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DESCRIPCION
Anticuerpos anti-ricina y sus usos
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a anticuerpos anti-ricina y sus usos. Mas especificamente, la invencion se refiere a
anticuerpos anti-ricina y fragmentos de estos, asi como también a sus usos en la terapia o la profilaxis.

Antecedentes de la invencion

La ricina es una glicoproteina de 60-65 kDa derivada de los frijoles de la planta de ricino (Montanaro y otros, 1973). Es
una toxina relativamente simple que comprende una proteina enzimatica-A (RTA) de toxina de ricina y una proteina de
lectina-B de toxina de ricina (RTB) unidas mediante un enlace disulfuro. La RTB es responsable de la unién a residuos de
azucar especificos en la superficie de la célula diana y permite la internalizacion de la ricina por endocitosis, mientras que
la RTA inactiva enzimaticamente el ribosoma para inhibir de manera irreversible la sintesis de proteinas. Una sola
molécula de RTA dentro de la célula puede inhibir completamente la sintesis de proteinas, lo que resulta en la muerte
celular. La ricina es una de las toxinas mas potentes conocidas para los seres humanos, con una LDsp de 1-20 mg/kg de
peso corporal cuando se ingiere y 1-20 pug/kg cuando se inhala o se inyecta (Audi y otros, 2005); esto es 400 veces mas
toxico que el veneno de cobra, 1000 veces mas toxico que el cianuro y 4000 veces mas toxico que el arsénico. La ricina
se incluye en la lista de amenazas de Categoria B de los Centros para el Control y la Prevencion de Enfermedades
(Atlanta, EE.UU.) y se considera un alto riesgo terrorista para los civiles. Desafortunadamente, actualmente no existe una
terapia o vacuna disponible contra la ricina.

El desarrollo de productos terapéuticos contra la ricina ha demostrado ser dificil de alcanzar. Se han desarrollado
inhibidores quimicos dirigidos a la ricina, pero estos se limitan por las altas cantidades necesarias para los efectos a corto
plazo y su propia toxicidad (Burnett y otros, 2005; Miller y otros, 2002). El desarrollo de vacunas contra la ricina esta en
curso, pero hasta la fecha tales vacunas solamente han protegido parcialmente a los ratones contra la ricina (Smallshaw
y otros, 2007). De los diferentes enfoques para las contramedidas médicas, el desarrollo de anticuerpos anti-ricina parece
ser el mas promisorio. Se ha trabajado mucho en el desarrollo de anticuerpos, tanto policlonales como monoclonales,
como productos terapéuticos contra la toxina. Estos anticuerpos se dirigieron contra la cadena A téxica (lo que bloquea
su accion destructiva para el ribosoma) o contra la cadena B de lectina (lo que evita que se una a la célula y penetre en
ella). (Neal y otros, 2010; Foxwell BMJ y otros, 1985)

En el Reino Unido se desarrollé un F(ab), anti-ricina de oveja para investigacion y desarrollo, asi como también para el
uso potencial ante una emergencia. Sin embargo, se necesitan grandes cantidades, aproximadamente 50-100 pg de
anticuerpos policlonales (AcP) (Neal y otros, 2010) o 5-100 ug de AcM (Hewetson y otros, 1993; Foxwell y otros, 1985),
ya sea para proteger o tratar a un raton de la intoxicacion con ricina dentro de una pequefia ventana de tiempo, lo que
proporciona limitaciones significativas para la supervivencia. Por ejemplo, para proteger los ratones ante un reto con
5xLDsg de ricina tienen que administrarse dentro de 24 horas 5 pg de anticuerpos suministrados por via intraperitoneal
(i.p.) (Neal y otros, 2010), mientras que, después de un reto con 10xLDso de ricina tienen que administrarse 100 ug de
AcM por ratén dentro de 30 minutos (Guo y otros, 2006).

N. J. MANTIS y otros, ("Immunoglobulin A Antibodies against Ricin A and B Subunits Protect Epithelial Cells from Ricin
Intoxication", INFECTION AND IMMUNITY vol. 74, nim. 6, 1 de junio de 2006, paginas 3455-3462) describen que los
anticuerpos anti-ricina 33G2, 35H6 son activos contra la subunidad lectina de ricina (RTB) y que los anticuerpos 23D7 y
25A4 son activos contra la subunidad enzimatica de la toxina (RTA). Los cuatro anticuerpos neutralizaron la ricina en un
ensayo de citotoxicidad de células Vero.

MCGUINNESS CAROLYN R vy oftros, ("Characterization of a novel high-affinity monoclonal immunoglobulin G antibody
against the ricin B subunit", INFECTION AND IMMUNITY, AMERICAN SOCIETY FOR MICROBIOLOGY, US, vol. 74.
num. 6, 1 de junio de 2006, paginas 3463-3470) describe dos anticuerpos anti-ricina, uno contra RTA, es decir, R70 y uno
contra RTB, especificamente, 24811 y su uso sinérgico para neutralizar la ricina in vitro, lo que sugiere que dichos
anticuerpos podrian servir como herramientas inmunoterapéuticas in vivo.

JULIE PRIGENT vy otros, ("Neutralising antibodies against ricin toxin", PLOS ONE, PUBLIC LIBARY OF SCIENCE, US,
vol. 6, num. 5, 1 de mayo de 2011, paginas 1-10) describe tres anticuerpos anti-ricina. Dos de estos tres anticuerpos anti-
ricina son anticuerpos anti-RTB, especificamente, RB34 y RB37 y uno es un anticuerpo anti-RTA, es decir, RA36. Los
anticuerpos anti-RTB protegen a los ratones mas eficientemente que el anticuerpo anti-RTA.

T. L. Furukawa-Stoffer y otros, ("A novel biological-based assay for the screening of neutralizing antibodies to ricin",
Hybridoma, 1 de diciembre de 1999, pagina 505) describe tres anticuerpos anti-ricina, es decir, HRF4, HHRD7 y HHRD9
y Sus usos para proteger ratones.

Finalmente, Jianxing DAl y otros, ("ldentification of a Novel Functional Domain of Ricin Responsible for Its Potent Toxicity",
J. Biol. Chem., vol. 286, nim. 14, 8 de abril de 2011, paginas 12166-12171) describe los anticuerpos anti-ricina IgG1 6C2
y 6C3, dichos anticuerpos se usaron con una intoxicacion de ricina de 50 ug/kg, i.p. y una administracion de AcM de 0,25

mg/kg i.p.
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Se informé previamente que los ratones podian inmunizarse mediante el uso de dosis crecientes de ricina, se recolectaban
sus bazos, y se creaba un hibridoma mediante la fusion de los linfocitos con células de mieloma (Furukawa-Stoffer y otros,
1999). Después, se us6 un método de intoxicacion para seleccionar los clones que sobrevivieron en medio de cultivo con
ricina porque estos secretaban cantidades suficientes de AcM neutralizantes anti-ricina. Los anticuerpos de estos clones
tenian una alta actividad neutralizante contra la ricina, como se evalué por su unién a la toxina en un ensayo
inmunoabsorbente unido a enzima (ELISA) y por experimentos de neutralizacion de la ricina. El HRF4 se identificé como
el mejor AcM.

Si bien HRF4 mostré una actividad promisoria en estudios anteriores, persiste la necesidad en la técnica de disponer de
moléculas altamente efectivas para la neutralizacion de la actividad de la ricina. Tales moléculas serian ventajosas en el
desarrollo de la terapia de contramedidas médicas.

Resumen de la invencion

La presente invencién se refiere a anticuerpos anti-ricina y sus usos. Mas especificamente, la invencion se refiere a
anticuerpos anti-ricina y fragmentos de estos, asi como también a sus usos en la terapia o la profilaxis.

La presente invencion proporciona un anticuerpo, aislado o purificado, o fragmento de este, que comprende

una cadena ligera variable que comprende

la secuencia de la region determinante de complementariedad (CDR) L1 de secuencia KASQDINNYLR (SEQ ID NO:2);
la secuencia de la CDR L2 de secuencia RANRLVD (SEQ ID NO:6); y

la secuencia de la CDR L3 de secuencia LQYDEFPYT (SEQ ID NO:10), y

una cadena pesada variable que comprende

la secuencia de la region determinante de complementariedad (CDR) H1 de secuencia EYIIN (SEQ ID NO:14);

la secuencia de la CDR H2 de secuencia WFYPGSGDIKYNEKFKD (SEQ ID NO:18), y

la secuencia de la CDR H3 de secuencia NGRWDDDYFDY (SEQ ID NO:22),

en donde el anticuerpo o fragmento de este reconoce especificamente y se une a la ricina.

El anticuerpo, aislado o purificado, o fragmento de este como se describe puede comprender:
la secuencia de la cadena ligera variable:

DIVLTQSPSSMYASLGERVTITCKASQDINNYLRWFQQKPGKSPKTLIYRANRLVDGVPSRFS
GSGSGQDYSLTISSLEYEDMGFYSCLQYDEFPYTFGGGTKLEIKR (SEQ ID NO:27)

y la secuencia de la cadena pesada variable:

EVQLQESGTGLVKPGASVKLSCKASGYTFTEYIINWVKQRSGQGLEWIGWFYPGSGDIKYNE
KFKDKATLTADKSSSTVYMELSRLTSEDSAVYFCARNGRWDDDYFDYWGQGTTVTVSS
(SEQ ID NO:28).

El anticuerpo, aislado o purificado, o fragmento de este de la presente invencidon puede ser especifico para la proteina
lectina B de la toxina de ricina. El anticuerpo, aislado o purificado, o fragmento de este puede ser una IgG.

La presente invencién proporciona, ademas, una secuencia de acido nucleico que codifica el anticuerpo, aislado o
purificado, o fragmento de este como se describe en la presente descripcion. La invencion abarca, ademas, un vector que
comprende la molécula de acido nucleico recién descrita y lineas celulares de hibridoma que expresan el anticuerpo,
aislado o purificado, o fragmento de este descrito anteriormente.

La presente invencion proporciona adicionalmente una composicién que comprende uno o mas de un anticuerpo, o
fragmento de este, de la presente invencién y un diluyente, excipiente o vehiculo aceptable farmacéuticamente. La
composicion puede ser una composicion de vacuna.

La presente descripcion proporciona, ademas, un método para prevenir los efectos deletéreos causados por la exposicion
a la ricina o para tratar la exposicion a la ricina, que comprende administrar uno o mas de un anticuerpo, o fragmento de
este, o la composiciéon de la presente invencion a un sujeto que lo necesite. El sujeto que lo necesite puede ser un
mamifero, tal como un ratén o un humano.

En el método como se describié anteriormente, el uno o mas de un anticuerpo, o fragmento de este, o la composicion que
los comprende pueden administrarse al sujeto varias horas después de la exposiciéon a la toxina ricina para tratar la
exposicién a la ricina. Alternativamente, o adicionalmente, el uno o mas de un anticuerpo, o fragmento de este, o
composicion de este, puede administrarse al sujeto varias semanas antes de la exposicion a la toxina de ricina para
proteger al sujeto contra la exposicion a la ricina.

Adicionalmente, una combinacion de anticuerpos, o fragmentos de estos, de la presente invencién puede proporcionar un
efecto sinérgico sobre la actividad neutralizante de la ricina en los métodos como recién se describié. Uno de los
anticuerpos o fragmentos de estos puede ser el AcM D9 o un fragmento de este; el segundo anticuerpo o fragmento de
este puede ser el AcM B10 o un fragmento de este.
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Ademas, la presente descripcién abarca un método para conferir inmunidad contra la ricina que comprende administrar
uno o mas de un anticuerpo, o fragmento de este, o una composicion de la presente invencion a un sujeto que lo necesite.

Adicionalmente, la presente descripcion proporciona un método para identificar hibridomas que secretan anticuerpos anti-
ricina efectivos, que comprende:

a) proporcionar células de hibridoma preparadas a partir de linfocitos que se obtienen de ratones inmunizados contra
ricina;

b)  exponer las células a altas cantidades de ricina; e

c) identificar las células que sobreviven a la exposicion de la etapa b).

En el método que recién se describid, los ratones a partir de los cuales se obtienen los esplenocitos pueden haberse
inmunizado mediante el uso de multiples dosis letales de ricina. En el método anterior, la alta cantidad de ricina usada en
la etapa b) puede estar en el intervalo de 1 a 10 ng/mL o0 1 a 5 ng/mL.

Se desarrollaron cuatro clones de hibridoma que secretaban altos titulos de anticuerpos IgG anti-ricina. Estos AcM tienen
un gran potencial para desarrollarse como agentes terapéuticos basados en anticuerpos o vacunas basadas en genes de
anticuerpos contra la ricina. Se encontrdé que los cuatro AcM tienen una alta potencia para la neutralizacién de la ricina
tanto en un ensayo de neutralizacién in vitro como en un ensayo de incubacién conjunta anticuerpo/ricina in vivo que
indica la fuerte inhibicién de la muerte celular mediada por ricina. El anticuerpo monoclonal D9, que se encontrdé ser
excepcionalmente activo en el ensayo con ratones, se evalud posteriormente para la terapia posterior a la exposiciéon y la
profilaxis previa a la exposicion contra la ricina in vivo. Este protegio a los ratones no solo durante horas, sino ademas
varias semanas (al menos 6 semanas) antes del reto con la toxina (5%LDsg de ricina), y rescaté a los ratones hasta 6
horas después de la intoxicacion (5%LDsg de ricina); adicionalmente, cantidades bajas (0,5 pg) fueron terapéuticas contra
cantidades altas de toxina (1 ug de ricina). El anticuerpo D9, ademas, mostro efectos sinérgicos con otros AcM anti-ricina,
segun se determind por el ensayo de neutralizacion in vitro. Una dosis de 5 ug de anticuerpo en un ratén es equivalente
a 1,4 mg en un humano. Estos resultados indican que las cantidades en miligramos del anticuerpo monoclonal especifico
anti-ricina en volimenes muy pequefios (0,1 mL) pueden ser suficientes para proteger a los primeros respondedores o
tratar las victimas expuestas a la ricina.

