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DESCRIPCION
Anticuerpo PcrV humanizado con actividad anti-pseudomonas
Campo técnico

La presente invencién se refiere a un anticuerpo monoclonal humanizado que reconoce PcrV, o una parte del
mismo. Mas especificamente, la presente invencion se refiere a un anticuerpo que tiene una mayor actividad
neutralizante (en adelante, también referida como actividad inhibidora de citotoxicidad) que los anticuerpos anti-PcrV
convencionales, o una parte del mismo, y a una composicion farmacéutica que contiene el mismo.

Técnica de Antecedentes

Pseudomonas aeruginosa es obligadamente un bacilo gram-negativo aerobio que existe ampliamente en el mundo
natural. A pesar de que su patogenicidad es habitualmente baja, es un patégeno que causa infecciones oportunistas
que con frecuencia se producen en pacientes que padecen diversas enfermedades pre-existentes, tales como
cancer y diabetes, y en pacientes a quienes se han administrado productos farmacéuticos que tienen una accién
inhibidora inmune y, a menudo, puede causar neumonia, infeccion del tracto urinario, septicemia o similar, que
conducen a resultados graves. En los sectores clinicos, la infeccion por Pseudomonas aeruginosa se considera
como una de las infecciones mas dificiles de ser tratada, ya que Pseudomonas aeruginosa no solo tiene
inherentemente una baja sensibilidad a los antibidticos existentes, sino que también tiene una alta tendencia a
adquirir facilmente resistencia a diversos antibidticos y llegar a ser dificil de curar. Asi, para Pseudomonas
aeruginosa, la medida de desarrollar nuevos antibidticos uno tras otro es limitada, y es muy deseable un método
terapéutico que no se base en antibioticos.

Una alta citotoxicidad de Pseudomonas aeruginosa se ejerce mediante la inyeccion de toxina en una célula
eucariota a través de un sistema de secrecion de exotoxina de tipo lll. PcrV es una proteina de 294 residuos (NCBI
N° de Acceso AAC45935, SEQ ID NO: 1) que constituye el sistema de secrecion de exotoxina de tipo lll, y una
secuencia de operdn que codifica la misma esta abierto al publico (documento de patente 1, documento no de
patente 1). Dado que el control de PcrV posiblemente puede conducir a un medio terapéutico en la infeccion de
Pseudomonas aeruginosa (documento no de patente 2), se resefian anticuerpos policlonales (documentos no de
patente 3, 4) y anticuerpos monoclonales (documento de patente 2, documentos no de patente 5, 6) contra PcrV que
tienen actividad neutralizante. Sin embargo, los anticuerpos policlonales son dificiles de humanizar y de ser
utilizados como composiciones farmacéuticas, debido a la dificultad en la mejora de la antigenicidad. También los
anticuerpos monoclonales que han sido resefiados hasta ahora tienen una baja actividad neutralizante y no logran
satisfacer los requisitos en sectores clinicos.

Documento de patente 1: Patente de EE.UU. N° 6.551.795

Documento de patente 2: Traduccion japonesa de la publicacion PCT N° 2005-500250

Documento no de patente 1: Yahr, T.L. et al., J. Bacteriol., 1997, vol. 179, pag. 7165

Documento no de patente 2: T. Sawa et al, Nature Medicine, 1999, vol. 5, pag. 392

Documento no de patente 3: Shime N et al, J. Immunol.. 2001, vol. 167, pag. 5880

Documento no de patente 4: ImamurayY et al, Eur. Respir. J., 2007, vol. 29, pag. 965

Documento no de patente 5: Karine Faure et al, J. inmune. Based. Therapies and Vaccines, 2003, vol. 1

Documento no de patente 6: Dara W. Frank et al, J. Infect. Disease, 2002, vol. 186, pag. 64

Sumario de la invencion

Problema a ser resuelto por la invencion

Es un objeto de la presente invencion proporcionar una medida que sea eficaz en la terapia de infecciones, en
particular la infeccion por Pseudomonas aeruginosa.
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Medios para resolver el problema

Como resultado de diligentes esfuerzos de preparacion de anticuerpos monoclonales contra PcrV, los autores de la
presente invencién han tenido éxito en la preparacion de un nuevo anticuerpo monoclonal humanizado que se
considera que tiene un mayor efecto terapéutico sobre la enfermedad en comparacion con un anticuerpo monoclonal
contra-PcrV conocido convencionalmente, y han completado la presente invencion.

La presente invenciéon proporciona un anticuerpo monoclonal humanizado contra PcrV o una parte de dicho
anticuerpo, segun se define en las reivindicaciones.

La presente invencion proporciona también:
- una composicién farmacéutica que comprende el anticuerpo o parte del mismo;
- el anticuerpo o parte del mismo, para uso en métodos de tratamiento médico;

- el uso del anticuerpo o parte del mismo en la fabricacion de un medicamento para la prevencién o el
tratamiento de enfermedades infecciosas inducidas por Pseudomonas aeruginosa;

- un polinucledtido que codifica una regién variable de la cadena pesada y/o una region variable de la
cadena ligera del anticuerpo; y

- un vector de expresion que comprende el polinucledtido,
todo ello segun se define en las reivindicaciones.
Efecto de la invencion

Un anticuerpo monoclonal humanizado o una de parte del mismo de la presente invencién es util como un agente de
prevencion y/o un agente de tratamiento de enfermedades infecciosas inducidas por Pseudomonas aeruginosa,
debido a su muy excelente actividad neutralizante en PcrV

Breve explicacion de los dibujos

[Fig. 1] Fig. La Fig. 1 muestra curvas en las que PcrV marcada con biotina esta sustituida con PcrV no marcada en
anticuerpos de PcrV (1F3, 2A4, 6F5, 7A7 y Mab166).

[Fig. 2] La Fig.2 muestra afinidades de los anticuerpos de PcrV (1F3, 2A4, 6F5, 7A7 y Mab166) determinadas por
analisis de resonancia de plasmoén superficial.

[Fig. 3] La Fig. 3 muestra los resultados de ensayos de sandwich entre anticuerpos de PcrV (1F3, 2A4, 6F5, 7A7 y
Mab166) y Mab166.

[Fig. 4] La Fig. 4 muestra efectos inhibidores de anticuerpos de PcrV (1F3, 2A4, 6F5, 7A7 y Mab166) sobre la
citotoxicidad de células U937 de la cepa SR24 de Pseudomonas aeruginosa.

[Fig. 5] La Fig. 5 muestra efectos inhibidores de anticuerpos de PcrV (1F3, 2A4, 6F5, 7A7 y Mab166) sobre la
citotoxicidad de células de mieloma P3U1 de la cepa SR24 de Pseudomonas aeruginosa.

[Fig. 6] La Fig. 6 muestra curvas en las que PcrV marcada con biotina esta sustituida con PcrV de longitud completa
no marcada y PcrV truncada en anticuerpos de PcrV (1F3, 2A4, 9D12, 12H9 y Mab166).

[Fig. 7] La Fig. 7 muestra reactividad con PcrV de longitud completa y PcrV truncada en anticuerpos de PcrV (1F3,
2A4,9D12, 12H9 y Mab166) en transferencia Western.

[Fig. 8] La Fig. 8 muestra la correlacion entre el anticuerpo y la PcrV de longitud completa por la supresion de la
actividad inhibidora de la citotoxicidad.

[Fig. 9] La Fig. 9 muestra la correlacion entre el anticuerpo y la PcrV truncada por la supresion de la actividad
inhibidora de la citotoxicidad.
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[Fig. 10] La Fig. 10 muestra la secuencia de aminoacidos de una region variable del anticuerpo 1F3. Lo subrayado
indica una region CDR.

[Fig.11] La Fig. 11 muestra la secuencia de aminoacidos de una region variable del anticuerpo 2A4. Lo subrayado
indica una region CDR.

[Fig. 12] La Fig. 12 muestra un alineamiento de las secuencias de aminoacidos de las regiones variables de cadena
pesada y ligera del anticuerpo de ratén (Raton 1F3), el anticuerpo humanizado molde (Molde), el anticuerpo
humanizado mutante (Retromutacion) y el anticuerpo humanizado (Humanizado 1F3).

[Fig. 13] La Fig. 13 muestra la afinidad entre el antigeno de PcrV y cada una de las combinaciones de la cadena
pesada de un anticuerpo quimérico (quimera H) de ratdn-ser humano, la cadena ligera del mismo (quimera L), la
cadena pesada del anticuerpo humanizado molde (HT), la cadena ligera del mismo (LT), la cadena pesada del
anticuerpo humanizado mutante (HB) y la cadena ligera del mismo (LB).

[Fig. 14] La Fig. 14 muestra la afinidad de los anticuerpos que incluyen cada una de las combinaciones de la cadena
pesada del anticuerpo quimérico de ratén-ser humano (quimera H), la cadena ligera de anticuerpo quimérico de
ratén-ser humano (quimera L), los mutantes de la cadena pesada del anticuerpo humanizado mutante (148M, A67V,
L69M, V71R, A78V, VO3A y L94R), y la cadena ligera del anticuerpo humanizado molde (LT), con el antigeno de
PcrV.

[Fig. 15] La Fig. 15 muestra la secuencia de aminoacidos de una region variable de la cadena pesada del anticuerpo
humanizado. Lo subrayado indica una region CDR.

[Fig. 16] La Fig. 16 muestra la secuencia de aminoacidos de la regién variable de una cadena ligera del anticuerpo
humanizado. Lo subrayado indica una region CDR.

[Fig. 17] La Fig. 17 muestra la afinidad entre el antigeno de PcrV y cada una de las combinaciones de la cadena
pesada de un anticuerpo quimérico (quimera H) de ratdn-ser humano, la cadena ligera del mismo (quimera L), la
cadena pesada del anticuerpo humanizado (h1F3 H), y la cadena ligera del mismo (h1F3 L).

[Fig. 18] La Fig. 18 muestra los efectos inhibidores de anticuerpos de PcrV (anticuerpo de PcrV humanizado,
anticuerpo de PcrV de ratén y Mab166) sobre la citotoxicidad de células U937 de la cepa SR24 de Pseudomonas
aeruginosa.

[Fig. 19] La Fig. 19 muestra los efectos inhibidores de anticuerpos de PcrV (anticuerpo de PcrV humanizado,
anticuerpo de PcrV de raton y Mab166) sobre la citotoxicidad de células de mieloma de la cepa SR24 de
Pseudomonas aeruginosa.

Modo de llevar a cabo la invencion

“Anticuerpo monoclonal”, que es un objeto de la presente invencién, es un anticuerpo monoclonal que se une
especificamente a la PcrV antes mencionada. Mas concretamente, es un anticuerpo monoclonal contra PcrV que
tiene al menos una caracteristica seleccionada de (1) inhibir el 50% o mas de la citotoxicidad de células de
leucocitos por parte de Pseudomonas aeruginosa en una concentracion de 1 nM a 200 nM in vitro; (2) inhibir el 50%
o0 mas de la citotoxicidad de células de mieloma por parte de Pseudomonas aeruginosa en una concentracion de 1
nM a 50 nM in vitro; y (3) que tiene una constante de disociacion (Kd) con PcrV de 2 x 10 (M) o menos. Puede
tener su epitopo en las posiciones de 136 a 233 en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1.

