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DESCRIPCION

Anticuerpo monoclonal anti-APRIL y su utilizacion para el tratamiento de una enfermedad relacionada con el sistema
inmunitario o el cancer

CAMPO DE LA INVENCION

[0001] La presente invencion se refiere de forma general a la utilizacion de uno o mas agonistas o
antagonistas para modular la actividad del factor de necrosis tumoral (TNF) y de las moléculas relacionadas con el
receptor del TNF (TNFR), y mas especialmente, de los miembros de las familias del TNF y TNFR denominados
como TALL-1, APRIL, TACI, y BCMA. La presente invencién también se refiere al diagnéstico y/o el tratamiento in
vitro, in situ y/o in vivo de células de mamifero o condiciones patoldgicas asociadas con TALL-1, APRIL, TACI, o
BCMA, usando una o mas de las moléculas agonistas o antagonistas.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

[0002] Varias moléculas, tales como el factor de necrosis tumoral-a ("TNF-a"), el factor de necrosis tumoral-3
("TNF-B" o "linfotoxina-B"), la linfotoxina- ("LT-B"), el ligando de CD30, el ligando de CD27, el ligando de CD40, el
ligando de OX-40, el ligando de 4-1BB, el ligando de Apo-1 (también denominado como ligando de Fas o ligando de
CD95), el ligando de Apo-2 (también denominado TRAIL), el ligando de Apo-3 (también denominado TWEAK), la
osteoprotegerina (OPG), el APRIL, el ligando de RANK (también denominado TRANCE), y el TALL-1 (también
denominado BlyS, BAFF o THANK), se han identificado como miembros de la familia de citocinas del factor de
necrosis tumoral ("TNF") [Consultar, por ejemplo, Gruss y Dower, Blood, 85:3378-3404 (1995); Pitti et al., J. Biol.
Chem., 271:12687-12690 (1996); Wiley et al., Immunity, 3:673-682 (1995); Browning et al., Cell, 72:847-856 (1993);
Armitage et al., Nature, 357:80-82 (1992), la WO 97/01633 publicada el 16 de enero de 1997; la WO 97/25428
publicada el 17 de julio de 1997; Marsters et al., Curr. Biol., 8:525-528 (1998); Simonet et al., Cell, 89:309-319
(1997); Chicheportiche et al., Biol. Chem., 272:32401-32410 (1997); Hahne et al., J. Exp. Med., 188:1185-1190
(1998); la WO98/28426 publicada el 2 de julio de 1998; la WO98/46751 publicada el 22 de octubre de 1998; la
WO/98/18921 publicada el 7 de mayo de 1998; Moore et al., Science, 285:260-263 (1999); Shu et al., J. Leukocyte
Biol., 65:680 (1999); Schneider et al., J. Exp. Med., 189:1747-1756 (1999); Mukhopadhyay et al., J. Biol. Chem.
274:15978-15981 (1999)]. Entre estas moléculas, se ha publicado que TNF-o, TNF-, el ligando de CD30, el ligando
de 4-1BB, el ligando de Apo-1, el ligando de Apo-2 (Apo2L/TRAIL) y el ligando de Apo-3 (TWEAK) estan implicadas
en la muerte de la células apoptoética. Se ha publicado que tanto el TNF-ao como el TNF-a inducen la muerte
apoptética en células tumorales susceptibles [Schmid et al., Proc. Natl. Acad. Sci., 83:1881 (1986); Dealtry et al.,
Eur. J. Immunol., 17:689 (1987)].

[0003] Varias moléculas en la familia TNF tienen también un papel o papeles aparentes en la funcién o
desarrollo del sistema inmune [Gruss et al., Blood, 85:3378 (1995)]. Zheng et al. han publicado que el TNF-a esta
implicado en la apoptosis posterior a la estimulacién de células T CD8-positivas [Zheng et al., Nature, 377:348-351
(1995)]. Otros investigadores han publicado que el ligando de CD30 podria estar implicado en la supresion de las
células T autoreactivas en el timo [Amakawa et al., Cold Spring Harbor Laboratory Symposium on Programmed Cell
Death, resumen n° 10, (1995)]. El ligando de CD40 activa muchas funciones de las células B, incluyendo la
proliferacion, la secrecion de inmunoglobulina, y la supervivencia [Renshaw et al., J. Exp. Med., 180:1889 (1994)].
Se ha publicado que otra citocina recientemente identificada de la familia del TNF, la TALL-1 (BlyS), en ciertas
condiciones, induce la proliferacién de las células B y la secrecion de inmunoglobulinas. [Moore et al., ver mas
arriba; Schneider et al., ver mas arriba; Mackay et al., J. Exp. Med., 190:1697 (1999)].

[0004] Las mutaciones en los genes del receptor o ligando de Fas/Apo-1 de ratén (denominados
respectivamente Ipr y gld) se han asociado con ciertos trastornos autoinmunes, indicando que el ligando de Apo-1
podria desempefar un papel en la regulacion de la supresion clonal de los linfocitos autoreactivos en la periferia
[Krammer et al., Curr. Op. Immunol., 6:279-289 (1994); Nagata et al., Science, 267:1449-1456 (1995)]. También se
ha publicado que el ligando de Apo-1 induce la apoptosis posterior a la estimulacién en linfocitos T CD4-positivos y
en linfocitos B, y podria estar implicado en la eliminacion de los linfocitos activados cuando ya no se necesita su
funcion [Krammer et al., ver mas arriba; Nagata et al., ver mas arriba]. Se ha publicado que los anticuerpos
monoclonales de ratén agonistas que se unen especificamente al receptor de Apo-1 exhiben una actividad para
matar células que es comparable o similar a la del TNF-a [Yonehara et al., J. Exp. Med., 169:1747-1756 (1989)].

[0005] La induccion de varias respuestas celulares mediadas por tales citocinas de la familia del TNF se cree
que se inicia por su unién a receptores celulares especificos. Previamente, se identificaron dos receptores distintos
del TNF, de aproximadamente 55-kDa (TNFR1) y 75-kDa (TNFR2) [Hohman et al., J. Biol. Chem., 264:14927-14934
(1989); Brockhaus et al., Proc. Natl. Acad. Sci., 87:3127-3131 (1990); EP 417.563, publicada el 20 de marzo de
1991; Loetscher et al., Cell, 61:351 (1990); Schall et al., Cell, 61:361 (1990); Smith et al., Science, 248:1019-1023
(1990); Lewis et al., Proc. Natl. Acad. Sci., 88:2830-2834 (1991); Goodwin et al., Mol. Cell. Biol., 11:3020-3026
(1991)]. Se hallé que esos TNFR compartian la estructura tipica de los receptores de superficie celular, incluyendo
las regiones extramembrana, transmembrana e intracelulares. Se hall6 también que las porciones extracelulares de
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ambos receptores también se hallaban de forma natural como proteinas unidoras de TNF solubles [Nophar, Y. et al.,
EMBO J., 9:3269 (1990); y Kohno, T. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 87:8331 (1990); Hale et al., J. Cell.
Biochem. suplemento 15F, 1991, p. 113 (P424)].

[0006] La porcion extracelular de los TNFR del tipo 1 y tipo 2 (TNFR1 y TNFR2) contienen un patrén de
secuencia de aminoacidos repetitivos de cuatro dominios ricos en cisteinas (CRD) denominados del 1 al 4, que
empiezan a partir del extremo NH2-terminal. [Schall et al., ver mas arriba; Loetscher et al., ver mas arriba; Smith et
al., ver mas arriba; Nophar et al., ver mas arriba; Kohno et al., ver mas arriba; Banner et al., Cell, 73:431-435 (1993)].
Existe un patrén repetitivo de CDR similar en otras varias proteinas de la superficie celular, incluyendo el receptor
del factor de crecimiento del nervio p75 (NGFR) [Johnson et al., Cell, 47:545 (1986); Radeke et al., Nature, 325:593
(1987)], el antigeno CD40 de la célula B [Stamenkovic et al., EMBO J., 8:1403 (1989)], el antigeno OX40 de la célula
T [Mallet et al., EMBO J., 9:1063 (1990)] y el antigeno Fas [Yonehara et al., ver mas arriba, € ltoh et al., Cell, 66:233[]
243 (1991)]. Los CDR también se hallan en las proteinas solubles T2 similares al TNFR (sTNFR) de los virus de la
viruela de Shope y mixoma [Upton et al., Virology, 160:20-29 (1987); Smith et al., Biochem. Biophys. Res. Commun.,
176:335 (1991); Upton et al., Virology, 184:370 (1991)]. El alineamiento 6ptimo de estas secuencias indica que las
posiciones de los residuos cisteina estan bien conservadas. Estos receptores a menudo se denominan de forma
conjunta como miembros de la superfamilia del receptor de TNF/NGF.

[0007] Los ligandos de la familia del TNF identificados hasta la fecha, con excepcion de la linfotoxina-a, son
proteinas transmembrana del tipo Il, cuyo extremo C-terminal es extracelular. Por contra, la mayoria de los
receptores en la familia del receptor del TNF (TNFR) identificados hasta la fecha son proteinas transmembrana del
tipo I. No obstante, en ambas familias del ligando y del receptor del TNF, la homologia identificada entre los
miembros de la familia se ha hallado principalmente en el dominio extracelular ("ECD"). Varias de las citocinas de la
familia del TNF, incluyendo el TNF-q, el ligando de Apo-1 y el ligando de CD40, son cortadas proteoliticamente a
nivel de la superficie celular; la proteina resultante en cada caso tipicamente forma una molécula homotrimérica que
funciona como una citocina soluble. Las proteinas de la familia del receptor del TNF también son cortadas
proteoliticamente a menudo para liberar ECD solubles del receptor que pueden funcionar como inhibidores de las
citocinas cognadas.

[0008] Mas recientemente, se han identificado otros miembros de la familia del TNFR. En von Bulow et al.,
Science, 278:138-141 (1997), los investigadores describen un receptor de la membrana plasmatica denominado
como Activador Transmembrana e Interactor con CAML o "TACI". Se ha descrito que el receptor de TACI contiene
un motivo rico en cisteina caracteristico de la familia del TNFR, y que esta presente tanto en células B como en
células T activadas. En un ensayo in vitro, el entrecruzamiento de TACI, con anticuerpos especificos para TACI,
sobre la superficie de células Jurkat transfectadas condujo a la activacion del NF-KB. [ver también la WO 98/39361
publicada el 18 de septiembre de 1998].

[0009] Laabi et al., EMBO J., 11:3897-3904 (1992) publicé la identificacién de un nuevo gen denominado
"BCM" cuya expresién se hallé que coincidia con la maduracion terminal de las células B. El marco de lectura abierta
del ADNc normal del BCM predijo un polipéptido de 184 aminoacidos de longitud con un Unico dominio
transmembrana. Estos investigadores mas tarde denominaron este gen "BCMA." [Laabi et al., Nucleic Acids Res.,
22:1147-1154 (1994)]. Se informd que la expresion del ARNm del BCMA estaba ausente en las lineas de células B
humanas malignas, las cuales representa la etapa pro-linfocito B, y por tanto se cree que esta vinculado a la etapa
de diferenciacion de los linfocitos [Gras et al., Int. Immunology, 7:1093-1106 (1995)]. En Madry et al., Int.
Immunology, 10:1693-1702 (1998), se describe la clonacion del ADNc del BCMA murido. Se ha descrito que el
ADNc del BCMA murido codifica un polipéptido de 185 aminoacidos de longitud que tiene un 62% de identidad con
el polipéptido del BCMA humano. El alineamiento de las secuencias proteicas de murido y humana revelé un motivo
conservado de seis cisteinas en la region N-terminal, sugiriendo que la proteina BCMA pertenece a la superfamilia
del TNFR [Madry et al., ver mas arribal.

[0010] En Marsters et al., Curr. Biol., 6:750 (1996), los investigadores describen un polipéptido humano de
secuencia nativa, de longitud completa, denominado Apo-3, el cual presenta similitud con la familia del TNFR en sus
repeticiones extracelulares ricas en cisteinas, y que se parece al TNFR1 y CD95 en que contiene una secuencia de
dominio de muerte citoplasmatico [ver también Marsters et al., Curr. Biol., 6:1669 (1996)]. EI Apo-3 ha sido
denominado por otros investigadores como DR3, wsl-1, TRAMP, y LARD [Chinnaiyan et al., Science, 274:990
(1996); Kitson et al., Nature, 384:372 (1996); Bodmer et al., Immunity, 6:79 (1997); Screaton et al., Proc. Natl. Acad.
Sci., 94:4615-4619 (1997)].

[0011] Pan et al. han descrito otro miembro de la familia del receptor del TNF denominado como "DR4" [Pan
et al., Science, 276:111-113 (1997); ver también la WO98/32856 publicada el 30 de junio de 1998]. Se informé que
el DR4 contenia un dominio de muerte citoplasmatico capaz de involucrar el aparato de suicidio de la célula. Pan et
al. descubren que se cree que el DR4 es un receptor para el ligando conocido como Apo2L/TRAIL.

[0012] En Sheridan et al., Science, 277:818-821 (1997) y Pan et al., Science, 277:815-818 (1997), se
describe otra molécula que se cree que es un receptor para el Apo2L/TRAIL [ver también la W0O98/51793 publicada
el 19 de noviembre de 1998; la W0O98/41629 publicada el 24 de septiembre de 1998]. Esa molécula se denomina
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como DRS5 (alternativamente, también se ha denominado como Apo-2; TRAIL-R, TR6, Tango-63, hAPO8, TRICK2 o
KILLER [Screaton et al., Curr. Biol., 7:693-696 (1997); Walczak et al., EMBO J., 16:5386-5387 (1997); Wu et al.,
Nature Genetics, 17:141-143 (1997); WO98/35986, publicada el 20 de agosto 1998; EP 870.827, publicada el 14 de
octubre de 1998; W098/46643, publicada el 22 de octubre de 1998; W099/02653 publicada el 21 de enero de 1999;
WQ099/09165, publicada el 25 de febrero de 1999; W0O99/11791, publicada el 11 de marzo de 1999]. Al igual que el
DR4, se ha informado que el DR5 contiene un dominio de muerte citoplasmatico y que es capaz de sefalar la
apoptosis. La estructura del cristal del complejo formado entre Apo-2L/TRAIL y DR5 se describe en Hymowitz et al.,
Molecular Cell, 4:563-571 (1999).

[0013] Aun se ha identificado recientemente otro receptor que contiene un dominio de muerte, el DR6 [Pan et
al., FEBS Letters, 431:351-356 (1998)]. Aparte de contener cuatro dominios extracelulares putativos ricos en
cisteinas y un dominio de muerte citoplasmatico, se cree que el DR6 contiene una secuencia putativa de cremallera
de leucina que se solapa con un motivo rico en prolinas en la region citoplasmatica. El motivo rico en prolina se
parece a secuencias que se unen a los dominios scr-homologia-3, los cuales se hallan en muchas moléculas
intracelulares transductoras de sefal.

[0014] Un grupo adicional de receptores recientemente identificados se denomina como "receptores de
sefiuelo”, los cuales se cree que funcionan como inhibidores, en vez de como transductores de sefial. Este grupo
incluye el DCR1 (también denominado como TRID, LIT o TRAIL-R3) [Pan et al., Science, 276:111-113 (1997);
Sheridan et al., Science, 277:818-821 (1997); McFarlane et al., J. Biol. Chem., 272:25417-25420 (1997); Schneider
et al., FEBS Letters, 416:329-334 (1997); Degli-Esposti et al., J. Exp. Med., 186:1165-1170 (1997); y Mongkolsapaya
et al., J. Immunol., 160:3-6 (1998)] y el DCR2 (también denominado TRUNDD o TRAIL-R4) [Marsters et al., Curr.
Biol., 7:1003-1006 (1997); Pan et al., FEBS Letters, 424:41-45 (1998); Degli-Esposti et al., Immunity, 7:813-820
(1997)], ambos son moléculas de la superficie celular, asi como el OPG [Simonet et al., ver méas arriba; Emery et al.,
ver mas abajo] y DCR3 [Pitti et al., Nature, 396:699-703 (1998)], ambas de las cuales son proteinas solubles,
secretadas.

[0015] Los miembros adicionales recientemente identificados de la familia del TNFR incluyen el CAR1,
HVEM, GITR, ZTNFR-5, NTR-1, y TNFL1 [Brojatsch et al., Cell, 87:845-855 (1996); Montgomery et al., Cell, 87:427(]
436 (1996); Marsters et al., J. Biol. Chem., 272:14029-14032 (1997); Nocentini et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA,
94:6216-6221 (1997); Emery et al., J. Biol. Chem., 273:14363-14367 (1998); W0O99/04001, publicada el 28 de enero
de 1999; WO99/07738, publicada el 18 de febrero de 1999; W099/33980, publicada el 8 de julio de 1999].

[0016] Tal como ha sido recientemente revisado por Tewari et al., TNFR1, TNFR2 y CD40 modulan la
expresion de las citocinas proinflamatorias y coestimuladoras, de los receptores de citocinas, y de las moléculas de
adhesion de células, a través de la activacion del factor de transcripcion NF-xB [Tewari et al., Curr. Op. Genet.
Develop., 6:39-44 (1996)]. EI NF-xB es el prototipo de una familia de factores de transcripcion diméricos cuyas
subunidades contienen regiones Rel conservadas [Verma et al., Genes Develop., 9:2723-2735 (1996); Baldwin, Ann.
Rev. Immunol., 14:649-681 (1996)]. En su forma latente, el NF-xB esta complejado con miembros de la familia de
inhibidores IxB; a partir de la interaccion del kB en respuesta a ciertos estimulos, el NF-«xB liberado se transloca al
nucleo, en donde se une a secuencias de ADN especificas y activa la transcripcion de genes. Tal como se ha
descrito mas arriba, los miembros de la familia del TNFR identificados hasta la fecha, o incluyen o carecen de una
regién dominio de muerte intracelular. Algunas moléculas TNFR que carecen de un dominio de muerte, tales como el
TNFR2, CD40, HVEM y GITR, son capaces de modular la actividad del NF-kB. [ver, por ejemplo, Lotz et al., J.

Leukocyte Biol., 60:1-7 (1996)].

[0017] Para una revision de la familia de citocinas del TNF y sus receptores, consultar Ashkenazi y Dixit,
Science, 281:1305-1308 (1998); Golstein, Curr. Biol., 7:750-753 (1997); Gruss y Dower, ver mas arriba, y Nagata,
Cell, 88:355-365 (1997).

DESCRIPCION RESUMIDA DE LA INVENCION

[0018]_La presente invencion se define en las reivindicaciones.

[0019] Los solicitantes han hallado sorprendentemente que el ligando de la familia del TNF denominado
TALL-1 se une al receptor TACI y al receptor BCMA. Los solicitantes también han hallado sorprendentemente que el
ligando de la familia del TNF denominado APRIL se une a ambos, los receptores TACI y BCMA. Aunque ciertos
ligandos de TALL-1 y APRIL, y ciertos receptores TACI y BCMA se han descrito previamente, no se aprecio en el
estado de la técnica que TALL-1 y APRIL se unan a y activen los receptores TACI y BCMA. Por tanto, la presente
invencidn proporciona un nuevo uso médico de antagonistas de anticuerpos de estos ligandos de APRIL de acuerdo
con las reivindicaciones. Los antagonistas descritos en la presente invencion son utiles para, entre otras cosas, el
diagndstico o el tratamiento in vitro, in situ, o in vivo de células de mamifero o de condiciones patoldgicas asociadas
con la presencia (o ausencia) de TALL-1, APRIL, TACI, o BCMA.
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[0020] Los usos médicos relacionados con los métodos para el tratamiento de condiciones patoldgicas o
enfermedades en mamiferos asociadas con, o que resultan de una expresién y/o actividad incrementada o
potenciada de TALL-1 o APRIL. En los métodos de tratamiento, los antagonistas de APRIL se pueden administrar al
mamifero que padece dicha condicién patologica o enfermedad. Los antagonistas de APRIL contemplados para
utilizar son anticuerpos anti-APRIL que son capaces de bloquear o reducir la union del respectivo ligando a los
receptores TACI o TACI y BCMA. Opcionalmente, la molécula o moléculas antagonistas utilizadas en los métodos
seran capaces de bloquear o neutralizar la actividad tanto de TALL-1 como de APRIL, por ejemplo, un antagonista
dual que bloquea o neutraliza la actividad tanto de TALL-1 como de APRIL. Los métodos contemplan la utilizacion
de un unico tipo de molécula antagonista o una combinacién de dos o mas tipos de antagonistas.

[0021] La presente invencion proporciona de este modo el uso médico de antagonistas de APRIL en métodos
para bloquear o neutralizar la interaccion entre APRIL y TACI o TACI y BCMA de acuerdo con las reivindicaciones.
Por ejemplo, un método puede comprender exponer una célula de mamifero, tal como un glébulo blanco
(preferiblemente, una célula B) a uno o mas antagonistas de APRIL en una cantidad eficaz para disminuir,
neutralizar o bloquear la actividad del ligando de APRIL. La célula puede estar en un cultivo celular o en un
mamifero, por ejemplo un mamifero que padece, por ejemplo, una enfermedad relacionada con el sistema
inmunitario o cancer. De este modo, la presente invencion se refiere a un método para el tratamiento de un
mamifero que padece una condicién patolégica, tal como una enfermedad relacionada con el sistema inmunitario o
el cancer, que comprende administrar una cantidad eficaz de uno o mas antagonistas de APRIL, tal como se
describe en la presente invencion.

[0022] La presente invenciéon también da a conocer composiciones que comprenden uno o mas antagonistas de
APRIL de acuerdo con las reivindicaciones. Opcionalmente, las composiciones de la presente invencion incluiran
portadores o diluyentes farmacéuticamente aceptables. Preferiblemente, las composiciones incluirdn uno o més
antagonistas de TALL-1 o antagonistas de APRIL en una cantidad que es terapéuticamente eficaz para el
tratamiento de una condicién patolégica o enfermedad.

[0023] La presente invencidon también da a conocer moléculas antagonistas particulares que comprenden
anticuerpos monoclonales anti-APRIL de acuerdo con las reivindicaciones. Dichos anticuerpos pueden incluir
anticuerpos quiméricos, anticuerpos humanizados o anticuerpos humanos. También se dan a conocer en la presente
invencién hibridomas que secretan varios anticuerpos monoclonales anti-APRIL.

[0024] También se dan a conocer en la presente invencion articulos de fabricacion y kits que incluyen uno o mas
antagonistas de TALL-1 o antagonistas de APRIL.

[0025] La presente invenciéon también da a conocer métodos de llevar a cabo ensayos de cribado para identificar
moléculas candidatas, tales como compuestos de moléculas pequenas, polipéptidos o anticuerpos, que actian como
agonistas o antagonistas con respecto a la interaccion entre APRIL y TACI o BCMA de acuerdo con las
reivindicaciones.

DESCRIPCION RESUMIDA DE LAS FIGURAS

[0026]

Las FIGURAS 1A-1B muestran una secuencia de polinucleétidos que codifica una secuencia humana
nativa de TACI (SEC. N° ID.:1) (la secuencia inversa correspondiente se proporciona en SEC. N°
ID.:11) y su secuencia de aminoacidos putativa (SEC. N° ID.:2).

La FIGURA 2 muestra una secuencia de polinucleétidos que codifica una secuencia humana nativa de
BCMA (SEC. N° ID.:3) (la secuencia inversa correspondiente se proporciona en SEC. N° ID.:12) y su
secuencia de aminoacidos putativa (SEC. N° ID.:4).

La FIGURA 3 muestra una secuencia de polinucleétidos que codifica una secuencia humana nativa de
TALL-1 (SEC. N° ID.:5) (la secuencia inversa correspondiente se proporciona en SEC. N° ID.:13) y su
secuencia de aminoécidos putativa (SEC. N° ID.:6).

Las FIGURAS 4A-4B muestran una secuencia de polinucleétidos que codifica una secuencia humana
nativa de APRIL (SEC. N° ID.:7) (la secuencia inversa correspondiente se proporciona en SEC. N°
ID.:14) y su secuencia de aminoacidos putativa (SEC. N° ID.:8).

Las FIGURAS 5A-5B muestran procedimientos ilustrativos para calcular el % de identidad de la
secuencia de aminoacidos de la secuencia de aminoacidos denominada "Proteina de comparacion”
respecto la secuencia de aminoacidos denominada "PRO". Para los propdsitos en la presente, la
secuencia "PRO" podria ser las secuencias de TACI, BCMA, TALL-1 o APRIL mencionadas
respectivamente en las FIGURAS 1, 2, 3, 0 4 en la presente.
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La FIGURA 6 muestra una alineamiento de las dos secuencias de aminoacidos del receptor de TACI
receptor, denominadas "hTACI (265)" (SEC. N° ID.:9), que se cree que es una variante ayustada, y
"hTACI", citada también en las FIGURAS 1A-1B (SEC. N° ID.:2).

Las FIGURAS 7A-7D muestran los resultados de un ensayo in situ de tincién de la actividad de AP. Se
transfectaron células COS 7 con TACI (FIGURAS 7A-7C) o plasmido del vector (FIGURA 7D) y se
incubaron con AP-TALL-1 (FIGURAS 7A, 7D); AP-TNF-alfa (FIGURA 7B); o AP-EDA (FIGURA 7C).

Las FIGURAS 8A-8H muestran los resultados, mediante analisis de transferencias Western de varios
ensayos de co-inmunoprecipitacion de TALL-1 o APRIL con inmunoadhesinas de TACI o BCMA, tal
como se describe en detalle en el EJEMPLO 2. En las FIGURAS 8A-8H, TALL-1 se denomina como
"Blys/TALL-1".

Las FIGURAS 9A-9B muestran los resultados de ensayos de unién adicionales que demuestran que
TALL-1 y APRIL son ligandos para TACI y BCMA. En la FIGURA 9A, se transfectaron células COS 7
con TALL-1 (9a-9c); APRIL (9d-9f); o TNF-alfa (9g-9i) y se incubaron con BCMA-Fc (9a, 9d, y 99);
TACI-Fc (9b, 9e, y 9h); o TNFR1-Fc (9c, 9f, y 9i). A continuacion se lavaron las células, se fijaron, y se
detectd la unién de la proteina Fc mediante anticuerpo de cabra anti-humano biotinilado seguido por
Cy3-estreptoavidina. En la FIGURA 9B, se transfectaron células COS 7 con TACI (1, 2, y 3); BCMA (4,
5, y 6); o vector (7, 8, y 9) y se incubaron con medio condicionado que contenia AP-TALL-1 (1, 4, and
7), AP-APRIL (2, 5, y 8) o AP-TNF-alpha (3, 6, y 9). A continuacién, se lavaron las células, se fijaron, y
se tifieron en busca de actividad AC in situ. En las FIGURAS 9A-9H, TALL-1 se denomina como
"Blys/TALL-1".

La FIGURA 10 muestra un diagrama de barras que ilustra los resultados de un ELISA de IgM, que
ensaya los efectos de las citocinas, ligandos y receptores indicados sobre la produccion de IgM por
parte de los PBL apuntados.

Las FIGURAS 11A-11D muestran los resultados de los ensayos, demostrando que la interaccién entre
TALL-1 o APRIL y TACI o BCMA resulta en la activacion del NF-KB. En la FIGURA 11A, la
estimulacién de TACI/BCMA medié la activacién del NF-KB por parte de TALL-1 o APRIL. En las
FIGURAS 11B y 11C, la estimulacion de TACI/BCMA medi6 la activacién del NF-KB por parte de la
cotransfeccion del TALL-1 o APRIL de longitud completa. En la FIGURA 11D, el tratamiento con Flagl
TALL-1 de células IM-9 sin transfectar también resulté en la activacion del NF-KR, segun se midié en
una ensayo de desplazamiento de la movilidad electroforética.

La FIGURA 12 muestra un diagrama de barras que ilustra los resultados de un ELISA que ensaya los
efectos de bloquear las interacciones TALL-1/TACI y TALL-1/BCMA sobre la producciéon de IgM
especifica para NP, de IgG1 de baja afinidad, y de IgG1 de elevada afinidad.

Las FIGURAS 13-1 (paneles A, B y C) y 13-2 (paneles A, B, y C) muestran el analisis
inmunohistoquimico de secciones de bazo procedentes de ratones tratados con TACI-Fc o BCMA-Fc,
y descritos con mas detalle en el EJEMPLO 5.

La FIGURA 14A muestra los resultados de un ELISA que ensayaba la unién de varios anticuerpos
anti-APRIL al Flag-APRIL.

La FIGURA 14B muestra una tabla que indica los diversos resultados de los ensayos de los
anticuerpos monoclonales 3C6.4.2; 5E8.7.4; 5E11.1.2; y 5G8.2.2, incluyendo el analisis del isotipo.

Las FIGURAS 15A-15D muestran diagramas de barras que ilustran los resultados de los ELISA de
union competitiva de anticuerpos anti-APRIL 3C6.4.2 ("3C6") (FIGURA 15A); 5E8.7.4 ("5E8") (FIGURA
15B); 5E11.1.2 ("5E11") (FIGURA 15C); y 5G8.2.2 ("5G8") (FIGURA 15D), y descritos con mas detalle
en el EJEMPLO 9.

Las FIGURAS 16A y 16B muestran los resultados de ensayos que demuestran la inhibicion de la
artritis inducida por el colageno mediante el tratamiento con TACI-Fc en un modelo con murido in vivo.
Las observaciones de valoracion artritica se describen en el EJEMPLO 10.

Las FIGURAS 17A-17F muestran los perfiles histoquimicos y radiolégicos de articulaciones de ratones
CIA tratados con TACI-Fc o de controles.

Las FIGURAS 18A-18E muestran los resultados de ensayos que demuestran que TACI-Fc inhibio las
respuestas inmunes anti-coldgeno en el modelo con murido CIA. Las FIGURAS 18A y 18B muestran
los niveles en suero de los anticuerpos anti-BCll de los isotipos IgG1 e 1gG2a; la FIGURA 18C ilustra
los efectos de TACI-Fc sobre las respuestas de las células T proliferantes; la FIGURA 18D ilustra los
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efectos de TACI-Fc sobre la producciéon de IL-2 por parte de células T; la FIGURA 18E ilustra los
efectos de TACI-Fc sobre la produccion de interferon-gamma por parte de células T.

Las FIGURAS 19A-19B muestran los efectos inhibidores de TACI-Fc sobre la proliferacion de células
T ingenuas inducida por anti-CD3 (FIGURA 19A) y sobre la produccién de IL-2 inducida por anti-CD3
por parte de células T ingenuas, segun se midié en ensayos in vitro.

La FIGURA 20 muestra los resultados de un ensayo que demuestra la inhibiciéon de la encefalomielitis
alérgica experimental (EAE) mediante el tratamiento con TACI-Fc in vivo en un modelo con murido.
Las observaciones de puntuacion clinica de la EAE e describen en el EJEMPLO 11.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

|. Definiciones

[0027] Los términos "TACI" o "polipéptido de TACI" o "receptor de TACI", cuando se usan en la presente
abarcan los "polipéptidos de TACI de secuencia nativa" y las "variantes de TACI" (las cuales se definen
adicionalmente en la presente). "TACI" es una denominacion dada a aquéllos polipéptidos que estan codificados por
moléculas de acido nucleico que comprenden las secuencias de polinucleétidos mostradas en la FIGURA 1 y
variantes o fragmentos de las mismas, moléculas de acidos nucleicos que comprenden la secuencia mostrada en la
FIGURA 1 y variantes de la misma, asi como fragmentos de las anteriores. Los polipéptidos TACI de la invencion
podrian aislarse a partir de una variedad de fuentes, tales como a partir de tipos de tejidos humanos o a partir de
otra fuente, o prepararse mediante procedimientos recombinantes y/o sintéticos.

[0028] Una "secuencia nativa" del polipéptido TACI comprende un polipéptido que tiene la misma secuencia
de aminoacidos que el correspondiente polipéptido TACI derivado de la naturaleza. Tales polipéptidos TACI de
secuencia nativa pueden aislarse de la naturaleza o pueden producirse mediante medios recombinantes y/o
sintéticos. El término "polipéptido TACI de secuencia nativa" abarca especificamente las formas truncadas o
secretadas que ocurren de forma natural (por ejemplo, una secuencia del dominio extracelular), formas de variantes
que ocurren de forma natural (por ejemplo, formas empalmadas de forma alternativa), y variantes alélicas del
polipéptido que ocurren de forma natural. Los polipéptidos TACI de la invencién incluyen pero no se limitan a los
polipéptidos descritos en von Bulow et al., ver mas arriba y W098/39361, publicada el 11 de septiembre de 1998, la
variante empalmada (denominada "hTACI(265)" mas arriba y mostrada en la FIGURA 6 (SEC. N° ID.:9)), y los
polipéptidos TACI que comprenden la secuencia contigua de residuos aminoacidos 1-293 de las FIGURAS 1A-1B
(SEC. N°ID.:2).

[0029] Un "dominio extracelular" o "ECD" de TACI se refiere a una forma del polipéptido TACI que carece
esencialmente de los dominios transmembrana y citoplasmatico. Ordinariamente, un ECD de polipéptido TACI
tendra menos de aproximadamente el 1% de tales dominios transmembrana y/o citoplasmatico, y preferiblemente
tendra menos de aproximadamente el 0,5% de tales dominios. Se sobreentendera que cualquier dominio o dominios
transmembrana identificados para los polipéptidos TACI de la presente invencion se identifican siguiendo los
criterios empleados rutinariamente en el campo para identificar ese tipo de dominio hidrofébico. Los limites exactos
de un dominio transmembrana podrian variar, pero los mas probable es que en no mas de 5 aminoacidos en cada
extremo del dominio tal como se identifico inicialmente. Las formas de ECD de TACI incluyen aquéllas descritas en
von Bulow et al., ver mas arriba y W0O98/39361.

[0030] "Variante de TACI" significa un polipéptido de TACI que tiene al menos aproximadamente un 80% de
identidad de la secuencia de aminoacidos con la secuencia de aminoacido de TACI o del ECD de TACI de longitud
completa y secuencia nativa. Preferiblemente, tal variante de TACI actia como un antagonista de TALL-1 o
antagonista de APRIL, segun se definen mas abajo. Tales polipéptidos variantes de TACI incluyen, por ejemplo, los
polipéptidos de TACI en donde uno 0 mas residuos aminoacidos se afiaden, o suprimen, en los extremos N- y/o C-
terminales, asi como dentro de uno o mas de los dominios internos, de la secuencia de aminoacido de longitud
completa. También se contemplan los fragmentos del ECD de TACI. Ordinariamente, un polipéptido variante de
TACI tendra al menos aproximadamente el 80% de identidad de la secuencia de aminoacidos, mas preferiblemente
al menos el 81% de identidad de la secuencia de aminoacidos, mas preferiblemente al menos el 82% de identidad
de la secuencia de aminoacidos, mas preferiblemente al menos el 83% de identidad de la secuencia de
aminoacidos, mas preferiblemente al menos el 84% de identidad de la secuencia de aminoacidos, mas
preferiblemente al menos el 85% de identidad de la secuencia de aminoacidos, mas preferiblemente al menos el
86% de identidad de la secuencia de aminoacidos, mas preferiblemente al menos el 87% de identidad de la
secuencia de aminoacidos, mas preferiblemente al menos el 88% de identidad de la secuencia de aminoacidos, mas
preferiblemente al menos el 89% de identidad de la secuencia de aminoacidos, mas preferiblemente al menos el
90% de identidad de la secuencia de aminoacidos, mas preferiblemente al menos el 91% de identidad de la
secuencia de aminoacidos, mas preferiblemente al menos el 92% de identidad de la secuencia de aminoacidos, mas
preferiblemente al menos el 93% de identidad de la secuencia de aminoacidos, mas preferiblemente al menos el
94% de identidad de la secuencia de aminoacidos, mas preferiblemente al menos el 95% de identidad de la
secuencia de aminoacidos, mas preferiblemente al menos el 96% de identidad de la secuencia de aminoacidos, mas
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preferiblemente al menos el 97% de identidad de la secuencia de aminoacidos, mas preferiblemente al menos el
98% de identidad de la secuencia de aminoacidos, y aun mas preferiblemente al menos el 99% de identidad de la
secuencia de aminoacidos con un polipéptido TACI codificado por una molécula de acido nucleico mostrada en la
FIGURA 1 o un fragmento especificado de la misma. Los polipéptidos variante de TACI no abarcan la secuencia de
TACI nativa. Ordinariamente, los polipéptidos variantes de TACI tienen al menos aproximadamente 10 aminoacidos
de longitud, a menudo al menos aproximadamente 20 aminoacidos de longitud, mas a menudo al menos
aproximadamente 30 aminoacidos de longitud, mds a menudo al menos aproximadamente 40 aminoéacidos de
longitud, mas a menudo al menos aproximadamente 50 aminoacidos de longitud, mas a menudo al menos
aproximadamente 60 aminoacidos de longitud, mas a menudo al menos aproximadamente 70 aminoacidos de
longitud, mas a menudo al menos aproximadamente 80 aminoacidos de longitud, mas a menudo al menos
aproximadamente 90 aminoacidos de longitud, mas a menudo al menos aproximadamente 100 aminoacidos de
longitud, mas a menudo al menos aproximadamente 150 aminoacidos de longitud, mas a menudo al menos
aproximadamente 200 aminoacidos de longitud, mas a menudo al menos aproximadamente 250 aminoacidos de
longitud, mas a menudo al menos aproximadamente 300 aminoacidos de longitud, 0 mas.

[0031] Los términos "BCMA" o "polipéptido de BCMA" o "receptor de BCMA", cuando se usan en la presente,
abarcan los "polipéptidos de BCMA de secuencia nativa" y las "variantes de BCMA" (las cuales se definen
adicionalmente en la presente). "BCMA" es una denominaciéon dada a aquéllos polipéptidos que estan codificados
por moléculas de acido nucleico que comprenden las secuencias de polinucleétidos mostradas en la FIGURA 2 y
variantes de las mismas, moléculas de acidos nucleicos que comprenden la secuencia mostrada en la FIGURA 2 y
variantes de la misma, asi como fragmentos de las anteriores. Los polipéptidos BCMA de la invencion podrian
aislarse a partir de una variedad de fuentes, tales como a partir de tipos de tejidos humanos o a partir de otra fuente,
o prepararse mediante procedimientos recombinantes y/o sintéticos.

[0032] Una "secuencia nativa" del polipéptido BCMA comprende un polipéptido que tiene la misma secuencia
de aminoacidos que el correspondiente polipétido BCMA derivado de la naturaleza. Tales polipéptidos BCMA de
secuencia nativa pueden aislarse de la naturaleza o pueden producirse mediante medios recombinantes y/o
sintéticos. El término "polipéptido BCMA de secuencia nativa" abarca especificamente las formas truncadas o
secretadas que ocurren de forma natural (por ejemplo, una secuencia del dominio extracelular), formas de variantes
que ocurren de forma natural (por ejemplo, formas empalmadas de forma alternativa), y variantes alélicas del
polipéptido que ocurren de forma natural. Los polipéptidos de BCMA de la invencién incluyen los polipéptidos
descritos en Laabi et al., EMBO J., 11:3897-3904 (1992); Laabi et al., Nucleic Acids Res., 22:1147-1154 (1994);
Gras et al., Int. Immunology, 7:1093-1106 (1995); Madry et al., Int. Immunology, 10:1693-1702 (1998); y el
polipéptido de BCMA que comprende la secuencia contigua de los residuos aminoacidos 1-184 de la FIGURA 2
(SEC. N° ID.:4).