Los aspectos y ventajas adicionales de la presente invencion seran evidentes a la vista de la siguiente descripcion. La
descripcion detallada y los ejemplos, si bien indican modalidades preferidas de la invencién, se proporcionan solamente
a modo de ilustracion.

Breve descripcion de las figuras

Estas y otras caracteristicas de la invencion se describiran ahora a manera de ejemplo, con referencia a las figuras
adjuntas, en donde:

La Figura 1 es un grafico de barras que muestra la inmunorreactividad de los anticuerpos monoclonales de la presente
invencion. Se realizaron experimentos de ELISA con anticuerpos individuales en dosis variables. Todos los AcM (A9, B10,
D3 y D9) se unen a la ricina de una manera dependiente de la dosis. EI HRF4 se us6 como un control positivo. La
absorbancia se leyé a 615 nm.

La Figura 2 es una transferencia Western del anticuerpo monoclonal B10 contra la ricina para determinar la especificidad
general del anticuerpo. Carril 1 - ricina en condiciones reductoras (2,2 ug/carril); Carril 2 - ricina (1,1 pg/carril); Carril 3 -
cadena A de ricina (0,4 pg/carril); Carril 4 - cadena B de ricina (0,4 pg/carril); M - marcadores de peso molecular.

La Figura 3 es un grafico que representa la vida media de D9 en suero de ratén. D9 a la dosis de 5 ug se administré por
via i.p. en ratones. Los ratones se sacrificaron en diferentes puntos de tiempo para calcular la concentracion plasmatica
de D9 mediante el uso de un inmunoensayo. El D9 restante en el suero se expresa como porcentajes graficado contra el
tiempo en dias, en la figura.

La Figura 4 es un grafico de barras que representa el efecto de combinar los AcM de la presente invencion. Los anticuerpos
se mezclaron en una relacion de 1:1 (concentracion total 313 ng/mL) y se analizaron in vitro mediante el uso del colorante
Azul de Alamar. Se observé un efecto sinérgico cuando el AcM D9 se combind con otros anticuerpos de la presente
invencion.

La Figura 5 representa la humanizacion del D9 Fv de ratén mediante injerto de CDR. Los residuos se enumeraron de
acuerdo con Kabat. Los CDR se marcaron con cuadros sin sombrear. Los residuos clave de FR se marcaron con *. Dos
residuos clave de FR en D9 VH, que se mantienen en hD9 VH se marcaron con cuadros sombreados. VH D9 (SEQ ID
NO:32); VH 1-18 (SEQ ID NO:37); VH JH6 (SEQ ID NO:38); VH hD9 (SEQ ID NO:41); VL D9 (aa 1-107 de SEQ ID NO:31);
VL 012 (SEQ ID NO:39); VL Jk4 (SEQ ID NO:40) y VL hD9 (SEQ ID NO:42).

La Figura 6 representa un diagrama esquematico de la disposicion del gen hD9.
La Figura 7 corresponde al analisis mediante SDS-PAGE de hD9 purificado. Las muestras se resolvieron mediante SDS-
PAGE. El carril 1 es un marcador de peso molecular; los carriles 2 y 4 son IgG1 y hD9 de control humana en condiciones

no reductoras; los carriles 3 y 5 son IgG1 y hD9 de control humana en condiciones reductoras.
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Descripcion detallada de la invencién

La presente invencion se refiere a anticuerpos anti-ricina y sus usos. Mas especificamente, la invencion se refiere a
anticuerpos anti-ricina y fragmentos de estos, asi como también a sus usos en la terapia o la profilaxis.

La presente invencion se dirige a anticuerpos anti-ricina y a fragmentos de estos. La presente invencion, ademas, cubre
los métodos para obtener e identificar anticuerpos especificos y eficaces contra ricina. La presente invencion, ademas,
incluye los métodos para usar los anticuerpos anti-ricina de la invencion en la terapia y la profilaxis anti-ricina.

La presente invencién proporciona un anticuerpo, aislado o purificado, o fragmento de este especifico para ricina, que
comprende

una cadena ligera variable que comprende

la secuencia de la region determinante de complementariedad (CDR) L1 de secuencia KASQDINNYLR (SEQ ID NO:2);
la secuencia de la CDR L2 de secuencia RANRLVD (SEQ ID NO:6); y

la secuencia de la CDR L3 de secuencia LQYDEFPYT (SEQ ID NO:10), y

una cadena pesada variable que comprende

la secuencia de la region determinante de complementariedad (CDR) H1 de secuencia EYIIN (SEQ ID NO:14);

la secuencia de la CDR H2 de secuencia WFYPGSGDIKYNEKFKD (SEQ ID NO:18); y

la secuencia de la CDR H3 de secuencia NGRWDDDYFDY (SEQ ID NO:22).

El término "anticuerpo”, ademas referido en la técnica como "inmunoglobulina” (Ig), usado en la presente descripcion se
refiere a una proteina construida a partir de cadenas polipeptidicas pesadas y ligeras pareadas; existen diversos isotipos
de Ig, que incluyen IgA, IgD, IgE, IgG e IgM. Cuando un anticuerpo se pliega correctamente, cada cadena se pliega en un
numero de dominios globulares diferentes unidos mediante secuencias polipeptidicas mas lineales. Por ejemplo, la
cadena ligera de inmunoglobulina se pliega en un dominio variable (V.) y un dominio constante (C.), mientras que la
cadena pesada se pliega en un dominio variable (Vu) y tres dominios constantes (Cy, Crz, Chs). La interaccion de los
dominios variables de las cadenas pesada y ligera (V4 y V.) resulta en la formacion de una region de unién al antigeno
(Fv). Cada dominio tiene una estructura bien establecida bien conocida por los expertos en la técnica.

Las regiones variables de la cadena ligera y pesada son responsables de unirse al antigeno diana y, por lo tanto, pueden
mostrar una diversidad de secuencias significativa entre los anticuerpos. Las regiones constantes muestran una menor
diversidad de secuencia, y son responsables de la unién de un ndmero de proteinas naturales para inducir eventos
bioquimicos importantes. La region variable de un anticuerpo contiene los determinantes de union al antigeno de la
molécula, y asi determina la especificidad de un anticuerpo por su antigeno diana. La mayoria de la variabilidad de la
secuencia ocurre en seis regiones hipervariables, tres por cada una de las cadenas pesada y ligera variables; las regiones
hipervariables se combinan para formar el sitio de union al antigeno y contribuyen a la unién y al reconocimiento de un
determinante antigénico. La especificidad y afinidad de un anticuerpo por su antigeno se determina por la estructura de
las regiones hipervariables, asi como también por su tamafio, forma y quimica de la superficie que presentan al antigeno.
Existen diversos esquemas para la identificacion de las regiones de hipervariabilidad, los dos mas comunes son los de
Kabat y los de Chothia y Lesk. Kabat y otros (1991) definen las "regiones determinantes de la complementariedad" (CDR)
con base en la variabilidad de la secuencia en las regiones de unién al antigeno de los dominios VH y VL. Chothia y Lesk
(1987) definen los "bucles hipervariables" (H o L) con base en la localizacion de las regiones del bucle estructural en los
dominios VH y VL; la numeracion de los bucles hipervariables se define como H1: 26-32 o 34; H2: 52-56; y H3: 95-102
(equivalente a CDR3 de la numeracion de Kabat) para los dominios VH/VHH (Chothia y Lesk, 1987). Como estos
esquemas individuales definen las CDR y regiones de bucle hipervariable que estan adyacentes o se superponen, los
expertos en la técnica de anticuerpos a menudo usan los términos "CDR" y "bucle hipervariable" indistintamente, y en la
presente descripcion pueden usarse asi. Los aminoacidos de las CDR en las regiones VH y VL se definen en la presente
descripcion de acuerdo con el sistema de numeracion de Kabat (Kabat y otros 1991).

La region fuera de las CDR se refiere como la region marco (FR). La FR proporciona integridad estructural al dominio
variable y asegura la retencion del plegamiento de la inmunoglobulina. Esta estructura caracteristica de los anticuerpos
proporciona una armazon estable sobre la cual el sistema inmunitario puede explorar una diversidad sustancial de unién
a antigenos para obtener la especificidad para una amplia serie de antigenos (Padlan y otros, 1994). La FR del dominio
variable generalmente muestra menos variabilidad de secuencia que las regiones hipervariables.

Un "fragmento de anticuerpo” como se refiere en la presente descripcion puede incluir cualquier fragmento de anticuerpo
de unidén a antigeno adecuado conocido en la técnica. Por ejemplo, un fragmento de anticuerpo puede incluir, pero de
ninguna manera se limita a Fv (una molécula que comprende la V. y V4), Fv de cadena unica (scFV; una molécula que
comprende la V. y Vi conectada mediante un enlazador peptidico), Fab, Fab', F(ab'),, anticuerpo de dominio tnico (sdAb;
moléculas que comprenden un dominio variable Unico y 3 CDR), y presentaciones multivalentes de estos. El fragmento
de anticuerpo de la presente invencion puede obtenerse mediante la manipulaciéon de un anticuerpo de origen natural (tal
como, pero sin limitarse a la digestion enzimatica), o puede obtenerse mediante el uso de métodos recombinantes.

Por "especifico a la ricina", se entiende que el anticuerpo o fragmento de este de la presente invencion reconoce y se une
especificamente a la ricina. La ricina es una glicoproteina de 60-65 kDa derivada de los frijoles de la planta de ricino
(Montanaro y otros, 1973). Es una toxina relativamente simple que comprende una proteina enzimatica-A (RTA) de toxina
de ricina y una proteina de lectina-B de toxina de ricina (RTB) unidas mediante un enlace disulfuro. La RTB es responsable
de la unién a residuos de azucar especificos en la superficie de la célula diana y permite la internalizacion de la ricina por
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endocitosis, mientras que la RTA inactiva enzimaticamente el ribosoma para inhibir de manera irreversible la sintesis de
proteinas. La toxina de la ricina es una de las toxinas mas potentes conocidas para los seres humanos.

En otro ejemplo especifico, no limitante, el anticuerpo, aislado o purificado, o fragmento de este puede comprender
la secuencia de la cadena ligera variable

DIVLTQSPSSMYASLGERVTITCKASQDINNYLRWFQQKPGKSPKTLIYRANRLVDGVPSRFS
GSGSGQDYSLTISSLEYEDMGFYSCLQYDEFPYTFGGGTKLEIKR (SEQ ID NO:27)

y la secuencia de la cadena pesada variable

EVOLQESGTGLVKPGASVKLSCKASGYTFTEYIINWVKQRSGQGLEWIGWFYPGSGDIKYNE
KFKDKATLTADKSSSTVYMELSRLTSEDSAVYFCARNGRWDDDYFDYWGQGTTVTVSS
(SEQ ID NO:28).

Una secuencia sustancialmente idéntica puede comprender una o mas mutaciones conservativas de aminoacidos. Es
conocido en la técnica que una o mas mutaciones conservativas de aminoacidos en una secuencia de referencia pueden
producir un péptido mutante sin cambios sustanciales en las propiedades fisioldgicas, quimicas, o funcionales en
comparacion con la secuencia de referencia; en tal caso, las secuencias de referencia y mutante se considerarian
polipéptidos "sustancialmente idénticos". La mutacidén conservativa de aminoacidos puede incluir la adicién, eliminacion,
o sustitucion de un aminoacido; en un ejemplo no limitante, la mutacién conservativa de aminoacidos es una sustitucion
de aminoacidos conservativa. Una sustitucién de aminoacidos conservativa se define en la presente descripcién como la
sustitucion de un residuo de aminoacido por otro residuo de aminoacido con propiedades quimicas similares (por ejemplo,
tamafio, carga, o polaridad).

Una sustitucion de aminoacidos conservativa puede sustituir a un aminoacido basico, neutro, hidréfobo, o acido por otro
del mismo grupo. Mediante el término "aminoacido basico" se entiende los aminoacidos hidrdéfilos que tienen un valor de
pK de la cadena lateral mayor que 7, que tipicamente estan cargados positivamente a pH fisiolégico. Los aminoacidos
basicos incluyen histidina (His o H), arginina (Arg o R) y lisina (Lys o K). Mediante el término "aminoacido neutro" (ademas,
"aminoacido polar"), se entiende los aminoacidos hidréfilos que tienen una cadena lateral que no esta cargada a pH
fisiolégico, pero que tiene al menos un enlace en el que el par de electrones compartidos en comun por dos atomos se
mantiene mas cercanamente a uno de los atomos. Los aminoacidos polares incluyen serina (Ser o S), treonina (Thr o T),
cisteina (Cys o C), tirosina (Tyr o Y), asparagina (Asn o N) y glutamina (GIn o Q). El término "aminoacido hidréfobo"
(ademas, "aminoacido no polar") incluye los aminoacidos que presentan una hidrofobicidad mayor que cero de acuerdo
con la escala de hidrofobicidad de consenso normalizada de Eisenberg (1984). Los aminoacidos hidréfobos incluyen
prolina (Pro o P), isoleucina (lle o I), fenilalanina (Phe o F), valina (Val o V), leucina (Leu o L), triptéfano (Trp o W),
metionina (Met o M), alanina (Ala o A) y glicina (Gly o G). "Aminoacido acido" se refiere a los aminoacidos hidréfilos que
tienen un valor de pK de la cadena lateral inferior a 7, que tipicamente estan cargados negativamente a pH fisiolégico.
Los aminoacidos acidos incluyen glutamato (Glu o E) y aspartato (Asp o D).

La identidad de secuencia se usa para evaluar la similitud de dos secuencias; se determina mediante el calculo del por
ciento de residuos que son iguales cuando las dos secuencias estan alineadas para una correspondencia maxima entre
las posiciones de los residuos. Cualquier método conocido puede usarse para calcular la identidad de secuencia; por
ejemplo, el programa informatico esta disponible para calcular la identidad de secuencia. Sin querer ser limitante, la
identidad de secuencia puede calcularse mediante un programa informatico tal como el servicio NCBI BLAST2 mantenido
por el Instituto Suizo de Bioinformatica (y que se encuentra en el sitio http://ca.expasy.org/tools/blast/), BLAST-P, Blast-
N, o FASTA-N, o cualquier otro programa informatico apropiado que sea conocido en la técnica.