Una caracteristica del anticuerpo monoclonal de la presente invenciéon es que tiene una fuerte actividad inhibidora de
citotoxicidad. Por ejemplo, cuando se utilizan células de leucocitos, el anticuerpo monoclonal tiene una actividad
inhibidora (neutralizante) tal que inhibe el 50% o mas de citotoxicidad de Pseudomonas aeruginosa, en un intervalo
de concentraciones de 1 a 200 nM, preferiblemente de 2 a 100 nM, y mas preferiblemente de 5 a 25 nM. Cuando se
utilizan células de mieloma, el anticuerpo monoclonal tiene una actividad inhibidora (neutralizante) tal que inhibe el
50% o mas de citotoxicidad de Pseudomonas aeruginosa, en un intervalo de concentraciones de 1 a 50 nM,
preferiblemente de 2 a 30 nM, y mas preferiblemente de 4 a 20 nM. Estos valores superan ampliamente las
actividades numéricas para Mb166 resefiadas en Dara W. Frank et al. (J. Infect. Disease, 2002, vol. 186, pag. 64).

Otra caracteristica del anticuerpo monoclonal de la presente invencion es que tiene su epitopo en una region desde
las posiciones 136 a 233 en la secuencia de aminoacidos de longitud completa de PcrV (SEQ NO: 1). Los autores
de la presente invencion han encontrado que un anticuerpo que reconoce esta region tiene una actividad mas fuerte



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2 529 734 T7

(actividad inhibidora de citotoxicidad) que un anticuerpo que reconoce otra regién. El anticuerpo que reconoce esta
region es Util para el tratamiento de enfermedades infecciosas, ya que tiene una fuerte actividad inhibidora de
citotoxicidad.

El epitopo de reconocimiento del anticuerpo monoclonal puede ser identificado de la siguiente manera. En primer
lugar, se prepara una diversidad de estructuras parciales de una molécula a ser reconocidas por el anticuerpo
monoclonal. Para la preparacion de estructuras parciales, se conoce un método para preparar diversos péptidos
parciales de la molécula con una técnica de sintesis de oligopéptidos conocida, un método de produccién de los
mismos en o fuera del huésped tal como E. coli mediante la incorporacion en un plasmido de expresion adecuado de
una secuencia de ADN que codifica una péptido parcial objetivo con una técnica de recombinacidon génica, o
similares, pero esta generalizado utilizar una combinacion de estos métodos para el objeto antes mencionado. Por
ejemplo, después de preparar una serie de polipéptidos acortados en una longitud apropiada desde el extremo C o
el extremo N de la proteina del antigeno mediante el uso de una técnica de recombinacion génica conocida por una
persona experta en la técnica, se examina la reactividad del anticuerpo monoclonal con estos polipéptidos y se
determina aproximadamente un sitio de reconocimiento.

Después de ello, se sintetiza con mayor precision una diversidad de oligopéptidos de la parte correspondiente,
mutantes del péptido, o similares, utilizando una técnica de sintesis de oligopéptidos bien conocida por una persona
experta en la técnica, y la determinacion del epitopo se realiza examinando la capacidad de unién de un anticuerpo
monoclonal que contiene un agente profilactico o terapéutico de la presente invencién como ingrediente activo, con
estos péptidos, o examinando la actividad inhibidora competitiva de estos péptidos de la unién entre el anticuerpo
monoclonal y el antigeno. Como método conveniente para obtener una diversidad de oligopéptidos, también se
puede utilizar un kit comercialmente disponible (por ejemplo, kit SPOTs (disponible de Genosys Biotechnologies,
Inc.), o una serie de kit de sintesis en multipines/péptidos con un método de sintesis en multipines (disponible de
Chiron Corporation).

La actividad inhibidora de citotoxicidad puede medirse de la siguiente manera. En primer lugar, un anticuerpo
monoclonal, para el que se ha de medir la actividad inhibidora de citotoxicidad, se diluye en concentraciones
apropiadas en series de diluciéon dobles. A continuacién, las células que se ven afectadas por la toxina de
Pseudomonas aeruginosa o similares (a las que se alude en lo que sigue como células diana) se diluyen, por
ejemplo, utilizando un medlo de cultlvo para el cultivo celular, para lograr un nimero apropiado. Concretamente se
prefiere ajustar en 3 x 10° a 5 x 10° células/mL cuando se utilizan células de mieloma, y ajustar en 1 x 10° a 3 x 10°
células/mL cuando se utilizan celulas de leucocitos. Del mismo modo, células de Pseudomonas aeruginosa también
se ajustan en 1 x 10" a 5 x 10° ufc/mL utilizando, por ejemplo, un medio de cultivo. En presencia del anticuerpo
monoclonal, las células de Pseudomonas aeruginosa y las células diana se cultivan en el mismo tubo de ensayo o
pocillo (por ejemplo, en condiciones in vitro tal como un pocillo en una microplaca en una condicion de cultivo
apropiada. La condicion de cultivo en este momento puede ser una condicion de cultivo empleada cominmente y
que es considerada adecuada para el crecimiento de células o bacterias. En cuanto al tiempo de cultivo, la condiciéon
optima se cambia apropiadamente dependiendo del tipo de células diana y, por ejemplo, se prefieren de
aproximadamente 1 a 3 horas para el caso de utilizar células de mieloma, y de aproximadamente 1 a 3 horas para el
caso de utilizar células de leucocitos. Tomando un pocillo no afiadido con un anticuerpo como un grupo de control,
se calcula una concentracion a la que se observa un 50% de inhibicién en comparacion con el grupo control
(concentracion efectiva). En cuanto a la decision de la vida y la muerte de las células diana, aunque se han
establecido diversos procesos, por ejemplo es util la medicion de la absorbancia a una longitud de onda apropiada
(por ejemplo, de 400 a 500 nm) después de la adicién de un reactivo colorante (véase Nature Medicine 1999, vol. 5,
pags. 392-395, para referencia).

Una caracteristica del anticuerpo monoclonal de la presente invencién es que tiene una alta afinidad con PcrV. La
constante de disociacion (Kd) que se utiliza como un indice de la afinidad con el anticuerpo del anticuerpo
monoclonal se puede analizar de diversas maneras. Por ejemplo, el analisis puede llevarse a cabo facilmente de
acuerdo con el método de Scatchard utilizando un antigeno marcado con diversos agentes de marcaje, o un método
que utiliza un kit de mediciéon Biacore X comercialmente disponible (disponible de Amersham Pharmacia) o un kit
similar de acuerdo con el manual de instrucciones y el protocolo de experimentacion adjuntado con el kit. La
evaluacion de la actividad de union puede llevarse a cabo de acuerdo con ELISA (ensayo por inmunoabsorcion
ligado a enzimas), EIA (inmunoensayo enzimatico), RIA (radioinmunoensayo) o el ensayo de anticuerpos
fluorescentes. La constante de disociacion (valor Kd), determinada utilizando un método de este tipo, esta
representada en una unidad de M (mol). Cuanto menor sea la constante de disociacion del anticuerpo monoclonal
sometido a ensayo, tanto mas fuerte sera la afinidad que tiene el anticuerpo monoclonal sometido a ensayo. En
cuanto al antlcuerpo monoclonal de la presente invencién o una parte del mismo, la constante de disociacion SKd) de
PcrV es 2 x 10° (M) o menos, preferiblemente 1,5 x 10° (M) o menos, y mas preferiblemente 1,2 x 10° (M) o
menos.
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En el anticuerpo monoclonal de la presente invencion, el anticuerpo tiene una region variable de la cadena pesada
de inmunoglobulina, incluyendo la region determinante de complementariedad: CDR1, cuya secuencia de
aminoacidos es SFTSYWMH (SEQ ID NO: 15); CDR2, cuya secuencia de aminoacidos es INPSNGRTNYNEKFNT
(SEQ ID NO: 16); CDR3, cuya secuencia de aminoacidos es YGNYVVYYTMDY (SEQ ID NO: 17) y la region variable
de la cadena ligera de inmunoglobulina, incluyendo la regidon determinante de complementariedad: CDR1, cuya
secuencia de aminoacidos es SASTSVSYME (SEQ ID NO: 18); CDR2, cuya secuencia de aminoacidos es
TTSKLAS (SEQ ID NO: 19); CDRS3, cuya secuencia de aminoacidos es HQWRNYPFT (SEQ ID NO: 20).

De acuerdo con esta presente invencioén, se proporciona la versidon humanizada del anticuerpo monoclonal que tiene
la caracteristica arriba descrita. El anticuerpo monoclonal humanizado se obtiene mediante el trasplante de una
region determinante de la complementariedad (CDR) del anticuerpo de un mamifero distinto del ser humano, por
ejemplo de un ratén, en la CDR de un anticuerpo humano. Por lo tanto, la regién de marco se deriva de un
anticuerpo humano. Un marco (MR) adecuado se puede seleccionar de acuerdo con los documentos de Kabat E.A.
et al. El MR se puede seleccionar de manera que la CDR puede formar un sitio de unién al antigeno apropiado. Si es
necesario, el aminoacido de MR de la region variable puede estar sustituido de manera que la CDR del anticuerpo
humanizado reconstruido puede formar un sitio de unién al antigeno apropiado (Sato, K. et al., Cancer Res. 1993,
vol. 53. Pag. 851). En este caso, pueden repetirse las etapas descritas anteriormente.

También se conoce un método de produccion general para el anticuerpo monoclonal humanizado (por ejemplo,
documentos W095/14041 y WO96/02576, etc.). En concreto, la secuencia de ADN que codifica la region variable
disefiada para conectar la CDR del anticuerpo de ratén con la MR del anticuerpo humano, se sintetiza por el método
de la PCR a partir de varios oligonucleétidos preparados para que tengan partes solapantes en sus extremos
(remitirse al documento W098/13388). El ADN obtenido se conecta a la regién constante codificadora de ADN de
anticuerpo humano y el ADN resultante se incorpora en el vector de expresion. Alternativamente, la regiéon variable
que codifica el ADN del anticuerpo se puede incorporar en el vector de expresion que comprende la regiéon constante
del anticuerpo que codifica ADN. Para preparar el anticuerpo de la presente invencion, el gen de anticuerpo se
puede incorporar en un vector de expresion para que se exprese bajo el control de una regién de control de la
expresion, por ejemplo potenciador/promotor. Ademas, las células huésped se transforman con este vector de
expresion y, por lo tanto, podrian producir anticuerpos. Como célula huésped se pueden citar células de vertebrados
tales como células COS o células CHO, célula procariota o levaduras.

Para la expresion de gen de anticuerpo, la cadena pesada (cadena H) o la cadena ligera (cadena L) del anticuerpo
se puede incorporar por separado en vectores de expresion, y un huésped puede ser transformado con estos
vectores de expresion, o el ADN que codifica la cadena H y la cadena L pueden ser incorporado en un unico vector
de expresion para transformar un huésped con el vector de expresion resultante (véase el documento W094/11523).

Transformantes deseables, obtenidos por los métodos descritos anteriormente, pueden ser cultivados por los
métodos conocidos para la persona experta. Mediante este cultivo, anticuerpo monoclonal humanizado contra PcrV
se produce en los transformantes o fuera de las células. EI medio para el cultivo puede seleccionarse
apropiadamente de medios convencionales dependiendo de la célula huésped. En el caso de las células COS arriba
descritas estan disponibles medios tales como RPMI-1640, medio esencial minimo de Eagle modificado por
Dulbecco (DMEM - siglas en inglés) y, si es necesario, se pueden afiadir igualmente los ingredientes del suero tal
como suero bovino fetal (FBS - siglas en inglés). La temperatura para el cultivo de los transformantes no esta
restringida, siempre que no se reduzca seriamente la capacidad para producir proteinas en la célula.
Preferiblemente se citan temperaturas de 32-42 °C. Lo mas preferiblemente, se cita una temperatura de 37 °C.
Segun sea necesario, el cultivo se puede realizar en la atmosfera que contiene didxido de carbono al 1-10% (v/v).