[0033] Un "dominio extracelular" o "ECD" de BCMA se refiere a una forma del polipéptido de BCMA que
carece esencialmente de los dominios transmembrana y citoplasmatico. Ordinariamente, un ECD del polipéptido de
BCMA tendra menos de aproximadamente el 1% de tales dominios transmembrana y/o citoplasmatico, y
preferiblemente tendra menos de aproximadamente el 0,5% de tales dominios. Se sobreentendera que cualquier
dominio o dominios transmembrana identificados para los polipéptidos de BCMA de la presente invenciéon se
identifican siguiendo los criterios empleados rutinariamente en el campo para identificar ese tipo de dominio
hidrofébico. Los limites exactos de un dominio transmembrana podrian variar, pero los mas probable es que en no
mas de 5 aminoacidos en cada extremo del dominio tal como se identificé inicialmente. Las formas de ECD de TACI
incluyen aquéllas descritas en Laabi et al., EMBO J., 11:3897-3904 (1992); Laabi et al., Nucleic Acids Res., 22:1147(]
1154 (1994); Gras et al., Int. Immunology, 7:1093-1106 (1995); Madry et al., Int. Imnmunology, 10:1693-1702 (1998).

[0034] "Variante de BCMA" significa un polipéptido de BCMA que tiene al menos aproximadamente el 80%
de identidad de la secuencia de aminoacidos con la secuencia de aminoacido de BCMA o del ECD de BCMA de
longitud completa y secuencia nativa. Preferiblemente, tal variante de BCMA actia como un antagonista de TALL-1
o antagonista de APRIL, segun se definen mas abajo. Tales polipéptidos variantes de BCMA incluyen, por ejemplo,
los polipéptidos de BCMA en donde se afiaden, o suprimen, uno o mas residuos aminoacidos en los extremos N- y/o
C-terminales, asi como dentro de uno o0 mas de los dominios internos, de la secuencia de aminoacido de longitud
completa. También se contemplan los fragmentos del ECD de BCMA. Ordinariamente, un polipéptido variante de
BCMA tendra al menos aproximadamente el 80% de identidad de la secuencia de aminoacidos, mas preferiblemente
al menos el 81% de identidad de la secuencia de aminoacidos, mas preferiblemente al menos el 82% de identidad
de la secuencia de aminoacidos, mas preferiblemente al menos el 83% de identidad de la secuencia de
aminoacidos, mas preferiblemente al menos el 84% de identidad de la secuencia de aminoacidos, mas
preferiblemente al menos el 85% de identidad de la secuencia de aminoacidos, mas preferiblemente al menos el
86% de identidad de la secuencia de aminoacidos, mas preferiblemente al menos el 87% de identidad de la
secuencia de aminoacidos, mas preferiblemente al menos el 88% de identidad de la secuencia de aminoacidos, mas
preferiblemente al menos el 89% de identidad de la secuencia de aminoacidos, mas preferiblemente al menos el
90% de identidad de la secuencia de aminoacidos, mas preferiblemente al menos el 91% de identidad de la
secuencia de aminoacidos, mas preferiblemente al menos el 92% de identidad de la secuencia de aminoacidos, mas
preferiblemente al menos el 93% de identidad de la secuencia de aminoacidos, mas preferiblemente al menos el
94% de identidad de la secuencia de aminoacidos, mas preferiblemente al menos el 95% de identidad de la
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secuencia de aminoacidos, mas preferiblemente al menos el 96% de identidad de la secuencia de aminoacidos, mas
preferiblemente al menos el 97% de identidad de la secuencia de aminoacidos, mas preferiblemente al menos el
98% de identidad de la secuencia de aminoacidos, y aun mas preferiblemente al menos el 99% de identidad de la
secuencia de aminoacidos con un polipéptido BCMA codificado por una molécula de acido nucleico mostrada en la
FIGURA 2 o un fragmento especificado de la misma. Los polipéptidos variante de BCMA no abarcan la secuencia de
TACI nativa. Ordinariamente, los polipéptidos variantes de BCMA tienen al menos aproximadamente 10 aminoacidos
de longitud, a menudo al menos aproximadamente 20 aminoacidos de longitud, mas a menudo al menos
aproximadamente 30 aminoacidos de longitud, mas a menudo al menos aproximadamente 40 aminoacidos de
longitud, mas a menudo al menos aproximadamente 50 aminoacidos de longitud, mas a menudo al menos
aproximadamente 60 aminoacidos de longitud, mas a menudo al menos aproximadamente 70 aminoacidos de
longitud, mas a menudo al menos aproximadamente 80 aminoacidos de longitud, mas a menudo al menos
aproximadamente 90 aminoacidos de longitud, mas a menudo al menos aproximadamente 100 aminoacidos de
longitud, mas a menudo al menos aproximadamente 150 aminoacidos de longitud, mas a menudo al menos
aproximadamente 200 aminoacidos de longitud, mas a menudo al menos aproximadamente 250 aminoacidos de
longitud, mas a menudo al menos aproximadamente 300 aminoacidos de longitud, o0 mas.

[0035] Los términos "TALL-1" o "polipéptido de TALL-1", cuando se usan en la presente, abarcan los
"polipéptidos de TALL-1 de secuencia nativa" y las "variantes de TALL-1". "TALL-1" es una denominacion dada a
aquéllos polipéptidos que estan codificados por moléculas de acidos nucleicos que comprenden las secuencias de
polinucledtidos mostradas en la FIGURA 3 y variantes de las mismas, moléculas de acidos nucleicos que
comprenden la secuencia mostrada en la FIGURA 3 y variantes de la misma, asi como fragmentos de las anteriores
que tienen la actividad biolégica de la secuencia nativa de TALL-1. Las variantes de TALL-1 preferiblemente tendran
al menos el 80%, mas preferiblemente al menos el 90%, y aun mas preferiblemente al menos el 9% de identidad de
la secuencia de aminoacidos con el polipéptido TALL-1 de secuencia nativa mostrados en la FIGURA 3. Una
"secuencia nativa" del polipéptido TALL-1 comprende un polipéptido que tiene la misma secuencia de aminoacidos
que el correspondiente polipéptido TALL-1 derivado de la naturaleza. Tales polipéptidos TALL-1 de secuencia nativa
pueden aislarse de la naturaleza o pueden producirse mediante medios recombinantes y/o sintéticos. El término
"polipéptido TALL-1 de secuencia nativa" abarca especificamente las formas truncadas o secretadas que ocurren de
forma natural (por ejemplo, una secuencia del dominio extracelular), formas de variantes que ocurren de forma
natural (por ejemplo, formas empalmadas de forma alternativa), y variantes alélicas del polipéptido que ocurren de
forma natural. El término "TALL-1" incluye aquellos polipéptidos descritos en Shu et al., n° de acceso de GenBank
AF136293; W098/18921 publicada el 7 de mayo de 1998; EP 869.180 publicada el 7 de octubre de 1998;
WO098/27114 publicada el 25 de junio de 1998; W099/12964 publicada el 18 de marzo de 1999; W099/33980
publicada el 8 de julio de 1999; Moore et al., ver mas arriba; Schneider et al., ver mas arriba; y Mukhopadhyay et al.,
ver mas arriba.

[0036] Los términos "APRIL" o "polipéptido de APRIL", cuando se usan en la presente, abarcan los
"polipéptidos de APRIL de secuencia nativa" y las "variantes de APRIL". "APRIL" es una denominacién dada a
aquéllos polipéptidos que estan codificados por moléculas de acidos nucleicos que comprenden las secuencias de
polinucledtidos mostradas en la FIGURA 4 y variantes de las mismas, moléculas de acidos nucleicos que
comprenden la secuencia mostrada en la FIGURA 4 y variantes de la misma, asi como fragmentos de las anteriores
que tienen la actividad biolégica de la secuencia nativa de APRIL. Las variantes de APRIL preferiblemente tendran al
menos el 80%, mas preferiblemente al menos el 90%, y ain mas preferiblemente al menos el 9% de identidad de la
secuencia de aminoacidos con el polipéptido APRIL de secuencia nativa mostrados en la FIGURA 4. Una "secuencia
nativa" del polipéptido APRIL comprende un polipéptido que tiene la misma secuencia de aminoacidos que el
correspondiente polipéptido APRIL derivado de la naturaleza. Tales polipéptidos APRIL de secuencia nativa pueden
aislarse de la naturaleza o pueden producirse mediante medios recombinantes y/o sintéticos. El término "polipéptido
APRIL de secuencia nativa" abarca especificamente las formas truncadas o secretadas que ocurren de forma
natural (por ejemplo, una secuencia del dominio extracelular), formas de variantes que ocurren de forma natural (por
ejemplo, formas empalmadas de forma alternativa), y variantes alélicas del polipéptido que ocurren de forma natural.
El término "APRIL" incluye aquellos polipéptidos descritos en Hahne et al., J. Exp. Med., 188:1185-1190 (1998); n°
de acceso de GenBank AF046888; WO 99/00518 publicada el 7 de enero de 1999; WO 99/12965 publicada el 18 de
marzo de 1999; WO 99/33980 publicada el 8 de julio de 1999; WO 97/33902 publicada el 18 de septiembre de 1997;
WO 99/11791 publicada el 11 de marzo de 1999; EP 911.633 publicada el 28 de marzo de 1999; y W099/50416
publicada el 7 de octubre de 1999.

[0037] "Porcentaje de identidad de la secuencia de aminoacidos", en relacion a las secuencias polipeptidicas
de ligando o receptor identificadas en la presente, se define como el porcentaje de residuos aminoacidos en una
secuencia candidata que son idénticos a los residuos aminoacidos en una tal secuencia de ligando o receptor
identificado en la presente, después de alinear las secuencias e introducir huecos, si es necesario, para conseguir el
maxima porcentaje de identidad de la secuencia, y no considerando ninguna sustitucién conservadora como parte
de la identidad de la secuencia. El alineamiento, para los propdsitos de determinar el porcentaje de identidad de la
secuencia de aminoacidos, puede conseguirse de varias formas que se hallan dentro de los conocimientos del
campo, por ejemplo, usando programas de ordenador disponibles publicamente, tales como los programas BLAST,
BLAST-2, ALIGN, ALIGN-2 o Megalign (DNASTAR). Aquellos capacitados en la técnica pueden terminar los
parametros apropiados para medir el alineamiento, incluyendo cualquier algoritmos necesarios para conseguir el
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alineamiento maximo a lo largo de las secuencias de longitud completa que se estan comparando. Sin embargo,
para los propdsitos en la presente, los valores de % de identidad de la secuencia de aminoacidos se obtienen como
se describe mas abajo, usando el programa de ordenador para comparacion de secuencias ALIGN-2, en donde el
cadigo fuente completo para el programa ALIGN-2 se proporciona en la tabla siguiente. El programa de ordenador
de comparacion de secuencias ALIGN-2 fue creado por Genentech, Inc. y el cédigo fuente mostrado en la tabla
siguiente se ha registrado con la documentacién para el usuario en la U.S. Copyright Office, Washington D.C.,
20559, en donde est4 registrado con el n° de U.S. Copyright Registration TXU510087. El programa ALIGN-2 esta
disponible publicamente a través de Genentech, Inc., South San Francisco, Calif., o podria compilarse a partir del
cédigo fuente proporcionado en la tabla siguiente. El programa ALIGN-2 deberia compilarse para ser usado en un
sistema operativo UNIX, preferiblemente el UNIX V4.0D de Digital. Todos los parametros de comparacion de
secuencias son fijados por el programa ALIGN-2 y no varian.

10
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*

Finclude < stdio.h>
Ainclude < ctype.h>

ES 2365855 T3

fdefine MAXIMP 16 /* max jumps in a diag */
#define MAXGAP 24 /* don't continue to penalize gaps larger than this */
#define JMPS 1024 /* max jmps in an path */
#define MX 4 /* save if there's at least MX-1 bases since last jmp */
#define  DMAT 3 1* value of matching bases *f
#define DMIS 0 /* penalty for mismatched bases */
#define DINSO 8 /* penalty for a gap */
#define DINSI 1 /* penaliy per base */
#define PINSO 8 /* penalty for a gap */
fdefine PINSI 4 /* penalty per residue */
struct jmp { .
short n[MAXIMP]; /* size of jmp (neg for dely) */
unsigned short x[MAXIMP]; /* base no. of jmp in seq x */
b /* limiis seq to 2°16 -1 */
struct diag {
int score; /* score at last jmp */
long offset; /* offzet of prev block */
short ijmp; /* current jmp index %/
struct jmp ip: /* list of jmps */
¥
struct path {
int spc; /* number of leading spaces */
short  o[JMPS];/* size of jmp (gap) */
) int x[IMPS]; /* loc of jmp (Jast elem before gap) */
char *ofile; /* output file name */
char *namex([2]; /* seq names: getseqs() */
char *prog; /* prog name for err msgs */
char *seqx[2]; /* seqs: getseqs() */
int dmax; /* best digg: nw{() */
int dmax0; /* final diag */
int dna; /* set if dna: mainQ */
int endgaps; /* set if penalizing end gaps */
int gapx, gapy; /* total gaps in seqs */
int len0, lenl; /* seq lens */
int ngapx, ngapy. /* rotal size of gaps */
int smax; /* max score: nw() */
int *xbm; /* bitmap for matching */
long offser; /* current offset in jmp file */
struct diag sdx; /* holds diagonals */
struct  path ppi2); /* holds path for seqs */
char *calloc(), *malloc(), *index(), *strepy();
char *getseq(), *g_calloc();

12
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/* Needleman-Wynsch alignment program

-

* usage: progs filel file2

where filel and file2 are two dna or two proiein sequences.

The sequences can be in upper- or lower-case an may contain ambiguity

Any lines beginning with *;*, "> or " <" are ignored '

Max file length is 65535 (limited by unsigned short x in the jmp struct)

A sequence with 1/3 or more of its elements ACGTU is assumed to be DNA
Qutput is in the file "align.ouw”

- % & & % *

.

* The program may create a tmp file in /tmp to hold info about traceback.
* Original version developed under BSD 4.3 on a vax B650

“
#include "nw.h"
finclude “day.h”

static  _dbval[26] = {
1,14,2,13,0,0.4,11,0.0,12,0,3,15.0.0,0.5.6,8.8.7,9,0,10.0
k

static  _pbval[26] = {
1,2)/(1< <(D'-'A'D|(1 < <(N-"A")). 4. 8, 16, 32, 64,
128, 256, OxFFFFFFF, 1< <10, I < <11, 1< <12, 1< <13, 1< <14,
1<<15, 1< <16, 1< <17, 1< <18, 1< <19, 1< <20, 1< <2, 1<<22,
1€<23, 1< <24, 1 < <B5|(L < <('E-"A'N|(1 < <('Q'A"))

15
main(ac, av)
int ac;
char *av[ );
{
prog = av[0]:
if(ac!=3){
fprinef(stderr, "usage: %s filel file2\n", prog);
fprintf(stderr,"where filel and file2 are two dna or two protein sequences.\n”);
fprintf(stderr, "The sequeaces can be in upper- or lower-case\n™);
fprintf(stderr,"Any lines beginning with *;’ or ' <" are ignoredin®);
fprintf(stderr, "Ourtpot is in the file \"align.out\"\n");
exit(1);
namex[0] = av{l];
namex[1] = av[2];
seqx[0] = getseq(namex[0], &lend);
seqx[1] = getseq(namex{1], &lenl);
xbm = (dna)? dbval : pbval;
endgaps = 0; /* | w penalize endgaps ¥/
ofile = “align.om"; /* gutput file */
nw(); /% fill in'the matrix, get the possible jmps */
readjmps(); /* get the actual jmps */
print(); /* print stats, alignment */
cleanup(0); /* unlink any tmp files %/
}

13
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/* do the alignment, return best score; main()

* dna: values in Fitch and Smith, PNAS, 80, 1382-1386, 1983

* pro: PAM 250 values

* When scores are equal, we prefer mismatches to any gap, prefer
* a new gap to extending an ongoing gap, and prefer a gap in seqx

*10agapinseqy.
*/
nw() nw
{
char *px, *py; /* seqs and ptrs */
int *ndely, *dely; 1* keep rrack of dely */
int ndelx, delx; 1* keep track of delx */
int *tmp; 1* for swapping row0, row] */
int mis; 1* score for each type */
int ins0, inst; 1* insertion penalties */
register id; /* diagonal index %/
register ij: I* jmp index */
register *col0, *coll; /* score for curr, last row */
register XX, YY; /* index into seqs */

dx = (struct diag *)g_calloc("to get diags", len0+lenl + 1, sizeof(struct diag));

ndely = (int *)g_calloc("to get ndely”, lenl +1, sizeof(int));
dely = (iml *)g_calloc("to get dely®, lenl + 1, sizeof{(int));
col0 = (int *)g_calloc("to get col0™, lenl + 1, sizeof{int));
coll = (int *)g_calloc("to get coll™, lenl + 1, sizeof{int));
insQ = (dna)? DINSO : PINSO;

insl = (dna)? DINSI : PINSI;

smax = -10000;
if (endgaps) {
for (col0[0] = dely[0] = -insO, yy = I; yy <= lenl; yy++) {
colOlyy) = delylyy] = colO{yy-1] - ins1;
ndelylyyl = yy:

} -

col0{0] = O; /* Waterman Bull Math Biol 84 */
}
else

for (yy = 1; yy <=lenl; yy++)

delylyy] = -ins0;

/* fill in match matrix
*/

for (px = seqx[0], xx = I; xx < = len0; px+ +, xx++) {
/* initialize first entry in col

*/
if (endgaps) {
ifixx ==1)
coll[0] = delx = -(insO+insi);
clse
col1{0] = delx = col0[0] - insl;
ndelx = xx;
}
else {
colH[0] = O;
delx = -insQ;
ndelx = 0;
}

14
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L

tttnw
for (py = seqx[l), yy = 1, yy <=lenl; py++,yy++){
mis = col0[yy-1];
if (dna)
mis + = (xbm[*px-'A']&xbm[*py-'A"])? DMAT : DMIS;
else
mis +=_day[*px-"A')[*py-'A’k:

#* update penalty for del in x seq;
* favor new del over ongong del
* ignore MAXGAP if weighting endgaps
=/
if (endgaps | | adely[yy] < MAXGAP) {
if (colO[yy] - ins0 > = delylyy]) {
dely[yy] = col0[yy] - (insO+ins1):

ndelylyy] = 1;
}else {
dely(yy] -= insl;
ndelylyy)+ +:
}
3 else {
If (colOfyy] - (insO+insl) > = dely[yy)) {
delyfyy] = colOfyy] - (insQ +ins1);
ndelylyy] = 1;
} else
ndely[yy]++:
}
/* update penalty for del in y seq;
* favor new del over angong del
*f

if (endgaps || adelx < MAXGAP) {
if (collfyy-1] - insO > = delx) { ,
delx = coll[yy-1] - (insD+ins1);

ndelx = 1;
} else {
delx -= insi;
ndelx++;
}
} else {
if (coll[yy-1] - (insO+ins1) > = delx) {
delx = coll[yy-1] - (insO+ins{);
ndelx = 1;
} else
ndelx+ +:
}

/* pick the maximum score; we're favoring
* mis over any del and delx over dely
¥

15
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«e MW
id = xx -yy + lenl - 1;
if (mis > = delx && mis > = dely[yy])
coll{yy] = mis:
else if (delx > = dely[yy)) {
coll[yy] = delx;
ij = dx[id).ijmp;
if (dx[id).jp.nf0] && (!dna || (ndelx > = MAXIMP
&& xx > dx{id).jp.x[ij]+MX) | | mis > dx[id}.score+DINS0)) {
dafidLijmp+ 43
If(++ij > = MAXJMF) {
writejmps(id);
ij = dx[id).ijmp = O;
dx[id).offset = offset;
offset + = sizeof(struct jmp) + sizeof{offset);
}

}
dx[id).jp.nfij] = ndelx;
dx{id].jp-x[ij] = xx;
dx[id].score =" delx;
}
else {
colllyy] = dely[yyl:
i = dx{id].ijmp:
if (dx(id].jp.n{0) && (!dna | | (ndelylyy] > = MAXIMP
&& xx > dx{id).jp.x[ij]+MX) || mis > dx[id].score+DINSD)) {
dx[id].ijmp + +;
i (+ +ij > = MAXIMP) {
writcjmps(id);
ij = dx{id).ijmp = 0;
dx{id).offset = offset;
offset + = gizeof{struct jmp) + sizeof{offset);
}

}

dx[id].jp.nfij] = -ndelylyyl;
dx[id] jp.x[ij) = xx;
dx[id].score = dely[yy];

}
if (xx == lenQ && yy < lenl) {
/* last col
*
if (endgaps)
coll{yy] - = insO+ins1*(lenl-yy);
If (coll[yy) > smax) {
smax = collfyyl:
dmax = id;

}

}
if (endgaps && xx < lenQ)
coll[yy-1] -= ins0+ins1*(len0-xx);
if (coll[yy-1) > smax) {
smax = collfyy-1);
dmax = id;
H
tmp = cold; col0 = coll; coll = tmp;
}
(vold) free((char *)ndely);
(void) free((char =)dely);
{void) free{{char *)col0);
(void) free((char *)coll), }

16
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Fid

* prini() -- only routine visible outside this module
- -

* static:

* gemmat() -- trace back best path, count matches: print()

* pr_align() -- print alignment of described in array p[ }: print()

* dumpblock() -- dump 2 block of lines with numbers, stars: pr_alignQ
* nums() — put out a number line: dumpblock()

* putline() -- put out a line (name, [num), seq. [num]): dumpblock()

* srars() - -pun a line of stars: dumpblock()

* stripname() -- strip any path and prefix from a seqname

*/ :

Finclude “nw.h*

#define SPC 3
#define P_LINE 256 /* maximum output line */ :

#define P_SPC 3 /* space between name or num and seq */
extern _day[26](26];

int olen; /* set cutput line length */

FILE *fx; /* output file */

print()

{

int Ix, ly, firstgap, lastgap; I* overlap */

if ((fx = fopen(ofile, “w™)) == 0) {
fprintf(stderr,” %s: can't write %s\n”, prog, ofile);
cleanup(1);
} .
fprintf(fx, " <first sequence: %s (length = %d)\n", namex[0], lenQ);
fprimf{fx,  <second sequence: %s (length = %d)\n", namex[1], lenl),
olen = 60;
Ix = tenD;
ly = lenl;
firsigap = lastgap = 0;
if (dmax < lenl - 1) { /* leading gap in x */
ppl0).spc = firstgap = len)] - dmax - L;
ly -= ppl0].spe:

}

else if (dmax > lenl - 1) { /* leading gap iny */
ppll].spc = firstgap = dmax - (lenl - 1);
Ix -= pp[1].spe;

}

if (dmax0 < len0 - 1) { /% railing gap inx */
lastgap = len( - dmax0 -1;
Ix -= lastgap;

}

else if (dmax0 > len0O - 1) { /* trailing gap iny */
lasigap = dmax0 - (len0 - 1);
ly -= lastgap;

}
getmart(lx, ly, firstgap, lastgap);
_align():

17
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* irace back the best path, count maiches

*/
static

gemnai(lx, 1y, firstgap, lastgap)

int Ix, ly: /* “core” (minus endgaps) */
int firstgap, lasigap;

int nm, i0, il, sizd, sizl;

char outx[32];

double pet;

register nQ, al;

register char *p0, *pl;

/* get total matches, score

=/

i0 = il = szl = sizl = 0;
p0 = seqx[0] + ppfil.spc:
pl = seqx(1] + pp[0].spc:
n0 = pp{i).spe + 1;

nl = pp[0].spc + 1;

nm = 0;
while ( *p0 && *p1 ) {
if (5iz0) {
pl+ +;
ol + +;
sizl)--;
else if (sizl) {
pO+ +;
o+ +;
§izle-;
}
else {
if (xbm([*p0-'A")&xbm{*pl-"A‘))
nm+ +;
if {0+ + == pp{0].x[i0])
siz = pp[0].nli0++];
if (nl ++ == pp{1].x[il])
sizl = ppl1).afil ++];
PO+ +;
pl++;
}
}
/* pct homology:

* if penalizing endgaps, base is the shorter seq
* else, kmock off overhangs and wake shorter core
)
if (endgaps)
Ix = (len0 < lenl)? lenO : lenl;
else
Iz =(lx < Iy)?Ix: ly;
pct = 100.*(double)nm/{double)ix;
fprint{{fx, "\n");

fprintf(fx, * < %d match%s in an overlap of %d: %.2f percent similarity\n",

nm, (nm == 1)? "" : "es”, Ix, pct);

18
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fprintf(fx, " <gaps in first sequence: %d", gapx): «.getmat
if (gapx) {
(void) sprintfloutx, * (%d %s%s)".
ngapx, (dna)? "base™:"residue*, {(ngapx == 1)? "":"s");
fprintf(fx,” %s”, outx);

fprintf(fx, *, gaps in second sequence: %d”, gapy);
if (gapy) {
(void) sprintfioutx, * (%d %s%s)",
ngapy. (dna)? "base”:"residue”, {ngapy == 1)? "":"s");
fprintf{fx,” %s", outx);

}
if (dna)

fprinef{fx,
"\n<score: %d (match = %d, mismarch = %d, gap penaity = %d + %d per base)w”,
smax, DMAT, DMIS, DINS0, DINSI);

else
fprintf{fx,
“\n <score: %d (Dayhoff PAM 250 matrix, gap penalty = %d + %d per residue)\n°,
smax, PINSO, PINS1);
if (endgaps)
fprintf{fx,
"< endgaps penalized. left endgap: %d %s%s, right endgap: %d %s%s\n’,
firstgap, (dna)? "base” : "residue”, {firsigap == 1)? *" : "s",
lastgap, (dna)? "base” : "residue”, (lastgap == 1)? *" : "s");
else
fprintf{fx, " <endgaps not penalizedin®),
}
static nm; /* matches in core -- for checking */
static Imax; /* lengths of stripped file names */
static ijl2); /* jmp index for a path */
static nc[2]; /* mumber at start of current line */
static nil2); I* current elem number - for gapping */
statle siz[2];
static char *ps[2}): /* prr to current element */

static char *po[2]; /% ptr to next output char stot */
static char out[2]{P_LINE); /* output line */
static char star[P_LINE}; /* set by stars() */

"
* print alignment of described in struct path pp{ ]
./
static
pr_align0 pr_align
¢ .
int nn; /* char count */
int more;
register i

for(i= O0,lmax = 0;i < 2; i+ +) {
nn = stripname(namex[i]};
if (no > Imax)
Imax = nn;

neli]l = 1;

nilil = 1;

sizfi] = ijli] = 0;

psli] = seqx(i]:

peli] = outi); }

19



ES 2365855 T3

for (nn = nm = 0, more = 1; more; } { ...pr_align
for (i = more = 0;1 <-2; i+ 4) {
’l.
* do we have more of this sequence?
*
R0
continue;

more+ +;

if (pplil.spe) {  /* leading space */
*polij++ = "7
ppli).spe--;

elseif (sizi{ /*inagap®
*polil+ + = '-;
sizfi]-;

else { /* we're putting a seq element
-
*poli} = *ps[il;
if (islower(*ps(i])
*psli] = toupper(*pslil)
pofi}++;
pslil+ +:

_f-
* arc we at next gap for this seq?
*/

tr (nifi] = = ppll-x{iGID {

* we need to merge all gaps
* at this location
*/
siz(i] = pplil.nfij{il + +]:
while (ni[i} == pp[i).x[ij(il])
sizfi] += pp[il.nlij{i}+ +1;

nilil++;
) }
if (+ +nn == olen || !more && nn) {
dumpblock();
for(i=0;i <2;i++)
polil = outfi);
nn = 0;
}
}
}
'fﬂ
* dump a block of lines, including numbers, stars: pr_align()
*/
static
dumpblock() . dumpblock
{
register i;

for(i=0,i<2;i+4)
*poli}- = "\0";

20
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(void) putc({"\n', fx);
for(i=0;i <2 i++){

if (*outli] && (*outli) 1= * || *(poli]) '= ' N {

if(i==0)
nums(i);
if (i == 0 && *ourl))
stars(};
putline(i); :
if( == 0 && *out[1))
fprintf{fx, star);
if(i==1)
nums{i);
}
}
}
f‘
* pul out a number line: dumpblock()
" '
static
nums(ix)
( imt ix; /* index in out[ ] holding seq line */
char nline(P_LINE];
register i, ji
register char *pn, *px, *py;
for (pn = nline, i = 0; i < Imax+P_SPC; i+ +, pn+ +)
® =" n.. .
for (i = ncfix], py = owlix]; *py; py++, pn++) {
oy =="" || *py =="-)
o=t
else {
(%10 ==0 ] (i ==1&& oc[ix) '= 1)) {
j=<0)?-i:i
for (px = pm; j: j /= 10, pa--)
*ox = %10 + '0°;
if (i < 0)
*px =",
}
else
*on = .
i+
}
}
“pn = \0";
nc(ix] = i;
for (po = nline; *pn; pn+ +)
(void) putc(*pn, fx);
(vaid) pute("\n', fx);
}
!l
* put out a line (name, [num], seq, [num]): dumpblock(}
*/
static
putline(ix)
int ix; {

21
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stars()

{
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«.putline

imt i
register char *x;

for (px = mamex[ix], § = 0; *px && *px != "'; px++, i+ +)
(void) putc(*px, fx);

for (;i < Imax+P_SPC; i+ +)
(vold) putc(' *, fx);

/% these count from 1:
* ni[ ] is current element (from 1)
* ne[ ) is number at start of current line
*/
for (px = owtfix); *px; px++)
(void) puic(*px&0x7F, fx);
(void) pute("\n’, fx);

* put a line of stars (seqs always in out[0), out[1]): dumpblock()
*

s;ars
int i;
register char *p0, *pl, cx, *px;

i ("™oud0] || (*owf{0} == ' ' && *(po[0]) == ‘") ||
tout{l] || (*owt[)] == "' && “(po[l])) == ' ‘)

return;

px = star;

for (i = Imax+P_SPC; i; i~)
pr++ ="

for (p0 = out[0]. p! = out[1]; *p0 && *pl; pO+ +, pl + +) {
if (isalpha(*p0) && isalpha(*pl)) {

if {xbm{*p0-"A’J&xbm{*p1-'A']) { -
X = "%

nm+ 4+
)
else if ('dna && _day[*p0-"A"][*p1-'A’] > 0)
c=""; -
d‘e .
="
}
else
ex=""
px+ 4+ =cx;
}
*px++ ='\n";
*px = "\0;

22
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fr
* strip path or prefix from pn, return len: pr_align()
*/
static
stripname(pn)
char *pn; * file name (may be path) */
{
register char *px, *py;
py =0
for (px = pn; *px; px++)
if (*px == "'1")
py=px + I;
if (py)
(vold) strcpy(pn, py):
return(strien(pn));
}
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.'.
* cleanup() -- cleanup any tmp file
* getseq() — read in seq, set dna, len, maxlen
* g calloc() - calloc() with error checkin
* readjmps() -- get the good jmps, from tmp file if necessary
* writejmpsQ — write a filled array of jmps to a tmp file: nw{}
*/
#include "nw.h”
#imclude <sys/file.h>

char *jname = “/tmp/homgXXXXXX"; /* tmp file for jmps */
FILE  *f;
int cleanup(); /* cleanup tmp file */
long Iseek();
I‘
* remove any tmp file if we blow
*
cleanup(i)
int i
if (M)
(vold) unlink(jname);
exil(i);

O L

* read, retum pir to seq, set dna, len, maxlen
* skip lines starting with *;", "<', or ' >
* seq in upper or lower case
*f
char e
getseq(file, len)

char *file; /* file name */
int *len; /* seqlen ¥/

({
char line{1024], *pseq;
register char *nx, *py:
int natge, tlen;
FILE *p; .

if ((fp = fopen(file,"r")) == 0) {
fprintf{stderr,” %s: can't read %s\n®, prog, file):
exit(l):
}
tien = natge = 0;
while (fgets(line, 1024, fp)) {
if (*line == *;' || *line == ‘<’ || *line == '>")
continue;
for (px = line; *px 1= "\n'; px+ +)
if (isupper(*px)} | | islower(*px))
tlen+ -+
}
if ((pseq = malloc{(unsigned)(den+6))) == 0) {

fprintf{stderr, * %s: malloc() failed to get %d bytes for %s\n”, prog, den+6, file);

exit();

}
pseq[0] = pseq[1] = pseq[2] = pseq(3] = "\0';
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...getseq
py = pseq + 4;
*len = tlen;
rewind(fp);
while (fgets(line, 1024, fp)) {
i (*line == *;' || *line == '<"' || *line == '>")
continue;
for (px = ling; *px != "\n'; px++) {
if (isupper(*px))
*py++ = *px;
else if (islower(*px))
*py ++ = toupper(*px);
if (index("ATGCU",*(py-1)))
natge+ +;
}
}
py++ = "\0";
"py = "0,
(vold) fclose(fp);
dna = natge > (tlen/3);
return{pseq +4);
}
char * .
g_calloc(msg, nx, sz) g_calloc
char *msg; /* program, calling routine */
iot nx, si; /* number and size of elements */
{ .
char *px, *calloc();
if ((px = calloc((unsigned)nx, (unsigned)sz)) == 0) {
if (*msg) {
fprinif(stdery, ~%s: g_callocQ) failed %s (n=%d, sz=%d)\n", prog, msg, nx, sz);
exit(l);
}
}
return(px);
}
fﬁ
* get final jmps from dx[ ] or tmp file, set pp( J. resct dmax: main()
.
teadjmpsO readjmps
{
int fd = -1;
int siz, i0, il;
register i, j. xx;
if (ff) {
(void) fclose(f));
if (fd = open(jname, O_RDONLY, 0) < 0) {
fprintf(stderr, ~%s: can’t open{) %s\n”, prog, jname);
cleanup(l):
; }
for (i = i0 = il = 0, dmax0 = dmax, xx = len0; ; i++) {
white (1) {

for (j = dx[dmax].ijrop; j > = O && dx[dmax).jp.x[j] > = xx; j—}

L
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...readjmps

if § < 0&& dx[dmax].offser && ) {

(vold) Iseek{fd, dx[dmax).offset, 0);

(void) read(fd, (char *)&dx[dmax].jp, sizeof(struct jmp));

(void) read(fd, (char *)&dx[dmax].offset, sizeof(dx{[dmax].offset));
; dx[dmax].ijmp = MAXIMP-1;
else

break;

}

if(i >=JIMPS) {
fprintf(stderr, " %s: too many gaps in zlignmenf\n®, prog);
cleanup(});

}
IfG>=0){
siz = dx[dmax].jp.n{j);
xx = dx[dmax).jp.x(j);
dmax + = siz;
iresiz < 0 { ~ /*gapin second seq */
ppll).ofil) = siz;
XX + = 5iz;
/%id = xx-yy + lenl - 1
*!
ppl1].xlil) = xx - dmax + lenl - 1;
gapy++;
ngapy -= siz;
/* ignore MAXGAP when doing endgaps */
siz = (-siz < MAXGAP || endgaps)? -siz : MAXGAP;
il++;

)

else if (siz > 0) { /* gap in first seq */
ppl0).0fi0) = siz;
ppl0).x[i0) = xx;
Bapx+ +;
ngapx + = siz;

#* ignorc MAXGAP when doing endgaps */

siz = (siz < MAXGAP || endgaps)? siz : MAXGAP;

i0++;
}
}
else .
break;
} -
/* reverse the order of jmps
*f

for(j =0.i0-:j < i0;j+ +.i0-) {
i = pp{0).a(j]; pp[0].n(j] = pp(0).n[i0); pp(0].nfid] = i;
i = ppl0).x(); pp[0).x(j] = ppl0).x(i0; ppl0).x(i0) = i;

3

for(j =0, il—j <il;j++,il-) {
i = pp{1).nfj); pplt).nli) = ppi1).ofil): ppl1).nfil] = i
i = pp[1]-x{j); ppll].x[j] = ppl1].x[i1]; pp[1].x[il] = i;

}
if (fd > = 0)
(vold) close(fd);

(void) vnlink{(jname});
fj=0;
offset = 0;

if () {
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i*
* write a filled jmp struct offset of the prev one (if any): nw()

*
writejmps(in) writejmps
int ix;
{
char *mkternp();
I (') {
if (mktemp(jname) < 0) {
fprintf(stderr, " %s: can't mkiemp() %s\n", prog, jname);
cleanup(l);
}
if ((fj = fopen(jname, "w")) == 0) {
fprintf(stderr, " %s: can't write %s\n’, prog, jname);
exit(l);
N }
(void) fwrite({char *)&dx{ix).jp, sizeof{(struct jmp), 1, fj);
(void) furite((char *)&dx[ix).offsct, sizeof(dx[ix].offser), 1, f);
}
[0038] Para los propositos en la presente, el % de identidad de la secuencia de aminoacidos de una

determinada secuencia de aminoacidos A respecto a, con, o contra una determinada secuencia de aminoacidos B
(lo que puede redactarse alternativamente como una determinada secuencia de aminoacidos A que tiene o
comprende un cierto % de identidad de aminoacidos respecto a, con o contra una determinada secuencia de
aminoacidos B) se calcula como sigue:

100 veces la fraccion X/Y

en donde X es el numero de residuos aminoacidos anotados como emparejamientos idénticos por el programa de
alineamiento de secuencias ALIGN-2 en el alineamiento del programa de Ay B, y en donde Y es el numero total de
residuos aminoacidos en B. Se apreciara que, cuando la longitud de la secuencia de aminoacidos A no es igual a la
longitud de aminoacidos de la secuencia B, el % de identidad de la secuencia de aminoacidos de A respecto B no
sera igual al % de identidad de la secuencia de aminoacidos de B respecto A. Como ejemplos de los calculos del %
de identidad de la secuencia de aminoacidos, las FIGURAS 5A-5B demuestran como calcular el % de identidad de
la secuencia de aminoacidos de la secuencia de aminoacidos denominada "Proteina de comparacién" respecto la
secuencia de aminoacidos denominada "PRO".

[0039] A menos que se indique lo contrario, todos los valores de % de identidad de la secuencia de
aminoacidos usados en la presente se obtuvieron tal como se ha descrito mas arriba usando el programa de
ordenador para comparacion de secuencias ALIGN-2. Sin embargo, el % de identidad de la secuencia de
aminoacidos podria haberse determinado también usando el programa de comparacion de secuencias NCBI[]
BLAST2 (Altschul et al., Nucleic Acids Res., 25:3389-3402 (1997)). El programa de comparacién de secuencias
NCBI-BLAST2 puede descargarse de sitio web de Internet de los NCBI. NCBI-BLAST2 usa varios parametros de
blusqueda, en donde todos esos parametros de busqueda se ajustan a valores por defecto, incluyendo, por ejemplo,
desenmascarar = si, hebra = todas, acontecimientos esperados = 10, longitud minima para la baja complejidad =
15/5, valor e para "multi-pass" = 0,01, constante para "multi-pass" = 25, disminucién para el alineamiento final
espaciado = 25, y matriz de puntuacion = BLOSUM®62.

[0040] En las situaciones en las que se emplea el NCBI-BLAST2 para las comparaciones de secuencias de
aminoacidos, el % de identidad de la secuencia de aminoacidos de una determinada secuencia de aminoacidos A
respecto a, con, o contra una determinada secuencia de aminoacidos B (lo que puede redactarse alternativamente
como una determinada secuencia de aminoacidos A que tiene o comprende un cierto % de identidad de
aminoacidos respecto a, con o contra una determinada secuencia de aminodacidos B) se calcula como sigue:

100 veces la fraccion X/Y

en donde X es el numero de residuos aminoacidos anotados como emparejamientos idénticos por el programa de
alineamiento de secuencias NCBI-BLAST2 en el alineamiento por el programa de Ay B, y en donde Y es el numero
total de residuos aminoacidos en B. Se apreciara que, cuando la longitud de la secuencia de aminoacidos A no es
igual a la longitud de aminoacidos de la secuencia B, el % de identidad de la secuencia de aminoacidos de A
respecto B no sera igual al % de identidad de la secuencia de aminoacidos de B respecto A.
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[0041] El término "etiquetado con epitopo", cuando se usa en la presente, se refiere a un polipéptido
quimérico que comprende un polipéptido fusionado a un "polipéptido etiqueta". El polipéptido etiqueta tiene
bastantes residuos como para proporcionar un epitopo contra el que puede prepararse un anticuerpo. El polipéptido
etiqueta preferiblemente también es bastante Unico, de forma que el anticuerpo no reaccione de forma cruzada
sustancialmente con otros epitopos. Los polipéptidos etiqueta apropiados tienen generalmente al menos seis
residuos aminoacidos, y usualmente entre 8 y 50 residuos aminoacidos (preferiblemente, entre aproximadamente 10
y 20 residuos aminoacidos).