Las secuencias sustancialmente idénticas de la presente invencion pueden ser al menos 85 % idénticas; en otro ejemplo,
las secuencias sustancialmente idénticas pueden ser al menos 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99, o
100 % idénticas al nivel de aminoacidos de las secuencias descritas en la presente descripcion. Es importante destacar
que, las secuencias sustancialmente idénticas retienen la actividad y la especificidad de la secuencia de referencia. Como
sabria un experto en la técnica, los residuos de aminoacidos de un anticuerpo, particularmente dentro de las regiones
marco pueden mutarse (por ejemplo, mediante sustitucion conservativa) sin afectar significativamente las propiedades
funcionales del anticuerpo (reconocimiento y unién del antigeno).

El anticuerpo, aislado o purificado, o fragmento de este de la presente invencién, y como se describe en la presente
descripcion, puede ser especifico para la proteina lectina-B de la toxina de ricina. El anticuerpo, aislado o purificado, o
fragmento de este de la presente invencion puede ser una IgG.

El anticuerpo, o fragmento de este, de la presente invencidon abarca, ademas, constructos quiméricos y humanizados
basados en las secuencias de la cadena ligera variable o la CDR de los anticuerpos de la presente invencion. Mediante
el término "quimérico", se entiende que las regiones ligeras variables de los anticuerpos de la presente invencion, como
se describié anteriormente, se injertan en las regiones constantes (que pueden incluir Ci, Cu1, Ch2, y Chs) de una fuente
diferente. En un ejemplo especifico, no limitante, un constructo quimérico puede comprender las regiones ligeras variables
de la presente invencion y las regiones constantes humanas. Los métodos para preparar tales constructos quiméricos son
bien conocidos por los expertos en la técnica (Sun LK, 1987). Mediante el término "humanizado", se entiende que la CDR
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descrita anteriormente puede injertarse en las regiones marco de fragmentos de anticuerpos humanos (Fv, scFv, Fab,
sdAb). Los constructos humanizados pueden prepararse mediante el uso de cualquier método adecuado conocido en la
técnica, por ejemplo, pero no limitado a humanizacion, injertos de CDR, y modificacién superficial. La humanizacion de
un anticuerpo o fragmento de anticuerpo comprende reemplazar un aminoacido en la secuencia con su contraparte
humana, como se encuentra en la secuencia consenso humana, sin pérdida de la capacidad o especificidad de unién al
antigeno; este enfoque disminuye la inmunogenicidad del anticuerpo o fragmento de este cuando se introduce en sujetos
humanos. En el proceso de injerto de CDR, una o mas de una de las CDR definidas en la presente descripcion pueden
fusionarse o injertarse en una region variable humana (Vy, 0 VL), o en otras regiones marco de fragmentos de anticuerpos
humanos (Fv, scFv, Fab). En tal caso, se conserva la conformacion de dicho uno o mas de un bucle hipervariable, y
ademas, se conserva la afinidad y especificidad del sdAb por su diana (es decir, ricina). El injerto de CDR es conocido en
la técnica y se describe en al menos los siguientes: patente de Estados Unidos nim. 6180370, patente de Estados Unidos
num. 5693761, patente de Estados Unidos num. 6054297, patente de Estados Unidos num. 5859205, y patente Europea
num. 626390. La modificacion superficial, referida ademas en la técnica como "remodelado de regiones variables", implica
la humanizacion de las posiciones expuestas al solvente del anticuerpo o fragmento; por lo tanto, los residuos no
humanizados enterrados, que pueden ser importantes para la conformacion de CDR, se conservan mientras se minimiza
el potencial de reaccién inmunolégica contra las regiones expuestas al solvente. La modificacion superficial es conocida
en la técnica y se describe en al menos los siguientes: patente de Estados Unidos num. 5869619, patente de Estados
Unidos num. 5766886, patente de Estados Unidos num. 5821123, y patente Europea nim. 519596. Los expertos en la
técnica estarian ampliamente familiarizados con los métodos para preparar tales fragmentos de anticuerpos humanizados.

El anticuerpo o fragmento de este de la presente invencion, ademas, puede comprender secuencias adicionales para
ayudar en la expresion, deteccion, o purificacion de un anticuerpo recombinante o fragmento de este. Por ejemplo, y sin
querer ser limitante, el anticuerpo o fragmento de este puede comprender una secuencia de direccionamiento o sefial (por
ejemplo, pero no limitado a ompA), una etiqueta de deteccion (por ejemplo, pero no limitado a c-Myc, EQKLISEEDL, SEQ
ID NO:33), una etiqueta de purificacion (por ejemplo, pero no limitado a una etiqueta de purificacion de histidina, HHHHH,
SEQ ID NO:34), o cualquier combinacioén de estos.

El anticuerpo, o fragmento de este, de la presente invencion puede estar, ademas, en una presentacion multivalente. La
multimerizacion puede lograrse mediante cualquier método adecuado conocido en la técnica. Por ejemplo, y sin querer
ser limitante de ninguna manera, la multimerizacion puede lograrse mediante el uso de moléculas de autoensamblaje
(Zhang y otros, 2004; Merritt & Hol, 1995), por ejemplo, como se describié en el documento W02003/046560. El método
descrito produce pentacuerpos mediante la expresion de una proteina de fusion que comprende el anticuerpo, o fragmento
de este, de la presente invencion y el dominio de pentamerizacion de la subunidad B de una familia de toxinas ABs (Nielson
y otros, 2000); el dominio de pentamerizacion se ensambla en un pentamero, a través del cual se forma una presentacion
multivalente del anticuerpo o fragmento de este. Cada subunidad del pentamero puede ser la misma o diferente.
Adicionalmente, el dominio de pentamerizacion puede unirse al anticuerpo, o fragmento de anticuerpo mediante el uso de
un enlazador; tal enlazador debe tener una longitud suficiente y una composicion apropiada para proporcionar una unién
flexible de las dos moléculas, pero no debe obstaculizar las propiedades del anticuerpo de union al antigeno. En un
ejemplo no limitante, el enlazador puede ser el enlazador GPGGGSGGGGS (SEQ ID NO:35).

La presente invencion, ademas, abarca otras formas de presentacion multivalente. Por ejemplo, y sin querer ser limitantes,
el anticuerpo, o fragmento de este, puede presentarse como un dimero, un trimero, o cualquier otro oligdmero adecuado.
Esto puede lograrse mediante métodos conocidos en la técnica, por ejemplo, la conexion de enlace directo (Nielsen y
otros, 2000), la interaccion c-jun/Fos (de Kruif y otros, 1996), interaccion "Perilla en los agujeros” (Ridgway y otros, 1996).

La presente invencién abarca, ademas, secuencias de acido nucleico que codifican las moléculas como se describe en la
presente descripcion. La secuencia de acido nucleico puede ser optimizada por codones. La presente invencion abarca,
ademas, los vectores que comprenden los acidos nucleicos como se describié apropiadamente.

La presente invencion comprende adicionalmente células de hibridoma que expresan los anticuerpos de la presente
invencion. En un ejemplo especifico, no limitante, la presente invencidon proporciona células de hibridoma B10, que
expresan el anticuerpo B10.

La presente invencion proporciona, ademas, una composicion que comprende uno o mas de un anticuerpo, o fragmento
de este, como se describe en la presente descripcion. La composicién puede ser una composicion de vacuna. Ademas
del uno o mas de un anticuerpo, o fragmento de este, la composicién puede comprender un diluyente, excipiente o
vehiculo aceptable farmacéuticamente. El diluyente, excipiente o vehiculo puede ser cualquier diluyente, excipiente o
vehiculo adecuado conocido en la técnica, y debe ser compatible con otros ingredientes en la composicion, con el método
de suministro de la composicién, y no debe ser deletéreo para el receptor de la composicién. El uno o mas de un
anticuerpo, o fragmento de este, como se describe en la presente descripcion puede, ademas, formularse en un liposoma
u otra forma de encapsulacion, mediante el uso de métodos conocidos en la técnica. El liposoma o la encapsulacion
pueden formularse opcionalmente para una liberacién controlada en el tiempo; tales formulaciones son bien conocidas en
la técnica.

La composicion puede estar en cualquier forma adecuada; por ejemplo, la composicién puede proporcionarse en forma
de suspension, en forma de polvo (por ejemplo, liofilizada), en forma de capsula o tableta. Por ejemplo, y sin querer ser
limitantes, cuando la composicion se proporciona en forma de suspension, el vehiculo puede comprender agua, solucion
salina, un tampo6n adecuado o aditivos para mejorar la solubilidad y/o la estabilidad; la reconstitucion para producir la
suspension se efectia en un tampoén a un pH adecuado para asegurar la viabilidad de las bacterias. En un ejemplo
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especifico, no limitante, el vehiculo aceptable farmacéuticamente puede ser solucién salina. Los polvos secos, ademas,
pueden incluir aditivos para mejorar la estabilidad y/o vehiculos para aumentar la masa/volumen; por ejemplo, y sin querer
ser limitante, la composicién de polvo seco puede comprender sacarosa o trehalosa.

Estaria dentro de la competencia de un experto en la técnica preparar composiciones adecuadas que comprenden los
presentes compuestos.

Aun en ofra alternativa mas, el uno o mas de un anticuerpo, o fragmento de este, descrito en la presente descripcion
puede suministrarse mediante el uso de un enfoque de terapia génica. Por ejemplo, y sin querer ser limitante de ninguna
manera, el uno o mas de un anticuerpo, o fragmento de este, puede codificarse como un vector de ADN dentro de virus
defectuosos (tal como, por ejemplo, pero sin limitarse a adenovirus) para el suministro dentro de las células de un sujeto(s).
Los métodos para suministrar vacunas o productos terapéuticos de esta manera son bien conocidos en la técnica (Fang
J, y otros, 2005).

La presente invencion proporciona, ademas, un método para prevenir los efectos deletéreos causados por la exposicion
a la ricina o para tratar la exposicion a la ricina que comprende la administracion de uno o mas de un anticuerpo, o
fragmento de este, o una composicion de este como se describe en la presente descripcion a un sujeto que lo necesite.
El sujeto que lo necesite puede ser cualquier especie de mamifero que sea susceptible a los efectos de la ricina; por
ejemplo, y sin querer ser limitante de ninguna manera, el mamifero puede ser un ratén o un humano.

Cuando se usa el uno o mas de un anticuerpo, o fragmento de este, para el tratamiento de la exposicién a la ricina, el uno
0 mas de un anticuerpo, o fragmento de este, puede administrarse al sujeto hasta varias horas después de la exposicion
a la toxina de la ricina para rescatar al sujeto de la muerte. Por ejemplo, el uno o mas de un anticuerpo, o fragmento de
este, puede administrarse 0, 0,5, 1, 1,5, 2,0, 2,5, 3,0, 3,5, 4,0, 4,5, 5,0, 5,5, 6,0, 6,5, 7,0, 7,5, u 8 horas después de la
exposicioén a la ricina, o en cualquier momento entre ellas. En ejemplos especificos, no limitantes, un Unico anticuerpo, o
fragmento de este, como se describié en la presente descripcion puede administrarse al sujeto entre 0 y 4 horas después
de la exposicion a la ricina, mientras que una combinacion sinérgica de anticuerpos o fragmentos de este puede
administrarse entre 0 y 8 horas después de la exposicion a la ricina.

Cuando se usa el uno o mas de un anticuerpo, o fragmento de este, para prevenir los efectos deletéreos causados por la
exposicion a la ricina (es decir, la profilaxis), el uno o mas de un anticuerpo, o fragmento de este, puede administrarse al
sujeto hasta varias semanas antes de la exposicion a la toxina ricina. Por ejemplo, el uno o mas de un anticuerpo, o
fragmento de este, puede administrarse 0, 0,5, 1, 1,5, 2,0, 2,5, 3,0, 3,5, 4,0, 4,5, 5,0, 5,5, 6,0, 6,5, 7,0, 7,5, 8,0, 8,5,0 9,0
semanas antes de la exposicion a la ricina, o en cualquier momento entre ellas para proteger al sujeto contra la exposicion
a la ricina. En un ejemplo especifico, no limitante, un anticuerpo Unico, o fragmento de este, o una combinacion sinérgica
de anticuerpos, o fragmentos de este, como se describié en la presente descripcion puede administrarse al sujeto entre 0
y 9 semanas antes de la exposicion a la ricina.

Como se describié anteriormente, mas de un anticuerpo, o fragmento de este, de la presente invenciéon puede combinarse
para proporcionar un efecto sinérgico con respecto a la actividad neutralizante de la ricina. Por ejemplo, y sin querer ser
limitante de ninguna manera, el AcM D9 puede combinarse con cualquier uno o mas de AcM A9, B10, y/o D3 para
proporcionar una actividad mejorada contra la ricina. En un ejemplo especifico, el AcM D9 y B10 pueden combinarse para
la administracion. Adicionalmente, el AcM D9 puede administrarse en combinacion con cualquier anticuerpo de la técnica
anterior para proporcionar un efecto sinérgico similar; por ejemplo, y sin querer ser limitante de ninguna manera, el AcM
D9 puede combinarse con el AcM HRF4.

Aun otro aspecto de la presente invencion proporciona un método para conferir inmunidad contra la ricina que comprende
administrar uno o mas de un anticuerpo, o fragmento de este, como se describe en la presente descripcion, o una
composicion de este. El uno o mas de un anticuerpo, o fragmento de este, o composicion que lo comprende pueden
administrarse por cualquier via adecuada conocida en la técnica. Por ejemplo, y sin querer ser limitantes, el uno o mas
de un anticuerpo, o fragmento de este, o la composicion que los comprende pueden administrarse por via subcutanea,
intramuscular, oral, o por inhalacion.