Las fracciones que contienen anticuerpo humanizado contra PcrV de la presente invencion, producido en los
transformantes o fuera de las células por los métodos descritos previamente, se pueden refinar mediante los
métodos de separacion conocidos hasta ahora. Estos métodos se basan en la propiedad fisica o propiedad quimica
de la proteina diana. Concretamente, por ejemplo, estan disponibles el tratamiento con precipitante de proteinas,
cromatografia tal como cromatografia de ultrafiltracion, cromatografia de separacion por tamafio, cromatografia de
adsorcion-filtracion, cromatografia de intercambio i6nico, cromatografia de afinidad o cromatografia liquida de alto
rendimiento, didlisis y combinaciones de los mismos.

De acuerdo con los métodos previamente descritos, es deseable que se pueda producir faciimente con un buen
rendimiento y una buena pureza anticuerpo monoclonal humanizado contra PcrV. Las secuencias de aminoacidos
de la region variable de los anticuerpos optimizados se muestran como SEQ ID: N° 27 en la Fig. 15y SEQ ID: N° 28
en la Fig. 16. Estos anticuerpos se construyeron mediante el injerto de aminoacidos de las secuencias completas de
CDR vy secuencias parciales de MR, que estan determinados para la humanizacion del anticuerpo monoclonal de
ratén 1F3, en anticuerpo humano.
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En comparacion con el anticuerpo de ratén (m1F3) producido por células de hibridoma, este anticuerpo humanizado
(h1F3) tenia una actividad inhibidora de citotoxicidad equivalente. Aunque la humanizacion del anticuerpo con el
mantenimiento de la actividad del anticuerpo original es generalmente dificil, los autores de la presente invencion
tuvieron éxito para obtener el anticuerpo humanizado que tiene actividad equivalente del anticuerpo de ratén original.
Anticuerpo humanizado es util para para el fin del tratamiento debido a su menor antigenicidad en el cuerpo humano.

Como anticuerpo humanizado de la presente invencion esta disponible la region constante de anticuerpo humano.
Como una region constante preferida de anticuerpo humano, se puede citar Cy para la cadena pesada y, por
ejemplo, se pueden utilizar Cy1, Cy2, Cy3 y Cy4 y se pueden citar Ck o CA para la cadena ligera. Ademas, la region
C del anticuerpo humano puede modificarse para mejorar su estabilidad de anticuerpo o su productividad. En la
humanizacion, anticuerpo humano disponible puede ser cualquier isotipo tal como 1gG, IgM, IgA, IgE e IgD. Como la
presente invencion, es preferible 1gG, e IgG1 0 IgG4 son mas preferibles.

El anticuerpo monoclonal humanizado de la presente invencidon puede ser un anticuerpo conjugado que se hace
mediante la conjugacion con alguna molécula tal como polietilenglicol (PEG), sustancia radiactiva, o toxina. Estos
anticuerpos monoclonales conjugados se obtienen modificando quimicamente el anticuerpo. Métodos para modificar
anticuerpos se han establecido en este campo técnico. Anticuerpo monoclonal humanizado de la presente invencién
abarca estos anticuerpos monoclonales conjugados.

Anticuerpo monoclonal humanizado de la presente invenciéon puede fusionarse con otras proteinas en su sitio N-
terminal o sitio C-terminal (Clinical Cancer Research, 2004, 10, 1274-1281). La persona experta puede seleccionar
de manera apropiada proteinas de fusion.

El anticuerpo monoclonal humanizado de la presente invencién puede ser del que se mejora la actividad inhibidora
de citotoxicidad. Estos anticuerpos son, por ejemplo, el anticuerpo del que se ha eliminado fucosa, el anticuerpo
conjugado con la biseccion de N-acetil glucosamina a través de su cadena de azucar (GlcNAc), o anticuerpo del cual
la actividad de unién con el receptor de Fcy se cambia por la sustitucién de residuos aminoacidos de la regién Fc.
Estos anticuerpos se pueden producir por los métodos conocidos por la persona experta.

En la presente invencion, la frase "parte de anticuerpo monoclonal" significa una regién que es una parte del
anticuerpo monoclonal antes mencionado de la presente invencion y tiene capacidad de union especifica para PcrV
de igual manera el anticuerpo monoclonal (en adelante, al que también se alude simplemente como "fragmento de
anticuerpo").

Concretamente, se pueden citar Fab (fragmento de unién a antigeno), F(ab'),, Fab', anticuerpo de cadena sencilla
(Fv de cadena sencilla; en lo sucesivo designado scFv), anticuerpo estabilizado con disulfuro (Fv estabilizado con
disulfuro; en lo sucesivo designado dsFv), fragmento de la regiéon V dimerizada (en adelante, designado Diacuerpo),
que tiene capacidad de unidn especifica a la PcrV humana, (Expert opinion on therapeutic patents, vol. 6, N° 5, pags.
441-456, 1996).

Fab es un fragmento de anticuerpo que tiene un peso molecular de aproximadamente 50.000 con actividad de union
a antigeno, compuesto de aproximadamente una mitad del lado N-terminal de la cadena H y la cadena L entera,
obtenido al degradar con una enzima papaina una parte de péptido por encima de dos enlaces disulfuro (enlace S-
S), reticular dos cadenas H en la region de bisagra de IgG. Fab utilizado en la presente invencion puede obtenerse
tratando el anticuerpo monoclonal de la presente invenciéon con papaina. Alternativamente, Fab puede producirse
insertando ADN que codifica Fab de anticuerpo monoclonal de la presente invencion en un vector de expresion para
la célula e introduciendo el vector en una célula para provocar la expresion.

F(ab'), es un fragmento de anticuerpo que tiene un peso molecular de aproximadamente 100.000 con actividad de
unién a antigeno, formado por la unién de dos regiones Fab' en una parte de bisagra. Estas regiones Fab' se
obtienen mediante la degradacién de pepsina por debajo de dos enlaces S-S de la region de bisagra de IgG. El
F(ab'), utilizado en la presente invencion puede obtenerse tratando el anticuerpo monoclonal de la presente
invencion con pepsina. Alternativamente, F(ab'), se puede producir insertando ADN que codifica F(ab'), del
anticuerpo monoclonal en un vector de expresién para la célula e introduciendo el vector en E. coli, levadura o célula
animal para provocar la expresion.

Fab' es un fragmento de anticuerpo que tiene un peso molecular de aproximadamente 50.000 con actividad de union
a antigeno, obtenido al cortar el enlace S-S entre bisagras del F(ab'), mencionado. Fab' utilizado en la presente
invencion se pueden obtener mediante el tratamiento de F(ab'), del anticuerpo monoclonal de la presente invencion
con un agente reductor, ditiotreitol. Alternativamente, Fab' puede producirse insertando ADN que codifica Fab' del
anticuerpo monoclonal en un vector de expresion para la célula e introduciendo el vector en E. coli, levadura o una
célula animal para provocar la expresion.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2 529 734 T7

scFv es un péptido VH-P-VL o VL-P-VH, en el que una cadena VH y una cadena VL estan conectadas utilizando un
enlazador peptidico apropiado (aqui en lo sucesivo, designado por P), y es un fragmento de anticuerpo que tiene
actividad de antigeno. VH y VL contenidas en scFv, utilizadas en la presente invencion, pueden derivarse a partir del
anticuerpo monoclonal de la presente invencion. scFv utilizado en la presente invencion se puede producir mediante
la adquisicion de ADNc que codifica VH y VL de hibridoma que produce un anticuerpo monoclonal de la presente
invencion, la construccion de un vector de expresion de scFv y provocando la expresion mediante la introduccion del
vector de expresion en E. coli, levadura o célula animal.

dsFv se refiere a uno obtenido por polipéptidos de unién, en que cada uno de los residuos aminoacido esta
sustituido con un residuo cisteina en VH y VL, a través de enlace S-S. El aminoacido a ser sustituido con residuo de
cisteina puede seleccionarse basandose en la prediccion de estructura terciaria de anticuerpo de acuerdo con el
método indicado por Reiter et al. (Protein Engineering, 7, 697 (1994)). VH o VL, contenida en dsFv utilizado en la
presente invencion, puede derivarse del anticuerpo monoclonal de la presente invencion. dsFv utilizado en la
presente invencion se puede producir mediante adquiriendo ADNc que codifica VH y VL de hibridoma que produce
un anticuerpo monoclonal de la presente invencion, construyendo un vector de expresion de dsFv insertandolo en un
vector de expresion apropiado, y provocando la expresion mediante la introduccion del vector de expresion en E.
coli, levadura o célula animal.

Diacuerpo es un fragmento de anticuerpo, en donde se forma un dimero de scFv que tiene la misma o diferente
especificidad de unién al antigeno, y es un fragmento de anticuerpo que tiene actividad de unién al antigeno
bivalente para el mismo antigeno o dos actividades de unién a antigeno especificos para diferentes antigenos. Por
ejemplo, el diacuerpo bivalente que reacciona especificamente con el anticuerpo monoclonal de la presente
invencion se puede producir adquiriendo ADNc que codifica VH y VL de un anticuerpo monoclonal de la presente
invencion, construyendo ADN que codifica scFv que tiene un enlazador peptidico de 3 a 10 residuos, insertando el
ADN en un vector de expresion para la célula y provocando la expresion de diacuerpo al introducir el vector de
expresion resultante en E. coli, levadura o célula animal.

Un anticuerpo monoclonal de la presente invencién o una parte del mismo puede ser modificado en la medida en
que se utiliza adecuadamente en la presente invencién. Como una sustancia modificada, se pueden utilizar
anticuerpos unidos a diversas moléculas, incluido polietilenglicol (PEG) o similares. La modificacion realizada en el
anticuerpo puede ser una modificacion por introduccién de enlace quimico, o puede ser una modificacion realizada
en la secuencia de aminoacidos del anticuerpo. Un anticuerpo monoclonal de la presente invencién o una parte del
mismo también abarca estas sustancias modificadas en anticuerpo. Para la obtencién de sustancias modificadas en
anticuerpo, el anticuerpo obtenido puede ser modificado. Estas técnicas han sido ya establecidas en la técnica.

En otro aspecto, la presente invencion proporciona un polinucleédtido que codifica la region variable pesada o la
region variable ligera de un anticuerpo monoclonal humanizado (h1F3) de la presente invencion. Preferiblemente, el
polinucledtido de la presente invencién tiene la secuencia de bases de cualquiera de SEQ ID: 29 6 30. La presente
invencion también abarca polinucledtidos que se pueden hibridar con dicho polinucleétido en una condicién rigurosa,
y codifica un anticuerpo que tiene actividad equivalente con el anticuerpo de la presente invencion.

El polinucleétido de la presente invencion es un polimero que consiste en nucledtidos tales como varios acidos
desoxirribonucleicos (ADN) o acidos ribonucleicos (ARN), en la medida en que codifiquen el anticuerpo de la
presente invencion. Estos pueden incluir bases distintas de productos naturales. El polinucledtido de la invencion
puede estar disponible para la produccion de anticuerpos de una manera de la tecnologia genética. El polinucleétido
de la invencion puede ser también util como sonda para el tamizado de anticuerpos que tienen actividad equivalente
con el anticuerpo de la presente invencion. Asi, utilizando como sonda un polinucleétido que codifica el anticuerpo
de la presente invencién o una parte del mismo, se puede obtener una técnica de aplicacion tal como la técnica de
hibridaciéon o amplificacion de genes, por ejemplo, PCR, ADN que puede hibridarse con dicho polinucleétido en la
condicién rigurosa y codifica el anticuerpo que tiene actividad de equivalencia con el anticuerpo de la presente
invencion. Estos ADNs también estan abarcados en el polinucleétido de la presente invencion.

