceina que contiene dos restos acetato y un
grupo funcional de succinimidil éster. De esta forma, es permeable a la membrana y no fluorescente. Después de la
difusion en el entorno intracelular, las esterasas endégenas eliminan los grupos acetato, haciendo que la molécula
sea altamente fluorescente y no permeable a la membrana celular [J Immunol Methods 2000. 243: 147-154] Las células
diana, células HUT 78, se incuban en presencia o ausencia del anticuerpo, T1h. Las células efectoras (son PBMCS
recolectadas por el método Ficoll paque) se agregan en diferentes proporciones (Diana: efector; 1:1, 1:25, 1:50, 1:100)
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y se incuban a 37°C durante un tiempo 6ptimo. 7AAD se usa para medir la muerte celular 7 amino actinomicina D
(7AAD) ingresa a las células muertas y se une al ADN. Las células marcadas con CFSE se seleccionan para evaluar
la citotoxicidad celular mediada por anticuerpos de las células diana. Se usaron células Daudi para calificar el ensayo
usando Rituxan, que es bien conocido por tener una potente actividad ADCC. Rituxan mostré una citotoxicidad mayor
del 50% en 6 horas. En condiciones similares, cuatro experimentos independientes sugirieron que T1h induce ADCC
leve en células HUT 78, con incubacion durante la noche en presencia de células efectoras.

6. T1h no media la citotoxicidad dependiente del complemento (CDC)

El ensayo basado en Azul de Alamar (resazurina) se usa para medir la capacidad de un anticuerpo para promover la
muerte celular. Esto es inducido por la unién del anticuerpo a un antigeno de la superficie celular fijando y activando
el complemento, lo que resulta en la lisis de la célula diana. La resazurina es un colorante rédox activo que, cuando
se reduce, cambia de color de azul a rosa. Los datos recientes sugieren que la resazurina ingresa al citoplasma de las
células donde se redujo al producto fluorescente y luego se excreta nuevamente al medio [Eur J Biochem 2000. 267:
5421-5426].

Los resultados de estos experimentos concluyentes demuestran que el anticuerpo no induce CDC en una linea celular
que expresa CD6, concretamente HUT 78.

7. T1h inhibe la proliferacion de linfocitos mediada por PHA

La fitohemaglutinina (PHA-M) se usa para la estimulacién de la division celular en cultivos de linfocitos. PHA, el extracto
de lectina del frijol rojo (Phaseolus vulgaris), contiene potentes actividades de aglutinacién celular y mitogénicas [Proc
Natl Acad Sci U S A 1982. 79: 1611-1615]. PHA contiene una familia de cinco isolectinas (L4Eo, L3E1, L2E2, L1Es, LoE4),
cada una de las cuales es un tetramero unido por fuerzas no covalentes. Las subunidades son de dos tipos diferentes,
designadas como leucocitos reactivos (L) y eritrocitos reactivos (E). L tiene una alta afinidad por los receptores de
superficie de linfocitos, pero poco por los de los eritrocitos y es responsable de las propiedades mitogénicas de las
isolectinas. E es responsable de las propiedades de aglutinacién de los eritrocitos. PHA-P es la forma de proteina y
PHA-M es la mucoproteina de estas isolectinas [J Biol Chem 1977. 252: 9018-9023].

Las PBMC se marcan con el colorante de seguimiento celular CFSE (éster succinimidilico de diacetato de
carboxifluoresceina). Luego, las células se incuban con o sin anticuerpos a diversas concentraciones. Las
fitohemaglutinas (PHA) estimulan las células para que proliferen durante tres dias a 37°C. A medida que las células
proliferan, CFSE se distribuye por igual a las células hijas, cada generacién sucesiva tendra la mitad de la intensidad
de fluorescencia celular [J Immunol Methods 1994. 171: 131-137]. El porcentaje de inhibicion de la proliferacion se
considera como el efecto del anticuerpo. El % de inhibicion de la proliferacion se estima mediante la siguiente férmula
[{PHA-(T1h+PHA)}/PHA]*100, donde, PHA es la proliferacién inducida por PHA, T1h+PHA es la proliferacion inducida
en presencia de T1h y PHA.

Estos datos sugieren que el anticuerpo T1h media en la inhibicidn de la proliferacién de linfocitos estimulados con PHA
de una manera dependiente de la dosis. El porcentaje de inhibicion puede variar entre los individuos debido a la
variacion inherente entre los individuos normales. Sin embargo, en general, se observé una inhibicion dependiente de
la dosis de linfocitos estimulados con PHA con T1h, pero no con un anticuerpo isotipo IgG1 no especifico hR3.

8. T1h inhibe la proliferacion de linfocitos mediada por PHA incluso en un ensayo de Azul de Alamar basado en placa
de 96 pozos

El experimento anterior fue alterado a un ensayo basado en placa de alto rendimiento en donde las PBMC recién
cosechadas se incuban en platos de 96 pozos con o sin T1h o un anticuerpo de isotipo IgG1 no especifico hR3.
Posteriormente se agrega PHA para estimular la proliferaciéon de linfocitos durante tres dias. La proliferacion se mide
usando Azul de Alamar. La prueba de significacion se realiza mediante la prueba T.

Este ensayo reitera el hecho de que la proliferacion de linfocitos mediada por PHA se inhibe significativamente en
presencia de T1h soluble pero no en presencia de un anticuerpo de isotipo de IgG1 no especifico hR3. Esto junto con
el experimento anterior sugeriria un papel para T1h en la inhibicién de la proliferacion de células T sin tratamiento
previo.

9. T1h reduce la proliferacion de linfocitos inducida por Anti-CD3 unido, Anti-CD3+ T1h y Anti-CD3+ ALCAM Fc

Se sabe que la estimulacion a través del receptor de células T (TCR) y los receptores coestimuladores desencadena
un cambio en la diferenciacion de células T de un estado inactivo (reposo) a un estado activado caracterizado por
tasas rapidas de crecimiento y proliferaciéon y la adquisicion de funcién efectora [Immunity 2007. 27: 173-178]. El
receptor CD6 humano es una glucoproteina tipo 1 de 105-130 kDa expresada en timocitos inmaduros, T madura y un
subconjunto de linfocitos B llamado subconjunto Bla, leucemia linfocitica crénica de células B y varias regiones del
cerebro [J Immunol 2006. 177: 1152-1159]. CD6 es un miembro del grupo B de la superfamilia de receptores de
proteinas ricas en cisteina del receptor del captador basado en la presencia en la region extracelular de tres dominios
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ricos en cisteina de 100 a 110 aa caracteristicos de la familia [J Exp Med 1991. 174: 949-952]. La evidencia disponible
indica que CD6 es una molécula accesoria involucrada en la modulacién de los procesos de activacion y diferenciacion
de linfocitos [J Immunol 2006. 177: 1152-1159]. En timocitos y células T maduras en reposo, CD6 se asocia
parcialmente con el complejo TCR/CD3 [J Immunol 2004. 173: 2262-2270] y con CD5, un miembro cercano de la
superfamilia SRCR [J Biol Chem 2003. 278: 8564-8571]. Ademas, el CD6 se acumula en la parte central de la sinapsis
inmunoldgica madura (IS), donde se localiza junto con el TCR/CD3 y el CD5. CD6 también se ha implicado en los
primeros contactos de APC de células T que influyen en la maduracion de IS y también en las respuestas proliferativas
de células T [J Immunol 2006. 177: 1152-1159, Eur J Immunol 2004. 34: 930-940].

Esta bien establecido que la activacion 6ptima de las células T que conduce a la proliferacién celular requiere al menos
dos sefiales estimuladoras. Uno involucra el complejo TCR-CD3 que reconoce fragmentos peptidicos unidos a
moléculas del complejo principal de histocompatibilidad (MHC) clase | o clase Il en las células presentadoras de
antigeno (APC), la segunda sefial que no es especifica de antigeno, se ha denominado coestimuladora o sefial
accesoria, porque, aunque esencial, no causa la proliferacion de células T por si misma [Immunology 1998. 93: 358-
365]. Se han identificado varios receptores de sefial coestimuladores potenciales y sus ligandos, que incluyen las
interacciones entre CD4 con MHC de Clase Il, CD8 con MHC de Clase |, CD2 con antigeno asociado a la funcion
linfocitica 3, CD5 con CD72, CD28 con B7-1/B7-2 y también CD6 con ligando CD6 (D166 o ALCAM) [Immunology
1998. 93: 358-365; Curr Opin Immunol 1995. 7: 389-395].

Existe literatura previa sobre el efecto del anticuerpo Anti-CD3 unido con o sin anticuerpo de molécula
anticoestimuladora que conduce a la proliferacion de linfocitos. Tras la estimulacion con CD3, ya sea solo o mediante
reticulacion conjunta con CD2 o CD4, CD6 se fosforila de forma transitoria en los dos residuos de la tripsina més
terminales C (Y629 e Y662) [J Exp Med 1993. 177: 219-223]. Por consiguiente, se ha demostrado que los efectos
mediados por CD6 sobre la proliferacion de células T implican una actividad de tirosina quinasa, que depende de la
activacion de PKC [Cell Immunol 1995. 166: 44-52]. Aunque la via de sefializacion de CD6 esta menos caracterizada
en comparacion con la de CD28, otra molécula coestimuladora, existen algunas similitudes entre los efectos de estos
dos antigenos de superficie celular. Por ejemplo, la ligadura de cualquiera de los dos receptores sinérgicos con sefiales
a través del complejo TCR para mejorar la proliferacion de células T [J Immunol 1989. 143: 2439-2447]. También son
capaces de desencadenar la proliferacion de células T en presencia de activador de plasmindgeno tisular (TPA), lo
que resulta en la regulacion positiva de los receptores de IL-2 (IL-2R) y el ARNm de IL-2 [Cell Immunol 1995. 166: 44-
52, Proc Natl Acad Sci USA 1989. 86: 1333-1337]. También se muestra que la union de los anticuerpos Anti-CD6 y
Anti-CD28 caus® la proliferacion de linfocitos en reposo independientemente de la estimulacion por el anticuerpo Anti-
CD3 [Immunology 1998. 93: 358-365].