La presente descripcion proporciona un método para identificar hibridomas que secretan anticuerpos anti-ricina efectivos,

que comprende:

a) proporcionar células de hibridoma preparadas a partir de linfocitos que se obtienen de ratones inmunizados contra
ricina;

b)  exponer las células a altas cantidades de ricina; e

c) identificar las células que sobreviven a la exposicion de la etapa b).

En el método como se describié anteriormente, los ratones a partir de los cuales se obtienen los linfocitos pueden haberse
inmunizado mediante el uso de dosis crecientes de ricina paso a paso; el aumento de las dosis paso a paso puede
extenderse en el intervalo letal. Esto es contrario a los métodos cominmente usados en la técnica, donde se usan
cantidades subletales de ricina, toxoide de ricina o ricina desglicosilada en adyuvante. Las células de hibridoma pueden
prepararse a partir de la fusion de linfocitos, que se obtienen de los bazos tomados de ratones inmunizados y de una linea
celular de mieloma; esto puede lograrse mediante el uso de cualquier método adecuado conocido en la técnica.

Las células de hibridoma después se exponen a altas cantidades de ricina. Las células de hibridoma pueden aislarse
mediante dilucién en recipientes individuales (tal como, pero sin limitarse a los pocillos de una placa de microtitulacion
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estéril) que contienen medio de cultivo celular estéril. La alta cantidad de ricina usada en la etapa b) del método descrito
anteriormente puede ser cualquier concentracion final de ricina adecuada; por ejemplo, y sin querer ser limitante de
ninguna manera, la concentracion final de ricina puede estar en el intervalo de 1 a 5 ng/mL; por ejemplo, la concentracion
de ricina puede ser 1, 1,5, 2, 2,5, 3, 3,5, 4, 4,5, o 5 ng/mL, o cualquier concentracion en el intervalo como se definié
anteriormente. En un ejemplo especifico, no limitante, la concentracion de ricina puede ser de 5 ng/mL. Esta cantidad de
ricina representa un aumento de 25 veces en la ricina por encima de lo que se ha usado en la técnica anterior (Furukawa-
Stoffer y otros, 1999); sin desear estar sujeto a la teoria, esto puede proporcionar una seleccion mas rigurosa del hibridoma
secretor de anticuerpos y permitir la seleccion de anticuerpos neutralizantes altamente potentes.

El método descrito anteriormente puede comprender, ademas, una etapa para confirmar que el hibridoma de la etapa c)
sobrevivié a la exposicion de la ricina al evaluar la secrecién de anticuerpos anti-ricina efectivos. Esta etapa puede
realizarse mediante los métodos conocidos en la técnica. Los anticuerpos secretados por el hibridoma pueden ser
altamente efectivos para neutralizar la ricina.

El método como se describié anteriormente puede incluir, ademas, una etapa de caracterizacion del anticuerpo secretado
por el hibridoma. La caracterizacién puede incluir la identificacion del isotipo del anticuerpo, la afinidad de unién del
anticuerpo y/o la especificidad por la ricina (mediante el uso, por ejemplo, pero sin limitarse a ensayos de ELISA o de
resonancia de plasmon de superficie), la actividad del anticuerpo in vitro (por ejemplo, pero sin limitarse a la neutralizacion
de la ricina en un cultivo de células Vero) o in vivo (por ejemplo, pero sin limitarse a la neutralizacién de la ricina en un
modelo de ratén).

En la presente descripcion se desarrollaron y se describieron cuatro clones de hibridomas que secretan altos titulos de
anticuerpos IgG anti-ricina. Estos AcM tienen un gran potencial para desarrollarse como agentes terapéuticos basados
en anticuerpos o vacunas basadas en genes de anticuerpos contra la ricina. Se encontré que los cuatro AcM tienen una
alta potencia para la neutralizacion de la ricina tanto en un ensayo de neutralizacion in vitro como en un ensayo de
incubacién conjunta anticuerpo/ricina in vivo que indica la fuerte inhibicién de la muerte celular mediada por ricina. El
anticuerpo monoclonal D9, que se encontrd ser excepcionalmente activo en el ensayo con ratones, se evalud
posteriormente para la terapia posterior a la exposicion y la profilaxis previa a la exposicion contra la ricina in vivo. Este
protegié a los ratones no solo durante horas, sino ademas varias semanas (al menos 6 semanas) antes del reto con la
toxina (5xLDsp de ricina), y rescatd a los ratones hasta 6 horas después de la intoxicacion (5xLDso de ricina);
adicionalmente, cantidades bajas (0,5 ug) fueron terapéuticas contra cantidades altas de toxina (1 pg de ricina). El
anticuerpo D9, ademas, mostré efectos sinérgicos con otros AcM anti-ricina, segun se determiné por el ensayo de
neutralizacion in vitro. Una dosis de 5 ug de anticuerpo en un ratén es equivalente a 1,4 mg en un humano, que esta en
el intervalo de dosis letal. Estos resultados indican que las cantidades en miligramos del anticuerpo monoclonal especifico
anti-ricina en volimenes muy pequefios (0,1 mL) pueden ser suficientes para proteger a los primeros respondedores o
tratar las victimas expuestas a la ricina.

Las consideraciones éticas impiden los estudios de eficacia anti-ricina en humanos; por lo tanto, la evaluacién de los
anticuerpos, o fragmentos de estos, o composiciones de la presente invencion debe realizarse en modelos animales. La
FDA ha ideado una politica, la Norma de los Animales (http://www.fda.gov/cber/rules/humeffic.htm; ver ademas Federal
Register: Mayo 31, 2002 (Volumen 67, Numero 105, paginas 37988-37998)), que permite la aprobacion de productos
terapéuticos o vacunas basadas en estudios de eficacia realizados exclusivamente con modelos animales. La Norma de
los Animales requiere que cualquiera de tales modelos animales debe imitar la enfermedad humana, y que el tratamiento
terapéutico o la proteccién provocada por la vacuna en los animales deben predecir la eficacia en los humanos. Basado
en los resultados en los modelos animales presentados en la presente descripcion y en la Norma de los Animales de la
FDA, los anticuerpos o fragmentos de estos, o las composiciones de la presente invencion constituyen excelentes
candidatos como una vacuna contra la ricina para los animales y los humanos.

La presente invencion se ilustrara ademas en los siguientes ejemplos. Sin embargo, debe entenderse que estos ejemplos
son solamente para propdsitos ilustrativos, y no deben usarse para limitar el alcance de la presente invencién de ninguna
manera.

Ejemplo 1: Preparacion de la reserva de trabajo de ricina

Debido a que la ricina es una posible arma biolégica para los terroristas, es muy dificil obtenerla de fuentes comerciales.
Se obtuvieron frijoles de ricino y se prepararon reservas de trabajo de ricina. Los detalles sobre la fuente de las semillas
de ricino y la preparacion de la reserva de trabajo de ricina no pueden divulgarse debido a problemas de seguridad.

La ricina se preparé a partir de semillas de frijoles de ricino en Defence Research and Development Canada-Suffield.
Ademas, se determind la toxicidad de la reserva de trabajo de ricina. Se determiné una LD50 de ricina para ratones
mediante la inyeccion i.p. de una dilucién en serie de ricina en ratones. Los ratones se observaron durante 7 dias. La
cantidad de ricina para 1xLD50 suministrada mediante la via i.p. para un ratén hembra Balb/c de 20-25 gramos fue 0,215
Mg; 5xLD50 fue 1,075 pg, o aproximadamente 1 ug. Para 5xLD50 de ricina suministrada mediante la via i.p. los ratones
murieron dentro de 1-2 dias.

Ejemplo 2: Creacion y seleccion de hibridoma
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Se usaron ratones para obtener un hibridoma de anticuerpos. Los ratones se mantuvieron en un area segura de BSL-2,
cuidados bajo las orientaciones del Consejo Canadiense de Cuidado de Animales (CCAC), y se evaluaron para puntos
finales alternativos.

Se inyectaron grupos de 5 ratones hembras BALB/c por via i.p. con cantidades crecientes de ricina (0,2, 1,0, 5y 25%LDs)
del Ejemplo 1 en 0,1 mL de solucion salina 0,9 % estéril por raton. En dependencia de su recuperacion (aumento de peso,
una carencia de sintomas de la enfermedad), las inyecciones de las cantidades crecientes de ricina fueron de 2-3 semanas
de diferencia. Dos semanas después de la dosis final, se sangraron los ratones mediante un corte en la vena de la cola
con un bisturi mientras el ratén estaba en una camara de restriccion; la sangre se recolecté en un tubo de microcentrifuga
estéril y se dej6 coagular a temperatura ambiente durante 30 minutos. Después, la muestra se centrifugdé a 2300 x g
durante 5 minutos y se recolecté el suero; en casos requeridos, el suero se almacend a -20°C hasta que se necesitara.

Se realiz6 el ELISA para determinar los titulos de los anticuerpos IgG anti-ricina. Las placas para ELISA de noventa y seis
pocillos (Nunc Maxisorp, Canadian Life Technologies, Burlington, ON) se recubrieron con 100 uL por pocillo de ricina 5
pg/mL en tampdn carbonato bicarbonato, pH 9,6, después se incubaron durante toda la noche a 4 °C. Después de
bloguear con BSA diluido, las placas se incubaron con 100 uL de diluciones de suero durante 2 horas a temperatura
ambiente. Se detectaron anticuerpos anti-ricina mediante incubacion con IgG anti-raton HRP generada en cabra diluida
1:3000 (Caltag Laboratories, Burlingame, CA) seguida de la adicion de un sustrato de tetrametilbencidina peroxidasa
(Kirkegaard and Perry Laboratories, Gathersburg, MD). La absorbancia se midié a 615 nm mediante un lector automatico
de microplacas (Molecular Devices, Sunnyvale, CA).

Los dos ratones con los titulos mas altos se sacrificaron tres dias después del ultimo refuerzo para recolectar linfocitos.
Estos ratones se sacrificaron mediante dislocacion cervical, después el abdomen se frotdé con etanol al 70 % y se abrid
con tijeras y pinzas estériles. Los bazos de los ratones inmunizados se disecaron asépticamente y se trituraron
suavemente con portaobjetos de vidrio esmerilado, esterilizados en autoclave, en medio de Eagle modificado de Dulbecco
(DMEM; Invitrogen) y luego se filtraron a través de una malla metalica para preparar esplenocitos. Los hibridomas se
produjeron mediante la fusion de los esplenocitos con células de mieloma Sp 2/0 (ATCC numero de acceso CRL-1581,
ATCC, Rockville, MD) mediante el uso de un kit Clonacell™-HY (StemCell Technologies, Vancouver, BC), siguiendo las
instrucciones del fabricante y haciendo crecer estos en medio semisélido con 2,5 ng/mL de ricina (10x dosis letal del
cultivo de células de hibridoma). Después de 2 semanas, se recolectaron los clones de hibridoma individuales del medio
semisolido, se transfirieron a placas de cultivo de tejidos de 96 pocillos y después se cultivaron durante 1 semana en
Medio E Clonacell con 5 ng/mL de ricina (20x dosis letal del cultivo de células de hibridoma) para una seleccion adicional.

De los clones supervivientes, se elimino el sobrenadante y se evalué mediante ELISA (como se describié anteriormente)
para detectar anticuerpos anti-ricina. Los anticuerpos se caracterizaron adicionalmente mediante el uso de un kit IsoStrip
de Roche Diagnostics (Laval, QC) siguiendo las instrucciones del fabricante. Solamente se usaron posteriormente los
clones que expresan anticuerpos IgG. Veinticinco clones sobrevivieron a esta alta concentracion de toxina y, a partir de
estos, se identificé mediante ELISA un panel de 4 clones de hibridoma (A9, B10, D3, D9) con alta reactividad especifica
para la ricina.

Ejemplo 3: Purificacion y caracterizacion de anticuerpos
Los cuatro clones de hibridoma del Ejemplo 2 se cultivaron y los anticuerpos expresados se purificaron y se caracterizaron.

Los clones de hibridoma A9, B10, D3 y D9 se cultivaron por separado en DMEM suplementado con FBS al 10 %. Los
anticuerpos monoclonales (AcM) se purificaron a partir de los sobrenadantes del cultivo celular mediante la purificacion
Melon Gel (Kit de purificacion de IgG monoclonal Melon Gel, Pierce, Rockford, IL) de acuerdo con el protocolo del
fabricante. El sobrenadante se dializ6 durante dos intercambios de 1 hora en Tampén de Purificacion de IgG Melon Gel a
pH 7,0 y se cargd en una columna que contiene la resina Melon Gel. Después de 5 minutos de incubaciéon con mezclado
de extremo a extremo, la IgG purificada se recolect6 en la fraccion de flujo continuo. Todas las muestras purificadas de
IgG se dividieron en alicuotas y se almacenaron a menos 20 °C. La pureza del AcM fue del 85-90 %, segun se evalu6 por
SDS-PAGE (datos no mostrados).

Ademas, se caracterizo el isotipo de los AcM purificados mediante el uso de un kit IsoStrip™ de ratéon. Todos los AcM
mostraron el mismo subtipo de cadena pesada, gamma 1, y el mismo tipo de cadena ligera, kappa. La inmunorreactividad
de estos AcM a la ricina se investigé mediante ELISA. Todos los AcM se unieron a la ricina (Figura 1) de una manera
dependiente de la dosis. El HRF4 (Furukawa-Stoffer, T.L.,1999) se us6 como control positivo, que muestra una alta
actividad. Particularmente interesante es la actividad promedio mostrada por el anticuerpo D9.