Un anticuerpo monoclonal de la presente invenciéon y una parte del mismo es utii como una composicion
farmacéutica. Por lo tanto, una composicion farmacéutica que contiene un anticuerpo monoclonal de la presente
invencion y una parte del mismo se pueden administrar de modo sistémico o tdpico por una via oral o parenteral.
Para la administracion parenteral, se puede seleccionar, por ejemplo, inyeccién intravenosa tal como infusion por
goteo, inyeccion intramuscular, inyeccion intraperitoneal, inyeccion subcutanea, administracion intranasal, inhalacion
o similares. Sin embargo, dado que es conocido que Pseudomonas aeruginosa se infligira dafos, particularmente a
células del epitelio pulmonar y macréfagos de los alvéolos pulmonares por infeccion del tracto respiratorio (T. Sawa
et al., Nature Medicine, 1999, vol. 5, pag. 392), se desean la administracion intranasal y la inhalacion.
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Una composicion farmacéutica de la presente invencién se administra para la terapia de un paciente que padece
fibrosis quistica o infeccion por Pseudomonas aeruginosa. Por ejemplo, una dosis eficaz se selecciona en el
intervalo de 0,01 mg a 100 mg por 1 kg de peso corporal de una sola vez. Alternativamente, se puede seleccionar
una dosis de 1 a 1000 mg, preferiblemente una dosis de 5 a 50 mg por paciente. Sin embargo, una dosis de la
composicién farmacéutica que contiene el anticuerpo monoclonal de la presente invencion o una parte del mismo no
se limita a estas dosis. La duracién de la administracién se puede seleccionar apropiadamente dependiendo de la
edad, sintoma o similar del paciente. La composicién farmacéutica de la presente invencion puede incluir asimismo
un soporte o aditivo farmacéuticamente aceptable dependiendo de la via de administracion.

Ejemplos de soportes y aditivos de este tipo incluyen agua, disolvente organico farmacéuticamente aceptable,
colageno, poli(alcohol vinilico), polivinilpirrolidona, alginato de sodio, dextrano soluble en agua, pectina, metil-
celulosa, etil-celulosa, caseina, diglicerol, propilenglicol, polietilenglicol, vaselina, albumina de suero humano (HSA -
siglas en inglés), manitol, sorbitol, lactosa y tensioactivos permitidos como un aditivo farmacéutico. Un aditivo para
su uso se selecciona apropiadamente o se combina a partir de lo anterior, dependiendo de la forma de dosis, pero
no se limita a ello.

El método para la preparacion de anticuerpo monoclonal de ratén contra PcrV se explica por medio de los siguientes
Ejemplos de Referencia.

Ejemplo de referencia 1
Preparacién de Mab166 recombinante

Para realizar un experimento comparativo, Mab166 (Solicitud de Patente Japonesa N° 2005-500250 o similar) se
preparé como un anticuerpo recombinante.

En primer lugar, el ARNm se extrae de hibridoma que produce un anticuerpo clasificado en una subclase de IgG2a,
y regiones constantes de cadena H y cadena L se clonaron por el método de RT-PCR. Cada uno de los fragmentos
amplificados por PCR se inserto en el sitio Nhel-Notl del vector pcDNA3.1 (+) (disponible de Invitrogen Corporation),
y se incorpor6 adicionalmente un sitio de clonacion multiple para permitir insertar un fragmento de ADN de parte de
la region variable.

A continuacion, después de dividir en cuatro la secuencia del gen de la cadena H y la cadena L de parte de la region
variable de Mab166, se sintetizaron y re-asociaron el ADN sentido y el ADN anti-sentido de éstas. Se provoco
mediante ADN ligasa la unién de fragmentos después de la re-asociacion, y la clonacion se realizé en la region de
Mfel-Blpl para la cadena H, y en la regién de EcoRV-BsiWI para la cadena L.

Vectores de la cadena H y de la cadena L que tienen secuencias de base identificadas se introdujeron en células
HEK 239T utilizando Lipofectamine 2000 (disponible de Invitrogen Corporation), y después de 48 horas, se recogio
un sobrenadante de cultivo celular. A partir del sobrenadante celular recogido, Mab166 recombinante se purificé a
través de columna de proteina-G (disponible de PIERCE).

Ejemplo de referencia 2
Preparacion del antigeno

Se extrajo ADN cromosémico de la cepa estandar PAO1 de Pseudomonas aeruginosa, proporcionada por la
Universidad de Tokai, Japdn, y el gen que codifica la proteina PcrV (SEQ ID NO: 2) se amplificé mediante PCR
utilizando el ADN como un molde. Se proporcioné un sitio de reconocimiento de la enzima de restriccion Sphl en el
cebador del lado 5' y se proporcioné un sitio de reconocimiento de la enzima de restriccion Hindlll en el cebador del
lado 3' (SEQ ID NOs: 3, 4), y se realizé un disefio en una insercion en un vector de expresion, de manera que la
cisteina se inserta entre la etiqueta histidina y el codén de iniciacion para el marcaje con biotina. El fragmento de
PCR amplificado se clond en el vector pWE30 (disponible de GE Healthcare) en los sitios Sphl y Hindlll. Después de
la secuenciacion, el vector se introdujo en E. coli JM109 para obtener E. coli recombinante (PcrV-JM109). PcrV-
JM109 se cultivé en 500 mL de medio de cultivo liquido de LB/ampicilina a 37°C y, cuando la DO600 alcanzé 0,5, se
afiadieron 200 ul de IPTG 0,1 M. Después de cultivar a 37 °C durante 1,5 horas adicionales, las células bacterianas
se centrifugaron y se afiaden 15 mL de tampén A (Tris-HCI 25 mM (pH 8,0), NaCl 0,5 M, MgCl, 2 mM) que contiene
0,5% de lisozima (disponible de Sigma). Después de la incubacion a 0 °C durante 30 minutos, las células fueron
tratadas mediante ultrasonidos. Después de la centrifugacion, se obtuvo una fraccidon soluble, se sometid a
Columnas His-Bind (disponibles de Novagen), y después se eluy6 con tampén B (tampoén fosfato 20 mM (pH 7,4),
NaCl 500 mM) que contenia imidazol 200 mM. La fraccién de elucion final se dializé frente a tampdn fosfato 10 mM
(pH 7,4) para sustituir el tampon.
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Marcaje con biotina de antigeno

Proteina PcrV, expresada y purificada como se ha descrito arriba, se dejé que reaccionara en una disolucion de
mercapto-etilamina de una concentracion final de 10 mM a 37 °C durante 150 minutos para reducir el residuo
cisteina. Biotina activada con PEO-maleimida (disponible de PIERCE) se afadié en una cantidad de 20 veces por
relacion molar con respecto a grupos SH reducidos, y se dejé que reaccionara durante la noche a 4 °C, y luego se
llevd a cabo una didlisis para separar la biotina que no habia reaccionado.

Inmunizacién con antigeno

En cada caso 20 pg de antigeno de PcrV purificado fueron inmunizados por via intraperitoneal con adyuvante
completo de Freund a siete ratones Balb/c hembras de 4 semanas de edad. Se realizé una inmunizacion de refuerzo
administrando 20 pg de PcrV con adyuvante incompleto de Freund después de 14 dias y 35 dias. Ademas,
inmunizacion final se llevo a cabo después de 77 dias mediante administracion intraperitoneal de 20 pug de PcrV y
administracion en la vena de la cola de 10 ug de PcrV

Preparacion de hibridoma

El bazo fue extirpado después de 3 dias a partir de la inmunizacién final, y se recogieron células del bazo. Una
célula de bazo y una célula de mieloma de ratén (P3 x 63 Ag8.U1, Tokyo mass research laboratory) se fusionaron
utilizando polietilenglicol 4000 al 50%, y se seleccionaron en un medio de cultivo que contiene hipoxantina,
aminopterina y timidina.

Seleccion de anticuerpo de PcrV

Después de 8 dias desde la fusién celular, se rastrearon células productoras de anticuerpos especificos. El
inmunoensayo utilizado en el tamizado era como sigue. A cada uno de los pocillos de una placa de microtitulacion
de 96 pocillos (disponible de Nunc) se afiadieron 200 pyL de tampon tris (Tris-HCI50 mM, pH 7,5) que contiene 2 ug
de anticuerpo IgG anti-ratén (disponible de Shibayagi) y se inmovilizaron durante 16 horas a 4°C. Estos pocillos se
lavaron dos veces con 300 pl de disolucion de lavado (solucion salina que contiene Tween 20 al 0,1%), luego se
afadieron 300 pl de BlockAce (disponible de Dainippon Sumitomo Pharma Co., Ltd.) y se dejé durante dos horas a
temperatura ambiente. Después de lavar cada uno de los pocillos dos veces con 300 pl de disolucion de lavado, 50
pl de sobrenadante de cultivo de hibridoma se diluyeron con 150 pl de tampon C (tampon tris 50 mM, pH 7,6 que
contiene cloruro sédico al 0,9%, azida de sodio al 0,05%, albumina de suero bovino al 0,5%, Tween 80 al 0,01% y
acido dietilentriamina-N,N,N',N",N"-penta-acético 50 yM) y se afiadieron a cada pocillo, y se dejoé que reaccionara
durante la noche a 4°C. Después de lavar tres veces con 300 ul de disolucién de lavado, se afadieron 200 ul de
tampon C que contenia 10 ng de estreptavidina marcada con Eu (disponible de PERKIN ELMER) y 25 ng de PcrV
marcada con biotina, y se dejé que reaccionara durante 1 hora a la temperatura ambiente. Después de la reaccion,
lavando tres veces con 300 pl de disolucién de lavado, y se afiadieron 200 pl de reactivo de potenciacion (1,39 g/l de
ftalato de potasio, 19,3 mg/l de 6xido de tri-n-octilfosfina, 4,59 mg/l de 2-naftoiltrifluoroacetona, 1,0 g/l de Triton-
X100, 6,0 g/l de acido acético) y se midio la fluorescencia de resolucion temporal.

A partir del resultado del tamizado, se seleccionaron 20 clones de hibridoma que exhibian una fuerte afinidad con
PcrV recombinante, y la actividad inhibidora de citotoxicidad por Pseudomonas aeruginosa se examiné de acuerdo
con el Ejemplo de referencia 5. Como resultado, la actividad inhibidora de citotoxicidad se observé en 10 clones, y
estos clones fueron luego clonados dos veces por el método de dilucion limitante, y de este modo se seleccionaron
células de hibridoma. De los 10 clones obtenidos, se seleccionaron 4 clones que exhibian una alta actividad de
inhibicién de citotoxicidad, y se denominaron 1F3, 2A4, 6F5 y 7A7, respectivamente. Para estos anticuerpos, la
subclase de anticuerpo se determiné utilizando el kit ELISA de isotipado por anticuerpo monoclonal de ratén
(disponible de BD Biosciences), y se encontré que era 1F3 era IgG2a, 2A4 era IgG2b, 6F5 era 1gG2a, 7A7 era
IgG2a.