En la presente invencién, mostramos que el anticuerpo T1h soluble inhibe la proliferacion de células T mediada por
Anti-CD3 unido, Anti-CD3 + T1h y Anti-CD3 + ALCAM Fc. De hecho, observamos que la combinacién de Anti-CD3 +
T1h y Anti-CD3 + ALCAM es de hecho sinérgica sobre Anti-CD3 solo como se observa en un andlisis Bliss de los
datos. Ademas, mostramos que la adicién de IL2 extrafia (1.25 ng/ml) provoca una recuperacion parcial de la inhibicion
de la proliferacion de células T mediada por T1h soluble. Mediante el andlisis de citoquinas, mostramos que T1h inhibe
predominantemente IFN vy, IL10 y TNF y la adicion extrafia de IL2 induce la recuperacion parcial de estas citoquinas
proinflamatorias. La estimacion de la densidad del receptor de CD25 y CD4 en linfocitos en proliferacion sugirié que
la T1h soluble causa la regulaciéon negativa de ambos marcadores, mientras que la IL2 extrafia recupera parcialmente
estas expresiones de marcador. En conjunto, estos datos sugieren que T1h inhibe la proliferacion de células T al inhibir
las citoquinas proinflamatorias como IFNy y la disminucién de la expresion del receptor de IL2. Dado que la adicion de
IL2 foranea muestra una 'ganancia de funcion' parcial, nuestros resultados parecen sugerir que T1h puede estar
inhibiendo la sintesis de IL2 mediada por Anti-CD3 unido, Anti-CD3 + T1her relacionado y Anti-CD3 + ALCAM Fc
relacionado.

9a. Titulacion de IL2 en PBMC nativos (células mononucleadas de sangre periférica)

La IL2 es una citoquina que es necesaria y suficiente para la activacion de las células T. Sefiala a través del Receptor
IL2 que regula al alza. Tiene un papel critico en el desarrollo de células T, la memoria inmunoldgica de las células Ty
el desarrollo de células T reguladoras. [J Immunol 1995. 155: 1151-1164]. A partir de este experimento, se usé una
concentracion optima de IL2 a 1.25 ng/ml en otros experimentos.

9b. La T1h causa la reduccion de las citoquinas proinflamatorias, la expresién de los receptores CD4 y CD25 sin inducir
apoptosis y esta inhibicion se elimina parcialmente en presencia de IL2 extrafa.

La citometria de flujo es una herramienta analitica que permite la discriminacion de diferentes particulas en funcion
del tamafio y el color. EI BD™ CBA emplea una serie de particulas con intensidades de fluorescencia discretas para
detectar simultdneamente multiples analitos solubles. EI BDA™ CBA se combina con citometria de flujo para crear un
potente ensayo multiplexado. La citoquina Il Th1/Th2 humana BDA CBA se usa para medir cuantitativamente los
niveles de interleucina-2, interleucina-4, interleucina-6, interleucina-10, TNF e interferon gamma en una sola muestra
[J Immunol Methods 2001. 254: 109-118].
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Seis poblaciones de perlas con intensidades de fluorescencia distintas se han recubierto con anticuerpos de captura
especificos para las proteinas IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, TNF e IFN-y. Las seis poblaciones de perlas se mezclan para
formar el BD™ CBA que se resuelve en el canal FL3 de un citémetro de flujo DAKO Cyan ADP. Las perlas de captura
de citoquinas se mezclan con los anticuerpos de deteccion conjugados con PE y luego se incuban con patrones
recombinantes o muestras de prueba para formar complejos sandwich. Después de la adquisicion de los datos de la
muestra utilizando el citémetro de flujo, los resultados de la muestra se generan en formato grafico y tabular.

A partir de estos experimentos, esta claro que T1h provoca la inhibicion de la proliferacidon de células T nativas y esto
estd mediado por una disminucion sustancial de las citoquinas proinflamatorias y también una reduccién en los
recuentos de CD25 y CD4. La adicion de IL2 exdgena es capaz de recuperar la inhibicién, asi como aumentar la
expresion de las citoquinas proinflamatorias y también aumentar el recuento absoluto de receptores tanto de CD4
como de CD25. Estos resultados sugeririan que la inhibicion de la proliferacion de células T por T1h estd mediada por
la supresion de IL2 y la adicién de IL2 exdgena provoca una "ganancia de funcién". También observamos que la
reduccion en la proliferacion de células T no estd mediada por la induccion de apoptosis.

10. T1h no inhibe la proliferaciéon de células T de memoria.

Después de reconocer un antigeno extrafio en las células presentadoras de antigeno, las células T proliferan y generan
una respuesta inmune. Algunas de estas células T se transforman en células T de memoria que estan en circulacion
en el sistema y cuando se las desafia nuevamente con el mismo antigeno, estas células proliferan y generan una
respuesta inmune. La mayoria de los humanos estan inmunizados contra el toxoide tetanico y cuando las células T de
ellos son expuestas al mismo antigeno, las células T de memoria en la poblaciéon proliferan. Los resultados
experimentales muestran que el toxoide tetanico estimula la proliferacion de células T de una manera dependiente de
la dosis, pero la sT1h no muestra ninguna inhibicion de la proliferacion de estas células. Esto sugiere fuertemente que
T1h no inhibe la proliferacion de células T de memoria. Esto es favorable para la terapia con T1h porque la proliferaciéon
de células T con memoria circulante no se ve afectada y los pacientes en terapia con T1h no serian susceptibles a la
infeccion.

11. T1h inhibe la proliferacion de células T en una reaccion mixta de linfocitos mediada por PBMC y células Raiji.

Cuando las mezclas de células linfoides de individuos genéticamente dispares se cultivan in vitro, experimentan una
respuesta caracteristica que se ha denominado reaccion mixta de linfocitos (MLR) [Proc Natl Acad Sci U S A 1973.70:
2707-2710]. Esta reaccién se caracteriza por una fase proliferativa temprana seguida de la aparicién de linfocitos
efectores que exhiben citotoxicidad especifica para células diana que portan antigenos utilizados para estimular la
reaccion original.

Ambas poblaciones de linfocitos T alogénicos proliferan en un MLR a menos que una poblacién deje de responder por
tratamiento con mitomicina C o irradiacién letal con X. En el tltimo sistema llamado MLR unidireccional, la poblacion
que no responde proporciona células estimuladoras que expresan aloantigenos de las células estimuladoras. De una
manera, las células Tu respondedoras de MLR reconocen moléculas de MHC alogénicas de clase Il en las células
estimuladoras y proliferan en respuesta a estas diferencias. La eliminacién de las células Th CD4+ de la poblacion de
respuesta con el complemento Anti-CD 4 plus elimina la MLR y evita la generacion de CTL. También se ha demostrado
que las células accesorias como los macréfagos son importantes para la MLR. Ahora se sabe que el papel de los
macrofagos es activar las células Tw restringidas de clase 1I-MHC cuya proliferacion se mide en MLR.

En la presente invencion, se realiza una MLR de una forma con células Raji tratadas con mitomicina, por lo que son
las células presentadoras de antigeno, mientras que la proliferacion se mide en PBMC. La literatura previa mostr6 que
las células Raji expresan ALCAM [J Immunol 2004. 173:2262-2270].

A partir de este experimento, se concluye que T1h inhibe especificamente MLR unidireccional donde las células Raji
son las células presentadoras de antigeno y proliferan las PBMC.

12. T1h inhibe la proliferacién de células T en una reaccién mixta de linfocitos mediada por PBMC y células dendriticas
maduras.

En una reaccion mixta alogénica (células presentadoras de antigeno tomadas de un individuo y las PBMC tomadas
de oftro individuo), en la que las células dendriticas maduras (células presentadoras de antigeno) causan la
proliferaciéon de PBMC nativas, T1h inhibe esta proliferaciéon de una manera dependiente de la dosis. Los datos
mostraron que el modo de accién implicaba la regulacion descendente de al menos dos citoquinas proinflamatorias
principales, a saber, IL6 e IFNy.

Materiales y métodos

Lineas celulares y cultivo celular:
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Se usan HUT 78 (Linea de células humanas de linfoma de células T de ATCC) como células diana. Las células se
cultivan en DMEM de Iscove suplementado), que contiene 2 mg/ml de NaHCO3, Hepes 20 mM, L-Glutamina 2 mM y
20% de FBS (Invitrogen).

Las células Daudi (Linfoma de células B, ATCC), las células se cultivan en RPMI 1640; que contiene 2 mg/ml de
NaHCOs3, Hepes 20 mM, L-Glutamina 2 mM y 10% de FBS (Invitrogen).

Células WIL2S (Linfoma de células B): las células se cultivan en DMEM; que contiene 2 mg/ml de NaHCO3, Hepes 20
mM, L-Glutamina 2 mM y 10% de FBS (Invitrogen).

Se usaron PBMC (Células mononucleares de sangre periférica) como células efectoras: las PBMC se aislaron
mediante centrifugacion de densidad mediada por Ficoll-Paque (Amersham Cat No: 17-14403-03). Las capas
leucociticas se obtienen de donantes sanos y siempre se cosechan frescas. Las células se cultivan en RPMI 1640
(Invitrogen), que contiene 2 mg/ml de NaHCOs, Hepes 20 mM, L-Glutamina 2 mM y FBS al 5% (Invitrogen).

Anticuerpos: Los siguientes MAb anti-CD6 se usaron in vitro: anticuerpo Rituxan (Genentech) hR3 (CIM, La Habana,
Cuba).