Se determinaron cuatro secuencias variables de anticuerpos neutralizantes contra la ricina mediante el uso de PCR con
cebadores degenerados especificos para anticuerpos de ratén (Amersham Pharmacia). Brevemente, se aislé el ARN total
de las lineas celulares de hibridoma (Qiagen RNeasy Plus Mini) y se transcribié de manera inversa con Superscript ||
RNase H- (Invitrogen) y un cebador oligo dT (12-18 mer) para producir ADNc. Se usé Platinum Taq DNA Polymerase High
Fidelity (Invitrogen) para amplificar los genes ScFv, V4 y Vi con cebadores degenerados (Amersham Pharmacia Biotech)
para PCR (Eppendorf Mastercyler de gradiente). Se detectaron distintas bandas de aproximadamente 340 pb para Vu y
aproximadamente 325 pb para V. en un gel de agarosa al 1,5 % después del PCR y las bandas se purificaron (Qiagen
Gel Extraction) y se clonaron en el vector de clonacion Zero Blunt TOPO PCR (Invitrogen) para la secuenciacion (Beckman
Coulter CEQ 8000 Genetic Analyzer).
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Las secuencias de aminoacidos para los dominios variables de AcM A9, B10, D3, y D9 se muestran mas abajo, con las
regiones CDR subrayadas.
A9 cadena ligera variable

DIQMTQSPSSLSASLGGKVTITCKASQDIKQYIAWYQYKPGKGPRLLIHYTSTLQPGIPSRFSG
SGSGRDYSFSISNLDPEDIATYYCLQYDHLYTFGGGTKLEIKR (SEQ ID NO.25)

A9 cadena pesada variable
KVQLQESGAELMKPGASVKISCKATGYTFSSYWIQWIKQRPGHGLEWIGEILPGTGNTNYS
EKFKGKATFTTDTSSNTAYMHFSSLTSEDSAVYYCSRCEGEGYFQAWFAYWGQGTTVTVSS
{SEQ ID NO:26)

B10 cadena ligera variable
DIVLTQSPSSMYASLGERVTITCKASQDINNYLRWFQQKPGKSPKTLIYRANRLVDGVPSRFS
GSGSGQODYSLTISSLEYEDMGFYSCLQYDEFPYTFGGGTKLEIKR (SEQ ID NO:27)

B10 cadena pesada variable
EVQLOQESGTGLVKPGASVKLSCKASGYTFTEYINWVKQRSGQGLEWIGWEYPGSGDIKYNE
KFKDKATLTADKSSSTVYMELSRLTSEDSAVYFCARNGRWDDDYFDYWGQGTTVTVSS
{SEQ ID NQ:28)

D3 cadena ligera variable
DIOGMTQSPSSLSAFVGGKVTITCKASODIKKYIGWYQOKPGKGPRLLIHYTSTLGPGIPSRFSG
SGSGRDYSFSISNLEPEDIATYYCLQYDSLYTFGGGTKLEIKR (SEQ ID NO:29)

D3 cadena pesada variable
KVKLQESGAELMKPGASVKISCKSTGYTFSNYWIEWIKQRPGHGLEWIGEILPGSGSINYDEK
FKGKATFTADTSSDTVYMFLSGLTSEDSAVYYCARQANRGFDSAWFAYWGQGTTVTVSS
{SEQ 1D NO:30)

D9 cadena ligera variable
DIELTQSHKFMSTSVGDRVSITCKASODVTAAVAWYQQKPGQSPKLLIHSASYRYTGVPDRFT
GSGSGSPFTFTISSYQAEDLAVYYCQOYYNTPLTFGAGTKLELKR (SEQ 1D NO:31)

D9 cadena pesada variable
QVQLQESGPELVKPGASMKISCKASGYSFTEHIINWVKQTHRENLEWIGLINPNSGGTNYN

QKFKDKATLTVDTASNTAYMELLSLTSEDSAVYYCARLRYDAAYWGQGTTVTVSS (SEQ ID
NO:32)

Para determinar la especificidad general de los anticuerpos, las inmunotransferencias se realizaron de la siguiente
manera. Ricina, la cadena A de ricina y la cadena B de ricina se separaron mediante SDS-PAGE 10 % en un equipo X-
Cell Sure Lock Mini-Cell (Invitrogen). Las proteinas separadas se transfirieron electroforéticamente a membranas de
PVDF (Millipore Corp. Bedford, Ma) mediante el uso del sistema Mini Trans-Blot (Bio-Rad Laboratories) con tampon MOPS
(MOPS 50 mM, Tris-base 50 mM, SDS 0,1 %, EDTA 1 mM, pH 7,7, y metanol 10 %). Las membranas se bloquearon con
el tampon Superblock (Fisher Scientific Company, Canada), seguido de lavados 3x durante 5 minutos cada uno con PBS
que contiene tween-20 0,05 % (PBST). Después las membranas se incubaron con anticuerpos anti-ricina, dilucion 1:1000
en tampodn Superblock durante toda la noche a 4 °C. Posteriormente, se realizaron 3 lavados con PBST, las membranas
se incubaron con anticuerpos anti-raton conjugado IgG-HRP generado en conejo (Jackson ImmunoResearch
Laboratories) dilucion 1:3000 en tampon Superblock a temperatura ambiente durante 1 hora, seguido de 3 lavados con
PBST. La union especifica se detectd con el kit ECL (Amersham Biosciences) y se tom6 una imagen mediante el uso del
sistema VersaDoc™ 5000 (Bio-Rad Laboratories).

En el proceso SDS-PAGE anterior, la ricina se disocié en la cadena B de mayor peso molecular y la cadena A de menor
peso molecular. Todos los AcM (A9, B10, D3 y D9) se unen especificamente a la cadena B. En la Figura 2 se muestran
los resultados para B10, representativos de otros anticuerpos. Como se muestra, B10 se une a la ricina completa (carril
2) y cadena B (carril 4) pero no a la cadena A (carril 3). Todo el AcM presente se uni6 a la cadena B, bloque6 su capacidad
para unirse a las membranas celulares, y asi evitd que la cadena A toxica penetrara y destruyera a la célula. Esto contrasta
con los anticuerpos existentes, donde la mayoria de los candidatos terapéuticos son anticuerpos monoclonales con
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actividad de union contra la cadena A toxica. Este es un curso logico, ya que un experto en la técnica buscaria un
anticuerpo que pudiera neutralizar la parte téxica de la ricina para una terapia eficaz.

Ejemplo 4: Ensayo de neutralizacion In vitro

Un ensayo de neutralizacion in vitro que implica la incubacién conjunta del anticuerpo y la toxina seguida por la
administracion al cultivo celular, se uso6 para evaluar la actividad de la IgG del Ejemplo 3.

La cantidad de anticuerpo se determindé mediante un kit de ensayo de IgG de ratéon Easy-Titer (Easy-Titer Mouse 1gG
Assay Kit, Pierce, Rockford, IL) de acuerdo con el protocolo del fabricante. En una placa de microtitulacion, se adicionaron
a cada pocillo 20 pL de perlas sensibilizadas con anti-IgG seguido de 20 L de la IgG en investigacion, a continuacion, se
mezclaron durante 5 minutos a temperatura ambiente. Después, la placa se bloqued con 100 yL de Tampon de Bloqueo
durante 5 minutos con la mezcla y se leyd a una absorbancia de 405 nm mediante un lector automatico de microplacas
(Molecular Devices). Las concentraciones de los anticuerpos fueron 4,8 mg/mL para A9, 0,68 mg/mL para B10, 1,96
mg/mL para D3 y 1,15 mg/mL para D9.

Para determinar la actividad de un anticuerpo dado, primero se diluyé en medios de cultivo a 10 pg/mL. Se afiadieron 200
WL del anticuerpo diluido al primer pocillo en una placa de microtitulacion de columna, y se afiadieron 100 pL de medio de
cultivo a los otros pocillos de esa columna. Se transfirieron 100 pL al siguiente pocillo de la columna para hacer una
diluciéon de 2 veces, esto se realizé de manera continua y al ultimo pocillo de la columna se le eliminaron 100 uL, de
manera que todos los pocillos tenian 100 pL de anticuerpo diluido en serie. La ricina se diluyd en medio de cultivo a 300
ng/mL y se adicionaron 50 uL de ricina a cada pocillo; la placa se incubd con CO, 5% a 37 °C durante 2 horas.

Las células Vero se mantuvieron en DMEM con FBS al 10 % (suero bovino fetal) en frascos de cultivo Falcon de 75 cm?
con CO2 5% a 37 °C, con cambios de medio cada 2-3 dias. Cuando las células tenian una confluencia del 60-80 %, se
uso tripsina para desprender las células, y la concentracion de las células se estimé mediante recuento con un
hemocitémetro. Las células se diluyeron a 2x10% células/mL y 50 uL de la suspension celular se adicion6 a cada pocillo
en la placa de microtitulacion anterior después de 2 horas de incubacion de la ricina y el anticuerpo. La placa se incubd
con CO2 5 % a 37 °C durante 2 dias.

Después de la incubacion, se afiadieron 20 yL de Azul de Alamar (TREK Diagnostic System, Ohio) a cada pocillo y la
placa se incub6 con CO2 5 % a 37 °C durante 5-6 horas. La placa se leyo en un lector de placa (Molecular Devices), a
absorbancias de 570 nm y 600 nm, las lecturas se normalizaron mediante la sustraccion de la lectura de absorbancia de
los pocillos que no tenian células, y el punto de datos fue el promedio de As7onm + Asoonm de pocillos por triplicado. Como
conoceria un experto en la técnica, el colorante Amalar se difunde dentro de las células muertas y proporciona una alta
absorbancia a 600 nm; si las células son viables, secretaran el colorante y oxidaran el Azul de Alamar, lo que dara una
lectura disminuida a 600 nm y una lectura aumentada a 570 nm. Cuando se divide la As7onm por la Asoonm, l0S numeros
mas grandes indican una mayor viabilidad de las células. Se representoé una curva estandar mediante el uso de las lecturas
para los pocillos en ausencia de ricina (100 % de viabilidad), altas cantidades de ricina y sin anticuerpos (0 % de
supervivencia) y cantidades variables de ricina.

Se uso la curva estandar para evaluar la viabilidad de las células en los pocillos de prueba (ricina incubada conjuntamente
con AcM). Los resultados de viabilidad inferiores al 100 % (por ejemplo, 49 %) indican que las células en los pocillos de
prueba (ricina + AcM) eran viables pero dejaron de crecer, lo que resulta en lecturas bajas en comparacion con las células
de control que continuaron creciendo. Los resultados se muestran en la Tabla 1, donde aparece que el AcM B10 se
desempefié mejor en neutralizar la ricina en este ensayo in vitro.

Tabla 1. Namero relativo de células que sobreviven a 75 ng de ricina/mL incubadas conjuntamente con AcM.

. Células viables (% del control de células) con administracion
Concentracion del AcM de 75 ng/mL de ricina + AcM
(ng/mL)
A9 B10 D3 D9 HRF4
5000 65 77 60 106 46
1700 79 68 40 49 24
560 51 49 33 24 20
190 24 49 21 19 13
62 7 22 14 14 9
21 9 10 9 15 7
6.9 8 6 7 6 5
2.3 8 7 4 8 7

Ejemplo 5: Ensayo de neutralizacion in vivo
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Un ensayo de neutralizacion in vivo que implica la administracion del anticuerpo con ricina a ratones se uso para evaluar
la actividad de la IgG del Ejemplo 3.

Brevemente, se incubaron diferentes cantidades de anticuerpo (de 0,4 a 10 pg/ratén) conjuntamente con 5xLDsg de ricina
(1 hora, 37 °C, con un mezclado por inversion suave cada 15 minutos); después la mezcla se inyecto por via intraperitoneal
(i.p.) en ratones hembras BALB/c. Se usaron dos patrones de referencia de anticuerpos como controles: anticuerpo
policlonal anti-ricina IgG de cabra y AcM HRF4 de ratén. Los resultados son como se muestran en la Tabla 2.

Tabla 2. Supervivencia de ratones a los que se les administré 5xLDsp de ricina incubada conjuntamente con diversas
cantidades de anticuerpos. Se proporciona el nimero de ratones viables en cada dia después de la administracion.

Dia | Dia | Dia | Dia | Dia | Dia
3 4 5 6 7 1

Anticuerpo Cantidad Dia 1
(H9) (nimero)

Control 0 3

Anticuerpo de Cabra 20 3 3 3 3 3 3

Purificado 4

0,8
HRF4 10
2

0,5
0,4
A9 10
2

0,5
0,4
B10 10
2

0,5
0,4
D3 10
2

0,5
0,4
10
2

0,5
0,4

O|lWw|w
w
w
w
w

O|lWwW|w
-
-
-
-

D9
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1
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En los ensayos in vitro, el AcM HRF4 fue el mejor AcM de unioén en los estudios de ELISA (Ejemplo 3) y B10 fue el mejor
anticuerpo neutralizante en el ensayo de cultivo celular (Ejemplo 4). Sin embargo, en ambos ensayos in vitro el AcM D9
aparecia no excepcional. Solamente en la presente evaluacion en el modelo de ratén in vivo D9 demostré tener un mérito
excepcional como una contramedida médica contra la ricina. Por lo tanto, los resultados del analisis in vitro no son
necesariamente indicativos de la eficacia in vivo de los AcM anti-ricina. Sorprendentemente, 0,5 ug del anticuerpo D9 fue
efectivo para proteger ratones de 5xLDs (1 pug de ricina). En este nivel de eficacia, el AcM D9 supera la actividad de todos
los otros anticuerpos informados hasta la fecha.

Vale la pena sefalar que todos los anticuerpos de la presente invencion superaron al anterior anticuerpo monoclonal
estandar de referencia, HRF4, asi como también a los anticuerpos policlonales anti-ricina de cabra.

Ejemplo 6: Eficacia del anticuerpo administrado antes o después de la exposicion a la ricina
Las publicaciones existentes sugieren que la ricina penetra a una célula de mamifero después de solo 30 minutos, y que

no puede hacerse mucho para rescatar a una victima o animal mas alla de este tiempo. Ademas, la literatura actual
sugiere que los anticuerpos anti-ricina pueden administrarse de horas a unos pocos dias antes de la intoxicacién con
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ricina para proteger a los ratones. En este Ejemplo, se evalud la supervivencia de los ratones a los que se administraron
los anticuerpos del Ejemplo 3 en diversos puntos de tiempo, antes o después de la exposicion a la ricina.