Células de hibridoma que producen anticuerpos monoclonales 1F3 y 2A4 se depositaron en el Instituto Nacional de
Ciencia Industrial Avanzada y Tecnologia, International Patent Organism Depositary (Center N° 6, 1-1-1, Higashi,
Tsukuba-shi, IBARAGI, JAPON) el 15 de enero de 2009, bajo los nimeros de acceso de FERM ABP-11805 y FERM
ABP-11806, respectivamente.

Ejemplo de referencia 3

Actividad de unién del anticuerpo
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Para medir la actividad de unién de anticuerpos (1F3, 2A4, 6F5, 7A7) se realizé6 un inmunoensayo competitivo. A
cada uno de los pocillos de una placa de microtitulacién de 96 pocillos (disponible de Nunc) se afiadieron 100 pul de
tampon de tris (Tris-HCI 50 mM, pH 7,5) que contienen 1,5 pg de anticuerpo Fc anti-raton (disponible de Jackson
ImmunoResearch) y se inmovilizan durante 16 horas a 4°C. Estos pocillos se lavaron dos veces con 300 pl de
disolucion de lavado, a continuacion se afiadieron 300 pl de BlockAce (disponible de Dainippon Sumitomo Pharma
Co., Ltd.) que incluye sacarosa al 10% y se dejaron durante dos horas a temperatura ambiente para lograr el
bloqueo (placa en fase sélida de anticuerpo IgG anti-raton). Después de lavar dos veces con 300 pul de disolucion de
lavado, se afiadieron 2 ng/pocillo de cada uno de anticuerpo y PcrV no marcada a cinco concentraciones en series
de dilucién de 10 veces a partir de 500 ng/pocillo. Después, se afiadieron 5 ng/pocillo de PcrV biotinilada y se dejé
reaccionar durante una noche. Después de lavar cuatro veces con 300 pl de liquido de lavado y de afadir 100
pl/pocillo de Reactivo de Potenciacion (disponible de Wallac), la fluorescencia de resolucion temporal se midié
después de agitar durante 1 minuto. Como resultado, 1F3, 2A4, 7A7 y 6F5 mostraron fuerte actividad de unién frente
a PcrV que Mab166 (Fig. 1).

Seguidamente, se determind la afinidad de 1F3, 2A4, 6F5, 7A7 y Mab166 con PcrV mediante analisis de resonancia
de plasmén superficial. Anticuerpo anti-ratén se inmovilizé sobre un chip sensor CM5 utilizando el kit de captura de
anticuerpos de ratén (disponible de BIACORE). Secuencialmente, se capturé cada uno de los anticuerpos de PcrV.
La PcrV recombinante se cargd en el instrumento BlAcore T100 con el chip sensor para determinar la afinidad.

Como resultado, cada clon mostrd mayor afinidad que Mab166, segun se evidencia a partir de la afinidad de 3,7 x
107 para 1F3, la afinidad de 3,5 x 10 0 para 2A4, la afinidad de 1,1 x 107 para 6F5 vy la afinidad de 1,1 x 10° para
7A7, en contraposicion con la afinidad de 3,0 x 10 para Mab166 (Fig. 2).

Ejemplo de referencia 4
Inmunoensayo de sandwich con Mab166

Con el fin de demostrar que 1F3, 2A4, 6F5 y 7A7 tienen un epitopo diferente del de Mab166, se examino
inmunoensayo de tipo sandwich entre cada uno de los anticuerpos y Mab166.

En primer lugar, Mab166 se marco con biotina. Cien ug de Mab166 y 7,853 ug de NHS-PEO4 Biotina (disponible de
PIERCE) se mezclaron en PBS 0,1M (pH 7,4) y se dej6 que reaccionara durante 2 horas en hielo. Después de ello,
se llevd a cabo una cromatografia en gel (columna G2000SW (disponible de TOSOH)) para separar la biotina que no
habia reaccionado de la disolucion de reaccion.

El inmunoensayo de tipo sandwich se realizé como sigue. A cada uno de los pocillos de una placa de microtitulacion
de 96 pocillos (disponible de Nunc) se afiadieron 100 pl de disoluciéon de PBS (-) que contiene en cada caso 500 ug
de anticuerpo de PcrV (1F3, 2A4, 6F5, 7A7) y se inmovilizd durante 16 horas a 4°C. Estos pocillos se lavaron una
vez con 300 pl de una disolucion de lavado (solucién salina que contiene Tween 20 al 0,01%), y luego se afiadieron
300 pl de BlockAce (disponible de Dainippon Sumitomo Pharma Co., Ltd.) y se dej6 durante dos horas a temperatura
ambiente para lograr el bloqueo. Después de lavar cada uno de los pocillos dos veces con 300 pl de disolucion de
lavado, se afiadieron 100 ul de tampon de ensayo (disponible de Wallac) que contiene 50 ug de PcrV y 50 ng de
Mab166 marcado con biotina y se dejo que reaccionara durante la noche a 4°C. Después de lavar cuatro veces con
disolucion de lavado, se afadieron 100 pl de tampdn de ensayo que contenia 50 ng de estreptavidina marcada con
Eu (disponible de Wallac), y se dej6 que reaccionara durante 1 hora a temperatura ambiente. Después de lavar tres
veces con disolucién de lavado y de afiadir 100 pl de reactivo de potenciacion, de agitar durante 1 minuto, y luego se
midié la fluorescencia de resolucién temporal.

Como resultado, el inmunoensayo de tipo sandwich era posible entre cualquiera de 1F3, 2A4, 6F5y 7A7 y Mab166,
de modo que se reveld que los presentes anticuerpos tenian epitopos diferentes del de Mab166 (Fig. 3).

Ejemplo de referencia 5
Medicion de la actividad inhibidora de citotoxicidad
Para 1F3, 2A4, 6F5 y 7A7 se midi6 la actividad inhibidora de citotoxicidad. El método es el siguiente.

En primer lugar, 1F3, 2A4, 6F5, 7A7 se diluyeron en serie de dilucion doble de 32 ug/ml, y se dispensaron 10 pl a
cada uno de los pocillos de una microplaca de 96 pocillos. A continuacioén, células de mieloma de raton P3U1 (de
ATCC) se ajustaron a 5 x 10° células/ml o la linea celular U937 de leucocitos humana U937 (de ATCC) se ajusté a 1
x 10° células/ml en un medio de cultivo celular (RPMI1640 que contiene hidrégeno-carbonato de sodio, y que no
contiene L-glutamina y rojo fenol (disponible de Sigma)), y en cada caso se afadieron 100 pl de suspension celular a
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la microplaca de 96 pocillos. Ademas, la cepa SR24 de Pseudomonas aeruginosa cultivada durante la noche en
caldo de Mueller Hinton ajustado en cationes (Difco) se ajusto a 1 x 10° ufc/ml en un medio de cultivo celular, y se
afadié en una cantidad de 10 pl/pocillo, y se cultivé durante 3 horas a 37°C en presencia de 5% de CO,. Después
de agitar durante 3 horas, se afnadieron en cada caso 10 pyl de WST-8 (disponible de Kishida Chemical Co., Ltd.) y
se cultivaron a 37°C en presencia de 5% de CO, durante 3 horas para el caso de células de mieloma P3U1, o
durante 1 hora para el caso de células U937. Después de la complecién del cultivo, la absorbancia se midié a 450
nm.

Como resultado, cuando se utilizaron células U937 de leucocitos, la actividad inhibidora de citotoxicidad (CI50) era
de 5,3 nM para 1F3, de 20,7 nM para 2A4, de 12,7 nM para 6F5 y de 14,7 nM para 7A7, en contraposicion con mas
de 213 nM para Mab166, y cuando se utilizaron células de mieloma U3P1, la actividad inhibidora de citotoxicidad
(C150) era de 4,0 nM para 1F3, de 16 nM para 2A4, de 7,3 nM para 6F5 y de 6,0 nM para 7A7 en contraposicion con
54 nM para Mab166. Es decir, 1F3, 2A4, 6F5 y 7A7 tenian mayor actividad inhibidora de citotoxicidad para ambas
células que Mab 166 que se ha descrito previamente (Frank et al., The Journal of Infectious Diseases, 2002, vol.
186, pag. 66) (Fig. 4 y Fig. 5).

Ejemplo de referencia 6
Preparacion de PcrV truncada
PcrV truncada (136-233) se prepar6 de la siguiente manera.

Un fragmento amplificado por PCR con cebador en el lado 5 GCTCGAGGATCCCAAGGCGCTGACCGC (SEQ ID
NO: 5) y cebador en el lado 3 GTTAAGCTTCTCGAAGGGGTACTC (SEQ ID NO: 6) utilizando pQE30-PcrV que es
un plasmido de expresién de proteina del antigeno de PcrV como molde se traté con enzimas de restriccion BamHI| y
Hindlll, y se insert6 en pET32b (disponible de Novagen). Después de la secuenciacion, el vector se introdujo en la
cepa BL21-DE3 de E. coli para obtener E. coli recombinante (PcrV-BL21 truncada). Esta cepa de expresion se pre-
cultivéd durante todo un dia y la noche a 37°C en 2 ml de medio de cultivo liquido de LB/ampicilina. Dos ml de liquido
de pre-cultivo se afiadieron a 500 ml de medio de cultivo liquido de LB/ampicilina y se cultivaron a 37°C, y cuando la
DO600 alcanzé 0,5, el liquido de cultivo se mantuvo todavia durante 30 minutos en hielo. Se afiadié IPTG a una
concentracion final de 0,75 mM, y se cultivaron a 160 rpm en una incubadora con agitador rotatorio a 15°C durante
todo un dia y la noche. Las células bacterianas se recogieron por centrifugacion del liquido de cultivo a 4°C, x 5000
g durante 30 minutos. El sobrenadante se separo, y al sedimento se afiadieron 10 ml de Tampén X (Tris-HCI 25 mM
(pH 7,5), NaCl 150 mM, MgCl> 2 mM) que contenia lisozima al 0,1% (disponible de Sigma), y se suspendio, se dejo
todavia en hielo durante 1 hora y, a continuacion, se someti6 a ultrasonidos bajo enfriamiento en hielo. A
continuacion, una fraccion soluble se aplicoé a una columna de Ni-NTA rellena de agarosa (Quiagen), y se eluyé con
Tampon Y (Tris-HCI 25 mM (pH 7,5), NaCl 150 mM, imidazol 200 mM). La fraccién eluida se dializé con tampdn
fosfato 10 mM (pH 7,4).