1X PBS (Invitrogen Cat No: 10010). Regulador de recubrimiento (NaHCO3-8.4 g, Na2C0O3-3.56 g, en H20 1000 ml pH
9.5) PBS/Tween (0.5 ml de Tween-20, SIGMA en 1000 ml de PBS)

Soluciéon de bloqueo (1% de BSA en PBS)

RPMI 1640 (Cat No: 11875 Invitrogen)

DMEM de Iscove (Invitrogen Cat No: 12200-036)

Azul de Alamar (Invitrogen DAL-1100)

Lector de placas Biotek (Synergy™ HT)

Suero humano agrupado

Forma de sangre periférica Individuo sano recogido en recipientes EDTA (BD vaccutainer cat No: 368457)

Medio DMEM de Iscove (Invitrogen) suplementado con 1% de FBS (suero bovino fetal)

Kit de apoptosis-Cat. No 1 988 549 (Roche)

Citometro de flujo: Dako Cyan ADP

Ficoll-Paque (Amersham Cat No: 17-14403-03), RPMI 1640 Cat No: 11875 (Invitrogen),

FBS. (Suero bovino fetal) Gibco Cat No: 10082-147

Anti-CD6-PE, Anti-CD6-FITC, Anti D19-PECy5, Anti-CD3-FITC y Anti-CD4-Alexa AbD Serotec, Reino Unido)
Particulas de calibracion SPHERO™ Rainbow (Cat No: RCP-30-5A)

CFSE (Sigma Cat No: 21888), 7AAD (Invitrogen Cat No: V 35124).

RPMI 1640 (Invitrogen), que contiene 2 mg/ml de NaHCOs, Hepes 20 mM, L-Glutamina 2 mM y FBS al 5% (Invitrogen).
Placa de 96 pozos Fluotrac 600-Cat No. 655077 (Greiner Bio)

Los siguientes ejemplos se ofrecen a modo de ilustracion, no a modo de limitacion.

Ejemplo 1a

T1h y ALCAM no se unen al mismo dominio por ELISA

El rhCD6FC/Quimera (sistemas R y D) (100 pg/ml) se diluy6 en regulador de recubrimiento y se afiadieron 100 pl a
cada pozo de una placa Nunc- Maxisorp de 96 pozos. La placa se incub6 a 4°C durante la noche. La placa se lavd
tres veces con PBS Tween 20. Posteriormente, se afiadieron 200 ul de solucién de bloqueo (BSA al 2% + Tween 20

al 0.1% en PBS 1X) y se incub6 durante 1 hora a 37°C. Después de la incubacion, la placa se lavé nuevamente con
PBS Tween tres veces, seguido de la adicion de anticuerpo monoclonal T1h (0.2 mg/ml) y rhALCAMFc (sistemas Ry
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D) a concentraciones variables. Esto se incub6 luego durante una hora a 37°C. La placa se lavé 3 veces posteriormente
con PBS Tween. A los pozos se afiadieron 200 pl de IgG anti-humana (Fab)2 ALP (1:20000) diluido en regulador de
bloqueo y se incubé durante 1 hora a 37°C. La placa se lavo tres veces con PBS Tween y se afiadieron 200 pl de
sustrato de fosfato de p-nitrofenilo (PNPP) a cada pozo y se incubé a 37°C hasta que se desarroll6 el color alrededor
de 15 minutos. La lectura se tomé a 405 nm usando un lector de microplacas BIOTEK. El experimento indica que la
presencia de ALCAM en concentraciones variables no impide que T1h se una a un receptor CD6. La ausencia de
competencia entre ALCAM y T1h sugiere que los dominios de unién para los dos son diferentes (Figura 2)

Ejemplo 1b
T1h se une al dominio 1 (D1) de CD6

Cuando MEM 98, un anticuerpo que se une al dominio 1 (Castro AA M et al, J of Immunol, 178 (2007) 4351-4361.),
Compite con T1h, se observa una competencia dependiente de la dosis, lo que sugiere que ambos se unen al mismo
dominio, es decir, el Dominio 1 (Figura 3).

Ejemplo 2
T1h no induce apoptosis en las células HUT78.

Se recolectaron las células y se sembraron 1.5 ml de 3.3 x 105 células/ml (células finales: 5X10° células) en cada placa
de 35 mm. La cantidad requerida de anticuerpo se afiadi6é a los platos respectivos para obtener una concentracion
final de (5 pg/ml). En la placa de control, no se afiadié anticuerpo. Como control positivo, las células se incubaron con
rapamicina a una concentracion de 1.2 uyg/ml. Las células se incubaron durante la noche a 37°C en una incubadora
con CO2 al 5%. Las células se transfirieron luego al tubo FACS BD Falcon Cat No: 352054 y se centrifugaron a 1200
RPM durante 5 minutos a temperatura ambiente (RT). El sobrenadante se desechd y se resuspendié en 2 ml de PBS
y se centrifugd a 1200 RPM durante 5 minutos a temperatura ambiente. El sobrenadante se deseché y se afiadieron
100 pl de solucidon de marcaje de anexina-V-fluoresceina y se incubaron durante 10-15 minutos a temperatura
ambiente. Las células se lavaron con 2 ml de PBS y se centrifugaron a 1200 RPM durante 5 minutos. El sobrenadante
fue descartado. Las células se resuspendieron en 0.5 ml de PBS y se adquirieron mediante citometro de flujo (se
cerraron 3000 células) con excitacion de 488 nm. Las muestras se leyeron en el canal FITC para anexina V y el canal
rojo PE Texas para Pl. Las muestras de anexina V sola y Pl sola en el brazo tratado con rapamicina se procesaron
para permitir la compensacion.

Las células HUT 78 que fueron tratadas con T1h mostraron un 40% de apoptosis, que es casi igual al control no tratado
en el canal FITC de anexina V. Las células no tratadas y las tratadas con anticuerpos inespecificos (anticuerpo hR3)
mostraron 35.3% y 36.5% de apoptosis respectivamente, mientras que el control positivo de rapamicina mostr6 54.3%
de apoptosis. Estos datos sugieren que la T1h no media en la apoptosis en las células HUT 78 (Figura 4).

Ejemplo 3
Diferencia en la expresion de receptores CD 6 en linfocitos T y B de individuos normales.

Las PBMC se aislaron mediante Ficoll-Paque (Cat. Amersham No: 17-14403-03), centrifugacion de densidad mediada.
Las capas leucociticas se obtuvieron de donantes sanos y siempre se recolectaron frescas. Las PBMC se lavaron
luego en PBS. Las PBMC se volvieron a suspender en 5 ml de 1X PBS a una densidad celular de 1.5 x 10° células/ml
y se afiadieron 100 pl a cada tubo Falcon. Se afiadieron 10 pl de anticuerpo conjugado (dilucion 1:10) al tubo respectivo
y se agité en vortice y luego se incubd a 4°C durante 30 minutos. Después de la incubacion, se afadieron 2 ml de 1X
PBS a cada tubo y luego se centrifugé a 1200 RPM durante 5 minutos a temperatura ambiente. El sobrenadante se
descarté y las células se resuspendieron en 0.5 ml de IX PBS para adquirir células en el citometro de flujo. Las células
(linfocitos) se cerraron para una poblacién requerida (3000 células) en FSC y SSC. SPHERO™ (Cat No: RCP-30-5A)
Las particulas de calibracion Rainbow también se adquieren junto con los tubos anteriores en la misma configuracion
de voltaje. Se registro el numero de canal medio de fluorescencia (es decir, brillo relativo) para cada pico. El nimero
de canal medio se convirtié en numero de canal relativo utilizando la siguiente formula.

Canal Relativo # = (R/4) log/Canal medio # x 10)

ii) Donde R = Resolucién (es decir, 256)

Se trazo6 un grafico con el valor MEF asignado para cada pico frente al nimero de canal relativo en una hoja de Excel
para obtener un grafico de calibracién como se muestra en la figura 5. Se obtuvo el RCN para el anticuerpo CD6 en
células T y B, que se trazé en el grafico de calibracion de Sphero para cuantificar la densidad del receptor CD6 en las
células individuales de los distintos subconjuntos de linfocitos.

La férmula que se deriva del grafico para calcular el numero de receptores en los linfocitos fue;
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a. Canal FITC: y = 134-9560-0366 x
b. Canal PE: y = 23.6 6003736

La densidad del receptor CD6 es 10 veces mas en las células T en comparacion con las células B. Se encontré que
la diferencia en el patron de expresion en las células T y B era discernible (Figura 6).

Ejemplo 4
T1h causa ADCC leve (citotoxicidad mediada por células dependientes de anticuerpos)

Las lineas celulares diana (HUT 78/Daudi) se recolectaron y se lavaron en PBS dos veces. Las células (2 x 10°) se
resuspendieron en 1 ml de concentracion de CFSE 0.25 uM (se requiere una valoracion de CFSE para cada tipo de
célula para elegir una concentracion de CFSE que no se filtre en el canal PE Cy5). Las células se incubaron durante
10 minutos exactamente a 37°C. Se anadieron 2 ml de RPMI, FBS al 5% para detener la reaccion. Las células se
lavaron dos veces con 2 ml de RPMI al 5% de FBS cada una para eliminar el CFSE. La preparacion de células diana
se resuspendio luego en medio RPMI a una densidad celular de 1 x 105 células/ml y se afiadieron 100 ul (10* células)
a cada tubo Falcon. Se afiadieron 50 ul de anticuerpo (5 ug/ml, 10 ug/ml) en los tubos respectivos y se incubaron
durante 30 minutos a temperatura ambiente. A continuacion, se afiadieron PBMC (células efectoras) a relaciones T/E
de 1:1, 1:25, 1:50 y 1:100 a los tubos respectivos. El volumen final se realizé a 250 ul con medio en cada tubo. Cada
tubo se centrifugd durante 2 minutos a 1200 rpm para promover la interaccion célula a célula y se incubo a 37°C para
que se produzca ADCC. Las células Daudi se incubaron durante 6 horas con Rituxan y se procesaron junto con las
muestras como control positivo. Las células se lavaron luego con IX PBS. Se afiadieron 100 ul de 7 AAD (6.25 pg/ml)
y se incubaron a 4°C durante 15 minutos. Las células se lavaron con 1XPBS centrifugado a 1200 RPM a 4°C durante
5 minutos. El sobrenadante se desechd y las células se resuspendieron en 500 ul de 1X PBS. Las células se
adquirieron a alrededor de 200 eventos/segundo y se vieron en los canales FITC y PE Cy 5 del citdémetro de flujo. Las
células positivas para CFSE fluorescentes entre la segunda y tercera década en la escala logaritmica sin derrame en
el canal PE Cy5. Se cerr6 un total de 3000 células positivas para FITC y, en esta poblacion, se evalud el porcentaje
de células que mostraban 7AAD (positividad de PE Cy5) (Figura 7 y Figura 8). También se incluyeron en el ensayo,
aparte del control de anticuerpos no especificos, células efectoras/diana solas en la proporcion 1:1, 1:25, 1:50 y 1:100.
El % de apoptosis se tomé como % de células en el cuadrante superior derecho en la dispersién de diagrama de
puntos FITC/PEcy5. (Figura 9).