Administracion de anticuerpos después de la exposicion a la ricina: Los ratones se evaluaron mediante el uso del ensayo
de neutralizacion in vivo como se describié en el Ejemplo 5, excepto que se administraron 5 pg de los anticuerpos (A9,
B10, D3, D9, HRF4 (control positivo)) 1, 2, 4, o 6 horas después de la exposicion a la ricina, o se administré solucion
salina 1 hora después de la exposicion a la ricina (control negativo). Cada grupo experimental comprende 4 ratones. Los
resultados se muestran en la Tabla 3.

Tabla 3. Supervivencia de los ratones a los que se administré el anticuerpo en diferentes puntos de tiempo después de
recibir 5xLDso de ricina. Se proporciona el niUmero de ratones viables en cada dia después de la administracion del

anticuerpo.
Puntos de tiempo | Dia1 | Dia2 | Dia3 | Dia4 | Dia5 | Dia6 | Dia7
Control 1hr 4 1 0 - - - -
HRF4 1hr 4 2 0 - - - -
5 pg por raton > hr 3 1 0 _ _ _ _
4 hr 4 2 0 - - - -
6 hr 3 0 - - - - -
A9 1hr 4 4 4 4 4 4 4
5 ug por ratén 2hr 4 4 2 2 0 - -
4 hr 4 4 3 2 0 - -
6 hr 4 3 1 1 0 - -
B10 1hr 4 4 4 4 4 4 4
5 ug por ratén 2hr 4 4 4 4 4 4 4
4 hr 4 4 4 2 2 2 2
6 hr 4 3 3 0 - - -
D3 1hr 4 3 3 3 3 3 3
5 ug por ratén 2hr 4 4 4 4 2 2 2
4 hr 4 4 2 2 0 - -
6 hr 4 4 2 0 - - -
D9 1hr 4 4 4 4 4 4 4
5 ug por ratén 2hr 4 4 4 4 4 4 4
4 hr 4 4 4 4 4 4 4
6 hr 4 4 4 4 4 4 4
8 hr 3 2 0 - - - -

Todos los anticuerpos de la presente invencion fueron capaces de rescatar los ratones cuando el anticuerpo se administrd
1-2 horas después de la exposicion a la ricina. De hecho, y como en el Ejemplo 5, los anticuerpos presentes superaron
tanto a HRF4 como a los anticuerpos policlonales de cabra. La Tabla 3 muestra de manera concluyente que los
anticuerpos, especialmente D9, pueden administrarse varias horas después de la intoxicaciéon con ricina para rescatar
ratones.

Administracion de los anticuerpos antes de la exposicién a la ricina: Debido a la superioridad del anticuerpo D9 y para
disminuir la cantidad de animales requeridos para la experimentacién, esta parte de la prueba se realizé mediante el uso
solamente del AcM D9. Los ratones se evaluaron mediante el uso del ensayo de neutralizacion in vivo como se describid
en el Ejemplo 5, excepto que se administraron 5 ug del AcM D9 1, 7, 14, 28, o 42 dias antes de la exposicion a la ricina,
0 no se administré ningln anticuerpo antes de la exposiciéon a la ricina (control negativo). Cada grupo experimental
comprende 4 ratones. Los resultados se muestran en la Tabla 4.

Tabla 4. Supervivencia de los ratones a los que se administré el AcM D9 en diferentes puntos de tiempo antes de recibir
5xLDsp de ricina. Se proporciona el nimero de ratones supervivientes 7 dias después de la administracién de ricina.
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Punto de tiempo Supervivencia
Control negativo 0*
D9 1 dia 4 (100%)
7 dias 4 (100%)
14 dias 4 (100%)
28 dias 4 (100%)
42 dias 4 (100%)
* todos murieron o tuvieron que sacrificarse después de 1 dia

La Tabla 4 muestra que, aparte de una pérdida de peso temporal menor (datos no mostrados), no se observaron muertes
cuando se administro el anticuerpo D9 1, 7, 14, 28, 0 42 dias antes de que se administrara a los ratones 5xLDsq de ricina.
Con base en los resultados anteriores, puede formularse la hipétesis de que los AcM A9, B10 y D3 serian similares,
aungue solo un poco menos efectivo.

Dado que hay algo de aclaramiento o recambio con el tiempo, se abordé la cuestion de la cantidad de tiempo necesaria
para que los 5 pug de anticuerpo administrado alcancen niveles por debajo de la cantidad protectora de 0.5 pg de anticuerpo
(determinado en el Ejemplo 5) dentro del raton. Para conservar el uso de ratones, se realizé una extrapolacion mediante
la evaluacion de la cantidad de anticuerpo D9 en sangre de raton a lo largo de diferentes puntos de tiempo. A cada uno
de los ratones se les administraron 5 pg de anticuerpo D9, y cada semana se sangré un grupo de ratones a través de la
vena de la cola (ver Ejemplo 2), se recolectaron los sueros y la cantidad de anticuerpo D9 en los sueros se evalué mediante
la cuantificacion por ELISA (ver Ejemplo 2). Los resultados se muestran en la Figura 3, donde la vida media del anticuerpo
anti-ricina D9 se estimé en 18,5 dias en los ratones. A partir de estos datos, puede extrapolarse que después de 6
semanas la cantidad de D9 por ratén seria de aproximadamente 1 pg, por encima del minimo de 0,5 ug. Esta gran ventana
de proteccion es comprensible dado que D9 es un anticuerpo de ratdn circulante dentro de los ratones. Un anticuerpo
monoclonal anti-ricina humanizado basado en los anticuerpos de la presente invencioén, circulante en un humano, puede
tener una vida media similarmente larga.

Es dificil comparar la eficacia de diferentes anticuerpos anti-ricina reportados previamente en la literatura mediante el uso
de diferentes condiciones experimentales, tales como diferentes rutas de administracién de anticuerpos, diferentes
modelos animales, etcétera. Sin embargo, dos informes parecen tener condiciones de experimentos similares a los
Ejemplos actuales. Un informe mostré que el anticuerpo anti-ricina CD12 o R70, a la dosis de 5, 10, 20, o 40 pg/raton
podria proteger a los ratones contra el reto de 5xLDsg de ricina cuando se administra el anticuerpo 24 horas antes del reto
con ricina (Neal LM, y otros, 2010). El segundo informe mostré que 100 pg/raton del anticuerpo anti-ricina 4C13 podria
rescatar los ratones 30 minutos después del reto con ricina (10xLDso; Guo J, y otros, 2006). En contraste, los presentes
Ejemplos muestran que la administracion de 5 pg/ratdon de anticuerpo D9 puede proteger a los ratones durante al menos
6 semanas antes del desafio con ricina (5%xLD50) o puede rescatar a los ratones 6 horas después del reto con ricina
(5%LD50).

Ejemplo 7: Efecto sinérgico del AcM D9
Se evaluaron combinaciones de los anticuerpos del Ejemplo 3 para evaluar la presencia de actividades sinérgicas.

Los ratones se evaluaron mediante el uso del ensayo de neutralizacion in vitro como se describié en el Ejemplo 4, excepto
que se usaron mezclas de los anticuerpos en una relacion 1:1 (A9, B10, D3, D9, HRF4), a una concentracion total de 313
ng/mL. Ademas, se uso el anticuerpo solo, a una concentracién de 156 ng/mL. Los resultados se muestran en la Figura
4.

Se generd un conjunto muy grande de datos, pero en resumen, sin importar qué anticuerpo se us6, D9 tuvo un efecto
auxiliar, especialmente para B10. Si el efecto de la combinacién de anticuerpos fue simplemente aditivo, los resultados
para el anticuerpo solo y la combinacidon deberian ser equivalentes. La Figura 4 muestra que los valores para la
supervivencia celular fueron mucho mas altos cuando se adiciond D9 a cualquiera de los otros AcM.

Para evaluar el efecto sinérgico in vivo, se evaluo el efecto de administrar la combinaciéon de D9 y B10 en diversos puntos
de tiempo después de la exposicion a la ricina. Esto se realizé de acuerdo con el método descrito en el Ejemplo 6, excepto
que 0,5 ug del AcM D9 y 0,5 ug del AcM B10, o 5 ug del AcM D9 y 5 ug de AcM B10. Se observo sinergismo adicional
cuando 0,5 ug de AcM D9y 0,5 ug de AcM B10, o 5 ug de AcM D9y 5 ug de AcM B10, o solucién salina se administraron
a los ratones 8 horas después de la intoxicacion por ricina (n = 4, en cada grupo). Los resultados se muestran en la Tabla
5.

En el Ejemplo 6, el mejor candidato, el AcM D9, no difiere de los controles de solucion salina cuando se administra 8 horas
después de la intoxicacion por ricina (Tabla 3); si la combinacion de D9 y B10 tuviera algun efecto sinérgico adicional,
este se veria en este punto de tiempo. Los presentes resultados (Tabla 5) mostraron que la combinacién de anticuerpos
previno la muerte o extendié el tiempo hasta la muerte. Especificamente, 1 de 4 ratones sobrevivié cuando se
administraron con 0,5 ug de cada uno de D9 y de B10, mientras que la vida se prolongé unos pocos dias para los ratones
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administrados con 5 pg de cada uno de D9 y de B10. El tiempo extendido hasta la muerte es alentador, ya que puede
abrir una ventana de oportunidad para que las victimas reciban atencién de apoyo y una mayor supervivencia después
de la exposicion a la ricina.

Tabla 5. Supervivencia de ratones que se les administré la terapia con AcM 8 horas después de la administracion de
5xLDsp de ricina. Se proporciona el nimero de ratones viables en cada dia después de la administracion del anticuerpo.

Numero de ratones supervivientes de un grupo de 4

Dia1 | Dia2 | Dia3 | Dia4 | Dia5 | Dia6 | Dia7
Ricina + solucion salina 4 0 - - - - -
0,5ug de AcM D9 + 0,5ug de AcM B10 4 2 1 1 1 1 1
5ug de AcM D9 + 5ug de AcM B10 4 4 3 2 0 - -

Ejemplo 8: Constructo quimérico de anticuerpos anti-ricina

Se prepararon los constructos quiméricos de los anticuerpos del Ejemplo 3. En la presente, el término "quimérico" se usa
para definir un anticuerpo donde la region constante del anticuerpo de ratéon se reemplaza con una regién constante
humana.

Brevemente, las regiones variables de las cadenas pesada y ligera para B10 y D9 se injertaron en la region constante de
la cadena pesada gamma 1 humana y la region constante de la cadena ligera kappa 1, respectivamente, para ensamblar
todos los genes de anticuerpos quiméricos, lo que resulta en B10 y D9 quiméricos.

La secuencia de ADN del anticuerpo quimérico (2 kb) se sintetizd de la siguiente manera. Una secuencia lider de cadena
ligera estaba aguas arriba de la cadena ligera, seguida de un enlazador de autoescision del virus 2A de la fiebre aftosa
que codifica para APVKQTLNFDLLKLAGDVESNPGP (SEQ ID NO: 36) antes de la cadena pesada. La secuencia de ADN
completa flanqueada por Kpn | 'y Hind llIse sintetizé6 mediante GenScript Corporation (Scotch Plaines, NJ) y se clond en
el vector pUC57, que resulté en pUC57-B10 o D9 quimérico. Se construy6 un vector de adenovirus recombinante que
expresa B10 quimérico o D9 quimérico mediante el uso del sistema AdEasy (Qbiogene, Carlsbad, CA) de acuerdo con el
protocolo del fabricante. Brevemente, el fragmento Kpn I-Hind Ill de pUC57- B10 quimérico o pUC57- D9 quimérico se
ligdé a un vector pShuttle-CMV digerido con Kpn I-Hind IlI. El constructo pShuttle resultante se transformé conjuntamente
con el vector pAdEasy-1 en células BJ5183 de E. coli para producir un constructo genémico de adenovirus recombinante
para la expresion de la proteina hu1A4A1IgG1. El constructo de adenovirus recombinante, pAd- B10 quimérico o D9 se
linearizd con Pac | y se transfect6 en las células HEK 293 (ATCC) cultivadas en el medio de Dulbecco modificado de
Eagle suplementado con suero fetal bobino (FBS) 5 % para amplificacion y después el adenovirus amplificado se purifico
mediante un método cromatografico.

Para expresar B10 quimérico o D9 quimérico, se infectaron células HEK 293 con el adenovirus recombinante pAd-
quimérico B10 o pAd-quimérico D9 a una multiplicidad de infeccion de 1. Las células infectadas se cultivaron durante una
semana y se recolecté el sobrenadante del cultivo. EI B10 quimérico o D9 quimérico expresados se purificaron mediante
el uso de gel de agarosa de proteina L de Pierce Biotechnology (Rockford, IL). Brevemente, el sobrenadante del cultivo
se dializé contra solucion salina tamponada con fosfato (PBS) (Sigma-Aldrich) durante 12 horas, después se concentrd
mediante el uso de PEG (Sigma-Aldrich) a menos de 50 mL. La muestra concentrada se incubé con 2 mL de gel de
agarosa de proteina L a 4 °C durante 1 hora. La mezcla de gel y sobrenadante se cargd después en una columna vacia,
que posteriormente se lavé con tampon de unién. EI B10 quimérico o D9 quimérico unidos se eluyeron con tampoén de
elucioén. El Ac eluido fue desalado posteriormente mediante el uso de una columna Excellulose (Pierce Biotechnology),
después se concentré mediante Centricon YM-30 (Millipore Corp., Bedford, MA).

Las modalidades y los ejemplos descritos en la presente descripcion son ilustrativos y no pretenden limitar el alcance de
la invencién como se reivindica. Los inventores pretenden que las variaciones de las modalidades anteriores, que incluyen
alternativas, modificaciones y equivalentes, estén abarcadas por las reivindicaciones. Ademas, la combinacion de las
caracteristicas discutidas podria no ser necesaria para la solucién inventiva.

Ejemplo 9: Humanizacion de los anticuerpos
Modelacion molecular y analisis estructural del Fv de D9

Se desarrollaron diferentes enfoques para humanizar los anticuerpos murinos para disminuir la antigenicidad de los
anticuerpos murinos en los humanos. A pesar del desarrollo de tecnologias de visualizacién molecular y de animales
transgénicos para la generacion de anticuerpos completamente humanos, el injerto de CDR para transferir todas las CDR
de anticuerpos murinos a las FR de anticuerpos humanos permanece como una estrategia atractiva y comprobada para
superar las deficiencias terapéuticas de los anticuerpos murinos.