Determinacion de la region de epitopo

A cada uno de los pocillos de una placa de microtitulacion de 96 pocillos (disponible de Nunc) se afiadieron 150 pl
de tampon tris (Tris-HCI 50 mM, pH 7,5) que contenia 1,5 ug de anticuerpo Fc IgG anti-ratén (disponible de Jackson
ImmunoResearch) y se inmovilizé durante 16 horas a 4°C. Estos pocillos se lavaron dos veces con 300 pl de una
disolucion de lavado (solucién salina que contiene Tween 20 al 0,01%), a continuacion se afiadieron 300 pl de
disolucion de bloqueo (Tris-HCI 500 mM pH 7,5, BlockAce al 2% (disponible de Dainippon Sumitomo Pharma Co.,
Ltd.), 10% de sacarosa) y se dejaron durante dos horas a temperatura ambiente para bloquear a cada uno de los
pocillos (placa inmovilizada con anticuerpo IgG anti-ratén). Después de lavar cada uno de los pocillos pocillo una vez
con 300 pl de liquido de lavado, a cada uno de los pocillos se afiadieron 50 ul de solucién de anticuerpo de PcrV
diluido en una concentracion de 80 ng/ml con Tampoén C (tampén tris 50 mM que contenia cloruro sdédico al 0,9%,
azida de sodio al 0,05%, albumina de suero bovino al 0,5%, Tween 80 al 0,01% y 25 uM de acido dietilentriamina-
N,N,N',N",N"-penta-acético, pH 7,6), seguido de 50 pl de disolucién de estreptavidina marcada con Eu (disponible de
PERKIN ELMER) diluida en una concentracion de 200 ng/ml con tampén C, 100 ul de proteina PcrV truncada diluida
en una concentracion dada con tampon de ensayo DELFIA y se dejé que reaccionara a 4°C durante la noche.
Después de lavar tres veces con 300 pul de disolucion de lavado, se afiadieron 200 ul de un reactivo de potenciacion
(1,39 g/l de ftalato de potasio, 19.3mg/l de dxido de tri-n-octilfosfina, 4,59 mg/l de 2-naftioiltrifluoroacetona, 1,0 g/l de
Triton X100, 6,0 g/l de acido acético), y se midio la fluorescencia de resolucion temporal (Fig. 6).

Como resultado, los anticuerpos de PcrV 1F3, 2A4, 9D12, 12H9 y m166 de KaloBios Pharmaceuticals, Inc. utilizados
como un ejemplo de referencia, exhibian reactividad con PcrV de longitud completa (1-294). Por otro lado, mientras
que 1F3 y 2A4 mostraron reactividad con PcrV (136-233), m166, asi como 9D12 y 12H9 que carecen de actividad
neutralizante, no mostraron reactividad.
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También se realizé el analisis de union por transferencia Western. Proteina PcrV purificada recombinante se aplicé a
SDS-PAGE, y luego se transfirid a una membrana de PVDF. La membrana transferida se bloque6 con Block Ace
(disponible de Dainippon Sumitomo Pharma Co., Ltd.) a temperatura ambiente durante 2 horas bajo agitacion.
Disolucion de anticuerpo de PcrV diluida en 1 yg/mL se afiadié a la membrana, se dejo que reaccionara durante la
noche a 4°C, y después se lavo con tampon de lavado B (tampon fosfato 10 mM (pH 7,4), Tween 20 al 0,05%).
Como anticuerpo secundario se afiadi6 a la membrana, anticuerpo IgG anti-raton marcado (disponible de GE
Healthcare), y se dejo que reaccionara durante 2 horas a temperatura ambiente. Después de ello, la membrana se
lavé con tampén de lavado B, y la sefial se detectdé mediante el sistema ECL Plus Western Blot Detection System
(disponible de GE Healthcare) y se visualizd6 mediante LAS-1000 (disponible de FUJIFILM) (Fig. 7). Mientras que los
anticuerpos de neutralizacion de PcrV 1F3 y 2A4 reaccionaban tanto con PcrV de longitud completa y como con
PcrV truncada, m166, asi como 9D12 y 12H9 reaccionaban sélo con PcrV de longitud completa, y no reaccionaban
con PcrV truncada.

Esto demostré que la regién de epitopo de anticuerpos de neutralizacion de PcrV 1F3 y 2A4 era una region
correspondiente a los residuos de aminoacidos 136-233, y m166, 9D12 y 12H9 no tienen exclusivamente una region
de epitopo correspondiente a los residuos aminoacidos 136-233.

Ejemplo de referencia 7
Correlacion entre la region especifica de la proteina PcrV y la fuerza de la citotoxicidad

Utilizando la proteina PcrV de longitud completa (SEQ ID NO: 1) y la proteina PcrV truncada (que tiene la secuencia
de aminoacidos correspondiente a las posiciones 136 a 233 en SEQ ID NO: 1), el ensayo de supresion de la
actividad inhibidora de citotoxicidad en 1F3, 2A4 y m166 se llevo a cabo de la siguiente manera.

En primer lugar, 1F3, 2A4 y m166 se diluyeron mediante dilucién doble en serie partiendo de 200 nM, 200 nM y 400
nM, respectivamente, y 10 yl de estos anticuerpos se afiadieron a la placa de 96 pocillos. En este ensayo, el
intervalo de concentracion de ensayo de 1F3, 2A4 y m166 se ajusté a 1,56-6,25 nM, 6,25-25 nM y 50-200 nM,
respectivamente. Para cada uno de los intervalos de concentracion de ensayo, en cada caso 10 pl de proteina PcrV
de longitud completa o proteina PcrV truncada se afiadieron en relaciones molares de 30, 10, 3, 1y 0,3 veces a la
placa de 96 pocillos, y se dejaron reposar durante 30 minutos a temperatura ambiente. A continuacién, se
prepararon células de mieloma P3U1 en 5 x 10° células/ml en medio de cultivo celular (RPMI1640 que contiene
hidrégeno-carbonato de sodio, y que no contenia L glutamina ni rojo fenol (disponible de Sigma)), y en cada caso 70
pl se ahadieron a la microplaca de 96 pocillos. Ademas, un liquido bacteriano de la cepa SR24 de Pseudomonas
aeruginosa, cultivado durante la noche en caldo de Mueller Hinton (Difco) ajustado a 1 x 10® ufc/mL con un medio de
cultivo celular se afiadié en una cantidad de 10 pl/pocillo, y se cultivd durante 3 horas a 37°C en presencia de 5% de
CO.,. Después de un lapso de 3 horas, se afiadieron en cada caso 10 yl de WST-8 (disponible de Kishida Chemical
Co., Ltd.), y se cultivaron a 37°C en presencia de 5% de CO; durante 3 horas. Después de la complecion del cultivo,
se midi6 la absorbancia a una longitud de onda de 450 nm.

Como resultado, cuando no se afiadio proteina PcrV, 1F3 y 2A4 exhibian mayor actividad inhibidora de citotoxicidad
que m166. Por otro lado, cuando se afiadié proteina PcrV de longitud completa, los efectos de inhibicién de todos los
anticuerpos anti-PcrV fueron suprimidos de una manera dependiente de la dosis de PcrV (Fig. 8). Cuando se afadioé
proteina PcrV truncada, aunque las actividades inhibidoras de 1F3 y 2A4 también fueron suprimidas de una manera
dependiente de la dosis, la actividad inhibidora de m166, que no tiene el epitopo, no cambié (Fig. 9).

A partir de estos resultados, se puede considerar que anticuerpos que reconocen un epitopo en los residuos
aminoacidos 136-233 (1F3 y 2A4) tienen una mayor actividad inhibidora de citotoxicidad que los anticuerpos que no
reconocen el epitopo (m166). En otras palabras, se puede concluir que la actividad inhibidora de citotoxicidad
depende de la regién del epitopo reconocida por el anticuerpo de PcrV, y el anticuerpo que reacciona solamente con
la region 136-233 de la proteina PcrV tiene una fuerte actividad neutralizante.

Ejemplo de referencia 8
Analisis de la secuencia de aminoacidos del anticuerpo monoclonal de ratén contra PcrV humana (1F3 y 2A4)

A partir de las células de hibridoma establecidas, el ARN se extrajo utilizando el Mini Kit RNeasy (disponible de
QIAGEN). A partir de 1 ug de ARN extraido, el fragmento de ADN se amplificé utilizando el Sistema 5'RACE para la
Amplificacion Rapida de extremos de ADNc, Version 2.0 (disponible de Invitrogen). En este momento, los cebadores
utilizados para la sintesis de ADNc eran TAGAGTCACCGAGGAGCCAGTTGT (SEQ ID NO: 7) para 1F3 y
TCCAGAGTTCCAAGTCACAGTCAC (SEQ ID NO: 8) para 2A4. Los cebadores utilizados en el método 5 'RACE
eran AGGGGCCAGTGGATAGACCGATGGGGCTGT (SEQ ID NO: 9) para 1F3 y
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AGGGGCCAGTGGATAGACTGATGGGGGTGT (SEQ ID NO: 10) para 2A4. Los fragmentos amplificados se
clonaron mediante el Kit de Clonacion TOPO TA (disponible de Invitrogen), y se secuenciaron mediante el
Analizador Genético Applied Biosystems 3130 (disponible de Applied Biosystems). El resultado del analisis se
muestra en la Fig. 10 para 1F3 y en la Fig. 11 para 2A4. Como resultado del rastreo de homologia de la secuencia
de aminoacidos de una region variable utilizando la base de datos de aminoacidos del anticuerpo, la Secuencia de
Proteinas de Interés Inmunolégico (Depto. de EE.UU. de Salud y Servicios Humanos, 1983) producido por Kabat, la
region determinante de complementariedad en la region variable pesada de 1F3 es SFTSYWMH (SEQ ID NO: 15),
INPSNGRTNYNEKFNT (SEQ ID NO: 16) e YGNYVVYYTMDY (SEQ ID NO: 17): aquella en la regién variable ligera
es SASTSVSYME (SEQ ID NO: 18), TTSKLAS (SEQ ID NO: 19) y HQWRNYPFT (SEQ ID NO: 20). Como resultado
del rastreo de una manera similar, la region determinante de complementariedad en la region variable pesada de
2A4 es SITSDYAWN (SEQ ID NO: 21), YITYNGDTSYNPSLKS (SEQ ID NO: 22) y SRNYYGAWFAY (SEQ ID NO:
23): aquella en la region variable ligera es KASQYVGTTVA (SEQ ID NO: 24), RASTRHT (SEQ ID NO: 25) y
QQYCSSPLT (SEQ ID NO: 26).

La presente invencién se explicara concretamente por medio de los siguientes Ejemplos no limitativos.

Como una técnica de preparacion de anticuerpo, se utilizaron métodos descritos en Inmunoquimica en la practica
(Blackwell Scientific Publications) a menos que se especifique lo contrario.

Como una técnica de ingenieria genética, métodos descritos en Molecular Cloning: A Laboratory Manual, segunda
edicién (Cold Spring Harbor Laboratory) se usaron a menos que se especifique lo contrario.

Ejemplo 1
(1) Humanizacion del anticuerpo monoclonal de raton 1F3

Para la humanizacion del anticuerpo monoclonal de ratén (1F3), preparado como se describe arriba, CDRs de un
anticuerpo de raton se injertaron en las secuencias aceptoras de linea germinal humana.

Especificamente, se utilizé el programa IgBLAST (http://www.ncbi.nim.nih.gov/igblast/) para rastrear una secuencia
aceptora de la linea germinal humana que muestra la mayor homologia con la secuencia de aminoacidos de la
region V del gen de cada una de las cadenas pesada y ligera del anticuerpo de raton. Para la region J del gen, se
selecciond a partir de IMGT (http://imgt.cines.fr/) una secuencia altamente homodloga a la secuencia de ADN del
anticuerpo de raton.

Como resultado del rastreo, el nombre de gen de IMGT; IGHV1-46*01 se obtuvo como la secuencia del gen de
anticuerpo que se deriva de una secuencia aceptora de la linea germinal humana y muestra la mayor homologia con
la region V del gen de la cadena pesada del anticuerpo de ratén, y el nombre de gen de IMGT; IGHJ6*01 como la
secuencia de gen de anticuerpo que se deriva de una secuencia aceptora de la linea germinal humana y muestra la
mayor homologia con la regién J del gen; estas secuencias se utilizaron como la secuencia de marco humana para
injertar la cadena pesada. De una manera similar, el nombre de gen de IMGT; IGKV1-9*01 se obtuvo como la
secuencia del gen de anticuerpo que se deriva de una secuencia aceptora de la linea germinal humana y muestra la
mayor homologia con la region V del gen de la cadena ligera del anticuerpo de raton, y el nombre del gen de IMGT;
IGKJ2*02 como la secuencia de gen de anticuerpo que se deriva de una secuencia aceptora de la linea germinal
humana y muestra la mayor homologia con la region J del gen; estas secuencias se utilizaron como la secuencia de
marco humana para injertar la cadena ligera.