Ejemplo 5
ADDC por T1h en HUT 78

Con base en el ejemplo 4, el ensayo de ADCC se realizé en el mismo procedimiento de ensayo para examinar el
efecto de T1h en HUT 78. Las células se incubaron desde 4 horas a toda la noche. El resultado 6ptimo y consistente
se obtuvo con incubacién durante la noche.

Los resultados in vitro de cuatro experimentos individuales diferentes sugieren que T1h induce ADCC leve en células
HUT 78, con incubacién durante la noche en presencia de células efectoras (Figura 10, 11y 12)

Ejemplo 6
T1h no media la citotoxicidad dependiente del complemento (CDC)

Se recogié suero humano agrupado (minimo tres) de sangre completa en un tubo estéril, se permitié que la sangre
coagulara a temperatura ambiente durante al menos 4 horas y se centrifugd a 900 g durante 20 minutos. El suero se
recogio, se dividio en alicuotas y se almacen6 a -80°C. Las células diana (Wil-2S/HUT-78) se lavaron en regulador de
dilucion y se resuspendieron a 2x10% células/ml. El anticuerpo se diluyé en regulador de dilucion a 4x de la
concentracion final deseada. El complemento se diluy6 a 4 veces la concentracion final deseada (es decir, diluciones
1:2.5 para una concentracion final de 1:10). Se afadieron 50 pl de anticuerpo diluido, complemento diluido y 50 ul de
suspensioén celular (10.000 células/pozo) a cada pozo de una placa de fondo plano de 96 pozos. Se incluyeron los
siguientes pozos de control: células diana + Ab solo (muerte celular espontanea), células diana + suero solamente
(lisis de fondo) y células diana + SDS al 10% (para la muerte celular maxima). El control positivo fue células Wil-2S
tratadas con Rituxan a diferentes concentraciones. La placa de 96 pozos se incubd durante 2 horas a 37°C. Se
afadieron 50 pl/pozo de Azul de Alamar a cada pozo, y la placa se incubo durante la noche a 37°C. La fluorescencia
se mide en un espectrofotdmetro Biotek Synergy™ HT con excitacién de 530 nm, emision de 590 nm y sensibilidad=35.
Los resultados sugieren que T1h no induce CDC en comparacion con Rituxan (Figura 13).

Ejemplo 7
T1h inhibe la proliferacién de linfocitos mediada por PHA.
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Lineas celulares y cultivo celular:

Se extrajo sangre completa de individuos normales después de su consentimiento siguiendo los procedimientos
estandar de flebotomia. Las PBMC se aislaron mediante centrifugacion de densidad mediada por Ficoll-Paque (e
Amersham Cat No: 17-14403-03). Las capas leucociticas se obtuvieron de donantes sanos y siempre se recolectaron
frescas. Las células se cultivaron en RPMI 1640 (Invitrogen), que contenia 2 mg/ml de NaHCOs, Hepes 20 mM, L-
Glutamina 2 mM y FBS al 10% (Invitrogen).

Inhibicién de la proliferacion de linfocitos por citometria de flujo utilizando CFSE

Se recolectaron PBMC y se lavaron en PBS. Las células (7.5 x 10°) se resuspendieron en 1 ml de concentracién de
CFSE 2 uyM en PBS. Las células se incubaron durante 10 minutos exactamente a 37°C. Se anadieron 10 ml de RPMI,
FBS al 10% para detener la reaccion. Las células se lavaron dos veces con 10 ml de PBS. La preparacion celular se
volvié a suspender en 5 ml de PBS a una densidad celular de 1.5 x 108 células/ml y se afiadieron 200 ul a cada tubo
BD FACS, 200 pul de anticuerpo requerido y no especifico a diversas concentraciones (50 pg/ml, 25 ug/ml, 12.5 ug/ml
y 6.25 pg/ml respectivamente) se afiadieron y se incubaron durante 30 minutos a 37°C. Se afadieron 2 ml de PBS a
cada tubo y se centrifugd a 1200 RPM durante 5 minutos a temperatura ambiente para eliminar el anticuerpo no unido.
Se afiadio 1 ml de RPMI, FBS al 10% al sedimento en cada tubo. Se afiadié 1 ml de PHA 20 yg/ml en RPMI FBS al
10% al tubo respectivo para estimular la proliferacion. El volumen total en el tubo es de 2 ml y la concentracion final
de PHA fue de 10 pg/ml. El tubo se agité en vortice y se incubd durante 3 dias a 37°C en una incubadora con COsz.
Las células se lavaron con PBS y se centrifugaron a 1200 RPM a 4°C durante 5 minutos. El sobrenadante se desechd
y se resuspendio en 500 ul de 1X PBS. Se adquirieron 20000 eventos en total en alrededor de 200 eventos/segundo
y se vieron en el canal FITC.

% de inhibicion = {[PHA- (T1h + PHA))/PHA}*100

(Donde PHA = PHA-células solas

PHA + T1h = (PHA+T1h)-Células solas
PHA + hR3 = (PHA+hR3)-Células solas)
Las células solas son las células CFSE+.

Estos datos sugieren que el anticuerpo T1h media en la inhibicién de la proliferacién de linfocitos estimulados con PHA
de una manera dependiente de la dosis. El porcentaje de inhibicion puede variar entre los individuos debido a la
variacion inherente entre los individuos normales. Sin embargo, en general, se observé una inhibicién dependiente de
la dosis de linfocitos estimulados con PHA con T1h, pero no con un anticuerpo no especifico hR3 (Figura 14, Figura
15y Figura 16).

Ejemplo 8

T1h inhibe la proliferacion de linfocitos mediada por PHA incluso en un ensayo de Azul de Alamar basado en placa de
96 pozos

Las PBMC se recolectaron fresas y se resuspendieron en RPMI 5% FBS a una concentracion de 4 x 10° células/ml.
Se afadieron 50 pl de células a cada pozo. Se anadieron 100 pl de anticuerpo (Tlh o hR3) a una concentracién 2X
(20 pl/ml) al pozo respectivo. Se afiadieron 100 pl 1 de medio solo a los pozos sin anticuerpo. La placa se incub6 luego
durante media hora a 37°C. Se afiadieron 50 pl de PHA a una concentracion 4X (20 ug/ml) a los pozos respectivos
para estimular la proliferacion de linfocitos. En los pozos restantes, se afadieron 50 ul de medio para hacer un volumen
final de 200 pl/pozo en todos los pozos. Las placas se incubaron durante tres dias en la incubadora de CO2 a 37°C.
Se afiadieron 65 pl de Azul de Alamar a cada pozo y se incubaron durante la noche en una incubadora de CO2 a 37°C.
La fluorescencia se midié en un espectrofotdmetro Biotek Synergy™ HT con 530 nm de excitacién, 590 nm de emision
y sensibilidad = 35.

Este ensayo reitera el hecho de que la proliferaciéon de linfocitos mediada por PHA se inhibe significativamente en
presencia de T1h soluble pero no en presencia de un anticuerpo no especifico hR3. Esto junto con el experimento
anterior sugeriria un papel para T1h en la inhibicion de la proliferacion de células T sin tratamiento previo. Este
experimento también muestra que la inhibicidn de la proliferaciéon de células T mediada por PHA se puede convertir
en un formato de ensayo basado en placa conveniente en comparacion con el experimento anterior que estaba basado
en flujo (Figura 17).

Ejemplo 9
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T1h reduce la proliferaciéon de linfocitos inducida por Anti-CD3 unido, T1h relacionado con Anti-CD3+ y ALCAM
relacionado con Anti-CD3+

Se afadieron 50 pl de regulador de recubrimiento a una placa de 96 pozos, 50 pl de anticuerpo Anti-CD3 de 2 x, se
anadio concentracion (1 pg/ml) a la fila A como en la Figura 18. 50 pl de dilucion de anticuerpo de la primera se tomo
la fila A 'y se diluyo en serie por la placa hasta la fila E usando una pipeta electrénica de 12 canales. Se agregaron 50
ul de regulador de recubrimiento a la columna 1-4 de la Fila A-E., Se agregaron 50 ul de anticuerpo (T1h (5-8) o
ALCAM Fc (9-12)) de concentracion 2X (2 ug/ml) respectivos pozos, de modo que la concentracion final de los pozos
tenia 1 ug/ml constante del anticuerpo y las diversas concentraciones de anticuerpo Anti-CD3 (la fila A-E tenia 1, 0.5,
0.25, 0.625 pg/ml) (Figura 18). Se agregaron 100 pl de T1h o hR3 o ALCAM 1 pg/ml a los pozos respectivos como
control (como se muestra en la plantilla). El conjunto anterior se realiz6 en tres placas, para el control de medios, sT1h
y shR3. La placa se incubé a 4°C durante la noche para que el anticuerpo se una a la placa.

Bloqueo de la placa

La placa se llevo a temperatura ambiente y se aspird el anticuerpo en regulador de recubrimiento usando Vaccusafe
(IBS Integra BioSciences), los sitios de unién no especificos se bloquearon agregando 200 pl de solucién de bloqueo
a cada pozo. La placa se incubd a 37°C durante 1 hora y se lavo dos veces con PBS/Tween. El tercer lavado se realizé
con los medios RPMI. El volumen residual de medio se eliminé cuidadosamente.