[0042] Tal como se usa en la presente, el término "inmunoadhesina" designa las moléculas parecidas a un
anticuerpo que combinan la especificidad de uniéon de una proteina heteréloga (una "adhesina") con las funciones
efectoras de los dominios constantes de inmunoglobulina. Estructuralmente, las inmunoadhesinas comprenden una
fusidon de una secuencia de aminoacidos con la especificidad de uniéon deseada, la cual es distinta del sitio de
reconocimiento y unién del antigeno de un anticuerpo (es decir, es "heterdloga"), y una secuencia de un dominio
constante de inmunoglobulina. La parte adhesina de una molécula de inmunoadhesina tipicamente es una
secuencia de aminoacidos contigua, que comprende al menos el sitio de uniéon de un receptor o de un ligando. La
secuencia del dominio constante de inmunoglobulina podria obtenerse de cualquier inmunoglobulina, tal como los
subtipos 19G-1, IgG-2, IgG-3 o IgG-4, la IgA (incluyendo la IgA-1 y la IgA-2), la IgE, la IgD o la IgM.

[0043] El término "antagonista" se usa en el sentido mas amplio, e incluye cualquier molécula que bloquea,
inhibe o neutraliza parcial o completamente una o mas de las actividades biolégicas del polipéptido TALL-1,
polipéptido APRIL, o ambos, TALL-1 y APRIL, in vitro, in situ, o in vivo. Los ejemplos de tales actividades biolégicas
de los polipéptidos TALL-1 y APRIL incluyen la unién de TALL-1 o APRIL a TACI o BCMA, la activacion del NF-KB y
la activacion de la proliferacion y de la secrecion de Ig por parte de las células B, las condiciones relacionadas con la
inmunidad, tales como la artritis reumatoide, asi como aquéllas mencionadas adicionalmente en la literatura. Un
antagonista podria funcionar de manera directa o indirecta. Por ejemplo, el antagonista podria funcionar para
bloquear, inhibir o neutralizar parcial o totalmente una o mas de las actividades bioldgicas del polipéptido TALL-1,
polipéptido APRIL, o ambos, TALL-1 y APRIL, in vitro, in situ, o in vivo, a resultas de su union directa a TALL-1,
APRIL, TACI o BCMA. El antagonista también podria funcionar indirectamente para bloquear, inhibir o neutralizar
parcial o totalmente una o mas de las actividades bioldgicas del polipéptido TALL-1, polipéptido APRIL, o ambos,
TALL-1 y APRIL, in vitro, in situ, o in vivo, a resultas, por ejemplo, de bloquear o inhibir otra molécula efectora. La
molécula antagonista podria comprender una actividad antagonista "dual", en donde la molécula es capaz de
bloquear, inhibir o neutralizar parcial o totalmente una actividad biolégica de ambos, TALL-1 y APRIL.

[0044] El término "agonista" se usa en el sentido mas amplio, e incluye cualquier molécula que potencia,
estimula o activa parcial o completamente una o mas de las actividades bioldgicas del polipéptido TACI, polipéptido
BCMA, o ambos, TACI y BCMA, in vitro, in situ o in vivo. Los ejemplos de tales actividades biolégicas de TACI y
BCMA incluyen la activacion del NF-KB, la induccién de la produccién y secrecion de inmunoglobulina, y la
proliferacion celular, asi como aquéllas mencionadas adicionalmente en la literatura. Un agonista podria funcionar de
manera directa o indirecta. Por ejemplo, el agonista podria funcionar para potenciar, estimular o activar parcial o
totalmente una o mas de las actividades bioldgicas del polipéptido TACI, polipéptido BCMA, o ambos, TACIl y BCMA,
in vitro, in situ, o in vivo, a resultas de su union directa a TACI o BCMA, lo que causa la activacion del receptor o la
transduccion de la sefal. El agonista podria funcionar también indirectamente para potenciar, estimular o activar
parcial o totalmente una o mas de las actividades bioldgicas del polipéptido TACI, polipéptido BCMA, o ambos, TACI
y BCMA, in vitro, in situ, o in vivo, a resultas de, por ejemplo, estimular otra molécula efectora que causa a
continuacion la activacién del receptor o la transduccién de la sefial de TACI o BCMA. Se contempla que un agonista
podria actuar como una molécula potenciadora que funciona indirectamente para potenciar o incrementar la
activacion o actividad de TACI o BCMA. Por ejemplo, el agonista podria potenciar la actividad del TALL-1 o APRIL
endoégenos en un mamifero. Esto podria conseguirse, por ejemplo, pre-complejando el TACI o BCMA, o
estabilizando los complejos de los respectivos ligandos con el receptor de TACI o de BCMA (tal como estabilizando
el complejo nativo formado entre TALL-1 y TACI o APRIL y TACI).

[0045] El término "antagonista de TALL-1" o "antagonista de APRIL" se refiere respectivamente a cualquier
molécula bioldgica que bloquea, inhibe o neutraliza parcial o totalmente la actividad biolégica de TALL-1 o APRIL, o
ambos, TALL-1 y APRIL, e incluye, pero no se limita a, las formas solubles del receptor TACI o del receptor BCMA,
tal como una secuencia de dominio extracelular de TACI o BCMA, las inmunoadhesinas del receptor TACI, las
inmunoadhesinas del receptor BCMA, las proteinas de fusion de TACI, las proteina de fusion de BCMA, las formas
modificadas covalentemente del receptor TACI, las formas modificadas covalentemente del receptor BCMA, las
variantes de TACI, las variantes de BCMA, los anticuerpos contra el receptor TACI, los anticuerpos contra el receptor
BCMA, los anticuerpos contra TALL-1, y los anticuerpos contra APRIL. Para determinar si una molécula antagonista
de TALL-1 bloquea, inhibe o neutraliza parcial o totalmente una actividad biolégica de TALL-1 o APRIL, podrian
realizarse ensayos para verificar el efecto o efectos de la molécula antagonista sobre, por ejemplo, la unién de
TALL-1 o APRO a TACI o a BCMA, o la activacion del NF-KB, por parte del ligando respectivo. Tales ensayos
podrian realizarse en formatos de ensayo in vitro o in vivo conocidos, por ejemplo, en células que expresan BCMA
y/o TACI. Preferiblemente, el antagonista de TALL-1 empleado en los procedimientos descritos en la presente sera
capaz de bloquear o neutralizar al menos un tipo de actividad de TALL-1, la cual podria determinarse opcionalmente
en ensayos tales como los descritos en la presente. Para determinar si una molécula antagonista de APRIL bloquea,
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inhibe o neutraliza parcial o totalmente una actividad biolégica de TALL-1 o APRIL, podrian realizarse ensayos para
verificar el efecto o efectos de la molécula antagonista sobre, por ejemplo, la unién de TALL-1 o APRO a TACl o a
BCMA, o la activaciéon del NF-KB, por parte del ligando. Tales ensayos podrian realizarse en formatos in vitro o in
vivo conocidos, por ejemplo, usando células transfectadas con TAClI o BCMA (o ambos, TACI y BCMA)
(preferiblemente transfectados en niveles relativamente bajos). Preferiblemente, el antagonista de APRIL empleado
en los procedimientos descritos en la presente sera capaz de bloquear o neutralizar al menos un tipo de actividad de
APRIL, la cual podria determinarse opcionalmente en ensayos tales como los descritos en la presente.
Opcionalmente, un antagonista de TALL-1 o un antagonista de APRIL sera capaz de reducir o inhibir la uniéon de uno
de los dos, TALL-1 o APRIL (o ambos, TALL-1 y APRIL), al TACI o al BCMA en al menos el 50%, mas
preferiblemente al menos el 99%, y los mas preferiblemente, en el 100%, en comparacion con una molécula control
negativa, en un ensayo de unién. En una realizacién, el antagonista de TALL-1 o el antagonista de APRIL
comprenderan anticuerpos que inhiben competitivamente la union de otro ligando o anticuerpo al TACI o BCMA. Los
procedimientos para determinar la especificidad del anticuerpo y la afinidad por la inhibicion competitiva son
conocidos en la técnica [consultar, por ejemplo, Harlow et al., Antibodies: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor
Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y. (1998); Colligan et al., Current Protocols in Immunology, Green
Publishing Assoc., NY (1992; 1993); Muller, Meth. Enzym., 92:589-601 (1983).

[0046] Los términos "antagonista de TACI" o "antagonista de BCMA" se refieren respectivamente a cualquier
molécula que potencia, estimula o activa parcial o completamente una actividad biolégica de TACI BCMA, o ambos,
TACI y BCMA, e incluye, pero no se limita a los anticuerpos anti-receptor TACI y los anticuerpos anti-receptor
BCMA. Para determinar si una molécula antagonista de TACI potencia, estimula o activa parcial o totalmente una
actividad biolégica de TACI o BCMA, podrian realizarse ensayos para verificar el efecto o efectos de la molécula
agonista sobre, por ejemplo, los PBL o las células transfectadas con TAC|I o BCMA. Tales ensayos podrian
realizarse en formatos conocidos de ensayo in vitro o in vivo. Preferiblemente, el agonista de TACI empleado en los
procedimientos descritos en la presente sera capaz de potenciar o activar al menos un tipo de actividad de TACI, la
cual podria determinarse opcionalmente en ensayos tales como los descritos en la presente. Para determinar si una
molécula agonista de BCMA potencia, estimula o activa parcial o totalmente una actividad biolégica de BCMA o
TACI, podrian realizarse ensayos para verificar el efecto o efectos de la molécula agonista sobre, por ejemplo, una
actividad de APRIL o TACI. Tales ensayos podrian realizarse en formatos de ensayo in vitro o in vivo conocidos, por
ejemplo, usando PBL o células transfectadas con TACI o BCMA. Preferiblemente, el agonista de TACI o el agonista
de BCMA seran capaces respectivamente de estimular o activar el TACI o BCMA, hasta el punto conseguido por el
ligando nativo de los receptores TACI o BCMA.

[0047] El término "anticuerpo" se usan en el sentido mas amplio, y especificamente abarca, por ejemplo, los
anticuerpos monoclonales simples contra el TALL-1, APRIL, TACI, o BCMA, las composiciones de anticuerpo con
especificidad poliepitdpica, los anticuerpos de cadena simple, y los fragmentos de anticuerpos.

[0048] El término "anticuerpo monoclonal" tal como se usa en la presente se refiere a un anticuerpo obtenido
a partir de una poblacién de anticuerpos sustancialmente homogénea, es decir, los anticuerpos individuales que
forman la poblacién son idénticos excepto por posibles mutaciones que ocurren de forma natural que podrian estar
presentes en pequefias cantidades. Los anticuerpos monoclonales son altamente especificos, y estan dirigidos
contra un unico sitio antigénico. Ademas, en contraste con las preparaciones de anticuerpos (policlonales)
convencionales, las cuales tipicamente incluyen diferentes anticuerpos dirigidos contra diferentes determinantes
(epitopos), cada anticuerpo monoclonal esta dirigido contra un Unico determinante sobre el antigeno. Ademas de su
especificidad, los anticuerpos monoclonales son ventajosos ya que se sintetizan en cultivos de hibridomas, sin
contaminacion por parte de otras inmunoglobulinas. EI modificador "monoclonal” indica el caracter del anticuerpo en
el sentido que se obtiene a partir de una poblacién sustancialmente homogénea de anticuerpos, y no debe limitarse
en el sentido de requerir la produccién del anticuerpo mediante cualquier procedimiento determinado. Por ejemplo,
los anticuerpos monoclonados para ser usado de acuerdo con la presente invencion podrian prepararse mediante el
procedimiento del hibridoma descrito por primera ver por Kohler et al., Nature, 256:495 (1975), o podrian prepararse
mediante procedimientos de ADN recombinante (ver, por ejemplo, la patente n° 4.816.567). Los "anticuerpos
monoclonales" también podrian aislarse a partir de bibliotecas de anticuerpos en fagos usando las técnicas descritas
en Clackson et al., Nature, 352:624-628 (1991) y Marks et al., J. Mol. Biol., 222:581-597 (1991), por ejemplo.

[0049] Los anticuerpos monoclonales en la presente incluyen especificamente los anticuerpos
(inmunoglobulinas) "quiméricos", en los cuales una porcion de la cadena pesada y/o ligera es idéntica a, u homdloga
de, las correspondientes secuencias en anticuerpos derivados de una especie determinada, o pertenecientes a una
determinada clase o subclase de anticuerpo, mientras que el resto de la cadena o cadena son idénticas con, u
homdlogas de, las correspondientes secuencias en anticuerpos derivados de otra especie, o pertenecientes a otra
clase o subclase de anticuerpo, asi como fragmentos de tales anticuerpos, con tal que exhiban la actividad biologica
deseada (patente estadounidense n°® 4.816.567; Morrison et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 81:6851-6855 (1984)).
Los procedimientos para preparar anticuerpos quiméricos son conocidos en el campo.

[0050] Las formas "humanizadas" de anticuerpos no humanos (por ejemplo, de roedor) son inmunoglobulinas
quiméricas, cadenas de inmunoglobulinas, o fragmentos de las mismas (tales como los Fv, Fab, Fab', F(ab'),, u otras
subsecuencias de los anticuerpos unidoras de antigeno) que contienen una secuencia minima derivada de la
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inmunoglobulina no humana. En su mayor parte, los anticuerpos humanizados son inmunoglobulinas humanas
(anticuerpo receptor) en las cuales se remplazan residuos procedentes de una region determinante de la
complementariedad (CDR) del receptor con residuos procedentes de una CDR de una especie no humana
(anticuerpo donante), tal como el ratén, la rata o conejo, que tienen especificidad, afinidad y capacidad deseadas. En
algunos casos, los residuos de la region estructural (FR) Fv se remplazan con residuos no humanos
correspondientes. Ademas, los anticuerpos humanizados podrian comprender residuos que no se hallan ni en el
anticuerpo receptor ni en el CDR ni en las secuencias estructurales importadas. Estas modificaciones se hacen para
refinar aun mas y maximizar las prestaciones del anticuerpo. En general, el anticuerpo humanizado comprendera
sustancialmente la totalidad de al menos un, y tipicamente dos, dominios variables, en los cuales la totalidad o
sustancialmente la totalidad de las regiones CDR corresponden a las de una inmunoglobulina no humana, y la
totalidad o sustancialmente la totalidad de las regiones FR son las de una secuencia de inmunoglobulina humana. El
anticuerpo humanizado, 6ptimamente también comprendera al menos una porcidn de una region constante de
inmunoglobulina (Fc), tipicamente la de una inmunoglobulina humana. Para mas detalles, consultar Jones et al.,
Nature, 321:522-525 (1986); Reichmann et al., Nature, 332:323-329 (1988); y Presta, Curr. Op. Struct. Biol., 2:593(]
596 (1992). El anticuerpo humanizado incluye un anticuerpo PRIMATIZED(], en donde la regién unidora de antigeno
del anticuerpo se deriva de un anticuerpo producido inmunizando monos macacos con el antigeno de interés. Los
procedimientos para preparar anticuerpos humanizados son conocidos en el campo.

[0051] Los anticuerpos humanos pueden producirse también usando varias técnicas conocidas en el campo,
incluyendo las bibliotecas de exhibicion en fago. Hoogenboom y Winter, J. Mol. Biol., 227:381 (1991); Marks et al., J.
Mol. Biol., 222:581 (1991). Las técnicas de Cole et al. y Boerner et al. también estan disponibles para la preparacioin
de anticuerpos monoclonales humanos. Cole et al., Monoclonal Antibodies and Cancer Therapy, Alan R. Liss, p. 77
(1985); Boerner et al., J. Immunol., 147(1):86-95 (1991).

[0052] "Aislado," cuando se usa para describir los diversas proteinas descritas en la presente, significa una
proteina que se ha identificado y separado y/o recuperado de un componente de su entorno natural. Los
componentes contaminantes de su entorno natural son materiales que tipicamente interferirian con los usos
diagnosticos o terapéuticos de la proteina, y podrian incluir enzimas, hormonas, y otros solutos proteicos o no
proteicos. En las realizaciones preferidas, la proteina se purificara (1) hasta un grado suficiente para obtener al
menos 15 residuos de la secuencia N-terminal o interna mediante el uso de un secuenciador de copa rotatoria, o (2)
hasta su homogeneidad segin SDS-PAGE, en condiciones reductoras o no reductoras, usando azul de Coomassie
o, preferiblemente, tinciéon con plata. La proteina aislada incluye la proteina in situ dentro de células recombinantes,
puesto que al menos uno componente del entorno natural de la proteina no estara presente. Sin embargo,
ordinariamente, la proteina aislada se preparara mediante al menos un paso de purificacion.

[0053] "Tratamiento" o "terapia" se refieren tanto al tratamiento terapéutico como a las medidas profilacticas o
preventivas.
[0054] Mamifero, para los propésitos de tratamiento o terapia, se refiere a cualquier animal clasificado como

un mamifero, incluyendo los humanos, los animales domésticos y de granja, de zooldgicos y de deportes, o los
animales de compaifiia, tales como los perros, los caballos, los gatos, las vacas, etc. Preferiblemente, el mamifero es
un humano.

[0055] "Condicion patoldgica relacionada con TALL-1" y "condicidon patolégica relacionada con APRIL" se
refieren respectivamente a patologias o condiciones asociadas con niveles anormales de expresion o actividad de
TALL-1 o APRIL, por encima de, o inferiores a los niveles de expresién o actividad en mamiferos sanos normales, en
donde tales niveles excesivos o disminuidos ocurren de forma sistémica, localizada, o en un tejido o tipo celular o
ubicacién en el cuerpo determinado. Las condiciones patolégicas relacionadas con TALL-1 y las condiciones
patolégicas relacionadas con APRIL incluyen las enfermedades cronicas relacionadas con la inmunidad y el cancer.

[0056] Los términos "cancer", "canceroso" y "maligno" se refieren o describen la condicién fisiolégica en
mamiferos que se caracteriza tipicamente por un crecimiento celular descontrolado. Los ejemplos de cancer
incluyen, pero no se limitan a, el carcinoma, incluyendo el adenocarcinoma, el linfoma, el blastoma, el melanoma, el
sarcoma y la leucemia. Los ejemplos mas concretos de tales cénceres incluyen el carcinoma de célula escamosa, el
cancer pulmonar de célula pequefa, el cancer pulmonar de células no pequefas, el cancer gastrointestinal, el
linfoma de Hodgkin o no Hodgkin, el cancer de pancreas, el glioblastoma, el cancer de cuello de utero, el cancer de
ovarios, los canceres de higado, tales como el carcinoma hepatico y hepatoma, el cancer de vejiga, el cancer de
mama, el cancer de colon, el cancer colorectal, el carcinoma de endometrio, el carcinoma de la glandula salivar, los
canceres de rifidn, tal como el carcinoma de célula renal y los tumores de Wilm, el carcinoma de célula basal, el
melanoma, el cancer de prostata, el cancer de vulva, el cancer de tiroides, el cancer de testiculos, el cancer de
eso6fago, y varios tipos de canceres de cabeza y cuello. Opcionalmente, el cancer expresara, o tendra asociados con
la célula cancerosa, el TALL-1, APRIL, TACI o BCMA. A modo de ejemplo, se ha publicado en la literatura que los
canceres de colon, pulmén y melanoma expresan APRIL. Los canceres preferidos para su tratamiento en la
presente incluyen el linfoma, leucemia, mieloma, y los subtipos de los mismos, tales como el linfoma de Burkitt, el
mieloma multiple, la leucemia linfoblastica aguda o la leucemia linfocitica, los linfomas de Hodgkin y de no Hodgkin,
y la leucemia mieloide aguda.
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[0057] El término "enfermedad relacionada con la inmunidad" significa una enfermedad en la que un
componente del sistema inmunitario de un mamifero causa, media o contribuye de otro modo a una morbidez en el
mamifero. También se incluyen las enfermedades en las que la estimulaciéon o la intervencion de la respuesta
inmunitaria tienen un efecto de mejoria sobre la progresién de la enfermedad. Se incluyen dentro de este término las
enfermedades autoinmunes, las enfermedades inflamatorias inmunomediadas, las enfermedades inflamatorias no
inmunomediadas, las enfermedades infecciosas, y las enfermedades de inmunodeficiencia. Los ejemplos de
enfermedades relacionadas con la inmunidad y enfermedades inflamatorias, algunas de las cuales son inmunitarias
o estan mediadas por células T, que pueden tratarse de acuerdo con la invencion incluyen el lupus eritematoso, la
artritis reumatoide, la artritis cronica juvenil, las espdndiloartropatias, la esclerosis sistémica (esclerodermia), las
miopatias inflamatoria idiopaticas (dermatomiositis, polimiositis), el sindrome de Sjogren, la vasculitis sistémica, la
sarcoidosis, la anemia autoimmune hemolitica (pancitopenia inmune, hemoglobinuria nocturna paroxismal), la
trombocitopenia autoinmune (trombocitopenia idiopatica purpura, trombocitopenia inmune-mediada), tiroiditis
(enfermedad de Grave, tiroiditis de Hashimoto, tiroiditis linfocitica juvenil, tiroiditis atrofica), la diabetes mellitus, la
enfermedad renal inmunomediada (glomerulonefritis, nefritis tubulointersticial), las enfermedades desmielinizantes
de los sistemas nerviosos central y periférico tales como la esclerosis multiple, la polineuropatia desmielinizante
idiopatica, y la polineuropatia desmielinizante inflamatoria cronica; las enfermedades hepatobiliares, tales como la
hepatitis infecciosa (hepatitis A, B, C, D, E y otros virus no hepatotrépicos), la hepatitis activa crénica autoinmune, la
cirrosis biliar primaria, la hepatitis granulomatosa, y la colangitis esclerosante, enfermedades inflamatorias y
fibroticas del pulmén tales como la enfermedad inflamatoria del intestino (colitis ulcerante: enfermedad de Crohn), la
enteropatia sensible al gluten, y la enfermedad de Whipple, las enfermedades de la piel autoinmunes o
inmunomediadas, incluyendo las enfermedades ampollosas de la piel, el eritema multiforme y la dermatitis por
contacto, la psoriasis, las enfermedades alérgicas tales como el asma, la rinitis alérgica, la dermatitis atopica, la
hipersensibilidad a la comida y la urticaria, las enfermedades inmunoldgicas del pulmén, tales como las neumonias
eosinofilicas, la fibrosis pulmonar idiopatica y la neumonitis por hipersensibilidad; las enfermedades asociadas a
trasplantes, incluyendo el rechazo del injerto y la enfermedad del injerto contra el huésped. Las enfermedades
infecciosas incluyen el SIDA (infeccion por VIH), la hepatitis A, B, C, D y E, las infecciones bacterianas, las
infecciones fungicas, las infecciones por protozoos y las infecciones parasitarias.

[0058] "Enfermedad autoinmune" se usa en la presente en un sentido amplio, general, para referirse a los
trastornos o condiciones en mamiferos en los que la destruccion del tejido normal o sano surge a partir de
respuestas inmunitarias humorales o celulares del mamifero individual contra sus propios constituyentes tisulares.
Los ejemplos incluyen, pero no se limitan a, el lupus eritematoso, la tiroiditis, la artritis reumatoide, la psoriasis, la
esclerosis multiple, la diabetes autoinmune, y la enfermedad inflamatoria intestinal (IBD).

[0059] El término "agente citotoxico", tal como se usa en la presente, se refiere a una sustancia que inhibe o
previene la funcién de las células ¥/o causa la destruccion de las células. Se pretende que el término incluya los
is6topos radiactivos (por ejemplo, 31, 129 Ny y 186Re), los agentes quimioterapéuticos, y toxinas tales como las
toxinas enzimaticamente activas de origen bacteriano, fungico, vegetal o animal, o fragmentos de las mismas.

[0060] Un "agente quimioterapéutico" es un compuesto quimico util en el tratamiento de la enfermedad. Los
ejemplos de agentes quimioterapéuticos incluyen la adriamicina, la doxorubicina, la epirubicina, el 5-fluorouracilo, el
arabindsido de citosina ("Ara-C"), la ciclofosfamida, la tiotepa, el busulfan, la citoxina, los taxoides, por ejemplo, el
paclitaxel (Taxol, Bristol-Myers Squibb Oncology, Princeton, N.J.) y el doxetaxel (Taxotere, Rhéne-Poulenc Rorer,
Antony, Rnace), el toxotero, el metotrexato, el cisplatino, el melfalan, el CPT-11, la vinblastina, la bleomicina, el
etopdsido, la ifosfamida, la mitomicina C, la mitoxantrona, la vincristina, la vinorelbina, el carboplatino, la teniposida,
la daunomicina, la carminomicina, la aminopterina, la dactinomicina, las mitomicinas, las esperamicinas (ver patente
estadounidense n° 4.675.187), el melfalan y otras mostazas de nitrégeno relacionadas. También se incluyen en esta
definicion los agentes hormonales que actuan para regular o inhibir la accién hormonal, tales como el tamoxifén y la
onapristona.

[0061] Un "agente inhibidor del crecimiento”, cuando se usa en la presente, se refiere a un compuesto o
composicion que inhibe el crecimiento de una células, tanto in vitro como in vivo. Por tanto, el agente inhibidor del
crecimiento es uno que reduce significativamente el porcentaje de células que sobreexpresan tales genes en la fase
S. Los ejemplos de agentes inhibidores incluyen agentes que bloquean la progresion del ciclo celular (en una etapa
distinta de la fase S), tales como los agentes que inducen la detencién en G1 y en la fase M. Los bloqueadores
clasicos de la fase M incluyen el vincas (vincristina y vinblastina), el taxol, y los inhibidores de la topo Il tales como la
doxorubicina, la epirubicina, la daunorubicina, el etoposido y la bleomicina. Aquellos agentes que detienen en G1
también desbordan hacia la detencién en la fase S, por ejemplo, los agentes alquilantes del ADN tales como el
tamoxifén, la prednisona, la dacarbazina, la mecloretamina, el cisplatino, el metotrexato, el 5-fluorouracilo y el Ara-C.
Puede hallarse informacién adicional en The Molecular Basis of Cancer, editores Mendelsohn e Israel, capitulo 1,
titulado "Cell cycle regulation, oncogens, and antineoplastic drugs" por Murakami et al. (WB Saunders: Philadelphia,
1995), especialmente en la p. 13.
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[0062] El término "citocina" es un término genérico para las proteinas liberadas por una poblacion de células
que actuan sobre otra célula como mediadores intercelulares. Los ejemplos de tales citocinas incluyen las linfocinas,
las monocinas y las hormonas polipeptidicas tradicionales. Entre las citocinas se incluyen las hormonas del
crecimiento, tales como la hormona del crecimiento humana, la N-metionil hormona del crecimiento humana, y la
hormona del crecimiento bovina; la hormona paratiroidea; la tiroxina; la insulina; la proinsulina; la relaxina; la
prorelaxina; las hormonas glicoproteicas tales como la hormona estimuladora del foliculo (FSH), la hormona
estimuladora de la tiroides (TSH) y la hormona luteinizante (LH); el factor de crecimiento hepatico; el factor de
crecimiento de fibroblastos; la prolactina; el lactégeno placentario; el factor-a y -f de la necrosis tumoral; la sustancia
inhibidora de mullerian; el péptido asociado a la gonadotropina de raton; la inhibina; la activina; el factor de
crecimiento endotelial vascular; la integrina; la trombopoyetina (TPO); los factores de crecimiento del nervio; el factor
de crecimiento de las plaquetas; los factores de crecimiento transformadores (TGF) tales como el TGF-a y TGF-$; el
factor-1 y -1l de crecimiento similar a la insulina; la eritropoyetina (EPO); los factores osteoinductivos; los interferones
tales como el interferén-a, -, y -gamma; los factores estimuladores de colonias (CSF), tales como el CSF de
macrofagos (M-CSF); el CSF de granulocitos-macrofagos (GM-CSF), y el CSF de granulocitos (G-CSF); las
interleucinas (IL), tales como las IL-1, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8, IL-9, IL-11, IL-12; y otros factores
polipéptidos tales como el LIF y el ligando kit (KL). Tal como se usa en la presente, el término citocina incluye las
proteinas procedentes de fuentes naturales o de cultivos de células recombinantes, y los equivalentes
biolégicamente activos de las citocinas de secuencia nativa.

Il. Procedimientos y materiales

[0063] Generalmente, los procedimientos de la invencién para modular la actividad de TALL-1, APRIL, TACI,
y/o BCMA en células de mamifero comprenden la exposicion de las células a una cantidad deseada de antagonista
o agonista que afecta la interaccion de TALL-1 o APRIL con TACI o BCMA. Preferiblemente, la cantidad de
antagonista o agonista empleado sera una cantidad efectiva para afectar la unién y/o actividad del ligando respectivo
o del receptor respectivo, para conseguir un efecto terapéutico. Esto puede conseguirse in vivo o ex vivo de acuerdo,
por ejemplo, con los procedimientos descritos mas adelante en los ejemplos. Las condiciones o trastornos
ilustrativos a ser tratados con tales antagonistas de TALL-1 o antagonistas de APRIL incluyen condiciones en
mamiferos denominadas clinicamente como enfermedades autoinmunes, incluyendo, pero no limitandose a, la
artritis reumatoide, la esclerosis multiple, la psoriasis y el lupus, u otras condiciones patolégicas en las que la
respuesta o respuestas de las células B en los mamiferos estan anormalmente reguladas al alza, tales como el
cancer. Tal como se muestra en los ejemplos siguientes, las moléculas inmunoadhesinas de TACI inhibieron
sustancialmente la enfermedad artritica inducida por la inmunizacion con colageno del tipo-ll, redujeron la
inflamacion articular y la formacién de anticuerpos anti-colageno, impidieron la destruccién del hueso y del cartilago,
y bloquearon la estimulaciéon de células T autoreactivas. Estos resultados implican el TACI en la autoinmunidad
mediada por células T, y sugiere que el bloqueo o la inhibicién de las interacciones de TACI con TALL-1 y/o APRIL
podria tener una utilidad terapéutica para las enfermedades autoinmunes como la RA. Las condiciones o trastornos
ilustrativos a ser tratados con agonistas de TACI o agonistas de BCMA incluyen la inmunodeficiencia y el cancer.

[0064] En la presente también se describen métodos de diagnéstico. Por ejemplo, los antagonistas o
agonistas se pueden utilizar para detectar los respectivos ligandos (TALL-1 o APRIL) o receptores (TACI o BCMA)
en mamiferos que se sabe o se sospecha que tienen una condicién patoldgica relacionada con TALL-1 o una
condicion patologica relacionada con APRIL. La molécula antagonista o agonista se puede utilizar, por ejemplo, en
inmunoensayos para detectar o cuantificar el TALL-1 o APRIL en una muestra. Una muestra, tal como las células
obtenidas de un mamifero, se pueden incubar en presencia de una molécula antagonista o agonista marcada, y se
puede realizar la deteccion del antagonista o agonista marcado unido en la muestra. Dichos ensayos, incluyendo
varios procedimientos de ensayo clinicos, son conocidos en la técnica, por ejemplo, tal como se describen en Voller
et al., Immunoassays, University Park, 1981.

A. MATERIALES

[0065] Los antagonistas y agonistas que pueden emplearse en los procedimientos incluyen, pero no se
limitan a las formas solubles de los receptores TACI y BCMA, las inmunoadhesinas del receptor TACI y las
inmunoadhesinas del receptor BCMA, las proteinas de fusién de TACI o BCMA, las formas modificadas
covalentemente de TACI o BCMA, las variantes del receptor TACI y del receptor BCMA, los anticuerpos contra el
receptor TACI o BCMA, y los anticuerpos contra TALL-1 o APRIL. Mas adelante se describen varias técnicas que
pueden emplearse para preparar los antagonistas y agonistas.

[0066] Generalmente, las composiciones de la presente invencién se pueden preparar usando técnicas
recombinantes conocidas en la técnica. La descripcion siguiente se refiere a métodos para producir dichos
polipéptidos mediante el cultivo de células huéspedes transformadas o transfectadas con un vector que contiene el
acido nucleico codificante, y la recuperacion del polipéptido del cultivo celular. (Véase, por ejemplo, Sambrook et al.,
Molecular Cloning: A Laboratory Manual (Nueva York: Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989); Dieffenbach et
al., PCR Primer: A Laboratory Manual (Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1995)).
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[0067] El acido nucleico (por ejemplo, ADNc o ADN gendémico) que codifica el polipéptido deseado podria
insertarse dentro de un vector replicable para su clonacién (amplificacion del ADN) o para su expresion. Hay varios
vectores disponibles publicamente. Los componentes del vector generalmente incluyen, pero no estan limitados a,
uno o méas de los siguientes: una secuencia sefial, un origen de replicaciéon, uno o mas genes marcadores, un
elemento potenciador, un promotor, y una secuencia de terminacion de la transcripcion, cada uno de los cuales se
describe mas abajo. En el campo se conocen secuencias sefial, origenes de replicaciéon, genes marcadores,
elementos potenciadores y secuencias terminadoras de la transcripcion opcionales que podrian emplearse y se
describen con mas detalle en WO97/25428.

[0068] Los vectores de clonacién y expresion usualmente contienen un promotor que es reconocido por el
organismo huésped, y que esta unido operativamente a la secuencia de acido nucleico codificante. Los promotores
son secuencias no traducidas ubicadas cadena arriba (5') respecto el codén de inicio de un gen estructural
(generalmente dentro de aproximadamente 100 a 1000 p.b.) que controla la transcripcién y traducciéon de una
determinada secuencia de acido nucleico a la cual estd unido operativamente. Tales promotores tipicamente se
dividen en dos clases, inducibles y constitutivos. Los promotores inducibles son promotores que inician niveles
incrementados de transcripcion a partir del ADN bajo su control en respuesta a algun cambio en las condiciones de
cultivo, por ejemplo, la presencia o ausencia de un nutriente o un cambio en la temperatura. En este momento se
conocen bien un gran nimero de promotores reconocidos por una variedad de células huéspedes potenciales. Estos
promotores se unen operativamente al ADN codificante, extrayendo el promotor del ADN fuente mediante la
digestién con un enzima de restriccidn, e insertando la secuencia promotora aislada en el vector.

[0069] Los promotores apropiados para su uso con huéspedes procariotas y eucariotas son conocidos en el
campo, y se describen con mas detalle en WO97/25428.

[0070] La construccion de vectores apropiados, que contienen uno o mas de los componentes listados mas
arriba, emplea técnicas de ligacion estandares. Los plasmidos o fragmentos de ADN aislados pueden cortarse,
ajustarse, y religarse de la forma deseada para generar el plasmido necesario. Para el analisis para confirmar las
secuencias correctas en los plasmidos construidos, las mezclas de ligacion pueden usarse para transformar la E. coli
K12 cepa 294 (ATCC 31.446) y los transformantes exitosos pueden seleccionarse por resistencia a la ampicilina o
tetraciclina segun sea apropiado. Los plasmidos para los transformantes se preparan, analizan mediante digestion
con endonucleasas de restriccion, y/o se secuencian usando técnicas estandares conocidas en el campo.
[Consultar, por ejemplo, Messing et al., Nucleic Acids Res., 9:309 (1981); Maxam et al., Methods in Enzymology,
65:499 (1980)].

[0071] Podrian emplearse vectores de expresion que proporcionan la expresion transitoria en células de
mamiferos del ADN codificante. En general, la expresion transitoria implica el uso de un vector de expresiéon que es
capaz de replicarse eficientemente en una célula huésped, de tal forma que la célula huésped acumula muchas
copias del vector de expresién y, a su vez, sintetiza niveles elevados de un polipéptido deseado codificado por el
vector de expresion [Sambrook et al., ver mas arriba). Los sistemas de expresién, que comprenden un vector de
expresion apropiado y una célula huésped, permiten la identificacion positiva practica de los polipéptidos codificados
por los ADN clonados, asi como el examen rapido de tales polipéptidos en busca de propiedades bioldgicas o
fisiolégicas.

[0072] En Gething et al., Nature, 293:620-625 (1981); Mantei et al., Nature, 281:40-46 (1979); EP 117.060; y
EP 117.058 se describen otros procedimientos, vectores y células huéspedes apropiados para su adaptacion a la
sintesis de los polipéptidos deseados en cultivos de células vertebradas recombinantes.

[0073] Las células huéspedes apropiadas para clonar o expresar el ADN en los vectores de la presente
incluyen las células de procariota, de levadura o de eucariota superior. Los procariotas apropiados incluyen, pero no
se limitan a las eubacterias, tales como los organismos Gram-negativos o Gram-positivos, por ejemplo, las
enterobacterias tales como Escherichia, por ejemplo, E. coli, Enterobacter, Erwinia, Klebsiella, Proteus, Salmonella,
por ejemplo, Salmonella typhimurium, Serratia, por ejemplo, Serratia marcescans, y Shigella, asi como Bacilli tales
como B. subtilis y B. licheniformis (por ejemplo, B. licheniformis 41P descubierta en DD 266.710 publicada el 12 de
abril de 1989), pseudomonas tales como P. aeruginosa, y Streptomyces. Preferiblemente, la célula huésped deberia
secretar cantidades minimas de enzimas proteoliticos.

[0074] Ademas de los procariotas, los microbios eucariotas, tales como los hongos filamentosos o las
levaduras, son huéspedes de clonacién o expresion apropiados para los vectores. Las células huéspedes
apropiadas para la expresion de polipéptidos glicosilados se derivan de organismos multicelulares. Los ejemplos de
todas esas células huéspedes se describen adicionalmente en W0O97/25428.

[0075] Las células huéspedes se transfectan y preferiblemente transforman con los vectores de expresion o

clonacion descritos mas arriba, y se cultivan en medio nutritivo modificado segin sea apropiado para inducir los
promotores, seleccionar los transformantes, o amplificar los genes que codifican las secuencias deseadas.
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[0076] La transfeccion se refiere a la captura de un vector de expresion por parte de una célula huésped, sin
importar si de hecho se expresa algun secuencia codificante. Hay numerosos procedimientos de transfeccion
conocidos por el especialista ordinariamente capacitado, por ejemplo, el CaPQ, y la electroporacion. La transfeccion
exitosa generalmente se reconoce cuando ocurre cualquier indicacion de la operacion de este vector dentro de la
célula huésped.

[0077] Transformacion significa introducir ADN en un organismo de tal forma que el ADN es replicable, bien
como un elemento extracromosdmico o mediante integracion cromosomica. Dependiendo de la célula huésped
usada, la transformacién se realiza usando técnicas estandares apropiadas para tales células. El tratamiento con
calcio empleando cloruro calcico, tal como se describe en Sambrook et al., ver mas arriba, o la electroporacién se
usan generalmente con los procariotas u otras células que contienen barreras sustanciales de pared celular. La
infeccion con Agrobacterium tumefaciens se usa para la transformacion de ciertas células vegetales, tal como
describen Shaw et al., Gene, 23:315 (1983) y WO 89/05859 publicada el 29 de junio de 1989. Ademas, las plantas
podrian transfectarse usando el tratamiento con ultrasonidos tal como se describen en WO 91/00358, publicada el
10 de enero de 1991.