Los anticuerpos injertados con CDR tienden a perder la afinidad de union parental. La clave para que en los anticuerpos
injertados con la CDR persista la afinidad de union parental reside en la preservacion de la conformacion de la CDR
murina en el anticuerpo humanizado para la unién al antigeno. La conformacion de la CDR depende principalmente de
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las estructuras canédnicas de la CDR determinadas por unos pocos residuos canoénicos conservados localizados en las
CDR y en las FR. Ademas, algunos residuos claves en las FR reajustan la conformacion de las CDR. Ellos incluyen los
residuos de la zona vernier, que forman una capa subyacente a las CDR y los residuos de empaquetamiento entre
cadenas, que aparean las CDR de VH y VL. Para determinar esos residuos clave de FR, el modelo molecular de la region
variable de D9 se estableci6 a través de PIGS (http://www.biocomputing.it/pigs), un servidor web para el modelado
automatico de dominios variables de inmunoglobulina basado en las VH (2NR6) de anticuerpos mas homologas que
comparte 86 % de identidad y VL (1MLB), que comparte 70 % de identidad con las VH y VL correspondientes de D9 en
la base de datos de estructura de inmunoglobulinas conocidas. La estructura tres D de D9 se visualizé después mediante
el uso de un programa de visualizaciéon molecular (Deepview), los residuos de la zona vernier localizados a 5A de las CDR
y los residuos de empaquetamiento entre cadenas localizados a 5A de la interface VH-VL se identificaron como se muestra
en la Figura 5.

Humanizacion del AcM D9

Hay dos fuentes de secuencias de anticuerpos humanos: madura y germinales. La ultima tiene dos ventajas sobre la
primera como FR donantes para el injerto de CDR murino. La primera es menos inmunogénica, a diferencia de las
secuencias maduras que portan mutaciones somaticas para la maduracion de la afinidad generada por procesos
aleatorios, lo que resulta en una posible inmunogenicidad. La otra es mas flexible, lo que resulta en una mayor
compatibilidad entre las CDR murinas y las FR humanas. Por lo tanto, las secuencias de anticuerpos de la linea germinal
humana se usan cada vez mas como fuente de donantes FR.

Para seleccionar el anticuerpo humano de linea germinal VH, JH y VL, y los candidatos JL como donantes FR para la
humanizacion D9, se determinaron primero las estructuras canénicas de las CDR de D9 con base en la identificacion de
residuos Unicos tanto en las CDR como en las FR, y después se form6 una lista corta de VH y VL candidatos de
anticuerpos humanos de linea germinal. Estos tenian estructuras candnicas iguales o estrechamente relacionadas con
D9 para garantizar que la FR del anticuerpo humano sea compatible con las estructuras canoénicas de la CDR de raton. A
continuacion, dentro de la lista corta de VH y VL de anticuerpos humanos de linea germinal, aquellos con las CDR de
homologia mas alta y residuos clave en FR 1-3 se seleccionaron como donantes de FR 1-3. Se eligieron JH y JL humanos
con base en la homologia mas alta con CDR3 y los residuos clave en FR 4. En consecuencia, el gen VH humano 1-18, el
gen JH 6 se seleccionaron como donantes de FR para la humanizacion del dominio VH de D9; el gen Vk humano 012y
el gen Jk 4 se seleccionaron como donantes de FR para la humanizacion del dominio VL de D9 como se muestra en la
Figura 5. El setenta y cinco % de los residuos claves de FR de D9 eran iguales a los anticuerpos donantes humanos. Otro
22 % era diferente entre el D9 de donantes murino y humano, pero estas eran sustituciones conservativas en los mismos
grupos de aminoacidos, tal como S => T (polar, no aromatico con grupos hidroxilo en R), K=>R o E =>Q 0 Q => K (polar,
hidrofilo), | => M o A => V o L => M (no polar, hidréfobo), H => Y (polar, aromatico), V => T (B-C que contienen
ramificaciones), S => A (pequerios), D => S (polar). El 3 % restante (2 residuos) no fueron conservados, estos eran VH44
(N ratén versus G humano) y VH82a (L ratén versus R humano). Lo mas importante es que VH44-N era un residuo inusual
de empaquetamiento entre cadenas. Solamente 0,3 % de VH tiene N en la posicion 44, que indica que proviene de una
mutacién somatica, que podria mejorar la unién del anticuerpo. VH82a-L tiene un residuo de la zona de vernier.
Ventajosamente, el modelado molecular revel6 que ambos no eran accesibles al solvente, lo que indica que no estan
ubicados en la superficie de Fv y podrian no provocar una respuesta inmunitaria en humanos. Por lo tanto, cuando las
CDR de D9 se injertaron en las FR del anticuerpo humano donante, VH44-N y VH82a-L se mantuvieron en el D9
humanizado (hD9).

Expresion y purificacion de hD9

La VH de hD9 se injert6 posteriormente en las CH de la cadena pesada gamma 1 humana para formar una cadena pesada
completa, mientras la VL se injertd en la cadena ligera CL kappa 1 humana para formar una cadena ligera humanizada
completa (Figura 6). Ademas, en un vector de adenovirus se introdujo una secuencia de autoprocesamiento 2A derivada
del virus de la fiebre aftosa entre las secuencias de ADN de las cadenas pesada y ligera para expresar un anticuerpo de
longitud completa desde un Unico marco de lectura abierto dirigido por un promotor Unico. Para lograr que el hD9
expresado se secretara al medio de cultivo, se adiciond una secuencia lider aguas arriba de VH y VL, respectivamente.
La secuencia de ADN completa, que incluye la secuencia lider 012 de la cadena ligera kappa del anticuerpo humano, la
cadena ligera humanizada (VL + CL), el enlazador 2A, la secuencia lider de la cadena pesada 1-18, y la cadena pesada
humanizada (VH + CH1 + CH2 + CH3), aproximadamente 2 kb se sintetiz6 como se muestra en la Figura 6 y después se
cloné en un vector de adenovirus para la expresion.

Después de que el hD9 recombinante se expresara en células de mamiferos y se purificara mediante el uso de una
columna de agarosa ImmunoPure Protein (L), el producto purificado se sometié a SDS-PAGE al 10 %. Se observé una
banda obvia de aproximadamente 150 kDa en condiciones no reductoras y dos bandas claras de aproximadamente 50
kDa (cadena pesada) y aproximadamente 25 kDa (cadena ligera) en condiciones reductoras (escisién de puentes
disulfuro) (Figura 7), lo cual indica que, la cadena pesada y ligera del hD9 recombinante se escindié completamente y se
dimerizé adecuadamente.

Caracterizacion de la afinidad de hD9
Para evaluar la afinidad de unién de hD9, se us6 un biosensor de resonancia de plasmén de superficie (SPR). La ricina
se capturo en un chip biosensor, se pasaron varias concentraciones de hD9 o D9 a través de la celda de flujo, y se registrd

la cinética de union. Las constantes de velocidad cinética kon Yy koff S€ calcularon a partir de la velocidad ascendente de
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las unidades de resonancia durante la asociacion y de la velocidad descendente durante la disociacion. La KD de hD9 o
D9 para ricina se determiné a partir de la relacion de korfkon. Como se muestra en la Tabla 6, hD9 tenia una alta afinidad
por la ricina con KD de 1,63 nM, incluso mas alta que D9 (2,56 nM), lo que indica que la humanizacién de D9 es exitosa.

Tabla 6. Comparacion de las constantes cinéticas de union a la ricina entre D9 y hD9.

Anticuerpo Kon (M1ST1) Kot (S) KD (nM)
hD9 4,19x10° 6,8x10* 1,63
D9 1,835%10° 4,7x10* 2,56

Evaluacion de la eficacia de hD9

Para evaluar la eficacia de hD9 in vivo, se administré ricina a la dosis de 5xLD50 a los ratones por la via i.p. EIhD9 a la
dosis de 5 pg se administré por la via i.p. a las 2, 4, 6 horas después del reto con ricina. El hD9 pudo rescatar los ratones
hasta 6 horas después del reto, lo que permitié una supervivencia del 50 % (Tabla 7), comparable a D9, que mostrd un
100 % de proteccion hasta 6 horas después del reto. Este D9 humanizado tiene un uso potencial para fines profilacticos
o terapéuticos contra la intoxicacién por ricina.

Tabla 7. Supervivencia de los ratones a los que se administré hD9 en diferentes puntos de tiempo después de recibir
5xL.D50 de ricina. Se proporciona el nimero de ratones viables en cada dia después de la administracion del

anticuerpo.
Puntos de tiempo |Dia1 |Dia2 |Dia3 |Dia4 | Dia5 |Dia6 | Dia7
hD9 5 ug por ratén 2 hr 8 8 8 8 8 8 8
4 hr 8 8 8 8 8 8 8
6 hr 8 8 8 8 8 4 4
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<213> Mus musculus

<400> 15

<210> 16

<211>5

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 16

ES 2785349 T3

Leu Gln Tyr Asp Glu Phe Pro Tyr Thr
1 5

Leu Gln Tyr Asp Ser Leu Tyr Thr
1 )

Gln Gln Tyr Tyr Asn Thr Prc Leu Thr
1 5 .

Ser Tyr Trp Ile Gln
1 . 5

Glu Tyr .Ile Ile Asn
1 5

Asn Tyr Trp ILle Glu
1 : 5

Glu His Ile Ile Asn
1 5
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ES 2785349 T3

<210> 17
<211> 17
<212> PRT
<213> Mus musculus
<400> 17
Glu Ile Leu Pro Gly Thr Gly Asn Thr Asn Tyr Ser Glu Lys Phe Lys
1 5 10 15
Gly
<210> 18
<211>17
<212> PRT
<213> Mus musculus
<400> 18
Trp Phe Tyr Pro Gly Ser Gly Asp Ile Lys Tyr Asn Glu Lys Phe Lys
1 5 10 15
Rsp
<210> 19
<211>17
<212> PRT
<213> Mus musculus
<400> 19
Glu Ile Leu Pro Gly Ser Gly Ser Ile Asn Tyr Asp Glu Lys Phe Lys
1 5 10 15
Gly
<210> 20
<211> 17
<212> PRT
<213> Mus musculus
<400> 20
Leu Ile Asn Pro Asn Ser Gly Gly Thr Asn Tyr Asn Gln Lys Phe Lys
1 5 10 - 15
Asp
<210> 21
<211>13
<212> PRT
<213> Mus musculus
<400> 21
Cys Glu Gly Glu Gly Tyr Phe Gln Ala Trp Phe Ala Tyr
1 5 10 )
<210> 22
<211> 11
<212> PRT

<213> Mus musculus
<400> 22
Asn Gly Arg Trp Asp Asp Asp Tyf Phe Asp Tyr

1 S 10

22
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Gln Ala Asn Arg Gly Phe Asp Ser Ala Trp Phe Ala Tyr
iQ

<210> 23

<211> 13

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 23

1

<210> 24

<211>7

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 24

<210> 25

<211> 107

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 25
Asp Ile
i
Gly Lys
Ile Ala
His Tyr

50

Ser Gly
&5
Glu Asp
Phe Gly

<210> 26

<211> 122

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 26

Gln

val

Trp

35

Thr

Ser

Ile

Gly

Met

Thr

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gly
100

5

Leu Arg Tyr Asp ARla Ala Tyr

1

Thr

Ile

Glin

Thy

Arg

Thr

85

Thr

Gln

Thr
Tyr
Leu
Asp
70

Tyr

Lys

Ser

Cys

Lys

Gln

55

Tyr

Tyr

Leu

Pro
Lys
Pro
40

Preo
Ser
Cys

Glu

23

3

Ser

Rla

Gly

Gly

FPhe

Leu

Ile
105

Ser
10

Ser
Lys
Ile
Ser
Gln
90

Lys

Leu

Gln

Gly

Pro

Ile

75

Tyr

Arg

Ser

Asp

Fro

Ser

60

Ser

Asp

Ala

Tle

Arg

45

Arg

Asn

His

Ser

Lys

30

Leu

Phe

Leu

Len

Leu
15

Gln T

Leu

Ser

Asp

Tyr
95

Gly

Ile

Gly

Pro
80

Thr
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Lys

Ser

Trp

Gly

Lys

65

Met

Ser Arg

Gly Gln

<210> 27

<211> 108

<212> PRT

<213> Mus musculus
<400> 27

Asp

Glu

Leu

Tyr

Ser
65

Glu Asp Met Gly

<210> 28
<211>120
<212> PRT

Ile

Arqg

Arg

Arg

50

Gly

val

val

Ile

Glu

Gly

His

Gln

Lys

Gln

Leu Gln

Ile Ser

20

35

Ile

Lys

Phe

Cys

Gly

Trp Ile

Leu Pro

Ala Thr

Ser Ser

85

Glu Gly

100

115

vVal

val

Trp

35

Ala

Leu

Thr

20

Phe

Asn

Gly

Thr Thr

ES 2785349 T3

Glu Ser Gly Ala Glu Leu

Cys Lys Ala Thr Gly- Tyr

Lys Gln Arg Pro Gly His

Gly Thr Gly Aén Thr Asn

10

25

35

Phe Thr Thr Asp Thr Ser

70

Leu Thr Ser Glu Asp Ser

Glu Gly Tyr Phe Gln Ala

Met

Thr

Gly

Tyr

Phe

Leu

Lys Pro

Ser

Gly Ala

15

30

45

60

75

165

Val Thx Val Ser Ser

Thr Gln. Ser

ile Thr Cys

Gln Gln Lys

Arg Leu Val

Gln Asp Tyr
70

120

Pro Ser

Lys Ala
25

Pro Gly
40

Asp Gly

Ser Leu

Ser Met

10

Ser Gln

Lys Ser

Val Pro

Thr Ile
75

Tyx

Asp

Pro

Ser

60

Ser

Ser

Ala

Trp

Ala

ile

Lys

45

Arg

Ser

Ser

Asn

val

Phe

Glu

Glu

Thr

Tyr

Ala

Ser Tyr

Trp Ile

Lys Phe

Ala Tyr

80

Tyr Cys

85

110

Ser

Asn

30

Thr

Phe

Leu

Leu

15

Asn

Leu

Ser

Glu

Tyr Trp

Gly

Tyr

Ile

Gly

Tyr
80

Phe Tyr Ser Cys Leu Gln Tyr Asp Glu Phe Pro Tyr’