ARadir suspension celular:

Se agregaron 100 pl de PBMC (30.000 células) a cada pozo. Se afiadieron 100 pl del anticuerpo requerido (Tlh o hR3)
2X a las placas respectivas. Se afiadieron 100 pl de los medios en la placa de medios. Las placas de 96 pozos se
incubaron durante 72 horas a 37°C en la incubadora con CO:2 al 5%. Se afiadieron 65 pl de solucion de Azul de Alamar
a cada pozo y se incubaron durante la noche a 37°C en la incubadora con CO:2 al 5%. La fluorescencia usando un
fluorimetro de 96 pozos (Synergy HT con software Gen 5) se leyd con excitacion a 530 nm y emision a 590 nm
(Sensibilidad = 35) (Figura 19).

La combinacién de anti-CD3 + T1h relacionado y anti-CD3 + ALCAM es sinérgica sobre anti-CD3 unido solo con
respecto al analisis de Bliss (Figura 20).

Ejemplo 9a
Titulacion de IL2 en PBMC nativas

Se afiadieron 100 pl de medio a todos los pozos. Se afadieron 100 pl de concentracién 2x de IL2 (20 ng/ml) a la
primera fila A2 a A10. Desde la primera fila, se tomaron 100 ul para hacer una dilucién en serie en la placa hasta la
fila H. Se agregaron 50 ul de la suspensién de PBMC (6 x 10° células/ml) a todos los pozos. Se afiadieron 50 ul del
medio o anticuerpo (Tlh o hR3 10 pg/ml) o PHA 10 pg/ml en el pozo respectivo para obtener un volumen final de 200
ul. La placa se incub6 durante 5 dias a 37°C en la incubadora de CO:2 al 5%, se afiadieron 65 pl de solucion de Azul
de Alamar a cada pozo y se incubd durante la noche a 37°C en la incubadora de CO2 al 5%. La fluorescencia se leyd
usando un fluorimetro de 96 pozos (Synergy HT con software Gen 5) con excitacién a 530 nm y emisién a 590 nm
(Sensibilidad = 35). En base a este experimento, se decidié elegir 1.25 ng/ml de IL2 en experimentos posteriores
(Figura 21).

Ejemplo 9b

La T1h provoca la reduccion de las citoquinas proinflamatorias y esta inhibicion se elimina parcialmente en presencia
de IL2 exdgena.

Analisis de citoquinas
Preparacién de patrones de citoquinas Th1/Th2 humanas

Se reconstituyd 1 vial de patrones de citoquina Th1/Th2 humana liofilizada con 0.2 ml de diluyente de ensayo para
preparar un estandar a granel 10x y se dejo equilibrar durante al menos 15 minutos antes de hacer las diluciones. Los
tubos de 12 x 75 mm (BD Falcon Cat. No. 352008) fueron etiquetados y dispuestos en el siguiente orden: 1:2, 1:4,
1:8, 1:16, 1:32, 1:64, 1:128 y 1:256.

Se pipetearon 900 pul de diluyente de ensayo al tubo estandar superior. Se pipetearon 300 pl de diluyente de ensayo
a cada uno de los tubos restantes. Se realiz6é una dilucion en serie transfiriendo 300 ul del estandar superior al tubo
de dilucién 1:2 y se mezcl6 a fondo. Se realizaron diluciones en serie adicionales transfiriendo 300 pl del tubo 1:2 al
tubo 1:4 y asi sucesivamente al tubo 1:256, y se mezclaron completamente. Se preparé un tubo que contenia diluyente
de ensayo para servir como control negativo de 0 pg/ml.
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Preparacion de perlas de citoquinas Th1/Th2 humanas mixtas

Las perlas de captura se embotellaron individualmente y es necesario agrupar los reactivos de las perlas (A1-A6)
inmediatamente antes de mezclarlos con el reactivo de deteccion de PE, los estandares y las muestras. Se determind
el numero de tubos de ensayo (incluidos estandares y controles) que se requieren para el experimento. Cada
suspension de perla de captura se sometid a vortice durante unos segundos antes de mezclar. Se agregaron alicuotas
de 10 pl de cada perla de captura, para cada tubo de ensayo que se va a analizar, en un solo tubo etiquetado como
"perlas para captura mixtas" (por ejemplo, 10 pl de perlas para captura IL-2 x 18 tubos de ensayo = 180 pl de IL-2 de
perlas para captura requeridas).

Preparacion de muestras:

Las muestras de prueba se diluyeron mediante el factor de diluciéon deseado (es decir, 1:2, 1:10 o 1:100) usando el
volumen apropiado de diluyente de ensayo. Las diluciones de la muestra se mezclaron completamente antes de
transferir las muestras a los tubos de ensayo apropiados que contenian perlas de captura mixtas y reactivo de
deteccion de PE.

Procedimiento de ensayo de sobrenadante de cultivo

Se afiadieron 50 pl de las perlas de captura mixtas (preparadas usando el procedimiento descrito en la preparacion
de perlas de captura de citoquinas Th1/Th2 humanas mixtas) a los tubos de ensayo apropiados. Las perlas de captura
mixtas se agitaron en vortex antes de agregarlas a los tubos de ensayo. Se afiadieron 50 pl del reactivo de deteccion
de PE humano Th1/Th2-Il a los tubos de ensayo. Se afadieron 50 ul de las diluciones del estandar de Citoquina
Th1/Th2 Humana a los tubos de ensayo de control. Se afiadieron 50 uyl de cada muestra de prueba a los tubos de
ensayo de prueba. Los tubos de ensayo se incubaron durante 3 horas a temperatura ambiente y se protegieron de la
exposicion directa a la luz. Se afiadié 1 ml de regulador de lavado a cada tubo de ensayo y se centrifugd a 200 x g
durante 5 minutos. El sobrenadante se aspiré cuidadosamente y se deseché de cada tubo de ensayo. Se agregaron
300 pl de regulador de lavado a cada tubo de ensayo para resuspender el sedimento de perlas. Las muestras se
analizaron en un citometro de flujo (Figura 22 y Figura 23).

La T1h soluble inhibe la expresion del receptor CD4 y CD25 en las células T proliferantes.

El ensayo se configuré como se describe en el procedimiento de ensayo de unién, es decir, el recubrimiento de la
placa y el cultivo de los PBMC, mencionados en la Figura 18. Las células se tomaron de la placa de 96 pozos en un
tubo Falcon BD. Se afiaden 2 ml de 1X PBS a cada tubo y se centrifuga a 1200 RPM durante 5 minutos. El
sobrenadante se deseché y se afiadieron 100 pyl de 1X PBS al sedimento celular. Se tomaron 100 ul de células en
cada tubo y se agregaron 10 ul de Flourchrome, Anti-CD4 Alexa conjugado o Anti-CD25 PE y se incubaron durante
30 minutos a 4°C. Después de la incubacion, se afiadieron 2 ml de 1X PBS a cada tubo y luego se centrifugd a 1200
RPM durante 5 minutos a temperatura ambiente. El sobrenadante fue descartado. Las células se resuspenden en 0.5
ml de PBS 1Xy las células se adquieren en el citdmetro de flujo. Las células (linfocitos) se cerraron para una poblacion
requerida (3000 células) en FSC y SSC. Se estimo tanto el porcentaje de células como la intensidad de fluorescencia
media. Este experimento se realizo tres veces y se muestra una figura representativa. Los resultados fueron repetibles
en experimentos independientes (Figura 24).

Ningun aumento en la apoptosis en el ensayo mencionado anteriormente.

En el ensayo establecido como se describe en el ejemplo 9 del procedimiento de ensayo de anclaje, las células se
tomaron de la placa de 96 pozos en un tubo Falcon BD y se marcaron para el ensayo de apoptosis. Se afiadieron 2
ml de 1X PBS a cada tubo y se centrifugd a 1200 RPM durante 5 minutos. El sobrenadante se desechd y se afiadieron
100 pl de 1X PBS al sedimento celular. Se afiadieron 100 ul de solucidn de etiquetado de Pl/anexina V y se incubaron
durante 30 minutos a 4°C. Después de la incubacion, se agregan 2 ml de 1X PBS a cada tubo y luego se centrifuga a
1200 RPM durante 5 minutos a temperatura ambiente. El sobrenadante fue descartado. Las células se resuspendieron
en 0.5 ml de 1X PBS vy las células se adquirieron en el citometro de flujo. Las células (linfocitos) estan cerradas para
una poblacion requerida (3000 células) en FSC y SSC (Figura 25).

A partir de estos experimentos, esta claro que T1h provoca la inhibicion de la proliferacion de células T nativas y esto
estd mediado por una disminucion sustancial de las citoquinas proinflamatorias y también una reduccion en los
recuentos de CD25 y CD4. La adicion de IL2 exdgena es capaz de recuperar la inhibicién, asi como de aumentar la
expresion de las citoquinas proinflamatorias y también aumentar el recuento absoluto de receptores tanto de CD4
como de CD25. Estos resultados sugeririan que la inhibicion de la proliferacion de células T por T1h esta mediada por
la supresion de IL2 y la adiciéon de IL2 exdgena provoca una "ganancia de funcion". También observamos que la
reduccion en la proliferacion de células T no estd mediada por la induccion de apoptosis.

Ejemplo 10
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Ninguna inhibicién de las células T de memoria por T1h en un ensayo de proliferacion de células T mediada por toxoide
tetanico

Las PBMC se aislaron mediante Ficoll-Paque (Amersham Cat No.: 17-14403-03), centrifugacion en gradiente de
densidad. Las capas leucociticas se obtuvieron de donantes sanos y siempre se recolectaron frescas. Las PBMC se
lavaron luego en PBS (Invitrogen). Las PBMC se volvieron a suspender en 2 ml de medio RPMI con FBS al 5%
suplementado a una densidad celular de 0.3 x 10° células/ml. Las células fueron incubadas durante 30 minutos con o
sin T1h 10 ug/ml y hR3, que se utiliza como control no especifico en un tubo estéril BD FACS de 5 ml. Después de la
incubacion, las células se sometieron a vértice y se afiadieron 100 ul de la suspension celular a los pozos respectivos.
Se afiadieron 100 ul de la solucién de trabajo de toxoide tetanico (Cat #582231, CALBIOCHEM) (10 ug/ml) (medio
RPMI con 5% de FBS) a los pozos respectivos para estimular la proliferacion de células T de memoria. Las placas se
incubaron durante cinco dias en la incubadora de CO2 a 37°C. Se afiadieron 65 pl de Azul de Alamar a cada pozo y
se incubaron durante la noche en una incubadora de CO2 a 37°C. La fluorescencia se midié en un espectrofotometro
Biotek Synergy™ HT con excitacion de 530 nm, emision de 590 nm y sensibilidad=35 (Figura 26).