[0078] Para las células de mamifero sin tales paredes celulares, podria emplearse el procedimiento de
precipitacion con fosfato calcico de Graham y van der Eb, Virology, 52:456-457 (1978). Los aspectos generales de
las transformaciones de sistemas huéspedes de células de mamifero se han descrito en la patente estadounidense
n® 4.399.216. Las transformaciones en levaduras tipicamente se llevan a cabo de acuerdo con el procedimiento de
Van Solingen et al., J. Bact., 130:946 (1977) y Hsiao et al., Proc. Natl. Acad. Sci. (USA), 76:3829 (1979). Sin
embargo, también podrian usarse otros procedimientos para introducir el ADN en las células, tales como mediante la
microinyeccién nuclear, la electroporacion, la fusién de protoplastos bacterianos con células intactas, o los
policationes, por ejemplo, el polibreno, la poliornitina. Para informacién sobre varias técnicas para transformar
células de mamifero, consultar Keown et al., Methods in Enzymology, 185:527-537 (1990) y Mansour et al., Nature,
336:348-352 (1988).

[0079] Las células procariotas podrian cultivarse en medios de cultivo apropiados como se describe de forma
general en Sambrook et al., ver mas arriba. Los ejemplos de medios de cultivo disponibles comercialmente incluyen
el F10 de Ham (Sigma), el medio esencial minimo ("MEM", Sigma), el RPMI-1640 (Sigma), y el medio de Eagle
modificado por Dulbecco ("DMEM", Sigma). Cualquiera de tales medios podria suplementarse segun fuera necesario
con hormonas y/o otros factores de crecimiento (tales como la insulina, transferrina o el factor de crecimiento
epidérmico), sales (tales como el cloruro sédico, el calcio, el magnesio, y el fosfato), tampones (tales como el
HEPES), nucledsidos (tales como la adenosina y la timidina), antibiéticos (tales como el farmaco Gentamicinall),
oligoelementos (definidos como compuestos inorganicos presentes usualmente en concentraciones finales del orden
micromolar), y glucosa o una fuente de energia equivalente. Cualquier otro suplemento necesario podria incluirse
también en las concentraciones apropiadas, las cuales seran conocidas por los especialistas en el campo. Las
condiciones del cultivo, tales como la temperatura, el pH y similares, son aquéllas usadas previamente con la célula
huésped seleccionada para la expresion, y seran evidentes para el especialista ordinariamente capacitado.

[0080] En general, los principios, protocolos y técnicas practicas para maximizar la productividad de los
cultivos de células de mamifero pueden hallarse en Mammalian Cell Biotechnology: A Practical Approach, editor M.
Butler, (IRL Press, 1991).

[0081] Los polipéptidos expresados podrian recuperarse del medio de cultivo como un polipéptido secretado,
aunque podrian recuperarse también a partir de lisados de la célula huésped cuando se producen directamente sin
una sefial secretoria. Si el polipéptido esta unido a la membrana, puede liberarse de la membrana usando una
solucion detergente apropiada (por ejemplo Triton-X 100), o su regidn extracelular podria liberarse mediante corte
enzimatico.

[0082] Cuando el polipéptido se produce en una célula recombinante distinta de una de origen humano, esta
libre de proteinas o polipéptidos de origen humano. Sin embargo, habitualmente es necesario recuperar o purificar el
polipéptido de proteinas o polipéptidos de la célula recombinante para obtener preparaciones que son
sustancialmente homogéneas. Como un primer paso, el medio de cultivo o lisado podria centrifugarse para eliminar
los restos celulares en particulas. Los siguientes son procedimientos ilustrativos de los procedimientos de
purificacidon apropiados: mediante fraccionamiento en una columna de intercambio idnico; la precipitacion con etanol;
la HPLC de fase inversa; la cromatografia en columnas de silice o con una resina de intercambio catiénico tal como
la DEAE; el cromatoenfoque; la SDS-PAGE; la precipitacién con sulfato aménico; la filtracion en gel usando, por
ejemplo, Sephadex G-75; y las columnas de Proteina A-Sepharose para eliminar contaminantes tales como la I1gG.

[0083] Las variantes del receptor TACI y las variantes del receptor BCMA se contemplan para su uso. Dichas
variantes se pueden preparar usando cualquier técnica apropiada en el sector. Las variantes del receptor se pueden
preparar introduciendo cambios de nucleétidos apropiados en el ADN del receptor, y/o mediante la sintesis del
polipéptido del receptor deseado. Los expertos en la materia entenderan que los cambios de aminoacidos pueden
alterar los procesos del receptor posteriores a la traduccién, tales como cambiando el nimero o posicion de los sitios
de glicosilacion o alterando las caracteristicas de anclaje a la membrana.
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[0084] Las variaciones en la secuencia nativa del receptor o en varios dominios del receptor descritas en la
presente, pueden hacerse, por ejemplo, usando cualquiera de las técnicas y guias para mutaciones conservadoras y
no conservadores establecida, por ejemplo, en la patente estadounidense n° 5.364.934. Las variaciones podrian ser
una sustitucién, una supresién o insercién de uno o mas codones que codifican el receptor, la cual resulta en un
cambio en la secuencia de aminoacidos del receptor en comparacion con el polipéptido del receptor de secuencia
nativa. Opcionalmente, la variacién resulta en la sustitucién de al menos un aminoacido con cualquier otro
aminoacido en uno o mas de los dominios del receptor. La guia para determinar qué residuo aminoacido podria
insertarse, sustituirse o suprimirse sin afectar de forma adversa la actividad deseada, podria hallarse comparando la
secuencia del receptor con la de moléculas de proteina homdélogas conocidas, y minimizando el nimero de cambios
en la secuencia de aminodacidos hechos en regiones de elevada homologia. Las sustituciones de aminoacidos
pueden ser el resultado de remplazar un aminoacido con otro aminoacido que tiene propiedades estructurales y/o
quimicas similares, tal como en la sustitucion de una leucina con una serina, es decir, sustituciones de aminoacido
conservadoras. Las inserciones o supresiones podrian estar opcionalmente en el rango de aproximadamente de 1 a
5 aminoacidos. La variacién permitida podria determinarse haciendo sistematicamente inserciones, supresiones o
sustituciones de aminoacidos en la secuencia, y ensayando las variantes resultantes en busca de la actividad
exhibida por la secuencia nativa madura o de longitud completa.

[0085] En la presente se proporciona fragmentos polipeptidicos de TACI o BCMA. Tales fragmentos podrian
estar truncados en los extremos N-terminal o C-terminal, o podrian carecer de residuos internos, por ejemplo,
cuando se comparan con una proteina nativa de longitud completa. Ciertos fragmentos carecen de residuos
aminoacidos que no son esenciales para una actividad biolégica deseada del polipéptido del receptor.
Opcionalmente, los fragmentos del polipéptido TACI o BCMA comprenden las variantes por supresion del ECD, en
las cuales uno o mas residuos aminoacidos han sido suprimidos del los extremos N-terminal o C-terminal de la
secuencia del ECD del receptor. Preferiblemente, tales variantes por supresion del ECD tienen al menos una
actividad biolégica en comparacion con la secuencia nativa del receptor.

[0086] Los fragmentos de TACI o BCMA podrian prepararse mediante cualquiera de un cierto nimero de
técnicas convencionales. Los fragmentos peptidicos deseados podrian sintetizarse quimicamente. Una estrategia
alternativa implica generar fragmentos del receptor mediante digestion enzimatica, por ejemplo, tratando la proteina
con un enzima que se sabe corta las proteinas en sitios definidos por determinados residuos aminoacidos, o
mediante la digestion del ADN con enzimas de restriccion apropiados y aislando el fragmento deseado. Aun otras
técnicas apropiadas implican aislar y amplificar un fragmento de ADN, que codifica un fragmento polipeptidico
deseado, mediante la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR). Los oligonucleétidos que definen los extremos
deseados del fragmento de ADN se emplean en los cebadores 5'y 3' en la PCR.

[0087] En realizaciones particulares, las sustituciones conservadoras de interés se muestran en la TABLA 1
bajo el epigrafe de sustituciones preferidas. Si tales sustituciones resultan en un cambio en la actividad bioldgica,
entonces se introducen cambios mas sustanciales, denominados sustituciones ilustrativas en la TABLA 1, o como se
describe adicionalmente mas abajo en referencia a las clases de aminoacidos.

TABLA 1
Residuo original Sustituciones ilustrativas Sustituciones preferidas

Ala (A) val; leu; ile val
Arg (R) lys; gln; asn lys
Asn (N) gln; his; lys; arg gln
Asp (D) glu glu
Cys (C) ser ser
GiIn (Q) asn asn
Glu (E) asp asp
Gly (G) pro; ala ala
His (H) asn; gln; lys; arg arg

lle (1) leu; val; met; ala; phe; leu norleucina leu
Leu (L) norleucina; ile; val; ile met; ala; phe ile
Lys (K) arg; gln; asn arg
Met (M) leu; phe; ile leu
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TABLA 1
Residuo original Sustituciones ilustrativas Sustituciones preferidas
Phe (F) leu; val; ile; ala; tyr leu
Pro (P) ala ala
Ser (S) thr thr
Thr (T) ser ser
Trp (W) tyr; phe tyr
Tyr (Y) tyr; phe; thr; ser phe
Val (V) ile; leu; met; phe; ala; norleucina leu
[0088] Se consiguen modificaciones sustanciales, en funcién de la identidad inmunoldgica del polipéptido del

receptor, seleccionando sustituciones que difieren significativamente en su efectos sobre el mantenimiento de (a) la
estructura del esqueleto del polipéptido en el area de la sustitucion, por ejemplo, como una conformacion en hoja o
hélice, (b) la carga o hidrofobicidad de la molécula en el sitio diana, o (c) el volumen de la cadena lateral. Los
residuos que ocurren de forma natural se dividen en grupos en base a sus propiedades de cadena lateral comunes:

(1) hidrofébicos: norleucina, met, ala, val, leu, ile;

(2) hidrofilicos neutros: cys, ser, thr;

(3) acidos: asp, glu;

(4) bésicos: asn, gln, his, lys, arg;

(5) residuos que influyen en la orientacion de la cadena: gly, pro; y

(6) aromaticos: trp, tyr, phe.

[0089] Las sustituciones no conservadoras supondran intercambiar miembros de una de estas clases por otra
clase. Tales residuos sustituidos también podrian introducirse en los sitios de sustitucion conservados o, mas
preferiblemente, en los sitios restantes (no conservados).

[0090] Las variaciones pueden hacerse usando procedimientos conocidos en el campos, tales como la
mutagénesis mediada por oligonucleétidos (dirigida contra un sitio), el barrido con alanina, y la mutagénesis con
PCR. La mutagénesis dirigida contra un sitio, Carter et al., Nucl. Acids Res., 13:4331 (1986); Zoller et al., Nucl. Acids
Res., 10:6487 (1987)], la mutagénesis por casete [Wells et al., Gene, 34:315 (1985)], la mutagénesis por seleccion
de la restriccién [Wells et al., Philos. Trans. R. Soc. London Ser A, 317:415 (1986)] u otras técnicas conocidas
pueden realizarse sobre el ADN clonado para producir el ADN variante.

[0091] El analisis de aminoacidos por barrido puede emplearse también para identificar uno o mas
aminoacidos a lo largo de una secuencia contigua. Entre los aminoacidos de barrido preferidos se encuentran los
aminoacidos neutros, relativamente pequefios. Tales aminoacidos incluyen la alanina, la glicina, la serina y la
cisteina. La alanina es tipicamente un aminoacido de barrido preferido entre este grupo, porque elimina la cadena
lateral mas alla del carbono beta y es menos probable que altere la conformaciéon de la cadena principal de la
variante. [Cunningham y Wells, Science, 244: 1081-1085 (1989)]. La alanina también se prefiere tipicamente porque
es el aminoacido mas comun. Ademas, frecuentemente se halla tanto en posiciones enterradas como expuestas.
[Creighton, The Proteins, (W.H. Freeman & Co., N.Y.); Chothia, J. Mol. Biol., 150:1 (1976)]. Si la sustitucion con
alanina no rinde cantidades adecuadas de la variante, entonces puede usarse un aminoacido isostérico.

[0092] Las formas solubles de los receptores TACI o receptores BCMA también se pueden utilizar como
antagonistas en los métodos. Dichas formas solubles de TACI o BCMA pueden comprender o consistir en dominios
extracelulares del respectivo receptor (y que carece de los dominios transmembrana e intracelulares del respectivo
receptor). Las propias secuencias del dominio extracelular de TACI o BCMA se pueden usar como antagonistas, o
se pueden maodificar adicionalmente tal como se describe a continuacion (tal como mediante la fusién a una
inmunoglobulina, un epitopo etiqueta, o una cremallera de leucina). Se han descrito en la literatura ciertas regiones
del dominio extracelular de TACI y BCMA, y pueden definirse adicionalmente usando técnicas conocidas por el
experto en la materia. Los expertos en la materia serdn capaces de seleccionar, sin demasiada experimentacion,
una secuencia deseada de dominio extracelular de TACI o BCMA para utilizarla como antagonista.

[0093] Las moléculas de inmunoadhesina también se contemplan para su uso en los métodos de la presente
invenciéon. Las inmunoadhesinas del receptor TACI pueden comprender varias formas de TACI, tales como el
polipéptido de longitud completa, asi como las formas solubles del receptor, que comprenden una secuencia del
dominio extracelular (ECD) o un fragmento de la secuencia del ECD. La molécula puede comprender una fusién del
receptor TACI con una inmunoglobulina o una region particular de una inmunoglobulina. Para una forma bivalente de
la inmunoadhesina, dicha fusion puede ser con la regién Fc de una molécula de IgG. Las fusiones de Ig
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preferiblemente incluyen la sustitucion de una forma soluble (con el dominio transmembrana suprimido o
desactivado) del polipéptido del receptor en lugar de al menos una region variable dentro de una molécula de Ig. La
fusion con inmunoglobulina puede incluir la bisagra, y las regiones CH2 y CH3, o la bisagra, y las regiones CH1,
CH2 y CH3 de una molécula de IgG1. Para la produccidon de fusiones con inmunoglobulina, véase también la
patente estadounidenses n° 5.428.130 concedida el 27 de junio de 1995, y Chamow et al., TIBTECH, 14:52-60
(1996).

[0094] El disefio mas simple y mas sencillo de inmunoadhesina combina el dominio o dominos de unién de la
adhesina (por ejemplo, el dominio extracelular (ECD) de un receptor) con la regién Fc de una cadena pesada de
inmunoglobulina. Ordinariamente, cuando se preparan las inmunoadhesinas de la presente invencion, el acido
nucleico que codifica el dominio unidor de la adhesina se fusionara de forma C-terminal respecto el acido nucleico
que codifica el extremo N-terminal de una secuencia de dominio constante de una inmunoglobulina, sin embargo,
también son posibles las fusiones N-terminales.

[0095] Tipicamente, en tales fusiones el polipéptido quimérico codificado retendra al menos los dominios
bisagra, CH2 y CH3 funcionalmente activos de la regidon constante de una cadena pesada de inmunoglobulina. Las
fusiones también se hacen en el extremo C-terminal de la porcidon Fc de un dominio constante, o inmediatamente N-
terminales respecto el CH1 de la cadena pesada o la regién correspondiente en la cadena ligera. El sitio preciso en
el que se hace la fusidn no es critico; los sitios concretos son bien conocidos y podrian seleccionarse con objetos de
optimizar la actividad bioldgica, la secrecion o las caracteristicas de unién de la inmunoadhesina.

[0096] En una realizacion preferida, la secuencia de adhesina se fusiona al extremo N-terminal de la region
Fc de la inmunoglobulina G4 (IgG+). Es posible fusionar la regién constante entera de la cadena pesada a la
secuencia de adhesina. Sin embargo, mas preferiblemente, en la fusién se usa una secuencia que empieza en la
region bisagra, justo cadena arriba del sitio de corte con papaina que define quimicamente la Fc de IgG (es decir, el
residuo 216, tomando el 114 como primer residuo de la regién constante de la cadena pesada), o sitios analogos de
otras inmunoglobulinas. En una realizaciéon particularmente preferida, la secuencia de aminoacidos de la adhesina
se fusiona a (a) la region bisagra y Cy2 y Cy3, o (b) los dominios Cx1, bisagra, C42 y Cn3 de una cadena pesada de
IgG.

[0097] Para las inmunoadhesinas biespecificas, las inmunoadhesinas se ensamblan como multimeros, y
particularmente como heterodimeros o heterotetrameros. Generalmente, estas inmunoglobulinas ensambladas
tendran estructuras unitarias conocidas. Una unidad estructura basica de cuatro cadenas es la forma en la que
existen las 1gG, IgD e IgE. En las inmunoglobulinas de mayor peso molecular se repite una unidad de cuatro
cadenas; la IgM existe como un pentamero de cuatro unidades basicas mantenidas juntas mediante enlaces
disulfuro. La globulina IgA, y ocasionalmente la globulina IgG, también podrian existir en forma multimérica en el
suero. En el caso del multimero, cada una de la cuatro unidades podria ser la misma o diferente.

[0093] Varios inmunoadhesinas ensambladas ilustrativas dentro del ambito de la presente se diagraman
esquematicamente mas abajo:

(a) ACL-ACL;
(b) ACH-(ACH, ACL-ACH, ACL-VHCH, (0] VLCL-ACH);

(C) ACL-ACH-(ACL-ACH, ACL-VHCH, VLCL-ACH, (0] VLCL-VHCH)
(d) ACL-VHCH-(ACH, (0] ACL-VHCH, (0] VLCL-ACH);

(e) VLCL-ACH-(ACL-VHCH, (o] VLCL-ACH); y

(f) (A-Y)n-(VLCL-VCh)2,

en donde cada A representa secuencias de aminoacidos de adhesinas idénticas o diferentes;

V| es un dominio variable de cadena ligera de inmunoglobulina;

Vu es un dominio variable de cadena pesada de inmunoglobulina;
C. es un dominio constante de cadena ligera de inmunoglobulina;
Ch es un dominio constante de cadena pesada de inmunoglobulina;
n es un entero superior a 1;

Y designa el residuo de un agente entrecruzador covalente.

[0099] En interés de la brevedad, las estructuras anteriores sélo muestran las caracteristicas claves; no
indican la union (J) u otros dominios de las inmunoglobulinas, ni se muestran los enlaces disulfuro. Sin embargo,
cuando tales dominios se requieren para la actividad de unién, no deben construirse para que estén presentes en las
ubicaciones ordinarias que ocupan en las moléculas de inmunoglobulina.

[0100] Alternativamente, las secuencias de adhesina pueden insertarse entre las secuencias de la cadena
pesada y cadena ligera de inmunoglobulina, de tal forma que se obtenga una inmunoglobulina que comprende una
cadena pesada quimérica. En esta realizacion, las secuencias de adhesina se fusionan al extremo 3' de una cadena
pesada de inmunoglobulina en cada brazo de una inmunoglobulina, bien entre la bisagra y el dominio Cn2, bien
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entre los dominios Ch2 y Cnx3. Construcciones similares han sido publicadas por Hoogenboom et al., Mol. Immunol.
28:1027-1037 (1991).

[0101] Aunque la presencia de una cadena ligera de inmunoglobulina no se requiere en las inmunoadhesinas
de la presente invencién, una cadena ligera de inmunoglobulina podria estar presente, o asociada covalentemente a
un polipéptido de fusién de adhesina-cadena pesada de inmunoglobulina, o fusionada directamente a la adhesina.
En el primer caso, el ADN que codifica la cadena ligera de una inmunoglobulina se coexpresa tipicamente con el
ADN que codifica la proteina de fusién adhesina-cadena pesada de inmunoglobulina. A partir de la secrecion, la
cadena pesada hibrida y la cadena ligera estaran asociadas covalentemente para proporcionar un estructura similar
a un ainmunoglobulina, la cual comprende dos pares de cadena pesada-cadena ligera de inmunoglobulina unidos
por disulfuros. Los procedimientos apropiados para la preparacion de tales estructuras se descubren, por ejemplo,
en la patente estadounidense n° 4.816.567, concedida el 28 de marzo de 1989.

[0102] La forma mas conveniente de construir las inmunoadhesinas es fusionando la secuencia de ADNc que
codifica la porcion adhesina en pauta con una secuencia de ADNc de inmunoglobulina. No obstante, también puede
usarse la fusion a fragmentos gendmicos de inmunoglobulina (consultar, por ejemplo, Aruffo et al., Cell, 61:13030
1313 (1990); y Stamenkovic et al., Cell, 66:1133-1144 (1991)). El ultimo tipo de fusidn requiere la presencia de
secuencias regulatorias de Ig para la expresion. Los ADNc que codifican las regiones constantes de la cadena
pesada de IgG pueden aislarse en base a secuencias publicadas procedentes de bibliotecas de ADNc derivadas de
linfocitos del bazo o de la sangre periférica, mediante técnicas de hibridacion o de la reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR). Los ADNc que codifican la "adhesina" y las partes de inmunoglobulinas de la inmunoadhesina se
insertan en tandem en el vector plasmidico que dirige la expresion eficiente en las células huéspedes escogidas.

[0103] Los ejemplos de tales secuencias de ECD solubles incluyen los polipéptidos que comprenden los
aminoacidos 2-166 de la secuencia TACI mostrada en la FIGURA 1, y descritas adicionalmente en los ejemplos de
mas abajo. La inmunoadhesina de receptor TACI| puede prepararse de acuerdo con cualquiera de los
procedimientos descritos en el campo.

[0104] Las inmunoadhesinas de receptor BCMA pueden construirse similarmente. Los ejemplos de
secuencias de ECD solubles para uso en la construccion de inmunoadhesinas de BCMA podrian incluir los
polipéptidos que comprenden los aminoacidos 5-51 de la secuencia BCMA mostrada en la FIGURA 2, y descritos
adicionalmente en los ejemplos de mas abajo.

[0105] El receptor TACI o BCMA podria modificarse covalentemente uniendo el polipéptido del receptor a una
de uno de una variedad de polimeros no proteicos, por ejemplo, el polietilenglicol (PEG), el polipropilenglicol, o los
polioxialquilenos, de la manera establecida en las patentes estadounidenses n° 4.640.835; 4.496.689; 4.301.144;
4.670.417; 4.791.192 0 4.179.337. Tales formas pegiladas del receptor TAClI o BCMA podrian prepararse usando
técnicas conocidas en el campo.

[0106] Las formas con cremallera de leucina de estas moléculas también se contempla en la invencion.
"Cremallera de leucina" es un término en el campo usado para referirse a una secuencia rica en leucinas que
potencia, promueve o dirige la dimerizacion o trimerizacion de su pareja de unién (por ejemplo, la secuencia o
molécula a la cual esta fusionada la cremallera de leucina). Se han descrito varios polipéptidos de cremallera de
leucina en el campo. Consultar, por ejemplo, Landschulz et al., Science, 240:1759 (1988); la patente estadounidense
n® 5.716.805; WO 94/10308; Hoppe et al., FEBS Letters, 344:1991 (1994); Maniatis et al., Nature, 341:24 (1989). Los
especialistas en la técnica apreciaran que una secuencia de cremallera de leucina podria fusionarse en cualquiera
de los extremos 5' 6 3' de la molécula del receptor TACI o BCMA.

[0107] Los polipéptidos TACI o BCMA de la presente invencidon podrian modificarse también de una
determinada manera para formar moléculas quiméricas mediante la fusion del polipéptido del receptor a otro
polipéptido o secuencia de aminoacidos heterdlogos. Preferiblemente, tal polipéptido o secuencia de aminoacido
heter6logos es uno que actua para oligomerizar la molécula quimérica. En una realizacion, tal molécula quimérica
comprende una fusion del polipéptido del receptor TACI o BCMA con un polipéptido etiqueta, el cual proporciona un
epitopo al cual puede unirse selectivamente un anticuerpo anti-etiqueta. La etiqueta de epitopo se coloca
generalmente en los extremos amino- o carboxi-terminales del polipéptido del receptor. La presencia de tales formas
etiquetadas con epitopo del polipéptido del receptor puede detectarse usando un anticuerpo contra el polipéptido
etiquetado. También, la provision de la etiqueta de epitopo permite que el receptor sea facilmente purificado
mediante purificacion por afinidad usando un anticuerpo anti-etiqueta u otro tipo de matriz de afinidad que se une a
la etiqueta del epitopo. Varios polipéptidos etiqueta y sus respectivos anticuerpos son bien conocidos en el campo.
Los ejemplos incluyen las etiquetas de poli-histidina (poli-his) o de poli-histidina-glicina (poli-his-gly); el polipéptido
etiqueta HA de la gripe y su anticuerpo 12CA5 [Field et al., Mol. Cell. Biol., 8:2159-2165 (1988)]; la etiqueta c-myc
tag y los anticuerpos 8F9, 3C7, 6E10, G4, B7 y 9E10 contra la misma [Evan et al., Molecular and Cellular Biology,
5:3610-3616 (1985)]; y la etiqueta de la glicoproteina D (gD) del virus Herpes Simplex y su anticuerpo [Paborsky et
al., Protein Engineering, 3(6):547-553 (1990)]. Otros polipéptidos etiqueta incluyen el péptido Flag [Hopp et al.,
BioTechnology, 6:1204-1210 (1988)]; el péptido del epitopo de KT3 [Martin et al., Science, 255:192-194 (1992)]; un
péptido del epitopo de la a-tubulina [Skinner et al., J. Biol. Chem., 266:15163-15166 (1991)]; y el péptido etiqueta 10
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de la proteina 10 del gen de T7 [Lutz-Freyermuth et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 87:6393-6397 (1990)].

[0108] Se contempla que los anticuerpos anti-receptor TACI, los anticuerpos anti-receptor BCMA, los
anticuerpos anti-TALL-1, o los anticuerpos anti-APRIL podrian emplearse también en los procedimientos descritos
actualmente. Los ejemplos de tales moléculas incluyen los anticuerpos neutralizantes o bloqueadores que pueden
inhibir preferiblemente la union de TALL-1 o APRIL a los receptores TACI o BCMA. Los anticuerpos anti-TACI, anti-
BCMA, anti-TALL-1 o anti-APRIL podrian ser anticuerpos monoclonales. Los anticuerpos monoclonales podrian
preparase usando procedimientos de hibridoma, tales como los descritos por Kohler y Milstein, Nature, 256:495
(1975). En un procedimiento de hibridoma, un raton, hamster, u otro animal huésped apropiado, se inmuniza
tipicamente con un agente inmunizador para elicitar linfocitos que producen o son capaces de producir anticuerpos
que se uniran especificamente al agente inmunizador. Alternativamente, los linfocitos podrian inmunizarse in vitro.

[0109] El agente inmunizador tipicamente incluira el polipéptido TACI o BCMA, o el polipéptido TALL-1 o
APRIL, o una proteina de fusion de los mismos. Generalmente, o se usan linfocitos de sangre periférica ("PBL") si se
desean células de origen humano, o se usan células de bazo o células de nddulo linfatico si se desean fuentes que
no sean mamiferos. Los linfocitos se fusionan a continuacion con una linea celular inmortalizada usando un agente
de fusion apropiado, tal como el polietilenglicol, para formar una célula hibridoma [Goding, Monoclonal Antibodies:
Principles and Practice, Academic Press, (1986) pp. 59-103]. Las lineas celulares inmortalizadas son usualmente
células de mamifero transformadas, particularmente células de mieloma de origen humano, bovino o de roedor.
Usualmente se emplean lineas de células de mieloma de rata o ratén. Las células hibridoma podrian cultivarse en un
medio de cultivo apropiado que preferiblemente contiene una o mas sustancias que inhiben el crecimiento o
supervivencia de las células inmortalizadas no fusionadas. Por ejemplo, si la célula progenitora carece del enzima
hipoxantina guanina fosforibosil transferasa (HGPRT o HPRT), el medio de cultivo para los hibridomas tipicamente
contendra hipoxantina, aminopterina y timidina ("medio HAT"), sustancias que impiden el crecimiento de las células
deficientes en HGPRT.

[0110] Las lineas celulares inmortalizadas preferidas son aquéllas que se fusionan eficientemente, soportan
la expresion estable del anticuerpo con niveles elevados por parte de lasa células productoras del anticuerpo
seleccionadas, y son sensibles a un medio tal como el medio HAT. Las lineas celulares inmortalizadas mas
preferibles son las lineas de mieloma mdurido, las cuales pueden obtenerse, por ejemplo, del Salk Institute Cell
Distribution Center, San Diego, Ca., y de la American Type Culture Collection, Manassas, Va. Las lineas celulares de
mieloma humanas y las de heteromieloma de ratén-humanas también se han descrito para la produccién de
anticuerpos monoclonales humanos [Kozbor, J. Immunol., 133:3001 (1984); Brodeur et al., Monoclonal Antibody
Production Technigues and Applications, Marcel Dekker, Inc., New York, (1987) pp. 51-63].

[0111] El medio de cultivo en el que se cultivan las células hibridoma puede ensayarse entonces para
detectar la presencia de anticuerpos monoclonales dirigidos contra TACI, BCMA, TALL-1 o APRIL. Preferiblemente,
la especificidad de uniéon de los anticuerpo monoclonales producidos por las células hibridoma se determina
mediante inmunoprecipitacion o mediante un ensayo de unién in vitro, tal como el radioinmunoensayo (RIA) o el
ensayo inmunosorbente unido a enzima (ELISA). Tales técnicas y ensayos son conocidos en el campo. La afinidad
de union del anticuerpo monoclonal puede determinarse, por ejemplo, mediante el analisis de Scatchard de Munson
y Pollard, Anal. Biochem., 107:220 (1980). Opcionalmente, los anticuerpos anti-TACI, anti-BCMA, anti-TALL-1, o
anti-APRIL tendran una afinidad de union de al menos 10 nM, preferiblemente, de al menos 5 nM, y mas
preferiblemente, de al menos 1 nM por su respectivo receptor o ligando, segun se determind en un ensayo de union.

[0112] Una vez se han identificado las células hibridomas deseadas, los clones podrian subclonarse
mediante procedimientos de dilucién limitada y hacerse crecer mediante procedimientos estandares [Goding, ver
mas arriba]. Los medios de cultivo apropiados para este proposito incluyen, por ejemplo, el medio de Eagle
modificado por Dulbecco y el medio RPMI-1640. Alternativamente, las células hibridoma pueden hacerse crecer in
vivo como ascitis en un mamifero.

[0113] Los anticuerpos monoclonales secretados por los subclones podrian aislarse o purificarse a partir del
medio de cultivo o del fluido de ascitis mediante procedimientos de purificacion de inmunoglobulinas convencionales,
tales como, por ejemplo, la Proteina A-Sepharose, la cromatografia con hidroxiapatito, la electroforesis en gel, la
dialisis o la cromatografia de afinidad.

[0114] Los anticuerpos monoclonales podrian preparase también mediante procedimientos de ADN
recombinante, tales como los descritos en la patente estadounidense n°® 4.816.567. EI ADN que codifica los
anticuerpos monoclonales de la invencion puede aislarse y secuenciarse facilmente usando procedimientos
convencionales (por ejemplo, usando sondas oligonucleotidicas que son capaces de unirse especificamente a genes
que codifican las cadenas pesada y ligera de anticuerpos muridos). Las células hibridomas de la invencién sirven
como un fuente preferida de tal ADN. Una vez aislado, el ADN podria colocarse en vectores de expresion, los cuales
se transfectan a continuacion dentro de células huéspedes tales como las células COS de simio, las células ovaricas
de hamster chino (CHO) o las células de mieloma, las cuales de otro modo no producen proteina inmunoglobulina,
para obtener la sintesis de anticuerpos monoclonales en las células huéspedes recombinantes. EI ADN también
podria modificarse, por ejemplo, sustituyendo la secuencia codificante con dominios constantes de cadena pesada y
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ligera humana en lugar de las secuencias homdlogas muridas [patente estadounidense n° 4.816.567; Morrison et al.,
ver mas arribal, o uniendo covalentemente a la secuencia codificante de la inmunoglobulina la totalidad o parte de la
secuencia codificante de un polipéptido que no es de inmunoglobulina. Tal polipéptido que no es de inmunoglobulina
puede sustituirse en el lugar de los dominios constantes de un anticuerpo de la invencion, o puede sustituirse en
lugar de los dominios variables de un sitio de combinacién de antigeno de un anticuerpo de la invencién para crear
un anticuerpo bivalente quimérico.

[0115] Los anticuerpos podrian ser anticuerpos monovalentes. Los procedimientos para preparar anticuerpos
monovalentes son bien conocidos en el campo. Por ejemplo, un procedimiento implica la expresion recombinante de
la cadena ligera y la cadena pesada modificada de inmunoglobulina. La cadena pesada se trunca generalmente en
cualquier punto en la regidén Fc con objeto de impedir el entrecruzamiento de la cadena pesada. Alternativamente,
los residuos cisteina relevantes se sustituyen con otro residuo aminoacido o se suprimen con objeto de impedir el
entrecruzamiento.

[0116] Los procedimientos in vitro también son apropiados para preparar anticuerpos monovalentes. La
digestiéon de anticuerpos para producir fragmentos de los mismos, particularmente, fragmentos Fab, puede
conseguirse usando técnicas rutinarias conocidas en el campo.

[0117] Los anticuerpos o fragmentos de anticuerpos pueden aislarse a partir de bibliotecas de anticuerpos en
fagos generadas usando las técnicas descritas en McCafferty et al., Nature, 348:552-554 (1990). Clackson et al.,
Nature, 352:624-628 (1991) y Marks et al., J. Mol. Biol., 222:581-597 (1991) describen respectivamente el
aislamiento de anticuerpos muridos y humanos usando bibliotecas en fagos. Las publicaciones subsiguientes
describen la produccion de anticuerpos humanos de elevada afinidad (rango nM) mediante la redistribuciéon de la
cadena (Marks et al., Bio/Technology, 10:779-783 (1992)), asi como la infeccién combinatoria y la recombinacion in
vivo como una estrategia para construir bibliotecas en fago muy grandes (Waterhouse et al., Nuc. Acids. Res.,
21:2265-2266 (1993)). Por tanto, estas técnicas son alternativas viables a las técnicas tradicionales de hibridoma de
anticuerpo monoclonal para el aislamiento de anticuerpos monoclonales.

[0118] El ADN también podria modificarse, por ejemplo, sustituyendo la secuencia codificante con dominios
constantes de cadena pesada y ligera humana en lugar de las secuencias homodlogas muridas (patente
estadounidense n°® 4.816.567; Morrison, et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 81:6851 (1984)), o uniendo
covalentemente a la secuencia codificante de la inmunoglobulina la totalidad o parte de la secuencia codificante de
un polipéptido que no es de inmunoglobulina.

[0119] Tipicamente, tales polipéptidos que no son de inmunoglobulina se sustituyen en lugar de los dominios
constantes de un anticuerpo, o se sustituyen en lugar de los dominios variables de un sitio de combinacion de
antigeno de un anticuerpo para crear un anticuerpo bivalente quimérico que comprende un sitio de combinacién de
antigeno que tiene especificidad por un antigeno y otro sitio de combinacion de antigeno que tiene especificidad por
un antigeno diferente.

[0120] Un anticuerpo humanizado tiene uno o mas residuos aminoacidos introducidos en él procedentes de
una fuente que no es humana. Estos residuos aminoacidos no humanos se denominan a menudo como residuos
"importados”, los cuales se toman tipicamente de un dominio variable "importado". La humanizacién puede
realizarse esencialmente siguiendo el procedimiento de Winter y colaboradores (Jones et al., Nature, 321:522-525
(1986); Riechmann et al., Nature, 332:323-327 (1988); Verhoeyen et al., Science, 239:1534-1536 (1988)),
sustituyendo CDR o secuencias de CDR en lugar de las secuencias correspondientes de un anticuerpo humano. En
consecuencia, tales anticuerpos "humanizados" son anticuerpos quiméricos (patente estadounidense n° 4.816.567)
en donde sustancialmente menos de un dominio variable humano intacto ha sido sustituido por la secuencia
correspondiente procedente de una especie no humana. En la practica, los anticuerpos humanizados son
tipicamente anticuerpos humanos en los que algunos residuos de CDR, y posiblemente algunos residuos de FR, se
sustituyen con residuos procedentes de sitios analogos en anticuerpos de roedores.

[0121] La eleccion de los dominios variables humanos, tanto ligeros como pesados, a usarse en la
preparacién de anticuerpos humanizados es muy importante para reducir la antigenicidad. De acuerdo con el
procedimiento denominado del "mejor ajuste", la secuencia del dominio variable de un anticuerpo de roedor se
examina respecto la biblioteca completa de secuencias de dominio variable humano conocidas. La secuencia
humana que es la mas préxima a la del roedor se acepta entonces como armazoén (FR) humano del anticuerpo
humanizado (Sims et al., J. Immunol., 151:2296 (1993); Chothia et al., J. Mol. Biol., 196:901 (1987)). Otro
procedimiento usa un armazon determinado derivado de la secuencia consenso de todos los anticuerpos de un
subgrupo determinado de cadenas ligeras o pesadas. El mismo armazén podria usarse para varios anticuerpos
humanizados diferentes (Carter et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 89:4285 (1992); Presta et al., J. Immunol.,
151:2623 (1993)).

[0122] Es importante ademas que los anticuerpos sean humanizados con retencion de la elevada afinidad por
el antigeno y de otras propiedades biolégicas favorables. Para conseguir este objetivo, de acuerdo con un
procedimiento preferido, los anticuerpos humanizados se preparan mediante un proceso de analisis de las
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secuencias progenitoras, y de varios productos humanizados conceptuales, usando modelos tridimensionales de las
secuencias progenitoras y humanizadas. Los modelos de inmunoglobulina tridimensionales estan disponibles
comunmente y son familiares a los especialistas en el campo. Hay disponibles programas de ordenador que ilustran
y muestran estructuras de conformacion tridimensional probable de secuencias de inmunoglobulina candidatas
seleccionadas. La inspeccion de estas presentaciones permite el analisis del papel probable de los residuos en el
funcionamiento de la secuencia de inmunoglobulina candidata, es decir, el analisis de los residuos que influyen en la
capacidad de la inmunoglobulina cantidata para unir su antigeno. De esta forma pueden seleccionarse y combinarse
residuos de FR procedentes del receptor, e importarse secuencias de tal forma que se consigan las caracteristicas
deseadas del anticuerpo, tales como una afinidad incrementada por el antigeno o antigenos diana. En general, los
residuos de CDR estan directa y mayoritariamente implicados en influir la unién del antigeno.

[0123] Alternativamente, es posible ahora producir animales transgénicos (por ejemplo, ratones) que son
capaces, a partir de su inmunizacion, de producir un repertorio completo de anticuerpos humanos en ausencia de
produccién de inmunoglobulina endégena. Por ejemplo, se ha descrito que la supresién homocigética del gen de la
regiéon de unién de la cadena pesada (JH) en ratones quiméricos y mutantes de linea germinal resulta en la completa
inhibicion de la produccién de anticuerpos endégenos. La transferencia del conjunto de genes de la linea germinal
de inmunoglobulinas humanas en tales ratones mutantes de la linea germinal resultara en la produccion de
anticuerpos humanos a partir del desafio con antigenos. Consultar, por ejemplo, Jakobovits et al., Proc. Natl. Acad.
Sci. USA, 90:2551 (1993); Jakobovits et al., Nature, 362:255-258 (1993); Bruggermann et al., Year in Immuno., 7:33
(1993); y Duchosal et al., Nature, 355:258 (1992). Los anticuerpos humanos pueden derivarse también a partir de
bibliotecas de exhibicion sobre fago (Hoogenboom et al., J. Mol. Biol., 227:381 (1991); Marks et al., J. Mol. Biol.
222:581-597 (1991); Vaughan et al., Nature Biotech, 14:309 (1996)).