Subsiguientemente, las cadenas pesadas CDRH1, CDRH2 y CDRH3, y las cadenas ligeras CDRL1, CDRL2 y
CDRL3 del anticuerpo de ratén se definieron por la numeracién de la secuencia de aminoacidos de acuerdo con la
Numeracion de Kabat (Wu, T.T. y Kabat, E.A., J. Exp. Med. Ago1; 132 (2): 211-50. (1970)). Estas regiones CDR se
injertaron en las secuencias de marco humanas, que luego fueron disefiadas como un anticuerpo humanizado
molde. La diferencia entre el anticuerpo humanizado molde asi disefiado y la secuencia de aminoacidos del
anticuerpo de ratdon se confirmé en el nUmero de secuencia de aminoacidos

H5, H7, H11, H12, H20, H38, H40, H48, H66, H67, H69, H71, H75 , H78, H81, H83, H87, H93, H94, H108, L1, L3,
L9, L10, L11, L15, L17, L18, L19, L21, L40, L42, L43, L46, L70, L71,L72,L78, L79, L80, L83, L85 y L100 de acuerdo
con la numeracion de Chothia (Chothia, C. y Lesk, A.M., J. Mol. Biol. 196:901-917, Chothia, C. et al., Nature,
342:877-883. (1989)).

Para identificar los sitios de mutaciéon somatica en el anticuerpo de ratén, se rastre6 la secuencia de aminoacidos de
la regién V del gen de cada una de las cadenas pesada y ligera del anticuerpo de ratén utilizando IgBLAST y, como
resultado, se obtuvieron el nombre de Gen; J558.33 y el nombre de Gen; IGKV4-80*01 como las secuencias de
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cadena pesada y ligera mas homologas, respectivamente. La secuencia de aminoacidos de la region D del gen de la
cadena pesada del anticuerpo de raton fue rastreada utilizando IgBLAST, y se obtuvo el nombre de Gen; IGHD2-
1*01 como la secuencia de cadena pesada mas homologa. La secuencia de ADN de la region J del gen de cada una
de las cadenas pesada y ligera del anticuerpo de ratén fue rastreada utilizando IMGT, y se obtuvieron el nombre de
gen IMGT; IGHJ4*01 y el nombre de gen IMGT; IGKJ4*01 como las secuencias de las cadenas pesada y ligera mas
homologas, respectivamente. Estas secuencias de la linea germinal del ratén se compararon con el anticuerpo de
ratén, y los residuos con diferentes cadenas laterales se definieron como los sitios de mutacién somatica, entre los
que se confirmd que H93, H94, L9 y L46 tenian diferentes cadenas laterales entre el anticuerpo del raton y el
anticuerpo humanizado molde.

H71 y H94 fueron confirmadas como las cadenas laterales canodnicas (http://www.bioinf.org.uk/abs/chothia.html) que
difieren entre el anticuerpo de ratéon y el anticuerpo humanizado molde. Entre las cadenas laterales que difieren
entre el anticuerpo de ratén y el anticuerpo humanizado molde, las situados en la zona de Vernier (Foote et al., J.
Mol. Biol., 224,487 (1992)) eran H48, H67, H69, H71, H78, H93, H94, L46 y L71. No se identificé residuo de
empaque entre cadenas alguno que difiere entre el anticuerpo de raton y el anticuerpo humanizado molde. Tomados
estos resultados en conjunto, los autores de la invencién disefiaron un anticuerpo humanizado mutante en el que las
cadenas laterales de aminoacidos en H48, H67, H69, H71, H78, H93, H94, L9, L46 y L71 del anticuerpo humanizado
molde estan todos reemplazados por los del anticuerpo de ratéon (retromutaciones). Se disefiaron secuencias de
ADN en las que la secuencia de la region constante de IgG4Pro humana se conjuga como la secuencia de region
constante de la cadena pesada, y la secuencia de la region constante Igkappa humana se conjuga como la
secuencia de region constante de la cadena ligera para las regiones variables del anticuerpo humanizado molde
arriba disefiadas (Fig. 12; Molde) y el anticuerpo humanizado mutante (Fig. 12; Retromutacion). Se utilizé cada una
de las secuencias de ADN para construir un plasmido que expresa la cadena pesada del anticuerpo humanizado
molde (Fig. 13; HT), un plasmido que expresa la cadena ligera del anticuerpo humanizado molde (Fig. 13; LT), un
plasmido que expresa la cadena pesada del anticuerpo humanizado mutante (Fig. 13; HB), o un plasmido que
expresa la cadena ligera del anticuerpo humanizado mutante (Fig. 13; LB), de acuerdo con el método descrito a
continuacion.

(2) Preparacion del vector para expresar genes de anticuerpos

Inicialmente, el residuo serina en la posicion 228 fue reemplazado por prolina para prevenir la escision del enlace S-
S en la regidn de bisagra (Angal et al., 1993, Mol. Immunol. 30 (1):105-108, Schuurman et al, 2001, Mol. Immunol.,
38:1-8.), y el ADN de la region constante de IgG4 se dividid en cuatro partes, para las cuales se sintetizaron y
reasociaron ADNs sentido y antisentido. Los fragmentos reasociados se ligaron utilizando ADN ligasa y se insertaron
en el vector pcDNA3.1(+) (Invitrogen) en los sitios Nhel/Notl. También se incorpord un sitio de multiclonacion, de
manera que se puede insertar un fragmento de ADN de la regioén variable.

A continuacion, las secuencias de genes de las cadenas pesada y ligera de la regién variable del anticuerpo de PcrV
humanizado fueron respectivamente divididas en cuatro, y sus ADNs sentido y antisentido fueron sintetizados y
reasociados. Los fragmentos reasociados se ligaron utilizando DNAligase y las cadenas pesada y ligera ligadas se
clonaron en las regiones Mfel/Blpl y EcoRV/BsiWI, respectivamente. A continuacion, se confirmaron las secuencias
de nucleoétidos de los anticuerpos.

Un anticuerpo quimérico de ratén-humano 1F3 se preparé como una referencia positiva de la humanizacion de
anticuerpos. La secuencia de la region constante IgG4Pro humana se disefid en una cadena pesada de la region
variable de un anticuerpo de ratébn como la secuencia de la region constante de la cadena pesada, y se construy6 un
plasmido de expresion utilizando el método descrito a continuacion para obtener un plasmido que expresa la cadena
pesada del anticuerpo quimérico de ratén/ser humano (Fig. 13; quimera H). Una secuencia de ADN de conjugado de
la secuencia de la region constante Igkappa humana se disefié en una region variable de la cadena ligera de un
anticuerpo de ratdbn como la secuencia de la region constante de la cadena ligera, y se construyd un vector de
expresion utilizando el método descrito anteriormente para obtener un plasmido que expresa la cadena ligera del
anticuerpo quimérico de ratén/ser humano (Fig. 13; quimera L). Los plasmidos de expresion de las cadenas pesada
y ligera se co-transfectaron en el cultivo celular de mamifero con una cualquiera de las combinaciones de los
plasmidos que expresan las cadenas pesada y ligera del anticuerpo quimérico de ratén-ser humano; los plasmidos
que expresan las cadenas pesada y ligera del anticuerpo humanizado molde; los plasmidos que expresan la cadena
pesada del anticuerpo humanizado molde y la cadena ligera del anticuerpo humanizado mutante; los plasmidos que
expresan la cadena pesada del anticuerpo humanizado mutante y la cadena ligera del anticuerpo humanizado
molde; y los plasmidos que expresan la cadena pesada del anticuerpo humanizado mutante y la cadena ligera del
anticuerpo humanizado mutante. Cada uno de los sobrenadantes del cultivo se utilizaron para determinar la afinidad
con el antigeno PcrV recombinante mediante analisis de resonancia de plasmén superficial (BIAcoreT-100, GE
Healthcare) (Fig. 13).
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El valor KD del anticuerpo quimérico de ratén-ser humano, obtenido mediante el analisis de afinidad, era 2,6 x 1070
M. El valor KD del anticuerpo, incluidas las cadenas pesada y ligera del anticuerpo humanizado molde era 2,2 x 107
M; y el del anticuerpo que incluye la cadena pesada del anticuerpo humanizado molde y la cadena ligera del
anticuerpo humanizado mutante era 6,5 x 10" M, confirmando que la afinidad se redujo significativamente. En
contraposicion, el valor KD del anticuerpo, incluida la cadena pesada del anticuerpo humanizado mutante y la
cadena ligera del anticuerpo humanizado molde, era 3,3 x 10 M, y la del anticuerpo, incluidas las cadenas pesada
y ligera del anticuerpo humanizado mutante, era 3,4 x 10" M, lo que indica que estos anticuerpos retienen la
afinidad préxima a la del anticuerpo quimérico de ratén-ser humano. A partir de estos resultados, los autores de la
invencion concluyeron que la cadena pesada del anticuerpo humanizado mutante es critica para la retencion de la
afinidad y que la cadena ligera del anticuerpo humanizado molde o el anticuerpo humanizado mutante se puede
utilizar sin alterar la afinidad. Por lo tanto, para la cadena ligera, los autores de la invencion seleccionaron la cadena
ligera del anticuerpo humanizado molde, que estd mas estrechamente relacionada con la secuencia derivada de la
linea germinal humana. Para la cadena pesada, se prepar6 un anticuerpo humanizado en el que cada una de las
retromutaciones de las cadenas laterales de aminoacidos en H48, H67, H69, H71, H78, H93 y H94 revirtieron a las
de la secuencia derivada de la linea germinal humana, respectivamente, y la afinidad con el antigeno se evalué
mediante analisis de resonancia de plasmoén superficial (Fig. 14). Como resultado el anticuerpo humanizado en el
que Val en H93 esta reemplazado por Ala mostré el valor KD de 1,0 x 10° M y el anticuerpo humanizado en el que
Leu en H94 esta reemplazado por Arg mostré el valor KD de 3,2 x 107 M. A pesar de que estos anticuerpos
mostraron una afinidad reducida, no se observé reduccion significativa alguna en la afinidad en los otros anticuerpos
humanizados retro-mutados a los de la secuencia derivada de la linea germinal humana.

Estos resultados han verificado la secuencia del anticuerpo humanizado utilizando la secuencia derivada de
anticuerpo de ratén para H93 y H94, y la secuencia de aminoacidos de la linea germinal humana para H48, H67,
H69, H71 y H78 (Figs. 15 y 16). Un anticuerpo que tiene esta secuencia se preparé de acuerdo con el método
descrito a continuacion en (3), y su afinidad se confirmé mediante analisis de resonancia de plasmén superficial.
Como resultado, se ha confirmado que este anticuerpo tiene la misma afinidad que el anticuerpo de raton (Fig. 17).

(3) Preparacion de anticuerpo recombinante

Los genes de las cadenas pesada y ligera, preparados como el método arriba descrito, se transfectaron en células
HEK293F utilizando Lipofectamine2000 (Invitrogen). Después de 72 horas, se recogio el sobrenadante celular. El
anticuerpo recombinante se purific6 mediante columna de afinidad de Proteina G (PIERCE) a partir del
sobrenadante celular recogido.