Los resultados experimentales muestran que el toxoide tetanico estimula la proliferacion de células T de una manera
dependiente de la dosis, pero la sT1h no muestra ninguna inhibicién de la proliferacion de estas células. Esto sugiere
fuertemente que T1h no inhibe la proliferacion de células T de memoria. Esto es favorable para la terapia con T1h
porque la proliferacién de células T con memoria circulante no se ve afectada y los pacientes en terapia con T1h no
serian susceptibles a la infeccion.

Ejemplo 11
T1h inhibe la proliferacion de células T en una reaccién mixta de linfocitos mediada por PBMC y células Raji

Las células Raji/PBMC se recolectaron y se resuspendieron en 1X PBS. Se volvieron a suspender 8 x 105 células/ml
de células Raji/PBMC en 1 ml de mitomicina (25 ug/ml). Las células se incubaron durante 30 minutos en una
incubadora de CO2 a 37°C. Después de la incubacion, se afadieron 2 ml de RPMI con FBS al 5% a cada tubo y se
centrifugé a 1200 RPM durante 5 minutos a temperatura ambiente para eliminar la mitomicina. El sobrenadante se
desecho y nuevamente se anadieron 2 ml de RPMI con 5 FBS y se centrifugd. El sobrenadante se descart6 y las
células se resuspendieron en el medio RPMI. Se afiadieron 50 ul de PBMC (4 x 10° células/ml) a los pozos respectivos
de placas de fondo redondo de 96 pozos. Se afiadieron 100 pl de la dilucién de anticuerpos T1h o hR3 (10 pg/ml) a
los pozos respectivos y se incubaron durante 30 minutos en una incubadora de CO2 a 37°C. Se afiadieron 50 ul de
las células Raiji tratadas con mitomicina (4 x 10° células/ml) en los pozos respectivos. Junto con el ensayo, los controles
que se incluyeron fueron células Raji tratadas con mitomicina solo, PBMC solo, células Raji tratadas con mitomicina +
PHA, PBMC + PHA, mitomicina tratada con Raji y PBMC. La placa se incubé durante 5 dias en una incubadora de
CO2 a 37°C. Se afiadieron 65 pl de Azul de Alamar a cada pozo y se incubaron durante la noche en una incubadora
de CO2 a 37°C. La fluorescencia se midié en un espectrofotémetro Biotek Synergy™ HT con 530 nm de excitacion,
590 nm de emision y sensibilidad=35.

En conclusion, se observé que T1h puede inhibir especificamente la MLR unidireccional donde las células Raiji son las
células presentadoras de antigeno y proliferan las PBMC (Figura 27 y Figura 28).

Ejemplo 12:

Reaccion mixta de linfocitos (células dendriticas y linfocitos de sangre periférica (PBL):

Ensayo MLR:

El ensayo de MLR se realiz6 como DC: PBL = relacion 1:2. La plantilla del experimento se disefié con tres
concentraciones de T1h con control positivo Pimecrolimus y control negativo hR3. Se muestra la plantilla. (Figura 29).
Las diluciones en serie se realizaron en consecuencia a través de la placa.

Se afiadieron PBL y/o DC segun el disefio de la placa. Los PBL tratados con mitomicina C se agregaron a los pozos
correspondientes en la placa. En todos los pozos el volumen final fue de 200 ul. La MLR se realiz6 por duplicado. Una
placa para el ensayo de proliferacion y la otra para el ensayo de citoquinas. Finalmente, ambas placas recibieron una
breve rotacion y se mantuvieron en una incubadora de CO2 durante 6 dias.

Ensayo de proliferacion:

Después de la incubacion, se verifico la placa al microscopio en busca de contaminacion y se afiadieron 20 ul de Azul
de Alamar (10% del volumen total por pozo) a cada pozo. Se tomaron lecturas a una sensibilidad de 35 en diferentes

periodos de tiempo, comenzando a las 4 horas hasta la noche (Figura 30).

Ensayo de citoquinas:
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Se recogi6 el sobrenadante de cada pozo y para cada grupo se reunié el sobrenadante. Las citoquinas se analizaron
en citometria de flujo utilizando BD CBA Th1/Th2 kit Il (Figura 31).

En una reaccion mixta alogénica (células presentadoras de antigeno tomadas de un individuo y las PBMC tomadas
de otro individuo), en donde las células dendriticas maduras (células presentadoras de antigeno) causan la
proliferaciéon de PBMC nativas, T1h inhibe esta proliferacién de una manera dependiente de la dosis. Los datos
mostraron que el modo de accién implicaba la regulacion negativa de al menos dos citoquinas proinflamatorias
principales, a saber, IL6 e IFNy.

Ejemplo 13:
Modelo animal de diabetes Tipo |

Se sabe que los ratones hembra NOD (diabéticos no obesos) desarrollan diabetes espontanea autoinmune mediada
por células T, medida por el aumento de glucosa, con el tiempo. Este modelo de diabetes mellitus dependiente de
insulina (IDDM) es un excelente modelo para estudiar el efecto terapéutico y profilactico de las drogas. Este raton se
uso para estudiar el beneficio terapéutico y profilactico del anticuerpo sustituto para CD6 (monoclonal de rata que se
une al CD6 murino de manera similar a como T1h se une al CD6 humano).

En el experimento piloto, se demostré que los animales procedentes de Harlan desarrollaron la enfermedad en 8-10
semanas. La edad al inicio del experimento de estos ratones es de 6-7 semanas. Dosis que van desde 2.46 a 19.68
mg/kg/semana redujeron significativamente los niveles de glucosa y de hecho a la dosis mas alta redujeron los niveles
de glucosa a la normalidad.

Un experimento similar en diez ratones en un entorno terapéutico retrasé el inicio de la enfermedad de una manera
dependiente de la dosis. El retraso fue de hasta tres semanas con la dosis mas alta.

Ejemplo 14:
Modelo de artritis inducida por colageno

El modelo de ratén para la artritis inducida por colageno (CIA) es particularmente ventajoso para estudiar la artritis
reumatoide en un modelo animal. El modelo también se ha usado histéricamente para estudiar los efectos de las
moléculas contra la artritis reumatoide, incluidos los anticuerpos.

Se utilizaron ratones macho C57BL/6 en el estudio. En resumen, se disolvié colageno de pollo (Cll) procedente de
Sigma en acido acético 10 mM y se esterilizé por filtracion usando un filtro de 0.2 ym. Se usaron volumenes de
inyeccion de 50 pl en el estudio. La Cll se disolvié a 4 mg/ml para volumenes de 100 ul. Todos los procedimientos se
realizaron a 2-8 °C.

Mycobacterium tuberculosis muerto por calor se trituré finamente en un mortero y mano combinados con adyuvante
incompleto de Freund (IFA). El Cll se emulsiond en esta solucion mezclando los dos. Todos los procedimientos se
realizaron a 2-8 C.

La primera dosis se administra en la base de la cola después de dos semanas se inyecta una dosis de potenciador.
Luego se monitoriza el desarrollo de la artritis.

En diez ratones que desarrollaron la enfermedad, se usd el anticuerpo sustituto Anti-CD6 que detectaba
especificamente ratones CD6 en un dominio similar a T1h. Dosis que van desde 2.46 a 19,68 mg/kg/semana redujeron
significativamente la artritis reumatoide de una manera dependiente de la dosis en estos ratones en comparacién con
los controles no tratados. Estos experimentos establecen el hecho de que la artritis reumatoide puede ser controlada
por un anticuerpo sustituto de T1h.

Ejemplo 15:
Encefalomielitis autoinmune (EAE)

La encefalomielitis autoinmune experimental (EAE) es un modelo animal de inflamacién cerebral. Es una enfermedad
inflamatoria desmielinizante del sistema nervioso central (SNC) y se estudia como un modelo para las enfermedades
desmielinizantes del SNC humano, incluida la enfermedad de la esclerosis multiple.

Se sabe que los ratones C57BL/6 son susceptibles a esta enfermedad cuando se les inyecta proteina bésica de mielina
de rata y un protocolo de refuerzo en donde los ratones se inmunizaron con 200 ug de MBP de rata en CFA en los
dias 0 y 17 seguido de toxina pertussis estandar. Este protocolo dio como resultado un curso monofasico de
enfermedad moderada que comenzé el dia 20 con los signos histoldgicos de inflamacion y dafio en los axones pero
sin desmielinizacién significativa. 10 ratones en el brazo tratado fueron expuestos a concentraciones variables del
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anticuerpo sustituto de T1h que se une a un dominio similar a los ratones CD6 como lo hace T1h con CD6 humano.
La dosis vari6 de 2.46 a 19.68 mg/kg/semana. El tratamiento control6 significativamente la enfermedad en
comparacion con la poblacion de placebo de una manera dependiente de la dosis, especialmente a la dosis mas alta.
Ejemplo 16:

Injerto Alogénico

El injerto de piel puede ser rechazado de una manera especifica cuando la piel de ratones endogamicos de la cepa A
se trasplanta a ratones B, la piel primero se vasculariza entre el dia 3 y el dia 7. La piel vascularizada se infiltra luego
con linfocitos, monocitos, neutrofilos y otras células inflamatorias. Hay una disminuciéon de la vascularizacion del tejido
trasplantado en 7-10 dias y necrosis visible en 10 dias.