[0124] Tal como se describe en los ejemplos de mas abajo, se han preparado anticuerpos anti-APRIL
concretos. Cuatro de estos anticuerpos, 3C6.4.2, 5G8.2.2, 5E8.7.4, y 5E11.1.2, se han depositado en la ATCC, y se
les han asignado los numeros de acceso PTA-1347, PTA-1345, PTA-1344 y PTA-1346. Los anticuerpos anti-APRIL
descritos en la presente invencidon pueden tener las mismas caracteristicas bioldgicas que los anticuerpos
monoclonales secretados por las lineas celulares de hibridoma depositadas con los numeros de acceso PTA-1347,
PTA-1345, PTA-1344 o PTA-1346. El término "caracteristicas bioldgicas" se usa para referirse a las actividades o
propiedades in vitro y/o in vivo del anticuerpo monoclonal, tales como la capacidad de unirse a APRIL, o de bloquear
o reducir sustancialmente la unién a TACI o BCMA o la activacion por APRIL. Opcionalmente, el anticuerpo
monoclonal anti-APRIL tendra la misma actividad bloqueadora que el anticuerpo 3C6.4.2, tal como se determina por
su capacidad de bloquear la union de APRIL a TACI o BCMA. Opcionalmente, el anticuerpo monoclonal anti-APRIL
se unira al mismo epitopo que el anticuerpo 5G8.2.2, el anticuerpo 5E8.7.4, el anticuerpo 3C6.4.2 o el anticuerpo
5E11.1.2 descritos en los ejemplos de mas abajo. Dicha propiedad de unién a epitopo puede determinarse, por
ejemplo, en un ensayo de union por inhibicion competitiva, cuyas técnicas son conocidas en el sector. Dicho
anticuerpo anti-APRIL inhibira preferiblemente de forma competitiva la unién del anticuerpo 5G8.2.2, del anticuerpo
5E8.7.4, del anticuerpo 3C6.4.2 o del anticuerpo 5E11.1.2 a APRIL. Se contempla que se pueden construir
anticuerpos anti-APRIL quiméricos o humanizados (tal como usando las técnicas descritas mas arriba) usando o
incorporando fragmentos seleccionados o secuencias de dominios procedentes de cualquiera de los anticuerpos
anti-APRIL depositados antes mencionados.

B. PROCEDIMIENTOS DE ENSAYO

[0125] Los estudios de union ligando/receptor podrian realizarse en cualquier procedimiento de ensayo
conocido, tal como los ensayos de unidon competitiva, los ensayos en sandwich directos e indirectos, y los ensayos
de inmunoprecipitacién. Los ensayos basados en células y modelos animales pueden usarse para comprender
ademas la interaccioén entre los ligandos y los receptores identificados en la presente, y el desarrollo y la patogénesis
de las condiciones y enfermedades mencionadas en la presente.

[0126] En una estrategia, las células de mamifero podrian transfectarse con los ligandos o receptores
descritos en la presente, y analizarse la capacidad de los agonistas o antagonistas para estimular o inhibir la
capacidad de unién o la actividad. Las células apropiadas pueden transfectarse con el gen deseado y monitorizarse
su actividad. Tales lineas celulares transfectadas pueden usarse entonces para ensayar la capacidad de los
antagonistas o agonistas para inhibir o estimular, por ejemplo, para modular la proliferacién de las células B o la
secrecion de Ig. Las células transfectadas con la secuencia codificante de los genes en la presente pueden usarse
ademas para identificar candidatos a farmacos para el tratamiento de enfermedades relacionadas con la inmunidad
o el cancer.

[0127] Ademas, los cultivos primarios derivados de animales transgénicos pueden usarse en los ensayos
basados en células. Las técnicas para derivar lineas celulares continuas a partir de animales transgénicos son bien
conocidas en el campo. [ver, por ejemplo, Small et al., Mol. Cell. Biol., 5:642-648 (1985)].

[0128] Un ensayo basado en células apropiado es la adicion de ligando etiquetado con epitopo (por ejemplo,
AP o Flag) a células que tienen o expresan el receptor respectivo, y el analisis de la unién (en presencia o ausencia
de antagonistas prospectivos) mediante tincién y FACS con anticuerpo anti-etiqueta. En otro ensayo, se ensaya la
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capacidad de un antagonista para inhibir la proliferaciéon de células B inducida por TALL-1 o APRIL. Las células B o
las lineas celulares se cultivan con TALL-1 o APRIL en presencia o ausencia de los antagonistas prospectivos, y la
proliferacién de las células B puede medirse mediante la incorporacion de ®H-timidina o el numero de células.

[0129] Los resultados de los ensayos in vitro basados en células pueden verificarse adicionalmente usando
modelos animales in vivo. Pueden usarse una variedad de modelos animales bien conocidos para entender aun mas
el papel de los agonistas y antagonistas identificados en la presente en el desarrollo y patogénesis de, por ejemplo,
una enfermedad relacionada con la inmunidad o el cancer, y para ensayar la eficacia de los agentes terapéuticos
candidatos. La naturaleza in vivo de tales modelos los hace particularmente predictivos de las respuestas en
pacientes humanos. Los modelos animales de enfermedades relacionadas con la inmunidad incluyen tanto los
animales no recombinantes como los recombinantes (transgénicos). Los modelos animales no recombinantes
incluyen, por ejemplo, los roedores, por ejemplo, los modelos en muridos. Tales modelos pueden generarse
introduciendo células en ratones singénicos usando técnicas estandares, por ejemplo, la inyeccion subcutanea, la
inyeccion en la vena caudal, la implantacion en el bazo, la implantacion intraperitoneal, y la implantaciéon bajo la
céapsula renal.

[0130] Por ejemplo, se conocen modelos animales para la enfermedad injerto contra huésped. La
enfermedad injerto contra huésped ocurre cuando se trasplantan células inmunocompetentes en paciente
inmunosuprimidos o tolerantes. Las células donantes reconocen y responden a los antigenos del huésped. La
respuesta puede variar desde inflamaciéon grave con amenaza para la vida hasta los casos leves de diarrea y
pérdida de peso. Los modelos injerto contra huésped proporcionan un medio para verificar la reactividad de la
células T contra antigenos del MHC y antigenos de trasplantes menores. Un procedimiento apropiado se describe
en detalle en Current Protocols in Immunology, unidad 4.3.

[0131] Un modelo animal para el rechazo del aloinjerto de piel es un medio para ensayar la capacidad de las
células T para mediar la destruccion del tejido in vivo, la cual es indicativa de y una medida de su papel en la
inmunidad antivirica e inmunidad tumoral. Los modelos mas comunes y aceptados usan los injertos de piel de la cola
en muridos. Repetidos experimentos han mostrado que el rechazo del aloinjerto de piel esta mediado por las células
T, las células T auxiliares, y las células T efectoras-asesinas, y no por anticuerpos. [Auchincloss, H. Jr. y Sachs, D.
H., Fundamental Immunology, 22 edicién, editor W. E. Paul, Raven Press, NY, 1989, 889-992]. Un procedimiento
apropiado se describe en detalle en Current Protocols in Immunology, unidad 4.3. Otros modelos de rechazo de
trasplante que pueden usarse para ensayar las composiciones de la invenciéon son los modelos de trasplante
alogénico de corazon descritos por Tanabe, M. et al., Transplantation, 58:23 (1994) y Tinubu, S. A. et al., J.
Immunol., 4330-4338 (1994).

[0132] Los modelos animales para la hipersensibilidad de tipo retrasada proporcionan también un ensayo de
la funcion inmune mediada por célula. Las reacciones de hipersensibilidad de tipo retrasada con una respuesta
inmunitaria in vivo mediada por células T y caracterizada por inflamacién, que no alcanza un pico hasta después de
que haya transcurrido un periodo de tiempo después del desafio con un antigeno. Estas reacciones ocurren también
en enfermedades autoinmunes especificas de tejidos, tales como la esclerosis multiple (MS) y la encefalomielitis
autoinmune experimental (EAE, un modelo de la MS). Un procedimiento apropiado se describe en detalle en Current
Protocols in Immunology, unidad 4.3.

[0133] Un modelo animal para la artritis es la artritis inducida por colageno. Este modelo comparte las
caracteristicas clinicas, histolégica e inmunoldgicas de la artritis reumatoide autoinmune humana, y es un modelo
aceptable para la artritis autoinmune humana. Los modelos de rata y raton se caracterizan por sinovitis, erosion del
cartilago y hueso subcondral. La actividad de los compuestos de la invencion contra la artritis autoinmune puede
ensayarse usando los protocolos descritos en Current Protocols in Immunology, ver mas arriba, unidades 15,5. Ver
también el modelo que usa un anticuerpo monoclonal contra las integrinas CD18 y VLA-4 descritas en Issekutz, A.
C. et al., Immunology, (1996) 88:569. EI EJEMPLO 10 de mas abajo describe el modelo en murido de CIA.

[0134] Se ha descrito un modelo de asma en el cual la hiperreactividad de la vias respiratorias inducida por
antigeno, la eosinofilia pulmonar, y la inflamacién se inducen sensibilizando un animal con ovoalbumina y desafiando
a continuacion el animal con la misma proteina suministrada por aerosol. Varios modelos animales (cobaya, rata,
primate no humano) muestran sintomas similares al asma atopico en humanos a partir de su desafio con antigenos
en aerosol. Los modelos en muridos tienen muchas de las caracteristicas del asma humana. Los procedimientos
apropiados para ensayar las composiciones de la invencion por su actividad y efectividad en el tratamiento del asma
son descritos por Wolyniec, W. W. et al., Am. J. Respir. Cell Mol. Biol., (1998) 18:777 y las referencias citadas en la
misma.

[0135] Adicionalmente, las composiciones de la presente invencion se pueden analizar sobre modelos
animales de enfermedades similares a la psoriasis. Los compuestos de la presente invencion se pueden analizar en
el modelo en ratén scid/scid descrito por Schon, M. P. et al., Nat. Med., (1997) 3:183, en el cual los ratones
presentan lesiones cutaneas histopatoldgicas que parecen la psoriasis. Otro modelo apropiado es la quimera de
raton scid/piel humana preparada tal como describen Nickoloff, B. J. et al., Am. J. Path., (1995) 146:580.
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[0136] Varios modelos animales son bien conocidos para ensayar la actividad anticancer de una composicion
terapéutica candidata. Estos incluyen el xenoinjerto de tumores humanos en ratones desnudos atimicos o en ratones
scid/scid, o los modelos de tumor murido genético tales como los ratones knock-out p53.

[0137] Los modelos animales recombinantes (transgénicos) pueden obtenerse introduciendo la porciéon
codificantes de las moléculas identificadas en la presente dentro del genoma de los animales de interés, usando
técnicas estandares para la produccién de animales transgénicos. Los animales que sirven como diana de la
manipulacion transgénica incluyen, sin limitacién, los ratones, gatos, conejos, cobayas, ovejas, cabras, cerdos y los
primates no humanos, por ejemplo, los babuinos, los chimpancés y los monos. Las técnicas conocidas en el campo
para introducir un transgén en tales animales incluyen la microinyecciéon pronucleica (Hoppe y Wanger, patente
estadounidense n° 4.873.191); la transferencia del gen mediada por retrovirus en lineas germinales (por ejemplo,
Van der Putten et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 82:6148-615 [1985]); el apuntamiento al gen en células madre
embrionarias (Thompson et al., Cell, 56:313-321 [1989]); la electroporacion de embriones (Lo, Mol. Cel. Biol.
3:1803-1814 [1983]); la transferencia de genes mediada por esperma (Lavitrano et al., Cell, 57:717-73 [1989]). Para
una revision, consultar, por ejemplo, la patente estadounidense n° 4.736.866.

[0138] Los animales transgénicos de la presente invencion incluyen aquellos que que son portadores del
transgén solamente en parte de sus células ("animales mosaico") El transgén pueden integrarse como un unico
transgén, o en concatameros, por ejemplo, en tandems de cabeza con cabeza o de cabeza con cola. La introduccién
selectiva de un transgén en un tipo de célula determinado es posible también siguiendo, por ejemplo, la técnica de
Lasko et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 89:6232-6236 (1992).

[0139] La expresién del transgén en los animales transgénicos puede monitorizarse mediante técnicas
estandares. Por ejemplo, pueden usarse el analisis por transferencia Southern o la amplificacién por PCR para
verificar la integracion del transgén. El nivel de expresion del ARNm puede analizarse entonces usando técnicas
tales como la hibridacién in situ, el analisis por transferencia Northern, la PCR o la inmunocitoquimica. Los animales
podrian examinarse adicionalmente en busca de signos de patologia de enfermedad inmunitaria, por ejemplo,
mediante examen histoldgico para determinar la infiltracion de células inmunitarias en tejidos especificos o en busca
de la presencia de tejido canceroso o maligno.

[0140] Alternativamente, pueden construirse animales "knock out" que tienen un gen defectuoso o alterado
que codifica un polipéptido identificado en la presente, como resultado de la recombinacion homdloga entre el gen
endogeno que codifica el polipéptido y ADN gendmico alterado, que codifica el mismo polipéptido, e introducido en
una célula embrionaria del animal. Por ejemplo, el ADNc que codifica un determinado polipéptido puede usarse para
clonar ADN gendmico que codifica ese polipéptido de acuerdo con técnicas establecidas. Un porcion del ADN
gendémico que codifica un determinado polipéptido puede suprimirse o remplazarse con otro gen, tal como un gen
que codifica un marcador seleccionable, el cual puede usarse para monitorizar la integracion. Tipicamente, se
incluyen en el vector varios kilobases de ADN flanqueador inalterado (tanto en el extremo 5' como en el 3)
[consultar, por ejemplo, Thomas y Capecchi, Cell, 51:503 (1987) para una descripcion de vectores recombinantes
homdlogos]. El vector se introduce en una linea de células madre embrionarias (por ejemplo, mediante
electroporacion), y se seleccionan las células en las que el ADN introducido se ha recombinado homdlogamente con
el ADN enddgeno [ver, por ejemplo, Li et al., Cell, 69:915 (1992)]. Las células seleccionadas se inyectan a
continuacién en un blastocito de un animal (por ejemplo, un ratén o rata) para formar quimeras de agregacion [ver,
por ejemplo, Bradley, en Teratocarcinomas and Embryonic Stem Cells: A Practical Approach, editor E. J. Robertson,
(IRL, Oxford, 1987), pp. 113-152]. Un embrién quimérico puede implantarse a continuacién en un animal nodriza
hembra pseudoprefiado el embrién se lleva a término para crear un animal "knock out". La progenie que alberga el
ADN recombinado homoélogamente en sus células germinales puede identificarse mediante técnicas estandares, y
se usa para criar animales en los que todas las células del animal contienen el ADN recombinado homélogamente.
Los animales knock-out pueden caracterizarse, por ejemplo, por su capacidad para defenderse de ciertas
condiciones patoldgicas, y por desarrollar condiciones patolégicas debido a la ausencia del polipéptido.

C. FORMULACIONES

[0141] Los antagonistas o agonistas descritos en la presente se emplean preferiblemente en un portador. Los
portadores apropiados y sus formulaciones se describen en Remington's Pharmaceutical Sciences, 162 edicion,
1980, Mack Publishing Co., editado por Oslo et al. Tipicamente, en el portador se usa un cantidad apropiada de una
sal farmacéuticamente aceptable para hacer que la formulacién sea isotonica. Los ejemplos del portador incluyen la
solucion salina, la solucién de Ringer y la solucion de dextrosa. El pH de la solucién va preferiblemente desde
aproximadamente 5 hasta aproximadamente 8, y mas preferiblemente desde aproximadamente 7,4 hasta
aproximadamente 7,8. Sera evidente para las personas formadas en el campo que ciertos portadores podrian ser
mas preferibles dependiendo de, por ejemplo, la ruta de administracién y la concentracion del agente que se esta
administrando. El portador podria estar en forma de una formulacion liofilizada o en solucién acuosa.

[0142] Los portadores, excipientes o estabilizantes preferiblemente no son toxicos para las células y/o los
receptores en las dosis y concentraciones empleadas, e incluyen tampones tales como el fosfato, citrato y otros
acidos organicos; antioxidantes, incluyendo el acido ascorbico y la metionina; conservantes (tales como el cloruro de
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octadecil dimetil bencilamonio; el cloruro de hexametonio; el cloruro de benzalconio, el cloruro de bencetonio; el
fenol, el alcohol butilico o bencilico; los alquilparabenos tales como el metil o propilparaben; el catecol; el resorcinol;
el ciclohexanol; el 3-pentanol; y el m-cresol); polipéptidos de bajo peso molecular (menos de aproximadamente 10
residuos); proteinas, tales como la albumina del suero, la gelatina, o las inmunoglobulinas; polimeros hidrofilicos
tales como la polivinilpirrolidona; aminoacidos tales como la glicina, la glutamina, la asparagina, la arginina o la
lisina; monosacaridos, disacaridos, y otros carbohidratos, incluyendo la glucosa, la manosa, o las dextrinas; agentes
quelantes tales como el EDTA; azucares tales como la sacarosa, el manitol, la trehalosa o el sorbitol; contraiones
formadores de sales, tales como el sodio; y/o tensioactivos no idnicos tales como el TWEENT(], el PLURONICS[] o el
polietilenglicol (PEG).

[0143] La formulacion podrian contener también mas de un compuesto activo segun sea necesario para la
indicacion concreta que se esta tratando, preferiblemente aquéllas que complementan actividades que no se afectan
desfavorablemente entre ellas.

[0144] El antagonista o agonista también podria estar atrapado en microcapsulas preparadas, por ejemplo,
mediante técnicas de coacervacion o mediante polimerizaciéon interfacial, por ejemplo, respectivamente
microcapsulas de hidroximetilcelulosa o gelatina y microcapsulas de poli-(metilmetacrilato), es sistemas coloidales
de suministro de farmacos (por ejemplo, liposomas, microesferas de albumina, microemulsiones, nanoparticulas y
nanocapsulas), o en macroemulsiones. Tales técnicas se describen en Remington's Pharmaceutical Sciences, 162
edicion, Osol A. Ed. (1980).

[0145] Las formulaciones a usarse para administracion in vivo deberian ser estériles. Esto se consigue
facilmente mediante la filtraciéon a través de membranas de filtracion estéril.

[0146] Podrian prepararse preparaciones de liberacion sostenida. Los ejemplos apropiados de preparaciones
de liberacién sostenida incluyen las matrices semipermeables de polimeros hidrofébicos sélidos que contienen el
anticuerpo, matrices que estan en forma de articulos moldeados, por ejemplo, peliculas o microcapsulas. Los
ejemplos de matrices de liberacion sostenida incluyen los poliésteres, los hidrogeles (por ejemplo, el poli(27]
hidroxietil-metacrilato), o el poli(vinilalcohol)), los polilacticos (patente estadounidense n° 3.773.919), los copolimeros
de acido L-glutamico y y-etil-L-glutamato, el etilenvinilacetato no degradable, los copolimeros degradables de acido
lactico-acido glicolico tales como el LUPRON DEPOTI( | (microesferas inyectables compuestas de copolimero de
acido lactico-acido glicodlico y acetato de leuprdlido), y el acido poli-D-(-)-3-hidroxibutirico. Mientras que los polimeros
tales como el etilenvinilacetato y el &cido lactico-acido glicdlico permiten la liberacion de moléculas durante mas de
100 dias, ciertos hidrogeles liberan proteinas durante periodos de tiempo mas cortos.

D. MODOS DE TERAPIA

[0147] Las moléculas antagonistas o agonistas descritas en la presente son utiles en el tratamiento de varias
condiciones patologicas, tales como las enfermedades inmunitarias o el cancer. Estas condiciones pueden tratarse
estimulando o inhibiendo una actividad seleccionada asociada con TALL-1, APRIL, TACI o BCMA en un mamifero, a
través de la administracion de uno o mas antagonistas o agonistas de la invencion.

[0148] La diagnosis en mamiferos de las diversas condiciones patolégicas descritas en la presente puede ser
hecha por el médico capacitado. Hay disponibles en el campo técnicas diagndsticas que permiten, por ejemplo, la
diagnosis o deteccion del cancer o la enfermedad inmunitaria en un mamifero. Por ejemplo, los canceres podrian
identificarse a través de técnicas que incluyen, pero no se limitan a la palpacion, el analisis de sangre, los rayos-X, la
RMN y similares. Las enfermedades relacionadas con la inmunidad también pueden identificarse facilmente. En el
lupus eritematoso sistémico, el mediador central de la enfermedad es la produccién de anticuerpos auto-reactivos
contra proteinas/tejidos propios y la generacion subsiguiente de inflamaciéon inmunomediada. Hay multiples 6rganos
y sistemas afectados clinicamente, incluyendo los rifiones, pulmones, sistema musculoesquelético, mucocutaneo,
0jo, sistema nervioso central, sistema cardiovascular, tracto gastrointestinal, médula ésea y sangre.

[0149] La artritis reumatoide (RA) es una enfermedad inflamatoria autoinmune, sistémica y cronica que
implica principalmente la membrana sinovial de multiples articulaciones, con lesion resultante del cartilago articular.
La patogénesis es dependiente del linfocito T y estd asociada con la produccién de factores reumatoides, autol]
anticuerpos dirigidos contra la IgG propia, con la formacién resultante de inmunocomplejos que alcanzan niveles
elevados en el fluido articular y en la sangre. Estos complejos podrian inducir en la articulaciéon la marcada
infiltracion de linfocitos y monocitos dentro del sinovio, y los marcados cambios sinoviales subsiguientes; el
espacioffluido articular es infiltrado por células similares con la adicion de numerosos neutréfilos. Los tejidos
afectados son principalmente las articulaciones, a menudo en un patrén simétrico. Sin embargo, también ocurre la
enfermedad extra-articular en dos formas principales. Una forma es el desarrollo de lesiones extra-articulares con
enfermedad articular progresiva en curso, y lesiones tipicas de la fibrosis pulmonar, la vasculitis, y las ulceras
cutaneas. La segunda forma de enfermedad extra-articular es el denominado sindrome de Felty, el cual ocurre mas
tarde en el curso de la enfermedad RA, a veces después de que la enfermedad articular haya pasado a estar
quiescente, e implica la presencia de neutropenia, trombocitopenia y esplenomegalia. Esto puede ir acompanado por
vasculitis en multiples érganos con formaciones de infartos, Ulceras de la piel y gangrena. Los pacientes desarrollan
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a menudo nédulos reumatoides en el tejido subcutis que recubre las articulaciones afectadas; en etapas mas
tardias, los nodulos tienen centros necroéticos rodeados por un infiltrado celular inflamatorio mixto. Otras
manifestaciones que pueden ocurrir en la RA incluyen: la pericarditis, la pleuritis, la arteritis cronica, la neumonitis
intersticial con fibrosis pulmonar, la queratoconjuntivitis sicca, y los nédulos reumatoides.

[0150] La artritis cronica juvenil es una enfermedad inflamatoria idiopatica cronica que empieza a menudo
con menos de 16 afios de edad. Su fenotipo tiene ciertas similitudes con la RA; algunos pacientes que son positivos
para el factor reumatoide se clasifican como artritis reumatoide juvenil. La enfermedad se subclasifica en tres
categorias principales: pauciarticular, poliarticular y sistémica. La artritis puede ser grave y es tipicamente
destructiva, y conduce a la anquilosis articular y al crecimiento retardado. Otras manifestaciones incluyen la uveitis
anterior crénica y la amiloidosis sistémica.

[0151] Las espondiloartropatias son un grupo de trastornos con algunas caracteristicas clinicas comunes, y la
asociacion comun con la expresion del producto del gen HLA-B27. Los trastornos incluyen: la espondilitis
anquilosante, el sindrome de Reiter (artritis reactiva), la artritis asociada con la enfermedad inflamatoria del intestino,
la espondilitis asociada con la psoriasis, el inicio juvenil de la espondiloartropatia y la espondiloartropatia
indiferenciada. Las caracteristicas distintivas incluyen la sacroileitis con o sin espondilitis; la artritis inflamatoria
asimétrica; la asociacion con HLA-B27 (un alelo definido serolégicamente del locus HLA-B del MCH de la clase |); la
inflamacion ocular, y la ausencia de anticuerpos asociados con otras enfermedades reumatoides. La célula mas
implicada como clave para la induccién de la enfermedad es el linfocito CD8+ T, una célula que apunta a antigenos
presentados por moléculas del MHC de la clase I. Las células CD8+ T podrian reaccionar contra el alelo HLA-B27
del MHC de la clase | como si fuera un péptido extrafio expresado por moléculas de la clase | del MHC. Se ha
hipotetizado que un epitopo de HLA-B27 podria imitar un epitopo antigénico de bacteria u otro epitopo antigénico de
microbio y, por tanto, inducir una respuesta de células CD8 +T.

[0152] La esclerosis sistémica (esclerodermia) tiene una etiologia desconocida. Una marca caracteristica de
la enfermedad es la induracién de la piel; probablemente, ésta es inducida por un proceso inflamatorio activo. La
esclerodermia puede ser localizada o sistémica; las lesiones vasculares son comunes, y la lesion de las células
endoteliales en la microvasculatura es un suceso temprano e importante en el desarrollo de la esclerosis sistémica;
la lesion vascular podria ser inmunomediada. Esta implicada una base inmunolégica, por la presencia de infiltrados
de células mononucleares en las lesiones cutaneas y por la presencia de anticuerpos antinucleares en muchos
pacientes. ICAM-1 esta a menudo regulada al alza sobre la superficie celular de los fibroblastos en las lesiones de la
piel, sugiriendo que la interaccion de las células T con estas células podria tener un papel en la patogénesis de la
enfermedad. En el rifidn, la proliferacion concéntrica de la intima subendotelial que afecta las pequefas arterias
arcuada e interlobulares puede resultar en un flujo de sangre cortical renal reducido y, por tanto, en proteinuria,
azotemia e hipertension; musculo esquelético: atrofia, fibrosis intersticial; inflamacioén; pulmén: neumonitis intersticial
y fibrosis intersticial; y corazén: necrosis de la banda de contraccion, cicatrizacion/fibrosis.

[0153] Las miopatias inflamatorias idiopaticas, incluyendo la dermatomiositis, la polimiositis y otras, son
enfermedades de inflamacién crénica del musculo, de etiologia desconocida, que resultan en debilidad muscular. La
lesion/inflamaciéon del musculo es a menudo simétrica y progresiva. Los autoanticuerpos estan asociados con la
mayoria de las formas. Estos autoanticuerpos especificos de la miositis estan dirigidos contra e inhiben la funcién de
los componentes, proteinas y ARN, implicados en la sintesis proteica.

[0154] El sindrome de Sjogren se debe a la inflamacion inmunomediada y subsiguiente destruccion funcional
de las glandulas lacrimales y de las glandulas salivares. Esta enfermedad puede estar asociada con, o acompafiada
por, enfermedades inflamatorias del tejido conectivo. La enfermedad estd asociada con la produccion de
autoanticuerpos contra los antigenos Ro y La, los cuales son ambos complejos pequefios de ARN-proteina. Las
lesiones resultan en queratoconjuntivitis sicca, xerostomia, y otras manifestaciones o asociaciones, incluyendo la
cirrosis biliar, la neuropatia periférica o sensorial, y la purpura palpable.

[0155] Las vasculitis sistémicas son enfermedades en las que la lesion primaria es la inflamacion y
subsiguiente lesiéon de los vasos sanguineos, lo que resulta en la isquemia/necrosis/degeneracion de los tejidos
suministrados por los vasos afectados, y la eventual disfuncion final del 6rgano en algunos casos. Las vasculitis
pueden ocurrir también como una lesién secundaria o secuela de otras enfermedades inflamatorias
inmunomediadas, tales como la artritis reumatoide, la esclerosis sistémica, etc., particularmente en enfermedades
asociadas también con la formacién de complejos inmunes. Las enfermedades en el grupo de la vasculitis sistémica
primaria incluyen: la vasculitis sistémica necrotizante, la poliarteritis nudosa, la angitis alérgica y la granulomatosis, la
poliangis, la granulomatosis de Wegener; la granulomatosis linfomatoide; y la arteritis de células gigantes. Las
diversas vasculitis incluyen: el sindrome del nodo linfatico mucocutaneo (MLNS o enfermedad de Kawasaki), la
vasculitis aislada del SNC, la enfermedad de Behet's, la tromboangitis obliterante (enfermedad de Buerger's) y la
venulitis necrotizante cutanea. Se cree que el mecanismo patogénico de la mayoria de los tipos de vasculitis listados
se debe principalmente a la deposicion de complejos de inmunoglobulina en la pared del vaso, y en la induccion
subsiguiente de una respuesta inflamatoria a través de la ADCC, de la activaciéon del complemento, o ambas.
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[0156] La sarcoidosis es una condicidon de etiologia desconocida que se caracteriza por la presencia de
granulomas epitelioides en casi cualquier tejido en el cuerpo; la implicacién del pulmén es la mas comun. La
patogénesis implica la persistencia de macréfagos activados y células linfoides en los sitios de la enfermedad, con la
subsiguiente secuela crénica que resulta de la liberacion de productos local y sistémicamente activos, liberados por
estos tipos celulares.

[0157] La anemia hemolitica autoinmune, incluyendo la anemia hemolitica autoinmune, la pancitopenia
inmune, y la hemoglobinuria paroxistica nocturna, es un resultado de la produccién de anticuerpos que reaccionan
con antigenos expresados sobre la superficie de los glébulos rojos (y en algunos casos otras células sanguineas,
incluyendo también las plaquetas) y es un reflejo de la supresion de estas células recubiertas por anticuerpos a
través de la lisis mediada por el complemento y/o por los mecanismos mediados por ADCC/receptor Fc.

[0158] En la trombocitopenia autoinmune, incluyendo la purpura trombocitopénica, y la trombocitopenia
inmunomediada en otras situaciones clinicas, la destruccion/eliminacion de las plaquetas ocurre a resultas de la
union del anticuerpo o complemento a las plaquetas, y la eliminaciéon subsiguiente por mecanismos mediados por la
lisis de complemento, por la ADCC o por el receptor-Fc.

[0159] La tiroiditis, incluyendo la enfermedad de Grave, la tiroiditis de Hashimoto, la tiroiditis juvenil linfocitica
y la tiroiditis atrofica, son el resultado de una respuesta autoinmune contra antigenos de la tiroides con produccién
de anticuerpos que reaccionan con proteinas presentes en, y a menudo especificas de la glandula tiroides. Existen
modelos experimentales, incluyendo modelos espontaneos: en ratas (ratas BUF y BB) y en pollos (cepa de pollos
obesos); modelos inducibles: inmunizacién de los animales con tiroglobulina, antigeno microsomal tiroideo
(peroxidasa tiroidea).

[0160] La diabetes mellitus del tipo | o diabetes dependiente de la insulina es la destruccién autoinmune de
las células B de los islotes pancreaticos; esta destruccion esta mediada por autoanticuerpos y células T
autoreactivas. Los anticuerpos contra la insulina o el receptor de la insulina pueden producir también el fenotipo de
no respuesta a la insulina.

[0161] Las enfermedades renales inmunomediadas, incluyendo la glomerulonefritis y nefritis tubulointersticial,
son el resultado de la lesion al tejido renal, mediada por anticuerpos o linfocitos T, bien directamente a resultas de la
produccién de anticuerpos autoreactivos o de células T contra antigenos renales, o indirectamente a resultas del
deposito en el rifidn de anticuerpos y/o complejos inmunes que reaccionan contra otros antigenos no renales. Por
tanto, otras enfermedades inmunomediadas que resultan en la formacion de inmunocomplejos pueden inducir
también una enfermedad renal inmunomediada como secuela indirecta. Tanto los mecanismos inmunes directos
como los indirectos resultan en una respuesta inflamatoria que produce/induce el desarrollo de una lesioén en los
tejidos renales, con el resultado del deterioro de la funcion del érgano y, en algunos casos, la progresién hacia el
fallo renal. Ambos, mecanismos inmunes humorales y celulares pueden estar implicados en la patogénesis de las
lesiones.

[0162] Se cree que las enfermedades desmielinizantes de los sistemas nerviosos central y periférico,
incluyendo la esclerosis multiple, la polineuropatia idiopatica desmielinizante o sindrome de Guillain-Barre y la
polineuropatia inflamatoria crénica desmielinizante, tienen una base autoinmune y resultan en la desmielinacién del
nervio a resultas del dafio causado a los oligodendrocitos o directamente a la mielina. En la MS hay evidencia que
sugiere que la induccién y progresion de la enfermedad depende de los linfocitos T. La esclerosis multiple es una
enfermedad desmielinizante que es dependiente de los linfocitos T, que tiene, o un curso recurrente-remitente o un
curso progresivo cronico. La etiologia es desconocida; sin embargo, todos contribuyen: las infecciones viricas, la
predisposicion genética, el entorno y la autoinmunidad. Las lesiones contienen infiltrados de, predominantemente,
células microgliales y macrofagos infiltrantes mediados por linfocitos T; los linfocitos T CD4+ son el tipo celular
predominante en las lesiones. El mecanismo de la muerte de las células oligodendrocitos y la desmielinacion
subsiguiente no se conoce, pero es probable que esté dirigido por los linfocitos T.

[0163] La enfermedad pulmonar inflamatoria y fibrética, incluyendo las neumonias eosinofilicas, la fibrosis
idiopatica pulmonar, y la neumonitis por hipersensibilidad podrian implicar una respuesta inmuno-inflamatoria
desregulada. La inhibicién de esta respuesta tendria un beneficio terapéutico.

[0164] Las enfermedades de la piel autoinmunes o inmuno-mediadas, incluyendo las enfermedades de la piel
ampollosa, el eritema multiforme, y la dermatitis por contacto, estan mediadas por auto-anticuerpos, la génesis de
los cuales depende de los linfocitos T.

[0165] La psoriasis es una enfermedad inflamatoria mediada por linfocitos T. Las lesiones contienen
infiltrados de linfocitos T, macrofagos y células procesadores de antigeno, y algunos neutrdfilos.
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[0166] Las enfermedades alérgicas, incluyendo el asma, la rinitis alérgica, la dermatitis atdpica, la
hipersensibilidad a la comida, y la urticaria, son dependientes de linfocitos T. Estas enfermedades son
predominantemente mediadas por la inflamacién inducida por linfocitos T, la inflamacién mediada por IgE o una
combinacién de ambas.

[0167] Las enfermedades asociadas con los trasplantes, incluyendo el rechazo del injerto y la enfermedad del
injerto-contra-el huésped (GVHD) son linfocito-T dependientes; la inhibicion de la funcién de los linfocitos T es
aliviadora.

[0168] Otras enfermedades en las que la intervencién de la respuesta inmunitaria y/o inflamatoria proporciona
beneficio son las enfermedades infecciosas, incluyendo pero no limitandose a la infeccion virica (incluyendo pero no
limitandose al SIDA, hepatitis A, B, C, D, E), la infeccién bacteriana, las infecciones por hongos, y las infecciones por
protozoos o parasitos (la molécula (o derivados/agonistas) que estimulan el MLR pueden utilizarse terapéuticamente
para potenciar la respuesta inmune contra agentes infecciosos), las enfermedades de inmunodeficiencia
(moléculas/derivados/agonistas) que estimulan el MLR pueden utilizarse terapéuticamente para potenciar la
respuesta inmune en condiciones de inmunodeficiencia heredada, adquirida, inducida por infeccion (como en la
infeccion por el VIH) o iatrogénica (es decir, como procedente de la quimioterapia) y de neoplasia.

[0169] Los antagonistas o agonistas pueden administrarse de acuerdo con procedimientos conocidos, tales
como la administracién intravenosa como un bolo o mediante infusién continuada a lo largo de un periodo de tiempo,
por rutas intramuscular, intraperitoneal, intracerebrospinal, subcutanea, intra-articular, intrasinovial, intratecal, oral,
tépica, o por inhalacion. Opcionalmente, la administracion podria realizarse a través de la infusidon con mini-bomba,
usando varios dispositivos disponibles comercialmente. Los antagonistas o agonistas podrian emplearse también
usando las técnicas de terapia génica que se han descrito en el campo.

[0170] Las dosificaciones y regimenes para administrar antagonistas o agonistas podrian determinarse
empiricamente, y hacer tales determinaciones se halla dentro de los conocimientos del campo. Podrian empleares
dosificaciones Unicas o multiples. Se cree actualmente que una dosis o cantidad efectiva de antagonista o agonista
usado solo podria oscilar desde aproximadamente 1 pg/kg hasta aproximadamente 100 mg/kg de peso corporal o
mas por dia. El escalado de las dosis entre especies puede realizarse de una forma conocida en el campo, por
ejemplo, tal como se describe en Mordenti et al., Pharmaceut. Res., 8:1351 (1991).

[0171] Cuando se emplea la administracion in vivo de un agonista o antagonista del mismo, las cantidades de
dosificacidon normal podrian variar desde aproximadamente 10 ng/kg hasta aproximadamente 100 mg/kg de peso
corporal del mamifero, o mas por dia, preferiblemente aproximadamente desde 1 pg/kg/dia hasta 10 mg/kg/dia,
dependiendo de la ruta de administracion. La guia sobre dosificaciones y procedimientos de suministro concretos se
proporciona en la literatura, consultar, por ejemplo, las patentes estadounidenses n° 4.657.760; 5.206.344; o
5.225.212. Se anticipa que formulaciones diferentes seran efectivas para diferentes compuestos de tratamiento y
diferentes trastornos, que la administracion que apunta a un érgano o tejido especifico podria necesitar, por ejemplo,
ser suministrada de manera distinta a la de otro 6rgano o tejido. Los especialistas en el campo apreciaran que la
dosificacion de antagonista o agonista que debe administrarse variara dependiendo, por ejemplo, del mamifero que
recibird el agonista o antagonista, de la ruta de administracién, y de otros farmacos o terapias que se estén
administrando al mamifero.

[0172] Dependiendo del tipo y gravedad de la enfermedad, una dosificacién candidata inicial, para la
administracion al paciente, es aproximadamente de 1 pg/kg a 15 mg/kg (por ejemplo, 0,1-20 mg/kg) del anticuerpo
antagonista o anticuerpo agonista, sea, por ejemplo, mediante una o mas administraciones separadas o mediante
infusién continuada. Una dosificacion diaria tipica podria oscilar desde aproximadamente 1 ug/kg hasta 100 mg/kg o
mas, dependiendo de los factores antes mencionados. Para administraciones repetidas a lo largo de varios dias o
mas, dependiendo de la condicion, el tratamiento se mantiene hasta que ocurre una supresion deseada de los
sintomas. Sin embargo, podrian ser Utiles otros regimenes de dosificacion.

[0173] Opcionalmente, antes de la administracion de cualquier antagonista o agonista, el mamifero o
paciente puede ensayarse para determinar los niveles o actividad de TALL-1 o APRIL, o TACI o BCMA. Tales
ensayos podrian realizarse mediante ELISA o FACS de muestras de suero o con leucocitos de sangre periférica.