Ejemplo 2

Un ensayo de actividad inhibidora citotoxica se realizd en m1F3 (anticuerpo de ratdon), h1F3 (anticuerpo
humanizado) y m166. El método es el siguiente:

Inicialmente, m1F3, h1F3 y m166 se diluyeron mediante dilucién doble en serie partiendo con 200 nM, 200 nM y 800
nM, respectivamente. Cada una de las diluciones (10 pl) se dispensé en los pocillos de una microplaca de 96
pocﬂlos A contlnuacmn las células de mieloma U3P1 o células U937 se prepararon a una densidad celular de 5 x
10% 6 1 x 10° células/ml, respectivamente, mediante el uso de un medio de cultivo celular (PRMI1640 (producido por
Sigma Corporation), que contiene hidrogeno-carbonato de sodio y que no contiene L-glutamina ni rojo de fenol) y en
cada caso 70 yl de la suspensién se anadieron a la microplaca de 96 pocillos. Subsiguientemente, la cepa SR24 de
Pseudomonas aeruginosa, cultivada durante Ia noche en Caldo de Mueller Hinton Broth (Difco) ajustado en cationes
se prepard en la densidad celular de 1 x 108 ufc/ml en el medio de cultivo celular, se afiadié al pocillo en una
cantidad de 10 pl/pocillo, y se cultivé durante 3 horas a 37°C en una atmdsfera de 5% de CO..Tres horas mas tarde,
se afiadieron en cada caso 10 yl de WST-8 (producido por Kishida Chemical Co., Ltd.), y se continué el cultivo
durante 1 hora a 37°C en una atmdsfera de 5% de CO,. Después de haberse completado el cultivo, se determiné la
absorbancia en la longitud de onda de 450 nm. Los resultados demostraron que la actividad citotoxica (CI50) de
m166 era 98,4 nM, mientras que m1F3 y h1F3 mostraron 1,4 nM y 1,5 nM, respectivamente, cuando se utilizaron
células U937 (Fig. 18), y m166 mostré6 85,4 nM, mientras que m1F3 y h1F3 mostraron 1,5 nM y 1,3 nM,
respectivamente, cuando se utilizaron las células de mieloma (Fig. 19). Por lo tanto, las actividades inhibidoras
citotoxicas de m1F3 y h1F3 eran casi las mismas, y mostraron mayor actividad que m166.

Aplicabilidad industrial

El anticuerpo monoclonal humanizado de la presente invencién o una parte del mismo no sélo tenia una alta afinidad
con PcrV, sino que también exhibia una fuerte actividad inhibidora sobre la citotoxicidad a células eucariotas de
Pseudomonas aeruginosa. Por lo tanto, la composicién farmacéutica que contiene el anticuerpo monoclonal o una
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parte del mismo es util como un farmaco terapéutico para la infeccion relacionada con Pseudomonas aeruginosa,
que se considera actualmente como dificil de ser tratada en el sector médico.
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&0

Ser Lau Gln Pra Glu
EQ

han Tyr Prz Wha Thr

caggtgcaat tggtgcagtc tggagecgag gtgaaaaage caggagcettc cgtaaaagta

agctgtaagg cttcegggta tagecttcact tectactgga tgcactgggt tagacaagcea

ccaggccagg gcttggagtg gatgggcgag atcaatccat ctaatggcag aacaaactac

aacgagaagt tcaatactag agtgaccatg actagagaca caagtacctc caccgtgtat

atggagctgt ccagectgag aagecgaggat actgecegtgt actactgegt getgtacggg

aactacgtgg tgtattacac aatggactat tgggggcagg gcacaaccgt aacecgtgage

tca

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>

30

324
ADN
Artificial

28

300

360

363

60

120

180

240
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29

<223> Region VL codificada por ADN

<400> 30
gatatccagce tcacacagag tccatccttc ctgagcgecca gegteggega cegggtaact 60
attacctget ctgcttcaac cagcecgtgtcc tacatggagt ggtatcaaca gaageccgge 120
aaggctccca aactcectgat ctacactaca tceccaaactgg ccageggggt geccagecgg 180
ttcagecggaa gtgggagtgg aacagagttc acactgacca tttectcect gecagecagag 240
gatttcgcecta cctactattg ccatcagtgg agaaattace ccttcacctt cggacaggge 300
acaaagctgg agatcaageg tget 324
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REIVINDICACIONES
1. Un anticuerpo monoclonal humanizado contra PcrV o una parte de dicho anticuerpo, que tiene

1) en una region variable de la cadena pesada, regiones determinantes de la complementariedad que
incluyen las siguientes secuencias de aminoacidos: SFTSYWMH (SEQ ID NO: 15) para CDR-H1,
INPSNGRTNYNEKFNT (SEQ ID NO: 16) para CDR-H2 e YGNYVVYYTMDY (SEQ ID NO: 17) para CDR-H3 y

2) en una region variable de la cadena ligera, regiones determinantes de la complementariedad que
incluyen las siguientes secuencias de aminoacidos: SASTSVSYME (SEQ ID NO: 18) para CDR-L1, TTSKLAS (SEQ
ID NO: 19) para CDR-L2 y HQWRNYPFT (SEQ ID NO: 20) para CDR-L3;

y que tiene al menos una caracteristica seleccionada de (A) a (C):

(A) inhibe 50% o mas de citotoxicidad a células de leucocitos de Pseudomonas aeruginosa a una
concentracion de 1 nM a 200 nM in vitro;

(B) inhibe 50% o mas de citotoxicidad a células de mieloma de Pseudomonas aeruginosa a una
concentracion de 1 nM a 50 nM in vitro; y

(C) tiene una constante de disociacion (Kd) con PcrV de 2 x 10 (M) o menor.

2. Un anticuerpo monoclonal humanizado o una parte del mismo de acuerdo con la reivindicacion 1, que tiene
3) una region variable de la cadena pesada que tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 27,y
4) una region variable de la cadena ligera que tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 28.

3. Una composiciéon farmacéutica que comprende el anticuerpo o una parte del mismo de acuerdo con la
reivindicacion 1 o la reivindicacion 2 en calidad de un ingrediente activo.

4. El anticuerpo o parte del mismo de acuerdo con la reivindicacion 1 o la reivindicacion 2, para uso en un método de
tratamiento médico.

5. El anticuerpo o parte del mismo de acuerdo con la reivindicacién 1 o la reivindicacién 2, para uso en un método de
prevencion o tratamiento de una enfermedad infecciosa inducida por Pseudomonas aeruginosa.

6. Uso del anticuerpo o parte del mismo de acuerdo con la reivindicacion 1 o la reivindicacion 2, en la fabricacion de
un medicamento para la prevencién o tratamiento de una enfermedad infecciosa inducida por Pseudomonas
aeruginosa.

7. Un polinucledtido que codifica una region variable de la cadena pesada y una region variable de la cadena ligera
de anticuerpo de acuerdo con la reivindicacién 1 o la reivindicacion 2.

8. Un vector de expresion que comprende el polinucleétido de acuerdo con la reivindicacion 7, bajo el control de una
region de control de la expresion.

30
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[Figura 1]
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[Figura 4]
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[Figura 6]
PcrV de longitud completa (1-294)
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[Figura 7]

PcrV de longitud completa (1-294)
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[Figura 8]

Supresion de la actividad neutralizante con PcrV de longitud completa
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[Figura 9]

Supresion de la actividad neutralizante con PcrV truncada
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[Figura 10]
(SEQ ID NO: 17, 12}

Cadena Pesada

QVQLAGPCARIVEPGASVELSCKASGYSPTSYWMHW VK GQRPGQULEWIGEINESN
GRINYNEKFNTE ATLTVYPSSSTAYMQTSSUTSEDSAVY Y CVLYGNYVVY ¥ TMDYW
(G OTSVTVES

Cadena Ligera

QIVLIGSPTIMSASLGREIT LI CBASTSVEYMEWY QRKSGTSPKILTYTTSKLASGVPS
RFSCGRESCTFYSITISSVRAKDAADVYCEQWRNYPITFGSGTRLEIKRAD

[Figura 11]

(SEQ 1IN NO: 18, 14)
Cadena Pesada

DVQLGESGPGIVEPSQRLELTCTVIGYSITSD ¥AWNWIRGITGNK LEWMGYITYNG
DTSYNPSLKSRISIARDTSKNQFFLQLNSVTTEDTATYSCAGSRNYYGAWFAYW GQG
TLVTV3A |

Cadena Ligera

DIVLMTRSHEFMSTSIGDRVSINYBASQYVETTVAWY QEKS GHSPKLLIYRASTRIHTG
VPDRFTGSGSGTDITLNISNVQSENLADYFCQQYCSSPLIFGAGTYLEVKRAD ’
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[Figura12)

Cadena pesada
Comil Cheina
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Betromutaman Le LT TEEPEFLEAEVGDR VT TTCS A STE S eNBTROON PORATRE L1 Y] FELLEGVERR €0
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38

LFE @8 raton & 1. POOTPSETE IELT IS VIEAETLLADY !l:ng::}wwmtﬂlu 494
Il o 6L FHRS GEVILFTLT LSS LU ED S AT T Y GO RN TR P GUe TR L BT 10
Rsromestacicen &L : PEUSUSU IR LY TOELOFEDFATY ¥ CH N M LIy PLOGTE L FTE 108
LFE humanizade € 1 ESOEGEGTIEFT LTI IRONERT AT YCHUN RN EEFTROCATRLEL K o0&
Ifl'ufﬁll]
Cadena Pesada | Cadenaligera | kaf1/Ms) kd(1/s)  KD(M)
QuimeraH | Quimera L 20x 10" 51x10™ 2B8x107"°
)
HT LT 1.1x10® 25x107 22x107
HT LB 62x 10" 4px 107 65x107
HB LT 1.6x10° 48x 10" 33x107
HB 1B 1.3x10° 42x107% 34x 1079
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[Figura 14]
Cadena Pesada | Cadenaligera | ka{1/Ms)  kd(1/s) KO(M}

Quimera H Quimeral | 85% 10° 23x 10" 27x 1710
HB LT 54%10° 18x 10 34x 107"
[48M LT 85x 105 12x107% 15x 1077
BTV LT 75%10° 16x107% 21x107°
L6IM LT 6.8x10° 17x107% 25x107°
VIR LT 72%x10° 16x10? 22107
ATEV LT 19%x10° 46x10° 24x 107
VA3A LT pax 10 51x10" 26x 107"
L84R LT 62x10° 40x 10% 85x107

[Figura 13]

B ID M- 27

QVQLVQEGAEVEKEGASVEVECKASGYSFTEY WMHWVRQAPGQOLEWMGEINES
NGRTNYNEKFNTRVIMTRDTSTSTVYMELSSLRSEDTAY YYCVLYGNYVVYYTMDY

WERQGT
[Figura 18]

SEQ [D NO:28

pH L)1 ;TQSPSEISAS?GDRMTH'DE&EEMEWYWE@?KLUMVP

SRFSGUGEATER LIS SLOPEDPATY YO EQWRNYT PIFGRGTELEIK

[Figura 17]

_._Cadena Pesada | Cadenaligera | ka(l/Ms)  kd(1/s) KD(M)

—Quimera H Quimera L 14 x10° 37x10% 49x107°
hiF3 H 87 x10° 33x107% 38x107°

h1F3 L

39



ES 2 529 734 T7

[Figura 18]
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[Figura 19]
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