Este experimento fue probado en veinte ratones (BALBc-WT) que recibieron injertos de piel de ratones C57BL6/WT.
La piel se extirp6 y se injertd en los diferentes ratones BALBc usando un procedimiento quirdrgico estandar. Diez
ratones en el brazo de tratamiento fueron expuestos a concentraciones variables del anticuerpo sustituto de T1h que
se une a un dominio similar a los ratones CD6 como lo hace T1h con CD6 humano. La dosis vario de 2.46 a 19.68
mg/kg/semana. La primera inyeccion se administré una semana antes de que los ratones BALB c recibieran el injerto
y continué durante 6 semanas después.

Los datos parecen sugerir que los injertos de piel fueron tolerados con mayor frecuencia en los ratones que recibieron
los farmacos en comparacion con los animales no tratados. En todos los animales no tratados, los injertos se volvieron
necroéticos en tres semanas. La tolerancia al injerto también dependia de la dosis, ya que los animales que recibieron
la dosis mas alta sostuvieron mas los injertos.

Listado de secuencias

<110> Biocon Ltd
Melarkode, Ramakrishan
Nair, Pradip

Rajkumar, Sundaraj D
Sastry, Kedarnath N
Chatterji, Monalisa N
Adhikary, Laxmi N
Balasubramanian, Hema N
Casimiro, Jose N
Valladares, Josefa N
Rodriguez, Rolando N
<120>Un anticuerpo monoclonal y un método del mismo
<130> PCT0854

<150> IN 00650/CHE/2008
<151> 2008-03-14

<160> 4

<170> PatentlIn version 3.5
<210>1

<211> 119

21



10

15

20

25

30

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<221> PEPTIDO

<222> (1)..(119)

<400> 1
Glu val
1

Ser Leu

Ala Met

Ala Thr

50

Lys Gly

Leu Gln

Ala Arg

Thr Leu

<210> 2
<211>107

<212> PRT

Gln

Lys

Arg

Met

Arg

val
115

Leu

Leu

20

Trp

sSer

Phe

Ser

<213> Homo sapiens

<220>

<221> PEPTIDO

<222> (1)..(107)

<400> 2

val

Ser

val

Ser

Thr

Ser

85

Tvyr

val

Glu

Cys

Arg

Gly

Ile

70

Leu

Asp

Ser

ES 275907513

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Leu

Ser

Gly

Ala

Ala

40

Ser

Arg

Ser

Asp

Gly

25

Pro

Tyr

Asp

Glu

22

Gly

10

Gly

Gly

Ile

Asn

Asp

90

Phe

Leu

Phe

LysS

Tyr

val

75

Thr

Asp

val

Lys

Arg

Lys

Ala

Ser

Lys

Phe

Leu

45

Pro

Asn

Met

Trp

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Thr

TYr

Gly
110

Gly

15

Arg

Trp

Ser

Leu

Tyr

95

Gln

Gly

Tyr

val

val

Tyr

Cys

Gly



10

15

Asp

Asp

Leu

Tyr

Ser

65

ASp

Thr

Ile

Arg

Thr

Tyr

50

Gly

ASp

Leu

<210> 3

<211> 357

<212> ADN

Gln

val

Trp

35

Ala

Ser

Thr

Gly

Met

Thr

20

Tyr

Thr

Gly

ser
100

<213> Homo sapiens

<220>

<221> exdn

<222> (1)..(357)

<400> 3

Thr

Ile

Gln

Ser

Gln

Thr

85

Gly

Gln

Thr

Gln

Leu

Asp

70

Tyr

Thr

ES 275907513

Ser

Cys

Lys

Ala

55

Tyr

Tyr

Lys

Pro

LysS

Pro

40

ASp

Ser

Cys

Leu

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Leu

Glu
105

23

Ser

10

Ser

Lys

val

Thr

Gln

90

Ile

Leu

Arg

Ala

Pro

Ile

75

His

Lys

Ser

Asp

Pro

Ser

60

Ser

Gly

Ala

Ile

Arg

Ser

Glu

sSer

Arg

30

Thr

Phe

Leu

Ser

val

15

Ser

Leu

Ser

Glu

Pro
95

Gly

Tyr

Ile

Gly

Ser

80

Phe



ES 275907513

gaa gtg cag ctg gtg gag tct g?g g?a g?c tta gtg aag cct g?a g?g 48
Glu val GIn Leu val Glu Ser Gly Gly Gly Leu val Lys Pro G Gly

1 5 10 15

tcc ctg aaa ctc tcc tgt gca gcc tct g?a ttc aag ttt agt aga tat 96
Ser Leu Lys Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Lys Phe Ser Arg Tyr

20 25 30
gcc atg tct tgg gtt cgc cag gct ccyg g?g aag agg ctg gag tgg gtc 144
Ala met Sser Trp val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Arg Leu Glu Trp val
35 40 45
gca acc att agt agt g?t ggt agt tac atc tac tat cca gac agt gt 192
Ala Thr Ile Ser Ser Gly Gly Ser Tyr Ile Tyr Tyr Pro Asp Ser va
50 55 60

aag g?t cga ttc acc atc tcc aga gac aat gtc aag aac acc ctg tat 240
Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Val Lys Asn Thr Leu Tyr

65 70 75 80

ctg caa atg agc agt ctg agg tct gag gac acg gcc atg tat tac tgt 288
Leu Gln Met Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Met Tyr Tyr Cys
85 90 95

gca aga cga gat tac gac ctg gac tac ttt gac tcc tgg g?c caa g?c 336
Ala Arg Arg ?88 Tyr Asp Leu Asp I%g Phe Asp Ser Trp gl5 Gln Gly

acc ctt gtc acc gtc tcc tca 357
Thr Leu val Thr val Ser Ser
115

<210> 4

<211> 321

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<220>

<221> exon

<222> (1)..(321)

<400> 4

24



gac
Asp
1

gac
Asp

tta
Leu

tat
TYr

agt
Ser
65

gac
Asp

acqg
Thr

atc
Ile

aga
Arg

acc
Thr

tat
Tyr
50

Gly

gat
ASp

ctc
Leu

cag
GlIn

gtc
val

tgg
Trp
35

gca
Ala

tct
ser

aca
Thr

Gly

atg
Met

act
Thr
20

tac
Tyr

aca
Thr

ggg
Gly

gca
Ala

tcg
Ser
100

acc
Thr
5

atc
Ile

cag
Gln

agc
ser

caa
Gln

act
Thr
85

ggg
Gly

cag
Gln

act
Thr

cag
Gln

ttg
Leu

gat
Asp
70

tac
Tyr

acc
Thr

tct
ser

tgc
Cys

aaa
Lys

gca
Ala
55

tat
Tvyr

tac
Tyr

aag
Lys

cca
Pro

aag
Lys

cca
Pro
40

gat
Asp

tct
Ser

tgt
Cys

ctg
Leu

ES 275907513

tcc
Ser

gcg
Ala
25

999
Gly

999

ctc
Leu

cta
Leu

gaa
Glu
105

tcc
Ser
10

agt
Ser

aaa
Lys

gtc
val

acc
Thr

caa
Gln
90

atc
Ile

ctg
Leu

¢€gg
Arg

gct
Ala

ccy
Pro

atc
Ile
75

th
H1s

aaa
Lys

25

tct
Ser

gac
Asp

cct
Pro

tcy
Ser
60

agc
Ser

gca
Ala

att
Ile

aag
Lys
45

aga
Arg

agc
Ser

Glu

tcg
Ser

aga
Arg
30

acc
Thr

tte
Phe

ctg
Leu

agt
Ser

gtg
val
15

agce
Ser

ctg
Leu

agt
Ser

gag
Glu

cca
Pro
95

Gly

tat
Tyr

atc
Ile

Gly

tct
Ser
80

ttc
Phe

48

96

144

192

240

288

321



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 275907513

REIVINDICACIONES

1. Un anticuerpo monoclonal anti-CD6 que comprende una region variable de polipéptido de cadena pesada y una
regién variable de polipéptido de cadena liviana como se establece en la secuencia ID No. 1y 2 respectivamente, la
cual se une especificamente al dominio 1 (D1) de CD6 e inhibe la proliferacion de células T sin interferir con la molécula
de adhesion celular leucocitaria activada (ALCAM) para su uso en el tratamiento de un trastorno autoinmune, en donde
el anticuerpo inhibe la proliferacion de células T nativas al disminuir las citoquinas proinflamatorias, pero no inhibe la
proliferacion de células T de memoria y el trastorno autoinmune se selecciona del grupo que consiste en esclerosis
multiple, rechazo de trasplantes, diabetes tipo 1 y artritis reumatoide.

2. El anticuerpo monoclonal anti-CD6 para uso de acuerdo con la reivindicaciéon 1, en donde la dosis
farmacéuticamente efectiva del anticuerpo anti-CD6 es 0.1-25 mg/kg/semana.

3. El anticuerpo monoclonal anti-CD6 para uso de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde dichos polipéptidos son
codificados por las secuencias de nucleétidos como se establece en las Secuencias ID Nos. 3 y 4, respectivamente.

4. El anticuerpo monoclonal anti-CD6 para uso de acuerdo con la reivindicacién 1, en donde el anticuerpo no induce
citotoxicidad dependiente del complemento (CDC) o citotoxicidad dependiente de anticuerpo o apoptosis in vitro.

5. El anticuerpo monoclonal anti-CD6 para uso de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde el anticuerpo inhibe la
proliferacion de células mononucleares de sangre periférica (PBMC) sin tratar inducidas por anti-CD3 unido;
combinacion de anti-CD3 unido y anti-CD6 o combinacién de anti-CD3 unido y ALCAM.

6. El anticuerpo monoclonal anti-CD6 para uso de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde el anticuerpo inhibe
especificamente la reaccion linfocitica mixta unidireccional (MLR) en la que las células Raji son células presentadoras
de antigeno y proliferan las PBMC.

7. El anticuerpo monoclonal de anticuerpo anti-CD6 para uso de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde el anticuerpo
inhibe especificamente la MLR autéloga unidireccional mediada por las PBMC.