[0174] Podria usarse un unico tipo de antagonista o agonista en los procedimientos de la invencion. Por
ejemplo, podria administrase un antagonista de TALL-1, tal como una molécula inmunoadhesina del receptor TACI.
Alternativamente, el médico capacitado podria optar por emplear una combinaciéon de antagonistas o agonistas en
los procedimientos, por ejemplo, una combinacién de una inmunoadhesina de receptor TACI y un anticuerpo anti-
APRIL. Podria ser deseable ademas emplear un antagonista dual, es decir, un antagonista que actua para bloquear
o inhibir tanto TALL-1 como APRIL Un molécula antagonista tal podria, por ejemplo, unirse a epitopos conservados
entre el TALL-1 y APRIL, o TACIl y BCMA.
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[0175] Se contempla que aun podrian emplearse terapias adicionales en el procedimiento. La otra terapia u
otras terapias podrian incluir, pero no limitarse a, la administracién de terapia de radiacion, citocina(s), agente(s)
inhibidor(es) de crecimiento, agente(s) quimioterapéutico(s), agente(s) citotdxico(s), inhibidores de la tirosina
quinasa, inhibidores de la transferasa ras farnesil, angiogénesis, inhibidores, e inhibidores de la quinasa dependiente
de ciclina, los cuales son conocidos en el campo y se definen adicionalmente particularmente en la SECCION 1
anterior. Ademas, las terapias basadas en anticuerpos terapéuticos que apuntan a los antigenos del tumor diana,
tales como el Rituxan™ o HercepetinaTM, asi como los anticuerpos anti-angiogénicos tales como el anti-VEGF.

[0176] La preparacion y programacion de la dosificacion para los agentes quimioterapéuticos podria usarse
de acuerdo con las instrucciones del fabricante, o segun sea determinado empiricamente por el médico capacitado.
La preparaciéon y los programas de dosificacidn para tal quimioterapia se describen también en Chemotherapy
Service, Ed. M. C. Perry, Williams & Wilkins, Baltimore, Md. (1992). El agente quimioterapéutico podria preceder, o
seguir la administracién de, por ejemplo, un antagonista, o podrian administrase simultdneamente al mismo. Los
antagonistas podrian combinarse también con un compuesto anti-estrogeno como el tamoxifén, o una antil
progesterona tal como la onapristona (consultar, EP 616.812) en dosis conocidas para tales moléculas.

[0177] Puede ser deseable administrar también anticuerpos contra otros antigenos, tales como los
anticuerpos que se unen a CD20, CD11a, CD18, CD40, ErbB2, EGFR, ErbB3, ErbB4, o al factor endotelial vascular
(VEGF). Alternativamente, o ademas, pueden administrarse simultaneamente al paciente dos o0 mas anticuerpos que
se unen al mismo o0 a dos o mas antigenos diferentes descritos en la presente invencion. A veces, puede ser
beneficioso administrar también una o mas citocinas al paciente. En una realizacion, los antagonistas de la presente
invencién se administran simultaneamente con un agente inhibidor del crecimiento. Por ejemplo, el agente inhibidor
del crecimiento puede administrarse primero, seguido por un antagonista de la presente invencion.

[0178] El antagonista o agonista (y una o mas de otras terapias) podrian administrarse de forma concurrente
o secuencial. A continuacion de la administracion de antagonista o agonista, pueden analizarse las células tratadas
in vitro. Cuando ha habido un tratamiento in vivo, el mamifero tratado puede monitorizarse de varias formas bien
conocidas por el médico capacitado. Por ejemplo, pueden ensayarse los marcadores de actividad de las células B,
tales como la produccion de Ig (no especifica o especifica para el antigeno).

I1l. Procedimientos de cribado

[0179] La presente invencion también abarca procedimientos de cribado de moléculas para identificar
aquéllas que pueden actuar como agonistas o antagonistas de la interaccion de APRIL/TACI/BCMA o de la
interaccion de TALL-1/TACI/BCMA tal como se define en las reivindicaciones. Dichas moléculas pueden comprender
moléculas pequefias o polipéptidos, incluyendo los anticuerpos. Los ejemplos de moléculas pequefias incluyen, pero
no se limitan a, los péptidos pequefios o las moléculas similares a péptidos pequefos, los péptidos preferiblemente
solubles, y los compuestos inorganicos u organicos no peptidicos sintéticos. Los ensayos de cribado en busca de
candidatos de farmacos se disefian para identificar compuestos o moléculas que se unen o forman complejos con
los polipéptidos de ligando o receptor identificados en la presente invencién, o que, en cualquier caso, interfieren con
la interaccién de estos polipéptidos con otras proteinas celulares. Dichos ensayos de cribado incluiran los ensayos
capaces de un cribado de elevado rendimiento de bibliotecas quimicas, haciéndolos particularmente apropiados
para identificar moléculas pequefias candidatas a farmaco.

[0180] Los ensayos pueden realizarse en una variedad de formatos, incluyendo los ensayos de union
proteina-proteina, los ensayos de cribado bioquimico, los inmunoensayos, y los ensayos basados en células, los
cuales estan bien caracterizados en el campo.

[0181] Los ensayos para, por ejemplo, antagonistas tienen en comun que buscan poner en contacto el
candidato a farmaco con un polipéptido de ligando o receptor identificado en la presente, en condiciones y durante
un tiempo suficiente para permitir que estos dos componentes interaccionen.

[0182] En los ensayos de union, la interaccion es la union, y el complejo formado puede aislarse o detectarse
en la mezcla de reaccion. En una realizacion particular, el polipéptido de ligando o receptor identificado en la
presente o el candidato a farmaco se inmovilizan sobre una fase sélida, por ejemplo, sobre una placa de
microvaloracién, mediante acoplamiento covalente o no covalente. El acoplamiento no covalente generalmente se
consigue recubriendo la superficie sélida con una solucién del polipéptido del ligando o receptor y secandola.
Alternativamente, un anticuerpo inmovilizado, por ejemplo, un anticuerpo monoclonal, especifico para el polipéptido
ligando o receptor a inmovilizarse, puede usarse para anclarlo sobre un superficie sélida. El ensayo se realiza
afadiendo el componente no inmovilizado, el cual podria marcarse mediante una marca detectable, al componente
inmovilizado, por ejemplo, la superficie recubierta que contiene el componente anclado. Cuando se completa la
reaccion, se eliminan los componentes que no han reaccionado, por ejemplo, mediante lavado, y se detectan los
complejos anclados sobre la superficie solida. Cuando el componente originalmente no inmovilizado es portador de
una marca detectable, la deteccién de la marca inmovilizada sobre la superficie indica que ha ocurrido la formacion
del complejo. Cuando el componente originalmente no inmovilizado no es portador de una marca, la formacién del
complejo puede detectarse, por ejemplo, usando un anticuerpo marcado que se une especificamente al complejo
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inmovilizado.

[0183] Si el compuesto candidato interacciona pero no se une un polipéptido ligando o receptor concreto
identificado en la presente, su interaccion con ese polipéptido puede ensayarse mediante procedimientos bien
conocidos para detectar interacciones proteina-proteina. Tales ensayos incluyen las estrategias tradicionales, tales
como, por ejemplo, el entrecruzamiento, la co-inmunoprecipitacion, y la co-purificacién a través de gradientes o
columnas cromatograficas. Ademas, las interacciones proteina-proteina pueden monitorizarse usando un sistema
genético basado en levaduras descrito por Fields y colaboradores (Fields y Song, Nature (London), 340:245-246
(1989); Chien et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 88:9578-9582 (1991)) tal como describen Chevray y Nathans, Proc.
Natl. Acad. Sci. USA, 89: 5789-5793 (1991). Muchos de los activadores de la transcripcion, tales como el GAL4 de
levadura, consisten en dos dominios modulares fisicamente discretos, actuando uno como dominio unidor de ADN, y
funcionando el otro como dominio de activacion de la transcripcion. El sistema de expresién de levadura descrito en
Isa publicaciones precedentes (generalmente denominado como el "sistema de dos hibridos") se aprovecha de esta
propiedad, y emplea dos proteinas hibridas, una en la que la proteina diana esta fusionada al dominio unidor de
ADN de GAL4, y otra en la que las proteinas activadoras candidatas estan unidas al dominio de activacién. La
expresion de un gen informador GAL1-lacZ bajo control de un promotor GAL4-activado depende de la reconstitucion
de la actividad GAL4 a través de la interaccion proteina-proteina. Las colonias que contienen los polipéptidos que
interaccionan se detectan con un sustrato cromogénico para la p-galactosidasa. Un equipo completo
(MATCHMAKERL[J) para identificar interacciones proteina-proteina entre dos proteinas especificas usando la técnica
de dos hibridos esta disponible de Clontech. Este sistema puede extenderse también para mapear dominios
proteicos implicados en interacciones proteicas especificas, asi como para sefialar residuos aminoacidos que son
cruciales para estas interacciones.

[0184] Los compuestos o moléculas que interfieren con la interaccion de un polipéptido ligando o receptor
identificado en la presente y otros componentes intra- o extracelulares, puede ensayarse como sigue: usualmente se
prepara una mezcla de reaccion que contiene el producto del gene y el componente intra- o extracelular en
condiciones y durante un tiempo que permite la interaccion y union de los dos productos. Para ensayar la capacidad
de un compuesto candidato para inhibir la unién, la reaccién se corre en ausencia y en presencia del compuesto de
ensayo. Ademas, podria afiadirse un placebo a una tercera mezcla de reaccion para servir como control positivo. La
unién (formacion de complejo) entre el compuesto de ensayo y el componente intra- o extracelular presente en la
mezcla se monitoriza como se ha descrito en la presente mas arriba. La formaciéon de un complejo en la reaccion o
reacciones de control, pero no en la mezcla de reacciéon que contiene el compuesto de ensayo, indica que el
compuesto de ensayo interfiere con la interaccion del compuesto de ensayo y su pareja de reaccion.

[0185] Para ensayar los antagonistas, el polipéptido ligando o receptor podria afiadirse a un célula junto con
el compuesto a examinarse en funcion de una determinada actividad, y la capacidad del compuesto para inhibir la
actividad de interés en presencia del polipéptido de ligando o receptor indica que el compuesto en un antagonista del
polipéptido ligando o receptor. Alternativamente, los antagonistas podrian detectarse combinando el polipéptido
ligando o receptor y un antagonista potencial con receptores o receptores recombinantes polipeptidicos unidos a
membrana en condiciones apropiadas para un ensayo de inhibicion competitiva. El polipéptido ligando o receptor
puede marcarse, tal como mediante radiactividad, de tal forma que el nimero de moléculas de polipéptido unidad al
receptor puede usarse para determinar la efectividad del antagonista potencial. El gen que codifica el receptor puede
identificarse mediante numerosos procedimientos conocidos por aquéllos capacitados en el campo, por ejemplo, el
cribado de ligando y la separacion FACS. Coligan et al., Current Protocols in Immun., 1(2): capitulo 5 (1991).
Preferiblemente, la clonacion de expresion se emplea cuando se prepara ADN poliadenilado a partir de una célula
que responde al polipéptido ligando o receptor, y una biblioteca de ADNc creada a partir de esta ARN se divide en
lotes y se usa para transfectar células COS u otras células que no responden al polipéptido ligando o receptor. Las
células transfectadas, que se hacen crecer sobre portaobjetos de vidrio, se exponen a polipéptido ligando o receptor
marcado. El polipéptido ligando o receptor puede marcarse mediante una variedad de medios, incluyen la yodacion
o la inclusién de un sitio de reconocimiento para una quinasa de proteina especifica de un sitio. A continuacién de la
fijacion e incubacion, los portaobjetos se someten a analisis autorradiografico. Se identifican los lotes positivos y se
preparan sublotes y transfectan de nuevo usando un proceso interactivo de subdivisién y reexamen, rindiendo
eventualmente un unico clon que codifica el receptor putativo.

[0186] Como una estrategia alternativa, el polipéptido ligando marcado puede unirse por fotoafinidad con
preparaciones de membrana celular o extractos que expresan la molécula del receptor. EI material entrecruzado se
resuelve mediante PAGE y se expone a pelicula de rayos-X. El complejo marcado que contiene el receptor puede
extraerse, resolverse en fragmentos peptidicos, y someterse a microsecuenciacion de proteina. La secuencia de
aminoacidos obtenida de la microsecuenciacion se usaria para disefiar un conjunto de sonda de oligonucleétidos
degeneradas para examinar un biblioteca de ADNc para identificar los genes que codifican el receptor putativo.

IV. Articulos manufacturados

[0187] En otra realizacidn de la invencion, se proporciona un articulo manufacturado que contiene materiales
utiles para el tratamiento de los trastornos descritos mas arriba. El articulo manufacturado comprende un contenedor
y una marca. Los contenedores apropiados incluyen, por ejemplo, las botellas, los viales, las jeringas y los tubos de
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ensayo. Los contenedores podrian estar formados por una variedad de materiales, tales como el vidrio o el plastico.
El contenedor contiene una composicion que es efectiva para tratar la condicién, y podria tener un puerto de acceso
estéril (por ejemplo, el contenedor podria ser una bolsa de solucion intravenosa o un vial que tiene un tapén
perforable mediante una aguja de inyeccidon hipodérmica). Los agentes activos en la composicion podrian
comprender el antagonista o antagonistas de TALL-1 o el antagonista o antagonistas de APRIL, o el agonista o
agonistas de TACI, o el agonista o agonistas de BCMA. Las marca sobre, o asociada al contenedor indica que la
composicion se usa para tratar la condiciéon escogida. El articulo manufacturado podria comprender ademas un
segundo contenedor que comprende un tampdén farmacéuticamente aceptable, tal como una solucién salina
tamponada con fosfato, una solucién de Ringer, y una solucion de dextrosa. Ademas, podria incluir otros materiales
deseables desde un punto de vista comercial y del usuario, incluyendo otros tampones, diluyentes, filtros, agujas,
jeringas, e insertos del paquete con instrucciones para su uso.

[0188] Los ejemplos siguientes se ofrecen a modo de ilustraciéon y no a modo de limitacién.
EJEMPLO 1

Identificacién y clonacién de expresién de TACI, un receptor para el ligando TALL-1

[0189] Se prepard una proteina quimérica, denominada "AP-TALL-1", usando la fosfatasa alcalina (AP) de
placenta humana fusionada al extremo N-terminal del polipéptido TALL-1, consistente en los aminoacidos 136-285
mostrados en la FIGURA 3. La AP se obtuvo mediante ampliacion por PCR usando pAPtag-5 (Genehunter
Corporation) como plantilla, y se fusiond y cloné en el vector de expresién, pCMV-1 Flag (Sigma), con AP en el
extremo N-terminal de TALL-1. AP-TALL-1 se transfecto transitoriamente (usando el reactivo Lipofectamine; Gibco-
BRL) y se expreso en células 293 de rifidn embrionario humano (ATCC). AP-TNF-alfa (Pennica et al., ver mas abajo)
se prepard de forma similar. AP-EDA (que comprende los aminoacidos 241-391 de EDA; Srivastava et al., Proc.
Natl. Acad. Sci., 94:13069-13074 (1997)) también se preparo de forma similar. El medio condicionado procedente de
las células 293 transfectadas se filtro (0,45 micras), se almaceno a 41C en un tampdn que contenia HEPES 20 mM
(pH 7,0) y azida sodica 1 mM, y se uso para los procedimientos de tincion celular subsiguientes.

[0190] Ademas, se construyé un forma de TALL-1 marcada con Flag en el extremo N-terminal en el vector
pCMV-1 Flag. Para promover la trimerizacion de esta construccion TALL-1 marcada con Flag, se inserté una forma
trimérica de secuencia de cremallera de leucina [Science, 262:1401-1407 (1993)] entre la marca Flag y el TALL-1
(consistente en los aminoacidos 136-285 de la FIGURA 3), y esta construccion se denominé "Flag-LZP-TALL-1". El
Flag-LZP-TALL-1 se purificé usando gel M2-agarosa (Sigma) a partir de medio libre de suero de células 293
transfectadas con el plasmido de expresion del Flag-LZP-TALL-1.

[0191] La reactividad de AP pudo detectarse facilmente cuando se aplicé medio condicionado por AP-TALLLD
1, pero no con el medio control condicionado con AP, a células IM-9 (ATCC), las cuales se ha observado presentan
niveles elevados de actividad de unién de TALL-1 (no se muestran los datos). El Flag-LZP-TALL-1 purificado
también se unié a las células IM-9, segun se determind mediante andlisis FACS (no se muestran los datos). De
forma importante, la union de AP-TALL-1 a las células IM-9 se bloqued efectivamente mediante preincubacion con
Flag-LZP-TALL-1 purificado, pero no con TNF-alfa [preparado esencialmente tal como se describe en Pennica et al.,
Nature, 312:724-729 (1984)], sugiriendo que ambas formas de TALL-1 eran funcionales y que la union respectiva de
AP-TALL-1y Flag-LZP-TALL-1 a células IM-9 era especifica.

[0192] Para identificar un receptor para TALL-1, se construyd una biblioteca de expresion de ADNc en el
vector pRK5 (EP 307.247, publicada el 15 de marzo de 1989) usando ARNm PolyA+ derivado de las células IM-9
[Flanagan et al., Cell, 63:185 (1990)]. Se transfectaron lotes de 1000 clones de ADNc (Miniprep DNA (Qiagen))
procedentes de la biblioteca (usando Lipofectamine) en células COS 7 (ATCC) en placas de 6 pocillos, las cuales,
transcurridas 36-48 horas, se incubaron a continuaciéon con medio condicionado con AP-TALL-1, se lavaron y se
tiferon en busca in situ en busca de actividad AP. Un lote positivo se rompia en lotes sucesivamente de menor
tamano. Después de tres rondas de cribado, se identificd un unico ADNc que codificaba una actividad de unién por
AP-TALL-1. La secuenciacion del inserto de ADNc reveld un Unico marco de lectura abierta, que se predijo
codificaba una proteina de 265 aminoacidos. Este polipéptido de 265 aminoacidos (denominado "hTACI (265)" en la
FIGURA 6), cuando se alineaba con la secuencia TACI mostrada en la FIGURA 1 (denominada "hTACI" en la
FIGURA 6), revel6 un elevado porcentaje de identidad de secuencia, particularmente en el ECD. El alineamiento de
estas dos secuencias se muestra en la FIGURA 6. Se cree que la forma de 265 aminoacidos de TACI podria ser una
variante ayustada de la secuencia TACI mostrada en la FIGURA 1.

[0193] En un ensayo in vitro, se sembraron células COS 7 (ATCC) en placas de 12 pocillos 24 horas antes de
su transfeccion. Las células se transfectaron entonces con 1 microgramo de TACI (la forma de 265 aminoacidos del
TACI humano descrito mas arriba, clonado en el vector pRK5B vector, ver mas abajo) o el plasmido vector (pRK5B)
solo. 18-24 horas después de la transfeccion, las células se incubaron con medio condicionado que contenia AP
TALL-1, AP-TNF-alfa, o AP-EDA, durante 1 hora a temperatura ambiente, y se tifieron in situ en busca de actividad
AP segun se describe en Tartaglia et al., Cell, 83:1263-1271 (1995).
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[0194] Tal como se muestra en la FIGURA 7, se hallé que AP-TALL-1 (FIGURA 7A), pero no AP-TNF-alfa
(FIGURA 7B) o AP-EDA (FIGURA 7C), se unia a células COS 7 transfectadas con TACI. El AP-TALL-1 no tifi6 las
células transfectadas con el plasmido vector solo (FIGURA 7D). La unién de AP-TALL-1 a las células COS 7
transfectadas con TACI fue bloqueada efectivamente por una forma marcada con Flag de TALL-1, pero no por una
forma marcada con Flag de LIGHT (Mauri et al., ver mas arriba], otro homdlogo del TNF (no se muestran los datos).

EJEMPLO 2

Union de TALL-1 0 APRIL a TACI-IgG y BCMA-IgG

[0195] Se prepararon ligando marcados con Flag tal como sigue. Los aminoacidos 82-240 de LIGHT (Mauri
et al., Immunity, 8:21-30 (1998)) se subclonaron en pCMV-1 Flag (Sigma) usando un sitio Notl para fusionar los
aminoacidos 1-27 de la secuencia de marca y sefial Flag cadena arriba de la secuencia LIGHT. Los aminoacidos
105-250 de APRIL (ver la FIGURA 4) se clonaron de forma similar en pCMV-1 Flag (Sigma), excepto que se usé un
sitio Hindlll, resultando en la fusién a los aminoacidos 1-24 de la secuencia de marca y sefal Flag. Los aminoacidos
124-285 de TALL-1 (ver la FIGURA 3) se fusionaron a los aminoacidos 1-27 de la secuencia de marca y sefial Flag,
tal como se ha descrito mas arriba para la secuencia Flag-LIGHT. AP-APRIL se prepar6 clonando los aminoacidos
105-250 de APRIL (ver la FIGURA 4) en un vector pCMV-1 Flag que codificaba la fosfatasa alcalina de placenta
humana, de tal forma que la secuencia codificante de APRIL estaba fusionada de forma C-terminal a AP, mientras
que la AP estaba fusionada de forma C-terminal a Flag. AP-TALL-1 se preparé clonando los aminoacidos 135-285
de TALL-1 (ver la FIGURA 3) en el vector pCMV-1 Flag AP, tal como se describié mas arriba para AP-APRIL. Las
respectivas proteinas marcadas se expresaron entonces en células 293 o en células CHO, y se purificaron usando
resina M2 anti-Flag (Sigma).

[0196] Un ng de Flag-LIGHT (control), Flag-APRIL, o Flag-TALL-1, o Flag-AP-APRIL, o Flag-AP-TALL-1
humanos purificados se incubé con 1 ng de una inmunoadhesina humana purificada que contenia la fusion IgG1-Fc
del ECD de DcR3 (control; Pitti et al., Nature, 396:699-703 (1998)) o TACI o BCMA, durante la noche, a 4(1C, por
duplicado. Las inmunoadhesinas TACI-ECD.hFc se prepararon segun los procedimientos descritos en Ashkenazi et
al., Proc. Natl. Acad. Sci., 88:10535-10539 (1991). Las construcciones inmunoadhesinas consistian en los
aminoacidos 2-166 del polipéptido TACI humano (ver la FIGURA 1). Las construcciones TACI-ECD se expresaron
en células CHO usando una secuencia sefal heterdloga (pre-pro tripsina aminoacidos 1-17 de pCMV-1 Flag
(Sigma)) y codificando la region Fc de IgG1 cadena abajo respecto la secuencia TACI, y a continuacién se
purificaron mediante cromatografia de afinidad con Proteina-A. Las inmunoadhesinas BCMA-ECD se prepararon
mediante procedimientos descritos en Ashkenazi et al.,, tal como se citd6 mas arriba. Las construcciones
inmunoadhesinas consistian en los aminoacidos 5-51 del polipéptido BCMA humano (ver la FIGURA 2). Las
construcciones BCMA-ECD se expresaron en células CHO usando una secuencia sefal heterdloga (pre-pro tripsina
aminoacidos 1-17 de pCMV-1 Flag (Sigma)) y codificando la regiéon Fc de IgG1 cadena abajo respecto la secuencia
BCMA, y a continuacion se purificaron mediante cromatografia de afinidad con Proteina-A.

[0197] Un conjunto de reacciones (FIGURA 8; paneles A-C) se sometié a inmunoprecipitacion a través del
receptor-inmunoadhesina con Proteina A-agarosa (Repligen). El segundo conjunto de reacciones (FIGURA 8;
paneles D-F) se sometié a inmunoprecipitacion a través del ligando marcado con Flag con mAb anti-Flag-M20]
agarosa (Sigma). Los inmunoprecipitados se analizaron entonces mediante transferencia Western con mAb M2 anti-
Flag conjugado con peroxidasa de rabano silvestre (Sigma) para detectar los ligando marcados con Flag (FIGURAS
8A-C) o con pAb de IgG anti-humana de cabra conjugado con peroxidasa de rabano silvestre (Amersham) para
detectar las receptor-inmunoadhesinas (FIGURAS 8D-F).

[0198] Los datos muestran que Flag-LIGHT se unia a DcR3-IgG, pero no a TACI-IgG o BCMA-IgG. Flag-
APRIL y Flag-AP-APRIL se unian a TACI-IgG y BCMA-IgG, pero no a DcR3-IgG. De forma similar, Flag-TALL-1 y
Flag-AP-TALL-1 se unian a TACI-IgG y BCMA-IgG, pero no a DcR3-IgG. Los resultados de estos ensayos indican
que APRIL y TALL-1 pueden cada uno unirse de una manera estable y especifica a TACIl y a BCMA.

[0199] En un ensayo de co-inmunoprecipitacién realizado de forma similar, TACI-Fc (descrito en el EJEMPLO
2), HVEM-Fc (Montgomery et al., ver mas arriba), DR3-Fc (Chinnaiyan et al., Science, 274:990 (1996), Marsters et
al., Curr. Biol., 6:1669 (1996)), o DR6-Fc (Pan et al., FEBS Letters, 431:351-356 (1998)) (1 ug/ml) se incubaron con
Flag-TALL-1 (1 pg/ml; preparado segun se describe en el EJEMPLO 2). Un conjunto de reacciones se sometio a
inmunoprecipitacion a través de la fusion receptor-Fc con Proteina A-agarosa (Repligen); el segundo conjunto de
reacciones se sometid a inmunoprecipitaciéon a través del ligando con anticuerpo anti-Flag. Las muestras se
analizaron mediante transferencia Western, como mas arriba. Flag-TALL-1 no se detectdé en la col
inmunoprecipitacién con anti-Fc con las construcciones de fusién con Fc de HVEM, DR3, o DR6 (FIGURA 8G). De
forma opuesta, TACI-Fc no se detectd en la co-inmunoprecipitacion con anti-Flag con HVEM-Fc, DR3-Fc, o DR6-Fc
(FIGURA 8H).

[0200] Se realizaron ensayos adicionales para determinar si TACI podia servir como un receptor para otros
miembros de la familia TNF de ligandos. Se transfectaron transitoriamente células COS 7 (ATCC) (usando el
reactivo Lipofectamine) con formas de membrana de ligandos de la familia TNF. Entre los ligandos ensayados
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estaban APRIL, TALL-1, 4-1 BBL, CD27L, CD30L, CD40L, EDA, FasL, GITRL, LT-alfa, OX-40L, RANKL, TNF-alfa,
TNF-beta y Apo2L/TRAIL.

[0201] El TNF-alfa humano se cloné en el vector pRK5B (pRK5B es un precursor de pRK5D que no contiene
el sitio Sfil; ver Holmes et al., Science, 253:1278-1280 (1991)). Para la deteccion de la expresion del TNF-alfa sobre
la superficie celular, se inserté6 una marca Flag entre el aminoacido 70 y el aminoacido 71 (usando la numeracion
acorde con la secuencia en Pennica et al., ver mas arriba). Una region extracelular de TALL-1 (aa 75-285; ver la
FIGURA 3), 4-1BBL (aa 59-254; Goodwin et al., Eur. J. Immunol., 23:2631-2641 (1993)), de ligando de CD27 (aa 40(]
193; Goodwin et al., Cell, 73:447-456 (1993)), de ligando de CD30 (aa 61-234; Smith et al., Cell, 73:1349-1360
(1993)), de RANKL (aa 71-317; ver WO98/28426), de ligando de Apo-2 (aa 40-281; ver WO97/25428) o de Apo-3L
(aa 46-249; ver W099/19490) se clond individualmente en el sitio BamHI. Esto resulté en un ligando quimérico, con
las regiones intracelular y transmembrana del TNF-alfa y la regién extracelular de varios ligandos. Para APRIL (ver la
FIGURA 4) y EDA (Srivastava et al., ver mas arriba), se usando clones de ADNc de longitud completa sin la marca
Flag.

[0202] A continuacién se incubaron células COS 7 transfectadas con la inmunoadhesina TACI.ECD.hFC
(preparada como se describid mas arriba). Las células se incubaron con la TACI ECD-IgG (o una construccion
TNFR1-1gG preparada como se describiéo en Ashkenazi et al., Proc. Natl. Acad. Sci., 88:10535-10539 (1991)) a 1
[1g/ml durante 1 hora en PBS. A continuacion se lavaron las células tres veces con PBS vy se fijaron con 4% de
paraformaldehido en PBS. La tincién de las células se visualizé mediante incubacion con anticuerpo anti-humano de
cabra biotinilado (Jackson Labs, a una diluciéon de 1:200) seguida por Cy3-estreptoavidina (Jackson Labs, a una
dilucién de 1:200).

[0203] Para identificar ligando(s) potencial(es) de BCMA, se realizaron experimentos de unién similares, tal
como se ha descrito mas arriba para TACIl. Se prepard una inmunoadhesina BCMA.ECD.hFc, tal como se ha
descrito mas arriba.

[0204] De forma similar a TACI, BCMA sdélo interaccioné con APRIL y TALL-1. Tal como se muestra en la
FIGURA 9A, TACI-hFc y BCMA-hFc se unieron a células transfectadas con TALL-1 o April pero no con TNF-alfa. En
cambio, AP-TALL-1 o AP-APRIL se unieron especificamente a células transfectadas con TACI o BCMA (FIGURA
9B).

EJEMPLO 3

Induccién de la producciéon de IgM por TALL-1 y APRIL, e inhibicién de la induccién por TACI-IgG y BCMA-
aG

[0205] Se aislaron células mononucleares periféricas humanas (PBMC) en un gradiente de Ficoll de acuerdo
con las instrucciones del fabricante (medio LSM, ICN/Cappel, Ohio). A continuacién se obtuvieron los leucocitos de
sangre periférica (PBL) a partir del PBMC usando la eliminacion estandar de células que se adhieren a plastico. Los
PBL se sembraron placas de 48 pocillos (3x10* células/pocillo en 0,3 ml de medio RPMI-1640 conteniendo un 10%
de FBS) y se incubaron durante 72 horas a 37°C, 5% CO2, con PBS (control), o IL-4 (100 ng/ml, control, R&D
Systems, Minneapolis, Minn.), o Flag-TALL-1 (segun se describié en el EJEMPLO 2 mas arriba) (1 ug/ml). Para el
andlisis de inhibicidn, se incubaron las células con cada uno de los anteriores en combinacion con 20 pg/ml de TACI-
IgG o BCMA-IgG (preparados como se describe en el EJEMPLO 2, mas arriba), o un control de inmunoadhesina del
mismo isotipo. Se recolectaron los sobrenadantes de las células y se analizaron los niveles de IgM usando un
equipo de ELISA para IgM de acuerdo con las instruccions del fabricante (Bethyl Laboratories, TX).

[0206] Los resultados se muestran en la FIGURA 10. La IL-4, usada como un control positivo, indujo la
produccién de IgM en comparacién con el PBS de control. TALL-1 o APRIL indujeron al menos tanta produccion de
IgM como la IL-4. La combinacion de TALL-1 y APRIL no mostré una induccién adicional de IgM en comparacién con
cada ligando solo. TACI-IgG no bloque6 el efecto de la IL-4, pero bloqueé completamente el efecto de TALL-1 y/o
APRIL.

[0207] BCMA-IgG no bloqueé el efecto de la IL-4, pero bloqued sustancialmente el efecto de TALL-1 y/o
APRIL, aunque no completamente. La inmunoadhesina de control no bloqueé ninguno de los ligandos. Estos
resultados muestran que TALL-1 y APRIL pueden inducir la produccion de IgM en PBL. Mas aun, los datos muestran
que TACI-IgG y BCMA-IgG pueden bloquear el efecto de TALL-1 o APRIL sobre la produccion de IgM, confirmando
su respectiva capacidad para unirse cada ligando y demostrando su respectiva capacidad para bloquear la actividad
del ligando sobre las células diana.

EJEMPLO 4
La interacciéon entre TALL-1 o APRIL con TACI y/o BCMA resulta en la activaciéon del NF-kB
[0208] Se sembraron células 293 (ATCC) 24 horas antes de la transfeccion a 1x10° células/pocillo en placas
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de 12 pocillos, y se transfectaron con 0,25 nug de plasmido del gen informador ELAM-luciferasa, 25 ng de PRL-TK
(Promega) y la cantidad indicada de cada construccion de expresion (ver la FIGURA 11). La cantidad total de ADN
transfectado se mantuvo constante a 1 mg mediante la suplementaciéon con vector pRK5B vacio (ver el EJEMPLO
2). En algunos pocillos de ensayo, se afadieron ligando marcados con Flag (preparados como se describioé en el
EJEMPLO 2) en las concentraciones indicadas 4 horas después de la transfeccion. En otros pocillos de ensayo, las
células se cotransfectaron con TALL-1 (FIGURA 3) o RANKL (W098/28426) de longitud completa. Las células se
recolectaron 20-24 horas después de la transfeccion y la actividad del gen informador se determiné con el "Dual-
Luciferase Reporter Assay System" (Promega).

[0209] Solo se observd una activacion minima del NF-kB cuando TACI o BCMA se expresaban solos a
niveles bajos (tales como a 0,1 ng). Sin embargo, la activacion de NF-kB aumento enormemente, bien por la adicion
de Flag-TALL-1 o Flag-APRIL (FIGURA 11A), o por la cotransfeccion con TALL-1 o APRIL de longitud completa
(FIGURA 11B; 11C).

[0210] El tratamiento con Flag-TALL-1 de células IM-9 sin transfectar también resulté en la activacion del NF[
KR (ver la FIGURA 11D). Las células IM-9 (ATCC) se incubaron con Flag-TALL-1 (0,3 pg/ml) o PBS solo o en
combinacion con 20 pg/ml de TACI-IgG o TNFR1-IgG (preparado tal como se describié en el EJEMPLO 2). La
actividad del NF-kB se midi6 mediante un ensayo de desplazamiento de la actividad electroforética tal como se
describe en Montgomery et al., Cell, 87:427-436 (1996); Marsters et al., J. Biol. Chem., 272:14029 (1997);

Chinnaiyan et al., Science, 274:990 (1996); Marsters et al., Curr. Biol., 6:1669 (1996); Pan et al., FEBS Letters

431:351 (1998).

[0211] Los datos sugieren que una consecuencia fisiolégica de la interaccion TALL-1/APRIL-TACI/BCMA es
la activacion de la via NF-kB.

EJEMPLO 5

Inhibicién de la formacién del centro germinal v de la produccién de anticuerpo _en ratones inmunizados
tratados con TACI-IgG o0 BCMA-IgG

[0212] Se realizaron ensayos in vivo para determinar si el bloqueo de la interaccion TALL-1/TACI o TALL[
1/BCMA perjudica las respuestas inmunitarias humorales. Tres grupos de ratones C57BL/6 hembra de 6-8 semanas
de edad se inmunizaron intraperitonealmente (i.p.) con 100 ng de gammaglobulina de pollo conjugada con acetilo
(NP23-CgG) (Biosource Technologies) precipitada en alum (4-hidroxi-3-nitrofenilo). Los grupos de animales se
trataron diariamente durante 14 dias con 50 ug de TACI-Fc o BCMA-Fc (preparados segun se describe en el
EJEMPLO 2) en 100 pl de solucion salina (y los animales control se trataron con 100 pl de solucion salina) mediante
inyeccion i.p.

[0213] Transcurridos 14 dias, los sueros de los ratones se analizaron en busca de IgM especifica para NP,
IgG1 de baja afinidad, e IgG1 de elevada afinidad, usando un procedimiento ELISA estandar. La IgG1 especifica de
NP, ambos anticuerpos de elevada afinidad, y los anticuerpos totales (alta mas baja afinidad) se cuantificaron
mediante ELISA en pocillos recubiertos con albumina de suero bovino conjugada respectivamente con NP2,5 y
NP23. Los anticuerpos unidos se detectaron con IgM o IgG1 anti-ratén de cabra conjugadas con AP (Pharmingen).

[0214] Los resultados se muestran en la FIGURA 12. TACI-Fc y BCMA-Fc inhibian sustancialmente la
produccién de anticuerpos de IgM especificos para NP en comparacién con el control (FIGURA 12A), indicando que
las interacciones TALL-1/TACI y TALL-1/BCMA (y las interacciones APRIL/TACI y APRIL/BCMA) eran importantes
durante la fase temprana de la activacion de las células B que conduce a la secrecion de la IgM. TACI-Fc y BCMA-
Fc también inhibian las respuestas IgG1 de baja y alta afinidad especificas para NP (FIGURA 12 B, C), sugiriendo
que las interacciones TALL-1/TACI y TALL-1/BCMA (y las interacciones APRIL/TACI y APRIL/BCMA) son
importantes también para el cambio de clase de Ig y la maduracién de afinidad.

[0215] Durante la primera parte de una respuesta de anticuerpo especifico para antigeno, las células B se
diferencian en células formadoras de anticuerpos (AFC). Esto tiene lugar en las areas extrafoliculares del bazo
compuestas por vainas linfoides periarteriolares (PALS) [Gray et al., Immunology, 65:73 (1988); NacLennan, Ann.
Rev. Immunol., 12:117 (1988)], en donde a continuaciéon ocurre el cambio de clase de Ig. Se compararon las
regiones asociadas a PALS procedentes de bazos de ratones inmunizados con NP23-CgG, tratados durante 10 dias
con Ig, TACI-Fc, o BCMA-Fc, de forma similar a como se ha descrito mas arriba. A continuacion se realizo6 el analisis
inmunohistoquimico de las diversas secciones del bazo. Las secciones de bazo preparadas 10 dias después de la
inmunizacion y tefiidas con anti-lgG1 conjugada con FITC se muestran en la FIGURA 13-1 (panel A) y en la FIGURA
13-2 (panel A). Tal como se esperaba, los ratones control mostraron un gran ndmero de focos de AFC agrupados
que se tefiian intensamente con anti-lgG1 y que contenian muchas células parecidas a inmunoblastos (FIGURA 13(]
1, panel A, izquierda). Por contra, los ratones tratados con TACI-Fc mostraron solamente unas pocas células
aisladas IgG1-positivas, sin formacioén de focos de AFC (FIGURA 13-1, panel A, derecha). De igual forma, los
ratones tratados con BCMA-Fc mostraron solamente unas pocas células aisladas IgG1-positivas, sin formacion de
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focos de AFC (FIGURA 13-2, panel A). Por tanto, las interacciones TALL-1/TACI y TALL-1/BCMA (y APRIL/TACI y
APRIL/BCMA) son importantes para la diferenciacion extrafolicular de células B que precede el cambio de clase de
Ig en las areas esplénicas asociadas con PALS.

[0216] Para estudiar el papel potencial de las interacciones TALL-1/TACI y TALL-1/BCMA en la maduracion
por afinidad del anticuerpo, se examiné la formaciéon de centros germinales (GC) en los bazos de ratones
inmunizados con NP23-CgG en el dia 14. Se prepararon secciones de bazo 14 dias después de la inmunizacién, y
se tifieron con anti-PNA conjugado con FITC (fluorescencia verde) y anti-lgM conjugado con Rojo de Texas
(fluorescencia roja). Tal como se esperaba, los foliculos esplénicos procedentes de controles mostraban una tincion
intensa con la aglutinina de cacahuete (PNA), una lectina que se une especificamente a células B GC (FIGURA 130
1, panel B, izquierda). En marcado contraste, los foliculos esplénicos de ratones tratados con TACI-Fc estaban
vacios de GC, y mostraban sélo unas pocas, aisladas, células que se tefilan con PNA (FIGURA 13-1, panel B,
derecha). Los foliculos esplénicos de ratones tratados con BCMA-Fc también estaban vacios de GC, y mostraban
s6lo unas pocas, aisladas, células que se tefiian con PNA (FIGURA 13-2, panel B).

[0217] A pesar de la ausencia de GC, no habia anormalidades en las arquitecturas foliculares esplénicas de
ratones tratados con TACI-Fc o BCMA-Fc, segun se juzgé mediante la tincion con hematoxilina y eosina de
secciones del bazo del dia 14 (FIGURA 13-1, panel C, izquierdo (controles) y panel C, derecho (tratados con TACI-
Fc); y FIGURA 13-1, panel C (tratados con BCMA-Fc).

Esto sugiere que en los ratones tratados con TACI-Fc o BCMA-Fc, algunas células B foliculares se pudieron
diferenciar en AFC, pero no pudieron proceder a formar GC. Por tanto, las interacciones TALL-1/TACI y TALL[D
1/BCMA (asi como las interacciones APRIL/TACI y APRIL/BCMA) parecen ser criticas para la correcta formacion de
GC.