85

90

95

Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys Arg
105

100

24
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<213> Mus musculus

<400> 28

_Glu

Ser

Tle

Gly

Lys
65

Met

Ala

Gly

<210> 29

<211> 107

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 29

1

vVal

Val

Ile

Trp

50

Asp

Glu

Arg

Thr

Gln

Lys

Asn

35

Phe

Lys

Leu

Asn

Thr
115

Asp Ile Gln Met

Leu

Leu

20

Trp

Tyr

Ala

Ser

Gly

100

Val

5

Gln

Ser

Val

Pro

Thr

Brg

85

Brg

Thr

ES 2785349 T3

Glu

Cys

Lys

Gly

Leu

70

Leu

Trp

Val

Ser

Lys

Gln

Ser

55

Thr

Thr

Asp

Ser

Gly

Ala

Axg

Gly

Ala

Ser

Asp

Ser
120

Thr

Ser

25

Ser

Asp

Asp

Glu

Asp
105

10

Gly Leu
10

Gly Tyr

Gly Gln

Ile Lys

Llys Ser
75

Asp Ser
50

Tyr Phe

Val

Thr

Gly

Tyr

&0

Ser

Ala

Asp

Lys

Phe

Leun

45

Asn

Ser

Val

Tyr

Pro Gly Ala

15

Thr Glu Tyr

30

Glu Trp Ile

Glu Lys Phe

Thr Vval Tyr

80 °

Tyxr Phe Cys

95

Trp Gly Gln

110

15

Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Phe Val Gly

Gly Lys Val Thr Ile Thr Cys Lys Ala Ser Gln Asp Ile Lys Lys Tyr

Ile Gly

His Tyr

Trp

20

35

50

Ser Gly
‘Glu Asp

Phe Gly

Tnr

Ser

Ile

Gly

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gly

Gln

Arg

Thr

Thr

Gln

Leu

Asp

Lys

Gln

Pro

25

40

55

70

85

100

Thr

Tyr

Lys

Tyr

Tyr

Leu

Pro

ser

Cys

Glu

Gly

Gly

Phe

Leu

Ile

Lys

Ile

Ser

Gln

15

90

105

25

Lys Arg

60

45

30

93

Gly Pro Arg Leu Leu Ile

Pro Ser Arg Phe Ser Gly

Ile Ser Asn Leu Glu Pro

80

Tyr Asp Ser Leu Tyr Thr
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<210> 30
<211> 122
<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 30

<210> 31
<211> 108
<212> PRT

Lys Val Lys

Ser Val Lys

Trp Ile Glu
35

Gly Glu Ile
50

Lys Gly Lys
65

Met Phe Leu

Ala Arg Gln

Gly Gln Gly
115

<213> Mus musculus

<400> 31

Asp Ile Glu
1.

Asp Arg Val

Val Ala Trp
: 35

His Ser Ala
50

Ser Gly Ser
65

Glu Asp Leu

Thr Phe Gly

Leu

Ile

20

Trp

Leu

Rla

Ser

Ala

100

Thr

Leu Thr Gln Ser

Gln

Ser

‘Ile

Pro

Thr

Gly

85

Asn

Thr

5

Glu Ser

Cys Lys

Lyvs Gln

Gly Ser

Phe Thr

70

Leu Thr

Arg Gly

val Thr

ES 2785349 T3

55

Sex Ile Thr Cys

20

Tyr Gln Gln Lys

Ser Tyr Arg Tyr

55

Gly Ala Glu
10

8er Thr Gly
25

Arg Pro Gly
40

Gly Ser Ile

Ala Asp Thr

Ser Glu Asp
90

Phe Asp Ser
105

Val Ser Ser
120

His Lys Phe
10

Lys Ala Ser
25

Pro Gly Gln
40

Thr Gly Vval

Leu

Tyr

His

Asn

Sar

75

Ser

Ala

Met

Thr

Gly

Tyr

60

Ser

Ala

Trp

Lys

Phe

Leu

45

Asp

Asp

Val

Phe

Pre

Ser

Glu

Gluo

Thr

Tyr

Ala
110

Met Ser Thr Ser

Gln Asp Val Thr

30

Ser Pro Lys Leu

45

Pro Asp Arg Phe

&0

Gly Ser Asp Phe Thr Phe Thr Ile Ser Ser val

70

75

Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Gln Tyr Tyr Asn Thr

85

90

Ala Gly Thr Lys Leu Glu Leu Lys Arg

100

108

26

Gly

15

Asn

Trp

Lys

val

Tyr

95

Tyr

Ala
Tyr
Ile
Phg
Tyr
80

Cys

Trp

val Gly

15

Ala Ala

Leu Ile

Thr Gly

Gln Ala

Pro
55

80

Leu
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val Gln Leu Gln Glu Ser Gly Pro Glu Leu Val Lys.Pro Gly Ala

5 10 ‘ i5

Met Lys Ile Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Ser Phe Thr Glu Hisg

20 25 30

Ile Asn Trp Val Lys Gin Thr His Arg Glu Asn Leu Glu Trp Ile

35 ‘ 40 45

Lys

Leu

Leu

Ser
115

Leu Ile Asn Pro Asn Ser Gly Gly Thr Asn Tyr Asn Gln Lys Phe

55 60

Ala Thr Leu Thr val Asp Thr Ala Ser Asn Thr Ala Tyr
70 75 ' 80

Leu Ser Leu Thr Ser Glu Asp Ser Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95

Arg Tyr Asp Ala Ala Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Thr val
100 . 105 110

Ser

Glu Gln Lys Leu Ile Ser Glu Glu Asp Leu
1 5 10

His His His His His
1 5

<210> 32
<211> 116
<212> PRT
<213> Mus musculus
<400> 32
Gln
1
Ser
Ile
Gly
50
Lys Asp
65
Met Glu
Ala Arg
Thr Val
<210> 33
<211>10
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223>Deteccion de etiqueta c-Myc
<400> 33
<210> 34
<211>5
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Etiqueta de Histidina para purificacion
<400> 34
<210> 35
<211> 11
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Enlazador

<400> 35

27
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Ala Pro Val Lys Gln Thr Leu Asn Phe Asp Leu Leu Lys Leu Ala Gly

ES 2785349 T3

Gly Pro Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser

1

5

5

Asp Val Glu Ser Asn Pro Gly Pro
20 -

Tyr Asp Tyr Gly Met Asp Val Trp Gly Gln Gly Thr Thr val Thf val.

<210> 36
<211> 24
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Enlazador
<400> 36
1
<210> 37
<211> 98
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 37
Gln vVal Gln
1
Ser Val Lys
_ Gly Ile Ser
35
Gly Trp Ile
50
Gln Gly Arg
65
Met Glu Leu
Ala Arg
<210> 38
<211>18
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 38
1
jexr Ser
<210> 39
<211> 95
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 39

Leu

Val

20

Trp

Ser

val

Arg

val

Ser

val

Ala

Thr

Ser
85

Gln

Cys

Arg

Tyr

Met

Len

5

Ser

Lys

Gln

Asn

35

Thr

Arg

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Thr

Ser

Ala

Ser
25

Pro’

Asn

ASp

Bsp

28

10

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Thr

hsp
90

val

Tyr

Gln

Asn

Ser

75

Thr

10

Lys

Thr

Gly

TYyr

&0

Thr

Ala

10

Lys

Phe

Leu

45

Ala

Serxr

Val

Pro

Thr

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

15

Gly
15

Ser
Trp
Lys

Ela

Tyr
a5

Ala
Tyr
Met
Leu
Tyr

80

Cys

15
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Asp Ile

Asp Arg

Leu Asn

Tyr Ala
50

Ser Gly

65

Glu Asp

<210> 40

<211>12

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 40

<210> 41

<211> 116

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>VH de hD9

<400> 41

Gln

val

Trp

35

Ala

Ser

Phe

Leu Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys

1

Met

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Thr

Ile

Gln

Ser

Thr

Thr
85

Gln

Thr

Gln

Leu

Asp

70

Tyr

ES 2785349 T3

Ser

Cys

Lys

Gln

Phe

Tyr

5

Pro Ser

Arg Ala

25

pro Gly

40

Ser. Gly

Thr Leu

Cys Gln

29

Ser

10

Ser

Lys

Val

Thr

Gln
a0

Leu
Gln
Ala
Pro
Ile
'

Ser

Ser

Ser

Pro

Sexr

Ser

Tyr

10

Ala

Lys

45

Arg

Ser

Ser

Ser

Ser

30

Leu

Phe

Leu

Thr

Val

15

Ser

Leu

Ser

Gln

Pro
95

Gly

Tyr

Ile

Gly

Prc
80
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" Gln

Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly ala
1 *5 10 15
Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Glu His
20 25 30
Ile Ile Asn Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Asn Leu Glu Trp Met
35 40 15
Gly Leu Ile Asn Pro Asn 3er Gly Gly Thr Asn Tyr Asn Gln Lys Phe
50 55 60
Lys Asf.; Arg Val Thr Met Thr Thr Asp Thr Ser Thr Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80
Met Glu Leu Leu Ser Leu Arg Ser Asp- Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 30 95
Ala Arg Leu Arg Tyr Asp Ala Aia Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Thr val
100 r05 110
Thr val Ser Ser
115
<210>42
<211>107
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> VL de hD9
<400> 42
Asp Ile Gln Met 'Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly
1 S 10 15
m
[}
Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Lys Ala Ser Gln Asp Val Thr Ala Ala
20 25 30
val Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu Leu Ile
35 40 45
Tyr Ser Ala Ser Tyr Arg Tyr Thr Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly

50

ES 2785349 T3

55

60

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro
65 70 75 80

Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Tyr Tyr Asn Thr Pro Leu
85 90 95

Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys.Val Glu Ile Lys
100 105

30
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10.

11.

12.

13.

14.

ES 2785349 T3

REIVINDICACIONES

Un anticuerpo, aislado o purificado, o fragmento de este, que comprende una cadena ligera variable que
comprende una CDR L1 de secuencia KASQDINNYLR (SEQ ID NO:2), una CDR L2 de secuencia RANRLVD
(SEQ ID NO:6), y una CDR L3 de secuencia LQYDEFPYT (SEQ ID NO:10); y una cadena pesada variable que
comprende la CDR H1 de secuencia EYIIN (SEQ ID NO:14) una CDR H2 de secuencia WFYPGSGDIKYNEKFKD
(SEQ ID NO:18), y una CDR H3 de secuencia NGRWDDDYFDY (SEQ ID NO:22), en donde el anticuerpo, aislado
o purificado, o fragmento de este se une especificamente a la ricina.

El anticuerpo, aislado o purificado, o fragmento de este, de conformidad con la reivindicacion 1, que comprende:
la secuencia de la cadena ligera variable:

DIVLTQSPSSMYASLGERVTITCKASQDINNYLRWFQQKPGKSPKTLIYRANRLYDGVYPSRFSGSGS
GQDYSLTISSLEYEDMGFYSCLQYDEFPYTFGGGTKLEIKR (SEQ ID NO: 27)

y la secuencia de la cadena pesada variable:
EVQLQESGTGLYKPGASVKLSCKASGYTFTEYIINWVKQRSGQGLEWIGWFYPGSGDIKYNEKFKD
KATLTADKSSSTVYMELSRLTSEDSAVYFCARNGRWDDDYFDYWGQGTTVTVSS (SEQ ID
NO:28).

El anticuerpo, aislado o purificado, o fragmento de este, de conformidad con la reivindicaciéon 1 o 2, en donde el

anticuerpo, aislado o purificado, o fragmento de este se une especificamente a la proteina lectina B de la toxina de
ricina.

El anticuerpo, aislado o purificado, o fragmento de este, de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 1
a 3, en donde el anticuerpo es una IgG.

El anticuerpo, aislado o purificado, o fragmento de este, de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 1
a 4, en donde el anticuerpo, aislado o purificado, o fragmento de este, es humanizado.

Una composicion que comprende uno o mas de un anticuerpo o fragmento de este de conformidad con cualquiera
de las reivindicaciones 1 a 5 y un diluyente, excipiente, o vehiculo aceptable farmacéuticamente.

La composicion de conformidad con la reivindicacion 6, en donde la composicién es una composicion de vacuna.

Una secuencia de acido nucleico que codifica el anticuerpo, aislado o purificado, o fragmento de este de
conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5.

Un vector que comprende el acido nucleico de conformidad con la reivindicacion 8.

Una célula huésped que comprende el acido nucleico de conformidad con la reivindicacion 8 o el vector de
conformidad con la reivindicacion 9.

Una linea celular de hibridoma que expresa el anticuerpo, aislado o purificado, o fragmento de este de conformidad
con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4.

El anticuerpo, aislado o purificado, o fragmento de este de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 1 a
5 o la composicion de conformidad con cualquier reivindicaciéon 6 o 7, para usar en la prevencion de los efectos
deletéreos causados por la exposicion a la ricina o en el tratamiento de la exposicién a la ricina.

El anticuerpo, aislado o purificado, o fragmento de este o la composicién para usar de conformidad con la
reivindicacion 12, en donde al menos uno de los anticuerpos o fragmentos de este es humanizado.

El anticuerpo, aislado o purificado, o fragmento de este de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 1 a

5 o la composiciéon de conformidad con cualquier reivindicacién 6 o 7, para usar con el proposito de conferir
inmunidad contra la ricina.
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Absorbancia (615 nm)

ES 2785349 T3
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Relacion de supervivencia celular (%)

ES 2785349 T3
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Secuencia lider de cadena ligera

l Enlazador de autoescision 2A
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