8. Anticuerpo monoclonal anti-CD6 para su uso de acuerdo con la reivindicacién 1, en donde el anticuerpo provoca la
inhibicion de la proliferacion de células T nativas por reduccion en los recuentos de CD25 y CD4.

9. El anticuerpo monoclonal anti-CD6 para uso de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde el anticuerpo inhibe la
proliferaciéon de células T mediante la supresiéon mediadora de IL2.

10. El anticuerpo monoclonal anti-CD6 para uso de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde el anticuerpo muestra
ganancia de funcidn con la adicion de IL2 exdgena.

11. El anticuerpo monoclonal anti-CD6 para uso de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde el anticuerpo esta
implicado en la regulaciéon descendente de las citoquinas proinflamatorias IL6 e IFNy.

12. El anticuerpo monoclonal anti-CD6 para uso de acuerdo con la reivindicacién 1, en donde el anticuerpo se
administra en combinacion con antigenos capaces de provocar una respuesta inmunitaria antiinflamatoria
seleccionada del grupo que comprende insulina, descarboxilasa de acido glutamico (GAD), glucoproteina de
oligodendrocitos de mielina (MOD), proteina basica de mielina (MBP) y proteina de choque térmico 60 (HSP60).
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Secuencia VH:

GAAGTGCAGCTGGTGGAGTCTGGGGGAGGCTTAGTGAAGCCTGGAGGGTCCCTGAAACTCTCC

TGTGCAGCCTCTGGATTCAAGTTTAGTAGATATGCCATGTCTTGGGTTCGCCAGGCTCCGGGGA

AGAGGCTGGAGTGGGTCGCAACCATTAGTAGTGGTGGTAGTTACATCTACTATCCAGACAGTG

TGAAGGGTCGATTCACCATCTCCAGAGACAATGTCAAGAACACCCTGTATCTGCAAATGAGCA

GTCTGAGGTCTGAGGACACGGCCATGTATTACTGTGCAAGACGAGATTACGACCTGGACTACT
' TTGACTCCTGGGGCCAAGGCACCCTTGTCACCGTCTCCTCA

Secuencia Vk:

GACATCCAGATGACCCAGTCTCCATCCTCCCTGTCTGCATCGGTGGGAGACAGAGTCACTATC

ACTTGCAAGGCGAGTCGGGACATTAGAAGCTATTTAACCTGGTACCAGCAGAAACCAGGGAA

AGCTCCTAAGACCCTGATCTATTATGCAACAAGCTTGGCAGATGGGGTCCCGTCGAGATTCAG

TGGCAGTGGATCTGGGCAAGATTATTCTCTCACCATCAGCAGCCTGGAGTCTGACGATACAGC

AACTTACTACTGTCTACAACATGGTGAGAGTCCATTCACGCTCGGCTCGGGGACCAAGCTGGA
AATCAAA

Figura 1a
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Secuencia VH:

EVOQLVESGGGLVKPGGSLKLSCAASGFKFSRYAMSWVRQAPGKRLEW
VATISSGGSYIYYPDSVKGRFTISRDNYVKNTLYLQMSSLRSEDTAMY Y
CARRDYDLDYFDSWGQGTLVTVSS

Secuencia Vk:

DIQMTOSPSSLSASVGDRVTITCKASRDIRSYLTWYQQKPGKAPKTLI
YYATSLADGVPSRFSGSGSGQDYSLTISSLESDDTATYYCLQHGESPFT
LGSGTKLEIK

Figura 1b
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DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASRDIRSYLTWYQQKTP

DOV O PESESASYCDREYTITOR ASEDRIR Y £ R |

DIQMTOEPSSLEASVOLGDRYTITCRASRDINS VLT YO0k
GKAPKTLIYYATSLADGVPSRFSGSGSGQDYSLTISSLESD
GV APETLEIL VATSLADGYPERPSGSGHCOR Gy LB imn b

CRAPKTLISYATSLADGVYPSEFSGSGHGQRYSLTEINASL LYY

DTATYYCLQHGESPFTFGSGTKLEIKR A EP0807125 B,
Vo .'-{_'“’;‘\ SO A O & :i.||.- RO LELE -~ Soant oo wavhinowle v m o e e s

RDTATYYCLOHGESPFTUGSGTRKLE K=~ Secuencia de aminoacidos

Figura 1c
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Receptores T1h en linfocitos Ty B
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Figura 6
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ADCC por flujo (Rituxan en células daudi)
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ADCC sin células HUT 78 (5ug/ml)

T1h hR3 Sin anticuerpo
F S o) i o' w5 AT
- [P
P m 8" sen 8.63%
21014 Proporcion 1:1  Sie:f '
) s Diana:efector & s
g v ot —
Rz . %: : Ri2 f— ?31
10 g 10 10 " C 100
"‘F =0 w 'F LI
E‘ ' 14 05% g otk 10EF 8.97%
TAAD | 8 il ol s Proporcién 1:25 " feia ;
g‘" F L Diana:efector gw A
w10 i AT Lo
2 = J;g_ mi2 @
e o7 T ol ™ . 100 e
Ll GO
Rio LE 1o
Y a e 12.85%
g 3102 ol
Fros Proporcién 1:50° 'i
& Diana:efector ol [ T
dor . 2 B2,
b T 10 1= 210 10
- AT Leg Canp
0+ 10 10
CESE .

Figura 9

37



ES 2759075 T3

% de apoptosis

30

25

15

10

ADCC sin HUT78

—t ;o]
memhR3
—=T1H

11 125 180 -

Proporcion Diana:Efector

Figura 10

38




ES 2759075 T3

Hl -
70 -
60 -

Durante la noche ADCC

11

125 1:50
Proporcién Diana:Efector

% de apoptosis como
—e= conlrol comparada a hR3
:“_‘ ;ﬁ gg:: Tih Gug) | T (0ug)
——T1h (Gug) 1:1 2453 i
1:25 16.43 16.57
1450 1057 18.37

Figura 11

39




ES 2759075 T3

[ ]

o 3 2

a
ADCC en HUT78 ADCC en HUT78
" — v 12m - 0 S d
™ - i L — oy
2 w /" o™ = = 1
L _________.—-—” H
“ .,—-*j"r.....---" : - ¢ i
.= N ——— |
F ¥
] e ——Tih
i £ r=teee T g} 3 » L"“""@
I-—::-—-ml’m B
" °
o | 0
126 150 1108 1 140 11
Proporcién Diana:Efector Proporcién Diana:Efector
c d
ADCC en HUTT8 ADCC en HUT78
% = A e s s e e o ™y - 1
@ _ .. » S 1
2w : s i 2w
e — | [ .
2 e -’ A—— ;
F ] f’/r ax .
. . . !-‘!—ﬂtt!ﬂq; ,
i % - et T1h 1505 g v/ |
“ I-"-l—ll-‘M :

1 150
Proporcién Diana:Efector

gl

2% 1580 1100
Proporcién Diana:Efector

40

Figural2




ES 2759075 T3

Porcentaje de
citotoxicidad

Diferencia de multiplicidad de citotoxicidad
Entre Rituxany T1h

100.00 -
80.00 -
60.00 -
40,00 -
20.00 -

0.00 -

Figura 13

Y




o B o < I

ES 2759075 T3

42

74T
18
8 15 R4 § mj |m4 ’ 4
§ ”} f[t\ 37 /
¢g-l /.' 1\ i 1654 { [
,.’ x B iy i l,l.
o 100 e o p 10 10! H;g';m 10 G
Solo células sin CFSE Células + CFSE
= 278+ R4
& § ;
g 8 1p4q X .
k] i " Ir“
g 1777 o ; W
1o 10! Ira 10 10
o - iy FITC Lag
10° 10 ";3-;’9 W0 1w
Células + CFSE + PHA Células + CFSE + PHA + CD6
Figura 14



ES 2759075 T3

% de inhibicién

Inhibicién de la proliferacion de células
linfocitarias mediada por T1h

Concentracién de Ab en ug/mil

& T1h
0O hR3

Figura 15

43




ES 2759075 T3

% de inhibicién

16 1
14 4
12 4
10

Ensayo de proliferacién de linfocitos

Concentracién de Ab en ug/ml

Figura 16

44




ES 2759075 T3

Efecto en T1h en proliferacién inducida por pHA
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Unidad de fluorescencia relativa

Efectos de sT1h del entrecruzamiento de lort3/T1h/Alcam
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119
1.04
0.94

0.84
0.74

0.5
%
0.3
0.2

Proliferacién (RFU)

300 218 280 228 -200 .76
anti-CD3(Log de concentracién en ng/ml)

Control: hR2 (EGFR mAb anti-humano)

anti-CD8: T1h (CD& mAb anti-humano)
Concentracién: 10ug/mL soluble y 1 yg/mL enlazado
RFU: Unidad de fluorescencia relativa (Azul Alamar)

Incubacién: 5 dias

Nimero de células: 30000 células/pozo

Proliferacién (RFU)

anti-CDé

300 276 250 -225 200 175
anti-CD3(Log de concentracién en ng/ml)
ALCAM: Cuatro parametros logisticos fil

T1h: respuesta de dosis sigmoidea

Modelo de adiccién Bliss

-predice que la respuesta combinada C para dos
compuestos individuales con efectos Ay Bes:

C=A+B-A.B

donde cada efecto es expresado como una
inhibicién fraccionaria entre 0 y 1. Estos modelos
de sinergia basados en efectos no hacen
suposiciones sobre la forma funcional de las
curvas de dosis-respuesta, y no requieren
informacién de dosis-respuesta que esté fuera del
rango muestreado por cada matriz de cribado.

Figura 20
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Efecto de T1h en proliferacion mediada por IL2
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Células CD4+ (%)

Células CD4+ (MFI)
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Células positivas (%)
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Figura 26
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Caracterizacién de células Raji
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Proliferacién (Unidad de fluorescencia relativa)

1700C
|

15000 -

13000 -

11000 -

9000 -

7000 -

1%

&

(=]
&

Reaccién de linfocito mezclado — Raji/PBMC
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Expresioén de citoquinas en reaccién de linfocitos mixtos (DC y PBL tratados con LPS)
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