[0218] Por tanto, el bloqueo de las interacciones TALL-1/TACI y TALL-1/BCMA (o de las interacciones
APRIL/TACI y APRIL/BCMA) en ratones durante la inmunizacion primaria inhibié varios aspectos de la respuesta de
las células B: (a) la fase temprana de activacion de células B extrafoliculares que conduce a la produccién de IgM
especifica para el antigeno; (b) la diferenciacién de las células B que conduce al cambio de clase de Ig; (c) la
formacion de GC esplénicos, en donde ocurre la maduracién de afinidad y se genera la memoria de las células B.
Aunque que la formacion de GC fue completamente bloqueada por TACI-Fc o BCMA-Fc, ocurrié cierta produccién
residual de IgM e IgG1. Que las respuestas de anticuerpos atenuadas pueden proceder, a pesar de la ausencia de
GC, se ha observado en otros sistemas [ver, por ejemplo, Matsumoto et al., Nature, 382:462 (1996); Kato et al., J.
Immunol., 160:4788 (1998); Futtere et al., Immunity, 9:59 (1998). Es posible que otros factores aparte de TALL-1 o
APRIL y TACI o BCMA medien la produccion restante de anticuerpos. Alternativamente, el tratamiento seleccionado
TACI-Fc o BCMA-Fc in vivo podrian no haber sido suficiente para impedir todos los sucesos de unién TALL-1/TACI,
TALL-1/BCMA, APRIL/TACI o APRIL/BCMA.

[0219] Estudios previos indican que las interacciones CD40L-CD40 [Foy et al., Ann. Rev. Immunol., 14:591
(1996)] y CD86-CD28/CTLA-4 [Han et al., J. Immunol., 155:556 (1995); Lenschow et al., Ann. Rev. Immunol., 14:233
(1996)] son importantes para la entrada de células B extrafoliculares en las areas GC y para el establecimiento en
GC. La inhibicién de estas interacciones a través de la eliminacion de genes, o mediante tratamiento con anticuerpos
bloqueadores o con fusiones receptor-Fc, disminuyen la producciéon de anticuerpos y bloquea la formacién de GC
[Lane et al., J. Exp. Med., 179:819 (1994); Durie et al., Immunol. Today, 15:406 (1994); Hathcock et al., Science
262:905 (1993); Linsey et al., Science, 257:7992 (1992); Renshaw et al., J. Exp. Med., 180:1889 (1994); Xu et al.,
Immunity, 1:423 (1994); Kawabe et al., Immunity, 1:167 (1994); Foy et al., J. Exp. Med., 180:157 (1994)]. Hay
algunas similitudes sorprendentes entre los sistemas TALL-1/TACI, TALL-1/BCMA y CD40L-CD40: ambos ligandos
estan relacionados con el TNF y se expresan sobre células T activadas, y ambos receptores son homdlogos del
TNFR que estimulan el NF-kB y se expresan sobre células B. Por tanto, la interaccion de TALL-1 o APRIL con TACI
0 BCMA podria mediar la ayuda de las células T a células B similar a CD40L y CD40. TALL-1 también podria
contribuir a la activacion de las células B por parte de células dendriticas, las cuales si que expresan el ligando
TALL-1. A diferencia de los ratones knock-out de CD40L y CD40, que exhiben respuestas de IgG deterioradas pero
no las de IgM, y a diferencia de los pacientes deficientes en CD40L con sindrome de hiper-IgM [Callard et al.,
Immunol. Today, 14:559 (1993); Allen et al., Science, 259:990 (1993); Aruffo et al., Cell, 72:291 (1993)], los ratones
tratados con TACI-Fc o BCMA-Fc mostraron un déficit tanto en la produccién de IgM como de IgG. Por tanto, es
posible que TALL-1 o APRIL y TACI o BCMA operen temprano en la activacion de las células B, de tal forma que su
bloqueo perjudica todas las fases de la respuesta humoral. Por contra, CD40L y CD40 podrian operar mas tarde en
la activacion de las células B, de tal forma que su bloqueo perjudica sélo las fases mas tardias de la respuesta de
anticuerpos.

EJEMPLO 6

Preparacion de anticuerpos monoclonales anti-APRIL

[0220] Se inmunizaron ratones Balb/c (obtenidos de los Charles River Laboratories) inyectandoles 1,0 (g de
Flag-APRIL (diluido en adyuvante MPL-TDM comprado a Ribi Immunochemical Research, Hamilton, Mont.) 10 veces
en cada planta de las pies de la patas traseras. La inmunizacion consistid en una serie de 6 inyecciones (una
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inyeccion/semana durante 6 semanas). Los animales se dejaron descansar durante dos meses, y se administraron
inyecciones de inmunizacion subsiguientes una vez por semana durante 4 semanas. La proteina de fusion de APRIL
marcada con Flag se preparé6 como se describié en el EJEMPLO 2 de mas arriba, y se purificaron mediante
cromatografia de afinidad con M2 anti-Flag-agarosa (Sigma).

[0221] Tres dias después del recuerdo final, se extrajeron los nédulos linfaticos popliteos de los ratones, y se
prepard una unica suspension celular en medio DMEM (obtenido de Biowhitakker Corp.) suplementado con un 1%
de penicilina-estreptomicina. Las células de los nodulos linfaticos se fusionaron con células de mieloma mdarido
P3X63AgU.1 (ATCC CRL 1597) usando polietilenglicol al 35%, y se cultivaron en placas de cultivo de 96 pocillos.
Los hibridomas resultantes de la fusién se seleccionaron en medio HAT. Diez dias después de la fusion, los
sobrenadantes del cultivo de hibridomas se examinaron en un ELISA para ensayar la presencia de anticuerpos
monoclonales que se unieran a la proteina Flag. Como control negativo para descartar que los anticuerpos
monoclonales se unieran a la porcion Flag de la molécula, los anticuerpos monoclonales se examinaron también en
busca de cualquier unién a Apo-3 marcada con Flag.

[0222] En el ELISA, se recubrieron placas de microvaloracion de 96 pocillos (Maxisorb; Nunc, Kamstrup,
Dinamarca) afiadiendo 50 ul de 0,25 pg/ml de Flag-APRIL o Flag-Apo-3 en tampdn carbonato 50 mM, pH 9,6, a cada
pocillo e incubando a 4°C durante la noche. A continuacion se lavaron las placas tres veces con tampén de lavado
(PBS conteniendo un 0,05% de Tween 20). Los pocillos en las placas de microvaloracion se bloquearon entonces
con 200 pl de albumina de suero bovina al 2,0% en PBS, y se incubaron a temperatura ambiente durante 1 hora. A
continuacion se lavaron de nuevo las placas tres veces con tampodn de lavado.

[0223] A continuacion de los pasos de lavado, se afadieron 100 pul de los sobrenadantes de hibridoma o
varias concentraciones de suero policlonal a los pocillos designados. Se afiadieron 100 ul de medio condicionado
con células de mieloma P3X63AgU.1 a otros pocillos designados como controles. Las placas se incubaron a
temperatura ambiente durante 1 hora en un aparato agitador y se lavaron a continuacion tres veces con tampén de
lavado.

[0224] A continuacion, se afadieron a cada pocillo 50 pl de Fc de IgG anti-ratén de cabra (comprado a
Cappel Laboratories), conjugado con HRP, diluido 1:1000 en tampdn se ensayo (0,5% de albumina de suero bovina,
0,05% de Tween-20, 0,01% de Thimersol en PBS), y se incubaron las placas durante 1 hora temperatura ambiente
en un aparato agitador. Las placas se lavaron tres veces con tampén de lavado, seguido por la adicion de 50 ul de
sustrato (sustrato peroxidasa TMB microwell, Kirkegaard & Perry, Gaithersburg, Md.) a cada pocillo y se incubaron a
temperatura ambiente durante 10 minutos. La reaccion se detuvo mediante la adicion de 50 ul de solucion de
detencion componente del TMB 1 (dietilglicol, Kirkegaard & Perry) a cada pocillo, y se leyo la absorbancia a 490 nm
en un lector automatizado de placas de microvaloracion.

[0225] Los sobrenadantes que daban positivo en el ELISA se clonaron a continuacion dos veces mediante
dilucion limitante.

[0226] Tal como se muestra en la FIGURA 14A, se hallé que los anticuerpos 3C6.4.2, 5E8.7.4, 5E11.1.2 y
5G8.2.2 se unian a Flag-APRIL.

EJEMPLO 7

Isotipado de los anticuerpos anti-APRIL

[0227] Los isotipos de los anticuerpos monoclonales anti-APRIL (ver EJEMPLO 6) se determinaron
recubriendo placas con Ig anti-ratén, de cabra, especificas de isotipo (Fisher Biotech, Pittsburgh, Pa.) a 4°C durante
la noche. Después de bloquear los sitios de unién no especificos con 2% de BSA, se afadieron 100 pl de los
sobrenadantes de cultivo de hibridoma o 0,5 pg/ml de los mAb purificados. Después de una incubacién durante 30
minutos a temperatura ambiente, las placas se incubaron con Ig anti-ratén, de cabra, conjugada con HRP, durante
30 minutos a temperatura ambiente. El nivel de HRP unida a la placa se detecté usando sustrato de HRP como se
ha descrito mas arriba.

[0228] Tal como se muestra en la tabla en la FIGURA 14B, se hallé que los anticuerpos anti-APRIL 5E8.7.4,
5E11.1.2 y 3C6.4.2 eran anticuerpos del isotipo IgG2a. Se hallé6 que el anticuerpo anti-APRIL 5E11.1.2 era un
anticuerpo del isotipo IgG1.

EJEMPLO 8

Ensayo de unién que muestra la actividad de blogueo de los mAb anti-APRIL

[0229] Se recubrieron placas de microvaloracion (Nunc, Dinamarca) con 50 pl/pocillo de anticuerpo de cabra
anti-Fc humano (Boehringer Manheim) a 5 pg/ml en tampon carbonato, durante la noche, a 4°C. las placas se
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bloquearon entonces con 150 pl/pocillo de BSA 2% en tampdn PBS, durante 1 hora, a temperatura ambiente. Las
inmunoadhesinas respectivas, BCMA-IgG o TACI-IgG (preparadas como se describe en el EJEMPLO 2 anterior) se
afnadieron en un volumen de 50 pl/pocillo a 5 ng/ml en tampén de bloqueo, y se se incubaron a temperatura
ambiente durante 1 hora. Todos los anticuerpos (los cuales se identificaron en la fusion descrita en el EJEMPLO 6),
se diluyeron a 1:100 y se afadieron 25 pl/pocillo a la placa junto con 25 pl/pocillo de 2 ug/ml de Flag-APRIL (ver
EJEMPLO 2) y se incubaron a temperatura ambiente durante 1 hora. La sefial se reveld con sucesivas incubaciones
con anticuerpo anti-Flag biotinilado (Sigma Aldrich, Missouri) y peroxidasa de rabano silvestre (Amersham Life
Science, New Jersey). Todos los pasos, excepto el primero, estuvieron precedidos por un paso de lavado con
PBS/0,01% Tween 20.

Identificacion del mAb % de unién maxima a SD % de unién maxima a SD
BCMA TACI

3C6.4.2 10 0 18 0

5E8.7.4 96 2 88 6

5E11.1.2 65 0 52 4

5G8.2.2 101 5 94 9

IgG Citrl 100 0 100 0
[0230] Tal como se muestra en la tabla anterior, el anticuerpo 3C6.4.2 anti-APRIL bloqued efectivamente la
unién de APRIL a BCMA y a TACI. En el ensayo, el anticuerpo 5E11.1.2 también mostré un bloqueo parcial de

APRIL a BCMA y a TACL.
EJEMPLO 9

ELISA de unién competitiva

[0231] Para determinar si los anticuerpos anti-APRIL 3C6.4.2, 5E8.7.4, 5E11.1.2 y 5G8.2.2 (descritos en los
ejemplos anteriores) reconocian el mismo o diferentes epitopos, se realizé un ELISA de unién competitiva tal como
se describe en J. Immunol. Methods, 156:9-17 (1992) usando anticuerpos biotinilados anti-APRIL. Los anticuerpos
monoclonales anti-APRIL se biotinilaron usando N-hidroxilsuccinimida tal como se describe en J. Immunol. Methods,
156:9-17 (1992). Se recubrieron pocillos de microvaloracion con 50 pl de 0,5 pg/ml de Flag-APRIL (EJEMPLO 2) en
tampon carbonato 50 mM, pH 9,6, durante la noche, a 4(1C. Después del lavado, se bloquearon los sitios de union
no especifica con 200 ul de BSA al 2% durante 1 hora. Después del lavado, se afiadié a cada pocillo una mezcla de
concentracion optima predeterminada de anticuerpos anti-APRIL biotinilados, y un exceso de 100 veces de
anticuerpos monoclonales no marcados. Después de una incubacién de 1 hora a temperatura ambiente, se lavaron
las placase y se detectd la cantidad de anticuerpo biotinilado anti-APRIL mediante la adicion de HRPL]
estreptoavidina. Después de lavar los pocillos de microvaloracion, se detecté el enzima unido mediante la adicion de
sustrato, y las placas se leyeron a 450 nm con un lector de placas de ELISA.

[0232] Los resultados se muestran en la FIGURA 15. Los datos muestra que el anticuerpo 3C6.4.2 y el
anticuerpo 5E11.1.2 podrian reconocer epitopos compartidos puesto que los anticuerpos no marcados 3C6.4.2 o
5E11.1.2 eran capaces de inhibir la union de ambas formas biotiniladas a los anticuerpos (Bio-3C6.4.2, Biol]
5E11.1.2). Ambos anticuerpos, 3C6.4.2 y 5E11.1.2 reconoced epitopos diferentes a los reconocidos por 5E8.7.4 y
5G8.2.2, puesto que ninguno de los anticuerpos bloqued la unién de Bio-5E8.7.4 y Bio-5G8.2.2. Ademas, los
anticuerpos 5E8.7.4 y 5G8.2.2 fueron capaces de bloquear soélo su propio anticuerpo monoclonal biotinilado, pero no
otros. En consecuencia, de entre los cuatro anticuerpos monoclonales ensayados, parece que se detectaron tres
epitopos principales sobre APRIL.

EJEMPLO 10

Efectos de lainmunoadhesina de TACI sobre el modelo de artritis en murido

[0233] Se realizé un ensayo in vivo en un modelo en murido de artritis inducida por colageno (CIA) para
determinar si la inhibicién de la interaccion de TACI con su ligando o ligandos podia impedir la progresion de la CIA.

[0234] La artritis reumatoide (RA) es una enfermedad autoinmune en la cual la membrana sinovial de
multiples articulaciones puede pasar a estar inflamada, conduciendo a la destruccién de los tejidos articulares,
incluyendo el hueso y cartilago. El sinovio en la RA puede ser altamente inflamatorio por naturaleza, y se caracteriza
tipicamente por la infiltracién de linfocitos y células mononucleares, la activaciéon de las células T y de las células
presentadoras de antigeno (APC), la secrecidon de inmunoglobulina (Ig) de células B, y la produccién de citocinas
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proinflamatorias [Potocnik et al., Scand. J. Immunol., 31:213 (1990); Wernick et al., Arthritis Rheum., 28:742 (1985);
Ridley et al., Br. J. Rheumatology, 29:84 (1990); Thomas et al., J. Immunol., 152:2613 (1994); Thomas et al., J.
Immunol., 156:3074 (1996)]. El sinovio inflamado crénicamente esta usualmente acompafiado por una infiltracion
masiva de células T CD4 [Pitzalis et al., Eur. J. Immunol., 18:1397 (1988); Morimoto et al., Am. J. Med., 84:817
(1988)].

[0235] La artritis inducida por colageno (CIA) es un modelo animal para la RA humana, el cual se parece a la
enfermedad humana, y puede ser inducido en cepas de ratones susceptibles mediante la inmunizacién con colageno
del tipo-1l (Cll) [Courtenay et al., Nature, 283:665 (1980); Cathcart et al., Lab. Invest., 54:26 (1986)]. Para desarrollar
la CIA se requieren tanto las células T CD4 como los anticuerpos contra el Cll. La transferencia de anti-Cll a
animales ingenuos so6lo conduce a una histopatologia parcial que es bastante diferente de la CIA, y no se
desarrollan los sintomas completos de la CIA [Holmdahl et al., Agents Action, 19:295 (1986)]. Por contra, la
transferencia adoptiva de ambos, las células T CD4 y los anticuerpos anti-Cll de ratones inmunizados con Cll, a un
receptores nativos reconstituye completamente los sintomas de la CIA clasica [Seki et al., J. Immunol., 148:3093
(1992)]. La implicaciéon de ambas, las células T y los anticuerpos en CIA es consistente también con los hallazgos
histopatolégicos de las articulaciones inflamadas en la CIA. Por tanto, los agentes que bloquean las funciones de las
células B o células T, o inhiben las citocinas proinflamatorias inducidas por las células T, podrian ser eficaces para
prevenir o tratar la artritis. Mas aun, el vaciado de células T CD4, el bloqueo de las interacciones CD40-CD40L, la
neutralizacion del TNF-alfa o el bloqueo de los receptores de IL-1, todo puede conducir a la prevencién de la CIA en
ratones [Maini et al., Immunol. Rev., 144:195 (1995); Joosten et al., Arthritis Rheum., 39:797 (1996); Durie et al.,
Science, 261:1328 (1993)].

[0236] En el estudio de los solicitantes, dos grupos de ratones (ratones DBA/1, machos, de 7 a 8 semanas de
edad, Jackson Laboratory)) se inmunizaron intradérmicamente con 100ug de colageno bovino del tipo-ll (BCII)
(Sigma Chemical Co.) emulsionado en adyuvante de Freund (CFA) (Difco). Los ratones se desafiaron de nuevo con
BCIll en adyuvante de Freund incompleto 21 dias mas tarde. Se desarrolld en los animales una enfermedad
espectacular, con los signos clinicos de la artritis, que progres6 a una forma mas severa con el tiempo. Empezando
el dia 24, un grupo de ratones se inyecté con 100 ug de TACI-Fc tres veces por semana intraperitonealmente
durante seis semanas (N = 9), y un segundo grupo recibié 100 ug de IgG de ratén como control (N = 10). La
construccion TACI-Fc se preparé usando cebadores basados en la secuencia de TACI humana (descrita en la
presente) para amplificar el ADNc de TACI de ratén a partir de una biblioteca de bazo de ratén. Se cloné un producto
de la PCR de aproximadamente 0,45 kb. Subsiguientemente se aislo, a partir de la misma biblioteca, un clon de
ADNc que contenia el marco de lectura abierta completo del TACI de ratén (nimero de acceso de GenBank
AF257673). El TACI-Fc de murido se construyo clonando el dominio extracelular de TACI de ratén (aminoacidos 2(
129) entre una secuencia sefial pro-tripsina y una secuencia IgG1-Fc de ratén, y se preparé la inmunoadhesina tal
como se describe en los ejemplos anteriores. A continuacion se monitorizaron los animales en busca de signos
clinicos de artritis, y al final del estudio, tal como se describe mas abajo, se realiz6 un examen radioldgico e
histopatoldgico.

[0237] Los ratones se examinaron diariamente en busca de signos de inflamacion articular y se puntuaron
como sigue: 0, normal; 1, eritema y tumefaccion leve confinados a la articulacién del tobillo; 2, eritema y tumefaccion
leve extendiéndose desde el tobillo hacia las articulaciones metatarsiana/metacarpiana; 3, eritema y tumefaccion
moderada extendiéndose desde el tobillo hacia las articulaciones metatarsofalangicas/metacarpofalangicas; 4,
eritema y tumefaccion severa extendiéndose desde el tobillos hacia los dedos. La puntuacion artritica maxima por
pies es 4, y la puntuacion maxima de la enfermedad por ratén es 16; la puntuacion artritica media se calcul6 a partir
de todos los animales en el grupo.

[0238] Para el analisis radioldgico al final del estudio, tanto las plantas delanteras como las plantas traseras
se radiografiaron usando un Faxitron Imaging System de rayos-X (Faxitron X-ray Corp., Wheeling, lll.). Se
digitalizaron los datos y se prepararon radiografias. A continuacién, se examinaron las radiografias en busca de
erosion del hueso y tumefaccion del tejido blando. Para el analisis histopatoldgico, se extrajeron las plantas de los
ratones, se fijaron en formalina al 10%, se descalcificaron, y se sumergieron en parafina. Se prepararon secciones
de la articulacion (6-8 [1m) y se tifieron con hematoxilina y eosina usando procedimientos histoquimicos estandares.
La evaluacion microscopia de las patas artriticas se realizd a ciegas. Los cambios artriticos en el tobillo,
metacarpofalange/metatarsofalange, interfalangica proximal, y las articulaciones se examinaron en busca de erosion
del cartilago articular y del hueso subcondral.

[0239] La FIGURA 16A ilustra el curso de la enfermedad en ratones tratados con TACI-Fc (circulos), o
ratones control tratados con IgG (recuadros), y los ratones tratados con solucién salina (triangulos) Cada punto de
dato representa una media + SD de un total de 9 (para el grupo tratado con TACI-Fc) o 10 (para los grupos control)
ratones. Las diferencias entre el grupo tratado con TACI-Fc y cada uno de los otros dos grupos son estadisticamente
significativas. Los ratones en el grupo control desarrollaron sintomas clinicos tipicos de la artritis, los cuales
empezaron aproximadamente hacia el dia 30 y progresaron rapidamente a puntuaciones artriticas muy elevadas
(FIGURA 16A). Por contra, en los ratones tratados con TACI-Fc, la progresion de la artritis estuvo marcadamente
inhibida. FIGURA 16B muestra las puntaciones de enfermedad individuales de los pies 3 semanas después de la
segunda inmunizacion. Cada punto representa un pie individual. Las diferencias entre el contrl y los grupos tratados
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con TACI-Fc son estadisticamente significativas. Las puntuaciones artriticas en los ratones tratados con TACI-Fc
alcanzaron sélo 1,0, y esto sucedié solo hacia el final del estudio, mientras que en el grupo control, las puntuaciones
alcanzaron hasta >7,0. Estos datos demuestran claramente que la interaccion de TACI con su ligando o ligandos es
importante para el desarrollo de la CIA.

[0240] Para determinar si el tratamiento de los ratones con TACI-Fc tenia efecto alguno sobre la
histopatologia de las articulaciones, al final del estudio se realizaron examenes histopatolégicos de las patas de los
ratones. Al final del estudio (48 dias después de la segunda inmunizacion), se sacrificaron los ratones y se analizé la
histologia de sus articulaciones del tobillo (tincién con HE).

[0241] En el grupo control, se caracterizé una enfermedad artritica grave con proliferacion sinovial, infiltracion
masiva de leucocitos, formacion de pinnus que resulté en la erosion del cartilago articular y del hueso, tal como se
muestra en la articulacion interfalangica proximal (FIGURA 17A). La FIGURA 17A muestra una articulacion falangica
de un ratdén control que indica una sinovitis grave, hiperplasia y destruccion del hueso y cartilago. También se
observé el espesamiento sinovial, la infiltracion de leucocitos, la degeneracién del cartilago articular, y la erosiéon
periarticular en la articulacion metacarpiana. La FIGURA 17B muestra una articulacion falangica de un ratén tratado
con TACI-Fc, sin signos de sinovitos o patologia de la enfermedad. En los ratones tratados con TACI-Fc, no hubo
evidencia de sintomas histopatolégicos, indicando que el TACI-Fc no sélo bloquea los sintomas clinicos de la CIA,
sino que también inhibe los sintomas histopatolégicos (FIGURAS 17C,D). FIGURA 17C muestra un metacarpo de un
ratéon control que tiene la patologia de la enfermedad con signos masivos de sinovitos, y la FIGURA 17D muestra
una articulaciéon metacarpiana de un ratén tratado con TACI-Fc sin ninguna patologia.

[0242] Al final del estudio, las patas anteriores y posteriores de los animales se radiografiaron y analizaron en
busca de estructuras éseas, tal como se ha descrito mas arriba. En el grupo control, los signos de destruccion
masiva del hueso y la desfiguracion fueron evidentes, mientras que en los ratones tratados con TACI-Fc no se
observaron signos significativas de pérdida de hueso o desfiguracion (FIGURAS 17E,F). La FIGURA 17E muestra
una radiografia de un ratén control mostrando signos de destruccién masiva del hueso y desfiguracion. La FIGURA
17F muestra una radiografia de un ratéon tratado con TACI-Fc que no muestra signos significativos de pérdida de
masiva o desfiguracion. Cuando las radiografias de los ratones tratados con TACI-Fc se compararon con las de
ratones ingenuos; no se revelaron diferencias aparentes, indicando que el tratamiento protegia completamente los
ratones del dafio 6seo a al cartilago.

[0243] Puesto que se cree que los anticuerpos anti-colageno juegan un papel importante en el desarrollo de
la artritis, también se analizaron las muestras de suero de los ratones para determinar si el tratamiento TACI-Fc de
los ratones resultaba en la inhibicion de una respuesta inmunitaria humoral anti-colageno. Para ensayar las
respuestas inmunitarias humorales, se sangraron los ratones de forma retroorbital 14 dias (FIGURA 18A) y 45 dias
(FIGURA 18B) después de la segunda inmunizacion, y se analizé la presencia de anticuerpos anti-colageno.

[0244] Los niveles en suero de los isotipos IgG1 e IgG2 de anti-BCll se midieron mediante un ELISA usando
colageno BCIl como antigeno. De forma resumida, se recubrieron placas de microvaloracion con 10 pg/ml de ClI
bovino nativo, se bloquearon y se incubaron con sueros de ensayo diluidos en serie. Se detect6é la IgG unida
mediante incubacién con anti-lgG de ratén, de cabra, conjugado con fosfatasa alcalina (Pharmingen), seguida por
sustrato (dinitrofenilfosfato). Las densidades opticas se midieron a 450 nm en un lector de placas de ELISA
(Molecular Devices).

[0245] Los resultados se muestran en la FIGURA 18. Cada punto de dato representa una media + SD de
cinco ratones en cada grupo. Los sueros de los ratones en el grupo control mostraron la presencia de niveles
elevados de IgG1 e IgG2 anti-colageno, mientras que en el grupo tratado con TACI-Fc, se observé una considerable
inhibicion tanto de 1IgG1 como de IgG2 en los dias 14 y 47 después de la segunda inmunizacion. (FIGURAS 18A,B).
La FIGURA 18A muestra los niveles de IgG1 e IgG2a anticolageno 14 dias después de la segunda inmunizacién, y
la FIGURA 18B muestra los niveles de IgG1 e IgG2a anticolageno 47 dias después de la segunda inmunizacion
(barras en blanco, ratones tratados con BSA; barras en negro, ratones tratados con TACI-Fc). Estos resultados
sugieren que el tratamiento con TACI-Fc podria adaptar el desarrollo de la CIA, al menos parcialmente, mediante el
bloqueo de los anticuerpos anti-colageno.

[0246] Puesto que tanto las células T como las B especificas del colageno pueden iniciar la CIA, se realizé un
ensayo adicional para examinar si la prevencién de la CIA mediado por TACI-Fc estaba asociada también con la
inhibicion de las funciones efectoras de la célula T. Se recolectaron los nédulos linfaticos y los bazos procedentes de
ratones control y tratados con TACI-Fc al final del estudio, y se examino las respuestas de recuerdo in vitro de las
células T contra el colageno y la produccion de citocinas efectoras. Se sacrificaron ratones inmunizados con BCII 47
dias después de la segunda inmunizacién, y se recolectaron sus ndédulos linfaticos inguinales y bazos. Se
prepararon suspensiones de célula unica, y las células se cultivaron en placas de 96 pocillos a una densidad de
1x10° células/ml (200 pl/well) en DMEM que contenia un 5% de FCS inactivado por calor, glutamina 2 mM, 100 U/ml
penicilina, 100 pg/ml de estreptomicina, y 2x10° M 2-ME. Las células se cultivaron en medio solo, o en presencia de
varias concentraciones de BCIl. Para ensayar la proliferacion de linfocitos (FIGURA 18C), las células de nédulo
linfatico (1x106 células por pocillo) se cultivaron primero durante 72 horas, seguidas por la adicion de 1 uCi de [3H]:
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timidina (International Chemical and Nuclear, Irvine, Calif.) durante las 18 ultimas horas de un cultivo de 5 dias, y se
ensayo la incorporaciéon de radiactividad mediante recuento de las escintilaciones en liquido (representado como
c.p.m.) usando un contador de placa 8 Wallac.

[0247] Las respuestas frente al colageno de las células T proliferantes procedente de ratones tratados con
TACI-Fc fue casi inapreciable en comparacion con las de los ratones control (FIGURA 18C; recuadros, ratones
control; circulos, ratones tratados con TACI-Fc).

[0248] Para los ensayos de citocinas, las células de nodulo linfatico y esplénicas se cultivaron en 0,2 ml de
medio con o sin BCII; 1x10° células/ml (200 Ul/pocillo) se cultivaron en el medio arriba mencionado, solas o en
presencia de BCII. Los sobrenadantes se recogieron después de 24 horas para ensayar la secrecion de IL-2, y 72
horas después para ensayar la produccion de IFN-gamma, las cuales se hallé6 que eran los tiempos de incubacion
Optimos para la determinacion de las citocinas, y se almacenaron a -20JC hasta analizarlos. Los niveles de IL-2 e
IFN-gamma se detectaron mediante ELISA usando un equipo procedente de Pharmingen (San Deigo, Calif.). Las
curvas estandares se generaron usando IL-2 e IFN-gamma recombinantes de raton. Cuando se midié la produccion
de IL-2 e IFN-gamma por parte de las células T procedentes de estos ratones, el grupo tratado con TACI-Fc
(mostrado en las FIGURAS 18D y 18E mediante circulos) mostré muy poca produccién de estas citocinas, mientras
que las células T procedentes del grupo control (mostrado en las FIGURAS 18D y 18E mediante recuadros)
secretaron niveles significativos tanto de IL-2 como de IFN-gamma (FIGURA 18D (produccion de IL-2), 18E
(produccion de IFN-gamma)).

[0249] Estos datos sugieren que el tratamiento con TACI-Fc de los ratones no tan sélo inhibié la produccion
de anticuerpo anti-colageno, sino que también regulé funciones de las células T efectoras. Por tanto, se cree que las
interacciones de TACI con su(s) ligando(s) son importantes también en las respuestas inmunitarias mediadas por
células T.

[0250] Puesto que se ha mostrado también que el receptor TACI se expresa sobre las células T y esta
implicado en la activacion de las NF-AT asociadas con la activacion de las células T [von Bulow et al., Science
278:138 (1997)], se cree que el bloqueo de la interaccion de TACI con su ligando o ligandos podria perjudicar
directamente la activacion de las células T y sus funciones efectoras que son necesarias, por ejemplo, para la
progresion de la CIA en los ratones.

[0251] Para determinar el papel directo de TACI en la activacion de las células T, se realizd un ensayo in vitro
de la activacion especifica para el antigeno de células T. Se examindé in vitro la activacion de las células T por el
anticuerpo anti-CD3 en presencia de TACI-Fc midiendo la proliferaciéon y producciéon de IL-2 por parte de estas
células T. Se cultivaron células esplénicas procedentes de ratones C57BL/6 adultos (Jackson Laboratory) (1x106 por
pocillo) en varias concentraciones de 10 ug/ml de anticuerpo monoclonal anti-CD3 (Pharmingen) con o sin diferentes
concentraciones de TACI-Fc en el medio, tal como se ha descrito mas arriba. La proliferaciéon se midié mediante la
captacion de *H-timidina como se ha explicado mas arriba. También se prepararon ensayos paralelos para medir los
efectos de TACI-Fc sobre la produccion de IL-2 inducida por el anticuerpo anti-CD3 en un sistema de cultivo de 24
horas, como se ha mencionado mas arriba. Se usdé un ELISA para determinar los niveles de IL-2 en los
sobrenadantes, usando anticuerpos procedentes de Pharmingen, y usando sus protocolos recomendados. Para
estudiar los efectos de TACI-Fc sobre la estimulacion in vitro de las células transgénicas TCR, se cultivaron 1x10°
células procedentes de ratones transgénicos MBP-TCR adultos (criados a partir de un par de animales de cria
obtenidos del Dr. Richard Flavell, Howard Hughes Medical Institute, Yale University) en presencia de 10 ug/ml MBP[
Ac1-11 (un péptido sintético NH2-terminal de la Proteina Basica de Mielina, que tiene la secuencia de aminoacidos
ASQKRPSQRSK (SEC. N° ID.:10) con el primer aminoacido acetilado), con o sin diferentes concentraciones de
TACI-Fc en placas de 96 pocillos, en medio DMEM suplementado con un 5% FCS, glutamina 2 mM, 100 U/ml
penicilina, 100 pg/ml estreptomicina. La proliferaciéon se midi6 mediante la adicién de 1 uCi de [3H]-timidina
(International Chemical and Nuclear, Irvine, Calif.) durante las 18 ultimas horas de un cultivo de 5 dias, y la
incorporacion de radiactividad se ensayé mediante recuento de escintilaciones en liquido.

[0252] La FIGURA 19A muestra la inhibiciéon por TACI-Fc de la proliferacion de células T ingenuas, inducida
por el anticuerpo anti-CD3, de forma dependiente de la dosis, mientras que la FIGURA 19B muestra la inhibicidon de
la produccién de IL-2 por parte de células T nativas inducida por el anticuerpo anti-CD3, segun se ve afectada por
TACI-Fc de forma dependiente de la dosis. (En las FIGURAS 19A y 19B, el tratamiento con TACI-Fc se muestra
mediante circulos; los controles se muestran mediante recuadros).

[0253] También se examind la activacion in vitro de las células T transgénicas TCR de la Proteina Basica de
Mielina (MBP) en presencia de TACI-Fc midiendo la proliferacién y produccion de IL-2 por parte de estas células T
(tal como se ha descrito mas arriba). De nuevo, TACI-Fc inhibié tanto la proliferacion como la produccion de IL-2 por
parte de células T transgénicas MBP-TCR de manera dependiente de la dosis (no se muestran los datos). Estos
resultados demuestran que el receptor TACI esta implicado en la activacion de las células T, y que esta funcion
puede bloquearse con TACI-Fc.
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EJEMPLO 11

Efectos de lainmunoadhesina de TACI sobre el modelo de EAE en murido

[0254] El modelo en murido de EAE se ha descrito en la literatura como un modelo para la esclerosis multiple
humana [Grewal et al., Science, 273:1864-1867 (1996).

[0255] En el estudio de los solicitantes, se inmunizaron subcutaneamente dos grupos de 10 ratones cada uno
(ratones transgénicos MBP-TCR machos y hembras de 10 a 15 semanas de edad (descritos en el EJEMPLO 10)
con 10 ug de MBP Acl-11 (descrita en el EJEMPLO 10 anterior) en 100 ul de adyuvante de Freund completo (CFA)
(Difco). A continuacién de la inmunizacion inicial con Acl-11, se inyectaron intraperitonealmente en cada ratén 200
ng de toxina de Pertussis (List Biologicals, Campbell, Calif.) en 100 ul de solucién salina, a las 24 y 48 horas.
Empezando el dia 2 hasta el dia 24, un grupo de ratones se inyectdé con 100 ug de TACI-Fc (descrito en el
EJEMPLO 10) en 100 ul de solucion salina estéril, intraperitonealmente, a diario, y un segundo grupo recibié 100 ug
de IgG de murido en 100 pl de solucién salina estéril, intraperitonealmente, a diario. Los animales se monitorizaron
entonces diariamente en busca del inicio de la enfermedad. Los signos clinicos de encefalomielitis alérgica
experimental (EAE) se verificaron diariamente y se asigné una puntuacion del 1 al 5 a cada ratén en base a el
sistema de indices de EAE establecido: 0 = apariencia normal; 1 = cola caida; 2 = andares anormales; 3 = debilidad
de las extremidades; 4 = paralisis que implica una extremidad (paralisis parcial de la extremidad posterior); 5 =
paralisis que implica dos extremidades (paralisis de la extremidad posterior total). Este es un sistema de puntuacion
modificado respecto el descrito previamente en Grewal et al., Science, 273:1864-1867 (1996).

[0256] Los resultados se muestran en la FIGURA 20. Los datos mostrados en la FIGURA 20 indican que los
animales que recibian la IgG de control desarrollaron los sintomas clinicos esperados de la EAE; la aparicion de la
enfermedad en los ratones tratados control empezé el dia 5 y alcanzoé los niveles de pico en 10 dias. Por contra, los
ratones tratados con TACI-Ig no desarrollaron formas graves de los sintomas de la EAE. La puntuacion de la
enfermedad fue mucho mas baja que en el grupo control, alcanzando solamente puntuaciones clinicas de 2 (que no
progresaron a puntuaciones mas elevadas durante el estudio). Los resultados sugieren que el tratamiento con TACI-
Ig protegid los ratones de desarrollar una EAE patente.

Depésito de material

[0257] Los siguientes materiales se han depositado con la American Type Culture Collection, 10801
University Blvd., Manassas, Va. 20110-2209, USA (ATCC):

Material n° de depdsito con ATCC Fecha de depésito
3C6.4.2 PTA-1347 15 de febrero de 2000
5E11.1.2 PTA-1346 15 de febrero de 2000
5G8.2.2 PTA-1345 15 de febrero de 2000
5E8.7.4 PTA-1344 15 de febrero de 2000
[0258] Este depdsito de hace bajo las disposiciones del Tratado de Budapest sobre el Reconocimiento

Internacional del Depdsito de Microorganismos a los Fines del Procedimiento en Materia de Patentes, y las
Regulaciones bajo el mismo (Tratado de Budapest). Esto asegura el mantenimiento de un cultivo viable del depdsito
durante 30 afios a partir de la fecha de depdsito. El depdsito estara disponible por la ATCC bajo los términos del
Tratado de Budapest, y sometido a un acuerdo entre Genentech, Inc. y la ATCC, que asegura una disponibilidad
permanente y no restringida de la progenie del cultivo del depdsito al publico a partir de la concesién de la pertinente
patente estadounidense o a partir de la exposicién al publico de cualquier solicitud de patente estadounidense o de
pais extranjero, cualquiera que suceda primero, y asegura la disponibilidad de la progenie para alguien determinado
por el U.S. Commissioner of Patents and Trademarks como con derecho a la misma de acuerdo con los articulos 35
y 112 de la USC y las normas del Commissioner en relacion a lo mismo (incluyendo el 37 CFR '1.14, con particular
referencia a 886 OG 638).

[0259] El cesionario de la presente solicitud ha aceptado que, si un cultivo de los materiales en depdsito
muriese o se perdiera o fuera destruido cuando se cultiva en condiciones apropiadas, los materiales seran
remplazados con prontitud, a partir de la notificaciéon, con otros del mismo tipo. La disponibilidad del material de
depdsito no debe considerarse como una licencia para practicar la invencion en contravencién de los derechos
garantizados bajo la autoridad de cualquier gobierno de acuerdo con sus leyes de patentes.
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[0260] La descripcidon escrita anterior se considera que es suficiente para permitir que un experto en la
materia lleve a cabo la presente invencion. La presente invencion no se limitara en su alcance por los ejemplos
presentados en la presente invencion. De hecho, varias modificaciones de la invencion, ademas de las mostradas y
descritas en la presente invencion, seran evidentes para los expertos en la materia a partir de la descripcion anterior.
Listado de secuencias

[0261]

<110> GENENTECH, INC.

<120> USOS DE AGONISTAS Y ANTAGONISTAS PARA MODULAR LA ACTIVIDAD DE MOLECULAS
RELACIONADAS CON EL TNF

<130> P1805R1 PCT
<141> 2000-11-28

<150> US 60/182.938
<151> 2000-02-16

<150> US 60/226.986
<151> 2000-08-22

<160> 14

<210>1

<211> 1377

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 1
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agcatccrga
gccgtgtgga
gctatgagat
ctgcatgtTcce
cagccttctag
gaccatctcc
ccctaagcas
acctrccacc
tcagacaacet
aagtccagct
tctacagcac
gtggcagtgy
gccccgctca
cgatggaagc
tgcagcttct
cacgcctggg
ccaggaccac
ggcattgrgt

ggtcagggag

gtaatgagtg
ccaggagdag
cctgccccga
tgcaaaacca
caggtcactc
tgagggactg
tgtgcatact
agagctcagg
cgggaaggta
ctccecggggce
gctggggctc
cctgecrrtect
aggccccgtc
cggcagccct
gcrreccetga
accccecgacc
agtcctgcag
gtgtgecrge

ggaaaggyagg

ES 2365855 T3

gccrgggccg
cgcttteccac
agagcagtac
tttgcaacca
agctgeccgcea
catcagctgt
tctgtgagaa
agacagcgga
ccaaggattg
tgaagctgag
tgcectgtgtg
caagaagagg
aaagtccggce
gtgagcacat
gtgcagggcg
ccacttgtgc

ccttgcccac

ccaggagggg

agggagagag

62

gagcaggega
agggcctgtg
tgggatcctc
tcagagccag
aggagcaagg
gcctccatct
caagctcagg
gtggagaagt
gagcacagag
tgcagatcag
ccgtccrtcetg
ggggatccct
caagtcttcce
ccoccecgagece
cccacgcagg
tggaaggtgg
acatcccaga
ggcccaggtg

atggagagga

ggrggccgga
gacgggggtg
tgctgggtac
cgcacctgtg
caagttctat
gtggacagca
agcccagtga
tgaaaacaat
gctcagaagc
gtggccctgg
ctgcttcctg
gctcctgcca
caggatcacg
agtggagacc
agagcgcagt
gggtgccacsa
cagtggcctt
cataaatggg

ggggagagag

S5uU

100
150
200
250
300
350
4100
450
500
550
600
650
700
750
800
850
900

950
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aaagagaqggt ggggagaggg gagagagata tgaggagaga gagacagagg 1000
aggcagaaag ggagagaaac &gaggagaca gagagggaga gagagacaga 1050
gggagagaga gacagagggg sagagaggca gagagggasa gsggcagaga 1100
aggaaagaga €aggcagaga aggagagagg cagagaggga gagaggcage 1150
gagggagaga ggcagagaga cagagaggga gagagggaca gagagagaté 1200
gagcaggagg tcggggcact ctgagtccca gttcccagtg cagctgtagg 1250
tcgtcatcac ctaaccacac gtgcaataaa gtcctcgtge ctgctgeteca 1300
cagcccccga gagcccctece tcctggagaa taaaaccttt ggcagctgce 1350
cttcciceaa aaaaaacaae aaaaaaa 1377
<210> 2
<211> 293
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 2
Met Ser Gly Leu Gly Arg Ser Arg Arg Gly Gly Arg Ser Arg Val
1 s 10 15
Asp Gln Glu Glu Arg Phe Pro Gln Gly Leu Trp Thr Gly Val Ala
20 2s 30
Met Arg Ser Cys Pro Glu Glu Gln Tyrx Trp Asp Pro Leu Leu Gly
35 40 45
Thr Cys Met Ser Cys Lys Thr Ile Cys Asn His Gln Ser G1ln Arg
S0 55 60
Thr Cys Ala Ala Phe Cys Arg Ser Leu Ser Cys Arg Lys Glu Gl1ln
65 70 75
Gly Lys Phe Tyr AsSp His Leu Leu Arg Asp Cys Ile Serxr Cys Ala
80 85 90
Ser Ile Cy¥ys Gly G1ln His Pro Lys Gln Cys Ala Tyr Phe Cys Glu
95 100 105
Asn Lys Leu Prg Ser Pro Val Asn Leu Pro Pro Glu Leu Arg Arg
1lo0 115 120
Gln Arg Ser Gly Glu Val Glu Asn Asn Ser Asp Asn Ser Gly Arg
128 130 135
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Tyr Gln Gly

Pro Gly Leu

Thr Leu Gly

Ala val Ala

Gln Pro Arg

Asp His Ala

Pro val Glu

Thr Gln Glu

Ala Gly Arg

Cys Pro His

Ala Gln Glu

<210> 3

<211> 995

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 3

Leu
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Glu His

140

Lys Leu Ser

Leu

Cys

Ser

Met

Thrx

Ser

Trp

Ile

Glv

155

Cys Leu

170

Phe Leu

185

Arg
200

Glu
215

Cys
230

Ala
245

Gly
260

Pro
275

Gly
290

Pro

Ala

Ser

val

Asp

Pro

Axg

Ala

Cys

Lys

Arg

Gly

Phe

Thr

Asp

Rla

Lys

Gln

Ser

Cys

Pro

Thr

Gly

Ala

64

Ser

Gln

Val

Phe

Gly

Leu

Glu
145

Val
160

Leu
175

Gly
190

Pro
205

val
220

Pro
235

Thr
250

Thr
265
Gly
280

Ala Ser

Ala Leu

Cvs Cys

-

Asp Pro

Ala Lys

Ser Thr

Glu Cys

Pro Asp

Thr Val

Ile Val

Pro

Val

Phe

Cys

Ser

Ser

Arg

Pro

Leu

Cys

Ala

Tyr

Leu

Ser

Ser

Als

Thr

Gln

Val

Leu
150

Serx
165

val
180

Cys
195

Gln

210

Glu
225

Pro
240

Cys
255

Pro
270

Prc
235
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aagactcaaa
tgcegegaag
ttcattgrece
cttgtagaga
tgttttcttt

tgaatatttt

cttagaaact
acacagacag
tcaacattct
tattacttgt
ttgtgatcat

gacagtttgt

tgaattagat
ccccegtaag
agctgctcte
ccttccagge
gttgcagatg

tgcatgcttg
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gtggtattca
aacccacgaa
gctgcatttg
tgttctttct
gctgggceagt

cataccrtgt

aatccttacgqg
gcaggcgaag
ctctggaatt
gtagctccct
gctcccaaaa

caacttcgat

50

100
150
200
250

300

gttcttctaa tactcctcct ctaacatgtc agcgttattg taatgcaagt 350

attctctgga cctgtttggg 400

gtgaccaatt cagtgaaagg aacgaatgcg

cgtgctaatg tttttgetaa 450

actgagctta ataatttctt tggcagtttt

ggaagataag ctctgaacca ttaaaggacg agtttaaaaa cacaggatca 500
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ggtctcctgg
tgaaattatt
gtgaagactg
ccactcccag
gaatgactat
agaaatcast
Ctttaaaast
gacrgtattt
actetceatg

tagaaacttc

gcatggctaa
cttcecgagag
catcaagagc
ctatggagga
tgcaagagcc
ttctgctagg
cttrtgrcag
ttcagttgcc
tTagatatat

cttggtttca

cattgacctg
gcctcgagta
eaaccgaagg
aggtgcaacc
tgccagctgc
taattaacca
aatagatgat
gatacagctt
ttctctaggt

tgattaaaqt

gaaaagagca
cacggtggaa
tcgactctgsa
attcttgtce
tttgactgct
tttcgactcg
gtgtcagatc

tttgtectct

ggactggtga
gaatgcacct
ccattgcttt
cCacgaaaac
acggagatag
agcagtgcca
tctttaggat

aactgtggaa

550
600
650
700
750
800
850

300

tactgtitggg agcttaatgg 950

cttretotet

cctga 995

<210> 4

<211> 184

<212> PRT

<213> Homo sapiens
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<400> 4

Met Leu Gln

1

Ser Leu Leu

Asn Thr

Thr Asn

Gly Leu
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Ala
S

Met

Ale
20

His Cys

Leuv Thr Cys

35

Pro Pro

Val Gly Thr

Lys
50

Ser

Ile Ile Ser

65

Ser Leu

10

Ile Pro Cys Gln

25

Gln Arg Tyr

40

Asn Ala Ile

5%

Leu Ala Val

70

Gly Gln Cys Ser Gln Asn

Leu

Cys

Leu

Phe

Glu

Arg

asn

Trp

Val

Tyr Phe
Cys Ser
Ala Ser
Thr Cys

Leu Met

Asp
15

Ser
30

Val
45

Leu
60

Phe
75

Leu Leu Arg Lys Ile Ser Ser Glu Pro Leu Lys Asp Glu Phe Lys

Asn

Lys

Tyr

Pro

Glu

Lys

lie

<210> 5

Thr

Ser

Thr

Lys

Gly

Ser

Ser

<211> 858
<212> ADN
<213> Homo sapiens

80

Gly Ser Gly Leu Leu Gly Met

95

Gly Asp Glu Ile
110

Arg Thr

val Glu Glu Cys Thr Cys

125

Val Asp Ser Asp His Cys

140

Ile Leu Val Thr
155

Ala Thr

Ala Ala Leu Ser
170

Leu Pro

Ala Arg

66

Ile

Glu

Phe

Thr

Ala

85

Ala
100

Leu
115

Asp
130

Pro
145

Lys
160

Thr
175

Asn

Pro

Cys

Leu

Thr

Glu

Ile

Arg

Ile

Pro

Asn

Ile

Asp Leu

Gly Leu

Lys Ser

Ala Met

Asp Tyr

Glu Lys

90

Glu
105

Glu
120

Lys
135

Glu
150

Cys
165

Ser
180



<400> 5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

atggetlgact ccacagaaag ggagcagtca cgccttactt cttgccttaa
gaaaagagaa gaaatgaaac tgaaggagtg tgtttccatc ctcccacgga
dggaaagccc ctctgtccga tcctccaaag acggaaagct gectggctgcea

acctrgetge tggcactgct gtcttgctge ctcacggigg tgrettteota

ccaggtggcc gccctgcaag

agggccacca €gcggagaag

ggcttggagg aagcetccage

accagctcca ggagaaggca

ccgttcaggg tccagaaqQaa

gcagacagtg aaacaccaac

atggcttctc
aaatattggt
tatactgata
ccatgtcttt
aaaatatgcc
gcaaaactgg

tgcacaaata

agctttasaa
caaagaaact
agacctacgc
ggggatgaat
tgaaacacta
aagaaggaga

tcactggatg

tgctgtga 858

<210>6

<211> 285

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 6
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50

100

150

200

gggacctggc cagcctecgg gcagagctgc

ctgccagcag
tgtcaccgeg
acrccagrca
acagtcactc

tatacaaaaa

ggggaagtgc
ggrrtactttt
catgggacat
tqagtctggt
Cccaataatt
tgaactccaa

gagatgtcac

67

gagcaggagc
ggactgasaa
gaacagcaga
aagactgctt

ggatcttaca

cctagaagaa
ttatstatgg
ctaattcagqga
gactttgttt
cctgctattc
cttgcaatac

attttttggt

ccccaaggcec
tctttgaacce
aataaqgcgtg
gcaactgatt

catttgttcc

asagagaata
tcaggtttta
ggaagaaggt
cgatgtattc
agctggcatt
caagagaaaa

gcattgaaac

250
300
350
400
450

500

550
600
650
700
750
800

850
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Met

Leu

Leu

Lys

Leu

Leu

Leu

Pro

Asp

Pro

Leu

Thr

Pro

Ala

Leu

Val

Ser

Ala

Val

Ser

Arg

Lys

Ala

val

Leu

Gly

Thr

Gly Glu Gly Asn

Thr
5

Glu
20

Glu
35

Ala
50

Ser
65

Arg
80

Ala
95

Ala
110

Ser
125
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Glu

Glu

Ser

Thr

Phe

Ala

Gly

Gly

Ser

Arg

Met

Pro

Leu

Tyr

Glu

Ala

Leu

Gln

Gln Gly Pro Glu Glu Thr val

140

Glu

Lys

Ser

Leu

Gln

Leu

Pro

Lys

Asn

Thr

68

Gln

Leu

Val

Leu

Val

Gln

Lys

Ile

Ser

Gln

Ser
10

Lys
25

Arg
40

Ala
55

Ala
70

Gly
85

Ala
100

Phe
115

Arg
130

Rsp
145

Arg

Glu

Ser

Leu

Ala

His

Gly

Glu

Asn

Cys

Leu

Cys

Ser

Leu

Leu

His

Leu

Pro

Lys

Leu

Thr

Val

Lys

Ser

Gln

Ala

Glu

Pro

Arg

Gln

Ser

Ser

Asp

Cys

Glu

Glu

Ala

Ala

Leu

Cys
15

Ile
30

Gly
45

Cys
60

Asp
75

Lys
90

Ala
105

Pro
120

Val
135

Ile
150
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Ala Asp Ser Glu Thr Pro Thr lle
155
Val Pro Trp Leu Leu Ser Phe Lys
170
Lys Glu Asn Lys lle Leu Val Lys
185
Tvr Gly Gln Val Leu Tyr Thr Asp
200
Leu lie Gin Arg Lys Lys Val His
215
Leuv Val Thr Leu Phe Arg Cys lle
230
Pro Asn Asn Ser Cys Tyr Ser Ala
245
Gly Asp Glu Leu Gln Leu Ala Ile
260
Ser Leu Psp Gly Asp Val Thr Pha
275
<210>7
<211> 1348
<212> ADN
<213> Homo sapiens
<400> 7
ggtacgaggc trtcctagagg gactggaacc
gagggtggaqg ggtctcaagg caacgctggc
gcactaacag tacccttagc ttgctttcct
aagTtcecttt ttattteotcece ttgcgtaaca
actgcccecgta cccttacececo coaccgcoccace
azaccacagc tgttggcagg gtccccagct

69

Gln Lys Gly

160

Arg Gly Ser

175
Glu Thr
190

Gly

Thr
205

Lys Tyrx

Phe
220

Val Gly

Gln Asn Met

235

Ile
250

Ala

Arg Glu

265

Gly Ala

280

taattctcct
cccacgacgg
cctccctect
accttcecttcecc
tccttgcectac

catgccagcc

Ser Tyr Thr

Ala Leu Glu

Tyr Phe Phe

Ala Met

Asp Glu Leu

Pro Glu Thr

Lys Leu Glu

Asn Als Gln

Leu Lys Leu

gaggctgagg
agtgccagga
ttttattttc
cttctgcacce
cccactcttg

tcatcrecctt

Bhe
165

Glu
10

Ile
195
His
210

Ser
225

Leu
240

Glu
255

Ile
270

Leu

285

S0

100
150
200
250

300



tcttgctage
gagccggcecac
ggccgtggcet
gcctcaggag
aatggggaag
cctggasgcce
Tcacccaaaa
aacqgccacct
agctcttagyg
tcceaggatgc
grtgactttca
ggagactcte
cctacaacag
attctgagtg
acatggaacc
ggctcccage
gctcagcata
ggtttggcte
ctttgaetttt
ttgcgtgtgt

acctggtcgg

ccccaaagygg
tctecagttge
tgtgccatgg
agaggtgagce
ggtatccctg
tgggagaatg
acagaaqaag
ccaaggatga
cgtgggagag
tggagtttat
ccatggotce
ttecgatgta
ctgctatagce
tcatzattcec
ttcctggggt
ttggaagacc
taaaggagag
cccgrrcecece
acggatatct
gtagatgagg

ggcccactag

ES 2365855 T3

cctccaggca
ccretggteg
ctctgctgac
cggctgcagg
gcagagtctc
gggagagatc
cagcactctg
ctccgatgtg
gcctacaggce
ctgctgtata
ggtggtgtct
taagaagtat
gcagatgtct
ccgggcaagg
ttgtgaaact

agggtgggta
ggaatgtgca
acttttccet
tgcttctgtt

ggcgggggac

aagcatccag

70

acatggqggqgg
agttgggggg
ccaacaaaca
ggacaggagg
ccggagcaga
ccggaaaagg
tcctgeacct
acagaggtga
ccaaggatat
gccaggtect
cgagaaggce
gccctcccac
tccatttaca
gcgaaactita
gtgattgtgt
catactggag
gaaacagagg
tttcattcce

ccccatggag

gggcgcecagg

aacagcacca

cccagtcaga
cagctctggg
gagctgcaga
ccectceecceag
gttccgatgce
agagcagrgc
ggttcccatt
tgtggcaacc
ggtgtccgaa
gtticaagac
aaggaeggca
ccggaccgge
ccaagoggat
acctctctcc
tataasaagt
acagccaage
catcttcctg
accccctaga
ctccgaattce

cattgttcag

350
400
450
500
550
600
650
700
750
800
850
900
950
1000
1050
1100
1150
1200
1250

1300

ccatctta 1348



<210> 8
<211> 250
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 8
Met

1l

Gly

Leu

Met

Glu

Glu

Leu

Val

Val

val

G1ln

Tyr

Val

Cys

Cys

Ser

His

Pro

Asn

Trp

Ala

Val

Gly

Glu

Leu

Pro

Met

Gly

Serx

val

Ile

Tyr

val

Gly

Rla

Mert

Leu

Leu

Tyr

Rla

Thr

Ile

Trp

Tyr

Gln

Ser

Arg

Ser

Ile

Thrx

Ser

Gly

Ser

Leu

Pro

Trp

Cln

Asn

Gln

Gly

Vval

Rrg

Ser

Ile

Phe

Ser
Gly
20

Trp
35

Thxr
SO

Leu
65

Tro
Glu
95

Lys
110

Ala
125

Pro
140

Va
155

Leu
170

Glu
185

Met
200

Gly
215

Pro
230

Leu
245

ES 2365855 T3

Pro

Pro

Gly

Gln

Gln

Gln

Asn

Gin

Thr

Ala

Arg

Phe

Glv

Pro

Val

Gly

Phe

val

Ala

Gln

Gly

Ser

Gly

Ser

Leu

Ile

Gln

Gln

Ser

Phe

Leu

Arg

Ala

Thr

Thr

Leu

Glu

Lys

Lys

Arg

Gln

Asp

Gly

His

His

val

71

Leu

Glu

Leu

Glu

Gly

Pro

Arg

Gln

Asp

Arg

Asp

val

Arg

Pro

Leu

Ala

Lys

Ala
10

Pro
Gly
40

Leu
55

Gly
70

Glu
85

Ser
100
His
115

Asp
130

Gly
145

Rla
160

Thr
175

Gln
190

Asp
205
His
220

Lys
235

Leu
250

Pro

Ala

Ala

Gln

Pro

Gln

Arg

Ser

Ser

Arg

Gly

Phe

Glu

Arg

Gln

Leu

Lys

Leu

Val

Ser

Ser

Ser

Lys

Val

Asp

Gly

Vval

Thr

Thr

Pla

Gly

Asn

Gly

Ser

Ala

Leu

Gln

Serx

Arg

Leu

val

Leu

Tyr

Met

Leu

Tvr

Asp

Leu

Pro

Val

Cys

Arg

Asn

Asp

Arg

His

Thrx

Gln

Leu

Gly

Phe

Asn

Ile

Ser

Pro
15

Ala
30

Ala
45

Arg
60

Gly
75

Ala
90

Als
105

Leu
120

Glu
13s

Ala
150

Leu
165

Gln
180

Arg
195

Ser
210

Leu
225

Pro
240
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<210>9
<211> 265
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 9

Met

1
Asp
Met
Thr
Thx
Gly
Ser
Asn
Gln
Tyr
Pro

Thr

Ala

Ser
Gin
Arg

Cys

Lys
Ile
Lys
Arg
Gln
Gly
Leu

Vel

Gly

Glu

Ser

Met

Ala

Phe

Cys

Leu

Ser

Leu

Glu
Cys
Ser
Ala

Tyr

Arg

Gly

Leu

Lys

Leu

ES 2365855 T3

Gly Arg

Arg
20

Pro
35

Cys
50

Phe
65

Asp
80

Gln
95

Ser
110

Glu
125

Glu
140

Leu
155
Cys
170

Phe
185

Phe

Glu

Lys

Cys

His

His

Pro

Val

His

Ser

Leu

Leu

Ser

Pro

Glu

Thr

Arg

Leu

Pro

vVal

Glu

Arg

Ala

Cys

Lys

Arg
Gln

Gln

Ile

Ser

Leu

Lys

AsSn

Asn

Gly

Asp

Ala

Lys

72

Arg

Gly

Tyr

Cys

Leu

Arg

Gln

Leu

Asn

Ser

Gln

val

Arg

Gly
10

Leu
25

Trp
40

Asn
55

Ser
70

Asp

8%
Cys
100

Pro
115

Ser
130

Glu
145

Val
160

Leu
175

Gly
190

Gly

Trp

His
Cys
Cys
Rla
Pro
Asp
Ala
Ala
Cys

Asp

Thr

Pro

Gln

Arg

Ile

Tyx

Glu

Asn

Ser

Leu

Cys

Pro

Ser

Gly

Leu

Ser

Lys

Ser

Phe

Leu

Ser

Pro

Val

Phe

Cys

Arg
Val
Leu
Gln
Glu
Cys
Cys
Arg
Gly
Ala
Tyr
Leu

Ser

Val
15

Ala
30

Gly
45

Arg
60

Gln
15

Ala
90

Glu
105

Arg
120

Arg
135

Leu
150

Ser
165

Val
180

Cys
195



ES 2365855 T3

Gln Pro Arg Ser Arg Pro Arg Gln Ser Pro Ala Lys Ser Ser Gln

200 205 210
Psp His Ala Met Glu Ale Gly Ser Pro Vel Ser Thr Ser Pro Glu

215 220 225
Pro Val Glu Thr Cys Ser Phe Cys Phe Pro Glu Cys Arg Rle Pro

230 235 240
Thr Gln Glu Ser Ale Val Thr Pro Gly Thr Pro Asp Pro Thr Cys

245 250 255
Ala Gly Argc Thr Ala Pro Pro Arg Glu Gly

260 265

<210> 10

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<400> 10

Ala Ser GIn Lys Arg Pro Ser GIn Arg Ser Lys
1 5 10

<210> 11

<211> 1377

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 11

73



tttretttee
tccaggagga
attgcacgtg
gactcagagt
ctctctgtct
ctctectict
ctecrertececce
ctcctctgrt
ctctctecece
tctccctcet
ctcctgggca
ggcaagqgctg

caagtggggt

cctgcactca

tgctcacagg

ggactttgac
cttcttgagao
acaggcagac
agcttcagcc
tccttggtac
gctgtctect
tcacagaagt
gctgatgcag
ggcagctgag

ttgcaaatgg

trteteettt
ggggctctcg
tggttaggtg
gcecoccgacct
ctctgecctcect
ctgcctcotct
ctctgretct
tctctccctt
tcteececcace
cctttceccte
ggcacacaca
caggactgtg
cgggggtccce
gggaagcaga
gctgccggcet
ggggcctrga
aagcaggcca
ccccagcgtg
ccgggagagce
cttcccgagt
gagctctggt
atgcacattg
tccectcagga
tgacctgcac

tttrgcagga

ES 2365855 T3

gaggaagggc
ggggctgtga
atgacgacct
cctgctctat
ctcectetcect
crttecrtct
ctecteecctcet
tctgectcct
tctcittctc
cctrtgaccceee
caatgccaag
gtcctggtgt
aggcgtgact
agctgcagger
tccatcgcgt
gcggggetgyg
ccgccaccag
ctgtagacca
tggacttgct
tgtctgaatt
ggaaggrttca

cttagggtgc
gatggtcata

aaggctgcac

catgcaggta

74

agctgccaaa
gcagcaggca
acagctgcac
ctctctctgt
gcctctctcecce
ctgccetectet
gtctctctct
ctgtctctct
tctccectcee
atttatgcecac
gccactgtct
ggcaccccca
gcgcectctcecct
cteccectggce
gatcctggga
c€aggagcagg
gaagcagcag
gggccacctg
tctgagccetce
gttttcasact
ctgggctect
tgtccacaga
gaacttgcct
aggtgcgctg

cccagcagag

ggttttattc
cgaggacttt
tgggaactgg
ccctctctce
ctctctgeccect
cccretetge
ccetectetgt
ctcctcatat
tctccatecte
ctgggecececcee
gggatgtgtg
ccttccagcea
gcgtgggegce
tcgggggatg
agacttggcc
gatccccect
aggacggcac
agctgcactc
tgtgctccaa
tcteccactcecce
gagcttgttce
tggaggcaca
tgecrcectrge
gctctgatgg

gatcccagta

50
100
150
200
250
300
350
400
450
500
550
600
650
700
750
800
850
900
950
1000
1050
1:00
1150
1200

1250
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ctgctcttcg gggcaggate tcatagccac ccccgtccac aggecctgtg 1300

gaaagcgctc ctcctggtce acacggctcec ggccacctcg cctgcetecgg 1350

cccaggecac tcattactca ggetget 1377

<210> 12

<211> 995

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 12
tcaggaaaaz
aagctcccas
cagttagagg
aaagagatct
ctgctcgagt
tccgtagcac
cgtggtgaca
aatggtcaga
cattcttcca
agtcctgcectce
ctgtgretet
azaaacatta
acaggtccag
cattacaata
agttgacaaqg
ggagcactgc

gctacagaaa

aaaagacttt
cagtaaccte
acaaaaagct
gacacatcat
cgaaatggtt
tcaaagcagc
agaatqggttg
gtcgaccttc
ccgtgtactc
ttttccaqggt
aaactcgtcc
gcacgaaaac
agaatcgcat
acgctgacat
gtatgcaagc
ccagccatct

gaacagcctag

aatcatgaaa
gagaaatata
gtatcggcaa
ctattctgac
aattacctag
tggcaggctc
cgccttecee
ggtttgctct
gaggcctctc
caatgttagc
tttaatggtt
tgccaazagaa
tcgtrecttt
gttagaggag
atgcaacaaa

gcaacatgat

gaaggacaag

75

ccaaggaagt
tctaacataa
ctgaaaaata
aaaagatttt
cagaaattga
ttgcaatagt
catagctggg
tgatgcagtc
ggaagaataa
catgcccagg
cagagcttat
attattaagce
cactgaattg
gagtattaga

ctgtcaaaat

cacaaaaaga

taatatctct

ttctaccatt
agactttcca
cagtcatcct
taaagtggca
tttctctatc
cattegttet
agtggaaagc
ttcacaggtg
tttcaccacc
agacctrgatc
cttccttage
tcagtcceccaa
gtcacacttg
agaacatcga

attcattttg

aaacaaggga

acaagaattc

50

100
150
200
250
300
350
400
450
500
550
600
650
700

750
800

850
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<210> 13

<211> 858

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 13

tcacagcagt
tttgtgcatt
agttttgcaa
catattttga
agacéetggac
tcagtatata
caatatttta
gaagccatgg
ctgtctgcaa
ctgaacggca
gagctggtgg
tccaagccgg
gtggcecctge
ccacctggta
agcaaggttg

gcttrtccttce

ES 2365855 T3

ttcaatgcac
ttctcttggt
tgccagctga
atacatcgaa
cttcttecte
aaacctgacc
ttctcttrtt
aacaaatgtg
tcagttgcaa
cgcttacttc
ttcaaagatt
ccttgggggce
agctectgecc
gaaagacacc
cagccagcag

cgtgggagga

tcatccat 858

caaaaaatgt
attgcaagtt
atagcaggaa
acaaagtcac
tgaattagat
atatataasa
cttctagggce
taagatcctt
gcagtcttga
tgctgttctg
ttcagtccceg
tcctgetect
ggaggctggce
accgtgaggc
ctttcegtet

tggaaacaca

76

cagagcaaat gcagcsagag cagctagaat gttgagaacs
cctgecttegt gggttcttac gggggetgtc tgtgtcticg

ggatttgaat accacatcta attcaagttt ctaagtttga

gacatctcca
ggagttcatc
ttattgggta
cagactcaat
gtcccatgge
aagtaaccag
acttceccctt
tttgtatagt
gtgactgttt
actggagttg
cggtgacagc
gctggcagct
caggtcccct
agcaagacag
ttggaggatc

ctccttcagt

gtctt 995

tccagtgata
tccttettec
gtgtttcagg
tcetcceccaa
gtaggtctta
tttctttgac
ttaaagctga
tggtgtttca
cttctggacc
ccttctecetg
tggagcttcc
tctcecgegtg
tgcagggcgg
cagtgccagc
ggacagaggg

ttcatttctt

atgaacttecg 900

cggcacgtaa 950

50

100
150
200
250
300
350
400
450
500
550
600
650
700
750

800

ctcrttttctt aaggcaagaa otaaggcgtg actgctccct ttctgtggag 850
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<210> 14

<211> 1348

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 14

taagatggtg gtgctgttct ggatgcttcc agtgggcccc gaccaggtct 50

gaacaatgcc tggcgeccgt ccccecgecoce tcatctacac acacgcaaga 100

ccatggggaa cagaaqgcaag atatccgtaz aatcaaagtc 150

attcggagct
taggggctgg
ggaagatgcc
ttggctgtct
tcrtttataac
agagaggtta
cceccertagtg
cggtccgggt
ccttecttga
cttgaaacag
cggacaccat
ttgeccacatc

tgggaaccag

gaatgaaaag
tctgttectg
ccagtatgta
acaatcacag
agtttcgccc
taaatggaag
gggagggcat
ccttctegag
gacctggcta
atcctigggc
acctctgtca

gtgcaggaca

ggaaaagtga
cacattccct
cccaccctgg
tttcacaaac
ttgceegggg
acacctgcgce
acttcttata
acaccacctg
tacagcagat
ctgtaggcct
catcggagtc

gagtgctgct

77

ggaacgggga
ctccrttata
tcttccaage
cccaggaagg
aattatgaca
tatagcagct
catcggaata
acccatggtg
aaactccragc
ctcccacgcece
atccttggag

tcttctgttt

gccaaaccca
tactcagctce
tgggagccac
ttccatgtgg
ctcagaatat
gttgtaggec
caqtctcctg
aaagtcacgt
atcctggatt
taagagctgg
gtggcgttaa

ttgggtgagc

200

250

400
450
500
550
600
650
700

750



actgctctec
atcggaactc
gggaggggcc
tgcagctctg
cagagctgcce
tgactgggcce
ggagatgagg
agagtggggt
tgcagaaggg
aaataaaaag
ctggcactec

tcagcctcag

tttteccggga
tgctccggga
tcctgtecce
tttgttgggt
ccccaactca
ccccatgttg
ctggcatgag
agcaaggagg
aagaaggttg
gagggaggag
gtcgtggggce

gagaattagg

ES 2365855 T3

tctctecccca
gactctgcce
tgcagccgge
cagcagagcc
accagagggc
cctggaggcece
ctggggacce
tggcggggcg
ttacgcaagg
gaaagcaagc
cagcgttgcec

ttccagtccce

78

ttctcccagg
gggataccct
tcacctctet
atggcacaag
aactgagagt
ctttgggggc
tgccaacage
ggtaagggta
agaaataaaa
taagggtact
ttgagaccct

tctaggaagc

cttccagggc
tccccattct
cctgaggctc
ccacggcecece
gccggcetbctce
tagcaagaaa
tgtggtttca
¢gggcagtgg
aggaacttga
gttagtgctc

ccaccectccece

800

850

900

950

1000

1050

1100

1150

1200

1250

1300

ctcgtacc 1348
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ES 2365855 T3

REIVINDICACIONES

1. Antagonista del polipéptido APRIL que es un anticuerpo monoclonal anti-APRIL, en el que el polipéptido APRIL
comprende la secuencia de aminoacidos mostrada en la SEC ID No. 8 o un fragmento de la misma, en el que dicho
antagonista de APRIL bloquea, inhibe o neutraliza la unién del polipéptido APRIL al receptor TACI o a ambos
receptores TACl y BCMA, para utilizar en un método de tratamiento de una enfermedad relacionada con el sistema
inmunitario o el cancer, en el que dicha enfermedad relacionada con el sistema inmunitario o el cancer es artritis
reumatoide, esclerosis multiple, psoriasis, sindrome de Sjogren o lupus, o leucemia, linfoma o mieloma.

2. Utilizaciéon de un antagonista del polipéptido APRIL que es un anticuerpo monoclonal anti-APRIL, en el que el
polipéptido APRIL comprende la secuencia de aminoacidos mostrada en la SEC ID No. 8 o un fragmento de la
misma, en el que dicho antagonista de APRIL bloquea, inhibe o neutraliza la unién del polipéptido APRIL al receptor
TACI o a ambos receptores TACI y BCMA en la preparaciéon de un medicamento para el tratamiento de una
enfermedad relacionada con el sistema inmunitario o el cancer, en el que dicha enfermedad relacionada con el
sistema inmunitario o el cancer es artritis reumatoide, esclerosis multiple, psoriasis, sindrome de Sjogren o lupus, o
leucemia, linfoma o mieloma

3. Antagonista del polipéptido APRIL para utilizar segun la reivindicacion 1 o la utilizacién segun la reivindicacion 2,
donde el anticuerpo monoclonal es un anticuerpo quimérico, un anticuerpo humanizado o un anticuerpo humano.

4. Antagonista del polipéptido APRIL para utilizar o la utilizacion segun la reivindicacion 3, donde el anticuerpo anti-
APRIL es un anticuerpo humanizado que comprende una secuencia del anticuerpo 3C6.4.2 secretado por el
hibridoma depositado con la ATCC con numero de acceso PTA-1347 o comprende una secuencia del anticuerpo
5E11.1.2 secretado por el hibridoma depositado con la ATCC con nimero de acceso PTA-1346.

5. Antagonista del polipéptido APRIL para utilizar segun la reivindicacion 1 o la utilizacién segun la reivindicacion 2,
donde el anticuerpo es el anticuerpo monoclonal 3C6.4.2 depositado con el nimero de acceso de la ATCC PTAL
1347 o el anticuerpo monoclonal 5E11.1.2 depositado con el nimero de acceso de la ATCC PTA-1346.

6. Antagonista del polipéptido APRIL para utilizar o la utilizacién segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores,
donde el polipéptido APRIL tiene la secuencia de aminoacidos mostrada en la SEC ID No. 8, el receptor TACI tiene
la secuencia de aminoacidos mostrada en la SEC ID No. 2, y el receptor BCMA tiene la secuencia de aminoacidos
mostrada en la SEC ID No. 4.

7. Antagonista del polipéptido APRIL para utilizar o la utilizacién segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores,
donde el cancer es linfoma de Burkitt, mieloma multiple, leucemia linfoblastica o linfocitica aguda, linfoma no de
Hodgkin, linfoma de Hodgkin o leucemia mieloide aguda.

8. Antagonista del polipéptido APRIL para utilizar o la utilizacién segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores,
donde el antagonista del polipéptido APRIL o el medicamento son para la administracion con uno o mas agentes
citotdxicos, agentes quimioterapéuticos, citocinas, agentes inhibidores del crecimiento, anticuerpos o radioterapia.

9. Antagonista del polipéptido APRIL para utilizar o la utilizacién segun la reivindicacion 8, donde el anticuerpo es un
anticuerpo que se une a un antigeno seleccionado del grupo que consiste en CD20, CD11a, CD18, CD40, ErbB2,
EGFR, ErbB3, ErbB4, y VEGF.

10. Antagonista del polipéptido APRIL para utilizar o la utilizaciéon segun la reivindicaciéon 9, donde el anticuerpo que
se une a CD20 es rituximab.

11. Antagonista del polipéptido APRIL para utilizar o la utilizacién segun la reivindicacion 9, donde el anticuerpo que
se une a ErbB2 es trastuzumab.

12. Composiciéon que comprende un antagonista del polipéptido APRIL que es un anticuerpo monoclonal anti-APRIL,
en la que el polipéptido APRIL comprende la secuencia de aminoacidos mostrada en la SEC ID No. 8 o un
fragmento de la misma, que bloquea, inhibe o neutraliza la unién del polipéptido APRIL al receptor TACI o a ambos
receptores TACI y BCMA y un portador.

13. Composicion segun la reivindicacion 12, en la que el anticuerpo es un anticuerpo quimérico, un anticuerpo
humanizado o un anticuerpo humano.

14. Composicion segun la reivindicacion 12, en la que el anticuerpo es un anticuerpo humanizado que comprende
una secuencia del anticuerpo 3C6.4.2 secretado por el hibridoma depositado con la ATCC con el nUmero de acceso
PTA-1347 o comprende una secuencia del anticuerpo 5E11.1.2 secretado por el hibridoma depositado con la ATCC
con numero de acceso PTA-1346.
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15. Composicion segun la reivindicaciéon 12, en la que el anticuerpo es el anticuerpo monoclonal 3C6.4.2 depositado
con el numero de acceso de la ATCC PTA-1347 o el anticuerpo monoclonal 5E11.1.2 depositado con el nimero de
acceso de la ATCC PTA-1346.

16. Composicion segun cualquiera de las reivindicaciones 12 a 15, en la que el portador es un portador
farmacéuticamente aceptable.

17. Antagonista del polipéptido APRIL que es un anticuerpo monoclonal anti-APRIL, en el que el polipéptido APRIL
comprende la secuencia de aminoacidos mostrada en la SEC ID No. 8 o un fragmento de la misma, que bloquea,
inhibe o neutraliza la union del polipéptido APRIL al receptor TACI o a ambos receptores TACI y BCMA.

18. Método para identificar un antagonista o agonista de la interaccién del polipéptido APRIL con el receptor TACI o
con ambos receptores TACI y BCMA, que comprende poner en contacto un compuesto candidato con dicho
polipéptido APRIL o un receptor TACI o ambos receptores TACI y BCMA, y detectar la interaccion de dichos
componentes.

19. Método segun la reivindicacion 18, en el que el compuesto candidato se une o forma complejos con un
polipéptido ARPIL o los receptores TACI o BCMA, o, en cualquier caso, interfiere con la interaccion de estos
polipéptidos con otras proteinas celulares.

20. Método in vitro de inhibicién o neutralizaciéon de una actividad bioldgica del polipéptido APRIL en una célula de
mamifero, que comprende exponer dicha célula a una cantidad eficaz de un anticuerpo monoclonal anti-APRIL tal
como se define en cualquiera de las reivindicaciones 12 a 15, en el que la actividad bioldgica es (i) la union del
polipéptido APRIL al receptor TACI, o (ii) la unién del polipéptido APRIL a los receptores TACI y BCMA.

21. Método segun cualquiera de las reivindicaciones 18 a 20, en el que el polipéptido APRIL, el receptor TACI o el
receptor BCMA son recombinantes.

22. Método segun cualquiera de las reivindicaciones 18 a 20, en el que el polipéptido APRIL tiene la secuencia de

aminoacidos mostrada en la SEC ID No. 8, el receptor TACI tiene la secuencia de aminoacidos mostrada en la SEC
ID No. 2 y el receptor BCMA tiene la secuencia de aminoacidos mostrada en la SEC ID No. 4.
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PRO XOOOOoOoo0Coookk  (Lengitud = 15 aminoacidos)
Proteina de comparacién XOOXYYYYYYY (Longitud = 12 aminodcidos)

o, de identidad de secuencia de aminoacidos =

(el nimero de residucs aminoacidos idénticamente emparejados entre las dos secuencias
polipeptidicas segin es determinado por ALIGN-2) diidido por (el nimero total de
residuos aminoacidos del polipéptido PRO) =

5 dividido por 15 =133,3%

FIG. 5A

PRO ),0.0.9.0,0.0.0.9.9.4 Longitud = 10 aminoacidos
Proteina de comparacidn ~ XOOXXYYYYYYZZYZ Longitud = 15 aminodcidos

% de identidad de secuencia de aminoacidos =
(el nimero de residuos aminoacidos idénthicamente emparejados entre las dos secuencias

polipeptidicas segin es determinado por ALIGN-2) dividido por (el numero total de
residuos aminoacidos del polipéptido PRO) =

5 dimidido por 10 = 50%

FIG. 5B
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FIG. 17E FIG. 17F
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